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INTRODUCCION

El suero de leche es un subproducto lacteo obtenido por la precipitacion de la caseina en la
fabricacion de quesos; contiene méas del 50% de los soélidos de la leche, incluyendo
proteinas, lactosa, minerales y vitaminas (Hernandez-Rojas y Vélez-Ruiz, 2014). Se ha
considerado que las proteinas del suero son fuentes importantes de péptidos bioactivos
definidos como secuencias especificas de aminoacidos que promueven un impacto positivo
en los sistemas del cuerpo humano. Dichos péptidos pueden presentar actividad
antioxidante, antihipertensiva y antimicrobiana, entre otras. Mas all4 de las propiedades
biolégicas presentes en las proteinas intactas, la hidrélisis puede liberar péptidos con mayor
bioactividad (de Castro y col., 2017).

OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron obtener hidrolizados enziméticos a partir de
concentrado de proteina de suero lacteo por accién de una endopeptidasa comercial de uso
habitual en la industria alimenticia, caracterizarlos y evaluar la presencia de posibles efectos
biol6gicos.

METODOLOGIA
1. Obtenci6on y acondicionamiento de los hidrolizados de proteina de suero (WPH)

Los hidrolizados enzimaticos se obtuvieron a partir de una solucién de concentrado de
proteinas de suero (WPC 80, Arla Foods, Argentina) al 7% (m/v) de proteinas. La enzima
empleada fue Alcalasa™ 2.4L (EC 3.4.21.62) de Bacillus licheniformis (Novozymes,
Dinamarca). Las condiciones de trabajo fueron preestablecidas de modo de lograr un grado
de hidrdlisis del 13%, asegurando minimizar los problemas de alergenicidad asociados a las
proteinas del lactosuero. La reaccion de hidrélisis se llevo a cabo utilizando el método del
pH-stato (Adler-Nissen, 1986), empleando un reactor tipo Batch agitado con control de pH y
temperatura. La misma comenz6 con el agregado de la enzima sobre la solucion de WPC
gue se encontraba en agitacion en el reactor a 50°C y a pH 9, con una relacion E/S (v/v) de
1/1200. El pH se mantuvo constante a lo largo de toda la reaccién mediante la adicion de
NaOH 0,5 N, deteniéndose la reaccion al lograr el DH deseado (a través de la medida del
volumen de base consumido). Inmediatamente, las muestras fueron sometidas a 95°C por 5
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min para lograr la inactivacion térmica de la enzima. Ademds, se realizaron los
correspondientes blancos de reaccion empleando las mismas condiciones operativas del
ensayo de hidrélisis, aunque omitiendo el agregado de la enzima y su consecuente
inactivacion térmica. Los hidrolizados obtenidos fueron acondicionados para su posterior
caracterizacién y evaluacion. Para ello, se evaluaron etapas de centrifugacion, filtracién y
liofilizaciéon, de manera tal de estudiar la influencia de cada una de ellas sobre las
caracteristicas y la composicién del extracto obtenido. En este sentido, las fracciones (F) de
estudio fueron 5, entre ellas: F1: WPC sin tratar; F2: control sin hidrolizar; F3: WPH sin
tratamiento posterior; F4: WPH centrifugado y; F5: WPH centrifugado y filtrado.

2. Caracterizaciéon de los hidrolizados obtenidos

La determinacion del contenido de proteinas y el andlisis del perfil peptidico se llevo a cabo
a todas las fracciones obtenidas, mediante el método de nitrdgeno total de Kjeldahl
utilizando un equipo semiautomatico Buichi 430 (Buchi, Flawil, Suiza) y cromatografia liquida
de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) (Fenoglio y col., 2016), respectivamente. El
estudio de las propiedades bioactivas se realiz6 a las fracciones control (F2) y de WPH
centrifugado y filtrado (F5), mediante la determinacion de la actividad antimicrobiana,
antihipertensiva y antioxidante. La actividad antimicrobiana se determiné mediante el
método de difusién en agar (Tagg y Mc Given, 1971) modificado por Cardoso y col. (2012).
La actividad antihipertensiva se evalud a través de la actividad inhibitoria sobre la enzima
convertidora de la angiotensina | (ECA), empleando el método espectrofotométrico descripto
por Cian y col. (2011). La actividad antioxidante se determiné mediante la metodologia
descripta por Re y col. (1999), basada en la eliminacion de radicales libres ABTS™.

3. Andlisis estadistico

Para el andalisis estadistico se us6 ANOVA, de manera tal de evaluar la influencia de
diferentes factores tales como el proceso de hidrdlisis, la concentracién de los extractos y el
pH del medio sobre las diferentes variables de estudio. Cuando el efecto de los mismos fue
significativo (P<0,05), se realiz6 una comparacion de medias por el método LSD. Para ello,
se utilizé el software Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville, MD, Estados Unidos).

RESULTADOS

Los correspondientes contenidos de nitrogeno expresado como proteina lactea de cada
fraccion analizada, se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores promedios y desviaciones estandar correspondientes al contenido de nitrdgeno
determinado por el método Kjeldahl.

Fraccion (F) N expresado como proteina lactea (%)
F1 6,72 £ 0,02°
F2 7,19 +0,12°
F3 6,09 + 0,00%
F4 6,23 + 0,29%
F5 6,30 + 0,05%

F1: WPC sin tratar; F2: control sin hidrolizar; F3: WPH sin tratar; F4: WPH centrifugado; F5: WPH centrifugado y
filtrado. *° Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Se puede apreciar que las soluciones de WPC (F1 y F2) fueron las que presentaron mayor
contenido proteico. EI menor contenido de proteina lactea de las fracciones de hidrolizados
podria deberse a una reaccién suave de desaminaciéon tanto de péptidos y aminoacidos
libres como de ciertas sustancias nitrogenadas no proteicas, producida por la hidrolisis junto
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al tratamiento térmico prolongado, trayendo como consecuencia una minima disminucion del
N%. Asimismo, se puede observar que las diferentes fracciones WPH (F3, F4 y F5)
presentaron un contenido similar de proteinas, donde las diferencias no resultaron
estadisticamente significativas (P>0,05). Esto indicaria que no existen diferencias en el
contenido proteico de las fracciones mencionadas en relacion al acondicionamiento de las
mismas, por lo que la aplicacion de ciertos tratamientos no afecto la calidad del hidrolizado.
En la Figura 1 se pueden observar los cromatogramas resultantes del andlisis del perfil
peptidico. En cuanto al analisis cromatografico de los hidrolizados se observé una muy
buena cantidad de picos entre los 20 y los 40 min de corrida, con una desaparicion casi
completa de la albumina sérica bovina (BSA, 53 min de corrida) y la B-Lactoglobulina (B-LG,
56 min). Por otra parte, no se observaron picos fuertemente hidrofobicos (tiempo > 40 min),
lo cual es sumamente alentador, puesto que se ha asociado la liberaciébn de grupos
hidréfobos durante la hidrélisis de proteinas con el desarrollo del amargor. Ademas, los
perfiles peptidicos de los extractos hidrolizados (F3, F4 y F5) resultaron ser muy similares
(con cromatogramas practicamente superpuestos, datos no mostrados), confirmando lo
observado en el ensayo de determinacién del contenido proteico. Finalmente, dada la
similitud observada en el contenido proteico y perfil peptidico de las diferentes fracciones
evaluadas, se decidié6 emplear s6lo dos fracciones representativas del extracto sin hidrolizar
(F2) y del hidrolizado (F5) para estudiar posteriormente la bioactividad de los mismos.
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Figura 1. Cromatogramas correspondientes a los extractos de WPC (F2), WPH (F3) y a los reactivos
estandares analizados (B-Lg y BSA).

La actividad antimicrobiana contra Escherichia coli DBFIQ Ec 9 (E.C), Bacillus cereus
DBFIQ B 28 (B.C), Listeria monocytogenes LM 4 (L.M) y Staphylococcus aureus subsp.
aureus Sa 1 (S.A), se evalué a 3 concentraciones de proteina (10-30-100 mg/ml), pH 6. Sélo
se observo actividad inhibitoria a la méaxima concentracion ensayada (100 mg/ml) tanto en
los extractos hidrolizados (F5) como en aquellos sin hidrolizar (F2) frente a todos los
microorganismos excepto E.C. Si bien las muestras control exhibieron actividad inhibitoria,
dichos valores evidenciaron ser mucho menores que las muestras de hidrolizados.

La actividad antihipertensiva se determiné a 3 niveles de pH (6, 7 y libre en agua) y a 3
concentraciones de proteina (10-30-100 mg/ml). El grado (%) de inhibicion de la ECA
observado para cada muestra se expresa en la Figura 2. Respecto al proceso de hidrodlisis,
se observo un fuerte efecto inhibitorio de los hidrolizados (F5), siendo mucho menor en los
controles (F2). Por otro lado, la concentracién tuvo una clara influencia en la inhibicion
observada, observandose en linea general que a mayor concentracion, mayor es el efecto
inhibitorio. En cuanto al pH, en las soluciones de WPH sdlo tuvo influencia significativa en la
menor concentracion, resultando mayor a pH 6 y 7. En los extractos control, el efecto del pH
fue diferente, no observandose una tendencia clara para las concentraciones ensayadas.
Finalmente, el estudio de la actividad antioxidante se realiz6 en las mismas condiciones
utilizadas que el de actividad antihipertensiva, a través de la metodologia de eliminacién de
radicales libres, y empleando Trolox (analogo de la Vitamina E) como antioxidante de
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referencia. En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos expresados como TEAC
(capacidad antioxidante equivalente al Trolox). Al igual que lo observado en el ensayo de
actividad antihipertensiva, se obtuvo una fuerte actividad antioxidante en los hidrolizados
(F5) en comparacién con el control sin hidrolizar (F2). Asimismo, la concentracion tuvo una
marcada influencia de modo que cuando esta aumentaba, también lo hacia la actividad
antioxidante. El pH Unicamente tuvo una preponderancia estadistica significativa a la mayor
concentracion analizada (100 mg/ml), siendo dicha actividad mayor a pH libre, seguido por
las muestras a pH 7, y por ultimo, el pH 6.
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Figura 2. Capacidad antihipertensiva de las Figura 3. Capacidad antioxidante de las
muestras en funcion del pH y la concentracion. muestras en funcion del pH y la concentracion.
CONCLUSIONES

En el presente estudio, los hidrolizados enziméticos obtenidos evidenciaron interesantes
capacidades antimicrobiana, antihipertensiva y antioxidante. Dicha bioactividad observada
confirma el potencial de las proteinas del lactosuero como fuente de péptidos bioactivos, y la
efectividad que presenta la hidrélisis enzimatica para la liberacion de los mismos en pos de
su incorporacion en formulados alimenticios.
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