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INTRODUCCION

Las proteinas del lactosuero poseen un valor biolégico superior al de otras proteinas
(Sinha y col., 2007) por su contenido en leucina, triptéfano, lisina, y aminoacidos
azufrados. Muchas fracciones peptidicas de las proteinas del suero se consideran
antigénicas y capaces de inducir respuestas inmunes (Duan y col., 2014), siendo los
principales alérgenos la a-lactoalbumina y la -lactoglobulina, y en menor cantidad las
inmunoglobulinas y seroalbiminas. Los problemas de alergenicidad pueden reducirse
o eliminarse por hidrélisis de las diferentes fracciones proteicas (Fenoglio y col., 2011).
Ademas, al controlar las condiciones de reaccién durante la hidrélisis enzimatica de las
proteinas de la leche, se obtienen fracciones que presentan mejor solubilidad y
capacidad de emulsion, mejores propiedades espumantes, aumento de la poder de
gelificaciéon, reduccion del sabor amargo y aumento del contenido de péptidos
bioactivos (Smytha y FitzGerald, 1998). En sintesis, la modificacion de la estructura
nativa de las proteinas mediante hidrélisis enzimatica permite mejorar las propiedades
funcionales y nutricionales del alimento original sin alterar su valor nutritivo (Fenoglio,
2013). El objetivo del presente estudio fue estudiar los perfiles de los péptidos
obtenidos al hidrolizar un concentrado proteico de lactosuero y evaluar algunas de sus
caracteristicas funcionales y nutricionales.

METODOLOGIA
Preparacion de los hidrolizados

Los hidrolizados se obtuvieron colocando un volumen conocido (60ml) de solucién de
concentrado proteico de lactosuero (WPC80) al 7% (p/v) de proteina dentro de un
reactor tipo Batch con agitacion y control de pH y temperatura. La reaccion comenzé
con el agregado de 50ul enzima Alcalasa 2.4L (EC 3.4.21.62) de Bacillus licheniformis
(Novozymes). La reaccion se llevd a cabo a 50°C y el pH se mantuvo constante
mediante la adicion de NaOH 0,5N de manera manual por goteo desde una bureta,
midiendo el consumo de NaOH 0,5N cada minuto durante los primeros 10 minutos,
luego cada 2 minutos hasta los 30 minutos y por ultimo cada 5 minutos hasta finalizar
el tiempo de reaccion. Previo a la obtenciéon de hidrolizados, se realizaron experiencias
para obtener curvas que relacionen el grado de hidrdlisis (DH) en funcién del volumen
de NaOH 0,5N empleado para mantener constante el pH del medio de reaccién. El DH
se calcul6 a partir del consumo de hidroxido de sodio afadido para mantener
constante el pH durante la hidrdlisis (Fenoglio, 2013):

1 El presente trabajo es parte de una beca de iniciacion a la investigacion para estudiantes de carreras de
grado de la UNL (Cientibeca) bajo el titulo de “Estudio de las propiedades funcionales y nutricionales de
hidrolizados de proteina lactea para evaluar su uso en la formulacién de una bebida fortificada”. Director:
SIHUFE, Guillermo A. - Co-Director: MAMMARELLA, Enrique J.
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%DH = 100 x B x N x i X — X — Ecuacion 1

Mp Heotal

Donde B es el volumen de NaOH requerido para mantener constante el pH en
mililitros; Ny es la normalidad del NaOH; M, es la masa de proteinas en la muestra en
gramos; hwta €S €l nimero total de uniones peptidicas en el sustrato (para WPC higtal =
8,8); a es el grado de disociacion promedio de los grupos a-amino liberados en la
hidrdlisis. A su vez, el valor de o se calcul6 como:

1p(PH-FK) )
X = [T1opE—PE) Ecuacion 2

Siendo, pK:
pK =38+ 045 xXpH Ecuacion 3

Al finalizar cada experiencia, la enzima residual se inactivd térmicamente sumergiendo
la solucién en un bafio a 100 °C durante 3 minutos. Luego se almacenaron en freezer
a -20 °C hasta posteriores andlisis. Se obtuvieron hidrolizados con 3 grados de
hidrélisis (DH) diferentes (5, 8 y 11%) a 2 pH distintos (8 y 10). Las experiencias se
realizaron por duplicado. Ademas, se obtuvieron los blancos de reaccion en ensayos
donde no se agregé enzima.

Andlisis de los hidrolizados por RP-HPLC

Para el analisis cromatogréafico se utilizé una columna para cromatografia liquida en
fase reversa (RP-HPLC). Las corridas se llevaron a cabo a una temperatura de 30°C,
con un caudal de 1ml min, fijando la longitud de onda del detector en 214 nm. Para
las separaciones se utiliz6 como solvente A 0,1% TFA en agua y como solvente B
0,1% TFA en acetonitrilo, siguiendo el gradiente propuesto por Fenoglio y col., (2011).
El equipamiento utilizado para realizar el andlisis fue un sistema cromatogréfico
Waters (Waters Corporation, Estados Unidos).

Generacion de espumay estabilidad de la espuma obtenida

Se utilizé el método de batido para generar la espuma, utilizando un homogeneizador
de laboratorio Ultra-Turrax T25 (IKA Werke, Alemania). Para ello, una alicuota de 4 ml
de hidrolizado se coloc6 en un tubo graduado sumergido en un bafio de agua a
temperatura ambiente para evitar el calentamiento durante el batido. Los ensayos se
realizaron a 11.500 rpm durante 2 minutos. Luego de obtenida la espuma, el
homogenizador se retir6 cuidadosamente para minimizar la rotura de espuma e
inmediatamente se midié el volumen de liquido y el volumen total. Posteriormente, la
estabilidad de la espuma se determiné en forma visual mediante el seguimiento de la
evolucién del drenaje de liquido y el correspondiente colapso de las burbujas de la
fase espumosa durante 30 minutos, registrando los valores cada 5 minutos.

Capacidad antibacteriana

Con el fin de explorar la presencia de péptidos con actividad antimicrobiana en los
hidrolizados obtenidos, se llevaron a cabo algunos ensayos preliminares utilizando el
método de difusion en agar (Tagg y Mc Given, 1971). Para tal fin, 60 uL de cada
extracto previamente llevado a pH neutro se colocaron en orificios de 7 mm de
diametro presentes en placas con 15 ml de agar nutritivo inoculadas con el
microorganismo cuya sensibilidad se pretende determinar (concentracion final de 1-5 x
10° UFC/mL). Las placas se incubaron a 37°C durante 16-24 horas, procediendo luego
a medir el diametro de los halos de inhibiciébn. Para estas pruebas preliminares de
actividad inhibitoria se utilizaron las bacterias: Escherichia coli DBFIQ Ec 9, Bacillus
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cereus DBFIQ B 28, Bacillus subtilis DBFIQ BS 23, Listeria monocytogenes LM4. Las
mismas fueron obtenidas a partir de un cultivo stock a -80°C y resembradas en forma
sucesiva dos veces de manera de lograr cultivos axénicos en su fase exponencial de
desarrollo. Los resultados fueron expresados a través de la medida de los didmetros
de los halos de inhibicion (mm).

RESULTADOS

Del andlisis de las curvas de calibracion obtenidas, se observdé que a pH 10 la
reaccion ocurria a mayor velocidad de hidrolisis, probablemente relacionada con su
proximidad al pH éptimo de actividad de la enzima. En este sentido, con ambos pH de
trabajo resulté posible obtener DH de 5 y 8%, pero a un DH de 11% solo se llegd con
la corrida experimental a pH 10.

Los perfiles cromatogréaficos de los hidrolizados mostraron una importante presencia
de picos de caracter hidrofilico (aquellos menor tiempo de retencion), y se observo una
desaparicion en el pico correspondiente a las lactoglobulinas (entre los 50-60 min de
corrida) en todos los grados de hidrélisis de trabajo. Ademas, cabe destacar se no se
observaron picos fuertemente hidrofébicos (zona final de los cromatogramas), lo cual
es sumamente interesante para descartar la presencia de péptidos asociados al
desarrollo de sabor amargo los cuales podrian ejercer un impacto negativo sobre los
diferentes sistemas alimenticios en los cuales podrian ser incorporados. En la Figura 1
se observan algunos de los cromatogramas caracteristicos.
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Figura 1. Cromatogramas correspondientes a muestras de hidrolizados a pH 10. A: blanco; B:
DH5; C: DHS8; D: DH11.

Las curvas de estabilidad de la espuma obtenida (expresada como un porcentaje
del correspondiente valor inicial) presentaron un comportamiento similar para los
diferentes hidrolizados, observandose una fuerte caida en la estabilidad durante los
primeros minutos posteriores a la finalizacion del batido. Ademas, los volumenes de
espuma obtenidos para los hidrolizados fueron menores (o similares en el caso de las
muestras con DH = 11%) a los correspondientes a las muestras sin hidrolizar, lo cual
podria representar un aspecto a destacar a la hora de pensar en incorporar los
hidrolizados en matrices alimenticias bebibles. En la Figura 2 se observan curvas
tipicas de estabilidad de espuma.
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Figura 2. Promedio y desviaciones estandar de los valores de estabilidad de espuma obtenidos
durante 2 minutos de batido y a pH 10. A: blanco; B: DH5; C: DH8; D: DH11.

Finalmente, las pruebas de inhibicion de crecimiento bacteriano han mostrado
resultados dispares en funcion de la cepa testeada: por un lado, no se ha observado
inhibicién del crecimiento para las cepas de B. subtilis y B. cereus para las diferentes
muestras ensayadas, mientras que si se han observado halos de inhibicién para las
cepas de E. coli y L. monocytogenes. En el caso de E. coli, los diferentes extractos de
hidrolizados obtenidos tanto a pH 8 como a pH 10 han mostrado aptitud para inhibir su
crecimiento, registrdndose halos de inhibicion de hasta 18 mm. En el caso particular
de L. monocytogenes, se registraron halos de inhibicion de hasta 12 mm y solo en
aguellos extractos de hidrolizados obtenidos a pH 10 y para DH de 8 y 11%. Si bien
los resultados son muy alentadores, en estos momentos se estd diagramando una
nueva fase de este estudio que incorpore otras cepas potencialmente patdgenas no
utilizadas en las experiencias preliminares.

CONCLUSIONES

En el presente estudio, se evaluaron las caracteristicas de los perfiles peptidicos y de
de espumado, asi como también la presencia de actividad antibacteriana en extractos
provenientes de hidrolizados de WPC. Los resultados obtenidos son sumamente
alentadores a la hora de pensar en utilizar hidrolizados de proteina de suero lacteo
para formular nuevos alimentos o bebidas nutricionalmente enriquecidas.
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