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Resumen

Los hidrolizados proteinicos son utilizados ampliamente en la industria alimen-
taria debido a que presentan mejores caracteristicas nutrimentales y funcionales
(solubilidad, poder emulsificante, capacidad espumante) comparativamente con
la proteina nativa. El objetivo de este trabajo fue hidrolizar enzimaticamente
la proteina de Vigna unguicnlata, mediante la accién independiente de proteasas
comerciales (Alcalase™® y Flavourzyme™®), realizandose la reaccion a 50°C y pH
8.0. De cada cinética se seleccioné el producto con mayor grado de hidrolisis
(GH), estimado por el método de nitrégeno soluble en acido tricloroacético. A
los dos productos elegidos, se les evalud su solubilidad de nitrégeno, hidrofo-
bicidad superficial, perfil electroforético y digestibilidad aparente. Asimismo, se
incorporaron de manera individual, en concentrados de horchata a los cuales se
les determiné su caracterizacion proximal y fueron evaluados sensorialmente por
personas de la tercera edad. Los hidrolizados enzimaticos de 17gna unguiculata
seleccionados para su estudio fueron los obtenidos tras 60 min de hidrélisis cuyo
GH fueron de 7.27% para el elaborado con Flavourzyme™® (HF) y 23.61% con
Alcalase™® (HA). En cuanto a la solubilidad de nitrégeno se encontr6 que HF
present6 mayores valores (93.67%) con respecto al preparado con HA (34.35%).
LLa hidrofobicidad superficial (Ho) de HF fue mayor (291.52) que la presentada
por HA (30.18). De igual manera, HA presenté mayor numero de bandas (60,
51, 37, 31, 24 y 21 kDa) respecto a las encontradas en HF (60, 40, 30 y 22 kDa).
La digestibilidad aparente de ambos hidrolizados fue alta (99%) y semejante a
la obtenida con caseina (99%). La evaluacion sensorial de los concentrados de
horchata (bebida refrescante a base de arroz) enriquecidos con los hidrolizados
proteinicos de [gna unguicnlata indicé que estos presentaron calificaciones den-
tro de los niveles de aceptacion. El contenido proteinico de estos alimentos fue
enriquecido hasta niveles del 4.8%. Tanto la solubilidad presentada por HE, asi
como la alta digestibilidad de ambos hidrolizados (HA y HF), aunado a las cali-
ficaciones obtenidas en la evaluacion sensorial, hacen recomendable y factible la
inclusién de éstos hidrolizados en alimentos dirigidos a individuos con dificulta-
des de absorcién de proteinas, como es el caso de las personas de la tercera edad
asf como en férmulas infantiles.
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8.1. Introduccion

Los alimentos son materiales biologicos constituidos por sustancias quimicas
complejas que los seres humanos ingieren de manera continua y directa. Los
productos procedentes de animales, como carne, leche de vaca y huevo asi como
los de origen vegetal, como soya y nueces, son conocidos como buenas fuentes
proteinicas. Sin embargo, debido a que las proteinas animales generalmente con-
tienen grandes cantidades de grasa saturada, el consumo de alimentos provenien-
tes de vegetales es recomendado para reducir los riesgos de ciertas enfermedades
coronarias. Esto, aunado a la reduccién de fuentes alimentarias, ha favorecido

la busqueda de nuevas alternativas proteinicas de origen poco convencional
(Yoshie-Stark & Wische, 2004).

Las leguminosas representan una fuente rica en carbohidratos y proteinas, las
cuales son cada vez mas utilizadas en la industria alimenticia debido a que resul-
tan ser una alternativa para sustituir o complementar a las proteinas animales tan
importantes en la nutricion humana (Akinjayeju & Tolua, 2004)

La VVigna unguiculata ha sido reconocida como una fuente importante de protei-
nas, carbohidratos y otros nutrimentos como fibra, algo de grasa, vitaminas del
complejo B y minerales, a individuos de los paises en vias de desarrollo, donde
funciona como fuente econémica de proteina en lugar de otras mas caras como las
proteinas animales. Sus granos contienen 20-35% de proteina y es especialmente
rica en lisina y otros aminoacidos esenciales, excepto aquellos azufrados (Cai, Het-
tiarachchy & Jalaluddin, 2003). Es ampliamente cosechada en el Estado de Yucatan,
sin embargo, debe tenerse en cuenta que el consumo de proteinas vegetales en su
estado nativo, se encuentra limitado debido a su baja digestibilidad y su caracter
potencialmente alergénico. Es por esto que resulta relevante buscar procesos que
permitan explotarla como materia prima en el desarrollo de nuevos productos y
que ayuden a mejorar sus caracteristicas funcionales para facilitar su incorporacion
en sistemas alimenticios de consumo humano (Freitas, Teixeira & Ferreira, 2004).

A pesar del alto contenido proteinico (20-30%), de la 17gna unguiculata su uso en
alimentos para ancianos y nifios se ha restringido por la presencia de oligosacari-
dos indigeribles que inducen flatulencias, particularmente rafinosa y estaquiosa,
asi como la presencia de factores antinutrimentales. Una de las alternativas para
combeatir este problema, es el cultivo o técnicas de biologfa molecular o el proce-
samiento de los granos por métodos especificos, como es el caso de la hidrélisis
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enzimatica con la cual se pueden obtener productos nutracéuticos (Uwaegbute,
Iroegbu, & Eke, 2000).

La modificaciéon parcial, del tipo hidrolitica, de la estructura proteinica median-
te el empleo de proteasas, puede contribuir al desarrollo de nuevos productos
proteinicos con caracteristicas nutrimentales o funcionales definidas. Los hi-
drolizados enzimaticos han sido empleados para muchos propésitos, como por
ejemplo para reducir la alergenicidad de la proteina, producir péptidos bioactivos,
conseguir requerimientos para dietas especificas o para mejorar sus propiedades
funcionales (Doucet, Otter, Gauthier & Foegeding, 2003). Este proceso es reali-
zado en condiciones moderadas de pH y temperatura (pH 5-9; 40-60°C) lo cual
ayuda a conservar la calidad de la proteina. Particularmente es empleada para
incrementar el indice de solubilidad de nitrégeno (ISN) en un intervalo amplio
de pH asi como para mejorar otras propiedades funcionales de las proteinas. La
hidrolisis proteinica conduce un gran numero de alteraciones en las caracteristi-
cas funcionales de la proteina, como viscosidad, sabor y propiedades de formar
espuma y emulsion, entre otras. Estos parametros funcionales son importantes
para la aplicaciéon de los hidrolizados en productos alimentarios y en la formula-
cién de productos farmacéuticos y especiales para aplicaciones clinicas (Tardioli,
Fernandez-Lafuente, Guisan & Giordano, 2003).

La incorporacién de hidrolizados proteinicos en las formulaciones alimenticias
permite desarrollar productos para uso general o para personas con requerimien-
tos especiales como podria ser el caso de personas de la tercera edad, deportistas,
nifios, etc. Estos hidrolizados son considerados benéficos para pacientes que su-
fren de desérdenes digestivos como fibrosis cistica o sindrome de intestino corto
o pueden utilizarse en dietas altas en proteinas en casos de desnutricion. Ademas,
los hidrolizados libres de fenilalanina podtian ser ingeridos por pacientes con fenil-
cetonuria previniendo las lesiones cerebrales resultantes (Tardioli et al., 2003). Sin
embargo, durante el proceso de hidrdlisis de proteinas pueden llegar a producirse
sabores amargos indeseables que limitan la aplicacién del hidrolizado como aditivo
en la formulacién de productos alimenticios. No obstante, el uso de proteasas co-

MRy Flavourzyme™® disminuye dicha caracte-

merciales especificas como la Alcalase
ristica en los hidrolizados lo cual depende basicamente del grado de hidrélisis. Con
base en lo expuesto, en el presente trabajo se obtuvieron hidrolizados proteinicos
de Vigna unguicnlata mediante esas proteasas para su incorporacion en un alimento
para régimen especial destinado a personas de la tercera edad, evaluando sensorial-

mente el nivel de agrado de los productos desarrollados.
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8.2. Materiales y métodos
8.2.1. Obtencion de Ia harina de Vigna unguiculata

Se utilizaron granos secos de Vigna unguiculata provenientes de la cosecha del
municipio de Uman, Yucatan, México. Los granos de frijol fueron sometidos a
secado solar durante 8 h. Posteriormente se quebraron en un molino manual de
rodillos y se les realiz6 una separaciéon de particulas con aire comprimido con
el objeto de eliminar la cascara del grano. Finalmente, los granos quebrados y
limpios se molieron en un equipo Cyclotec (Tecator) para obtener una harina con
tamafo de particula de 0.5 mm.

8.2.2. Obtencion del concentrado proteinico de Vigna unguiculata

Se utilizé una modificaciéon de los métodos reportados por Segura-Campos,
Chel-Guerrero y Betancur-Ancona (2011). Se procesé la harina suspendiéndola
en agua destilada en una relacién 1:6 p/v (hatina-agua), se ajust6 el pH de la
suspension a 11 con NaOH 1N y se agité a 400 rpm por 1 h con un agitador
mecanico (Caframo RZ-1 marca Heidolph). Posteriormente, la suspension se
pasé secuencialmente a través de dos tamices malla 80 y 100 (0.190 y 0.140 mm
de abertura de poro, respectivamente) para separar el bagazo (rico en fibra) de
la mezcla de almidén y proteina. Este bagazo se lavo con agua destilada en una
relacion 1:1 p/v (bagazo-agua) recuperando el agua de lavado que junto con
el filtrado se dej6 reposar por 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo de reposo, la suspension lechosa (proteina en solucién), se separd para
obtener sedimento rico en almidén. A la proteina separada, se le ajusté el pH a
4.5 con HCI 1IN, se centrifugd a 1317 x g por 12 min eliminando el sobrenadante
y el precipitado se secé a —47°C y 13 X10° Mbars por 48 h en un liofilizador
marca Labcono.

8.2.3. Obtencion del hidrolizado proteinico de Vigna unguiculata

Se utiliz6 el método reportado por Segura-Campos et al. (2011). empleando

un disefio de bloques aleatorios para preparar los hidrolizados, donde los

R

bloques fueron las enzimas empleadas (Alcalase™® o Flavourzyme™* ), el

factor a evaluar fue el tiempo de reaccion (5, 15, 30 y 60 min) y la variable de
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respuesta fue el grado de hidrolisis. Se prepard una suspension de concen-
trado proteinico (5 g de proteina en 250 ml de agua), se le ajust6 el pH a 8
con NaOH 1N, se le adicionaron 25 mg de enzima y se realiz6 la reaccion a
50°C, manteniéndose en agitacién constante durante 1 h. Se tomaron mues-
tras de 25 ml a los 5, 15, 30 y 60 min para la determinacion del correspon-
diente grado de hidrélisis (GH). Los hidrolizados se prepararon utilizando
individualmente las preparaciones enzimaticas. Para finalizar la hidrdlisis, las
proteasas se inactivaron mediante el calentamiento a 85°C durante 10 min.
Se determiné el GH utilizando el método reportado por Kim, Byun, Park y
Shahidi (2001). Este se estim6 midiendo la cantidad de nitrégeno soluble en
acido tricloroacético (TCA) al 10% y su proporcién con respecto a la canti-
dad de nitrégeno total en la suspensiéon de concentrado proteinico segun la
férmula:

Nitrdgeno soluble en TCA al 10% o
Nitrigeno total

%GH = 100

Para evaluar la cantidad de nitrégeno soluble en TCA se tomaron 10 ml del hi-
drolizado y se mezclaron con 10 ml de TCA al 20%. Esta mezcla se centrifugd
a 12100 x g por 15 min y el nitrégeno presente en el sobrenadante se determiné
por el método Kjeldahl (AOAC, 1997). El nitrégeno total se midié tomando 10
ml de una suspension de proteina preparada de forma similar a la utilizada para
desarrollar la hidrolisis enzimatica pero sin la presencia de enzima y se le deter-
miné el contenido de nitrégeno por el método Kjeldahl (AOAC, 1997). En las
determinaciones de nitrégeno se utilizé un sistema Kjeltec (Tecator, Sweden) y
el método 954.01 de la AOAC (1997).

De acuerdo a las cinéticas de hidrdlisis obtenidas, se seleccionaron las condi-
ciones correspondientes al mayor grado de hidrdlisis logrado con cada una de
las enzimas empleadas. A estos hidrolizados se les determiné: la solubilidad de
nitrégeno (Were, Hettiarachchy & Kalapathy, 1997) y perfil electroforético (Scha-
gger & Jagow, 1987). Asimismo, se les evaluo su calidad nutrimental mediante la
determinacion del coeficiente de digestibilidad aparente (Calderén de la Barca,
Medrano, Jara-Marini, Gonzalez & Ruiz, 2000a). Finalmente, con los hidroliza-
dos seleccionados se prepararon concentrados para elaborar horchata los cuales
fueron evaluados sensorialmente por personas de la tercera edad y a los cuales se
les determiné su composicion proximal (AOAC, 1997).
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8.2.4. Solubilidad de nitrégeno

Se evalud segin el método propuesto por Were et al. (1997). Se prepararon
25 ml de una suspension del hidrolizado al 0.5% (base seca), se ajusté el pH (2,
4,6, 8, 10) con NaOH 0.01 N y HCI 0.01 N y se mantuvo en agitaciéon durante
30 min. Posteriormente se centrifugaron a 4320 xg durante 30 min. y se tomaron
20 ml del sobrenadante para la determinacién del contenido de nitrégeno por
el método Kjeldahl (AOAC, método 954.01). La solubilidad de nitrégeno se
expres6 como el porcentaje de nitrégeno solubilizado con relacion al contenido
de nitrégeno de la muestra.

8.2.5. Perfil electroforético de los hidrolizados proteinicos

El analisis electroforético en condiciones desnaturalizante (SDS-PAGE), se apli-
c6 alos hidrolizados de I7gna unguiculata mediante la técnica de Schagger y Jagow
(1987). Se colocé el gel separador (Tabla 37) hasta un nivel de aproximadamente
1 cm antes de la orilla de las placas de vidrio, donde se le colocé agua destilada
para nivelar el gel, al cual ya solidificado, se le eliminé el agua de la superficie.
A continuacion, se verti6 el gel concentrador (Tabla 37) y antes de que este so-
lidificara se colocaron los peines para la formacién de los pocillos los cuales se
retiraron al solidificar el gel.

Gel separador 10% Gel concentrador
Acris-bis (ml) 2.0 0.7
Regulador de gel (ml) 3.3 1.35
Glicerol (g) 1.3 —
Agua (ml) 3.3 4.0
Persulfato de amonio (ul)” 50 32
TEMED (ul) 8 8

“Solucién al 10%.

Tabla 37. Relacion y cantidad de reactivos para la preparacion de geles.
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Para la conduccion de la corriente eléctrica durante el proceso de electroforesis,
se emplearon las soluciones del Anodo y Cétodo, las cuales fueron colocadas en
la cubeta de electroforesis que contenia las placas de vidrio con el gel. Para la
determinacién de los pesos moleculares (PM) de los hidrolizados, se tomé 1 pg
de cada uno de los hidrolizados y se disolvieron en 200 ul de buffer de muestra
y se colocaron 4l de esta solucién por pozo. Asimismo, se inyectaron 5 ul de un
estandar de pesos moleculares pretefiido de bajo rango para SDS-PAGE Biorad
(Cat. 161-0305) compuesto por las siguientes proteinas: Fosforilasa b (103 kDa),
Albtimina sérica bovina (77 kDa), Ovalbumina (50 kDa), Anhidrasa carbonica
(34.3 kDa), Inhibidor de tripsina (28.8 kDa) y Lisozima (20.7 kDa). El proceso
de electroforesis se realizé con una cortiente constante de 20 mA/gel con una
fuente de poder durante 1.15 h. Terminada la electroforesis, los geles se tifieron
con una solucién de azul de Coomasie al 0.10% en agua:metanol:acido acético en
una relacion 4:1:5 (v/v/v) durante 30 min en constante agitacioén. Posteriormente
se decoloraron con una mezcla de agua:acido acético:metanol en una relacion
5:1:2 (v/v/v) durante 24 h. Para la estimacién de los PM, primero se procedio
a medir las distancias desde el inicio de la separacion hasta el final de la misma
para tener el valor que se llamé 4, seguidamente se midi6 la distancia desde el
inicio hasta la primera banda del estandar y el valor de esa distancia se llamé «, se
calcul6 el valor de z en todas las bandas del estandar para posteriormente calcular
el RF que es igual a la raz6n de a/b. Con los valores de RF calculados se realizd
una regresion lineal graficando en el eje de las ordenadas el valor logaritmico del
peso molecular en el eje de las abscisas el RF correspondiente para cada banda.
Se calcularon los RF de las bandas de proteina de las fracciones y se interpolaron
los valotes en la ecuacién, obteniendo asf la estimacién de los PM.

8.2.6. Digestibilidad aparente (DA)

Se determino realizando una adaptacién del método utilizado por Calderén de la
Barca et al. (2000a). Se prepararon las dietas las cuales difirieron en su contenido
y fuente proteinica tal como se indica en el (Tabla 38).

Para este estudio se utilizaron 24 ratas machos Sprague Dawley de 24 a 31 dias,
cuyos pesos variaron de acuerdo a la edad (99-130 g), las cuales fueron coloca-
das en jaulas individuales, a 25 °C, con ciclos luz-oscuridad de 12 h, humedad
relativa de 50-65% vy libre acceso a dieta con caseina y agua durante 7 dias de
adaptacion. Tras esta fase, las ratas fueron aleatorizadas, en 4 grupos de 6 ratas
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Dietas
Ingredientes HA HF
(2) SP C (64%) (64%)

Hidrolizado de 1igna unguiculata 0.00 10.0 15.6 15.6
Glucosa (dextrosa) 15.0 15.0 15.0 15.0
Almidén de maiz 76.9 67.9 61.2 61.2
Aceite de maiz 5.0 5.0 5.0 5.0
Celulosa 2.0 2.0 2.0 2.0
Mezcla de vitaminas® 0.5 0.5 0.5 0.5
Mezcla de minerales® 0.6 0.6 0.6 0.6

*AIN-93-VX y "AIN-93M-MX, adquiridas de Harlan, México. SP) Dieta sin proteina; (HA) Dieta
con hidrolizado con Alcalase™®; (HF) Dieta con hidrolizado con Flavourzyme™®; (C) Dieta con
caseina.

Tabla 38. Composicion de las dietas experimentales (%).

cada uno (HA, HE, C y SP) para la asignaciéon de la dieta a evaluar. Durante
la etapa de experimentacion se tomoé diariamente el peso, proteina ingerida asi
como las heces con sus respectivos pesos. Asimismo, se determiné el contenido
de nitrégeno en heces y dietas para evaluar la digestibilidad aparente, tal como
se indica a continuacion:

DA = 100 (I F)
Donde:
I'=N, ingerido
F= N2 en heces
8.2.7. Obtencion del producto a base de hidrolizado de Vigna

unguiculata

Se elaboraron 3 concentrados de horchata de gna unguiculata (Tabla 39): uno
sin la incorporacion de fuente proteinica (SP) el cual sirvié como control con un
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Concentrado Concentrado Concentrado
Ingredientes SP con HA con HF
Arroz (g) 41.8 41.8 41.8
Azucar (g) 41.8 41.8 41.8
Agua purificada (ml) 15.6 15.6 15.6
Almendra pelada (g) 0.2 0.2 0.2
Vainilla (ml) 0.2 0.2 0.2
Canela (g) 0.4 0.4 0.4
Hidrolizado en seco (g) - 3.0 3.0

(SP) sin proteina; (HA) con hidrolizado con Alcalase™®; (HF) con hidrolizado con Flavourzyme™®.

Tabla 39. Formulacion del concentrado de horchata con y sin hidrolizado

proteinico de V'igna unguicnlata.

contenido proteinico de 2.3%, y dos concentrados mas con la incorporacion de
los hidrolizados de . #nguiculata seleccionados tras la cinética de hidrolisis (HA
y HF) de manera independiente, los cuales presentaron 4.8% de proteinas.

8.2.8. Evaluacion sensorial de los productos obtenidos

El analisis sensorial de los productos con hidrolizado proteinico de Vigna un-
guiculata se realizé en el Centro Geriatrico «lLa tercera edad», empleando como
jueces afectivos 20 personas de la tercera edad (59 y 98 afios), poblacion a la
cual se destiné el producto. En algunos casos, debido a la avanzada edad de las
personas, asi como diversas enfermedades de los mismos, la evaluacion se realizé
de manera gesticular, observando el comportamiento de las personas, asi como
su aceptacion hacia el producto.

La prueba consistié en evaluar el nivel de agrado de los productos elaborados por
parte de los panelistas mediante una escala hedénica de cinco puntos (5 = Me
gusta mucho, 4 = Me gusta, 3 = Ni me gusta ni me disgusta, 2 = Me disgusta,
1 = Me disgusta mucho), en la cual los jueces probaron los dos productos obteni-
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dos (con Flavourzyme™® y Alcalase™®) asi como la bebida a base de concentrado
de horchata sin hidrolizado (control).

8.2.9. Caracterizacion proximal de los productos obtenidos

A las horchatas preparadas con los respectivos hidrolizados proteinicos se les
determind por triplicado: Humedad (925.09); Nitrégeno (954.01), este parametro
se determiné mediante el método Kjeldahl y el contenido de proteina se calculd
como N x 6.25; Grasa cruda (920.39), empleando sistema Soxtec; Fibra cruda
(956.09); Cenizas (923.03) y Carbohidratos totales como Extracto Libre de Ni-
trogeno (AOAC, 1997). Todos los analisis fueron realizados en la bebida diluida
1:5 (v/v, concentrado:agua), la cual para determinados analisis (grasa, fibra y
cenizas) fue secada en estufa a 60°C. Para la evaluacién del contenido proteinico,
se empleo la dilucion directamente.

8.2.10. Anailisis estadistico

Los resultados de las cinéticas enzimaticas de los hidrolizados proteinicos de
Vigna unguicnlata fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA)
de dos vias para bloques completos aleatorizados, donde las enzimas emplea-
das se consideraron como bloques y el factor a evaluar fueron los diferen-
tes tiempos de reaccion, para establecer diferencias estadistica significativas
(P<0.05). La solubilidad de los hidrolizados se evalué mediante el estadistico
de prueba 7 de Student con un 95% de confianza, para establecer diferencia
entre ellos. La digestibilidad 7z vivo, se realizé mediante un ANOVA simple,
para establecer la existencia de diferencia estadistica significativa (P<0.05). En
cuanto a los resultados obtenidos de la prueba sensorial asi como la caracte-
rizaciéon proximal de los concentrados de horchata preparados, se analizaron
mediante un ANOVA de una via para un disefio completamente aleatorizado
con la finalidad de determinar la existencia de diferencia estadistica significa-
tiva (P<0.05) entre los tres productos. En los casos donde existié diferencia
significativa (P<0.05), las comparaciones de las medias se analizaron mediante
el método de la diferencia significativa minima (DSM). Para realizar el analisis
estadistico de todos los resultados, se empled el paquete computacional Stat-
graphics plus version 5.1,
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8.3. Resultados y discusion

8.3.1. Cinéticas de hidrdlisis del concentrado proteinico de Vigna
unguiculata

Se realizaron las cinéticas de hidrélisis del concentrado proteinico (CP) de
V. unguiculata obteniéndose ocho hidrolizados cuyos grados de hidrolisis (GH)
oscilaron entre 3.26% y 23.61%. El analisis de varianza (ANOVA) de los hi-

MR MR establecié que tanto la

drolizados obtenidos con Alcalase
enzima afiadida como el tiempo de reaccion influyeron de manera significativa
(P<0.05) sobre el grado de hidrdlisis del concentrado proteinico de 1. unguiculata.
Al comparar las medias de los tratamientos, se pudo detectar que todos los GH

resultantes de la hidrélisis fueron diferentes entre si (P<0.05).

y Flavourzyme

Como puede observarse en la Figura 22, la hidrélisis enzimatica del CP con
Alcalase™® se desarrollé rapidamente en el inicio y continué en ascenso aun
hasta los 60 min de la reacciéon. Con esta proteasa, se obtuvo un hidrolizado
con 10.56% de GH en los primeros 5 min de incubacion, el cual continud hasta
alcanzar 23.61% de GH al final del tiempo de reaccién (60 min). Por otro lado, al
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Fignra 22. Cinéticas de hidrdlisis del concentrado proteinico de 1 igna nngnicnlata

empleando dos proteasas comerciales.
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emplear el preparado comercial Flavourzyme™® la cinética de hidrolisis fue mas
lenta desde el inicio, sin embargo, mostrd constante incremento hasta el final de
la hidrdlisis (60 min). Con esta exoproteasa, se obtuvo un GH de 3.26% en los
primeros 5 min de reaccién incrementandose hasta llegar a 7.27% a los 60 min
de incubacién. Este comportamiento fue similar al observado por Betancur-
Ancona, Martinez-Rosado, Corona-Cruz, Castellanos-Ruelas, Jaramillo-Flores y
Chel-Guerrero (2009), quienes prepararon hidrolizados proteinicos de Phaseolus
lunatus empleado las mismas enzimas (Alcalase™® y Flavourzyme™®) realizando la
reaccion a los 5, 10, 15 y 60 min. En este estudio, la reaccion con Alcalase™® fue
de 11%GH enlos 5 primeros min de reaccion incrementandose hasta 16.9%GH
alos 60 min. Asimismo, con la Flavourzyme™® la hidrélisis fue de 2.8%GH en los
primeros minutos terminando con 7.7% GH al final de la misma.

Por otra parte, Megias, Pedroche, Yust, Alaiz, Girén-Calle, Millan y Vioque
(2009) realizaron la hidrolisis de la proteina de semillas de girasol con tres dife-
rentes preparaciones, con la endoproteasa Alcalase™®, con Flavourzyme™® y una
mezcla de ambas. Con la primera obtuvieron un hidrolizado de 34.7%GH, en
tanto que con la segunda el GH fue de 42.2%, ambas después 180 min, que com-
parandola con la accién de la Alcalase™®, la hidrolisis fue mds lenta, quizas pot su
actividad de exopeptidasa. Vioque, Sanchez-Vioque, Clemente, Pedoche, Bautista
y Millan (1999), hidrolizaron durante 180 min semillas de rabino con una mezcla
de endoproteasa (Alcalase™®) y exoproteasa (Flavourzyme™®) mediante el método
pH-stat obteniendo 60% GH. En este mismo trabajo también se present6 un
rapido incremento en el GH al emplear Alcalase™® en los primeros minutos de
la reaccion en tanto que con la Flavourzyme™® la hidrolisis fue mas lenta debido
probablemente a la actividad de exoproteasa de esta preparaciéon comercial.

Como es bien sabido, la generaciéon de hidrolizados proteinicos favorece la
produccion de péptidos amargos que limitan su uso en los alimentos. Vioque
etal. (1999), en su estudio sobre semillas de rabino, sefialaron que la presencia de
sabor amargo parece ser producida por la exposicion de residuos hidrofébicos
como consecuencia de la hidrolisis proteinica. Sin embargo, en otras investigacio-
nes se ha reportado que la produccion de estos péptidos puede reducirse median-
te el uso de exopeptidasas, tal como ocurrié en un estudio sobre hidrolizados de
huevo de gallina, donde Cigi¢ & Zelenik-Blatnik (2004), reportaron que el uso de

exopeptidasas como Flavourzyme™®

redujo el sabor amargo de los hidrolizados
en compatracién de aquellos producidos con Alcalase™®. Es por todo esto, que en

el presente trabajo se decidié determinar la hidrofobicidad superficial de los hi-
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drolizados seleccionados para evaluar la presencia de péptidos amargos asi como
para establecer si la intensidad del sabor amargo de los péptidos fraccionados
dependio6 del grado de hidrdlisis obtenido.

Desde una perspectiva clinica, las nuevas tecnologias de obtencién de hidroli-
zados proteinicos a partir de fuentes no convencionales de proteinas, podrian
aportar soluciones a muchos aspectos de la terapéutica nutricional. Es por esto
que para evaluar las caracteristicas y propiedades de los hidrolizados proteinicos
de Vigna unguiculata obtenidos con las dos proteasas comerciales evaluadas y de
acuerdo a las cinéticas de hidrolisis obtenidas, se decidi6 emplear, de manera
independiente, los hidrolizados con mayor GH derivados de la reaccion a los
60 min (HA y HF) para su caracterizacion e incorporacion en la elaboracion de
un producto destinado a situaciones en las que resulte necesario un mayor grado
de hidrolisis de la fuente proteinica como es el caso de la alimentacién en perso-
nas de la tercera edad tal como lo sefialan Morris, Almarales, Carrillo y Abdala
(2001) en su estudio sobre hidrolizados enzimaticos de Chlorella vulgaris.

8.3.2. Solubilidad de nitrégeno

Se obtuvieron las curvas correspondientes a la solubilidad de nitrégeno (Figura 23)
de los dos hidrolizados seleccionados (HA y HF) asi como del concentrado
proteinico de Vigna unguiculata (CPV) a diferentes valores de pH (2, 4, 6, 8 y 10).
Como se puede observar, la solubilidad del hidrolizado con Alcalase™® (HA)
presentd valores que se encontraron entre 29.05% y 34.35%, en tanto que para
el hidrolizado con Flavourzyme™® (HF) esta propiedad funcional oscilé entre
27.18% y 93.67%. De acuerdo a la t de Student aplicada a esta propiedad funcio-
nal, se detecté que éste parametro es directamente dependiente (P<0.05) de la
enzima que se emplee durante la modificacién de la proteina del xpelon.

En la Figura 23, se puede ver que las tres curvas realizadas presentaron el patron
tipico de solubilidad en forma de «V» siendo la menos pronunciada la obtenida
con HA. Megias et al. (2009), en su trabajo sobre hidrolizados proteinicos de las
semillas de girasol, mencionan que algunos hidrolizados proteinicos exhiben alta
solubilidad a través de un amplio intervalo de pH y temperaturas, a diferencia de
las proteinas nativas que poseen baja solubilidad en los valores de pH alrededor
del punto isoeléctrico y altas temperaturas. Este comportamiento, se pudo de-
tectar en este estudio, ya que las menores solubilidades obtenidas se encontraron



MODIFICACION ENZIMATICA DEL CONCENTRADO PROTEINICO DE VIGNA UNGUICULATA 233
PARA SU INCORPORACION A UN ALIMENTO PARA REGIMEN ESPECIAL

100 -
90 -
80 -

70 A

<
e 60 -
©
B 50
K]
3 40 MR
8 o o —&— Flavourzyme
30 4
—0— Alcalase™®
20 A
—— Concentrado
10 4
0 4
2 4 6 8 10

pH

Fignra 23. Solubilidad de nitrdgeno del concentrado e hidrolizados proteinicos de V'igna unguiculata.

en los valores de pH de 4.0 y 6.0, rango cercano al punto isoeléctrico de las
proteinas provenientes de leguminosas, siendo efectivamente, la curva obtenida
con CPV la que arrojé menor solubilidad. Esta poca solubilidad, presentada
en ciertos valores de pH de los hidrolizados, es un factor muy importante que
podtia limitar el uso de este tipo de productos al incorporarlo en algun alimento
con este rango de pH, ya que pudiese ocasionar una apariencia poco atractiva y
una sensacion arenosa en la boca al degustar el producto final de acuerdo a lo
reportado por Kiristinsson y Rasco (2000) en su trabajo sobre la hidrélisis enzi-
matica del musculo de salmon.

Por otra parte, a pH’s acidos los hidrolizados con HA y HF presentaron valores
de solubilidad de nitrégeno del 29% y 27%, respectivamente, en tanto que el
menor valor fue obtenido por el CPV (4%). En cuanto al rango de pH alcalinos,
tanto los hidrolizados proteinicos (HA y HF) como la proteina nativa presen-
taron los mayores valores de solubilidad (34%, 87% y 78%, respectivamente),
comportamiento también reportado en un trabajo sobre las gluteinas de las semi-
llas de guayaba (Bernardino-Nicanor, Afién, Scilingo & Davila-Ortiz, 2005). Asi-
mismo, Mimouni, Azanza y Raymond (1999) en sus trabajos sobre hidrolizados
de gluten y diferentes fuentes proteinicas, reportaron que este incremento en la
solubilidad en los diferentes rangos de pH puede ser influenciado no solamente
por el grado de hidrolisis alcanzado, sino también por los cambios presentados
en los péptidos resultantes de la modificacion enzimatica de la proteina entre los
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que se pueden mencionar la alteracién de su peso molecular, cambios en su carga
neta, hidrofobicidad, asi como cambios conformacionales debido a los diferentes
modos de accién de las proteasas. En este sentido, en el presente trabajo se puede

MR

observar que el hidrolizado obtenido con Flavourzyme™, presenté mayor solu-

bilidad a pH 2, 6, 8 y 10, en comparacién con los obtenidos con la endoproteasa
Alcalase™®.

Como es bien sabido, la solubilidad de nitrégeno es una de las propiedades
funcionales mas importantes de las proteinas, de modo que la pérdida de ésta
ha sido empleada como un indicador de la pérdida de funcionalidad tal como
lo mencionan Bernardino-Nicanor et al. (2005). Por lo que debe resaltarse que
el incremento de solubilidad de nitrégeno presentada por ambos hidrolizados,
especialmente con el obtenido con Flavourzyme™®, es un comportamiento
que favorece y facilita la incorporacién de éstos productos en ciertos sistemas
alimentarios: bebidas fortificadas, suplementos para deportistas o ancianos asf
como en jugos de frutas tal como lo mencionan Calderén de la Barca, Ruiz-
Salazar & Jara-Marini (2000b) en su estudio sobre hidrolizados proteinicos
de soya.

8.3.3. Perfil electroforético de los hidrolizados proteinicos

La degradacion de las proteinas ocurrida durante la hidrolisis enzimatica del
concentrado proteinico de 1. u#nguiculata tue verificada mediante su analisis
electroforético (Figura 24). Como puede observarse, el concentrado proteinico
(CPV) mostr6 bandas con pesos moleculares (PM) de 112, 84, 68, 55, 48, 34, 29
y 26 kDa. La electroforesis realizada, revel6 que los hidrolizados presentaron
marcada diferencia en sus PM siendo el HA el que presenté mayor nimero
de bandas comparado con las bandas obtenidas con Flavourzyme™®, lo cual
se esperaba debido al mayor GH obtenido con la proteasa Alcalase™®. Estos
resultados son similares a los encontrados por Bandyopadhyay y Ghosh (2004)
respecto a que la hidrélisis de la proteina produce péptidos de menor tamano
molecular y a lo reportado por Kristinsson y Rasco (2000) quienes indican que
esta conducta estd asociada con la especificidad de las enzimas empleadas sobre
sustratos especificos.

La electroforesis realizada, revelé que los hidrolizados presentaron marcada
diferencia en sus PM siendo el HA el que presenté mayor nimero de bandas
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Fignra 24. Perfil electroforético del concentrado e bidrolizados proteinicos de 1 igna ungniculata.

comparado con las bandas obtenidas con Flavourzyme™®, lo cual se esperaba
debido al mayor GH obtenido con la proteasa Alcalase™®. Estos resultados son
similares a los encontrados por Bandyopadhyay & Ghosh (2004) respecto a que
la hidrolisis de la proteina produce péptidos de menor tamafio molecular y a lo
reportado por Kristinsson y Rasco (2000) quienes indican que esta conducta
esta asociada con la especificidad de las enzimas empleadas sobre sustratos
especificos.

Como se muestra en la figura anterior, los PM de los polipéptidos obtenidos
con Flavourzyme™® fueron de 60, 40, 30 y 22, ademas este hidrolizado presentd
una banda menor a 20.7 kDa. En cuanto al hidrolizado con Alcalase™®, pueden
observarse bandas con PM de 60, 51, 37, 31, 24, 21 kDa asi como dos bandas
menores a 20.7 kDa. A este respecto, Freitas et al. (2004), en un estudio sobre
las proteinas de la semilla de 17gna unguiculata, reportaron la presencia de una
banda con PM de 20 kDa y la asociaron con un polipéptido ligado mediante en-
laces disulfuro. Debido a que ambos hidrolizados presentaron bandas menores
a 20.7 kDa, esto podria indicar que dicho péptido pudiera estar presente en los
productos estudiados.
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8.3.4. Digestibilidad aparente (DA)

Los datos empleados para la determinacion de la digestibilidad aparente (DA) de
los hidrolizados proteinicos de 1. unguiculata, se muestran en la Tabla 40.

Como era de esperarse (debido a la ausencia de fuente proteinica) y acorde a
lo establecido en el cuadro anterior, se puede apreciar que el grupo de ratas ali-
mentadas con la dieta libre de proteina (SP), presentaron una pérdida de peso de
8.04% a lo largo del periodo de experimentacion. Asimismo, puede observarse
que tanto el grupo de animales alimentados con las dietas HF y C, presentaron
mayor ganancia de peso de 11.71 y 12.16%, respectivamente, lo cual pudo de-
berse a que en promedio, las ratas pertenecientes a estos dos grupos desde un
principio presentaron mayor peso corporal y por lo tanto mayor consumo de
alimento, comportamiento similar al reportado por Fraga (1998) en su estudio
sobre la caracterizacion de las proteinas empleadas para la formulacion de dietas
para conejos. Esta conducta, puede comprobarse al observar el promedio de
alimento ingerido por el grupo HE el cual fue mayor que los demas. Pese a esta
situacion, en general los 4 grupos presentaron valores semejantes en cuanto al
alimento ingerido asi como las cantidades recolectadas de excretas durante este
periodo de experimentacion.

Dieta
SP HA HF C
Peso inicial (g) 92.87 £9.17 79.80 £16.68 92.02£19.91 88.18 £33.41
Peso final (g) 85.45£9.13 86.45+17.09 102.80 £ 17.47 98.90 £ 36.58
Peso ganado (g) -747£175 6.65%£389 1078 £273 10.72 £ 4.85

Alimento ingerido (g)  8.29 £ 0.70 822%0.77 9.62 £ 0.74 8.66 = 0.78

Heces excretadas (g) 0.49 £ 0.28 0.58 = 0.31 0.81 = 0.35 0.59 +0.32

(SP) Dieta sin proteina; (HA) Dieta con hidrolizado con Alcalase™®; (HF) Dieta con hidrolizado
con Flavourzyme™®; (C) Dieta con caseina. Nota: Los valotes son el promedio y la DS de 4 grupos
de 6 ratas por dieta evaluadas durante los 7 difas de experimentacion.

Tabla 40. Datos reportados durante el periodo de experimentacion para la determinacion de la DA.
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Para la determinacion del CDA de los hidrolizados, se decidié6 comparar estos
productos con los obtenidos con la dieta compuesta de Caseina (Tabla 41), ya
que es una proteina de alta calidad. Cabe aclarar, que debido a la gran cantidad de
animales a evaluar, para la determinacién del contenido de nitrégeno en las heces
excretadas durante el periodo de experimentacion, se decidié formar subgrupos
(HA,, HA, HF , HF, C,, C) dentro de los mismos 4 grupos experimentales,
los cuales fueron agrupados de acuerdo al peso de las ratas dentro del grupo sin
mezclar las dietas seleccionadas en un principio. Asimismo, los resultados encon-
trados en este estudi6 se compararon con datos de digestibilidad reportados en
la literatura para diferentes fuentes proteinicas.

El ANOVA de la digestibilidad aparente de las dietas con hidrolizado asi como
con casefna, indic6 que no existe diferencia estadistica significativa (P>0.05), es
decir que las fuentes proteinicas estudiadas presentaron igual calidad bioldgica.
Con base a este parametro, en el cuadro anterior, se puede observar que tanto

el hidrolizado con Alcalase™® como con Flavourzyme™®

, presentan muy buena
digestibilidad, ya que sus valores fueron muy cercanos a los encontrados para las
dietas con caseina, lo cual indica que la proteina del hidrolizado esta siendo ab-
sorbida en un 99% en todos los casos. Este comportamiento es muy significativo,
ya que hay que recordar que la digestibilidad aparente es un parametro esencial
para evaluar la calidad de un ingrediente, por lo que los resultados derivados de
esta experimentaciéon muestran que la calidad nutrimental de los hidrolizados

estudiados fue buena, es decir que son digeridos y absorbidos casi por completo.

N, ingerido N, excretado
(/100 @) (2/100 ) CDA (%)
HA 8.22+0.77 0.02 £ 0.01 99.79 £ 0.10?
HF 9.62 £0.74 0.02 £ 0.01 99.78 £ 0.09*
C 8.06 + 0.78 0.01 £ 0.01 99.87 £ 0.06*

(HA) Dieta con hidrolizado con Alcalase™®; (HF) Dieta con hidrolizado con Flavourzyme™®; (C)
Dieta con caseina. ‘Letras iguales en la misma columna indican que no existe diferencia estadistica

(P>0.05).

Tabla 41. N, ingerido, excretado y Coeficiente de digestibilidad aparente (CDA%)
de los hidrolizados proteinicos de 1 igna ungnicnlata.
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De manera general, los CDA obtenidos establecen que los hidrolizados presen-
tan una mayor digestibilidad compararlos con valores reportados en la literatura
para otras fuentes. Estos resultados simplemente confirman la propiedad que
tienen los hidrolizados de ser mas digeribles que las proteinas nativas, lo cual
hace a estos productos viables para su incorporaciéon en dietas para personas
de la tercera edad que se sabe presentan padecimientos cronico-degenerativos
que disminuyen su capacidad de absorcion de nutrimentos como las proteinas.
Van der Ven, Gruppen, De Bont y Voragen (2002) en su trabajo sobre hidroli-
zados de soya y suero de leche, asi como Calderén de la Barca et al. (2000a) en
su estudio sobre la modificacion enzimatica de soya para alimentacion especial,
reportaron que este tipo de resultados en lo que respecta a la digestibilidad
de los hidrolizados permitirfan su incorporacion en férmulas hipoalergénicas,
productos para deportistas, entre otros, ya que su absorcion intestinal resulta
ser muy efectiva.

8.3.5. Obtencion del producto a base de hidrolizado de Vigna
unguiculata

Cabe mencionar que los productos adicionados con los hidrolizados de 17gna
unguzenlata presentaron contenido proteinico mayores a los encontrados en va-
rias bebidas comerciales a base de soya, de venta en el mercado: Ades™® (0.6%),
SoléM® (1.1%) y SoyFrut"® (0.6%).

La razén por la cual se decidié afiadir los hidrolizados hasta esa concentracion
de proteinas, fue esencialmente para garantizar que los productos elaborados se
encontraran dentro de las Ingestas Recomendadas (IR) para personas de la tercera
edad. Estas IR se han estimado en 0.8 g de proteina/kg de peso corporal/dia y
algunos estudios han indicado que ingestas de 1 g/kg podtian favorecer un mejor
balance nitrogenado, estimulando la formacién de masa muscular. En el caso de
pérdida de peso o estados hipercatabdlicos, las IR pueden llegar a 1.5 g/kg de peso.
Sin embargo, las bebidas preparadas, no sélo pueden emplearse en personas
de la tercera edad, ya que su aporte de proteinas se encuentra dentro del rango
establecido para nifios (1.85 g/kg durante los primeros 6 meses, 1.65 g/kg de
los 6-9 meses, y 1.5 g/kg de los 9-12 meses, 1.2 g/kg de los 12-24 meses, 1 g/kg
hasta los 16 afios y 0.95 g/kg hasta la edad adulta) y adultos (0.75 g/kg) (Serralda,
Meléndez & Pasquetti, 2003).
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8.3.6. Evaluacién sensorial

El analisis de varianza de los resultados de la evaluacion sensorial, indicé que las
calificaciones de los concentrados de horchata, presentaron diferencia estadistica
significativa (P<0.05), siendo las calificaciones de los tres productos evaluados,
SP (499), con HA (602) y con HF (563) de 4.1, 3.75 y 4.3, respectivamente (Fi-
gura 25). La comparacion de medias, indicé que las formulaciones con HF y SP
fueron iguales, en tanto que la adicionada con HA fue diferente estadisticamente
(P<0.05) a las dos anteriores.

Como puede apreciarse en la Figura 25, todas las calificaciones emitidas por los
jueces estuvieron dentro de los niveles de agrado (3.75 — 4.3 puntos) lo cual indi-
ca que todos los productos evaluados fueron calificados por a encima del punto
de indiferencia (3). Igualmente, en esta figura, se puede ver que la formulacién
que obtuvo un promedio de calificacion mas alta fue aquella con el hidrolizado
con Flavourzyme™® (563), mientras que la que presentd en promedio menores
calificaciones fue aquella con Alcalase™® (602).

En cuanto a las menores calificaciones del concentrado de horchata con Al-
calase™®, hay que mencionar que algunos jueces percibieron un sabor amargo
y/o «medicinal» en este producto. Esta caractetistica, atribuida tanto a la fuente
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Figura 25. Nivel de agrado de los concentrados de horchata evaluados sensorialmente.
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proteinica asi como a la especificidad de la enzima empleada para la hidroli-
sis enzimatica, podria resultar ser una restricciéon del uso de esos hidrolizados,
particularmente en bebidas, tal como lo indica Van der Ven et al. (2002) en sus
resultados sobre hidroélisis proteinica de soya. Asi mismo, el sabor amargo en-
contrado en este producto puede deberse a que la Alcalase™® asi como la mayoria
de las endoproteasas, generan cierta cantidad de péptidos amargos para lo cual
se deben afiadir exopeptidasas como la Flavouryzme™®, al final del proceso de
hidrolisis, para reducir o eliminar esta caracteristica desfavorable. Esta alternati-
va puede verificarse tomando en cuenta los resultados encontrados por Cigic y
Zelenik-Blatnik (2004) en su trabajo sobre hidrolizados de huevo de gallina, en
el cual evaluaron sensorialmente los hidrolizados obtenidos tanto con Alcalase™®
como con la mezcla Alcalase™®-Flavourzyme™* mediante la dilucién en agua de
estos a una concentracioén proteinica de 30 mg/ml. El sabor amargo lo compara-
ron con respecto a la concentracién isointensiva de cafeina, encontrando que la
introduccion de Flavourzyme™* generd un hidrolizado con sabor amargo mode-
rado (4.2 mM) presentando mismo sabor que 4 mM de cafeina. En tanto que las
muestras tratadas solo con Alcalase™® presentaron doble sabor amargo (8.2 mM).

Asi mismo, los jueces también encontraron en la horchata con HA, una sensa-
cién granulosa del arroz empleado para la formulacion, lo cual puede atribuirse
a que este hidrolizado presenté menor solubilidad respecto al HE, caracteristica
que de acuerdo a lo reportado por Kiristinsson y Rasco (2000) puede generar
una sensacioén arenosa en los productos, pero sobre todo se debi6 a los sélidos
caracteristicos de este tipo de bebida, ya que cabe recalcar que su elaboraciéon fue
de manera casera.

8.3.7. Caracterizacion proximal de los productos obtenidos

Los resultados del analisis proximal realizado a los concentrados de horchata se
indican en el Tabla 42 y estan reportados en base seca (b.s). Los productos ela-
borados presentaron contenidos de humedad entre 76.94 y 85.26%, encontran-
dose diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre ellos. Al comparar la media
de los tratamientos, se encontré que todos las formulaciones fueron diferentes
(P<0.05) entre si. Dado que el concentrado de horchata sin adicién de proteina
(SP) difiere con respecto al preparado con HA y HF en cuanto a la incorpora-
cién de los mismos, esta diferencia de humedad pudo deberse al incremento del
contenido de agua proporcionado por los hidrolizados. En cuanto al contenido
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Componente (%) SP HA HF

Humedad 76.95 £ 0.61° 83.87 = 0.26" 85.26 £ 0.86°
Proteina cruda 2.26 £ 0.35° 4.85 +0.22° 4.79 + 0.62°
Fibra cruda 0.18 £ 0.02 0.12 £ 0.03" 0.15 £ 0.02¢
Grasa 0.43 £ 0.00? 0.12 £ 0.01° 0.21 £ 0.00°
Cenizas 0.10 £ 0.02 0.17 £ 0.03* 0.19 £ 0.12°
E.LN 97.02 + 0.34* 96.14 + 1.80° 95.43 + 1.46°

(SP) Dieta sin proteina; (HA) Dieta con hidrolizado con Alcalase™®; (HF) Dieta con hidrolizado
con Flavourzyme™®. "Letras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica (P<0.05).

Tabla 42. Caracterizacion proximal de los concentrados de horchata (o b.s.).

proteinico de las horchatas los valores se encontraron entre 2.25 y 4.8%. El ana-
lisis de varianza verificé que la concentracion de proteina fue estadisticamente
diferente (P<<0.05). Al realizar la comparacion de medias, se pudo detectar que la
adicion de hidrolizados al producto influyeron de manera significativa (P<0.05)
sobre este parametro nutrimental. Este resultado confirma la presencia de los hi-
drolizados en las formulaciones e igualmente asegura que éstas fueron mejoradas
en lo que respecta al contenido de proteinas.

El contenido de grasas de los productos, se encontré entre 0.12% y 0.34%, valo-
res que se encontro fueron estadisticamente diferentes (P<0.05). La comparacion
de medias de los mismos indicaron que la grasa encontrada en las horchatas fue
diferente entre si (P<0.05). Debido a que los valores obtenidos de este parametro
son muy bajos, debe indicarse que la metodologia empleada para esta determina-
cién conduce a mucha variabilidad en el analisis, lo cual pudo influir en el analisis
graso de los productos elaborados. En lo que respecta al contenido de cenizas, el
analisis de varianza indic6 que no existi6 diferencia estadistica (P>0.05) entre los
concentrados evaluados. Los valores oscilaron entre 0.10% y 0.19%, notandose
un ligero aumento en las formulaciones adicionadas con los hidrolizados, quizas
debido al contenido de cenizas presente en los mismos.

A manera de discusion general, se puede sefalar que esta investigacion consistié en
desarrollar la hidrélisis enzimatica del concentrado proteinico de 17gna unguiculata
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mediante las proteasas comerciales Alcalase™® y Flavourzyme™®, seleccionandose
para su estudio fisicoquimico y nurimental asi como para su incorporacion en un
producto destinado a personas de la tercera edad, aquellos productos con mayor
grado de hidrolisis; los cuales fueron obtenidos a los 60 min de reacciéon (23.61%
y 7.27%, respectivamente). Los resultados de las cinéticas enzimaticas realizadas
indicaron que la reaccion con Alcalase™® fue mds rapida desde el inicio de la mis-
ma comparada con la hidr6lisis realizada con Flavourzyme™®, comportamiento
reportado por varios autores y que ha sido atribuido a la actividad exoproteasa de
Flavoruzyme™®. Es decir, sus péptidos son atin de cadena larga y presenta menor
%GH debido a su preferencia por los grupos presentes en el exterior de la cadena.

Los resultados de solubilidad de nitrégeno indicaron que los productos de hidro-
lisis del concentrado proteinico de 1. #nguiculata presentaron menor solubilidad
en el rango de pH entre 4.0 a 6.0, posiblemente porque las proteinas estan cerca
de su isoeléctrico. I.as mayores solubilidades en los dos hidrolizados (HA y HF)
se encontraron en los valores de pH alcalinos, siendo el hidrolizado con Flavou-
ryzme™® el que presentd mayor solubilidad (93.67%). Es importante sefialar que
ésta alta solubilidad hace viable la incorporacion de éste hidrolizado en diferentes

sistemas alimentarios.

Del perfil electroforético, se pudo observar que el que presenté mayor numero
de bandas fue el obtenido con Alcalase™®, con lo cual se verifica el mayor %oGH
obtenido con respecto a Flavourzyme™®. Asimismo, este resultado esta directa-
mente relacionado con la especificidad de las proteasas, ya que las endopepti-
dasas debido a que reaccionan en el interior de la molécula peptidica, produce
mayor cantidad de péptidos con menor tamafio molecular, comparado con la
accion de la endopeptidasa cuyos péptidos son mas largos y en menor cantidad.
Sin embargo, tanto HA como HF presentaron bandas menores a 20 kDa.

En lo que respecta a la digestibilidad aparente de los hidrolizados comparados
con caseina (C), los resultados indicaron que los productos obtenidos de la hi-
drolisis enzimatica presentaron 99% de digestibilidad, lo cual indica que son
productos con alta calidad nutrimental y faciles de digerir. Esto hace viable la in-
corporacion de estos hidrolizados en sistemas alimentarios destinados a personas
que presenten dificultad de asimilar las proteinas.

La evaluacidn sensorial de los concentrados de horchata elaborados adicionando
los hidrolizados (HA y HF), indic6é que todos los productos presentaron cali-
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ficaciones superiores al punto de indiferencia (3), siendo el mejor calificado el
elaborado con Flavourzyme™® (4.3). Asimismo, la prueba sensorial indic6 que en
el concentrado con HA se detect6 un ligero sabor amargo y/o «medicinal», que
de acuerdo a lo establecido en la literatura se debe a su actividad endoproteasa y
a la posible generaciéon de mas péptidos amargos.

Las caracteristicas quimicas de los concentrados de horchata elaborados con los
hidrolizados fueron muy similares respecto al producto control preparado sin
hidrolizado, destacando un incremento del contenido proteinico a niveles apro-
ximados de 4.8% al adicionar los hidrolizados (4.85 y 4.79%).

8.4. Conclusiones

Los hidrolizados enzimaticos de I7gna unguiculata con mayor GH se obtuvie-
ron haciendo reaccionar el concentrado proteinico con las proteasas comer-
ciales Flavouryzme™® y Alcalase™®, durante 60 min alcanzandose valores de
7.27 y 23.61%, respectivamente. El hidrolizado obtenido con Flavourzyme™®
presentd mayores valores (93.67%) de solubilidad de nitrégeno con respecto
al preparado con Alcalase™® (34.35%). La hidrofobicidad superficial (Ho) del
hidrolizado con Flavourzyme™® fue mayor (291.52) que la presentada por el
hidrolizado con Alcalase™® (30.18). El petfil electroforético del hidrolizado con
Alcalase™® indicé mayor numero de bandas (60, 51, 37, 31, 24 y 21 kDa) respec-
to a las encontradas en el hidrolizado con Flavourzyme™® (60, 40, 30 y 22 kDa).
En ambos se detectaron bandas menores a los 20 kDa. La digestibilidad 7z vivo
de los hidrolizados fue alta (99%) y comparada con la obtenida para caseina
(99%). Se desarrollaron férmulas de concentrados de horchatas enriquecidos
con los hidrolizados proteinicos de 1igna unguiculata que al ser evaluados sen-
sorialmente por personas de la tercera edad obtuvieron calificaciones dentro de
los niveles de aceptacion. La incorporacion de los hidrolizados en la formula-
cion de los concentrados de horchata logré un enriquecimiento en el contenido
de proteinas de los productos hasta niveles del 4.8%. ILa solubilidad presentada
por el hidrolizado con Flavourzyme™®, asi como la alta digestibilidad de ambos
hidrolizados (HA y HF), aunado a las calificaciones obtenidas en la evaluacion
sensorial, hace util y factible su incorporacién como ingrediente en sistemas
alimentarios destinados a personas o situaciones donde sea dificil la absorcién
de las proteinas, como es el caso de las personas de la tercera edad asi como
en férmulas para nifios.
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