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RESUMEN

Los hidrolizados de proteinas se utilizan ampliamente en tecnologia alimentaria por sus propiedades nutricionales
o funcionales (solubilidad, poder emulsificante, capacidad espumante). En este trabajo se describen las técnicas
empleadas para la obtencion de estos hidrolizados y se comparan los diferentes métodos usados para €l control de
estos preparados. determinacion del grado de hidrdlisis, tamafio de los péptidos, distribucion de pesos moleculares
y contenido en aminoacidos y péptidos.
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ABSTRACT

Protein hydrolysates are widely used in food technology for its nutritional or functional properties (solubility, emulsifying
power, foaming capacity). In this paper, the techniques used for obtaining theses hydrolysates are described and it is
compared the different methods for the control of these preparations: determination of the hydrolysis degree, peptide

size, molecular weight distribution and amino acid and peptide contents.
KEY WORDS: protein hydrolysates, degree of the hydrolysis, peptide size, molecular weight distribution.

INTRODUCCION

Una de las aplicaciones mas importantes de
los hidrolizados de proteinas es su utilizacion como
fuente de nitrogeno en la formulacién de dietas
enterales con destino a la alimentacion infantil y/
0 de adultos enfermos. Estas dietas entéricas se
disefian para ser absorbidas en el intestino sin una
digestion previa en el estbmago y son esenciales
en €l tratamiento de pacientes con desordenes
estomacales o problemas de la mucosa intestinal,
asi como en lactantes con sindromes de
mal absorcién-mal nutricion, con cuadros alergénicos
en la mayoria de los casos (Lebenthal 1983).

Las caracteristicas que deben cumplir estos
hidrolizados de proteinas para formar parte de
una dieta enteral son:

- que sean osméticamente equilibrados

- gue sean hipoal ergénicos

- presentar un alto valor nutritivo, compara-
ble a de la proteina de partida

- y tener un sabor agradable

Para ello, la hidrolisis enzimética presenta
indudables ventgjas frente alatradicional hidrélisis
guimica, acida o alcalina, entre las que caben
mencionar las siguientes:

— Selectividad. Las enzimas son especificas
para un tipo determinado de enlace y, por tanto,
no es frecuente la aparicién de productos de
degradacién. En cambio, la poca selectividad de
los ataques acido y bésico y su dificil control
conduce inevitablemente a la aparicion de pro-
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ductos de degradacién que pueden llegar a ser
toxicos.

— Condiciones moderadas de temperatura y
pH. La hidrélisis enzimatica transcurre general-
mente en el intervalo de 40° a 60°C y pH com-
prendido entre 4-8

— No se afladen sustancias extranas. Eviden-
temente no es asi en los procesos de hidrdlisis
guimica, ya que la necesaria neutralizaciéon pos-
terior eleva considerablemente el contenido en
sales.

— Se mantiene €l valor nutritivo, ya que no
se produce degradacién de los componentes se-
parados, mientras que la hidrdlisis alcalina des-
truye los aminoécidos arginina y cisteina y la
hidrdlisis &cida elimina el triptéfano y desamina
los aminoéacidos serina y treonina.

No obstante, en la hidrdlisis enzimética de
proteinas es necesario separar o desnaturalizar la
enzima y trabajar en condiciones asépticas, ya
gue por ser un proceso relativamente lento, pue-
de producirse contaminacién microbiana de la
mezcla reaccionante. Sin embargo, la
desnaturalizacion térmica de las enzimas (Camacho
et al. 1992) o su separacién por procesos de

membrana son temas resueltos por |la tecnologia
actual y la necesidad de asepsia es una caracte-
ristica general de la industria alimentaria.

Por otra parte no es conveniente que estas
dietas estén constituidas sélo por aminoéacidos
libres, ya que esto las hace hiperosméticas, pro-
vocando secrecion intestinal y diarrea. Ademés,
los conocimientos actuales del mecanismo de la
absorcién intestinal indican que los di- o tripéptidos
se absorben con mayor facilidad que los
aminoécidos libres (Grimble et al. 1986).

También se conoce que los problemas de
alergenicidad son debidos a la presencia en el
hidrolizado de proteinas y péptidos de alto peso
molecular, y que durante el proceso de hidrélisis
se produce un cierto amargor, que parece estar
relacionado con la hidrofobicidad de |las cadenas
laterales y con lafuente proteinica utilizada. Pero
en cualquier caso, ambos factores desaparecen
para productos formados por péptidos de peso
molecular inferior a 1000 Da (Otani et al. 1990).

Por tanto, el control del proceso de reaccién
y la caracterizacién de los hidrolizados en base
al tamafo de los péptidos son objetivos impor-
tantes en la hidrolisis de proteinas.

HIDROLISIS ENZIMATICA DE PROTEINAS

Sustratos

Normalmente la eleccion de la fuente proteinica
autilizar en el proceso de hidrélisis se realiza en
funcion ddl uso final que vayaatener e hidrolizado
y del valor afiadido conseguido con respecto al
sustrato de partida.

Asi, para la obtencion de hidrolizados con
propiedades gelificantes y emulsificantes se sue-
len emplear coldgeno y gelatina por su ya cono-
cida capacidad para formar geles transparentes
(Adler-Nissen y Olsen 1979). También se ha
extendido el uso de proteinas de huevo (Lind y
Lee 1983), de carne (Smith y Brekke 1984), de
sangre e incluso de cereales (Sarkki et al. 1979)
para este fin.

Cuando la finalidad del hidrolizado es su uso
como fuente de nitrégeno, se usan proteinas de
pescado (Mackie 1982) y proteinas microbianas
(SCP) en aimentacion animal, y proteinas de
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soja y lacteas en alimentaciéon humana, siendo
éstas Ultimas, especialmente las proteinas del
lactosuero, la materia prima ideal para la prepa-
racion de alimentos infantiles y dietas enterales
(Nakamura et al. 1993).

Proteasas comerciales

Las proteasas pueden clasificarse segun:

— €l origen - animal, vegetal, bacteriano o
fungico -

— su accion catalitica - en endopeptidasas o
proteinasas si rompen a azar el interior de las
cadenas peptidicas, y exopeptidasas o peptidasas,
si separan aminoacidos y dipéptidos de los ex-
tremos de las cadenas polipeptidicas -

— la naturaleza del sitio catalitico - asi las
endopeptidasas pueden ser serina-, cisteina-,
metalo-, 0 aspartato-proteinasasy las exopeptidasas
amino-, carboxi- o dipeptidasas.
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TABLA I.
Caracteristicas de algunas proteasas comerciales.
Estabilidad
Enzima Origen
pH T("C)

Alcalasa 0.6L B. licheniformis 4<pH<115 50< T <60
N eutrasa B. subtilis 6<pH<8 45< T <55
Protease 660L B. subtilis 7<pH<10 50<T<70
Fungal-Protease A. oryzae 6<pH<9 45< T <55
P.E.M.2500 S tripsina porcina 6<pH<10 30<T<60

tripsinabovina 6<pH<10 25< T <45

quimiotrp.bovina
Corolase PP Tripsina 7<pH<9 45< T <55

quimiotripsina
Corolase PS A. oryzae 5<pH<7 50< T <60
Corolase 7089 B. subtilis 6 <pH <85 55< T <60
Corolase 7092 A. oryzae 6<pH<9 35<T<45
Corolase 7093 A. oryzae 7<pH<9 40< T <50
Corolase 7107 A. niger 2<pH<3 30<T<50
Bromelana T akamina vegetal (piaa) 4<pH<9 20< T <65
Papana T akamina vegeta (papaya) 6<pH<8 20<T<75

Las primeras enzimas proteoliticas utilizadas
en la industria alimentaria fueron proteasas
pancredticas de origen animal, si bien cada vez
estan adquiriendo mayor importancia las de ori-
gen bacteriano o fungico. En la Tabla 1 se reco-
gen algunas de las proteasas comerciales de gra-
do alimentario disponibles en el mercado. Estos
preparados suelen ser mezclas de estas enzimas
y normalmente se venden en estado liquido o en
pellets secos.

Mecanismo de la hidrélisis

La hidrélisis enzimética de proteinas es un
proceso gue transcurre a través de un conjunto
de etapas en serie:

proteinas [J proteosas [J peptonas [J
péptidos [J aminoacidos

Cada una de estas especies intermedias, se
diferencia béasicamente de las otras en su solubilidad,
y se corresponde aproximadamente con los tama-
fios moleculares medios (MW) y con la relacion
nitrégeno amino/nitrégeno total (AN/TN) que se
recogen en la Tabla 2 (Knights 1985).
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TABLA II.
Caracteristicas de las especies producidas en la hidrdlisis de proteinas.

MW AN/TN
prote nas > 20000 <0.01
protecsas 5000 - 10000 <0.01
peptonas 1000 - 6000 0.1-05
pdtidos 200 - 500 05-08
aminoAidos 75- 200 0.8-09

La proteasa actla sobre el enlace peptidico,
rompiéndolo, y liberando el grupo amino y €l
grupo carboxilo segun la siguiente ecuacion:

P-CO-NH-P+HODO P-COOH +P- NH,[1]

Los grupos amino y carboxilo formados tras
lahidrdlisis pueden estar parcialmente ionizados,
dependiendo del pH del proceso de hidrdlisis, y
segln los siguientes equilibrios:

P-COOH = P-COO + H* [2]
P-NH; = P-NH,+H* [3]

Se estiman que los valores de pK a 25°C para
los grupos -COOH 'y " H,N- en polipéptidos
estdn comprendidos entre 3.1-3.6 y 7.5-7.8 res-
pectivamente (Steinhardt y Beychok 1964; Rupley
1967). Por lo que para pH<3.1-3.6, €l grupo acido
estara parcialmente disociado y e grupo amino
totalmente protonado. Si se deja incontrolado el
pH en esta zona aumenta rapidamente. Si se tra-
baja a pH>7.5-7.8, €l grupo carboxilo estara to-
talmente disociado y el amino parcialmente
protonado, lo que conlleva una bajada continua
del pH.

Debe tenerse presente ademas que la hidrélisis
proteolitica no es una sola reaccion, sino que se
trata de un conjunto de reacciones simultaneas
de ruptura de enlaces, con distintas especies
cargadas en equilibrio, lo que da una gran com-
plejidad a este tipo de procesos.

Produccion de hidrolizados

La mayor parte de las investigaciones llevadas
a cabo para € estudio de la hidrélisis enzimatica
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de proteinas se limitan a encontrar las condiciones
de operacién dptimas en las que redizar € proceso
con vistas ala produccién industrial de hidrolizados,
y s6l0 unos pocos autores abordan € estudio cinético
de la reaccion, en base a obtener la ecuacion de
velocidad en funcion de las variables del proceso,
que permita e disefio del correspondiente reactor,
asi como un mayor conocimiento y control de la
etapa hidrolitica. Esto se debe fundamentalmente a
dos razones: la complegjidad de la reaccion (rotura
simultdnea de enlaces de distinta reactividad, pro-
ductos que son a su vez sustrato para € proceso,
inhibicién e inactivacion de la enzima ...) y su
importancia econémica, que determina un mayor
interés por € desarrollo y patentado de procesos
comerciales.

Algunos de estos procesos aln se encuentran
a escala planta piloto, apuntando hacia las futu-
ras tecnologias que se implantarén para mejorar
la calidad del producto y bgjar los costes, como
la inmovilizacion de enzimas, la utilizacion de
médulos de membrana acoplados al reactor
enzimatico o los tratamientos del sustrato por
presion (Mannheim y Cheryan 1990, Haque y
Mozaffar 1992, Nakamura et al. 1993, Perea et
al. 1993, Margot et al. 1998, Guadix et al. 1998).

Otros procesos se encuentran ya totalmente
desarrollados y puestos a punto, pero la mayoria
de ellos estan patentados, por lo que las condi-
ciones en las que se llevan a cabo aparecen siempre
descritas con unos margenes tan amplios que no
aportan informacién de gran valor (Maubois et
al. 1981, Chiang et al. 1982, Chang 1984, Parker
y Pawlett 1987, Samuelsson y Poulsen 1987,
Chataud et al. 1988 a-b, De Rham 1989, Jost et
al. 1989, Faigh et al. 1989, Piske et al. 1991,
Piske 1991, Nielsen y Hvass 1993).
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En cuanto a los estudios cinéticos, como ya
se ha indicado, son escasos y generalmente ad-
miten cinética de Michaelis-Menten (Akuzawa
et al. 1985, Postolache y Oncescu 1989, Tayyab
y Qamar 1992, Mukataka et al. 1992, Madsen et
al. 1997) demasiado simple para representar €l
mecanismo de la hidrdlisis de proteinas, o cinéticas
empiricas, con 3-5 parametros de ajuste
(Constantinides y Adu-Amankwa 1980, Margot
et al. 1997) lo que limita su aplicabilidad.

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado
la cinética de la hidrdlisis enzimética de las pro-
teinas del lactosuero con proteasas comerciales
de origen bacteriano y animal. Los datos obteni-
dos se gjustan a la siguiente ecuacion de veloci-
dad

k
=S, %( =k, (g - €9) exp(-kihx) [4]

en los intervalos de 50-70 °C, pH=8.0-10.0 y
grados de hidrdlisis de 0-22 % (Gonzalez-Tello
et al. 1994a, Camacho et al. 1998). El término
proporciona alaconcentracién inicial de sustrato
que aparece restando a la concentracion de enzi-
ma activa en la ecuacion cinética, se ha explica-
do admitiendo la existencia en el sustrato de un
inhibidor irreversible de serina-proteinasas (Weber
y Nielsen 1991). Este inhibidor actta asocién-

dose de forma irreversible a una fraccion de la
enzima activa en tiempos muy cortos compara-
dos con los necesarios para la hidrélisis.

La ecuacion cinética indicada puede explicar-
se mediante el siguiente mecanismo:

a) Un proceso muy rdpido de union irrever-
sible de la enzima activa a inhibidor presente en
el sustrato

E+l 0082 H 5]

gue determina que la concentracion inicial efec-
tiva de enzima activa se reduzca a

€a = € ~ & fe]

b) Hidrdlisis de orden cero con respecto al
sustrato simultanea con desnaturalizacion de se-
gundo orden por ataque de la enzima libre a la
enzima ligada

E+S o ES y
ESO0BDE E+ 2P g
E+ESOO0BME. E+Ey +S l

Los vaores de los parametros cineticos (K,
Kk, €) para cada uno de los sistemas estudiados
se resumen en la Tabla 3

TABLA 1II.
Constantes cinéticas.

Enzima Kn, g/UA min ?,UA/g Ky, g/UA min
Protease 660 L 0.241 0.025 7.95
Alcalasn 0.6 L 0.217 0.017 571
PEM 2500 S 0.171 0.029 8.36
Protease+PEM 0.2%4 0.265 7.51

Estos resultados ponen de manifiesto una mayor
eficacia de las proteasas bacterianas frente ala de

origen animal, asi como un efecto sinergistico que
favorece la hidrélisis en su actuaciéon conjunta.
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METODOS ANALITICOS

Se describen a continuacion las ventajas y li-
mitaciones de los métodos més usados en la
hidrdlisis de proteinas para el control del proce-
so y caracterizaciéon de los hidrolizados obteni-
dos.

Medida de la actividad enzimatica

Uno de los procedimientos més empleados
para la determinacion de la actividad proteolitica
de las enzimas es el método modificado de Anson
(Novo Industrias 1978).

En este ensayo, se hidroliza hemoglobina
desnaturalizada con una cierta cantidad de la
proteasa problema a pH=7.5, 25°C y 10 min. La
hemoglobina no hidrolizada se precipita con &cido
tricloroacético, TCA, y a sobrenadante, después
de filtrar, se le afade reactivo fendlico, que pro-
duce color azul con tirosina y triptéfano (pro-
ductos de hidrdlisis), cuya absorbancia se mide
a 750 nm. Para obtener la linea de calibrado se
utiliza una proteasa de actividad Anson conoci-
da, usuamente tripsina pancreatica, que se so-
mete al mismo ensayo que la proteasa problema
(Guadix 1993).

Determinacion del grado de hidrdlisis

Para el seguimiento y control de la hidrdlisis
de proteinas es necesario evaluar €l grado de
hidrélisis, DH, que se define

_n° enlaces peptidicos hidrolizados

DH n° total enlaces peptidicos

-100 [10]

Los diferentes métodos utilizados para me-
dir el DH se basan fundamentalmente en: 1) la
determinacion de nitrégeno soluble tras preci-
pitar la proteina con é&cido tricloroacético, 2)
la determinacién de los grupos a-amino libres,
3) la valoracion del protén liberado tras la
ruptura de un enlance peptidico a determina-
dos pHs.

Determinacién de nitrégeno soluble: En este
caso las técnicas més usuales son: el método
Kjeldhal (A.O.A.C. 1995), la reaccion de Biuret
(Hung et al. 1984) o la determinacién
espectrofotométrica en laregion UV de péptidos
con grupos aromaticos (Pelissier 1984).

Determinacion de los grupos a-amino li-
bres: Para ello puede utilizarse la valoracion con
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formol (A.O.A.C. 1995, U.S.P. 1989), aunque €l
gran namero de interferencias que presenta este
método lo desanconsejan en el caso de los
hidrolizados de proteinas. También se utilizan
para esta medida productos quimicos como
ninhidrina, &cido trinitrobencenosulfénico (TNBS),
ortophenilaldehido (OPA) que reaccionan con los
grupos a-amino libres.

La técnica mas antigua es la de reaccién
con ninhidrina (Moore y Stein 1948) de gran
sensibilidad, que presenta el inconveniente de
la larga duracion de los ensayos y la interfe-
rencia del amonio. El método del TNBS (Snyder
y Sobocinsky 1975) ha sido utilizado por nu-
merosos autores para el analisis de hidrolizados
de proteinas (Adler-Nissen y Olsen 1979, Va-
lleset al. 1985, Humbert et al. 1990, Camacho
et al. 1992). Después de la incubacion de las
muestras durante 1 hora a 37 °C se mide la
absorbancia a 420 nm. Entre los inconvenien-
tes de este método pueden mencionarse el alto
valor de los blancos, la contaminacion del
reactivo con acido picrico, la interferencia de
azUcares reductores y amonio, la no reactividad
de prolina e hidroxiprolina asi como la altera-
cién de los resultados por la reaccion de los
grupos €-amino de lisina con €l reactivo. En
cuanto al OPA tiene el inconveniente de no
reaccionar con prolinay sélo parcialmente con
cisteina.

Valoracién del proton: método del pH-estato

El control de la hidrdlisis enzimatica de pro-
teinas a pH alcalino puede ser realizado de for-
ma sencilla y precisa por medida del consumo
de base necesario para mantener constante el pH
en el reactor de hidrdlisis (Adler-Nissen 1986).
Sin embargo, este consumo no esta relacionado
de una forma simple con el grado de hidrdlisis
alcanzado, siendo necesario para establecer esta
relacién el conocimiento del pK medio de los
grupos a-amino liberados en la hidrdélisis
(Camacho et al. 1999).

Cuando se hidroliza un enlace amido a pH
acalino, 7 < pH < 10:

P-CO-NH-P+H,00 P-COOH + P-NH,[11]
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el grupo carboxilo terminal se disocia por com-
pleto

P-COOH O P- COO + H* [12]

y los protones formados se reparten de acuerdo
con el equilibrio de protonizacion de los grupos
o-amino liberados:

P-NH; = P-NH, +H* [13]

es decir, que por cada mol de enlaces amido
hidrolizados surge un mol de aniones
monovalentes, P-COO" , y un mol de cationes
monovalentes repartido entre las dos especies:
P-NH,” y H"; la base agregada para mantener
constante e pH neutraliza Unicamente | os protones,
gue son sustituidos por el catién de la base, por
tanto los moles de base afadida son equivalentes
a los protones generados por la hidrolisis, que es
solo una fraccion de los enlaces amido
hidrolizados.

El equilibrio de la etapa [13], que puede con-
siderarse instantaneo ya que solo implica €l in-
tercambio de un proton, permite calcular la frac-
cion de los enlaces amido hidrolizados que debe
ser neutralizada por la base para mantener cons-
tante el pH, y por tanto relacionar el consumo de
base con el grado de hidrdlisis. En efecto, debe
cumplirse:

[P- NH] [H] _

[P - NH;] 14

siendo K la constante del equilibrio de
desprotonizacion del grupo amino , introducien-
do en la ecuacion [14] los valores de:

K = 107 [H'] = 10™ [15]
queda:

[P - NH g [16]
[P - NH;]

y lafraccién buscada seré&:

[P - NH] _ 1o 171
[P-NH,] + [P- NH] 1+ 100

por tanto la relacion entre los moles de enlaces
amido hidrolizados y los moles de base afiadida

7

sera
dh = (1 + 10°*%)dB [18]

es decir, que para evaluar el grado de hidrélisis
es preciso conocer el valor del pK indicado.

Sin embargo, la ecuacién [16] debe implicar
un promedio de los diferentes grupos a-amino
liberados en la hidrdlisis, por lo que el valor
medio del pK adecuado viene dado por:

1
— 1 1 [19]
.Gl

1 + 10PH-PK;

pK = pH - log

siendo C. los moles/L totales de enlaces amido
hidrolizadosy C, los moles/L de un enlace amido
determinado.

La ecuacion [19] pone de manifiesto que €l
valor del pK medio puede depender del pH de
trabajo. Si se supone una distribucion normal de
los pKi de los grupos a-amino liberados, carac-
terizada por su media, |, y su desviacién estéandar,
o, los valores del pK medio, calculados con la
ecuacion [19], varian con el pH de trabajo en el
intervalo de interés (desde el pH al cua estén
protonados més del 95% de los grupos a-amino
liberados hasta el pH al cual estdn protonados
menos del 5% de los grupos a-amino liberados)
en forma lineal

0.956 * o2
1+ 1353* g%

pK = p + (PH - W) [20]

Para determinar este valor del pK medio ade-
cuado en lahidrdlisis de las proteinas del lactosuero
con proteasas bacterianas, se ha utilizado un
procedimiento basado en la valoracion en el ran-
go alcalino de una disolucién de la proteina de
partida 'y de otra disolucion, de igual concentra-
cién, de la proteina parcialmente hidrolizada,
obteniéndose que para este sistema €l pK varia
con el pH de trabagjo segln la ecuacién

pK = 3.80 + 0.45pH [21]
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Distribucion de tamarios moleculares

Ladistribucién de tamafios de |os péptidos de
un hidrolizado puede ser (til para predecir la
capacidad antigénica del mismo asi como para
mostrar diferencias en la actuacion de distintos
pretratamientos del sustrato o enzimas utiliza-
das. Normalmente se utilizan métodos
cromatograficos o electroforéticos para este fin.

La electroforesis en gel, SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)
ha sido la técnica mas utilizada para la caracte-
rizacién de hidrolizados y proteinas (Desphande
y Nielsen 1987, Leaver y Thomson 1993, Perea
et al. 1993, Parrado et al. 1993) a pesar de sus
limitaciones en la separacion de péptidos de peso
molecular bajo. La cromatografia en gel con
columnas de Sephadex G-25 o G-50, ha sido €l
método elegido por Takase et a. 1979, Vallejo-
Cordoba et al. 1986, Behnke et al. 1989, Quaglia
y Orban 1990, Deeslie y Cheryan 1988. No obs-
tante, el método que mejores resultados ha dado
- por su mayor resolucién y mas fécil
cuantificacion- ha sido la cromatografia liquida
de exclusion, SE-HPLC, con columnas de TSK-
gel (Mahmoud et al. 1992, Gonzédlez-Tello et al.
1994b).

En la caracterizacién por esta Gltima técnica
de los hidrolizados de proteinas de lactosuero
con proteasas de origen animal, bacteriano y
mezclas de ambas, que se realizé en nuestros
laboratorios, se observd que en todos los siste-
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mas estudiados la distribucion de tamafios era
funcién de la enzima utilizada y del grado de
hidrélisis alcanzado pero practicamente indepen-
diente de las condiciones de operacién emplea-
das. También se comprobo que a altos grados de
hidrdlisis, los productos obtenidos con mezclas
de proteasas presentaban la mejor composicién
en cuanto a mayor porcentaje de fraccion de bajo
peso molecular. La evolucidon de las distintas
fracciones con el grado de hidrélisis se muestra,
a titulo de ejemplo, en la figura 1.

Separacién e identificacion de péptidos y
aminoacidos

Una correcta separacion e identificacion de
los péptidos de un hidrolizado de proteinas com-
plementaria la informacion dada por |a determi-
nacion del grado de hidrdlisis y la distribucion
en pesos moleculares, y ayudaria a un mejor
conocimiento de la composicién del producto.

Electroforesis (SDS-PAGE) y cromatografia
(fase reversa, RP-HPLC; exclusién, SE-HPLC;
filtracion en gel, cambio i6nico) han sido las
técnicas mas empleadas en la separacion de
péptidos y aminoacidos, mientras que para la
identificacion de los mismos, después del frac-
cionamiento, se ha utilizado generalmente
espectrometria de masas, cromatografia gaseosa,
analisis de secuencias o determinacion de
aminoacidos.

Pueden citarse aqui los trabajos de Yvon et
al. 1989, Perea et a. 1993, Chen et al. 1995,
Reid et al. 1994, Gallagher et al. 1994, Minagawa
et al. 1989, Pellerin et al 1985, Visser et al. 1992.

Mencion especial merecen las investigaciones
realizadas por Lemieux and Amiot (1989, 1990)
en este campo. Estos autores evaluaron las distin-
tas técnicas empleadas para la separacion de
péptidos, Illegando a la conclusion que la
cromatografia liquida de exclusion, SE-HPLC, es
la técnica que mayor informacion aporta sobre la
composicion del hidrolizado, ya que es € volu-
men molecular €l criterio de separacién emplea-
do, y no € estado de ionizacion, la carga o la
hidrofobicidad de los péptidos como en otras téc-
nicas, que no obstante pueden ser complementa-
rias. También pusieron de manifiesto laineficacia
de los distintos métodos en |a separacion de péptidos
de peso molecular inferior a 1000 Da. En este
sentido, el desarrollo de nuevas técnicas capaces
de separar y cuantificar los péptidos de PM <1000
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Da puede ser importante, especialmente si el dietas enterales, en cuyo caso debe estar consti-
hidrolizado se va a utilizar en la formulacion de  tuido fundamentalmente por di- y tripéptidos.
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