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Introduccién

Durante mucho tiempo, el lactosuero bovino fue un residuo altamente contaminante y
de dificil eliminacién. A través de la hidrdlisis enzimatica de concentrado de proteinas
del lactosuero (WPC) se puede aprovechar este residuo y obtener aditivos
alimentarios que ademas de su aporte nutricional poseen propiedades espumantes
mejoradas respecto del sustrato original.

Objetivos
Analizar la capacidad espumante y la estabilidad de las espumas obtenidas de
hidrolizados de WPC utilizando dos serin endo proteasas, una de calidad analitica

(tripsina) y otra comercial de calidad alimentaria (AIc:aIase® 2,4 L FG).

Metodologia

Se utilizé6 WPC 80% para preparar soluciones al 5% (P/V) en buffer fosfato 50 mM, pH
8,0 (solucién madre)

Hidrdlisis con tripsina: Muestras de solucién madre se hidrolizaron con tripsina.
Relacion enzima / sustrato (E/S) igual a 1/150. Temperatura de incubacion 37 °C. La
hidrélisis se detuvo a los 30, 60, 120, 180 y 300 min por calentamiento de la solucién
respectiva a 80 °C durante 5 min y posterior enfriamiento a temperatura ambiente.

Hidrdlisis con Alcalase® 2,4 L FG: Muestras de solucion madre se hidrolizaron con
Alcalase. Relacién E/S igual a 1/280. Temperatura de incubacién 50 °C. La hidrdlisis
se detuvo a los 5, 10, 15, 30 y 60 min por calentamiento de la solucién respectiva a 90
° C durante 15 min y posterior enfriamiento a temperatura ambiente.

En ambas hidrdlisis las muestras fueron reservadas para analisis posteriores: Grado
de hidrdlisis (GH%), electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) y propiedades espumantes (PE).

GH%: Se determinaron los grupos a-amino libres mediante la lectura de absorbancia a
340 nm del cromdfero formado por la reaccidon del acido trinitrobencenosulfénico
(TNBS) con los grupos aminos primarios.

SDS-PAGE: La concentracion de los geles de apilamiento fue de 10% y la de los geles
de resolucién 15%. Las corridas se hicieron a voltaje constante de 125 V durante 90
min. Las imagenes digitalizadas de los geles tefiidos con Coomassie Brillant Blue,
fueron analizadas con software especifico para determinar los perfiles proteicos.

PE: Se utiliz6 el método de burbujeo para la obtencién de las espumas. 10 mL de cada
hidrolizado se diluyeron al 3 % (P/V) en buffer fosfato 20 mM, pH 7,0. La solucién
obtenida se dispenso en un cilindro de acrilico de 5 cm de diametro y 35 cm de altura
al que se adoso6 una regla graduada; en su base se adapté un vidrio sinterizado a
través del cual se insuflé aire a caudal constante igual a 8 mL/s hasta que la espuma
alcanz6 una altura de 25 cm. El tiempo que la espuma tardd en llegar al enrase
prefijado se tomé como parametro de capacidad espumante (CE) y el tiempo en el que
la espuma disminuy6 su altura a la mitad (t1,) como parametro de estabilidad.



Resultados

El andlisis de los geles electroforéticos mostré una disminucién, sostenida en el
tiempo, de las concentraciones de B-Lactoglobulina, a-lactoalbumina, compuestos de
pesos moleculares (PM) comprendidos entre 30 y 60 kDa y los de PM superiores a 60
kDa. Estos ultimos habian quedado retenidos en los respectivos geles de apilamiento
cuando se analizaron cortos tiempos de hidrdlisis (inferiores a 15 min hidrolizando con
Alcalase e inferiores a 60 min hidrolizando con tripsina). Los resultados mostraron una
mayor capacidad de hidrolisis usando Alcalase.

Con los datos de GH%, que se obtuvieron por triplicado, se logré un buen ajuste
(p<0,05) a hipérbolas de dos parametros, las que resultaron asintéticas a 21,7%
(hidrdlisis con tripsina) y 58,3% (hidrdlisis con Alcalase). EIl GH% alcanzado con
tripsina fue aproximadamente 14% para el maximo tiempo de hidrélisis ensayado (300
min) mientras que cuando se trabajé con Alcalase se obtuvo aproximadamente el 45%
para el maximo tiempo de hidrdlisis ensayado (60 min).

No se consiguieron variaciones estadisticamente significativas (p>0,05) en los datos
de capacidad espumante obtenidos de los ensayos realizados sobre los hidrolizados
con ambas enzimas.

Los datos de ty,» se obtuvieron por triplicado. Para todos los tiempos de hidrdlisis con
tripsina mostraron ser mayores que los de la muestra sin tratar (tp12 aproximado 300
s). La mayor estabilidad de las espumas, que triplicé la de la muestra sin tratar, se
alcanzé a los 120 min de hidrélisis, GH% aproximado de 11%. Para la hidrdlisis con
Alcalase, la estabilidad de las espumas permanecioé superior a la de la muestra sin
tratar hasta aproximadamente los 30 min de hidrdlisis, luego de lo cual las espumas se
tornaron menos estables que la muestra sin tratar. La mayor estabilidad de las
espumas se obtuvo con 15 min de hidrdlisis (GH% aproximados de 27%) y alcanz6 a
duplicar la estabilidad de las espumas de la muestra sin tratar.

Conclusiones

La enzima Alcalase® 2,4 L FG hidrolizé mas enérgicamente que la tripsina.

No se observaron variaciones en la CE para ningun tiempo de hidrélisis ni enzima
utilizada.

La ES se vio mejorada respecto de la muestra sin tratar, para todos los tiempos de
hidrolisis utilizando tripsina y hasta los 30 min en el caso de los hidrolizados con

Alcalase® 2.4 L FG.

A pesar de que las espumas formadas con hidrolizados de WPC utilizando Alcalase®
2,4 L FG fueron menos estables que sus homodlogas usando tripsina, la velocidad de

hidrolisis utilizando Alcalase® 2,4 L FG, su facil asequibilidad y menor costo hacen de
esta enzima una muy buena opcidén para la obtencién industrial de hidrolizados de
WPC con estabilidad espumante mejorada
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