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sas.

Las peptonas hidrolizadas asi obtenidas tienen apli-
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de peptonas vege-
tales de alto grado de hidrdlisis y sus aplicaciones.
Campo técnico de la invencién

La presente invenciéon se encuadra dentro del
campo técnico de la Industria Agroalimentaria y
de la Industria Médico-Farmacéutica, refiriéndose
especialmente a los sectores de alimentacién hu-
mana y animal y alimentacién clinica.

Ma3s concretamente, la presente invencién pro-
porciona un procedimiento para la obtencién
de peptonas vegetales con un elevado grado de
hidrélisis de gran interés en los citados sectores
técnicos.

Estado de la técnica anterior a la invencién

La disponibilidad de distintas clases de hidro-
lizados, en cantidad suficientemente grande y a
precios razonables, seria de una gran importancia
v utilidad para la elaboracién de dietas de tipo es-
pecial, que actualmente resultan muy caras y por
ello frecuentemente no se utilizan, aunque desde
el punto de vista médico-nutritivo sean aconseja-
bles.

La sociedad actual, y en particular la de los
paises desarrollados, no precisa de hidrolizados
al azar [Parrado J., Millan F., Herndndez-Pinzén
L., Bautista J. and Machado A., 1993. Process
Biochem., 28, 109-113; Ziajka S., Dzwolak W.
and Zubel J., 1994, Milk Science International,
49,7] destinados a la nutricién en general, cul-
tivo de microorganismos, aditivos de bebidas, etc.
Hoy en dia, se precisa de hidrolizados de compo-
sicion y caracteristicas bien definidas, bien por-
que no existen en el mercado, bien porque los que
existen son muy caros y precisan de su abarata-
miento. Disponer de hidrolizados con una compo-
sicién aminodcida definida [Parrado J., Millan F.,
Hernandez-Pinzon 1., Bautista J. and Machado
A., 1993, J. Agr. Food Chem. 41, 1821-1825;
Bautista J., Hernandez-Pinzén 1., Alaiz M., Pa-
rrado J. and Millén F., 1996, J. Agr. Food Chem,
44, 967-971] es algo muy deseable tanto para la
industria alimentaria como para la médico-farma-
céutica [First P. 1992, Clin. Nutr. 10, 519-529].
Asi por ejemplo, los hidrolizados enriquecidos en
aminodcidos ramificados (AAR), bien con mez-
clas de aminoéacidos libres o con péptidos ricos en
AAR se han utilizado con éxito en el tratamiento
de diversas patologias hepaticas, especialmente
encefalopatias [Grunggreiff K., Kleine F.D., Mu-
sie H.E., Diete U., Franke D., Klanck S., Page 1.,
Kleine S., Lossne B. and Pfeiffer K.P., 1993, Z.
Gaskoenterol, 31, 235-241: Rossi-Fanelli F., 1990,
Adv. Exp. Med. Biol. 272, 227-233]

La produccién de hidrolizados protéicos, a
partir de residuos ricos en proteinas, (harinas
de carne) y fuentes no convencionales de protei-
nas (proteinas vegetales) [Anuario de Estadistica
Agraria 1996, Ed. Servicio Técnico del Ministe-
rio de Agricultura, Pesca y Alimentacién.; Boat-
right W.L., Hettiarachchy N.S. 1995 JAOCS, 72,
1445-1451; Paredes-Lopez O., Ordorica-Falomir
C., Olivares-Vazquez M.R., 1991 J. Food Sci., 56,
726-729; Ulloa J.A., Valencia M.E., Garcia Z.H.
1988, J. Food Sci. 53, 1396-1398] es un proceso
bien establecido en la industria alimentaria.

La hidrélisis enzimética es un proceso muy
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eficiente, que ademas puede ser llevado a cabo
en condiciones suaves de temperatura, pH y
presion, con lo que la calidad nutricional de los
aminoacidos se mantiene practicamente inalte-
rada, ya que no tiene lugar la destrucciéon o modi-
ficacién de ciertos restos aminodcidos como ocurre
en el caso de hidrélisis quimica. En la hidrdlisis
enzimética se evita la neutralizacién de los hidro-
lizados y, por lo tanto el alto contenido en sales,
que limitaria el uso de los hidrolizados en cier-
tas aplicaciones, como por ejemplo en alimentos
dietéticos y preparados parenterales.

En los iltimos anos se estd intentando desa-
rrollar un gran nimero de procesos de hidrdlisis
enzimatica de proteinas a escala comercial. El in-
terés de este tipo de procesos es grande, si bien,
la produccién de hidrolizados protéicos simples
no es un problema, la produccién de hidroliza-
dos definidos, es decir, bien caracterizados, tal
como exige el mercado, sigue siendo un gran pro-
blema y constituye el mayor reto de este campo.
Este ultimo tipo de hidrolizado, a ser posible, de-
berfa reunir las siguientes caracteristicas: i) com-
posicion perfectamente definida, en relacién a sus
aminodcidos integrantes (aminograma), como a
su distribucién de tamano (% en péptidos, oli-
gopéptidos, tetra-tri-dipéptidos y aminoécidos li-
bres), ii) ausencia o muy bajo sabor amargo y iii)
ser hipoalergénicos.

Las patentes existentes sobre la obtencién de
hidrolizados protéicos, que abarcan tanto la via
quimica (uso de dcidos o bases) como la via en-
zimdtica (uso de enzimas), son generales, no in-
dicando los sustratos utilizados ni, en el caso de
las hidrdlisis enzimaticas, las enzimas usadas, y
por supuesto no se indican las especificidades (Pa-
tente 489358, N° 2278/79 Registro de la Propie-
dad Industrial Nestlé).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién, tal y como se indica
en su enunciado, se refiere a un procedimiento de
obtenciéon de peptonas vegetales de alto grado de
hidrélisis.

Mas concretamente, en la presente memoria
se describe el proceso para la obtencion de hidro-
lizados enzimaticos de proteinas vegetales con un
alto grado de hidrélisis (GH 50 %) especificando,
el/los sustrato(s) que se utiliza(n) [girasol, colza,
garbanzo, lenteja, lupinus y orujol, y las enzimas
usadas, incluyendo su nombre comercial. El pro-
cedimiento constituye la base para la obtencién
de lo que se ha dado en denominar “hidrolizados
a la medida”.

El primer objetivo a cubrir es la preparacién
de los sustratos, que en todos los casos implica
la eliminacién de los polifenoles. La eliminacién
de los polifenoles, presentes en todos los aislados
de proteinas vegetales, es necesario porque estas
sustancias inhiben de manera general la actividad
enzimatica de las proteasas, por lo que su elimi-
nacion es obligada para el buen funcionamiento
del proceso.

El segundo gran objetivo es la optimizacién
del proceso de hidrélisis cuyo tratamiento con
mas de una proteasa, se basa en la resistencia
a la hidrdlisis de los epitopos alergénicos presen-
tes en las proteinas. Por ello en un primer tra-
tamiento las protefnas se hidrolizan con una(s)
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endoproteasa(s) con actividad(es) inespecificas,
para en un segundo paso, una vez alcanzado, un
grado de hidrdlisis pricticamente constante (12-
15% dependiendo del sustrato) se anaden con-
juntamente una mezcla de endoproteasas mas es-
pecificas y exoproteasas (que dan lugar a gra-
dos de hidrdlisis > 50%) con lo que las proba-
bilidades de destruir los epitopos alergénicos es
practicamente total, ademas de eliminar el posi-
ble sabor amargo de algunos de los hidrolizados.
Los enzimas proteoliticos que se han de utilizar en
cada sustrato son: alcalasa, kerasa y flavourzyme
para proteinas de girasol; [-600 y flavourzyme
para colza; alcalasa y flavourzyme para proteinas
de garbanzo, lenteja y lupino; alcalasa y kerasa
para proteinas de orujo. Los hidrolizados se con-
centran y atomizan para dar un producto seco.

A continuacién se indican las caracteristicas y
especificaciones de los enzimas proteoliticos antes
mencionados empleados en la presente invencién:

- Alcalasa: mds concretamente, alcalasa 2.4L,
es una proteasa bacteriana, altamente eficaz, de-
sarrollada especialmente para la hidrdlisis de todo
tipo de proteinas. Se produce a partir de una
cepa seleccionada de Bacillus licheniformes. Es
una endopeptidasa de un peso molecular apro-
ximado de 27.300 daltos. Facilmente soluble en
agua en todas las concentraciones, con una den-
sidad de 1,18 gr/ml. Tiene una actividad de 2,4
Unidades Ansén por gramo (AU/gr), pH éptimo
8 y temperatura optima 50°C-60°C. Se presenta
en forma liquida y es de la casa Novo Nordisk
Bioindustrial, S.A.

- Flavourzyme: mas concretamente, flavour-
zyme 1.000 MG, se produce por fermentacion del
Aspergillus oryzae y contiene actividad endopro-
teasa y exopeptidasa. Kl peso molecular difiere
de las diferentes endo proteasas, ya que se trata
de un complejo endo y exoproteasas. Facilmente
soluble en agua, tiene una actividad de 1.000
LAPU /g, pH 6ptimo de 7 y temperatura éptima
de 50°C. Se presenta en forma granulada y es de
la casa Novo Nordisk Bioindustrial, S.A.

- Kerasa: es un enzima microbiana y se ob-
tiene a partir del Streptomyces fradiae. Es una
mezcla de endo y exo-peptidasa, las cuales se com-
portan como serin proteasa y es estable en presen-
cia de oxigeno. Es atéxica, libre de antibiéticos
y de contaminacién bacteriana. Fécilmente solu-
ble en agua, tiene una actividad de 10~® unidades
Katal/mg de acuerdo al método Ansén. Tiene un
peso molecular aproximado de 20.000 Daltons. El
pH méaximo de actividad es de 8 y temperatura
Optima la de 55°C. Se presenta en forma de polvo
y es producida por la Compania Espanola de la
Penicilina y Antibidticos, S.A. (CEPA, S.A.).

- [.-660: es una serin proteasa microbiana. Es
una endoproteasa, de un peso molecular apro-
ximado de 22.500 daltons, pH éptimo de 10 y
temperatua 6ptima de 60°C. Facilmente soluble
en agua, tiene una actividad de 660.000 DU /ml.
(Delf/ml). Se presenta en forma liquida y es de
la casa MKC.

De acuerdo con lo anterior, el procedimiento
de la presente invencion permite obtener a es-
cala semipreparativa a partir de residuos agroin-
dustriales (girasol, colza, orujo, altramuz, etc)
concentrados y aislados proteicos. Estos concen-
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trados y aislados proteicos constituyen el punto
de partida para la obtencién de diferentes ti-
pos de hidrolizados, mediante el uso de protea-
sas. Ademds, es posible obtener de una manera
préctica: hidrolizados ricos en Aa-ramificados, hi-
drolizados ricos en glutamina, destinados a la nu-
tricién clinica, hidrolizados ricos en AA-azufrados
destinados a la nutricion animal de terneros y le-
chales, asi como hidrolizados hipoalergénicos des-
tinados a la alimentacién infantil.
Breve descripcion de la figura

La tnica figura que se adjunta a la presente
descripcion representa un esquema ilustrativo de
una realizacion particular del procedimiento de
la invencién. En dicho esquema se han recogido
cada una de las etapas y el flujo de materia que
debe seguirse para conseguir un correcto proceso
de elaboracion.

Las referencias numéricas tienen el siguiente
significado:

1. Torta de girasol.

Tanque de extraccién de proteinas.
Solucién alcalina.

Centrifuga.

Fraccién soluble.

Proteina soluble.

Tanque de precipitacién.

Solucion acida.

© ® N vk W

Centrifuga.

Atomizador.

H
e

. Aislado seco.

— =
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. Proteina.

—
Lo

. Tanque de reaccion enzimética.

—
W

. Solucién enzimatica.

—
ot

. Hidrolizado.

—
=

. Clarificador

—
EN|

. Micro/Ultrafiltracién.

. Atomizador.

—
oo

19. Hidrolizado comercial.

Modos de realizaciéon de la invencién

La presente invencion se ilustra adicional-
mente mediante el siguiente Ejemplo, el cual no
pretende ser limitativo de su alcance.

En dicho Ejemplo se describe de manera de-
tallada el protocolo empleado para la obtencién
de un hidrolizado enzimatico de proteina vegetal
de girasol, con grados de hidrdlisis > 50.
Ejemplo

El fraccionamiento de la harina de girasol
(HG) desengrasado es la primera etapa del pro-
ceso. Mediante un sistema de torre de flotacién/

3
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sedimentacion se realiza la separacion de la frac-
cién lignocelulésica (FLC), fraccién soluble (FS) y
fraccion proteica (FP). La fraccién proteica obte-
nida en la etapa anterior, se somete en un tanque
de tratamiento a un proceso de eliminacién de
los fenoles presentes por lavado con agua:etanol
(90:10). Una vez finalizada esta etapa se lleva a
cabo la solubilizaciéon de la proteina; para reali-
zar esta solubilizacién la fraccién protéica, libre
de polifenoles se extrae en un medio aerobio con
una solucién alcalina. Esta etapa utiliza un tan-
que de extraccion, con agitacion en cabeza, corta-
corriente, sistema de adicién de reactivos, control
de pH y temperatura. Igualmente se utiliza una
centrifugadora clarificante y decantadores.

El extracto protéico obtenido en medio aero-
bio alcalino, es centrifugado y precipitado a su
punto isoeléctrico, en un tanque de tratamiento
con agitacién en cabeza, sistema de adicién de
acido y control de pH. Con el procedimiento des-
crito hasta ahora se consigue la preparacion del
aislado protéico que se utilizara como sustrato de
la Hidrolisis enzim4atica.

El aislado, en concentraciones adecuadas, se
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hidroliza con alcalasa hasta un 12 % de hidrélisis y
posteriormente se adiciona kerasa y flavourzyme.
Los enzimas proteoliticos utilizados son endopep-
tidasas y exopeptidasas. El grado de hidrdlisis
(GH) se determina por el método del pH-stato
descrito por Adler-Nissen, (1986, Elsevier Appl.
Sci. Publi.). El reactor utilizado es de acero inoxi-
dable, con sistemas de agitacion, adicién de agua
y reactivos, asi como control de pH, temperatura.

Una vez finalizado el proceso el hidrolizado se
pasa a través de un filtro clarificante para eliminar
sélidos, en suspension y microemulsiones. Poste-
riormente se fracciona por ultrafiltracién para ob-
tener péptidos a la medida y finalmente se seca el
material obtenido para su conservacion.

Balance de materias del proceso total

Peso  %Pro- Kgaca-

inicial teina bado Y (%)
HG 5.000 Kg 25 1250 100
FpP 1.500 Kg 50 750 60

Aislado 650 Kg 90 585 47
Hidrolizado 468 Kg 95 445 36
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de peptonas
vegetales de alto grado de hidrdlisis, caracteri-
zado porque comprende las siguientes etapas:

a) someter el aislado de proteinas vegetales a
un proceso de eliminaciéon de polifenoles;

b) (i) someter a un primer tratamiento de
hidrdlisis el aislado proteinico libre de polifeno-
les con una o mé&s endoproteasas con activida-
des inespecificas hasta conseguir un grado de
hidrdlisis practicamente constante del orden del
12-15%.

(ii) someter el producto hidrolizado proce-
dente de la etapa anterior a un segundo trata-
miento de hidrdlisis con una mezcla de endopro-
teasas mas especificas y exoproteasas hasta al-
canzar grados de hidrolisis iguales o superiores
al 50 %.
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¢) concentrar y atomizar los hidrolizados ob-
tenidos.

2. Procedimiento segin la reivindicacion 1,
caracterizado porque los sustratos vegetales
estan seleccionados entre girasol, colza, garbanzo,
lenteja, lupinus y orujo.

3. Procedimiento segin la reivindicacion 1,
caracterizado porque los enzimas proteoliticos
estan seleccionados entre alcalasa, kerasa, flavour-
zyme y [-600.

4. Peptonas vegetales o hidrolizados vegetales
con un alto grado de hidrdlisis, obtenidos por el
procedimiento de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Aplicacién de las peptonas o hidrolizados
vegetales de la reivindicacién 4, en la fabricacion
de productos alimenticios destinados a la nu-
tricién clinica, la nutricion animal y la alimen-
tacion infantil.
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