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RESUMEN

La utilizacién dietaria de las proteinas depende de su perfil de
aminodcidos y biodisponibilidad, por ello puede afectarse por
procesos metabolicos propios de la edad. En este estudio, se
enriquecid enzimaticamente proteina de soya con metionina y se
evaluo su potencialidad de wutilizacion en alimentos geridtricos e
infantiles. Para ello, se diseid un modelo con 3 grupos etarios de
ratas Sprague Dawley: neonatas (Grupo 1: 21 dias), adultas jovenes
(Grupo 2: 180 dias) y adultas maduras (Grupo 3: 480 dias). Se utilizé
pasta de soya la cual fue hidrolizada, enriquecida con metionina
(Met) y fraccionada por ultrafiltracion (UF). La hidrolisis se realizé
al 4%(p/v) con enzimas pancredticas porcinas al 4% (p/p), 50°C, 6h y
pH 8. Después de secar por aspersion, el hidrolizado resuspendido al
20% (p/v) se incubd con metil ester de Met (7.6% p/p), quimiotripsina
1% (p/p) y glicerol 3M a 37°C, 3h y pH. 7. Antes y después de
enriquecimiento (E), el hidrolizado fue fraccionado por UF con
membranas de 1 y 10 kDa y se analiz6 su composicién proximal. A la
fraccion de 1-10 kDa enriquecida (Fi.190E) se le cuantificaron factores
antifisiologicos y se evalud bioldgicamente compardndola con aislado
de soya + Met libre (Ais) y caseina ANRC (Cas), ademds de una dieta
libre de nitrogeno. Las dietas fueron isoenergéticas al 10% (Gpo 1) y
7% (Gpo. 2 y 3) de proteina y se estimo con ellas NPU, digestibilidad
(DV), Apeso/g Proteina consumida. También se determinod
postprandialmente urea y aminodcidos plasmaticos y se estimo la
digestibilidad aparente (DA) ileal-yeyunal-fecal de aminodcidos y
nitrogeno con Cr,0s3. La Fi.10E queddé enriquecida con 4 veces mas
Met que su homoéloga antes de sintesis (Fi.19), y sus factores
antifisiologicos se-redujeron en un 90%. EI NPU fue mayor para Cas
en todos los grupos y estadisticamente igual (p>0.05) entre Ais y
Fi.10E. En las ratas de 21 dias se observéd un aumento en Apeso/g
Proteina consumida de F;.10E entre los dias 10 y 14, siendo- este
efecto inverso para Ais. La DV y calificacion quimica correjida por
esta (CQCD) para Fi.1oE fueron mejores que las encontradas para las
otras dietas suministradas a los grupos 1 y 3. El nivel plasmdtico de
urea (en promedio) fue directamente proporcional a la edad, el perfil
dietario de aminodcidos bdsicos (lisina, arginina e histidina) y la
biodisponibilidad plasmatica de estos TUltimos. La relacion de
aminoaddos esenciales: no esenciales plasmdtica (AAE:AANE) en
todos los grupos, fue mejor para FI1-10E, efecto posiblemente
relacionado con su patron digestible en ileon. La DA de Met y su
elevacion plasmdatica en el Gpo. 3, fueron mejores cuando esta estuvo
unida a la proteina que cuando se presentdé en forma libre,
independientemente de su concentracion en la dieta. La adicion
covalente de Met a la soya y el control de tamafo de los péptidos,
traen ventajas fisicoquimicas y fisiologicas para la nutricidn
especial. La Met covalentemente unida, mds que libre mejora su
digestibilidad y biodisponibilidad plasmdatico en un estado de balance
nitrogrenado. Ademés, se mejoran sustancialmente la calificacidn
quimica, respuesta plasmatica de AAE:AANE y la absorcidn ileal (por
compensacion yeyunal). Por ello, la Fi.10E podria ser una mejor
alternativa que el aislado de soya con Met libre, en los productos
enterales para ancianos. viii



IMNTRODUCCHON

En tos dltimos anos ban cambiado Tas tendencias de produceion y desarrolio de
nueveos  alimentos  manufacturados, desde Ja sustitucion de inpredientes para el
megoramiento de procesos leenologicos y perdil nutricio de alimentos conocidos, hasta o
disedio de productos realmente novedosos. La transicidn mas reciente es la sustitucion de
productos enngquecidos (Fortficacidn/suplementacion) por alimentos formulados a base
de “ingredientes idesles”. Desde el punive de vista teenoldpico, esta nueva forma de
produccion de alimentos tiene serias implicaciones sobre todo econdmicas,

En Lo formutacion de productos “ideales” basados en proteina, se debe considerar
muy especialmente el perh] nutricional, La bisqueda de proteinas de bajo costo, aho
valoer nutncional ¥y con caracteristicas teenofdpicas convenienles, ha mducido a ia
utHizacion de mezclas de proteinas de origen vepetal como Ias de cereales o leguminosas
{UHoa y Valencia, 1993; Obanni er af., 1998), Los prodoctos para nuiricion enteral como
Ensured® o Sustacala®, son alpunns ejemplos de productos gue contienen proteing animat
{easeing) mezclada con proteina vegetal (aislado de soya) A pesar det buen valor
nuirtcional  del  aislade  de soya, sus  caracleristicas  funcionales v sensoriales,
composicion de aminodcidos y actividad remanente de compuestos antifimoldgicos, no
sote ba restringido su wtilizacidn teonologica sino ha demostrado ser inconveniente en la

nulyicion especial (Diaz ef al., 1997, Anderson y Woll, 1995),



Los procesos de hidrolisis y sinfesis enzimdlica, son una allernativa para In
modificacion de proteinas dictarias, Avngue estos progesos han sido aprovechados en la
industrin farmacéotics, su aphcacion no ha sido muy explotada en la industria
alimentavia (Jara-Marini, 1997),

“,!‘:llmljn‘ condiciones gsl‘l‘iu;l:msticlaiw controladas es posible wlilizar 1o actividad
bidireccional dw las profeasas lanto para fn hidedlisis come para la sintesis peptidics
(Hajos ef al., 1996). Bl proceso de hidrdlisis involucea fa ruplura enzimitica de tos
enlaces peptidicos con la consecuente formacion de péplidos libres, Estos dltimos a su
vez pueden servir de sugtrato pars regintesis o bien formacion de péptidos enrigquecidos
con aminoicidos o péptidos de ofras Tuentes adicionados intencionalmente (Kasche,
1990, Gouveni e ol 1998). De esta manera ba sido posible penerar hidrolizados de
profeinas vepetales y animales con distintas proporciones ¥ composicion  de péptidos.
Algunos de estos productos han probado su clicacin en (8 lerapia naricional de
enfermedades como la colilis ulcerativa y enfermedad de Crohn (Schmidl er af,, 1994,
Cirnmble, 1993), asi como en b formulacion de productos hipoatergénicos para nutricion
infantil (Ruiz-Salazar, 1996,

EY empleo de esta metodolopia enzimdatica sobre- Iy proteina de sova, ha sido
objeto de dos trabajos antertores realizados en CIAR (Calderdn de la Barea o al,
19989a.b). in ambos se demuestran las venlajas lecnologicas ¥ putricionales, cn
condiciones de laboratorio, de distintas fracciones ultrafilradas, que son susceptibles de
incorporaciim en distintos alimentos espectales, En s dltimo trabnjo, reportan by bueni

calidad proteica de dos frascciones para mantener ¢l balance nitrogenado de ratas en



crecimiento al compararse con caseina y un producto comercial pars nutyicion enteral,
Ademis se sugicre que las fracciones menores a 10 kDa poseen caracteristicas
especiales pura el disedio de productos como nutracduticos o bebidas fortificadas para
personas con problemas de mala absoreion.

Previende gue las necesidades proteteas v estado fisioldgico son distinias en
infantes y personas adullag, es posible hipotetizar que el efecto de estis nuevas proteinas
modificadas serd distinto confonme avanza la edad,

Con el fin de demostrar Lo eficacia nutricional de una fraccion enriguecida con
metioning para el disefio de alimentos para ancianos o infantes, se disend el presente
trabajo. Lin este estudiamos el efecto que tienen los cambios fisioldgicos que acompafian
a lo edad, en la utiliracion dietaria de esta fraceion de proteina de soya modificads, Con
ello se praporciona un precedente experimental para la formulacion de alimentos para

mutricién especial adecuados a fa edad,



ANTECEDENTES

special: Bl Mercado en México

Productoys para Nutricidn

Cuando con los alimentos ordinarios no se satisfacen las nevesidades de
nutrimentos de un individuo en estade normal o patologice, o cuando existen desordencs
fisioldgicos de oripen alimenticio (alerging) se recurre a alimentos nuiritivos especiales
(Taylor v Anthony, 1985). Bl soporte nuivicionn] especial comprende 1a nutricion
parenteral (nuirieion clinica) y alimentacion emera) (formufas comerciales). Bsta forma
de albnentacion debe estar disefada parn proveer apoyo natricional suplementario o
complementario g individuos incapaces de pgerir cantidades adecnadas de alimento en
estado solido o para personas con necesidades fisioldpicas y nutricionales especificns
(LS Congress, T98RY. Sn consumo puede ser por periodos cortos o como dnice fuente
nutricional durante periodos mas largos (Schmidl ef af., 1994),

Segun la FDA, estos alimentos pueden dividirse en nutricionalmente completos,
modulares, para desordenes metabdlicos v solucrones de rehidratacion oval (IFF, 19923,
Asi mismo, de scuerdo al conlenido proteico se dividen en poliméricos (proteina
ttacty),  semiclementades  (hidrodizados) v elementales  (sminoacidos  Dibres). Los
productos putrictonalimente completos proveen. las cantudades requeridas de Jos distinios
hutrimentos para mantener e) estado nutricional adecuado de individuos gue reciben solo

estn fuente nutricias (Mora, 19923,



Agui s ubiean Ia mayoria de las fGrmlag enterales comerciales como Ensuredd,
sustacalin, y alpunas rmulas hipoalergénicas para lactanies como el Pregestin 6,

s fuemes proteicas juegan un papel tmuy imporiante en ¢l diseio de prodoctos
enterates ¥ [Grmulas infantites hipealergémicas, Bn ta Tabla 1 ose enliston alpunos de los
productos de importacion gli:;lri,l,:ui.c.:ima en México y la formia proteica utilizada para su
formulacion, La caseing, lag proteinas de nctosuero y el aislado de soya son las
principales Dientes de proteinas wsadas en b formulacion de estos dos tipos de
productos. Su confenido porcentual de proteina varia de 8-24% (p/v), ¥ su conlenido
catdrico de F-2 keal/mL (Mora, 19925 Torres ef af, 1999), para proporcionar un buen
valor nutricional. Sin embargo, la digestibilidad y calidad proteica de este ipo de puede
verse Dhmitada en algunos casos (Sarwar y Peace, 199 Diax of ol 1997 Calderon de |a
Barca ef al , 19990).

Utilizando nuevas eenologias y proceses baratos tambidn se lian producido
[rmudas con proteinas hidrolizadas, Hsta weenolopia actualmente solo se enyples para
producir  fdrmulas  hipoalergénicas  y  enferales  semiclementales  diselindas  para
muroterapia en paledopias especificas (Tabla 1) Estos productos son wlilizados
principalmente en mutroterapia clinicr (ep, Enfermedad pulmonar) v osu conlenido
proteinico o8 2 a 3 veces mayor con contenido ealdrico similar a) reportado en el pirtafo
anterior (Vortes ef al, 1999). Sin embargo, un problema imporante con estos productos
es In falla de control det tamatio de los péptidos (Malken er o, 1993) o cual ocasiona

respuestas nlérgicas en Jactantes con hipersensibilidad (Rugo ef af., 1992),
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Por otro lado, la adguisicion de estos productos resolta car, sobre todo cupndo
son preseritos como tnien fuente de alimentos, especialmente en los palses en donde
es1os 1o se Mbrican,

Iin México actuabmente, ambos tipos de productos estin siendo importados a on
costo demuasiado elevado, por Io que tos sistemas de seguridad soctal y los particolares
tienen problemas para mantener este tipo de alimentacion, B reto Mo de by industria
¢s, por tanlo, produgir proleinas con las caracteristicas mas adecundrs y a menor costo,
Esto con el fin de formuar estos prodoctos, no solo para consumo local, sing para
sustituir alpunos de los existentes en el mercado internacional.

La Modificacion Funcional y Nutricional de Proteings Digtartes

Desde e punto de vista natricional, T modificacion funcional de proteinas se ha
vuelto una necesidad ereciente para v produceion de nuevos y mejores ahmentos
especiales. Los experimentos sobre modificacion enzimdtica de proteinas han tenido
como propdsitos fundamentales el sumentar su calidad puotricia y ebminar al méximo
factores antifisiolopicos que de manera natural ocurren en las proteinas nativas (Jara.
Marini, 1997; Hajis er al,, 1996), Por otra parte, el desarrollo leenologien de alimenios
para nutneidon enieral u‘spm:iul, se ha visto estimulado dado s demands que tienen
(Ziepler et al., 1998; Wahn, 1995),

13 teendloge en alimentos ha recirido a distinios procesos para la modificacion
funcional de  proteinas. La manipulacién (isicoquimica se wiliza para conferir

propiedades  distintivas  que mejoren ¢l procesamiento, almacenamiento, calidad



organoléptica vy eficacia bioldgics y matricional de los alimentos (Mahmowd, 19943, Loy
métodos {Tsicos como f extirusion mecdnica, permiten canbios en el tamane de particula
y remocinn de compuestos volatiles. Con los métodos bioldgicos (fermentaciones) se
gonsiguenr modificaciones estructurales en bis proteinas, aunque eslo se consigue de
manera mas directa por méodos quimicos y enzimilicos como modificaciones de pH,

digestiom, manipulacion de iones y formncion de complejos (Pour-EL T9%1),

Aspectos Relevantes sobre Wideolisis y Sintesis Enzimitica

La ruptura de moléculas proteicas complejay o péptidos mas pequenos s
imporiante oo la nutricion especial, Los péptidos se utilizan para alimeniar pacientes con
problemas pastrointestinales, insuficiencia pancredtica y otras enfermedades (Taylor y
Anthony, 1985), La hidedlisis de proteinas en alimentos se Heva a cabo por diversas

razones: mejoramiento nutricional, retardo en el deterioro y bisqueda de propiedades

rnhién se previenen interacciones indeseables v se remueven sabores. olores y factores
antifisiologicos (Feeney, 1986; Lahl y CivindstadT, 1989). Asi pues, Ja utihdad final de
wna proteina hidrolizada dependert direetamente del conjunto de propiedades que le
hayan sido impartidas durante su produceidn (Jara-Maring, 1997).

La hidrolsis de profeinas puede realizarse por métodos quimicos o enzimiticos.
131 primer método implica la degradacion proteica por dcidos o dlcalis, mientras qus I
sepunda implica Ia depradacion especilica o inespecifica por erzimis proteoliticas

{(Puigserves, ef af., 1278). Esta Oitima ba sido ta may usada en la indusiria de alimentos



ya gque praduce hidrolizados con perfiles peptidicos adecuados, sin alteracion evidente
deb perfit de aminvdcidos gque 1o componen, En cambio, la hidiolisis quinica pueds
incurrie en el deteriore de cierto tpo de aminogeidos y Tormacion de sustancias tdxieas
coma la lisino-alanina (Whitaker y Foeney, 1983).

e principio, las enzimas protecliticas poseen l1a capacidad de “romper™ las
cidenas de proteinns por escision de sug enlaces peptidicos (Leningher, 1993}, Jo que
trae como consecuencia fa liberacion de péptidos de tamaio vanable aminodcidos libres,
La proporeion y tamafio de estos productos dependerd directamente de In especificidad y
capactdad hidroliticn de la enzima, el sustrato y las condiciones fisicas y bioguimicas
(pH y temperatura) en que ta reaccion se leve a cabo (Lahl y Grindstaf®, 1989). Desde el
punto de vista industrial, solo en casos muy especiales se usan sistemas enzimiticos
puros para llevar a cabo las reacciones de hidrdlisis y se preficre ¢ uso de mezclas de
enzimas de origen pancredtico o mexclas de proteasas microbianas {Novo-Nordisk,
1995).

Por olra parte, bajo condiciones estrictimente controladas, es posible ulilizar la
accion bidireccional de fas protessas para inducir sintests de péptidos (Lozano y
Combes, 1992), Mientras que en las reacciones hidroliticas se liberan péptidos de
proteinas intactas, es posible revertir esta reaceion 1 vitre par producir proteinas
entiquecidas con aminodcidos imitantes (Arai, ef al 1978, Hajos ef al, 1996) y/o
ombinar péptidos de bajo y alto valor nutricional (Gouvein, e al., 1998). Aungue ¢l
enriquecimiento de proteinns con aminodeidos también se puede Hevar o cabo por

reacciones quimicas {Puigserver of al, 1978; Lin-Chan y Nakai, 1980), son preferibles



o

[os sistemas enzimiicos por las mismas razones que en el casy de productos
hidrolizados.

La sintesis enzimitica requicre del control en b proporcidn de pépidos formados
por hidrolisis, exceso de aminodeidos libres de interés v baja concentracion de agua
(hara Muarini, 1997) La velocidad de incorporacion de ésteres de =-aminodcidos
depende de sus estructuras, en particular, de la cadens lernl, La especificidad de la
enzima wilizada parn sintesis también es fundamental, Aral y colaboradores (1978),
encontraron que up 85% de Ja incorporacion de metionina o la proteing de soya
calahzada por papaing, s realiza principalmente en los carbonos terminales de los
péptidos. Bsto desde ef punto de vista sensonal es de vital importancin ya que al haber
aminedcidos de ingerés en exeeso se podrin suponer también formacion de olipopéptidos
(de metioning) ¢ isopéptidos (péptidos con cadenas rvnilicadas) gue influiran en el
sabor y uttlizacion blolagics de los producios.

La funcionalidad  y  aplicacion  industrial de productos  hidiolizados /o
enrigquecidos no solo estd determinada por fa accidn enzioubticn. Ya ha side denwsirado
gue b propiedades funcionales y nuicias de productos hidrolizados son dependientes
del tamadio de los péptidos formados ¥ su interaceion con olros nutrientes come los
aztcares (Feency y Whitaker, 1977). Por lo tato se hace evidenle gue bn maxima
wilidad de estos productos dependerd de la Torma en que se puedan separar las distintas
fracciones peptidicas. A nivel semi-industrisl, se han utilizado  distintos sistemas
continuos vy discominuos de separacion por oltrafiltracion, con reconocida efivacin

(Deeslic y Cheryan, 1988). Hstos sistemas no solo permiten fraccionar los hidrolizados



de manera conveniente para distintos productos alimenticios, sino también permiten
acoplar las reacciones enzimiticas en reaclores y la removion continug de péplidos,
abavatando los costos de produceiin,

Por otra parte. la seleccion de sistermas vy condiciones de secado  influye
directamente en el wmaio de particuly, caracieristicas sensoriales ¢ interacciones
fisicoquimicas de las proteinas hidrolizadas, Bt método de secado comercialmente mas
viable y econdmico es el de aspersion, en el cuat ung solugion diluida se atomizs en
contra de wn flujo de aire seco y caliente en une cAmara donde no es necesario alesnzar
temperaturas de pasteurizacion, ¢ inmediatamente se enfria (Labl y Bragn, 1994). Bl
confrol de femperaturas en este sistema es criticn ya que wna seleceion errénes pucde
pcasionar caramebizacion y por ende veacciones indeseables en los nuirimentos. listas
reacciones, fales como las de Mailbard (azacares-protoinas), afectan las caracterislicos

e

Astcoguintieas y nuivicionales de los productos secos (Labuza e al, 1977)

Tres Generaciones de Productos de Soya

Lo utihizacion de la sova en alimentos asidticns, ha impulsido el desarrollo
tecnologicn de nuevos productos en paises oceidentales. La proteina de soya (definicion
pendrica gque se be da a los distintos componentes proteicos, en su mayoria globulings)
presenta un vitlor biologico (V) de 62.5% comparable al 73% encontrado para cascina,
Su digestibilidad es de 90% comparada a 99% de caseina, 98% de la protefng de huevo v
D3% para tigo. Su valor nutricio ha propiciado gue esta protefna sea incluidy en

distintos sistemas adimenticios tradicionales v especiales (Lin, 1997).



Miles de afos antes de Ia introduceiim de la soya a paises occidentales, ésia vra
cullivaba en China. Es precisamente en los paises orientales donde nacen lo que ahora
conocemos conto la primers generacion de productos de soya. La soya en forma natural
o procesada por medio de procesos sencillos de extrusion, precipitacion saling, tostado
y-0 coccion, permitiv desarrollar tos primeros productos fermentados ¥ no fermentados,
Come ejemplos de estos productos se encuentran Ja leche de soya, el ofu v I pulpa de
soya (Okara), gue son productos no fermentados. Bl jiang, el miso v Ia salsa SOV S0N
eremplos de productos fermenndos (Liv, 1997),

Ling sepunda peneracion de productos sucede con la industrializacion de 1y pasia
de soya, EF producto resultante de la extraceion de aceite de soya (pasia) contiene up 40-
S0% de proteina lx cual seria aprovechada para la produceion de alimenios de “segunda
generacion’,

Sinentrar inucho en detalle, en la Figura 1, se resume basicamente ef proceso de
aprovechansiento  industrial  de la soys, Productos como  harinas  desgrasadas,
texturizados, hojuelas, concentrados y aislados de soya son alpunos ejemplos, Para la
produccion de estos, son necesarios tratamientos de secado, precipilacion alcohdlica,
cador homedo y seco. Las harinas resullantes han sido utilizadas en la preparacion de
productos de panificacion y embutides (Simpson, 1982, Hettinrachy y Kalapathy, 1997),
ast como alimentos para nuiricion especial (aistados de soyn) y productos andlogos a la
carne (hexturizados). ¢

La tercera generacion de alimentos de soya se refiere a productos elaborados con

prveina de soya modificada con vias de aplicacion potencial.
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La bisqueda de nueves formas de alimeotos que pennitan satistheer las
necesidades de protetna y energin para grupos con neeesidades nulvicionstes especiasles,
oritld a realizar la modificacion quimica o enzimdtica de 1a soys. Lo el mercado va
exislen productos para nutricion de lactantes alérgicos, basados un hidrolizados prowicos
de ofras fuentes (Wahn, 1995), siendo log de soya un mercado relativamente nuevo. Fn
CIAD se han oblenido fraceiones de proteing de soya modificada que presentan vintajas
nulriciag superiores al aislado de soya v caseina cominmente utitizados en Hrmulas

infamtiles y bebidas Tortificadag (Calderdn de la Barca erall, 1999 a,b),

Calidad Mutricional de Proteinas Modificadas

Bl deseo principal del nutricionista ha stdo el desarrollo de métodos que evaliien
de forma precisa In tilizacion de proteinas y su calidad. Algunos de estos métodos son
el balance mitrogenadoe, recambio proteico, y concentracion de aminoicidos plasmaticos
postprandiales (FAQ/WIO1991). La calidad de lag protelnas alimentarias depende de
su habilidad para satistacer los requerimientos de nitrdgeno y aminodcidos det coerpo,
Aungue la composicion deaminedcidos ha sido wilizada come indice de oalidad
proteica, se ha hecho pecesario verificar su valor en estudios in vive, Por ésta razon la
dipestibilidad verdadera se ha wlilizado para corregiv el patron de amipodcidos de

cualquicr fuente ensayada (Rahman ef af 1997), La clasilicacion de proteinas en bise a

g, W

su valor biologico y perfil de aminodcidos, ha permitide selecctonar Jas de alta calidad y

usarlns como inpredientes en alimentos especintes (Keith y Bell, 1988),



Las proteinas modilicadas producidas por hididlisis y/o sintesis enzimdtica, han
sido objeto de evaluaciones biologicas. Un aspecto particulamiente ingportante en fa
produccion de hidrolizados, es e} mejoramiento en la absorcion, Se ha observado que 1
ahsorcion intestinal de di y wri-péptidos de hidrolizados proteicos es mis efectiva que
de prodeinas intactas (Dtepler er al,, 1990), o de aminodcidos libres {(Silk, 1981; CGrimble,
1993). Zhao y colaboradores (1997), reportaron que ¢l grado de hidrolisis de la proteing
de soyn influye en su absorcion y trinsito intestingl en perros. Bstos hechos son
particularmente importanies sb se piensn que fos procesos fisioldgicos de asimilacion
alimenticta como la masticacion ¢ hidrélisis gastrica (Clinton e al., 1968), se
disminuyen o alteran en condiciones atipicas (enfermedad) o por la edad (Reville ¢f of.,
FO91, Merry et af,, 1992),

[os trabajos son los que apoyar fa imporlancia de os hidrolizados en la edad
avanzada; Chen y colaboradores (19903 asi como Ferrmis vy Vionakola (1993),
encontraron que con el aumento de Iy edad disminuye el vansporte transepitelial y o
area de absorcion intestinal, Por otta parte, el buen pronostico de recuperacion de
pacientes miervenidos quirirgicamente, puede fvorecerse via alimentacion enteral con
Aigopéptidos (Zicgler, ef wl., 1998),

Los bioensayos con proteinas de soya enrigoectdas  enzbmiticomente con
aminodcidos son pocos; Yamashita y colaboradores (1971), realizaron los primeros
enrigueciéndola con metionipa. En dicho experimento, se enconlrd una relacton, de
eficiencia proteica (PERY de 3.38, comparado con Jos valores de 2.4 para caseina wsada

comeo control. Kimura y Aral (1988), ol ensayar olipopéptidos de proteina de soya
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enriquecidos con metionina, observaron wa mayor eficiencia proteica on ratas normales
y desnutridas en comparscion s mezchas de proteing con melioning libre,  Mis
recientemente, Hijos y colaboradores (1996), meporian que Ta modificacion proteolitica y
enriquecimicto con metioning de la proteina de soya, awmentis su valor biologico
mejorande su patrdn de amiodcides v oredociende s actividad  de  factores
antifisiologicos. A pesar del buen efecio biolégico ensayado en log tres casos, los niveles
de enrigquectmiento logrados en Jos tres estudios no fueron satisiactorios, ademis en el
ohimo no se esclarcce con sepuridad la razdn por Ta cual eleva sy vador nutricio por solo
comparaciopes  cromaograficas entre Jos productos proteicos de o modiBeacion
enzimatica y las caracteristicas y actividad de compuestos antifisiotdgicos de referencia,

En o trabajo reahzado en nuestro laboratorio, pudimos observar que, a expensas
de un misnio balanee nitrogenado, se mejora fa digestibilidad en péptidos de proteina de
soyn enviquecidos enzimilicamente en comparacion con péphidos no enviguecidoy, al
compararse con casetna (Calderon de la Barca et af., 1999b) y aislado de soya (datos no
publicados) Dutra de Qliveira y colaboradores (1998), por su parte han documentado
que bt suplementacton del aislado de gova con metomma, no mejors su valor nutrieional
en lactantes. Ambas observaciones nos permiten infenr que 1a hidrdlisis enzimatica no
altera ¢l valor ntricional de [a proteing de soya, pero si o hace la adicidn covalente de

metionina,



lZda

oy Unlizacion Dietaria de Proteinag

El envejecimiento es un proceso normal que inicia con 1a concepeion y Lenmina
con ly muerte. En fnoetapa de crecimionto, los procesos anabolicos exceden a los
valabolicos. Una vez que el cuerpo lepa a la madures fistologicn, el indice catubolico o
tos cambios degenerativos som mayores que ¢l indice de regeneracion celular. Tn
cualguier casp, ¢l funcionamicnto de cada Grgano vy su intepracion al metabolismo
general es distine, Micntras goe durante ¢l crechmiento el funcionmmientio de los
arganos st determinado por su madurez y diferenciacion celelar, ¢ deterioro de los
misms es ineludible con @l eovejechmiento, Ademis, Jas patologias caracieristicas de
cada etapa evolutiva, condicienan Je forma especial el correcto funcionamienio del
organisme (Uheen y Green, 1984),

Presde el puto de vista nuincional, ¢ estado fisioldpico y |illlit.:3!{:i;‘fill1 funcional
de dos organos determing la wilizacidn v desting de putrimentos. Bl proceso de
astmitacion de nutrimentos es complejo, por o que se hace necesario simplificar cada
etapa funcional de acuerdo con su degradacion (Adibi, 1976), En los siguientes parralos
nas abocaremos a discutlr primeramente el comportamiento fiswoldgico de distintos
organos desde Ia perspeotiva de degradacion de nutrimentos (particulurmente proteinas).
En segundo (drmino se mencionardn los aspectos relactonados con ¢l conportamiento

Bioquimico de las proteinas y aminogcidos, de acuerdo s la edad,



Sencetnd Fisioldgica y Funcionad del Tracto Digestivo

21 fencionamienio del aparato digestive, como regulador de b asbmilacion
dietaria de proteinas, se centra en dos actividades poneipales: la digestion y b absorcion
{Sleisenger y Ko 1979 Adibi, 1976). La degradacion meednica ded bolo alimenticio,
digestion preparativa (gquitmica) y la digestion inlestina} (enzimidtica) a nivel de lumen,
membrana ¢ intracelular, son pare de In fase de digestion (Cunningham, 19923, 171
proceso de absorcidn corvesponde basicamente al transporte transmembranal de péptidos
y ominodcidos libres y los mecanismos para su hiberacion a la circulacion (Silk, 1981
Mathews y Payne, 1980). El estado fisioldgico de los drganos, por Lo vinto, inferra en su
capacidad para efectuar estas schividades v llevar la atilizacion dietarts de proteina a
buen nivel. A continuaciom se detallan las principales alleraciones en los procesos de
degradacidn proteica, producidas por imadurez o incapacidad (no patoldgica) en lus
Organos y i edad.

Cavidad oral. La secrecion salival y masticacion son las responsables de o degradacion

1

mecanica inicial deb bolo alimenticio. Como a los infantes so tes dan alimentos
predigenidos y o emulsificados, no presentan problemas o este nivel eomo ampoco los
hay en la edad adulta, Sin embargo, s baja prodoceion de saliva con la edad avanzada,
irae como consecuencia proltemas dentales (Bowman ef al., 1992),

o, A cualguicr edad se pueden dar ligeros problemas de mottlidad, en susencia de

problemas neurologicos y de obstruceidn pero desde el punto de vista nutricional no son
sipnificativos (Towman ef ol 1992), Sin embargo, con el paso de Ja edad existen

cambios en inervactin y peplidérgica en este y otvos esfinleres (3elni ot of., 1995),



sstomage. Aungoe [ digestion pastrica (depradacion guimica) no se considers como
esencial en la digestion de putrimentos, siexisten algunos problemas en relagion a ella,
La maduracidn en ty actividad secretoria se tntensilica a up nivel aceptable hasta los 6
meses de edad (Ceand e al, 1979). Con la edad avanzada ocurre la aclorhidria
(disminucion en la produccidn de dcido) y disminuye ¢l Gempo de vacimmienio gastrico.
Aungue ambas situaciones no provocan alteracion significativa en la asimilacion de
proteina dietaria, la produccion limitada de deido pusde influir en fa activacion posterior
de Jos sistemas encargados de la digestion enamatica de las proteinas (Green y Cireen,
1984).

Pancreas e hipado. A edad temprans la seevecion pancredtion, hepdtica y el metabolismo

de dcidos biliares son reducidos (Grand er af,, 1979) En la edad avanzada, se han
documentado cambios morfologicos en ambos drganos, aungue No se conoce 5
significancia Gsiologica (Texter ¢ al, 1968). La alteracion mis signilicativa se
relactons generalmente a estados patoldgicos como insuficiencia hepdtico inducidas por
farmacos v/o deficiencia en [z biosintests de enzimas papcregticas v bicarbonato, Bstas
alleraciones generalmente  no se repistran en edod temprana. B la edad avinzada, a
secrecion reducida de enzimas por deficiencia Tuncional de los organos o en la expresion
do genes codificadores de enzimas metnbolizadoras de pitrogeno, ocasionard escasa
degradacion de proteinas (Dhahbi er ol 1999); mientras que Ja seorecion pobre de
bicarbonatos causard desequilibsios dcido-base gue pueden inducir eliminacion de
aminas primarias para compensar ¢l problema {GaBagher v Emley, 1994). De forma

exdgenn, I presencin de factores antifisioldgicos dictarios puede ocasionar la inhibicion
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en la produccion yfo inactivacion enzinvitica e hiperteolia pancredtica, lo que influye en
e utilizacion de fa proteing (Gumbmann y Friedman, 1987

ling delgade. La fase intestina) constituye sin duda ¢ pase eritico en la asimilacion

de proteing dictaria, A nivel intestinal octrren tanto In dipestion como la absorcion de
nalrientes (Mathews y Payne, 1980) La digestion enzimitica a este nivel se realiza en
tres etapas: digeston Tuminal, digestion membrapal ¢ inlracetolar. La primera es
codalizada por Jas enzimas proteoliticns de ovigen pancredtico, cuya accién permite
desdoblar proteinas basta péptidos de distintos tamafios ¥ aminodcidos libres. La
segunda se realiza por las amino-oligopeptidasas membranales en las microvellosidades,
cuya aceion es sobre péptidos de mis de 4 residuos, degradandulos a di o ripéptidos o
aminoacidos libres, para ser absorbidos (Mathews y Payne, 1980), BEsts depradacion se
esquematiza en la Figura 2,

Las alteraciones mas sipnificativas en ¢l Intesting delpado se relacionan con el
tiempo die maduracion de enterociios (Fry vy Kohn, 1900, la activacion de enzins
h.’ﬁ‘nimm y diferenciaciin de las enmmas membranasles (Tvier v Colony, 1979;
Cunninpham, 1992), Sea cusl Tuere el defecto, ¢f resultado es to imposibilidad de
digestion de péptidos v Ia vonsecuente eliminacidan de los mismos via fecal. También, 1a
disminucion en la motilidad intestinal puede ocasionar que algunos péptidos dietarios
inmunoreactivos permangzean en el lomen el tempo suficiente para desencadenar
reacctones inmunologicas secundarias, Jo cual trae como consecuencia la afectacion del

borde cepillo del intesting (Sanderson y Walker, 1995),
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Las deficiencias en la depradacidn enzinpiticn de péptidos simples (di y
tripéptidos) en ¢l ciloplsma del enterocito, parece no afeclar los procesos de digestién y
absorcion de nutrientes cuando das peplidasas membranales trabajan. bien (Adibi,
1971,1976; Muthews v Payne, 1980).

B franspone ransinembranal también se ve afeclado con la edad, Bl estado de
madwacion de los gistemas de transporte (Ugolev et af ,1979), el functonamiento
clectro-osmdtico vy la diferenciacion de maltiples  sistemas  de  tansporie  para
aminodcidos Tibres, di y iripéptidos y  macromoléculas, depende de la edad (Sanderson
y Walker, 1995 Beleisenger y Kim, 1979 Bumston e ol 1979).

La Figura 3 mestra los principales mecanismos de digestion y transporte del
itesting, B tansporte de macromoléculas hacia el dorrente coreulatorio es una
caracteristica del intestino inmadmro, B esta etapa, Iy expresion gendtica de sistems de
digestion vy tansporte especializados (Tiruppaths e ol 1993), realiza el transporte de
polipéptidos gue, aungue conveniente para los sistemas de delensa del neonpto, implica
el desencadenamicnto de fendmenops inmunes. Este es el principio de los fenoniens
alergdnicos y memuoria mmumeldpica a proteinas dictarias,

Por ofra parte, los siskemas de wansporle para anminodcidos y  distintas
preseptaciones de péptidos no son homogéneos a lo Lprge del indesting delgado del
organismo maduro (Mathews vy Adibi, 1976). Bste hecho, la marcada pérdida de
supetficie absortiva (Holt er of., 1984, Chen er af., 1990), los fendmenos de adaplacion

funcionat producidos con a edad (Ferrards y Vinnakota, 1993; Reville et al., 1991) v I
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respuesta a seitales reguladoras substrato-especifica (Ferraris e ol 1988 Checseman,
1986: Ferraris v Diamond, 1989), condicionan la asimilacion de proteina dietana y so

respussta plasimatica,

Cambios en ¢ Metabolismo de Proteinas Relacionndos con ba Edad

La biodisponibilidad plasmitica de amincdeidos dietarios s consecuencia del
trabajo conjunio de distintos drganos (Figura 4). Las partcularidades on fa funcionalidad
de estos arganos y la edad detenminardn la cantidad y forma en que los aminodeidos
entren a la circulacion portal. La edad wemprana no ha sido objeto de muchos estudios
sobre ¢l comportamiento de los aminodcidos dietarios y/o endogenos, restringiéndose su
evaluacion 3 estudios de balance nitrogenado total, Lo anterior obedece al hecho de que
fa utihizacidn de aminogeidos de oripen exdpeno es mdxima pues se reguicre para
sintesis de proteinag.

Existen variadas evidenciag que indican que 1a sintesis de proteing declina con «l
envejechniento y la har;iriuuirbn alimenticia (fendmeno colateral en la edad avanzada) en
lx mayoria de los organos (Morry ef al, 1992; Heydan y Richardson, 1990), Debido
que la masa proteica de los tejidos se incrementa o mantiens hasta la senectud; se ha
predicho y confirmado experimentalmente que la velocidad de degradacion disminuye
mbicn con la edad (Morais ef al., 1997; Segal, 1990). Ambos mecanismos manticnen
ia homeostasis de proteina biodisponible {(endégeny y dictaria) y por lo tanto el balance

nitropenado en el anciano sone, como fenomeno de adaplacion,
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st embarpo, {a disfuncion de muchos arganos para realizar sus funciones (e,
rindn) dertro del metabolismo proteico se ven slierados vy por ende la biodisponibifidad
de aminodcidos y aitrogeno asinulable en el anciano, segin se ha demostrado en ciertos
estudios de balance nhrogenado (Baldwin vy Geimmidnger, 1985) Asi mismo, ¢l
incremento en la vida media de proteing celular puede coptribuir a la acuemulacidn
ancrmal de proteinas y como consecuencia Hevar a la disfuncion de drganos (Adelman y

Decker, 1985).



MATERIALES Y METODROS

Bl objetivo principal ded presente trabajo fue el de evalvar bioldgicamente, en un
modelo con ratax a distimas edades, las ventajas  que ofrece una fraceion de soya
wirallirada y eoriguecida enzimiticamenate con metionina (Fyl2), en la Tormulacion de
productos para nutricion especial de ancianos y/o infantes; csto en comparacion con
proteinas de probada calidad (aislado de sova v caseina) comtmmente usadas en
formulas comerciales pars estos dos propos, Acorde con este objetivo, ¢l presente
trabajo se dividio en 4 etapias:

I Otencidn de las fuentes proteicas

2, Bloensayuos

3. Andlisis de muesiras biologicas y determinacion de indivadores

4, Andlisis estadistion

Reactivos

Hidrdxido de sodio, deide clothidrico, deido sadfivico, peclorato de potasio,
dcido nitnico, deido borieo, éler elilico, dcido acético y clorure de ealeio fueron de
Merch-México, 5.A. Tns (hdroximetd-aminometano), plicerol, azida de  sodio,
BAPNA (benzoyl-DL-arpinina-p-nitroanilida-HCIY, tripsina y c:p.:i:ﬁimripsinu comercial,
acido sulfosalicilivo, dctdo iricloreacético, tivghcolato de sodio, B-ercaploctanol, metil
éstor de metioning, oxido de cromo y etanol de Sigma Chemical Co. (St Luig, MO,

)



LISAY. El Zelnzoll (clorhidrato de tiletamina 4+ clorhidrato de solazepam) fue de los
Laboratorios Fort Podge (México, D) Bl civate de sodio, Brij-35, OPA ((O-
falaldelido), Bulfer de borate de potasio vy de citatos, deido alpha-aminobutivico,
tetraludrofurano, metanol, estindares de aminodcidos de Pierce (Rockflord 1., LSAY. VI
rafo de metilo y tetrahidrofurano fueton de Aldrich (Milwankee, W1, USA) Bste altimo
y el metanol (EM Science; Gibbstown NI, USAY fueron de prado cromatografia liquida

de alta resolucion y todos loy demis reactivos grado analltico,

Obtencron de Fuentes Profel

Acondicionamiento y Caracterizacion Parcial de by Malerin Prismn

Seowsd pasta de soyn desprasada (GAMESA, 5AL), tansportada hasta las
mstalnciones de CIAL vy mantenida en refyigeracion hasta su uso, Para reducie el tamaio

de particula, la pasta fue molida mecamcamente (Laboratory Mill 1500), La barina

resultante fué caracterizada uiihizando mallas estandar Tyler, de 425, 250, 180, 150 po,

por Rutz-Salazar (1996), A esta misma le fué practicado un andlisis proximal de acuerdo

con los métodos oficiales de la AOAC, como se desoribird posteriormentg.

Hidrdlists Enzimatica

La harina de soya total obtenida en el paso anterior, se sometid a hideolisis
wtilizando un extracto enzimitico de pancreas porcino {EIPC) preparado y caracterizado

por Valdez-Lspinoza (1997), con actividad semejante o tripsina (ASTY de 12,45 pp p-
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nitroanilida/min/myg de proteina y semejante o guimiolnpsing (ASQ) de 225 up p-
nitreantlida/min/myg de proteing, Empleando el procedimiento deserito por Calderdn de
b Baren ¢f af, (19994), o reaccidn se renlizo a una m.)m:cni.r::u:ichflm de susteato (harvina) de
A% pfv, relacion enzima-sustratg de 4% p/p, a 50°C y duranmie 6 hoen baio de apoa v
ajustando ef pHoa 8 con NaOM 0.5 N La inactivacion enzimatica se realizd a 85°0 por
i min. Posteriormente, se centrifugd a 403 x g, 10 min a 15°C, otilizandy una
cenrifuga 1EC Centra, modelo GPER (International Equipment, Co, Needham HTS.,
MA, EUA) Bl material hidrolizado soluble (sobrenadante), Tue entonces separade y
mantenido en refrigeracion hasta el momento def secado por aspersion,

Dado que la intencidn en nuestro trabiajo ora la de produchr matertal bidrolizado
de maners intensiva, tas soluciones de hidrolizado fueron seeadas en up secador de

espreas (APV Anhydro AZS; Soborg, Dinamarca). Las condiciones fucron las sigujentes:

TECY entrndas=200, TECY salida = 90, Skwatts, 100,000 i y Dujo de 2 L, Bl
hidrolizado seco fue recuperado en bolsas do polietileno y guardado en relvigeracion

sl su s,

La hideddisis, centnifupacion y secado fueron repetidos 10 veces procesindoso
657 de harinp de soya por din (10 1 de hidolizado en suspension). Bl grade de
hidrolisis se determind con lIa ecuncion de Adler-Nissen (1986) utilizando el volumen
gastado de NaOH 0.5N pars mantener ¢l pld de 1a reaccion, Los cdleulos de rendimiento

s exprasaron comy porcentaje de proteina extraida de Iz materia prima original,
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Sintesis Covalente de Metionina at Hidrolieady

Y enrigquecimiento con mebionina Gominoacido limitante de Ta proteinn de soya)
del hidrolizado se realizd por el métode deserito por Calderon de la Barea e of, (1999
concentracion de sustrato (hidrolizado seco) al 20% (p/v), relacion quimiotripsing
comercial {55 U/mg proteina)/sustrato 1100 p/p, glicero) 3 M, 0.07585 g de meti] éster
de metionina (ME-MetYg de hidrolizadn (eqgoivalente a 0036006 3 de metioninaly
hidrotizado) Eb procedimiento fue el siguiente: en un mataz Erlenmeyer de plistico
feron puestos 200 g de hidwolizado seco, 1507 » de ME-Met, 7807 wml. de agua
“destilada, 2193 m) de glicerol y 2 g de quimintripsina comercial, La reaccion se lleva a
cabo & 37°C, 3 ha 100 rpm de agitacion, yustandose ¢l pH a7 con HC) & NaOH 2N Al
érmino de este periodo la enzima fue inactivada de la misma forma gue en ly idedlisis,
Las soluciones fueron enfriadas pars posteriormente raccivnarse por ullrefilacion, Este
procedimiento fue vepetido tantas veces como hidrolizado Tuera obtenido por el paso
anterior, La estimacidn del enriquecimienio de las fracoiones Indrolizadas y eonguecidas
se realizo por cromatografia de ligquidos de alta resolucion {CLAR) como se describe
mas  adelante,  asegurdndose | remocdn otal de ammodctdos  libres por

ultvadiatiliracion,

Ultrafiltracion (UFY Fraceionada

13 fraccionamiento del hidrolizado antes (control de enrighecimiento} v despuds

de hn sintesis covalente se lizo atilivando un sistema de olaliltracion de cantuchos en



espieal (Amicon, mod CH2) y una bomba peristaltica (Masterflex 7P, mod, 77601-10) a
una presion de 20-30 psi. Los cortes de membrana fueron primeramente de 3 y 10 kDa,
colectandose sus correspondienies eluidos (Iracciones menores o estos cortes) en un solo
matraz y asepurandose by completa elucidn con tres volimenes de agus destilada por

cada volumen de extracto o Ultradiaftlirar. Lo fraceion recuperada en este paso fue

membrang de corte de | kDDa, asegurdndose |n remocion de pépiudos menores y
aminodcidos libres en el eluido, ultrsdiafirandoe con apua del mismo modo, La fraccion
recuperada en este caso fue entre 1y 10 kDa. Posteriormente se liolilizaron todas las
fracciones  a sequedad  completa  (Lionkzador  Labeoneo;  LIPH-LOCKI2) Los
procedimientos  anallticos y iratamiento de las muestras, fueron simifares a los

reponados por fara-Marind (1997},

Analisis Proximal

A da pasta de soya, hidrolizado sin enriquecer y a las fiaeciones antes y despuds
del enriquecimiento se les practicd un andlists proximal, con los métddos aprobados por
la ADAC {19903 Proteing (N x 6,25, Méodo No. 9.201,05), humedad (Mélodo No.
4.934.01), cenizas (Mélodo No, 4.920.39), prasa (Mélodo No. 4.920.39), v libra cruda
(Método No. 7.024.00). También se les determind sodio (Na) por absorcitn alomic

comoy contaminante derivado residual del proceso de hidrdhinis,
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Factores Antifisiologicos

A ta Traccion de interés 1yl le fueron deterninados actividades de fectinn e
mhibidor de wripsing, Este dltimo también se le determing al aislado e hidrolizado de

SOya,

LY

Avtividad de tnhibidor de tripsing. Se determind por el método 71-10 de la AACC,

(1976). La extraccion se hizo por taphieado agitando a baja velocidad 1 g de muestra en
50 ml de NaOH 001N por 3 h. Se realizaron diluciones seriadas en agua destilada
mismas que se dejaron reaccionar con la enzima (tripsina) para posteriormente medir la
actividad residual de esta con BAPNA (benrzoyl-DL-arginina-p-nitroanitida-He),
detenienda b reaceion con acido acético al 3%, Los resultados fueron reportados coma
ontdades inhibitorias de ipsina por gramo de peoteing (UV/ g proteina).

Actividad de lecting. Esta se estimo por medio de una prueba de hemaglutinacion

wtilizando erifrocitos humanos tripsinizadoys al 2% en PBS (Allen ¢r af., 1973). Se
cargaron 25 1 de PBS a todos los pozos en una placa de microaglutinacion, y diduyeron
seriadamente las muestras cutdando de mexelar bien antes de tansfeir, Se aplicaron en
caida pozo 25 pl de la suspension de eritrocitos humanos ipsinizados. Despucs, se puso
la placa en apitacidn a temperatura ambiente  duranle 30 min. Bl titulo de
hemagiutinacion se tomd como el inverso de la Wtima dilucidn en donde se observd

visualmente aplutinacion (Calderdn de I Bares ef af., 1999b),
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Preparacién de Proteinas de Referencia

Con ines comparativos en o evatuacion bioldgica de la fraccidn de interds,
Fueron incluidas Tuentes proteicas alternas para la formulacion de tas dietas: caseina
ANRC v aislado de soya SUPROD S001 (Protein Technologies, Inc,). Estas estuvieron
sujetas a andlisis proximal (no incuyendo fibra cruda y sodio) de acuerdo con la
metodologia descrita anterionmente, Asi misme, para efecto de aftadic metionina libre al
aislado al nivel de enrigquecimionto de fa fuente proteica de interés (1) 0k, tmbién se

determind su perfil de aminodcidos como se deseribe posterionmente.

Bioensayos

Animales

La descripeion del manejo y trato de los anbmales se realizd de acuerdo con las
recomendaciones dictaminadas por un comité de ética interno, Para la seleceidn de Ia
edad de los animales se wwmaron en cuenta los siguientes cntenos: (a) edad cronoldpics
y madurez dipestiva, (U) despaste Nsiolopico (f de aparcamientos) y (¢) comportamicnio
colectivo, de acuerdo con las recomendaciones de Lo NRC (19813, De esty Torma se
seteceionaron tres grupos de ratas Sprapue Dawley: recién destetadns (grupo 1. 21 dias,
46 g aprox.), adultas jovenes (prupo 20 180 diag, 290 ¢ aprox.) ¥ adulias maduras (propo
3¢ 480 dias, 450 g aprox.). Todos tos animales pertenecientes a los gropos 2 y 3 fucron
proveidos, en dos elapas, por el bioterio de la Universidad de Sonor (UNISON) y

fueron inpresados a las instalaciones del CIAD un mes antes de compliv la edad
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correspondiente. Los animales del prupo P fueron obtenidos del apareamiento de 14
parejas de ratas del prupo 3, en Tag insualaciones det CIALY. Antes de los bioensayos log
animales (oeron mantenidos en jaulas pldsticas con libre acces o dieta (pellet
somorctal) y agua.

Log bioensayos foeron practicados una edad a ta ver, alojindose los animales en
jaulas  metabolicas  (NALGENE)  distribuidas  aleatoriamente en un modelo
completamente al azar procurando upa distribucion 11 de machos y hembra, en
condiciones termoreguladas a 25°C, ciclos luz-obscuridad de 12 b, agua y diet de
adaptacion ad libium, Los Dloensayos se realizaron por grupo etario, asigndndose 6
ratas por dieta experimental incluyendo die Hbre de mrdgeno (24 ralas on total),

Entre Tos diag 1-10 (todos tos grupos) y 10-14 (grupol) se Hevaron los regisiros
cadi es dias de inpestion dictaria, peso corporal y diana de exerecion de orina y beces
de las 24 ralas por grupo de estudio (6 mtas/dieta), Para evaluar L evolucion nutrica de
cadn animal durante el bioensayo (incluyendo los asipnados a dieta ibre de nitrdgeno},
s¢ realizo uh examen general de orina por medio de tiras reactivas para orina (Combur
FO Vest-Lakeside; Mannheim RE, Alemania) y registrindose en da bitdcora, La orina fue
coleclada y diluida en HOI cone, (0.1 ml. HCT 7 mib. onina). Las heces se secaron en
horma de conveceidn. Bl altimo dia de bioensayn, a cada grupo dietarto se les permitid
libre acceso a bn dieta en intervalos de 2 b (vespertine), Al término de este periodo, las
ratns fueron anestesiadas con 40 mp/ke peso de Zelazot® (50% clorhidrato de xolazepan
y clothideato de tiletamina 50%). Previo al sacrificio, dorante el periodo de anestesia, a

todas fas ratas se les realizd extroceion sanguinea por puncién cardiaes y colectindose
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en tubos con y sin anticoagulante (EDTA), para las determinaciones de aminodcidos y
urea plosmatics, respectivamente. Para el estudio de digestibilidad fleal, se realizaron
cortes y extraceion de digesta en yevuno ¢ ileon lermina) de acuerdo al procedimiento

descrito por Ponkoh y Moughan (1991),

BDiciay

La composicion de s dietas experunentales se bizo de acuerdo con Jas
recomendaciones de Jo AQAC (1990) para Jograr dictas isocnergéticas ab 10% e
proteing para las dietas vorrespondienies al grupo de recidn destete y 7 para los olros
dos prupes. Hstos niveles de proteing fueron escopidos para evaluar calidad proteica
(10%) durante el crecimiento animal (FADWTIO, 991y mantenimiento en ratay
adultas (7%) sepin la WRC (1978). Tres tipos de dietas Taeron formladas basadas en
caseinn ANRC (), Frll (F19), aslado de soya (A) a esta oltima se le adiciony
metionina libre para alcanzar el nivel de enriguecimiento de la proteing de interés (FI3),
La composicidn basal de las diewss se muestra en Ja Tabla 2. Se incluyd ademas un 0.2%
de vxido de cromo como marcador pars las determinaciones de digestibilidad. Las dietag
fibre de nitrdpeno se prepararon de la misma forma pero en lugar de proteipa se
completd con carbohidratos. Todas fas dietas fueron suminisiradas diariamente y se
mantuvieron en refrigeracion, Se determing experimentalmente ¢} contenido de proteina

de cada dieta paya control de b formulacidn,



Tabta 2 Composicion porcentual de las dietas experimentales |

Ingrediemes * ‘ Lirpos
| 2 3
P "

Aceile de Maix B0 4.0 B.0
Premezcla de Vitaminas 1.0 1.0 1.0
Premezcla de Minerales 5.0 5.0 5.0
ry Uy 0.2 0.2 0.
Celulosa 1.0 1.0 10
Agua 5.4 5.0 5.0
Glorurg de Colina 0.2 02 0.2
Fuente de Proteina ™ 10.0 7.0 7.0

Almidan y Dextrosa para hacer 100% de ta dieta

Y Aceitie e malz, prizeepcla de fobeeabes, celulosa yoages heeron austacks de aousda @ ia
analss prasional ce b Tueotes pooteicas de aouerdo con el pdlodo 43217 de s ADAL

" Tewdos s g redientes exeplo e acaie de iz, clorpre de coling y uentas peotéicas
fonarey g LIS Aenergham Lits Soieogs, o

Y biyelas de proteing 30% recormendadn para evaluaciin de calicid prolieica ACAEL 1590) y
4 paca maatenmissin de iatas adultas (NG I878)

"Fyennns protejcas. Coaselng ANRG (USE Amersbam Lite Science), Aishado de Soys SUPRO
SO (Prolme Techmobogies, Inc ) supbamentado con metionna libee pars alogozsr 4.3
0y proteing y oy B
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Analisis de Muesiras Binlopicas y Petenminacion de Indicaduores

Indhicadores de Calidad Proteica

B contenido de nitrégenn (Nx0.25) en lag muestras de dietas orinp y heces se
determing por micro kjeldahl (ndtodo 920,105 ADAC, 1990). Se calcutaron lay
captidades 1otales de excrecion de oring y heces y la ingestion total de nitrdgeno.
Tambieén se hicieron las correcciones correspondientes por pérdidas enddgenas de Jos
prupas sujetos a dicta libre de nitdgeno. Con esos datos, so determinaron los
indicadores biologicos. BEstos fucron: ulilizacion nela de proteina (NPLU), digestibilidad
verdadera (DV) v calificacion  quimica  corregids por digestibthdad  (CQCD)
(FACYWHO, 1991), Asi mismo se mcluyd un estimador de ulilizacion de proteina para
erecimismo expresado como el aumento de peso /g de proteina consumida (Apesa £ g
Proteinal n 4, 10y 14 dias para ¢l primer grupo de raas (21 diag de edad). A Tos datos de
registra {vonsumo de dieta, peso corporal, exerecion de orina y heces) y oa los
imdicadores caleulados se les hizvo anahgls de variwza (GLM-ANOVA) y prueba de

gomparacion de medias por Tukey (NCSS, 1994),

Respuesta Post-Prandial de Aminodcidos Phasoviticos y Urea

Primeramente, ¢ plasma sanguines fue separado por centrimgacion a 1000 x p
durante 20 min en una centrifupa refviperada o 107C (EC Centra). Linoun vial ependortt

de 1 ml se pusicron 500 pl. de plasma y se precipitd la proteina con 21.7 pl. de una
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solucidn al 70% de ac, sulfosslivilico {(Ziegler et of., 1992), agitindaose en vortex por 5
sepundos, para posterivrmente centrifugarse a F000 x g por 20 min, K sobrenadante fue
separado y mantenide en refrigeracion hasta su uso. La determinacion de aminoicidos
por CLAR en of sobrenadante se realizd por una modificacion al método reportado por
Vizguez ef ol (1995), La determinacion de uren plasmitica se realizd por medio de un
equipo kit cinético ureasa-GLDIM (Reactivos SPINREACT, 5.A; México), Los valores
para cada aminodcido plasmatico a las dos horas de Ja ingestion dietaria (pumual) fueron

comparados por dieta dentro de cada grope de ratas por Ia pruebi de Tukey-Kranser,

Digestibilidad Aparenie Heal-Yeyunal-Feeal,

L recoleceion y andlisis de muesiras para la determingeion de digestibilidad se
realiza por ¢l método descrito por Donkoh y Moughan (19%4). Inmedintamente despuis
del sacrificio se extrajo la porcion proxima a la valvala ileocecal (ileon) y la porcion
muedia deb intesting detpado (yeyuno), por incision abdominal en condiciones aséplicas,
Las digestas Heal (prupos 1,2 y3 )y yeyunal (grupos 2 y 3) se recuperaron por perfusion
intraluminal von solucion saling al 0.9% co cama de hiclo. A ambas digestas y heces
correspondicntes a los Oltimos dos dias de ingestion y la dieta experimenial se les
determinG cromo total por digestion dcida con deido nitrico-perclorico y cuantificacion
por absorcién atomica (Ramos, 1997). Los sminodcidos de las mismas muestras se
cuantificaron por CLAR (Vazquer ef al., 1995). B cdloulo de digestibilidad aparente

ileal, yeyunal y fecal s¢ hizo por medio de la siguiente ceuncion:
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donde : av cromo en alimento, b= aminodeido e alimento, o= cromo en digesia Heal,
fecal o yeyunal, d= aminodcido en contenido ideal, veyunal o heees, La digestibilidad
otal de nitrdpeno de cada proteina  se estimod de aouerdo con o canmidad vy porcion
digestible de cada uno de los 15 amincdcidos ensayados. Lsta estimacion se realizd on
cacda una de las tres zonas dipestyibles (yeyuno, ilaon y heces),

Dada fa imposibilidad de realizar estos ensayos de digestubihidad por cada vata y
a gue las muestras correspondientes fugron recolectadas por grupo etario y dieta
suministrada,  La comparacidn estadistica de los porcentajes de digestibilidad de
aminodcidos y urea entre bag fres dietas suminstradas a cada grapo elario se sustentd ¢n

miedidas de tendencia central, (NCSS,1996).

Aminogramas

Fno el presente trabajo se utilizaron  diversas  vartantes  de digestidn y/o
vondictones  cromatoprafices al método descone por Vizguez et al, (1995) por
Cromatogralia de Liguidos de Alla Resolvcion (CLAR) en fase reversa. Dichas

VARTARLES $e Snumeran a continuacion;

+

Agente denvatizante, eatandar interno vy estan

todas los muesteas se realizd empleando O-Nalaldehido (OPA), ¢l cual fue preparado de
fa sipuicnte manera: en un matraz de 10 mb se pesaron 10 mg de OPA y se le agregaron
250 pl. de metanol y 3 ml de buffer de borato de potasio 0.5 M pH 104, Sc agito y

seguidamente se apregaron 37.5 plde B 35 al 30%, y 25 pl. de 2-mercapioetanol.
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La muestra se aford a 10 ml. con ¢l myismo bulfer de borlo y se dejd ln mevcla
en un vial obseuro por una noche a 4°C,

Bl estandar interno (ac. w-aminobutings) se prepard a una concenlracidn de
2.5pmoles/id e agua wrado CLAR para la preparcion de fas muestoas digendas y
estandares de aminodcidos a inyeclar y a una concentracion de Q475 moles/ i para Tas
inyecciones de las muestras plasmadticas, La mezcla de estdndares de aminodcidos
utilizada para los aminogramas de muestras drolizadas se prepard de 1a sipuiente
manera: a 2 mb de la mezcla de aminpdcidos Pierce (0.0 pmol de cada aminoicido/pl)
se les aiadieron 2 ml, de estéandar imterno (2.5 pmoles/pd) y posteriomente se afors a 50
mk. con agua grade CLAR, manteniéndose en vefrigeracion hasty su uso. De la misma
forma se prepard el estandsr de aminodeidos para los aminopramas séricos (sin
hidrolists), solo que se adicionaron Asn, Gl v Trp (sminedcidos gue se pierden en a
hidroligis de muestens). La concemracion de estos Tue de 08730, 01588 v 01130
pmoles/pl respectivinmente.

Dhigestion, preparacion e inyeceidn de muesiras,

I

Hidrolists aeidn y rotaevaporacion, Las fracciones oblemidas antes y  después del
enriguecimientoy y  fraccionacion y el aislado de soya, fueron somelidos a oste
procedimiento: 0.001-0.0015% ¢ ;‘.h;* cada ynuestea fucron colocadaes en un fobo dipestor
Pierce al que se le agregd posteriormente ba musma cantidad de Noglicolato de sodio y 3
mi. de HCI 6 N. A este tubo se e Bizo vacio por 2 min, s setld v se dejo digerir por
eapacio de 6 h, en un digestor Reacti-Therm modelo 18870 (Prerce, Rockfiord, 1LY a 1 50-

155°C, Las muestras fveron enfrindas posteriormente y ol digerido fue translerido o



matraces bola de 125 ml,, evaporéndose a sequedad bajo vacio utilizando un rotavapor
Buchi modele O, provisio de bano de agun a 65°C, B matvaz fue avado dos vecees con
2 ml de gpua grado CLAR, se resuspendio en 2 ml. de boffer de citrao de sodio 0.2M
pH 2.2 v se almacend a 470 hasta su anahigs, 200 pl de ésta soluctdn se combinaron con
40p! de estandar intermo (2.5 pmoles/pll) y b mezela se levd 1 mb con buffer de citrato
0.2M pH 2.2, Para la inyeccion de la muestra fueron utilizados 0.25 ml de esta solucion
o de o mescls de estdndares mas 025 mb de OPA preparade (diluctdn 1:1)
mezehindose en jeringa de 10 mb provista de (Hlro acuoso de poro de .22 micras.
Trascurridos 2 min de reaccion se inyectaron por la portilla de inyeccion (10pl.) de fa
bomba Varian 9010 (Sobvent Delivery System)} del equipo cromatoprafico. La
separacion de los aminedcidos en la muestra se dio enuna columaa Microsorb Shovone
RE C-18 (B0-200 Rainin) de 10 em de targo por 4.0 mm de didmeiro con sistema o
gradientes de a fase movil metanol /Acetato de SodiotTetrahidrofurano, La deteceion
de Jos complejos OPA-ammoeicido e realizd utilizando un detector Fluorochrom
Varian con ldmparn de deaterio a una velocidad de 1.5 mblAnm, 25.27°C durante 30
min. Eb andlisis de los cromatogramas se realizéd con la base de datos Vanan Star
ChiSnintography version 4.0,

Hidrolisis por microondas (MMO), Lo este caso, la hidrolisis deida Tue gual pero ta
digestion se lng muestras se realizd en un hormo microondas (mod. MID5-200; CIEM Co;
Mathews, NCY 2 ug y 50 pl. de HCI 6N fueron colocados colocados en tubos de vidrio y
en chaguety de digestion especiales para HMO (Vapor phase hydiolysis kit CEM Co.).

El programa de bidedlisis (1) y secado (8), a vacio y en ambiente de Ny, fue el
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min (0 pst) La dilocion e inyeccion de las muesiras Pueron shibues o las que se
descnbieron pars el otro método de digestion. Bste procedimiento e wlibizado para
todas Tas muestras de dietas, beces, digestn ileal y yeyunal de todos los gropos.

Muestras no hidrolizadas, Las muestras de plasima sanguineo (obtenidas de centrifugar
fas sangres a JOOOxg por 20 min) precipitadas con ac. sulfosalicilico fugron inyweladag
en forma directa bajo las condiciones cromatograficas descritas anteviormente, L
preparacion de fa mycccion se hizo de la sigoiente manera: 150 pl. del sobrenadante se
mezclaron con 40 pl. de estindar imterne (0475 pmoles/nl) en ol momento de ta
myeccion, Con esta variacidn cu fa dilucton se asepurd que ka concentracion tedrica de
estindar interno inyectada en cadn muestra (0.0% pmoeles/pl) fuera ks misma que en las
myecciones del estandar de aminodaidos. Los resultados finales fueron expresados en

umaoles/.,



RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de by Vuentes Proteigas

Hideohisis de 1a Materia Prima

La pasta de soyn muolida (harina), tuvo un tamaiio de particula y composicion
proximal similar sl reportado por Ruiz-Salazar (1996). Poco mids del 70% de este
material eran particolas menores a 180 pm (datos no mostrados), Bl contenido de sodio
en el hidrolizado y en las fracciones indica contaminacion por NaOH durante e} proceso
de hidrotisis, perdiéndose praduahmente durante la uliradiafiliracion de las Fracciones
(Tabla 3a). Por ello seria recomendable aumentar el nomero de lavados on g
ultradiafiltracion, para remover completamente el sodio. L contenido de proteing en
bage seca de la harina inicial y el hidrolizado oblenido fue de 50.13% y 59.8%
respeclivamente, reduciéndose la humedad por secado en an 6%, A pesar de que la
proteina en ¢l bhidrolizado se concentrd un 19.3% con respecto a fa pasta, solo fue
posible recuperar el 6593 de la proteina en, reaccion (Tabla 3b), con un grado de
hidralisis de 23.5% segin la ecoacion de Addler Niessen (1986), La pérdida de material
proleico a este nivel se atvibuye a dos puntos del proceso: 17.6% del material se pierde
durante 1a hideGlisis y centrifugacion leve aphicada al material para sepasar el hidrolizado
del material no digerido. En este caso se debe recordar que Ta hidedlisis es parcaal y gue

parte de la proteing original, no esia digerida,
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Tabla Ja Andlisis proximal de productos de soya y fraccionss  ultrafiltradas antes y
después de eniguecimiento con mationts '

Material Proteinga Humedad — Grasa Ceniza Bodio  Fibra cruda
% o Yo Yo o PM %

Pasta de Boya GAMERBA H50.13 1148 0.53 547 <0).4 220
Adatady SUPRO 5008 03,00 953 1.00 367 .5 =0 04
Hidrolizado dbo enriguecido 51,80 .30 0,33 D15 582 wf) D
=10 kDa no enriquecido 73,96 1.44 1.54 B.50 A7 w05
FE=10 kDa enriguecido Gty 44 1.57 0.6 5,237 119 <(20%
10=Fe1 kA ng anriquecido G7.38 s 1.7% 9.1 13z (3,04
10=FE=1 kDa snriguecido 55,05 415 1.00 5,30 1.06 <) 0%

' Expresados en mateta seca { ADAC, 1690) »

* Meadin de tros réplicas



Tabla 3b Balance de masa (Como pminkn.i) de las Fracoiones anh gy despuls de
piriguecimients, & partic de la materis prima’™*

Material % Proteina Original
Pausta de Soya 100.00
Hidrolizacdo Llolilizade B2an
Hidrolizado seco por agpersion 65.9%

40 kDa po enviguedcide 24 5

FE=10 kD anviguesido PGB

=1 kDa o enriquecido 21.31
10RFE=1 kDa enriguecido 2324

----- <1 Kt no enriguecido ® 14.86

FiE= 1 kDa enriquecido 15,40

' 9% e priobeing pecuperesi (NG.25) did 100%, de peoteing de posta day soyn e reeccin,
" Madlas ajustadas de 20 iphioas

* Cotculade Wedricmmisole del porcenta exbraidn en el bidrelizac comglelo.
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Jara Marind, (1997) reportd perdidas del LAY para wn proceso similar (e
hidrolisis pero de 12 h, Aunado a o anterior, Calderon de Ia Barca er al. (1999b) sciialan
gue Ja eficiencia en fa hidrdlisis es dependiente del tiempo y actividad gnzimatica de Jos
extractos pancredticos utilizados. Por otra parte, al comparar los rendimientos de secado
por liofilizacion y aspersion en nuestro trabajo, se abservd una pérdida adicional del
16.5%, Algunos autores seialan perdidas menores al 5% entre woo y otro sistena de
secado (Desobry ef al., 1997, Dziezak, 1988). Esta pérdida, aungque significativa, podria
ser no ser sipnificativa siose considera gue el secador de espreas procesa 21 de
hidrolizado en una hora, sin afectar las propiedades funcionales del producto, Estas
aseversciones se hacen en base a Ta comparacion de tas propiedades y el rendimiento
vbtenidos para et hidrolizado liofilizado de éste y un estudio anterior (Calderon de b
Barca ef al., 1999a). Desde ¢ punto de vista industnial, es mas conveniente ¢l secadoy de

espreas, ya que muy pocas industrias coentan con un liofilizador,

Sintesis Ensinitics

Las condiciones experimentales fueron seleccionadas para lograr un nivel de
enriquecimiento en las  Fracciones  hidrolizadas (21 y  10=F=1) adecuado a las
recomendaciones para preescolares y adullos (FAQ/WHO, 1991), Aqui se logro enlazar un
34TY% exira de metionina en i fraceion de interés (1.0 B of 0L806% que contenia su
fraccion homdlopa hidrolizada antes de enriquecerla. Asi en total habia un 4,33% de

metioning, sin verse alterada significativamente la composicion porceptual de los ofros

amineacidos esenciales (Vabla 4).



Tahla 4 Conienido de aminodcidos de caselna, aislado de soya, pasta, hidrolizado y
fraceiones ullradiafitradas de inlerds antes (F qg) v después (F e ) de la inconporacian
covalente de metioning (9/100g proteina)

Aminoacide Caseina®  Aislado’  pasta  Midrolizade  Fyag Fog &
Ac. Asparlico 7.38 12.14 11,652 11.28 1041 10.37
A Ghadanmileo 19.01 a2 2 207 18.78 18.74 18.83
Serina h.a4 4.75 368 378 243 247
IHistidina AA47 1,92 264 2.57 207 .74
Glicina 1.64 497 592 4,34 4.92 4.48
Treonina 312 386 395 4,71 4,12 593
Argining 3.03 773 B2 6.458 5.505 3.95
Alanina a.81 570 4.75 4,33 310 318
Tirosing .04 - 348 3095 325 21 220
Mitionina 3.487 1.18 .97 1.45 0.06 4,33
Cistelng ® 0.51 1t ot 1177 1177 1ar?
Valina 475 RN 5.61 5,38 4.5 4.9
Fenilalaning 4.G1 5.78 5.97 5.18 3,36 245
Izoleucing 3.86 5.0 5,31 4,84 510 3.820
Leucina 8.4 B.45 .99 1.24 8,39 568
[igsina 6.9z 06,37 G5.400 6,19

8.81

11.84

' Caseing ANRG, Alslada de Soym SURIRODBOME (Prodein Vachnologes, ., Pasta de Soya (GAMEZISA),

edrodbracdo secads por aspersidn, FOLI0) - Fraceion hwyadmtieada (F) y enriquocida (FE) con melisnna,

? Muedias te 4 ryioes

* (rwith y e, 1650)

4 (Cootcieady che la Bawcs of of, 190ia)
Y istaing + Ciehi
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fiste nivel de eoriguecimiento y 1a poca alteracion del pertil de aminoiacidos de la
proteina original dwrante la modificacion enzimdtica y facoionacion, {ue similar sl
veportado por Calderdn de la Barca ef af. (1999). FAO/WHO {1991) recomienda 4.2 % de
MetioninaClsteing (MetdCis) para infantes y 2.5 % de estos mismos, para los obros
grupos de edad. Considerando de 1-2% de Cis en la soya (Bressani, 1981, Adler-Nissen,
POBG), se requerita w32 % de Met para una formula infanti) y 0.5 % para olros
productos. Por ello, In metionina sola enfzada sobrepasa el requerimiento de aminodcidos
azufrados para cualquier gripo etario, mejorando la relacion Met:Cis de 0.7:) a 371
Rapuso ¢f al., (1997) y Pszeola, (1999) afitman gue el contenido de cisteina en {a dieta
alfecta I cindticn y oxidacion de metioning cuando su relacion ey 1:1, won cuando se
sattsfaga ln relacion de aminodcidos mzulados en el adulio. Este ditimo estudio mencions
ademids gue una relacion 11 de metionina y cisteing, como el encontrado pary proteinas
lactens, ofrece una mayor posibilidad de satisfacer ¢l requerimiento de aminodcidos
arufrados para personas de la tercern edad.

Por otea parte, Ja cantidad de metionina afiadida a la mezcla de reaceion fue de 3 a 8
veees menor que la wtilizada por Hajos ef af. (1996) y Hussein er ol (1993) para
enriquecer obras  proteinas con ¢l wismo  aminodcide para el mismp nivel de
enriquecimienio. Tambidn el tempo de reaccidn disminuyd en 5.3 veces con respecio al
utilizado en tos dos estudios sefialadps, La disminucion en los dos parimetros, significa
una posibilidad prande de abatir costos y de Hlegar a hacer de este proceso una aplicacion

resal,



Utirafiltracion Fraccionnda (UF)

Las distintas fracciones hidrolizadas () y enriguecidas (FI12) obienidas por
ultraliitracion, se clasifican como concentrados ya gue su contenido proteico es superior
1 60% pero menor de 90% (Badul, 1984, Liu, 1997} La primer fraceionacidn del
hidrolizado antes v después de enriquecimiento, cormespondia al cong de 10 klda, La
recuperacion de proteina en péptidos mayores a este corte fue Jigeramente superior en el
hidrotizads enriquectdo (26.18%) que en el no enriguecido (24.76%),

Lo mismo se observd para Jo froceion de (Fpapli) en donde se recupero un
23.26% de la protetna onginal, liperamente superior al de su homdloga sin enriguecer
(Frao: 21.31%). Teniendo en cuenta gue estas altimas fracciones tienen casi el misi
porcentaje de proteina en base seca (68,05 y 67.38 respeclivamente) esto nos permite
inferiy que la actividad de ln quimiotripsing Tue preferentemente como sietasa y no
hidrotasa (Deeslie v Cheryan, 1988, Kasche, 1990). Esie hecho es respaldado por 1a
menor recuperacion  de péptidos <1 kBa y sminodcidos libres del hidrolizado
enrviquecido (Tabla 3b).

B términos generales, o partir de fa cantidad de proteina sometida a reaccion
(pusta de soya) fue posible recuperar corea de un cuarto en fa fraccion eoriquecida de
interds, Para fines de produccion industrial es recomendable un control mis estricto de
los puntos criticos (secado, centrifugacion) o un proceso de remocidn secoencisl de
péptidos enriquecidos durante $a sintesis, Por ahora, es posible justificar éstas pérdidas
solo desde el punto de vista econdmico: a) por la utilimcion de una materia prima barata

y bY fa posible incorporacion de esta nueva fuente proteica en formulas enterales
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womercinles (¢ Ensured y Sustacal®). En este tipo de formulas, se podiia sustimin las
fuentes proteicas originales 1as cuales son de alto costo, teniendo comn vilor agregado el
mejoramiento teenoldpico y nutricional de estos productos (Calderdn de Ta Barca ef af,

19909h).

Factores Antifisiologicos en Iy Fraccion de Interés

1 deterioro en la digestibilidad y valor biologico de los productos de soya se
atribuyen, entre otras cansas, a la presencia de factores antifisivlogicos (Liener,1994),
Por esla razon, a la fraccion de inferés (Fyyoll) de fue cusntiBeada o actividad
hemaplutinante (lecting) ¢ inhibidores de wripsina. La fraccion no mostré aclividad
hemuglutinante, pero se encontrd una actividad de inhibidor de tripsing de 4,444 Ui/
proteina, La pasta de soya (Ruiz-Salazar, 1996) v cf aislado de soya mostraron una
actividad de 47,778 y 14, 180 UTT/ p proteing, To que signiftca una reduccidn del 90 y
70% de ta actividad en la fraceidn de inferés con respecto a cada uno de estos materiales,
respectivamente. Durante la primer elapa de modificacion enzimitica (hidrdigisy e
pierde 1a mayor parte de la actividad (85%) de inhibidores, ya que el hidrolizado seco
(por aspersion) mostrd una actividad de 7,333 UTT/g de proteina, Considerando que la
actividad de nuestra fraceion es similar a Jo reportade pars fracciones menores a 10 kida
enviquecidas (Calderdn de In Barca ef al, 1999h), esto nos permite infeeir que da
actividad de inhibidor de tripsina no se modifica durame ta clapa do sintesis. La
actividad residual del inhibidor de tripsina en las fracciones enttquecidas se atribuye al

¥ ¥

inhibidor de Kunitz que no se inactiva por completo durante b protedlisis imitada
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{(Vaintrub y Yatara, 1995) y o la posible restitucion de la actividad o pH peotro o

ligeramente atcaline (Kowde er al., 197:4),

Eyaluacion de la Calldad de Proteing

Las Tablas S y 6 muestran los mesullados de los registros de bioensayos v los
indicadores  biologicos de calidad proteica v wlilizacion de proteing para crecimiento
(Apeso/pProteina) para las fuentes ensayadas, en los es prupos etarios de ralas Sprague
Dawley. La realizacidn de estos bioensayos tuvo dos propositos particularmente importantes,
Primero, estudiar o] efecto de distimas formas de proteing sobre su utilizacion dictaria en bres
prupos de edad. Segundo, comparar el efecto fisioldgico del hidrolizado modificado de intends,
con el encontrado paa e aislado de sova (inprediente comim en alimentos pars mutricion
especial ),

Antes de iniciar Ly discosion de resulindos, se deben de considerar alpunas premisas:
La fraccion enriquecida de soya (Fyool) presenta péptidos de 1o 10 kiJa con una propoion
mayor de metionina covalerentente unida que I requenida pam cubry Jas pecesidades de
aminodcidos esenciales de homanos (preescolares y adulios) v ratas adulias pero ne cubre b
necesidad de FenilolaninatTirosing para raia en crechmiento (Tabla 7). 11 aiskado de soyn es
uni fuente de proteina intacta no digerida a da coal se adiciond metionina libre al nivel de
enriquecimiento de fa fraccion proteica de inlerés (4.33% de metioning). Este material
satisthace los requerimientos de los mismos grupos seiialados para Ja fmceion de interés, pero

110 Jos de rata en crecimiento siendo en este caso triptdfano el aminodcido limitante.
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Vamtroly y Yatara, 1995 v a la posible restiiucion de la actividad o pld neutro o
b ]

ligeramente alealing (Koide e ol 1974).

Fyvahmoion de la Calidad de Proteing

Las Tablas 5 v 0 muestran los vesublados de los registros de bioensayos y los
indicadores  biologicos de calidad  prowwica y ullhzacion de proteing para crechmiento
(Apeso/gProieina) para las fuentes ensayadas, en Jos bes grupos etarios de mtas Sprague
Dawley, Lo realizacion de estos bioensayos luvo dos propdsitos particulannente importantes.
Primero, estudiar el efecto de distintas fonnas de proteina sobre su utilizacion dictania en tres
prupos de edad. Segundo, comparar el efecto tisiologico del hidrolizade modificado de interés,
con el enconimdo para el aislade de sova (ingrediente comn en alimentos para nutricion
gspecial).

Antes de iniciar In discusion de resollados, se deben de considerar algunas premisas:
Lo fraceion entiguecida de soya () pl) presenta péptidos de T a 10 kD con una proporeion
mayor de metioning covalentemente unida gue §a requerida para cubrir Tas necesidades de
aminoicidos esenciales de bumanos (preescolares y adublos) y mtas adulias pero no culbre la
necestdad de Fentladanina+Tirosina para wia en crecimiento (Tabla 7). Bl aislado de soya es
unp fuente de proteina intacta no digeida a b cod se adiciond woetioning fibre al nivel de
enriqueciniente de I fraccitn proteica de interds (4.33% de metionina). Bste material
satistace fos requerinmientos de los misnios gropos sefialados para la fraceion de interés, pero

no los de rals en crecimicmo siendo en esle caso riptdiany el aminodeido limitante.
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Tabla 7 Calificactdon  gquimica de  lag fuenies prolelcas  usadas en dietas axpedmentales,

a4

basados en ko requedmientos para humane y rata albina .

Requerimisnio Caseing Alslado + Mel F oo [y

Rata

Cracimiamo 0. 081 0.41 0 s
{Mil+Cig) {Trps) {Mal+Cis) (Fent¥iry

Mantepsimiento

Humano

Preescolay 077
(Mt aCis)

Adutto e

T Rergquerimientos eathviados pars mals con o consumo promesdio de 12 g de dieta al 12% de protelna (MRG1978)

* Femguoiimienton pare UMANGS para preescolares v rdullos con sansumos promedio de 4 10y 075 ghg de
prreabenrnis e reelerencla respoctivanente (FACHWHOILINL 189 1)

Y pisdacs de gopa + ebioning Hore o unn covsenkeasidn fonal de 4 3% g/ 100y probeing,
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Por oluime, se tiene ademis caseina ANRC, una proteing intacta de onigen animal sin
adicion  de metioning tibre, Bsta también Gene 1o misma capaaidad de satisfacer os
requerimisrlos para humanos (preescolar y adubio) v omta aduba, pere no 1a necesidad de

aminodcidos azulrados (Met+Cig) par soportor el recimiento de ratas recicn destetadas,

Registros de Bioensayos

La distribucion de pesos iniciales y sexos de las ratas oo fueron estadisticamente
distintos {(r=0.05) entre dictas para cada grupo. Sin embargo, s¢ observd una estrecha
relacion del sexo y pego inicial con la ingestion diaria de alimento sobre 1odo para los
prupos 2 y 3 (ratas de 6 y 16 meses). Este fendmeno foe considerado en la estimacion de
bas diferencing en la respuesta blologica a las tres dietas para cada grapo, incluyéndose
como agentes covariantes dentro del andlisis. Por ofra parte, solo se observd aumento de
peso durante ¢l ensayo del prupo 1, 1o cual era de esperarse ya que estos estaban en
crecimienio exponencial,

Lin detatle particwlarmente interesamte es la perdida de peso casi estandarizada
(10% en 10 dias) de todos los animales asignados s las dictas libres de mitrogeno, en los
tres prupos elarios. Sin emburgo, la respucsta metabdlica al stress por la restriceion
proteica no fue la misma entre gropos de edad. Se observd una significativa excrecion
prinarin diaria de hemoglobing en los grupos do edad avanzada, siendo marcadamente
superior en el grupo grupo 3 (dates no mostradog). En este mismo grupo, se observd una

pérdida porcentual supertor de proteina, cuerpos cetonicos y pigmentos biliares en orina,
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Por otra pare, conforme avanza la edad se favorecio Ja eliminacion de
compuestos nitropenados por via urinaria mds que por fa fecal, en estado de privacion

roteic,

Indicadores Biologicos

Giyupo No,_1. Fn este grupo de ratas recién destetadas, no hubo diferenciag significativas
(p=0.05) enlre las dos presertaciones de soya ensayadas (aislado y FE) en cuanto a
balanee de nitrdgeno y Apeso/pProteing consumida a los 10y 14 dias (Tabla 0). A pesar
de que ¢l n;.‘;lml() th, sova produje una utilizcion de proteing mas efteiente gue Ia
fraceitn de inters, estay Wima fue tan dipestible como o caseina, Hsts mejoria en la
digestibitidad, en comparacidn con I proteing de soya inlacta, permitit reconocer 1a
supertoridad nutyicionsl de 1 fraccion de interés para satisfacer la necesidad real de
proteing de fa rada en erecimiento, segun Jo demuestra fa calificacion quimica corregida
por digestibifidad (CQUL.

i experimentos paralelos con ratas de 1o misma edad (21 dins), se estudio ol
electo de la cantidad de metioning adicionada sobre ¢l mismo aistado de soya. Se
ensayaron dos concentraciones distintas de metionina (p/100g de proteina) ademais del
4.33% ya desorito; 7.55% y 3.30%. Bl NPU aumento signilicativamente {a 78) en la

6% de

dieta con metionina total de 7,55%, ya que una rata en crecimiento requiere 6
metionina (NRC, 1978). Iin Ia otra dieta (con 3,36% de metioning total), el NPU no fué

diferente (p0.05) al de ln dieta con 4.33% de metionina ya descrita. En los lres casos la
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digestibilidad del aislado de soya fue la misma independientemente de fa metioning
afiadidin, Bn base a esia observacion y al valor de WPLU y digestibilidad socontrados para
fa fraceion de interds, esto nos permite afismar gue la incorporacion covalente de
metionina 2 la molécula es ba responsable de I mejoria en la digestibilidad, Aunado a lo
anterior, desde el punto de vista tecnoldgico, la incorporacidn  covalente de
aminodcidos, &5 mejor gque la adicion de aminodeidos Libres ya gue éstos Oltimos
provocan sabores desagradables y se pueden peorder duranie almacenamiento  y/o
procesamisnta de alimentos (Arai ef al., 1978),

Iin otra evaluacion bioldgica realizada en nuestro laboratorio (Calderdn de I
Barca ef al., 1999h), se ensayaron vna fraccidn con menor peso molecular sin enriguecer
(Fos3) y una de mayor peso molecular pero eoriquecida (Fak), produsidas de la misma
fuente proteica, El NN de nuestra fraceion actual (19.4pk2) resubtd superior o estas
itimas (64.7 y 64.4 respectivamente), Grimble y colaboradores (1986) reportan gue la
absorctdon individual  de aminvdcidos en péptidos  de bajo pese molecular (<4
aminodeidos) es supertor a la observada con pépndos de alto peso molecular (4
aminedcidos), Bstos argumentos nos permilen predecir que una combinacion correcta de
péptidos menores y et enriquecimiento de fos mismos, mejorard sustancialmente ef valor
bioldgico de la proteina. Quizis se pueda Hegar a upn fraceion comparable a proteinas
consideradas como de alto valor nutricional como la de huevo intacta o hidrolizada

(Gutidrres et al., 1998).

Grupo No. 2. Hste prupo fue incluido en el disefio experimental con el propdsito de

eviduar e efecto de la fraccton proteica de interés en chmantenimiento de ritas aduoliay,
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La vemaja de este grupo es la modures dipestiva suficiente para evaluar
mantenimiento, pers sin las alleraciones catabdlicas propias del envejecimientn (como
las del grupo 3, Owa razén de su inclusion estuvo relacionada won el tipo e
ahimentacion que recibian los animales de este grupo y los del grupo 3 (adulias seniles).
Antes de su ingreso a las instalaciones del CIAD, desde su nachmiento estas ratas Hieron
alimentadas con pellets comerciales, cuya formubrcion incloia pasta de soya como una
de Jas fuentes proteicas, Aungue la concentracion de pasta de soya en esta formulacidn
era baja, la presencia de compuestos antifisiolopicos en esta dieta inicial, podrin
enmascarar e efecto mutricionnl real de tas dos dietas de soya (nislado y FIE). Dado a gue
se espernria un deterioro en Ja capacidad absortiva intestinal en las ratas seniles (gripo
3. el grupo 2 pretendid ser un control al no lener el nismo grado de distuncion
intestma! de prupo 3.

i este grupe 2, no se observaron diferencias sipnificativas entre los animales de
las dietas con Ja fraccidn de interds y ¢l aislado de soya {p=0,05) para NPUL DV y
calificacion quimica corregida por digestibilidad, pero si al compararse con los de
caseina. Este electo puede atribuirse al tipo de alimentacion previa que recibian los
animales antes del bioensayo, Los factores antifisiolopicos svtivos, pudieron haber
inducido inhibicion de In secrecitn de) pancreas o respuesta innnmogénica & proteinas
de soya (Gumbmann y Friedman, 1987; Hajos y Gelencser, 1995; Dreau ef al., 1994), I
mejor balance de nitrogeno se observod en las ratas alimentadas con FIE en comparacion

con A, pero este no fue distinto sl encontrado para caseina (p=0.05).
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De”esto inferimos de nuevo que, 1a ausencia de Bactores antilisioldgicos en i
fraceton de interés dio wn mejor efecto al observado para el aislado, e cual contiene
factores anlifisioldgicos activos, Nielsen ef o {1994), realizaron uh bioensayo con ratas
Wistar (hembras) del mismo peso y edad que en nuestro estudio, con dietas de caseina
intacta e hidrohizados de cascing y proteina de soya (0.3 a 3 kida), Las tres dietas al 8%
de proteina produjeron ¢l mismo balance de nitrégeno a expensas de distinto t'ﬂu;.émbiu
proteico enddgeno, Dado que este electo e similar al encontrado o huestre caso entre
caseina y la fraccion de interés (Fr e, se puede inderir gue el enriguecimiento no allera
la utilizaciom natricional de la proteina de soya, en el maptenimicnin de ratas adulbtas,
Grupo No. 3 El eriterio de selecetdn de los animales en este grupo se basd
primodialmente en su desgaste funcional, Algunos estudins de envejecimicnto sefialian
gue una edad de 18-20 meses en oratas Sprague Dawley, comesponrde a 1o senectud
(Sarwar y Peace, 1994). Owos autores Tundamentan ¢l cavejecimiento en base al
despaste fisico que presentan los animales (NRC, V981 Reville er af,, 1991 Mol er al,
1984), Pado que nuestras exigencias se basaban principalmente en el comportamiento
dipestivo y metabdtico y al alio costo de las ratas de 20 meses de edad (1530 dolares
cada una aproximadamente), considermmos upa edad de 16 meses para las evaluactones
dictarins, Si bien es cierto que tal edad las podria clasificar como adullas maduras, su
indice de moriatidad, su comportamiento social y sedentarisme correspondian a ratas
envejecidas.

Fa fraccidn de interds y el aislado de soya tuvieron un efecto similar en NP, el

cual [oe estadisticamente nxayor para el gropo de caseina. Por ¢l contrarto, of balance de
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nitrépeno caloulado, favorecid a ambas dietag de soya. Esto se explica por el marcado
aumentn en la excrecion urinaria y feca) de nitrogeno producido por tas dietas de soya
como se puede observar ¢n la Tabla 5. Existen evidencias que indican que la veleetdad
de sintesis y degradacion proteica en enterociios, decling coforme avanza la cdad
(Merry ef al., 1992, por Io que es razonable pensar gue el avmento significativo de la
proteing fecal es consevuencia de la baja wtilizaciom dictaria de fa proteina de soya. Sin
embarpo, o pesar de esta eliminacion elevada, es claro que al mantenerse ¢l balance de
nitrogeno positive (mayor en el caso de la fraceion de interés) I regpuesta podria ser una
mayor dindmica en la utilizacion endogena de esta forma de proteina. Fste hecho aunado
a una mejor digestibilidad de ta fraceion gue para el aishado, nos permite asegurar gue la
fraceion de interés provoca un mejor electo en el equilibnio nitrogenado del organisme
senescente,

Bliminando el posible efecto gue tiene la naturaleza de Ta proteina,
comparamos los datos obtenidos del grupo 3, con los de los grupos 1y 2, observamos
una mejoria sustancial en la digestibilidad y caliticacion de aminodcides corregida para
todas lns dietas, Sarwar y Peace (1994) reportan digestibilidades (relativas a una caseina
+metioning con digestibilidad del 25%) para varios productos enterales comerciales que
variaban del 94 nl 98% en ratas de 18 meses. La digestibilidad de FE (retativa a la
caseti ensayada) fue del 100%, 1o que apoya 1o idea de que FE es una mejor allernativa
en la formulacion de producins gertatricos. Ademas, tiene unn eficacia comparable al
atstado {proteina generalmente incluida en las formulas enterales) para el mattenimicnio

do personas adulas,
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Respuesta Post-Prandial de Aminodcidos Plasmaticos y Hrea

Desde up punto de vista nutricional, Tas concentraciones de aminodcidos
plasmaticos deben ceflejar ¢l balance entre su entrada a la sangre via alimentacion y el
catabolisine de proteinag enddgenas v su salida hacia los tegidos para sinfesis (Abumrad
¢f o, 1995). Cuando esta dindmica se estudia en animales, el patron de respuesta puede
ne ser Ndedigno, delido ad desorden en la ingestion, pasando de ser una estimacion
cuantitativa, wn daslo meramente estimativo (Harper, 1968). n esta lesis no se pretendio
gstudiar ¢l declinamiento en la concentracion de aminodeidos plasmiticos en intervalos
de tiempo como en la mayoria de los estudios con aminpdcidos plasmticos. Solo
sstandarizamos 1a ingestion y la respuesta plasmitica a las dos boras en todos los prupos,
para de esta manera inferie adguna respuesta relacionada con la ingestion de Ias proteinas
de prueba. Por lo tante, b andlisis gue se presenda o conlinuacion se basard en
medictones puntuales para cada grupe y cualguier correlacion encontrada con las dictas
suminisiradas, necesariamente  debe  sustemarse  a  pesieriori con  estodios  mis
eapecinbizados (B, recambio proteico).

Dado que todas las muesirag de plasma eoleciado de cada rala no estuvieron
sujetas a ninpgdn tpo de hidedlisis (solo se precipitaron con ac. sulfosalicilico), se
moedificaron y estadarizaron Jas condiciones cromatograficas descritas por Vazquez of al,
(1993) para incluir Asn, Gin y Trp; dichas condiciones se presentan en la Tabla 8, La
concentracion promedio (6 ratas/dieta/grupo) de wmincdcidos (por este métode) y uren

{(kit cinético) plasmaticos expresados en pmoles/),, s¢ enlistan en la tabla 9,



Tabla B Cromalografla de lquidos de aila reselucion (CLAR) di aminoacidos:
Orden de elucion, tiempos de retenclon y gradienles de la Tase movil '

Drden de Tienpe de Fase Movil (%)
Aminpécido Elucion Releneion  Solvenle A* Solvente 137
0.00 100 )]
0.80 B0 i
Ac. Aspartico 1 2.03 B0 i)
Ac. Glutamico 2 2,85 an 26
Asparagina 3 4.56 B0 20
Serina A 5.58 a0 a0
Glubaming 5 3.4 B0 20
Higtidina & G.70 a0 20
Glicina 7 9,14 80 20
Treonina B 266 an )
10,040 &0 by
Argining & 1012 50 50
Alanina 10 11.08 50 50
Thosing 11 1r.a2a 50 50
Estandar fnterno * 12 12,20 50 503
Triptéfano 13 (KR 50 40
Metjioning 14 1341 5O 50
Valina 15 15,80 50 50
iFenilalaning 16 14 54 5 150
Isoleucinn 17 115, 5% 5l 540
Laucing 18 115,86 50 50
18.00 20 136)
Lisina 19 18.09 20 80
20.00 3] 100
23.00 100 0

Y Modificacian al metodo mpoiade por Vazguer, el s, (1535} inchuydndose Gin, Adiny Ty
piavi cuanlificacian de antinbdacios pasmaticos { muestis o hidwollzadas ).

I PHulter de acelalo de sodia 0. 1M+ Tetrahidiobrang 1% {pit G2

? Mitanol CLAR

A, aliwaminobulliee
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A continuacion detallaremos los aspectos mas importantey denvidos de esta

intormacion:
Uren Plasmuiticn

De manera may peneral iy urea plasmatica, refleja et catabolismo proteico y por
ende ¢l fin de 1a utilizacion de aminodeidos enddpenos o dietarios, Fisioldgicamente, su
homeostasis depende de su ciclo y 1a circulacion entero-hepdtica de uren formada. L el
ciclo de la area estan involucrados alpunos compuestos de interés comp eitruling,
aspartato, arginina, plulaming y el jon amonio. Parccicrn el entonees pensar gue los
aminvdcidos dietarios gue sufren mas rapidamente desaminacion, tendrdn algin mwjor
efecto en Iy concentracion de urea (Lehninger, 19933,

Aparentemente  hay  upa relacion  directamente  proporcional  amre fa
concentracion de urea plasmatica v la edad, ya que oo promedio se obtuvieron
concentraciones de 3&2,"?.0, £.9 para los grupos 1 2y 3, respectivamente. Aungue hubo
diferencias sipgnificativas en la coneentracion de urea entre dictaspors los grupos 2y 3,
no se encontrd diferencias sipnificalivas (p=0.03) para el gropo 1. Bubio y colaboradores
(1998) reportan gue ta pasta de soya provoca una elevacidn de urea plasmitica de 2.8
mmol/L, en ratas Hooded-Lister recién destetadas. In nuestro caso, la elevacion
plasnidtica de urea para lag vatas del grupo | fué de 2.9 y 3.2 mmol/L para ol mislado y
FE respectivamente a casi o mismo nivel de retencion de nitrdgeno, por o gue
posiblemente la elevacion plasmatica de urea deba tener refacion con la digestibilidad

tolal de nitrogeno v 1a forma de fa proteing dictaria, Por oten parte, su clevacion no se
sl
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relaciona tampoco con las concentracionss plasmaticas de arpining vy glitmming en
ninguno de los grupos. Como ya mencionamos en anteriores secciones, Ia sintesis y
degradacion de proteinas en tejidos perifénens decling con el paso de la edad, por lo que
esta elevacion pudiers deberse a una mejor circulacion entero-hepitica y no a sintesis de

ROV,
Aminogcidos Basicos y Avidos

A nivel intestinal, existen distintos mecanismos de drnsporte de nutrimentos
generabmente asoctados con el cardeter drofobico/hidrotilico o acido-basico de las
moléeutas a absorber. Algunog awtores utilizan este Oitime sistema para estudiar fos
relaciones existentes en ¢f pertil de aminodcidos de proteinas dictarias y a capacidad de
absorcion intestinal (Harper, 1968), Ahorp bien, teniendo en cuenta que el pli imdestinal
y plasmatico es similar, es posible infertr sobre la respuesta plasmitica de cualguicera de
estus grupos de aminodeidos v los posibles mecamsmos de absorcidn involucrados, Las
formas basicas (AAB) # pH fisioldpico estan representadas por os aminedcidos Hsina,
argining, histiding, Los demas se encuentran en li'n“n‘n; .'-"la:inii:ﬁt {(AAACY (Lehninger, 1993

Mo existioron diferencias significativas ni enlre dielas ni enlre grupos para la
elevacion plasmatica de AAAc. Lo mayor proporcion plasmatica de AABa lo
exhibicron los grupos de caseina, y su elevacion parece estar relactonada con la edad
como en el caso de la urea. Bute fendmeno podria deberse a que si hay mayor proporcion
de aminpdcides con grupos amonio onizables, estos serin liberados provocando

mayor biodisponibilidad y estimulando con esto la produccion de urea, cuando la
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necesidad energética-protéica sea minima (Adelman y Deckker, 1985, Abumrad ef
al, 1905,

Fp un experimenty paradelo al bivensayo del grupo 1 (datos no mostrados) se
realizaron determinaciones de orea wrinarta en tres dias distintos v se buged su relacion
con la cantidad de proteina ingerida en cada periodo. Se enconiré una estrecha relacion
entre 1a cantidad excretada y el tpo de dieta, siendo caseina 1z de mayor efecto. Lsto,
aunado a la observacion anterior nos permite inferir que existe una relacion directa entre
el perfil de aminodeidos de fa proteing dietaria, la respuests plasmitica de AABa y la

elevacion de urea plasmdtica (Bender, 1985).

Aminodeidos Esenciales ¥ No Esenciales

Un aminoacido esencial es aguel que no puede ser sintetizado por ¢l organismo
en cantidades adecusdas para satisfacer lns necesidades de sintesis de proteina corporal,
La presencia de contidades inadecuadas (superiores o inferiores) de annnoacidos
csenciales provoea balances de nirdgeno negativos, debide a gue el catabolismo normal
de las proteinas continua pero la sintesis es Himitada, atn cuando la ingestion de proteina
sea adecuada (Bender, 1985). Salvo on el grupo 2, la caseina parece aportat ln mayor
cantidad de estos aminodcidos, en comparacion con laz dietas de soya.

Ademis de los aminodcidos estrictamente esenciales, Lambidn son Importantes
para infantes v animales jovenes In histidina y arginina debido a que su velocidad de
hiosintesis ¢s pobre para soportar crecimiento (NRC, 1978, Leliniger, 1993). De nuevo,

la caseina produjo 1a mayor elevacion de estos aminodcidos en plasma, en comparacion



con las otras dietas en todos Tos gropos. Sin embargo, la elevacion plasmadtica du eslos
aminvacidos 1o se correlaciond con su contenido en las fuenies proteicas ensayaday, en
todos los casos,

Bajo condicionss especiales, In demanda de aminodeidos no esenciales puede ser
mayor a la capacidad biosintéticn vy por lo tanto ser temporatmente  esenciales
(Cupningham, 1992), Aunado a lo anterior, algunos antores sefalan que la conesta
utitizacion de los esenciales depende en gran wanera de bos no esenciales, y por 1o tanto
e posible mantencr un balance de nitrdgeno aceptable, (Baldwin vy Grimminger, 1985,
Dutea de Cliviera, ef af., 1998), En la mayor parte de los grupos etarios, la raccion de
inferés parcee lograr una mejor proporeion de aminodcidos no esenciales: aminoicidos

csenciales,

Melionina

31 proposito fundamental de nuestro rabajo fue el estudiar el efectn de una
fraccion enriquecida con metioning (Fy)pl) sobre su asimilacion dietaria en los tres
prupos. La elevacion plasmitica de metionina es particulapmente importante ya que fue
la que se unid covalentemente a la fraccion de imterds. Ademds, la biodisponibilidad de
este aminodcido (Gunto con cisteing que no pude ser cuantificada) es importanie para la
promocion dek crecimiento animal (Grupo 1),

Ademas, In metionina interviene en procesos de metilacion y remoeidn de
radicales fibres (Dutra de Oliviera ef of., 199%; Bender, 1985).  La cantidad de

aminodcidos axufrados totales on las proteinas ensayadas era de 4.33, 4,33 y 3.03 g/100p
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de proteina para 1 gE, aistado + metionina y caseina respectivamente, La elevacidn
plasmitica de metionina se debe a la forma en que esté presente en b proteing ensayada
mas que a la cantidad total de Ja misma. Ziglstra y colaboradores (1996), mencionan gue
ta presentacion de metioning on péptidos en comparacion a su misma concentracion pero
en proteing intacta, provoca una mayor elevacion de este aminodeido a los 120 minalos.
Del 4,33 % de metionina total en ¢l aislade, solo of 1L18% estaba covalentemente unida
y of 3.15 restante en forpa libre, Esto ubica al aislado como el mas pobre de metionina
vnida, sepuido de caseing y huego Ja fraceion enriguecida, La respuesta plasiiatica fud
directamente proporcional al contenido de mettonina para las dictas ensayadas en oy
prapos 2 vy 3, Fate comportamiento varid para ¢l grupo | donde tn elevacion fue mayor
para caseing, seguido por la fraccidn de ileres (FE) y por oltimo el aislado de soya.
Bender (F985) afinna que existe una bioconversion dinamici entre la Met-Cis durante ¢l
arecimients, por do que la disminueion de Met para el grupo |, ahimentados con FIZ haya
sido Temportal, y por lo tanto el nivel de cisteing (aminodcido no cuantificado) haya

estado elevadn,
Glicina y Glutaming

stos aminodeidos son de especial importancio porgue constituyen piezas claves
en ¢l metabolisme, La ghcing (Gh) generalmente s usada en estudios de recambio
profeico por tener lo capacidad de “marcar” fa reserva de aminodcidos corporales y
dictirios una ver que cstos entran en la dindmica de gintesis y degradacion profeica

{Matthews ef al, 1981) La nahwaleza de este aminodcido y su participacion en
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mecanismos metabidlicos relativamente sencillos Lo hace un elemenio particularmente
tmportante en fa donacion de prupos =-amine, Por su oparte, la ghlutaming (Gin) es un
metabolito intermediario indispensable en mecanismos biosintéticos de diversa Indole
{pluconcogénesis v sintests de purinas).

Log patrones de distribucidn plasmatica pars Gl y Gl no mostraron correlacion
con la edad. La elevacion promedio (odas las dietas) de Gh fué mayor en ¢l propo 2
(562 pmol/L) pero semejante entre los grupos 1{456 pmol/L) y 3 (392 pmol/L). liste
mismo efecto se observo para Gin (451, 280 ¥ 320 pmol/L. respectivamente). Mignlas
que para Gl se observaron diferencing signifieativas (p=0.005) enfre el aislado de soya
(A) y la fraccion de interés (FI3) suministradas al grupo 2, para Gln solo se observo
diferencia, sungue mas baja, en el grupo 1. Decsi y colaboradores (1998), veportan que
dos (Ormulas infantites cuya Gnica diferencis era la formn intacia ¢ Indrolizada de la
caseing wlilizada en su formulacion. producian la mismoa respuesta plasmanca de
aminodcidos en infantes a los 5, 30, 60, 90 y 120 dins. Hn nuestro case, la composicion
porcentual de estos aminodcidos en las proteing de soya intacta (A) ¢ hidrolizada (111) y
su respuesta plasmMica a las 2 h es similar, esto nos permite seialar que ¢l metabolismo
de ambos aminvicidos dictarios, no sulre alteracion alguna por fa hidrolisis y sintesis
enzimatica en FE.

En conclusion, el sipnificado biologico que justifica estudiar a los aminodcidos

Uplasmaticos es fa de asepwar st biodisponibilidad  para sinfests de proteinas. Para
LA

' oo

observar esto, se recurren s mediciones continuas por espacios no maywres de 2 4 3 h

Las mediciones que agui se realizaron fueron exactamette a lag dos horas, tiempo
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considerado  como  suficiente para aseguror niveles plasmaticos  estacionarios.  Las
diferencias entre digtas (por grupe) o las dos loras, nos penniticron inferir sobre e
posible nivel basal que cada aminodeido tenia a tiempo cero, Aunqgue inferir by eliciencia
de una proteing por medio de su orespuesta plasmidtica ene sus himitaciones, el
compottamiento observido en todos Tos gropos revela informacion valiosa sobre el
efecto de los procesos de modificacidn emamidtics de Ia proteina de interés, en

comparacion a la forma y presentacion de las proteinag para lag otras fuentes ensayadas,

ilidad Aparenic Heal-Yeyvunal v Fecal

La inclusion del méwdo Jde digestibilidad con marcados mdigestible (CraOhy),
tuvo varios propositos! (n) Corroborar fa exactitud del método de digestibitidad
verdadera (1DV) y digestibilidad feeal de nitrégeno (IDFN) estimada para los distintos
prupos etarios, (b} observar las diferencias y comportamiento de cada aminodeido por
nivel de absorcion, (¢} revelar cualguier fendmeno de ndaptacion hsiologica producida
con la edad para la absorcion de cada aminodcido y seceion inlestinal sspecificos y (d)
correlacionar 1 eficiencia en absorcion con fa respuesta plasmilica de cada aminodcido,

En Ia Tabla 10 se muestran los porcentajes de digestibifidad yeyunal, tleal y fecal
para tas 3 dictas ensayadas en los 3 grupos etarios. Coma puede observarse de esta, los
porcentajes de dipestibilidad pars cada aminodcido no difieren de manera sighificativa
en cada nivel de absorcion y prupo etario, dado que las proteinas ensayadas cran
altamente digestibles (ver digestibibdad verdadera en Tabla 0). Sin embargo, existen

ciertas particularidades que deben denotarse, tas cuales se explican a continuacion,
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La correlacion existente entre la DV y la digestibilidad fecal de nitrdgeno (13FN)
s alta parn todos los grupos (v = 0.998) Hay que recalear gque DI es un estimador
caleulado en base ot contenido y porcidn digestible (a cada nivel de absorcion) de cada
upe de tos 15 aminodcidos cuantificados en las proteings ensavadas, Mientras gue la
digestibilidad ileal (DIN) y fecal (DFN) de nitrdpeno, son buenos indicadores de
absorcion en las ratas en crecimiento (21 dins), DEN subestima a DIN en las ralas
adultas (180 diag) y seniles.

Por fo tanto, este Gltite indivador se supone mas realista en la vatoracion de a
absorcidn real de las proteings de prueba particulanmente para este ulthno grupo
(Ponkoh y Moughan, 1994), donde también se observa disfuncion yeyunal.

I proceso de absoreidn yeyunal se vio reducido en las ratas del grapo 3 en
comparacion al del grupo 2. Reville y colaborsdores (1991), encontraron que existe un
ienomeno de adaptacion ileal a la disfuncidén yeyunal en ratas Wistar de edad avanzada,
Eiste fendmeno de incapacidad yeyunul obedece a varios factores: disminucion de la
capacidad absortiva por deficiencias epiteliales y/o superficie absortiva (Holt e al,,
J984), reduceion en la capacidad repukatoria (Poullain etal,, 1991) vy una fenta actividad
y regeneracion de las superficie entérica (Ferraris y Vinakkota, 1993} Por su parte ¢l
fleon responde incrementando su velogidad e regeneracién celular, aumentando b
superficie absortiva y actividad de hidrolasas y transponadores, En nuestro ciaso,
mientms que en las ratas de 180 dias se conseguin un 2-5% mas en fa absorcion

individua! de aminodcidos en ileon al ya aleanzado a nivel de yeyuno,
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esta misma absorcion ileal es mayor (7-9%) en el grupo 3, congistenie con una
disminucion en I absoreion yeyunal de un 2-4% observado entre los gropos 2 y 3

Al comparar 1a digestibilidad de cada aminodcido del aislado de soya , con la
ubservada en las ratas del alimentadas con FE en el grupo 3, esta dllima fue mgjor tanlo
a nivel de yeyuno come de fleon, Este hecho nos hace suponer que fa absorcion y
transporie transepitelial de aminodeidos es preferentemente en forma de péptidos mas
que de aminodeidos libres, Esto se debe a que la distribucidn de transportadores para
estos Gllimos, se restringen a la porcion proximal del intestine (yeyuno), micniras que
los tansportadores de péplidos estan distribuidos a todo 1o Targo del mismo (Leichbach
y Ganapathy, 19906),

Para el caso del aislade de soya (A), aungue 1ambidn se presesta fendmeno de
adaptacion ileon-yeyuno, ¢l comportamicnio en li absorcion individual de sminodetdos
es mis vatinble que para FEL Bn el aislado de soya, ademis de que la proteing es
integral, hay compuestos antifisiologicos como Jos inhibidores de proteasas, gue genern
una respuesta distinta en fa secrecion v actividad de diversas enzimas (Resetand ef af,,
1996). Es por esto posiblemente gue tos péptidos formados por la degradacion del
aislado (A), parecen tener una absorcion simikar a ka de FIZ a nivel yeyunal pero no ileal,
ya que ta accion antifisioldgica ¢ inactivacion enzimdtica s¢ da principalmente en
porcion digtal (Heon) dof intestino (Pusztal e al., 1997 Ferraris ef al, 1988),

De forma general la absorcion de aminvacidos de FIE es superior a la del atslado
(A) y caseina (C) en todos los niveles de absorcion. Grimble y colaboradores {19806),

compararon la eficiencia en la absorcion yeyunal de dos hidrolizados de bajo(= 4



residuns) y alto peso motecular (=4 residoos) de lactalbuming, encontrando gue s
velocidad de absorcion de amtinodcidos del primero ¢s mncho mas rapida. Poullain y
colaboradores (1989 v 1991), por su parte, astdiaron ¢ efecto Nisiologico de la proteina
de Inctosuere inlacta y en forma hidrolizeda (peplidos endre 110 KDa) en ralas normales
y deshutridas, observando un mejor efecto en balanee oirogenado, velocidad de
absorcion y recuperacion puiricia con Iy solucion de péptidos en ves de Iy protetna
intacta.

Po otra parte, la absorcion ileal de metioning (Met) guardd una relacion muy
estrecha con su elevacion plasmation en todog los grupos etarios y dictas suministradas,
Aunque este efecto sea resutiado de complejos mecanismos reguladores, ey posible que
el contenido y forma unida de Ja metionita en cada profeing sea muoy determinante, Uba
posible causs es la relacion de metioniacisteinag presente en cada proteing; teniendo en
cuenta gue la mayor proporcion de metioning en el aisldo de soya venia en forma libre,
esto limitard el equilibrio 3:1 de MenCis, sugerido para un buen mefsbolismo y
absoreion de metionina (Pszeola, 19999, en tanto que fa mayor parte de la metioning
libre se absorbe en la porcion proximal del intesting, mientras gue la cisteina y
metionina covalentemente unidag se absorberdn mejor a nivel distal, Es por esto
posiblemente que b digestibilidad  de Met para el aislado en 1odos los prupos etarios fue
menor, Ademis, la absorcion intestinal y distribucion portal de aminoacidos azufrados,
provoca  distinia  activacion  de enzimas  hepaticas pars cada proteing ensayada
dependiente de su relacion de aminodcidos pzofrados: no azufrados. Lo anterior

ocastona distinta disponibilidad plasmatica y cinélica en st utibizacion, por activacion de



diversas enzimas come la cisteine dioxigenasa y ye-platamileisteinsintetasa (Bella er af.,
1999).

La absoreian tolal de nitedgeno a su vez guarda una relacion estrecha con la
elevacion de oreax plasmatica en todos los grupos, Como se sefinld en um seccion
antertor, 1a urea refleja de alpuna manera la atilizacion y catabolismo de aminodcidos.
En este estudio, 1a mayor digestibilidad de mtrogeno y aminoacidos observadas para lag
dictas de caseina y FE, fueron directamente proporcionales s la elevacion lotal de
aminodeidos plasmaticos y urea.

Fste efecto os consistente, gunque  menor, con of observado para Jas dietas de
aislado en los tres grupos etarios,

Finghente, o digestibilidad de aminodcidos v nirdpeno de FIE son superiores
para el Grupo 3 en comparacion al aistado de soya, a cualyuier nivel de absorcion. lste
hecho es consitente con el observado para ef valor de digestibilidad verdadern reportado
en o tabla 7. 51 tomamos en cuenta que Ja depeberneion yeyunal es un proceso natural
que scompaia a la vejez y que en L edad muy avanzada o en condiciones patologicas, cl
itedn puede tener capacidad absortivi reducida (Poudlain ef af,, 1991), esto nos conduce
a afirmar gue la FI podria ser una mejor glernativa en la alimentacion geriatrica,

Por ofra parte, Rubin y colaboradores (1998 reportan digestibilidad ileal y fecal
{von CryQ3) de 85.4 v BZ.8% regpectivamenie para pasta de soya, ensayadn en ralas
Hooded-Lister recién destetadas; estas digestibilidades son menores para el aslado y
todavia menos en FE en lag ralas recién destetadas de puesiro estudio, Este hecho esti

directamente retacionndo con lp cantidad y actividad a nivel de fleon (Pusztal ef al,,
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1997y, de compuestos anlifisiologicos presentes en la paste y aislado y la reduccion
stpaificativa en I3, Lo anterior permite asegurar quo nuestra fraceion de interes tambicn

s una buena opeion en la formulacion de alimentos infantiles para nutricion especial.



CONCLUSTONENS

Bl enriquecimiento enzimitico de la proteing de soya por medio de hidrdlisis y
sintesis enzimdlica, tene varias ventajas. Primeramente, la atilizacion de pasta de soya
como materin prima reduce significativamente et costo de produccidn de profeinas
“ideales” como el aislado de soya. La fraccionacion por whraftltracion de la proteina
hidrotizada diversifiea la uttlizacidn de fracciones peptidicas eh la formulacion de
distintos alimentos, Ademas, el fraccionamionto peptidico trae ventajas funcionales,
tecnologicas v nutricionales que permilen formular alimentos alractivos para distintos
prupos con necesidades nuiricias especiales. Desde ¢l punto de vista ologico, se hace
necesario resaliar que ¢l proceso de enniguecimiento enzimdtico con metionina aumenta
¢l valor nutricional de la proteina, al mejorar su digestibilidad, La adicion covalente de
metioning, mas que su adicion Tibre a proteinas de soya,  permite mejorar la calidagd
putricional (COCP), hacténdola comparable a proteinas de reconocida calidad como el
huevo,

Aungue 1.0k, representa una buerta alfernativa para ba formulacion de producios
para  diversos propos clarios, es particalarmente  buena alternativa en alimentos
peridtricos. Mantiene ¢l balance nitrogenado similar al aislado de soya (ingrediente nuy
usado en formulas enterales) pero con mayor digestibilidad proteica. Otro valor

apregado es el mejoraniento en la biodisponibilidad de aminoécidos azufrados en sangte



1

youna reduceidn sipnificativa de compuesios sntifisiolégicos que podrian ocasionar
alleraciones nutricionates en el anciano, Por alimo, 1a adicion especifica de metioning a
la proteing de soya, permite elevar sirelacion MetCls a niveles recomendados (3:1),
pars Tograr un metabolismo correcto de metioning y demis compuestos azufrados en ol

IR ELINEAN
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