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Resumen

Se obtuvieron hidrolizados enzimaticos a partir de concentrado de proteina de suero (WPH,
“Whey Protein Hydrolysate”), los cuales fueron purificados y caracterizados evaluando la
presencia de funciones bioldgicas y tecnoldgicas de interés. El perfil peptidico evaluado por
RP-HPLC, mostr6 una importante degradacion de las proteinas enteras a péptidos
pequefios. Respecto a las propiedades tecnofuncionales, se observé una destacable mejora
en la estabilidad térmica y en la solubilidad. Finalmente, los hidrolizados exhibieron
importantes funciones bioldgicas, siendo mas relevantes las actividades antihipertensiva y
antioxidante, y en menor medida la antimicrobiana. Dicha investigacion permitié obtener un
extracto hidrolizado con interesantes propiedades que podrian posibilitar la incorporacion
futura del mismo como ingrediente funcional en una matriz alimentaria.

Palabras clave: hidrolizados, suero lacteo, Alcalasa, péptidos bioactivos, propiedades

funcionales.

de

fabricaciéon de quesos es eliminado como

Introduccion volumen total leche utilizada en la

La industria lactea produce grandes

cantidades de suero como subproducto
derivado de la industria quesera, lo que
genera inconvenientes asociados al costo
de su acarreo y al poder contaminante del

mismo. Aproximadamente el 90% del

\%

Y\

Asociacién de Universidades

GRUPO MONTEVIDEO

=% NACIONAL DE CUYO

lactosuero, el cual retiene alrededor del
55% del total de los ingredientes de la
leche tales como lactosa, proteinas
solubles (no caseinicas), lipidos y sales

minerales (Parra Huertas, 2009).
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El procesamiento de las proteinas del
suero puede producir péptidos bioactivos
que pueden desencadenar efectos
fisiologicos en el cuerpo humano. Varios
péptidos con diversas funciones biologicas
han sido identificados en los hidrolizados
de de

informandose actividades de tipo opioide,

enzimaticos suero leche,
hipotensiva, antioxidante, antimicrobiana,
entre otras (Alvarado Carrasco y Guerra,
2010).

elevado valor bioldgico/nutricional (fuente

Estos aspectos, sumado a su

de energia, AAE, vitaminas y minerales) y
a su bajo costo de obtencién, lo convierten
en un producto con un excelente potencial
de uso como aditivo, ingrediente o
industria  alimenticia
(Abughoush y col., 2008).

La modificacibn de las proteinas de la

alimento en la

leche basada en la hidrdlisis enzimatica

constituye una herramienta potencial para

optimizar las propiedades
tecnofuncionales, biolégicas y
nutricionales de las mismas en los

productos alimenticios (de Castro y col.,
2015). La de
proteinas de libera péptidos

bioactivos, la mayoria de los cuales aln

hidrolisis  controlada

suero

no se han caracterizado en el mismo nivel
gue aquellos provenientes de las caseinas
(Madureira y col., 2010). Teniendo en
cuenta su posible utilidad desde la
perspectiva de la salud humana y la
tecnologia de los alimentos, el aumento
de

los esfuerzos de investigacion se
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centran en la obtenciébn de péptidos e
hidrolizados bioactivos derivados del

suero (Corréa y col., 2014). En la
actualidad, el principal reto en la
produccion de péptidos bioactivos

mediante hidrolisis enzimatica in vitro es
encontrar la enzima hidrolitica adecuada y
las condiciones fisicoquimicas que puedan
favorecer la bioactividad y su rendimiento
en la produccion (Madureira y col., 2010).

En este contexto, en el presente trabajo
se propuso obtener hidrolizados
enzimaticos a partir de concentrado de
proteinas de suero (WPC, “Whey Protein
de

endopeptidasa comercial de uso habitual

Concentrate” por accion una
en la industria alimenticia, para luego
caracterizarlos evaluando sus posibles

efectos y

biolégicos propiedades

funcionales.

Objetivos

- Obtener hidrolizados enzimaticos
de proteina de suero lacteo empleando la
comercial Alcalasa,

enzima bajo

condiciones establecidas
experimentalmente.
- Caracterizar los extractos de

hidrolizados obtenidos, estudiando

aquellas  propiedades fisicoquimicas,
bioactivas y tecnofuncionales que son de
relevancia, tanto desde un punto de vista

cientifico como tecnoldgico.
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Materiales y Métodos

Obtencién de los hidrolizados
enzimaticos
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).
de

preestablecidas de modo de lograr un

Las condiciones trabajo fueron
grado de hidrolisis del 13%, asegurando
minimizar los problemas de alergenicidad
asociados a las proteinas del lactosuero.
La reaccion de hidrdlisis se llevd a cabo
del

(Fenoglio, 2013), empleando un reactor

utilizando el método pH-stato
tipo Batch agitado con control de pH vy
temperatura. La misma comenz6 con el
agregado de la enzima sobre la solucion
de WPC que se encontraba en agitacion
en el reactor a 50°C y a un pH cercano a 9
alcanzando una relacibn E/S (v/v) de
1/1200. El pH se mantuvo constante a lo
largo de toda la reaccibn mediante la
adicion de NaOH 0,5 N, deteniéndose al
lograr el DH deseado a través de la
medida del volumen de base consumido.
muestras fueron

Inmediatamente, las

sometidas a 95°C por 5 min para lograr la

inactivacion térmica de la enzima.
Ademas, se realizaron los
correspondientes blancos de reaccion,

correspondientes a las soluciones de
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WPC sometidas a las mismas condiciones
del
(agitacion, temperatura, pH y tiempo),

operativas ensayo de hidrélisis

omitiendo la etapa de adicion de la enzima

y Su consecuente inactivacion térmica.

Acondicionamiento de los hidrolizados

Los hidrolizados obtenidos fueron

acondicionados para su  posterior
caracterizacion y evaluacion. Para ello, se
de

filtracion vy liofilizacion, de manera tal de

evaluaron etapas centrifugacion,
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
F3: WPH

posterior; F4: WPH centrifugado y; F5:

hidrolizar; sin tratamiento

WPH centrifugado v filtrado.

Caracterizacion de los hidrolizados
El de de

fracciones  obtenidas determino

contenido proteinas las
se
mediante el método de nitrégeno total de
Kjeldahl segun el equipo semiautomético
Blchi Labortechnik AG (1998). Para el
analisis del perfil peptidico se empled la
cromatografia liquida de alta eficiencia en
reversa (RP-HPLC),
descripta por Fenoglio y col. (2016). La
solubilidad,

capacidad espumante y la estabilidad de

fase metodologia

termoestabilidad, la la

la espuma, han sido las propiedadades

tecnofuncionales evaluadas. Para el

estudio de la estabilidad térmica se adapt6

el método descripto por Ceruti y col.
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(2014). El analisis de la solubilidad se
realiz6 mediante la metodologia descripta
por Horax y col. (2017) con algunas
modificaciones. Para la formacion de
espuma en el estudio de la capacidad
espumante y su estabilidad, se adapto la
metodologia de Foschiatti y col. (2009) y
se empled la ecuacion de Klompong y col.
(2007) para la cuantificacion de dichas
propiedades. ElI estudio de las
propiedades  bioactivas se  realizd
mediante la determinacién de la actividad
antimicrobiana, antihipertensiva y
antioxidante. La actividad antimicrobiana
se determind mediante el método de
difusién en agar (Tagg y Mc Given, 1971)
modificado por Cardoso y col. (2012). La
actividad antihipertensiva se evalué 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
determin6 mediante la metodologia
descripta por Re y col. (1999), basada en
la eliminacion de radicales libres ABTS™.

Cada wuno de los ensayos de
caracterizacion se aplicé a las fracciones
de hidrolizado (3, 4 y/lo 5 y a las
fracciones sin hidrolizar (1 y/o 2), a fin de
comparar la influencia del proceso de
hidrolisis sobre las propiedades de las
proteinas del lactosuero. En la Figura 1 se
detallan las metodologias de andlisis

realizadas a cada fraccion.

\nﬂ Asociacién de Universidades
% § GRUPO MONTEVIDEO

17, 18 y 19 de octubre de 2018
Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se uso
ANOVA, de manera tal de evaluar la
influencia de diferentes factores tales
como el proceso de hidrélisis, la
concentracion 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 realizé una
comparacion de medias por el método
LSD. Para ello, se utiliz6 el software
Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville,
MD, Estados Unidos).

SIN TRATAR (F1) SIN TRATAR (F3)

Solubilidad

=
: 3

—| Estabilidad Térmica |

—| Propiedad Espumante |

CENTRIFUGADO (F4)

CONTROL SIN
HIDROLIZAR (F2)

—| Solubilidad | —| Propiedad Espumante |

—| A. Antimicrobiana | CENTRIFUGADO Y
— - FILTRADO (F5)

A. Antihipertensiva
A. Antimicrobiana |

—]| Estabilidad Térmica |

A. Antioxidante

—| A. Antihipertensiva |
—| A. Antioxidante |

w

| Contenido Proteico |

| Periil Peptidico |

Figura 1. Ensayos de caracterizacion realizados a
cada una de las fracciones.

Resultados y Discusion

Los correspondientes contenidos de
nitrégeno y proteina lactea de cada
fraccion analizada, se muestran en la
Tabla 1. Se puede apreciar que las
soluciones de WPC (F1 y F2) fueron las

que presentaron mayor  contenido
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proteico. La diferencia en la cantidad de
proteinas podria deberse a una reaccion
suave de desaminacion tanto de péptidos
y aminoacidos libres como de ciertas
sustancias nitrogenadas no proteicas,
producida por la hidrélisis junto al
tratamiento térmico prolongado, trayendo
consecuencia una  minima
N% en los WPH en

relacion a las soluciones de WPC. Dentro

como

disminuciéon del

de las observaciones mas destacadas, se

puede apreciar que las diferentes
fracciones de hidrolizados enzimaticos
(F3, F4 y F5) presentaron un contenido
similar de proteinas, cuyas diferencias no
fueron estadisticamente  significativas
(P>0,05). Este resultado es interesante ya
gue nos estaria indicando que no existen
diferencias en el contenido proteico de las
fracciones mencionadas en relacion al

acondicionamiento de las mismas.

Tabla 1.
estandar

Valores promedios y desviaciones
correspondientes al contenido de

nitrégeno determinado por el método Kjeldahl.

N expresado

Fraccién N (%) como proteina
lactea (%)
F1 1,054 + 0,004 6,72 +0,02°
F2 1,127 £ 0,018 7,19 £0,12¢
F3 0,954 + 0,000 6,09 + 0,002
F4 0,977 + 0,046 6,23 + 0,292
F5 0,987 + 0,007 6,30 + 0,052

F1: WPC sin tratar; F2: control sin hidrolizar; F3:
WPH sin tratar; F4: WPH centrifugado; F5: WPH
centrifugado vy filtrado. 2°¢ Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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En la Figura 2 se pueden observar los
cromatogramas resultantes del andlisis del
perfil peptidico correspondientes al
control sin hidrolizar (F2) y al WPH sin
tratar (F3), como asi también al de los
estandares analizados de Albumina Sérica

Bovina (BSA) y B-lactoglobulina (B-LG).

——STDB-Lg
Control (F2)

—— STD BSA
—— Hidrolizado (F3)

Absorbancia
(unidades arbitrarias)

Tiempo (minutos)

Figura 2. Cromatogramas correspondientes a los
extractos de WPC (F2), WPH (F3) y a los reactivos
estandares analizados.

En cuanto al andlisis 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 BSA (53 min de
corrida) y la B-LG (56 min). Por otra parte,
no se observaron picos fuertemente
final de los

hidrofébicos  (zona

cromatogramas). Esto es sumamente
alentador, puesto que se ha asociado la
liberacion de grupos hidréfobos durante la
hidrdlisis de proteinas con el desarrollo del
amargor (Sah y col., 2016), lo cual afecta
negativamente la calidad del producto,
limitando su utilizacibon como aditivo.

Finalmente, los perfiles peptidicos de las
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fracciones de hidrolizados (F3, F4 y F5)
resultaron ser muy similares entre si con
cromatogramas practicamente

superpuestos (datos no mostrados),

confirmando a lo observado en el N%.

La estabilidad térmica evaluada

mediante el analisis visual de Ia
viscosidad y de la formacion de geles a
distintos tiempos luego del tratamiento
térmico, se determiné en el extracto de
WPC sin tratar (F1) y de WPH
centrifugado (F4), a 3 niveles de pH (6,5-
7-7,5) y a 3 concentraciones de proteinas
(6-7-8%). Las muestras de WPH en todas
las condiciones analizadas no presentaron
cambios luego del tratamiento térmico, no
registrandose la formacion de ningun tipo
de gel. Por el contrario, las soluciones de
WPC mostraron cambios significativos
(Tabla 2). El tratamiento térmico produjo la
formacion de gel en todas las soluciones
de WPC de pH 6,5, observandose dicho
efecto tanto a tiempo 0 como a las 24 h
(1440 min) en las soluciones al 7 y 8%
(m/v) de proteinas. Por otro lado, en la
solucion al 6% (m/v), la estructura de gel
se rompié parcialmente a las 24 h
posteriores al tratamiento  térmico,
mientras que las soluciones de WPC al
6% (m/v) de proteinas y de pH 7y 7,5
mantuvieron su consistencia fluida. Sin
embargo, al momento de fluir presentaban
una minima adhesion al tubo y mostraron
un anillo adherido al vidrio en la parte

superficial a las 24 h después del ensayo.
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Tabla 2. Estabilidad térmica de las soluciones de
WPC a diferentes pH y tiempos.

Tiempo (min)

H
P 15 | 30 | 45 | 60 | 75| 90 | 120 | 1440

65 | G G G|G|G|G|G Gl

65 | G G G|G|G|G|G Gl

7 |SC|SC|SC|sC|sC|SC|SC| SC

7 |SC|SC|SC|sC|sC|SC|SC| SC

75 | SC|SC|sC|sSC|sC|sC|SC| sC

75 | SC|SC|SC|SC|SC|SC|SC | sC

65 | G G G|G|G|G|G G

65| G G G|G|G|G]|G G

7 |SC|SC|SC|sC|sC|SC|SC| SC

7 |SC|SC|SC|sC|sC|SC|SC| SC

75 | SC|SC|SC|SC|SC|SC|SC | sC

Proteina (g/100 ml)
~

75 | SC|SC|SC|SC|SC|SC|SC | sC

65| G G G|G|G|G]|G G

65| G G G|G|G|G|G G

7 Gl | +V | +V [+V | +V | +V | +V | +V

7 Gl | +V | +V [+V |+V | +V | +V | +V

75 |SC|SC|SC|SC|SC|SC|SC | sC

75 | SC|SC|SC|SC|SC|SC|SC | sC

G: formacion de gel; Gl: formacion de gel inestable.
SC: sin cambio de viscosidad; +V: aumento de la
viscosidad de la solucion.

Lo mismo se observo en las muestras de
WPC al 7% (m/v) apH 7y 75, yen la
muestra al 8% (m/v) de proteinas pH 7,5;
siendo el efecto mas marcado a medida
gue la concentracion proteica aumento. La
solucion de WPC 8% (m/v) de proteinas
pH 7, presentd inicialmente (0 min) una
estructura de gel que se desarmé durante
la inclinacion del tubo al momento de la
observaciéon, quedando en forma liquida
pero de consistencia mas viscosa que la
muestra original sin ser tratada. Frente a
estas observaciones se puede concluir
que las soluciones de hidrolizados son
mucho méas estables al calor en
comparacion con las soluciones de WPC,
las cuales al ser sometidas al

calentamiento presentaron un importante

5 UNCUYO J g}\_

». UNIVERSIDAD
" NACIONAL DE CUYO

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXV1 JJI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

grado de desnaturalizacion térmica,

fundamentalmente a pH mas bajos.

La solubilidad de las muestras
analizadas (F2 y F3, 7% m/v de proteinas)
se determind a 3 niveles de pH (4-5-6). Se
pudo apreciar que tanto la hidrélisis como
el pH y la interaccion de ambos factores
tuvieron una influencia estadisticamente

significativa (Tabla 3).

Tabla 3. Valores promedios y desviaciones
estandar correspondientes al porcentaje (%) de
solubilidad proteica.

Y Control Hidrolizado

(F2) (F3)
Solubilidad 4 84,623 99,7+26°
proteica 5 62,9+05* 98,2+1,1°
(%) 6 820x0,1° 100,0+0,4°
at  Letras diferentes indican  diferencias

estadisticamente significativas (P<0,05).

En todos los valores de pH se observé

una muy alta solubiidad de los
hidrolizados, cercana al 100% vy
significativamente  mayor que  sus

correspondientes controles sin hidrolizar.
Asimismo, no se registraron diferencias
significativas debidas al pH en los valores
de solubilidad correspondientes a los
extractos hidrolizados. Respecto a los
controles sin hidrolizar, se observaron
diferencias significativas de la solubilidad
en funcién del pH, ya que los mismos
solubilidad

significativamente menor a pH 5 que a pH

presentaron una
4 y 6. Esta menor solubilidad, podria
deberse a la cercania al punto isoeléctrico

de las proteinas de suero, donde éstas
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pierden su carga eléctrica neta y con ello
la solubilidad. Por otra parte, la mayor
solubilidad mostrada por el WPH respecto
al WPC esta altamente correlacionada con
la reduccion en el peso molecular y un
aumento en el ndmero de unidades

polipeptidicas mas pequefias, mas
hidrofilas y mas solvatadas a través de la
hidrélisis enzimatica, lo que resulta en un
aumento en la densidad de la carga neta

expuesta (de Castro y col., 2015).

El estudio de la capacidad espumante y
estabilidad de la espuma de las
muestras (F1 y F4) se llevé a cabo a la
concentracion de proteinas de 7% m/vy a
pH 6. Tanto las proteinas del suero

hidrolizadas como sin hidrolizar,
presentaron similar capacidad espumante
(tiempo 0), no siendo las diferencias
estadisticamente significativas (P>0,05).
Por otra parte, en la Figura 3 se presentan
las curvas de estabilidad (expresadas
como un porcentaje del correspondiente
los 30 min

valor inicial) dentro de

posteriores a la formacion de la espuma.

m==\WPC (F1) === Hidrolizado (F4)

=
o
o

[ L J
80 B

B T
L | ] ]
L

Espumabilidad (%)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 3. Curvas de estabilidad de la espuma.
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Se puede apreciar que los hidrolizados

exhibieron fuerte caida de la
estabilidad

primeros 15 minutos (de 85% a 17,5%),

una

espumante  durante los
volviéndose mas gradual en los ultimos 15
min, y con diferencias que no fueron
estadisticamente significativas (P>0,05).
Asimismo, las muestras de WPC también
de

estabilidad de la espuma, sin embargo,

mostraron una  disminucién la
esta ocurri6 en una forma mas gradual
durante todo el tiempo evaluado. Al final
del

espumante del WPC fue del 70% mientras

ensayo (30 min), la capacidad

gque la del hidrolizado resultdé ser
aproximadamente 10 veces menor (7,5%).
Diversos autores (Panyam y Kilara, 1996;
2007)

hidrolisis enzimética de proteinas de suero

Sinha y col., indicaron que la
increment6 el volumen de espuma, a la
vez que disminuyd considerablemente la
estabilidad en comparacion con la
proteina intacta. Por otra parte, Severin y
Xia (2006), los WPH

obtenidos con Alcalasa, al 15% y al 20%

informaron que

DH, no formaron espuma en absoluto,
mientras que si lo hicieron aquellos con
10% y 5% DH, presentando este Ultimo un
mayor volumen que el del WPC intacto.
Sin embargo, hay algunos hallazgos
contradictorios sobre como el DH afecta la
funcionalidad. Una explicacién probable
es que, dado que el DH varia mucho con
la enzima y el sustrato, la relacion con las

propiedades funcionales también variard
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(Foegeding y col., 2002). En este sentido,
es muy importante determinar las
condiciones de hidrélisis de acuerdo a la
funcionalidad buscada. No obstante, la

diferencia observada entre los
hidrolizados y la proteina intacta ofrece
una interesante alternativa de uso de los
mismos en el caso de formulaciones
donde no se desea la generacion de
espuma como es el caso de la mayoria de

las bebidas.

antimicrobiana contra
DBFIQ Ec 9 (E.C),
Bacillus cereus DBFIQ B 28 (B.C), Listeria
LM 4 (LM vy

Staphylococcus aureus subsp. aureus Sa

La actividad

Escherichia coli

monocytogenes

1 (S.A), se determiné6 a los extractos
hidrolizar (F2) y WPH
y filtrado (F5) 3

concentraciones de proteina (10-30-100

control sin

centrifugado a
mg/ml), pH 6. Solo se observé actividad
inhibitoria a la maxima concentracion
ensayada (100 mg/ml) tanto en los
extractos hidolizados como en aquellos
sin hidrolizar. En la Figura 4 se muestran
a modo de ejemplo algunos halos
inhibitorios obtenidos. Los hidrolizados

presentaron  actividad antimicrobiana

frente a Bacillus cereus (pocillo 1;
didmetro del halo: 14 + 0 mm), Listeria
monocytogenes (no mostrado; diametro
del halo: 12 + 2,83 mm) y Staphylococcus
aureus subsp. aureus (pocillo 1; didmetro
del halo: 13,25 + 0,35 mm). Asimismo, las
actividad

muestras control exhibieron
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inhibitoria, aunque  dichos  valores
evidenciaron ser mucho menores que las
muestras de hidrolizados (pocillo 4;
diametro de halos: 8,5 + 0,71 mm, 8 mmy
10 £ 1,41 mm, para B.C, LM y S.A,
respectivamente). Los resultados
mostraron la presencia de determinantes
peptidicos con actividad inhibitoria del
crecimiento  hacia  bacterias  Gram
positivas, mientras que la cepa Gram
negativa ensayada, no resulté inhibida por
los extractos evaluados. Esto se explica
claramente por la diferencia estructural de
las membranas celulares, siendo los
organismos Gram positivos mas sensibles
a la accién de sustancias antimicrobianas
peptidicas que las bacterias Gram
negativas (Demers-Mathieu y col., 2013).

Adicionalmente, los extractos controles

mostraron accién inhibitoria, aunque
menor a la observada para los
hidrolizados, pudiéndose tratar de

compuestos no peptidicos con actividad

antimicrobiana presentes en el WPC.

Debido a estos resultados, puede
mencionarse que la accion de los
hidrolizados sobre las bacterias

ensayadas fue especifica y superior, en

comparacion a la de los controles
ensayados. Dichas propiedades
antimicrobianas  exhibidas  por las

proteinas de suero se han asociado

previamente con la Lactoferrina,

Lactoperoxidasa, Lisozima e

Inmunoglobulinas, como también a los
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péptidos antimicrobianos muy potentes
liberados mediante la hidroélisis enzimatica
de las proteinas de suero de diferentes
especies (Adbel-Hamid y col., 2016).

\ S. aureus subsp. aureus
Pacillo 1: hidrolizado (F5) - Pocillo 4: control (F2)

B. cereus

Figura 4. Halos de inhibicion del crecimiento,
observados en dos cepas Gram positivas.

La actividad antihipertensiva se

determind a los extractos control sin
hidrolizar (F2) y WPH centrifugado y
filtrado (F5), a 3 niveles de pH (6, 7 vy libre
en agua) y a 3 concentraciones de
proteina (10-30-100 mg/ml). Se observo
que el grado (%) de inhibicién de la ECA
resultd significativamente afectado por
todos los factores evaluados (hidrdlisis,
concentracion del extracto y pH del
medio). En la Figura 5 se expresan los
grados de inhibicion promedio. Respecto
al proceso de hidrélisis, se observé un
fuerte efecto inhibitorio de los hidrolizados,
mientras que las muestras sin hidrolizar
presentaron un efecto mucho menor. Por
otro lado, la concentracion resultdé tener
una clara influencia en la inhibicion
observada, ya que en general se observo
gue a mayor concentracion, mayor es el

efecto inhibitorio determinado. En cuanto
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al efecto del pH, en las soluciones de
hidrolizados sélo tuvo influencia
significativa en la menor concentracion (10
mg/ml), apreciandose a pH 6 y 7 un mayor
efecto inhibitorio que el observado para
los hidrolizados testeados a pH libre. En
los extractos de control sin hidrolizar, el
efecto del pH fue diferente, no
observandose una tendencia clara para

las 3 concentraciones ensayadas.

CONTROL (F2) = HIDROLIZADO (F5)
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

% Inhibicion ECA

O-
6|7|L|6|7|L|6|7]|L

10 mg/ml | 30 mg/ml | 100 mg/ml

Condiciones de pH y concentracion

Figura 5. Capacidad antihipertensiva de las
muestras en funcion del pH y la concentracion.

El estudio de la actividad antioxidante se
realizé a las mismas muestras Yy
condiciones utilizadas en el estudio de la
actividad antihipertensiva, a través de la
metodologia de eliminacién de radicales
libres, empleando Trolox (analogo de la
Vitamina E) como antioxidante de
referencia. En la Figura 6 se muestran los
resultados obtenidos expresados como
TEAC (capacidad antioxidante equivalente
al Trolox). Respecto al andlisis estadistico,
se observd que los valores de TEAC
resultaron significativamente afectados

por todas las variables estudiadas
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(hidrolisis, concentraciéon y pH del medio).
Asimismo, al evaluar las interacciones
entre las mismas, sOlo fueron
significativas la interaccién entre muestra-
concentracion y la interaccion

concentracion-pH.

CONTROL (F2) = HIDROLIZADO (F5)

30000
25000
20000
15000
10000

5000 -

TEAC (UM Trolox)

6|7|L|6|7|L|6|7]|L

10 mg/ml | 30 mg/ml | 100 mg/ml

Condiciones de pHy concentracién

Figura 6. Capacidad antioxidante de las muestras
en funcién del pH y la concentracion.

Al igual que lo observado en el ensayo de
actividad antihipertensiva, se obtuvo una
fuerte actividad antioxidante en los
hidrolizados en comparacion con el control
sin hidrolizar. Asimismo, la concentracion
tuvo una marcada influencia de modo que
a medida que esta aumentaba también lo
hizo la actividad antioxidante. Con
respecto al pH, Unicamente tuvo influencia
en la mayor concentracion ensayada (100
mg/ml), siendo mayor la actividad
antioxidante a pH libre, seguido de las
muestras a pH 7, y por Ultimo a pH 6. Para
poner en contexto los resultados
obtenidos, es necesario mencionar a
manera de ejemplo que los valores de
TEAC correspondientes a una solucion de

hidrolizado de 10 mg/ml resultaron
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equivalentes a los informados para 100 ml
de café o 1 litro de jugo de naranja, dos
reconocidas bebidas con alto poder
antioxidante (Pellegrini y col., 2003).

Conclusiones

La presente investigacion demostré que,
desde el punto de vista del contenido
proteico y del perfil peptidico, los procesos
de acondicionamiento no tuvieron una
influencia muy marcada, resultando ser
las fracciones de WPH muy similares
entre si. Asimismo, los cromatogramas
reflejaron claramente cémo la hidrélisis
liberacion de

enziméatica promovié la

péptidos de menor tamafo, mientras las

principales proteinas del WPC se
degradaron de manera muy notoria. El
analisis de las propiedades

tecnofuncionales, mostré que la hidrdlisis
enzimatica del WPC fue muy beneficiosa
puesto que mejoré significativamente
tanto la estabilidad térmica como también
solubilidad. En

propiedades de superficie, los hidrolizados

la cuanto a las

obtenidos mostraron interesantes
diferencias respecto de las proteinas
intactas al evaluar la formacién vy

estabilidad de la espuma. El estudio,
ademas, reveld la presencia de péptidos
bioactivos con importantes funciones
bioldgicas, siendo las mas relevantes las
actividades antihipertensiva y antioxidante

y, en menor medida, la antimicrobiana. La

bioactividad encontrada en los
c\nﬂ=’ Asociacién de Universidades Ej{
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hidrolizados confirma el potencial de las
proteinas del lactosuero como fuente de
péptidos bioactivos, y la efectividad que
presenta la hidrélisis enzimatica para la
liberaciéon de los mismos. Finalmente, los
obtenidos esta

hidrolizados en

investigacion presentaron interesantes
aptitudes tecnoldgicas y bioactivas, que
incentivan la evaluacion de una posible

aplicacion alimentaria en futuros estudios.
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