UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas

Tesis para la obtencién del grado Académico de
DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

OBTENCION DE UN INGREDIENTE BIOACTIVO MEDIANTE
HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA PROTEINA TOTAL DEL
SUERO LACTEO: CARACTERIZACION FUNCIONAL Y
APLICACION ALIMENTARIA

Agustina Eberhardt

Director de Tesis: Dr. Guillermo A Sihufe
Co-Director de Tesis: Dr. Enrique ] Mammarella

Grupo de Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, Instituto de Desarrollo
Tecnolégico para la Industria Quimica (INTEC-UNL-CONICET)

-2025-



AGRADECIMIENTOS

El camino recorrido hasta la finalizacién de esta Tesis ha sido un desafio lleno de aprendizajes,
esfuerzo y acompafiamiento. Quiero expresar mi mas profundo agradecimiento a quienes, de una

u otra manera, han sido parte de este proceso:

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), por la beca

otorgada, que hizo posible la realizacion de este trabajo.

AlaUniversidad Nacional del Litoral (UNL), la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas,
y al Instituto de Desarrollo Tecnoldgico para la Industria Quimica (INTEC), por el espacio de

formacion y por brindarme los recursos necesarios para llevar adelante esta investigacion.

A mis directores de Tesis, por confiar en mi, por aceptar acompafiarme en este desafio

académico y por los conocimientos compartidos a lo largo de este proceso.

En especial, a Guille, por su acompafiamiento constante, su compromiso, su enorme paciencia y
su valiosa gufa en cada etapa del trabajo. Gracias por confiar en mi mas de lo que yo misma lo
hice, y por ver en mi el potencial que muchas veces no supe reconocer. Su dedicacién y cercania

fueron pilares fundamentales para la concreciéon de este trabajo.

Al Grupo de Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, por hacerme sentir parte desde el
primer dia. A cada uno de sus integrantes, por su generosidad, compafierismo y por compartir
sus conocimientos. En particular, a Richard, por haber acompafiado de cerca las distintas
instancias del proceso, junto a mis directores de Tesis; a Fer, por estar siempre presente,
colaborando y por hacerse cargo de las experiencias durante mi licencia por maternidad,
asumiendo esa tarea con generosidad y compromiso; y a Dani, Barbi y Nacho, por su aporte en

experiencias puntuales a lo largo de este trabajo.

A Facundo, por su gran ayuda en las experiencias de analisis sensorial y por dedicar su tiempo

de manera desinteresada.

A Yanina y Mariana, por su colaboraciéon en las determinaciones de citotoxicidad y

citoproteccion.

A mis companeras: Nadia, Jesi, Bren, Flor y Emi, por hacer mas llevadero el dia a dia. Gracias
por los momentos compartidos, por las charlas, los consejos y la contencién en los momentos
dificiles. También a Robin, mi excompafero de oficina, por hacer mas alegres las mafianas

compartidas y por sus consejos.

A mi familia, por su acompafiamiento y apoyo incondicional a lo largo de todo este camino. En

especial, a mis padres, por su enorme ayuda y dedicacién en el cuidado de Mateo, que me



permitié contar con el tiempo y la tranquilidad necesarios para concluir esta Tesis. Gracias por

Su amor y por estar siempre.

A mis amigos, por estar siempre presentes, celebrando cada logro y sosteniéndome en los

momentos mas dificiles.

A mi comunidad de iglesia, por ser un espacio de fortaleza espiritual y de crecimiento personal,

donde siempre encontré contencién y aliento para seguir adelante.

A Rodri y Mateo, quienes son y seran siempre mi mayor fuente de inspiracién, motivacién, mi
sostén y mi mayor alegria. Gracias por la paciencia, el amor y la comprensién en cada etapa de

este proceso.

Mateo, esta Tesis también es para vos, con la esperanza de que te animes siempre a sofiar en

grande y a luchar por todo lo que desees.

A todos aquellos que, de una u otra manera, han formado parte de este camino, jgracias!



APORTES CIENTIFICOS-TECNOLOGICOS

Articulos publicados en revistas cientificas:

» Eberhardt, A., Lépez, E. C., Ceruti, R. ], Marino, F., Mammarella, E. ]., Manzo, R. M., & Sihufe,
G. A. (2019). Influence of the degree of hydrolysis on the bioactive properties of whey
protein hydrolysates using Alcalase®. International Journal of Dairy Technology, 72(4),573-
584. https://doi.org/10.1111/1471-0307.12606

» Eberhardt, A., Lopez, E. C., Marino, F., Mammarella, E. ]., Manzo, R. M., & Sihufe, G. A. (2021).
Whey protein hydrolysis with microbial proteases: determination of kinetic parameters
and bioactive properties for different reaction conditions. International Journal of Dairy

Technology, 74(3), 489-504. https://doi.org/10.1111/1471-0307.12795

» Lépez, E. C, Eberhardt, A., Marino, F.,, Mammarella, E. ], Sihufe, G. A., & Manzo, R. M. (2022).
Physicochemical characterisation of ACE-inhibitory and antioxidant peptides from
Alcalase® whey protein hydrolysates using fractionation strategies. International Journal of

Dairy Technology, 75(3), 538-552. https://doi.org/10.1111/1471-0307.12872

» Eberhardt, A., Niizawa, 1., Lépez, E., Rossi, Y., Montenegro, M., Mammarella, E., Manzo, R.,
& Sihufe, G. (2024). Production of whey protein ingredients with improved bioactivity
based on single and sequential enzymatic hydrolysis reactions. Systems Microbiology and

Biomanufacturing. https://doi.org/10.1007 /s43393-024-00318-z



iNDICE DE CONTENIDO

LISTA ABREVIATURAS Y SIMBOLOS........ovummrmersmessssesssesssessssssssssssssssssssssessssssssssssssssas
RESUMEN ....ciiiimmimmimsimsissississississsssssssss s s sss s ssssssssssssssssssssssssnsssssssssassssassnsnnsnsnss
2 2 L .

1. INTRODUGCCION......ceeeresecesessessessssessssessssessessssssessessessssessessessssessesessssessessessssesseasssssseaseass

1.1. La industria lactea en Argentina ... 15
1.2. El lactosuero: caracterizacion...... 16
1.3. Aprovechamiento del lactosuero 18
1.4. Las proteinas del lactosuero 19
1.4.1. Importancia de las proteinas del lactosuero 21
1.5. Hidrolisis de Proteinas ... sssssssssssssssss 24
1.5.1. Proceso de hidrdlisis enzimdtica 26
1.5.2. Proteasas: enzimas clave en la hidrdélisis de proteinas 28
1.6. Caracterizacion de hidrolizados de proteinas 30
1.7. Hidrolizados enzimaticos como ingredientes funcionales 31
2. OBJETIVOS DEL TRABAJO ...ccccistisemsnssmrsamsssssassssssasssssssssassssssassssssassasssssssssssssassssssassasssnssans 35
2.1. Objetivo general 35
2.2. Objetivos esSpecificos .......mmrnnscsnsenenns ..35
3. MATERIALES Y METODOS......cccosciimesmssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassass 37
3.1. OBTENCION DE HIDROLIZADOS DE PROTEINAS DE SUERO LACTEO w37
3.1.A. Protocolo general del proceso de hidroélisis enzimatica. 37
3.1.B. Experiencias preliminares ........ 40
3.1.C. Obtencion de los ingredientes funcionales.. 41
3.2. CARACTERIZACION DE LOS HIDROLIZADOS OBTENIDOS .. 42
3.2.A. Caracterizacion de los WPHs obtenidos en experiencias preliminares .43
3.2.A.1. Grado de hidrdlisis y cinética de hidrdélisis enzimdtica 43
3.2.A.2. Perfil peptidico 14
3.2.A.3. Indice de hidrofobicidad 45
3.2.A.4. Actividad antihipertensiva 46
3.2.A.5. Actividad antioxidante 49
3.2.B. Caracterizacion de los ingredientes funcionales.........ccummnmesmsseseans w51
3.2.B.1. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas 51
+*» Grado de hidrdlisis 51
%2 POEEIICIAL ZEEQ covvvvvrssvveressssessssssssssssesesssssesssssssssssssssssssssssssasasssssssasssssasssssssssssssessssssssssasssssssasssssssssssssssssssssssssssssassssssnasssssssasssssssnsess 51
+* Distribucion de tamaiio molecular 52
%2 EL@CLTOfOT SIS cvvvvurneeseeesuusesseesssusssessessssssssssessessssssssessessssssssssssssss s s45588s1114444588811114 4545888111444 58885000 52
* Perfil peptidico 54
+ Indice de hidrofobicidad 54



* Perfil de aminodcidos libres.

54

3.2.B.2. Determinacién de la composicion 57
< Contenido de ProteiNaS Y MUMEUAAU  .........cccerweorserseesiusssessesssssssessessissssssssssassssssessssssssssssssssssssssssssssmssssesssssssssssssessnses 57
+» Contenido de materia grasa 57
%2 CONEENIAO U@ CATDONO .oveoreveereserverseserarssssssissssessisssssssssessesssssssesssssssssssssssssssssssssss s ssess s s s8R0 058 58
%2 CONEENIAO A CALIONES covvvvrrserveressersossssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssssssssssssssssssssssssassssssasssssssasssssssnsess 58
3.2.B.3. Determinacién de las propiedades funcionales 59
<» Solubilidad 59
<» Estabilidad térmica 60
* Viscosidad 60
< Capacidad de absorcion de aceite 62
< Capacidad emulsionante 62
RS 000 Tod 1o (s Te =Xy L1702 T 1 L= OO 64
% PIOPICUAAU GOIIICANTE ....evvvveeeseeerieasesseessusssessessssssssessesssssssssssessessssssssessssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssesssssnessessessnses 64
3.2.B.4. Determinacion de las propiedades bioactivas 66
& CItOtOXICIAAA Y CILOPTOLECCION covvvvvvrrrreerevirssesserssisssessessssssssessessessssessessesssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssesssssnsssessssssssssessessnnes 66
+* Actividad antihipertensiva 67
< Actividad antioxidante 67
+* Actividad antimicrobiana 67
< Capacidad quelante de calcio 69
3.3. INCORPORACION DE LOS INGREDIENTES EN UNA MATRIZ ALIMENTARIA 71
3.3.A. Formulacion de postres IACteos.......cumnsesinssssesssssssmssssssssassssssssans w71
3.3.B. Anadlisis sensorial de las formulaciones de postres lacteos....... 73
3.3.B.1. Andlisis Sensorial Descriptivo Cuantitativo (QDA®) 73
3.3.B.2. Caracterizacién sensorial basada en consumidores 74
+*» Aceptabilidad (Overall Liking) 74
%2 INECTICION A COMPDT Qveerrevvveeeeseeesseasssseessssssssssessesssssessesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssss st sssssssssssssssssssssssssssssnssssessssssssssssssessnnes 75
3.3.C. Sinéresis de las formulaciones de postres lacteos .76
3.3.D. Propiedades bioactivas de las formulaciones de postres lacteos w76
3.4. ANALISIS ESTADISTICO ....ocuuuuuurrrrrrrssssssssssseeeeeeessssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssseee 76
4, RESULTADOS Y DISCUSION .....cuiiicrimsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssans 78
4.1. EXPERIENCIAS PRELIMINARES DE OBTENCION Y CARACTERIZACION DE WPHS........couoemneerssneernns 78
4.1.A. Obtencion de hidrolizados 78
4.1.B. Caracterizacion de hidrolizados 81
4.1.B.1. Grado de hidrélisis y cinética de hidrélisis enzimdtica 81
< Grado de hidrdlisis 81
< CiNEtiCA A RIATOIISIS @NZIMGLICH ... verrreerserrerrieissessessiuisssessesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssesssssnsessessessnses 88
4.1.B.2. Perfil peptidico 93
4.1.B.3. Indice de hidrofobicidad 96
4.1.B.4. Actividad antihipertensiva 99
4.1.B.5. Actividad antioxidante 103
4.2. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS INGREDIENTES FUNCIONALES 107
4.2.A. Obtencion de los ingredientes funcionales.. 107




4.2.B. Caracterizacion de los ingredientes funcionales...........cccueereiiurennee. .107
4.2.B.1. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas 107
%2 GUAAO (€ NIATOIISIS c.cvvvvurresreerseersesseesseassesseesssasssesseesssssssssesssssssssssesssssssssssessssssss ot 5sssssss 4588881455585 55555 107
+* Potencial zeta 109
% DiStribucion de tAMANO MOIECUIAT c.....ccuereeverseseressseisissssesissssessassssessasssssssssssssesssssssssssssssssssessasssssssssssessesassssssssssssanens 110
%2 EL@CLTOfOT SIS ovvvurneeeverseusnessseesseassssssssssessssssessssessssssessssssssssssssssssssss455582111444455888111 4584858821114 55 8881145558455 555 111
% Perfil peptidico 112
% INAiCE A@ NIATOfODICIAAT....vvveorvvesssreessssessssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 113
+* Perfil de aminodcidos libres. 115
4.2.B.2. Determinacién de la composicion 118
+» Contenido de materia grasa, proteinas y humedad 118
< Contenido de carbono 119
O 00 L1 e (o0 L= ols T (o) 1 L= OO 119
4.2.B.3. Determinacion de las propiedades funcionales 120
Yo L7121 e i Lo S 120
%2 ESEADIIIAAA CETMNICA euonvvveorereosseriessssesisssessissssessassssesssssssssissssssssssssssssssssessssssssssssssessess s sssssssssssssssessassssssssssssssessssssssnsesssssnn 123
< Viscosidad 126
< Capacidad de absorcién de aceite 131
+* Capacidad emulsionante 133
%2 COPACTAAU @SPUIMANTE.......cvevveeresseerseassssssesssesssessessssssssssesssssssssssessssssssssssssssssss s ssssssss s essssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssns 135
«* Propiedad gelificante 140
4.2.B.4. Determinacion de las propiedades bioactivas 142
+» Citotoxicidad y citoproteccién 143
+» Actividad antihipertensiva 147
%2 ACEIVIAAA ANEIOXIAANTE. ..ccvvvverresseeereeseesseessiassesseesssisssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnsssssssssssssssssssssssnsessssssssns 149
<* Actividad antimicrobiana 153
% Capacidad QUEIANTE A CAICIO ...uueerueeerrerserersisseserissssesissesesisssessassssessassssssssssssesesssssessssssssssssssessasssssssssessssessesssssssessssans 158
4.3. INCORPORACION DE LOS INGREDIENTES EN UNA MATRIZ ALIMENTARIA 163
4.3.A. Analisis sensorial de las formulaciones de postres lacteos....... 164
4.3.A.1. Andlisis Sensorial Descriptivo Cuantitativo (QDA®) 165
4.3.A.2. Caracterizacion sensorial basada en consumidores 168
+* Aceptabilidad 168
<* Intencién de Compra .170
4.3.B. Sinéresis de formulaciones de postres lacteos 171
4.3.C. Propiedades bioactivas de formulaciones de postres lacteos........ 172
+*» Actividad antihipertensiva 172
«* Actividad antioxidante. 174
5. CONCLUSIONES ....oootitiicmstssissnssssssssssssssssssssssssss e sss s ss s ss s e s aasas e s sss s e sasas s nasassens 179
6. BIBLIOGRAFIA.......eeeereesssenssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssssss s s s sssssssssssssaass 182
< N 20, 0 1 202



LISTA ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Abreviatura Definicién

o-LA Alfa-lactoalbimina

B-LG Beta-lactoglobulina

AAH Actividad antihipertensiva

AAM Actividad antimicrobiana

AAO Actividad antioxidante

ABTS Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico
ABTS*+ Radical ABTS (ABTS en su forma oxidada)

ALC Alcalase® 2.4L, preparado enzimdtico comercial
BFS Buffer fosfato de sodio

BSA Albuimina de suero bovina

Ca-CC Capacidad quelante de calcio

Caco-2/TC7 Células de carcinoma intestinal humano

CE Capacidad emulsionante

CF Capacidad espumante

CSH Control de proteinas de suero sin hidrolizar

D Porcentaje de disminucion de color del radical ABTS®*+ a 734 nm
DCC Disefio compuesto central

DH Grado de hidrolisis

E.C Escherichia coli

E.F Enterococcus faecalis

ECA Enzima convertidora de angiotensina |

EE Estabilidad de la emulsién

FC Formulacién de postre lacteo utilizado como muestra control
FLA Flavourzyme® 500L, preparado enzimatico comercial
FWPC-80 Formulacién de postre lacteo que contiene WPC-80
FWPH-A Formulacion de postre lacteo que contiene WPH-A
FWPH-AF Formulacién de postre lacteo que contiene WPH-AF
HA Hidrofobicidad alta

HB Hidrofobicidad baja

HHL Hipuril-L-histidil-L-leucina

HM Hidrofobicidad media

IEC-18 Células de epitelio intestinal de ratas

LM Listeria monocytogenes




Abreviatura Definicion

MEN Menadiona

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

P.A Pseudomonas aeruginosa

PD Proteina desnaturalizada

QDA Analisis sensorial descriptivo cuantitativo

Relacién E/S ?E;::;i): (Ii)i(;;(;enr;tl:)lizl entre la cantidad de enzima empleada respecto del

RSM Método de superficie de respuesta

S Solubilidad

S.A Staphylococcus aureus subsp. aureus

TC Carbono total

TEAC Capacidad antioxidante equivalente de Trolox

TIC Carbono inorganico total

TOC Carbono organico total

Trolox Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

TT 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina

wP Proteinas del suero lacteo

WPC Concentrado de proteinas de suero lacteo

WPC-80 Concentrado de proteinas de suero lacteo con 80% (m/m) de proteina

WPH Hidrolizado de proteinas de suero lacteo

WPH-A Hidrolizado de proteinas de suero lacteo obtenido por hidrdlisis enzimatica
con Alcalase® 2.4L como ingrediente potencialmente funcional
Hidrolizado de proteinas de suero lacteo obtenido por hidrolisis mediante

WPH-AF combinacién enzimatica secuencial, primero con Alcalase® 2.4L y luego
con Flavourzyme® 500L, como ingrediente potencialmente funcional

WPHs ALC Hid.rolizfeldos de proteinas de suero lécte'o ob.tenido por hidroélisis
enzimatica con Alcalase® 2.4L en experiencias preliminares

WPHs FLA Hid.rolizgdos de proteinas de suero lacteo obte.nid(.) por hi.dr(_’)lisis
enzimatica con Flavourzyme® 500L en experiencias preliminares

WPI Aislado de proteinas de suero lacteo




RESUMEN

La industria lactea argentina es un pilar fundamental del sector agroindustrial, con la
produccién de quesos como principal destino de la leche procesada. Este proceso genera grandes
volumenes de lactosuero, un subproducto histéricamente considerado un residuo de alto impacto
ambiental debido a su elevada carga organica. Sin embargo, en las tltimas décadas, el lactosuero
ha sido revalorizado como una fuente de proteinas de alto valor biolégico con aplicaciones

crecientes en la industria alimentaria.

Las proteinas del lactosuero (WP) poseen un perfil nutricional destacado y presentan
propiedades funcionales y bioactivas de interés. En particular, los péptidos generados a partir de
su hidrolisis han demostrado, en numerosos estudios, que poseen actividades antioxidantes,
antihipertensivas, antimicrobianas e inmunomoduladoras, entre otras. La hidroélisis enzimatica
es la estrategia mas utilizada para la obtencién de estos péptidos y, segin estudios previos,
mejora ademas la digestibilidad y reduce la alergenicidad de las proteinas. Sin embargo, este
proceso enfrenta desafios en la seleccion de las preparaciones enzimaticas y las condiciones
fisicoquimicas que favorezcan la bioactividad, ademés de la necesidad de mitigar la aparicién de
algunas caracteristicas indeseadas como el desarrollo de sabor amargo asociado a péptidos

hidrofébicos y a la posible acumulacion de cenizas.

El aprovechamiento integral del lactosuero a través de la produccién de ingredientes
bioactivos representa una oportunidad estratégica para la industria lactea. Su valorizacion no
solo contribuye a minimizar el impacto ambiental, sino que también permite el desarrollo de
productos de mayor valor agregado, en linea con la creciente demanda de alimentos funcionales.
En este contexto, el presente trabajo se centra en la obtencién y caracterizacién de hidrolizados
proteicos a partir de concentrado de proteinas de suero lacteo (WPC-80), utilizando proteasas
comerciales con el objetivo de obtener ingredientes que puedan ser incorporados en matrices

alimentarias de consumo masivo.

Inicialmente, para evaluar la hidrélisis enzimatica del WPC-80, se emplearon Alcalase® (ALC)
y Flavourzyme® (FLA) por separado, analizando las condiciones del proceso en funcion de la
concentraciéon de sustrato, el pH y la relacién enzima/sustrato. A partir de los resultados
obtenidos, se seleccion6 la hidrolisis con ALC para la obtencién de un potencial ingrediente
funcional (WPH-A) y se disefi6 un proceso de hidrdlisis secuencial con ALC seguida de FLA para

generar un segundo ingrediente (WPH-AF).

En una segunda etapa, ambos ingredientes fueron caracterizados exhaustivamente para
determinar sus propiedades fisicoquimicas, composiciéon quimica, funcionalidad y bioactividad.

Los resultados indicaron que ambos tratamientos modificaron significativamente la estructura

10



de las proteinas del suero, reduciendo el punto isoeléctrico y promoviendo su degradacion, lo que
gener6d compuestos con hidrofobicidad baja a media en comparacién con el WPC-80. Desde el
punto de vista funcional, los hidrolizados mejoraron paradmetros tales como la solubilidad y la
estabilidad térmica, redujeron la viscosidad y aumentaron la capacidad de absorcion de aceite en
comparaciéon con el WPC-80. No obstante, la hidrdlisis enzimatica afectdé negativamente la
capacidad emulsionante y espumante, asi como la propiedad gelificante. En la comparacién de
ambos ingredientes, WPH-AF present6 una mayor absorcidn de aceite y una menor viscosidad

que WPH-A, reflejando el impacto del tipo de hidrélisis en la funcionalidad final del ingrediente.

En cuanto a las propiedades bioactivas, ambos hidrolizados fueron seguros (no citotéxicos) en
las condiciones ensayadas, y mostraron efecto citoprotector frente a estrés oxidativo inducido.
Ademas, evidenciaron una bioactividad superior a la del WPC-80, con mayores actividades
antihipertensiva, antioxidante y antimicrobiana, lo que confirma que la hidroélisis enzimatica
potencia la funcionalidad bioldgica del potencial ingrediente. Los compuestos responsables de la
bioactividad antihipertensiva y antioxidante se mantuvieron estables luego de efectuar
tratamientos térmicos, reforzando su posible aplicacién en la industria alimentaria. Asimismo,
ambos hidrolizados mostraron capacidad quelante de calcio, lo que sugiere su posible aplicacién

en productos destinados a la fortificacion mineral.

En la Ultima etapa del estudio, los hidrolizados fueron incorporados en postres lacteos para
evaluar su impacto en las propiedades sensoriales y bioactivas del producto final. Los ensayos
confirmaron que su inclusién incrementé significativamente las actividades antihipertensiva y
antioxidante (determinadas in vitro) de la matriz alimentaria. Entre las formulaciones, aquella
que contenia WPH-A se destacé por lograr un equilibrio entre bioactividad y aceptacién sensorial,
ademas de ser tecnoldgicamente mas sencilla, ya que su obtencién requiere una Unica etapa

enzimatica.

Los resultados obtenidos confirman que la hidrdlisis enzimatica del concentrado de proteinas
de suero permite la generaciéon de ingredientes con propiedades funcionales y bioactivas
mejoradas, con potencial aplicacion en el desarrollo de alimentos funcionales. La estabilidad de
la bioactividad en una matriz lactea y su impacto positivo en la aceptacidn sensorial respaldan la
factibilidad de empleo de estos ingredientes en la industria. Futuros estudios deberian centrarse
en evaluar su estabilidad frente a la digestion gastrointestinal in vitro y, eventualmente, validar
sus efectos mediante estudios in vivo, ademas de poner énfasis en algunas metodologias que
permitan evaluar un posible escalado del proceso. En este contexto, la presente investigacion
contribuye a la valorizacién del lactosuero como materia prima, promoviendo su transformacion
en productos de alto valor agregado y abriendo nuevas posibilidades en la industria de alimentos

funcionales y nutracéuticos.
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ABSTRACT

The dairy industry of Argentina is a fundamental pillar of the agroindustrial sector, with
cheese production being the main destination for processed milk. This process generates large
volumes of whey, a byproduct historically considered a waste with high environmental impact
due to its high organic load. However, in recent decades, whey has been revalued as a source of

proteins of high biological value with growing applications in the food industry.

Whey proteins (WP) have an outstanding nutritional profile and exhibit functional and
bioactive properties of interest. In particular, numerous studies have shown that the peptides
generated from their hydrolysis have antioxidant, antihypertensive, antimicrobial, and
immunomodulatory activities, among others. Enzymatic hydrolysis is the most used strategy to
obtain these peptides, and according to previous studies, it also improves digestibility and
reduces the allergenicity of proteins. However, this process faces challenges in the selection of
enzyme preparations and physicochemical conditions that improve bioactivity, as well as the
need to mitigate the appearance of undesirable characteristics such as the development of bitter

flavor associated with hydrophobic peptides and the potential accumulation of ash.

The comprehensive use of whey through the production of bioactive ingredients represents a
strategic opportunity for the dairy industry. Its valorization not only helps to minimize the
environmental impact but also allows the development of higher-value products, aligning with
the growing demand for functional foods. In this context, the present study focuses on the
obtaining and characterization of protein hydrolysates from whey protein concentrate (WPC-80),
using commercial proteases to obtain ingredients that can be incorporated into food matrices for

mass COI’lSleptiOl’l.

Initially, to evaluate the enzymatic hydrolysis of WPC-80, Alcalase® (ALC) and Flavourzyme®
(FLA) were used separately, analyzing the process conditions based on substrate concentration,
pH, and enzyme/substrate ratio. Based on the results obtained, hydrolysis with ALC was selected
for the production of a potential functional ingredient (WPH-A), and a sequential hydrolysis

process was designed using ALC followed by FLA to generate a second ingredient (WPH-AF).

In the second phase, both ingredients were thoroughly characterized to determine their
physicochemical properties, chemical composition, functionality, and bioactivity. The results
indicated that both treatments significantly modified the structure of whey proteins, reducing the
isoelectric point and promoting their degradation, generating compounds with low to medium
hydrophobicity compared to WPC-80. From a functional perspective, hydrolysates improved
parameters such as solubility and thermal stability, reduced viscosity, and increased oil

absorption capacity compared to WPC-80. However, enzymatic hydrolysis negatively affected the

12



emulsifying and foaming capacities, as well as the gelling properties. Comparing both ingredients,
WPH-AF exhibited higher oil absorption and lower viscosity than WPH-A, reflecting the impact of

the type of hydrolysis on the final functionality of the ingredient.

Regarding bioactive properties, both hydrolysates were safe (non-cytotoxic) under the
conditions tested and demonstrated a cytoprotective effect against induced oxidative stress.
Moreover, they exhibited superior bioactivity compared to WPC-80, with higher
antihypertensive, antioxidant, and antimicrobial activities, confirming that enzymatic hydrolysis
improves the biological functionality of the potential ingredient. The compounds responsible for
antihypertensive and antioxidant bioactivity remained stable after thermal treatments, which
reinforces their potential application in the food industry. Furthermore, both hydrolysates
exhibited calcium-chelating capacity, which suggests their potential application in products

intended for mineral fortification.

In the final phase of the study, the hydrolysates were incorporated into dairy desserts to
evaluate their impact on the sensory and bioactive properties of the final product. The tests
confirmed that their inclusion significantly increased the antihypertensive and antioxidant
activities (in vitro determination) of the food matrix. Among the formulations, the one containing
WPH-A stood out for achieving a balance between bioactivity and sensory acceptance, in addition

to being technologically simpler since its production requires only a single enzymatic step.

The results obtained confirm that the enzymatic hydrolysis of whey protein concentrate
allows the generation of ingredients with improved functional and bioactive properties, with
potential applications in the development of functional foods. The stability of bioactivity in a dairy
matrix and its positive impact on sensory acceptance support the feasibility of using these
ingredients in the industry. Future studies should focus on evaluating their stability against in
vitro gastrointestinal digestion and, eventually, validating their effects through in vivo studies, in
addition to emphasizing methodologies that allow scaling the process. In this context, the present
research contributes to the valorization of whey as a raw material, promoting its transformation
into products with high-added value and opening new possibilities in the industry of functional

and nutraceutical foods.
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1. INTRODUCCION
1.1. La industria lactea en Argentina

La industria lactea constituye uno de los sectores mas importantes de la economia, tanto a
nivel nacional como regional. La produccién primaria de leche se concentra en la region central
del pais, donde el 85% de las unidades productivas se localizan en las provincias de Santa Fe,
Coérdoba y Buenos Aires. En el afio 2022, Santa Fe lider6 en cantidad de tambos, concentrando el
35% de las unidades dedicadas a la produccidn primaria de leche (Bolsa de Comercio de Rosario,
2023).En 2023, la produccién total de leche en el pais alcanz6 los 11.325,6 millones de litros, con
Cordoba y Santa Fe como los principales productores, aportando el 35,6% y el 32,2%,

respectivamente (OCLA, 2023).

El principal destino de la produccién lechera en Argentina es la industria quesera. Segin datos
del Observatorio de la Cadena Lactea Argentina (OCLA), en 2023 se destind el 49,3% de la leche
a la elaboracién de quesos, mientras que el resto se utilizé para obtener leche en polvo (27%),
leches fluidas (17,3%) y otros productos lacteos (6,4%). Especificamente, el 7,7% se emple6 para
la elaboraciéon de quesos de pasta dura, el 21,8% para quesos de pasta semidura, el 17,8% para
los de pasta blanda y el 2% en quesos de pasta muy blanda (OCLA, 2023). La elaboracién de
quesos requiere grandes volimenes de leche y genera cantidades significativas de lactosuero. Se
estima que, para producir 1 kg de queso, se necesitan aproximadamente 10 litros de leche y, en
consecuencia, se generan hasta 9 litros de lactosuero (Zhao et al, 2022). Segin estas
proporciones y las estimaciones de 2023 del OCLA, en Argentina se producen alrededor de 13,8

millones de litros de lactosuero por dia.

Historicamente, el lactosuero era considerado uno de los principales contaminantes de la
industria lactea debido a su elevada carga organica y gran volumen (Brandelli et al., 2015). Con
valores de demanda bioquimica y quimica de oxigeno, DBO y DQO, entre 27 y 60 g 02/Ly 50y
102 g 0;/L, respectivamente, su vertido sin tratamiento representa un alto impacto ambiental,
generando una contaminacién equivalente a la de una poblacién de 1.250.000 habitantes por
cada 400.000 litros descartados (Teran et al, 2010; Yadav et al, 2015). Sin embargo, en las
ultimas décadas, la percepcion del lactosuero ha cambiado gracias a su notable revalorizacion.
Este cambio se debe a la creciente necesidad de reducir desechos industriales, maximizar
beneficios econémicos y recuperar las proteinas de alto valor biolégico que contiene (Talamoni
et al, 2023). De esta manera, la transformacién de este abundante subproducto lacteo no solo
ofrece una soluciéon ambiental, sino que también representa una oportunidad econdémica

mediante el desarrollo de productos de mayor valor agregado (Teran et al., 2010).

15



Introduccion

1.2. El lactosuero: caracterizacion

Segun el Codigo Alimentario Argentino, el suero, suero de lecheria o lactosuero, se define como
“el liquido obtenido de la elaboracién de quesos, ricota, manteca y/o caseina, que contiene
componentes de alto valor nutricional propios de la leche” (CAA, 2023). Este subproducto,
caracterizado por su color amarillo verdoso y aspecto turbio (Figura 1), corresponde a la fraccién
liquida de la leche que no precipita durante la coagulaciéon de la caseina en el proceso de
fabricacion de queso, obteniéndose tras la separacion del codgulo (Teran et al, 2010; Muset &
Castells, 2017). Aunque puede derivar de diferentes tipos de leche, la bovina es su fuente mas

comun (Yadav etal, 2015).

El lactosuero contiene alrededor de un 94% de agua y un 6% de soélidos totales, que incluyen
lactosa (4,5%), proteinas (0,8%), minerales (0,4%) y grasa (0,3%). Este subproducto conserva
aproximadamente el 50% de los so6lidos totales de la leche original, incluyendo el 25% de las
proteinas, el 7% de la grasa, el 95% de la lactosa y el 50% de los minerales (Motta-Correa &
Mosquera, 2015; Kilara & Vaghela, 2018). La Figura 2 ilustra su composiciéon aproximada,
destacando su riqueza en nutrientes y su gran potencial para el desarrollo de productos de alto
valor agregado. Esta composicién puede variar dependiendo de factores como la estacionalidad
de la leche, las practicas de manejo de los animales (alimentacién, sanidad y raza) y las
condiciones del proceso de elaboracién del queso. Entre estas condiciones se incluyen el tipo de
tratamiento térmico aplicado a la leche, el uso de cloruro de calcio, los cultivos bacterianos
empleados (mesofilos o termdfilos), el tipo de coagulacion (4cida, enzimdtica o mixta), el
coagulante utilizado (microbiano, pepsina/quimosina, quimosina, entre otros) y los aditivos

incorporados (Muset & Castells, 2017).

En funcién del método de fabricacion, se distinguen dos tipos principales de suero: suero dulce
y suero acido. El suero dulce, generado como subproducto de quesos duros, semiduros y algunos
quesos blandos, se obtiene mediante coagulacion enzimatica y presenta un pH entre 5,8y 6,6. Por
su parte, el suero acido, con un pH que varia entre 4 y 5,2, se produce mediante coagulacion
mixta o lactica, con o sin la adicién de acidos organicos o minerales. En este caso, la fermentacién
de la lactosa en acido lactico por cultivos bacterianos y el agregado de acidos reducen el pH, lo
que provoca la precipitacion de la caseina (Muset & Castells, 2017; Zhao et al., 2022). La principal
diferencia entre estos dos tipos de lactosuero radica en su contenido mineral, el valor de acidez y
las caracteristicas de las fracciones proteicas presentes (Yadav et al, 2015). El suero acido
presenta un mayor contenido mineral y acidez elevada, mientras que el dulce contiene una
cantidad significativa de glicomacropéptido (GMP) y concentra entre 4 y 10 veces mas

aminodcidos libres (Muset & Castells, 2017; Zhao et al., 2022). Cabe destacar que el suero dulce

16



Introduccion

es el tipo mas comuinmente producido en la industria lactea (Yadav et al., 2015). A continuacion,

se analizara el manejo del lactosuero desde una perspectiva global, nacional y regional.

Figura 1. Lactosuero generado durante la elaboracién de queso en la Escuela Técnico Profesional N° 298
“Don Miguel Manfredi” (Franck, Santa Fe).

LACTOSUERO
]
v v
AGUA SOLIDOS TOTALES
(935g/L) (65g/L)
]
v v v v
CARBOHIDRATOS MATERIA GRASA MINERALES PROTEINAS
Lactosa (47 g/L) || Triglicéridos (0,25 g/L) || Calcio (0,3 g/L) ||B-Lactoglobulinas (3,0g/L)
Diglicéridos (0,05 g/L) || Magnesio (0,1g/L) ||a-Lactoalbiimina (1,2¢g/L)
Acidos grasos (0,05 g/L) || Fésforo (0,7 g/L) || Albtimina de suero bovina (0,4 g/L)
Fosfolipidos (1,5g/L) ||/Potasio (1,5g/L) ||Inmunoglobulinas (0,7 g/L)
Cloruro (1,1 g/L) || Proteosa-peptonas (0,6 g/L)
Sodio (0,5 g/L) || Otras proteinas (0,3g/L)
v v v v

NITROGENO NO PROTEICO VITAMINAS ELEMENTOS TRAZA PROTEINAS MINORITARIAS

Urea (80 mg/L) B5 (4 mg/L) Zinc (1,5mg/L) Inmunoglobulina G (50 mg/L)

Aminodcidos (25 mg/L) B2 (1,5 mg/L) | |Hierro (0,6 mg/L) Lactoferrina (45 mg/L)

Colina (15mg/L) C (1,5mg/L) | |Todo (0,5mg/L) Lactoperoxidasa (25 mg/L)

Ac. Ordtico (12 mg/L) B6 (0,5 mg/L) | | Cobre (0,2mg/L) Lisozimas (2mg/L)

Figura 2. Composicién aproximada de lactosuero de queso Gouda. Figura modificada de Muset & Castells

(2017).
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1.3. Aprovechamiento del lactosuero

A pesar de su alto valor nutricional, el lactosuero presenta limitaciones para su uso directo
debido a su naturaleza perecedera y la elevada diluciéon de sus componentes. Para mejorar su
aprovechamiento, se han implementado diversas tecnologias que permiten su transformacién en
productos de valor agregado, convirtiéndolo en una variedad de ingredientes alimentarios. Entre
estas tecnologias, el calentamiento y secado, la 6smosis inversa y la desmineralizaciéon mediante
resinas de intercambio idénico o electrodialisis son métodos utilizados para concentrar y
desmineralizar el lactosuero. Ademas, las tecnologias de separacion por membrana, como
ultrafiltracién, microfiltracion y diafiltraciéon, se emplean para concentrar y aislar los
componentes proteicos del suero (Brandelli et al, 2015; Zhao et al., 2022). En particular, la
ultrafiltracion es ampliamente utilizada para la produccién de concentrados de proteinas de
suero (WPC) a partir de suero liquido. Este proceso permite retener y concentrar las proteinas y
la grasa residual, mientras elimina la lactosa, los minerales y el agua a través de la corriente de

permeado (Mestawet et al, 2024).

Entre las alternativas de valorizacion del lactosuero como ingrediente alimentario se incluyen
productos como suero en polvo no higroscépico (NHWP) y fat filled (FFWP), suero
desmineralizado en diferentes grados (D40, D90), concentrados de proteinas de suero (WPC-35,
WPC-60, WPC-80), permeado en polvo, lactosa de grado alimenticio, aislados de proteinas (WPI)
e hidrolizados de proteinas (WPH) (Talamoni et al., 2023). Algunos productos derivados del suero
y sus composiciones aproximadas se presentan en la Tabla 1. Cabe sefialar que, a medida que se
avanza en la cadena de valor, los rendimientos disminuyen, mientras que los costos, la
complejidad tecnolégica y el valor de los productos aumentan significativamente (Muset &

Castells, 2017).

Tabla 1. Composicién aproximada de productos derivados del lactosuero.

Producto Proteina Lactosa Grasa Ceniza  Humedad
(%) (%) (%) (%) (%)
Suero dulce en polvo 11,0-14,5 63,0-75,0 1,0-1,5 8,2-8,8 3,5-5,0
Suero acido en polvo 11,0-13,5 61,0-70,0 0,5-1,5 9,8-12,3 3,5-5,0
Suero en polvo desmineralizado 11,0-15,0 70,0-80,0 0,5-1,8 1,0-7,0 3,0-4,0
WPC-34 34,0-36,0 48,0-52,0 3,0-4,5 6,5-8,0 3,0-4,5
WPC-80 80,0-82,0  4,0-8,0 4,0-8,0 3,0-4,0 3,5-4,5
WPI 90,0-92,0  0,5-1,0 0,5-1,0 2,0-3,0 4,5

Tabla adaptada de Yadav et al. (2015).

18



Introduccion

En Argentina, la industrializacién del lactosuero comenz6 a desarrollarse hacia finales de la
década del 90 y principios del 2000. Entre las empresas pioneras se encuentran Arla Foods
Ingredients S.A., Lacteos La Cristina S.A., Remotti S.A., Mafralac S.R.L. y Milkaut. Actualmente,
aunque existen aproximadamente 700 industrias lacteas en el pais, solo unas 22 se dedican a la
elaboracién de ingredientes de suero en polvo, segin datos del Instituto Nacional de Tecnologia
Industrial (INTI) (Talamoni et al, 2023). Alrededor del 10% del lactosuero producido en el pais
se exporta en forma de productos en polvo. Del 90% restante, entre un 33-35% se emplea en la
obtencion de lactosa y derivados proteicos, un 4-5% se transforma en suero en polvo, y alrededor
del 60% se utiliza como alimento animal o es desechado como efluente (Secretaria de Ambiente
y Desarrollo Sustentable et al, 2019). En la provincia de Santa Fe, las aplicaciones del lactosuero
incluyen la elaboraciéon de productos lacteos como ricota, alimentacién de ganado bovino y
porcino, venta como materia prima a empresas procesadoras, tratamiento como efluente y

produccién de derivados de mayor valor agregado (Teran et al., 2010).

Las grandes industrias lacteas, gracias a su capacidad de inversion, estdn mejor posicionadas
para implementar tecnologias avanzadas de procesamiento y obtener productos de mayor valor
agregado. En contraste, las pequefias y medianas empresas queseras enfrentan limitaciones
econdmicas y tecnoldgicas, lo que las lleva a optar por soluciones de bajo costo, como el uso
agropecuario o el descarte como efluente (Muset & Castells, 2017). Aunque nuestro pais ha
avanzado en la valorizacién del lactosuero, atin es necesario seguir explorando nuevas estrategias
y tecnologias para maximizar su potencial (Teran et al., 2010). En este contexto, las proteinas del
lactosuero se presentan como un componente clave para su valorizacidn, gracias a sus destacadas

propiedades nutricionales, funcionales y bioactivas, las cuales seran descriptas a continuacion.

1.4. Las proteinas del lactosuero

La leche bovina contiene aproximadamente un 3% de proteinas, de las cuales el 80% son
caseinas y el 20% proteinas del suero. Estas dltimas permanecen en el sobrenadante tras la
precipitacion de las caseinas durante la fabricacién de queso (Krunic et al.,, 2018). Las proteinas
del lactosuero (WP) comprenden una mezcla de proteinas individuales con propiedades
especificas, entre las que se incluyen f-lactoglobulina (B-LG), a-lactoalbiimina (a-LA),
inmunoglobulinas (Ig), albumina sérica bovina (BSA), fraccién proteosa-peptona (PP),
glicomacropéptido (GMP), lactoferrina (Lf) y lactoperoxidasa (LPO). La Tabla 2 resume la

composicién y las propiedades fisicoquimicas de las proteinas mencionadas.
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Tabla 2. Composicion y propiedades fisicoquimicas de las principales proteinas del suero lacteo.

Proteina Concentracion (g/L) PM (kDa) pl WP (%) AA
B-LG 3,0-4,0 18,4 5,2 50-55 162
a-LA 1,5 14,2 4,7-5,1 20-25 123
Ig 0,6-0,9 150-1.000 5,5-8,3 10-15

BSA 0,3-0,6 69 4,7-4,9 5-10 582
Lf 0,05 78 8,0 1-2 700
LPO 0,006 89 9,6 0,5 612
GMP 1,2-1,5 8,6 4,0-4,8 10-15 102-169
PP 0,5 4-20 20-25 136

PM: peso molecular; pl: punto isoeléctrico, AA: residuos de aminoacidos. Tabla adaptada de Mehra et al.
(2021).

La B-lactoglobulina es la principal proteina del suero bovino, constituyendo entre el 50-55%
del total de las WP (Mehra et al, 2021). Es una proteina globular, soluble en agua, que
generalmente se presenta como dimero (36,9 kDa) en condiciones de pH de la leche y como
monémero a pH <3y >8 (Kilara & Vaghela, 2018). Se destaca por sus propiedades emulsionantes
y gelificantes; al calentarse, puede formar geles entre 70°Cy 75°C, y agregados entre 78°Cy 82°C
(Yadav et al,, 2015; Tsermoula et al., 2021). Nutricionalmente, es rica en leucina (aminoacido
clave para el anabolismo muscular), y cisteina, precursora del antioxidante intracelular glutation
(Krunic et al, 2018; Tsermoula et al, 2021). Ademas, su capacidad de unién a moléculas
hidrofébicas facilita la biodisponibilidad de vitaminas liposolubles y lipidos (Yadav et al., 2015).
Los fragmentos de 3-LG generados mediante hidrélisis han demostrado diversas bioactividades,

incluyendo actividad opioide, antihipertensiva, antimicrobiana, entre otras (Krunic et al., 2018).

La a-lactoalbumina constituye alrededor del 20-25% de las WP (Mehra et al,, 2021). Es una
metaloproteina que contiene dos iones de calcio, lo que favorece su correcto plegamiento y
estabilidad estructural (Yadav et al, 2015; Tsermoula et al, 2021). Se considera la mas
termoestable entre las WP debido a su capacidad de renaturalizacién tras la desnaturalizaciéon
térmica. Contiene un 63,2% de aminoacidos esenciales, especialmente lisina, cisteina y tript6fano,
este ultimo precursor de serotonina, asociada con la reduccion del estrés y la depresion
(Tsermoula et al, 2021; Mehra et al, 2021). Ademds, o«-LA exhibe propiedades

inmunomoduladoras, antibacterianas y antitumorales (Yadav et al.,, 2015).

Las inmunoglobulinas representan entre el 10-15% del total de las WP. Estas proteinas

globulares glicosiladas incluyen IgG, IgA e IgM, siendo las IgG las mas abundantes (85-90%)
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(Yadavetal, 2015; Tsermoula et al., 2021). Su funcién principal es aglutinar bacterias, neutralizar

toxinas e inactivar virus (Yadav et al, 2015).

La albumina sérica bovina constituye entre el 5-10% de las WP y proviene del suero
sanguineo (Kilara & Vaghela, 2018). Posee capacidad para unirse a iones metdlicos y acidos
grasos (Ci6y C18) (Mehraetal, 2021). Se desnaturaliza a 64°C, de manera similar ala a-LA (62°C),

pero precipita mas rapidamente debido a la naturaleza reversible de la a-LA (Yadav et al, 2015).

El glicomacropéptido (GMP), también conocido como caseinomacropéptido (CMP) en su
forma no glicosilada, se genera durante la coagulaciéon enzimatica de la leche por accién de la
quimosina sobre la k-caseina (Mehra et al, 2021). Es termoestable y forma parte de la fraccién
proteosa-peptona (Yadav et al, 2015). Carece de fenilalanina, haciéndolo adecuado para personas
con fenilcetonuria. Exhibe propiedades inmunomoduladoras, antinflamatorias y prebiéticas,

ademas de contribuir a la salud 6sea y oral (Krunic et al,, 2018; Mehra et al., 2021).

La fraccidon proteosa-peptona estd compuesta por proteinas que permanecen solubles en
condiciones acidas (pH 4,7) y de alta temperatura (95°C durante 20 min) (Yadav et al, 2015).
Entre sus componentes principales, la PP3, es una glicoproteina fosforilada con propiedades

emulsionantes y antimicrobianas (Kilara & Vaghela, 2018; Mehra et al., 2021).

La lactoferrina es una proteina minoritaria entre las WP, caracterizada por su
termoestabilidad y resistencia a los acidos (Yadav et al, 2015). Se destaca por su capacidad de
unién al hierro, contribuyendo a su disponibilidad. Posee propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, inmunomoduladoras y anticancerigenas. La hidroélisis de Lf genera lactoferricinas,
péptidos con mayor actividad bacteriostatica que la proteina nativa. Ademas, la lactoperoxidasa
es una enzima clave en el sistema inmune de los mamiferos, proporcionando protecciéon contra
microorganismos invasores. Esta proteina minoritaria es conocida por sus propiedades
antibacterianas (Tsermoula et al., 2021). Las caracteristicas Unicas de cada una de las proteinas
previamente mencionadas, destacan la importancia nutricional, funcional y bioactiva de las WP,

posicionandolas como ingredientes clave para aplicaciones alimentarias y nutracéuticos.

1.4.1. Importancia de las proteinas del lactosuero

Desde el punto de vista nutricional, las WP son una fuente rica en aminoacidos esenciales y
poseen un alto valor bioldgico gracias a su contenido de leucina, tript6fano, lisina y aminoacidos
azufrados. El perfil equilibrado de aminoacidos esenciales de las WP les confiere un valor
nutricional comparable al de las proteinas del huevo (Tabla 3), posicionandolas como una fuente

proteica de alta calidad (Parra Huertas, 2009). En comparacién con otras proteinas, las WP se
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destacan por su alto contenido de cisteina, un aminoacido clave que contribuye a aumentar los
niveles de glutation, antioxidante esencial y mediador de la funcién inmunolégica y hepatica.
Ademads, presentan altas concentraciones de aminoacidos de cadena ramificada (leucina,
isoleucina y valina), fundamentales para el mantenimiento de los tejidos y la nutricién muscular
(Boland, 2011; Singh & Geetanjali, 2016; Zhao et al., 2022). Segtin la puntuacién de aminodacidos
corregida por digestibilidad proteica (PDCAAS), con un valor maximo de 1, las WP tienen la mayor
calidad nutricional (Dullius et al., 2018). Su estructura compacta y esférica se disuelve facilmente
en condiciones acidas, formando pequefios agregados solubles durante la digestién gastrica que
permiten un rapido vaciamiento gastrico e hidrélisis intestinal (Zhao et al., 2022). Ademas, las
WP cuentan con el estatus GRAS (Generally Recognized as Safe) otorgado por la FDA (Food and

Drug Administration) para su uso en alimentos (de Castro et al, 2017).

Tabla 3. Composicién de aminoacidos esenciales (g/100 g de proteina).

Aminoacido Lactosuero Huevo
Treonina 6,2 49
Cisteina 1,0 2,8
Metionina 2,0 3,4
Valina 6,0 6,4
Leucina 9,5 8,5
Isoleucina 59 5,2
Fenilalanina 3,6 5,2
Lisina 9,0 6,2
Histidina 1,8 2,6
Tript6fano 1,5 1,6

Tabla adaptada de Parra Huertas (2009).

Desde una perspectiva funcional, las WP se caracterizan por su alta solubilidad, capacidad
para formar geles, retener agua y estabilizar interfaces en espumas y emulsiones, atributos clave
para su uso en alimentos (Boland, 2011; Zhao et al.,, 2022). Por ejemplo, su capacidad gelificante
resulta particularmente util en productos carnicos, lacteos y de panaderia, donde contribuyen a
lograr la textura deseada (Bacenetti et al, 2018). El creciente interés en las WP debido a sus
destacadas propiedades nutricionales y funcionales, ha impulsado la investigacion en direccion a
ampliar su uso como ingrediente alimentario (Jeewanthi et al., 2015). Como resultado, las WP se

han incorporado en alimentos como helados, yogures, fideos y tortas con el objetivo de sustituir
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grasas, incrementar el contenido proteico y reemplazar parcialmente las harinas (Balivo et al,
2023). Derivados como WPC-80 y WPI se emplean para mejorar la calidad de horneado, optimizar
el rendimiento en quesos, estabilizar yogures y actuar como texturizantes en salsas y untables,
entre otras aplicaciones (Yadav et al, 2015). La funcionalidad de las WP puede potenciarse
mediante procesos quimicos, fisicos y enzimaticos. Entre estos, la hidrélisis enzimatica tiene gran
valor debido a su capacidad para mejorar tanto las propiedades funcionales como las bioactivas,
ampliando significativamente el potencial de las WP como ingredientes multifuncionales en la

industria alimentaria (Jeewanthi et al., 2015).

Desde un enfoque de las propiedades bioactivas, las WP son una fuente destacada de
péptidos bioactivos, definidos como fragmentos especificos de proteinas que ejercen efectos
positivos en diversas funciones o condiciones del cuerpo, pudiendo consecuentemente influir en
la salud (Mann et al, 2019). Estos péptidos han demostrado una amplia gama de actividades
biolégicas, incluyendo propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antihipertensivas,
antidiabéticas, inmunomoduladoras, anticancerigenas, opioides, hipocolesterolémicas y
capacidad quelante de cationes (Madureira et al., 2010; Brandelli et al., 2015; Patel, 2015; Zhao
etal,2015). Aunque permanecen inactivos en su estado proteico nativo, su bioactividad aumenta
significativamente al liberarse, exponiendo las regiones responsables de sus acciones bioldgicas
(de Castro et al, 2017; Mann et al,, 2019). Como se ilustra en la Figura 3, esta liberacién puede
lograrse mediante la hidrdlisis enzimatica en el tracto gastrointestinal, la fermentacién con
cultivos iniciadores proteoliticos o la protedlisis con enzimas derivadas de microorganismos o
plantas (Mann et al, 2019). Por ello, la hidrélisis enzimatica con proteasas comerciales se
presenta como una herramienta de gran valor para generar hidrolizados con alto potencial como
ingredientes en alimentos funcionales, cuya demanda estd en crecimiento debido a la mayor
consciencia de los consumidores sobre el impacto de la alimentacién en la salud y el bienestar

(Ozer & Kirmaci, 2010; Zhao et al., 2022).

No obstante, un desafio importante en la aplicacién alimentaria de las WP es su potencial
alergenicidad, particularmente asociada a a-LA y B-LG, que pueden inducir reacciones adversas
en consumidores predispuestos (Patel, 2015; Zhao et al.,, 2022). Afortunadamente, la hidrolisis
enzimatica ofrece una solucién eficaz al escindir los epitopos alergénicos y reducir
significativamente su alergenicidad (Zheng et al., 2008). Asi, la modificaciéon de las WP mediante
este proceso representa una estrategia integral para mejorar la funcionalidad, incrementar la
bioactividad y disminuir la alergenicidad, contribuyendo ademas al desarrollo de productos de
mayor valor agregado derivados del lactosuero. Por lo tanto, en los apartados siguientes, se

analizard la hidrolisis de las proteinas, con especial énfasis en el proceso de hidrélisis enzimatica.
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Figura 3. Generacion de péptidos bioactivos a partir de proteinas de suero. Figura modificada de Mann et
al. (2019).

1.5. Hidrdlisis de proteinas

La hidrdlisis de proteinas se refiere a la ruptura de los enlaces peptidicos, lo que resulta en la
formacion de péptidos mas pequefios y aminodcidos libres. Este proceso puede llevarse a cabo
mediante métodos quimicos o bioldgicos. Los métodos quimicos, que emplean 4cidos o bases, son
menos usados debido a sus efectos adversos sobre la calidad nutricional del producto final. Al
aplicarlos, pueden destruir L-aminoacidos, formar D-aminoacidos y generar compuestos téxicos
como lalisinoalanina (Vioque & Millan, 2005). Adicionalmente, la neutralizacion de acidos o bases

también resulta en la adicién de sales al producto final (Guadix et al., 2000).

Por otro lado, los métodos biolégicos utilizan proteasas, enzimas que rompen los enlaces
peptidicos, preferentemente bajo condiciones controladas de pH y temperatura (Vioque & Millan,
2005). La hidrélisis enzimatica es el método preferido debido a su alta selectividad, condiciones
suaves y capacidad para preservar la calidad nutricional del producto (Guadix et al., 2000). Las
enzimas actian de manera altamente especifica sobre los sustratos, reduciendo la formacién de
reacciones secundarias y subproductos no deseados (Chew et al, 2019). Ademas, las reacciones
enzimaticas se realizan bajo condiciones suaves de temperatura y pH, lo que disminuye los costos
operativos y minimiza la formacién de compuestos indeseables (Guadix et al., 2000; Chew et al.,
2019). A diferencia de la hidrdlisis alcalina, que destruye arginina y cisteina, o la hidrélisis &cida,
que elimina triptéfano y desamina serina y treonina, la hidroélisis enzimatica preserva el valor
nutricional del producto al evitar la degradacién de aminoacidos esenciales (Guadix et al., 2000).
Ademas, debido a su naturaleza proteica, las enzimas pueden inactivarse facilmente después de

la reacciéon mediante la aplicacién de calor o un cambio de pH (Chew et al., 2019).
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Durante la hidrélisis enzimdatica de proteinas, las proteasas actian sobre los enlaces
peptidicos, rompiéndolos y liberando los grupos amino y carboxilo, los cuales pueden estar
parcialmente ionizados, dependiendo del pH del proceso (Figura 4). Se estima que, a 25°C, los
valores de pK para los grupos -COOH y *H3N- en los polipéptidos se encuentran en los rangos de
3,1-3,6 y 7,5-7,8, respectivamente (Guadix et al., 2000). En condiciones acidas, los grupos amino
estan completamente protonados, mientras que los grupos carboxilo estan solo parcialmente
desprotonados. Esto provoca una captacion neta de protones por cada enlace peptidico roto, lo
que resulta en un incremento del pH. Por el contrario, a pH neutro o alcalino, la hidrdlisis conlleva
una disminucién del pH, dado que los grupos carboxilo estdn completamente desprotonados y los

grupos amino estan parcialmente protonados (Benitez et al., 2008).

Enlace peptidico
e
P—CO—NH—P +H,0 > P—COOH + P—NH,

Grupo Grupo

carboxilo amino
Medio acido Medio neutro o alcalino
P—COOH <> P—COO" + H* P—COOH — P—COO" + H*
P—NH, + H* - P—NHj* P—NH, + H* <> P—NH;*
Los H+ consumidos pueden titularse con HCI Los H+ liberados pueden titularse con NaOH

Figura 4. Representacion de la hidrélisis de proteinas y equilibrios de grupos amino y carboxilos
liberados en funcién del pH de reacciéon. Figura modificada de Mat et al. (2018).

Las reacciones enzimaticas deben realizarse a la temperatura y pH 6ptimos para aprovechar
al maximo la actividad proteolitica (Aluko, 2019). Por lo tanto, para minimizar las fluctuaciones
del pH y asegurar tasas éptimas de reaccién, se recomienda realizar el proceso en un sistema
tampén o utilizar el método pH-stat (Benitez et al, 2008). El método pH-stat ajusta el pH del
sistema en tiempo real mediante la adicidn controlada de un &cido o una base, dependiendo del
pH inicial, para compensar el consumo o la liberacion de protones (Mat et al., 2018). Esta adicion
usualmente tiene una mayor velocidad durante los primeros 30 min de reaccidén, cuando la tasa
de protedlisis es alta y se liberan (o consumen) grandes cantidades de H* en un corto periodo de
tiempo. A medida que avanza la hidrdlisis, las fluctuaciones del pH se vuelven menos frecuentes,
lo que permite tener intervalos mas largos antes de realizar un ajuste del pH (Aluko, 2019). Este

método es ampliamente utilizado para monitorear las reacciones de hidrolisis, ya que la velocidad
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de titulacién es proporcional a la velocidad de reaccidn, y la cantidad de acido o base afiadida
puede proporcionar una medida del grado de hidrélisis. Asi, el método pH-stat constituye una
herramienta simple, rapida, reproducible y no destructiva para investigar la cinética de la

hidroélisis enzimatica de proteinas (Mat et al., 2018).

1.5.1. Proceso de hidrdlisis enzimdtica

El proceso de hidrdlisis enzimatica se realiza comtinmente de forma discontinua, utilizando
recipientes de reaccién conocidos como reactores o digestores. Estos recipientes estan equipados
con sistemas de agitacién y mecanismos para mantener constantes tanto la temperatura como el
pH durante todo el proceso, dado que las proteasas requieren de condiciones 6ptimas para su
actividad (Mahmoud & Cordle, 2000). En la Figura 5 se muestra un esquema general de las etapas

del proceso de hidrélisis.

Preparacion del sustrato

4

Introduccién en el reactor

(

Ajuste de temperatura

(

Ajuste de pH

(

Adicion de la enzima

(

Incubaciéon

(

Inactivacion de la enzima

(

Acondicionamiento del hidrolizado

Figura 5. Etapas del proceso de hidroélisis con una sola enzima.

El sustrato proteico se prepara afiadiendo agua y ajustando posteriormente el pH al valor
deseado y a la temperatura de reaccidn. Alternativamente, se puede dispersar en un tampdn que
mantenga el pH requerido. El uso de soluciones reguladoras resulta beneficioso para mantener
un valor de pH estable durante la protedlisis, reduciendo la necesidad de ajustes constantes. Este

método es particularmente ttil cuando no es necesario estimar el grado de hidrdlisis mediante la
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cantidad de acido o base afiadida. Sin embargo, el uso de tampones puede ser menos efectivo para
determinar el cese de la protedlisis, ya que los cambios en el pH durante la reacciéon son minimos.
En contraste, el uso de agua permite el seguimiento del proceso de reacciéon mediante el método
pH-stat y facilita la determinacion del punto final de la hidrdlisis, dado que las fluctuaciones de

pH cesan cuando se completa la reaccidn enzimatica (Aluko, 2018).

El contenido proteico del sustrato empleado influye en la calidad del hidrolizado obtenido. Se
prefieren materiales proteicos de alta pureza, como concentrados y aislados, que resultan en
productos con niveles minimos de compuestos no peptidicos solubles (Aluko, 2019). Respecto a
la concentracién del sustrato empleada, la seleccién de la misma responde a consideraciones
tecnolodgicas y econémicas. Una alta concentracion puede resultar en una suspension viscosa con
material no disuelto, lo que limita la difusion efectiva de la enzima y genera ademas espuma
excesiva. Por otro lado, una concentracién demasiado baja puede llevar a un rendimiento
ineficiente. En la mayoria de los procesos de hidroélisis de proteinas, la concentraciéon del sustrato

varia entre 10% y 14% en base de proteinas (Mahmoud & Cordle, 2000).

La solucidn o suspensién acuosa del material proteico se introduce en el reactor y se ajusta a
las condiciones 6ptimas de temperatura y pH para la proteasa (Mahmoud & Cordle, 2000). Dado
que el pH de una solucidn esta relacionado con la temperatura, el sustrato debe ajustarse a la
temperatura 6ptima antes de ajustar el pH (Aluko, 2018). Luego, se afiade la enzima, dando inicio
a la hidrdlisis. La mezcla se mantiene bajo estas condiciones hasta alcanzar el grado deseado de
hidrélisis (Mahmoud & Cordle, 2000). Cuando se alcanza este punto, se procede a detener la
reaccion inactivando la enzima mediante un aumento de la temperatura, reduccién del pH, o una
combinacién de ambos métodos. La inactivacion térmica se logra llevando la mezcla de reaccion
a una temperatura que desnaturaliza la proteasa y detiene su actividad enzimatica, generalmente
por encima de 80°C durante 5 a 20 min. Esta inactivacion térmica puede realizarse con o sin ajuste
previo del pH (Aluko, 2018). Una vez finalizada la hidrolisis enzimatica, el producto obtenido
puede enfriarse a temperatura ambiente o con ayuda de un bafio maria inverso y luego liofilizarse

para obtener un hidrolizado proteico en polvo (Aluko, 2019).

La protedlisis con una sola enzima es la técnica mas comtinmente utilizada en la produccién
de hidrolizados de proteinas alimentarias (Aluko, 2018). Sin embargo, la hidrélisis de proteinas
también puede llevarse a cabo utilizando mas de una proteasa, ya sea de manera simultanea o
secuencial. En la hidrélisis simultinea, es esencial que las enzimas operen bajo condiciones
optimas similares para asegurar que cada proteasa funcione de manera efectiva dentro del céctel
enzimatico. Cuando las proteasas requieren condiciones dptimas diferentes, como la pepsina y la
pancreatina, se deben aplicar en una secuencia predefinida. Por ejemplo, se inicia la digestién con

pepsina a pH 2-3 durante un tiempo determinado; luego, se ajusta la mezcla a pH 7-8 y se afiade

27



Introduccion

pancreatina para continuar la digestion. El uso secuencial de pepsina y pancreatina (o tripsina)
se emplea usualmente en estudios in vitro de digestién gastrointestinal. La pepsina simula la
digestién en el estdmago, mientras que la pancreatina o tripsina simulan la digestién intestinal

(Aluko, 2019).

La combinacidn de proteasas con diferentes especificidades y mecanismos de accién puede ser
una herramienta valiosa para mejorar las propiedades funcionales y biologicas de los
hidrolizados de proteinas. Esta estrategia permite obtener péptidos de diferentes tamafios y la
exposicién de grupos hidrofilicos e hidrofébicos (Justus et al, 2019). En algunos casos, la
hidrélisis secuencial con dos proteasas se utiliza para lograr una ruptura mas completa de la

proteina, aprovechando la especificidad particular de las enzimas utilizadas (Chew et al., 2019).

1.5.2. Proteasas: enzimas clave en la hidrélisis de proteinas

Segun la Enzyme Commission (EC), las proteasas (también conocidas como peptidasas),
pertenecen al grupo 3 de las hidrolasas y al subgrupo 4, especializado en la hidrdlisis de enlaces
peptidicos (dos Santos Aguilar & Sato, 2018). Estas enzimas se pueden clasificar de diversas
maneras. Segun su origen, las proteasas pueden ser animales, vegetales o microbianas
(bacterianas o fangicas). En funcién del rango de pH en el que exhiben su actividad 6ptima, se
dividen en proteasas acidas, neutras o alcalinas (Mahmoud & Cordle, 2000). En cuanto a su modo
de accion catalitica, las proteasas se clasifican en endopeptidasas y exopeptidasas. Las
endopeptidasas actian en el interior de las cadenas polipeptidicas, mientras que las
exopeptidasas actian en los extremos de estas cadenas (Guadix et al, 2000). La naturaleza del
sitio catalitico de las proteasas difiere de acuerdo a los aminoacidos y otros ligandos involucrados
en la formacion del complejo enzima-sustrato, resultando en diferentes mecanismos de reaccion
(Benitez et al, 2008). Dentro de las exopeptidasas, se encuentran las carboxipeptidasas, que
escinden aminoacidos en el extremo C-terminal de las cadenas polipeptidicas, y las
aminopeptidasas, que lo hacen en el extremo N-terminal. Por otro lado, las endopeptidasas se
subdividen en serina (EC 3.4.21), cisteina (EC 3.4.22) y aspartato (EC 3.4.23) proteasas, segun el
aminoacido que participa en su accion catalitica. Ademdas, podemos mencionar a las
metaloproteasas (EC 3.4.24), cuya actividad es promovida por cationes metalicos, siendo el zinc

divalente el mas frecuente (Benitez et al., 2008; Chew et al., 2019).

Las proteasas tienen una amplia aplicacion, destacandose en las industrias farmacéutica, de
limpieza y alimentaria. Recientemente, han ganado atencidn en el area de nutracéuticos, donde
se utilizan para la liberacion de péptidos bioactivos (Tacias-Pascacio et al., 2020). En la industria

alimentaria, las primeras enzimas proteoliticas empleadas fueron las proteasas pancreaticas de
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origen animal. Sin embargo, las proteasas bacterianas y fungicas han adquirido una relevancia
creciente debido a la facilidad de manejo de estos microorganismosy a sus altos rendimientos de
produccién (Guadix et al, 2000; Vioque & Millan, 2005; Benitez et al., 2008). Las mismas se
comercializan principalmente en forma de preparaciones enzimaticas, ya sea como mezclas
liquidas o en pellets secos (Guadix et al, 2000; Benitez et al,, 2008; Chew et al, 2019). En la
actualidad, existe una amplia gama de enzimas seguras, consideradas de grado alimenticio
(Jeewanthi et al,, 2015). Alcalase®, Flavourzyme®, Neutrase® y Protamex® son ejemplos de
proteasas microbianas utilizadas en la obtencién de péptidos bioactivos. La selecciéon adecuada
de la enzima es crucial, ya que determina el tipo y la eficacia de los péptidos liberados del sustrato

proteico, influyendo en la actividad y calidad final de los hidrolizados (Aluko, 2019).

Alcalase® (ALC), es un preparado enzimatico comercial de origen bacteriano, producido a
partir de cepas de Bacillus licheniformis, compuesto por una combinacién de diversas proteasas
(Osman et al., 2016). Esta serina endopeptidasa, exhibe su maxima actividad en un rango de pH
alcalino (6-10) (Mahmoud & Cordle, 2000). Su baja selectividad y especificidad permiten que ALC
sea adecuada para una variedad de sustratos proteicos, pudiendo conseguir un alto grado de
hidroélisis, ya sea aplicada individualmente o en combinacién con otras proteasas (Tacias-
Pascacio et al., 2020). Al hidrolizar las regiones internas de las cadenas polipeptidicas, esta
enzima libera péptidos de bajo peso molecular (Justus et al., 2019). ALC se caracteriza por su bajo
costo y amplia disponibilidad comercial (Zheng et al, 2008). Ademas, se ha demostrado que es
altamente eficiente en la liberacién de péptidos bioactivos a partir de diversas fuentes proteicas,
lo que la convierte en una de las proteasas mas utilizadas en este campo (Tacias-Pascacio et al,,
2020). En particular, la hidrélisis de las WP con ALC puede reducir eficazmente la antigenicidad

asociada a a-LA y B-LG (Zheng et al., 2008).

Flavourzyme® (FLA) es una mezcla de endo- y exoproteasas flngicas derivadas de
Aspergillus oryzae (Chiang et al., 2018). Es un complejo de proteasas que, segin se ha reportado,
opera bajo condiciones neutras o ligeramente acidas (Chew et al, 2019). Consiste en una mezcla
de aminopeptidasas, dipeptidil peptidasas y endopeptidasas. Por su actividad exopeptidasa, FLA
se caracteriza por la producciéon de péptidos de alto peso molecular y mayor contenido de
aminoacidos libres (Justus et al, 2019). FLA se utiliza en la hidrdlisis de proteinas en diversas
aplicaciones industriales y de investigacion. Varios estudios han documentado el uso de FLA para
la hidrélisis de proteinas vegetales y animales, destacando su capacidad para generar péptidos
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina a partir de germen de maiz, proteinas de
lupino y plasma bovino, entre otros (Merz et al, 2015). Ademas, esta enzima se emplea para

reducir el sabor amargo de los hidrolizados, gracias a su actividad exoproteasa que actda en los
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extremos de los residuos de aminoacidos hidrofdbicos, estructuras quimicas habitualmente

asociadas al desarrollo del mismo (Chiang et al.,, 2018).

Los preparados enzimaticos FLA y ALC se han utilizado tanto de manera individual como en
combinacién para obtener hidrolizados a partir de diversas matrices proteicas, como hongos
comestibles, okara y garbanzos (Kimatu et al,, 2017; Justus et al., 2019; Xu et al., 2020). En cuanto
a la hidrolisis de proteinas de suero lacteo, ambas proteasas han sido ampliamente utilizadas por
separado para producir péptidos con propiedades antioxidantes (Dryakova et al.,, 2010; Peng et
al, 2010; Lin et al, 2012; Zhang et al., 2013; de Castro & Sato, 2014; Mann et al.,, 2015; da Rosa et
al, 2018) y antihipertensivas (da Costa et al,, 2007; Morais et al., 2014; Jeewanthi et al.,, 2017).
Sin embargo, son escasos los estudios que abordan la combinacién de estas enzimas en la
hidroélisis de WP, lo que destaca la importancia de profundizar las investigaciones en esta

direccion.

1.6. Caracterizacion de hidrolizados de proteinas

El grado de hidroélisis (DH), es una caracteristica clave de los hidrolizados proteicos, que
determina en gran medida sus propiedades bioactivas y funcionales y, por lo tanto, sus
aplicaciones potenciales. El DH se define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en
relacién a la proteina original (Vioque & Millan, 2005; Benitez et al., 2008). Este parametro es
fundamental para controlar el proceso de hidroélisis y se utiliza comunmente para comparar
diferentes hidrolizados proteicos (Mahmoud & Cordle, 2000). Un DH ma4s alto indica una mayor
degradacién de proteinas en péptidos o aminoacidos (Chew et al, 2019). El DH final de un
hidrolizado depende de varios factores, entre ellos la concentracidon del sustrato, la relacion
enzima/sustrato (E/S), la presencia de fendmenos inhibitorios, de autdlisis e inactivacion
enzimatica, el tiempo de incubacidn, y las condiciones fisicoquimicas como el pH y la temperatura.
Ademas, la naturaleza de la enzima utilizada tiene un papel crucial, ya que cada una de ellas posee
una actividad especifica y un tipo de accién particular, que determina el perfil de péptidos

producidos y, en consecuencia, sus propiedades (Vioque & Millan, 2005; Benitez et al., 2008).

Los cambios que ocurren durante la hidrélisis enzimatica afectan de manera significativa las
propiedades de los hidrolizados, entre los cuales se incluyen: (1) un incremento en los grupos
ionizables (NH3z*, COO-) lo cual conlleva a un incremento en la hidrofilicidad y en la carga neta; (2)
una reduccion en el tamafo molecular de las cadenas polipeptidicas, lo cual resulta en una
disminucién notable de la antigenicidad; y (3) una alteracién en la estructura molecular que
expone el interior hidrofébico previamente oculto al entorno acuoso (Mahmoud & Cordle, 2000).

Los cambios mencionados se reflejan en las caracteristicas de los hidrolizados obtenidos. Desde
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el punto de vista nutricional, la hidrélisis mejora la digestibilidad y reduce la alergenicidad
(Benitez et al., 2008). Ademas, los aminoacidos proporcionados por los hidrolizados son rapida y
completamente absorbidos a nivel digestivo en comparacién con la proteina intacta sin hidrolizar
(Parra Huertas, 2009). En cuanto a las propiedades funcionales, los hidrolizados suelen presentar
una alta solubilidad en un amplio rango de pH, lo cual es beneficioso en muchas aplicaciones
alimentarias y también influye en otras propiedades adicionales como la capacidad emulsionante
y espumante (Chen et al, 2012). Finalmente, la hidrdlisis facilita la liberacién de péptidos
bioactivos que, al encontrarse inactivos en la proteina intacta, incrementan el potencial bioactivo

del hidrolizado (Justus et al., 2019).

El tamafio de los péptidos obtenidos tiene una influencia muy marcada en las propiedades de
los hidrolizados. Generalmente, una hidrolisis proteica limitada (DH < 10%) produce hidrolizados
con mejores propiedades funcionales, mientras que una hidrolisis extensa puede tener efectos
negativos. Diversos estudios sugieren que existe un tamafio molecular o longitud de la cadena
optimos para que los péptidos proporcionen buenas propiedades funcionales (Chen et al,, 2012).
Sin embargo, en ciertos casos, una hidrélisis extensa (DH > 10%) es necesaria para obtener
péptidos bioactivos con aplicaciones médicas y dietéticas. No obstante, una hidrolisis excesiva
puede degradar estos péptidos, resultando en la pérdida de sus propiedades bioactivas. Este
fenémeno ha sido observado en estudios donde las actividades bioldgicas de los hidrolizados se

perdieron o disminuyeron sustancialmente al superar un nivel 6ptimo de DH (Agyei et al, 2016).

Dado que las propiedades de los hidrolizados enzimaticos estan influenciadas por multiples
factores relacionados con el proceso de hidrélisis, es esencial llevar a cabo una caracterizacién
exhaustiva de los mismos a fin de ser considerados como posibles ingredientes alimentarios. En
cuanto a la evaluacidn de las propiedades bioactivas, los estudios in vivo y los ensayos clinicos son
fundamentales para confirmar los efectos fisioldgicos de los péptidos obtenidos. No obstante, los
estudios in vitro, que se basan en mecanismos bioldgicos, representan una alternativa temprana
y sumamente Util para evaluar la funcionalidad de los hidrolizados, y en general, constituyen el
primer paso en el andlisis del potencial bioactivo de estos compuestos (Segura-Campos et al.,

2010).

1.7. Hidrolizados enzimaticos como ingredientes funcionales

Los hidrolizados de proteinas pueden considerarse ingredientes funcionales si demuestran
beneficios significativos para la salud mas alla de sus efectos nutricionales, contribuyendo a
mejorar una o mas funciones del organismo o a reducir el riesgo de enfermedades (Gonzalez-

Garcia et al, 2014). Mas aun, es crucial considerar tanto la matriz alimentaria en la que se
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incorporan como las condiciones de procesamiento, incluyendo el almacenamiento. Asi, los
péptidos bioactivos deben mantenerse estables en las matrices alimentarias para ejercer sus
efectos biologicos y deben resistir las condiciones de procesamiento y almacenamiento durante

su produccién (Ashaolu et al., 2023).

Los péptidos bioactivos son altamente reactivos debido a sus grupos nucleofilicos, lo que los
hace susceptibles a cambios estructurales e interacciones con la matriz alimentaria. Estas
interacciones pueden afectar su bioaccesibilidad y biodisponibilidad, asi como alterar sus
propiedades bioldgicas. Ademas, las interacciones entre los péptidos y la matriz pueden generar
nuevos compuestos, que podrian tener potencial bioactivo o incluso aportar caracteristicas
indeseables (Udenigwe & Fogliano, 2017). Aunque existen numerosos estudios de actividad
biolégica ya sea in vitro, en modelos animales y en humanos, hay escasa informacion sobre la
estabilidad y bioactividad de estos péptidos cuando se incorporan en matrices alimentarias, asi
como la influencia que poseen los efectos del procesamiento y el almacenamiento sobre la

bioactividad observada (Ashaolu et al., 2023).

El tratamiento térmico es un proceso comun en la industria alimentaria, destinado a reducir o
destruir la actividad microbiana y modificar la estructura de los alimentos mediante la reduccién
del contenido de agua. Este proceso puede inducir cambios conformacionales, como
desnaturalizaciéon o agregacion, dependiendo de la matriz alimentaria y las condiciones térmicas
aplicadas (temperatura y tiempo). Dichos cambios pueden destruir o modificar algunos
aminodacidos, ademdas de favorecer reacciones no enzimaticas entre componentes, e incluso
mejorar las interacciones moleculares que afectan la seguridad y biodisponibilidad de los
nutrientes de la matriz. El pH es otra variable importante a considerar en las matrices
alimentarias que contienen péptidos bioactivos, ya que influye en la carga neta de los mismos, las
interacciones moleculares, la estructura y la capacidad de inhibir las enzimas, afectando asi las
actividades bioldgicas (Ashaolu et al.,, 2023). En este contexto, resulta interesante evaluar como
afectan las propiedades de los hidrolizados la aplicaciéon de tratamientos térmicos y/o las

condiciones de pH del medio en el cual se encuentran (o se pretende que sean incorporados).

Una limitacion significativa en el uso de hidrolizados en alimentos funcionales es la posibilidad
que se desarrollen sabores desagradables. La hidrdlisis de proteinas puede liberar péptidos
asociados con la aparicion de sabor amargo segun la fuente de proteina, la especificidad de la
enzima, y la presencia y posicién de aminoacidos hidrofébicos en los péptidos del hidrolizado
(Benitez et al., 2008). Ademas, la adicién de NaOH durante el proceso de obtencién conduce a una
acumulacion de cenizas en los hidrolizados, lo que también contribuye a la formacion de sabores
desagradables (Hernandez-Ledesma et al., 2011). En particular, los hidrolizados de proteinas del

suero lacteo han sido asociados con el desarrollo de sabores no deseados como amargo, cocido,
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malteado, entre otros. Por lo tanto, minimizar o enmascarar estos sabores no deseados al
incorporar WPHs en productos alimentarios resulta de suma importancia ya que, de lo contrario,
podria disminuir la aceptaciéon del producto e incluso provocar su rechazo por parte de los
consumidores (Boland, 2011). En este sentido, una alternativa que ha demostrado ser eficaz para
reducir el amargor de los hidrolizados es el tratamiento con exopeptidasas, ya que facilita la
eliminacion de aminoacidos hidréfobos de los extremos de la cadena polipeptidica, lo que puede
mejorar el perfil sensorial del hidrolizado. Caracteristicas especialmente significativas de un
alimento, como lo son el sabor y la textura del mismo, juegan un papel fundamental en la
aceptacion continua de nuevos productos, independientemente de sus beneficios para la salud
(Cheung et al,, 2015). En funcion de ello, resulta de especial interés considerar y evaluar las
propiedades sensoriales de los productos para garantizar su posible aceptacién y éxito en el

mercado.

Por todo lo expuesto, el presente trabajo pretende obtener potenciales ingredientes
funcionales elaborados a partir del concentrado de proteinas de suero lacteo, un subproducto de
importancia para la industria lactea. Para ello, se empleara la hidrolisis enzimatica utilizando
proteasas comerciales, conocidas por su eficacia en la produccién de péptidos bioactivos.
Inicialmente, se evaluaran diferentes condiciones del proceso de hidrélisis y se seleccionaran las
mas convenientes para la obtencion de aquellos hidrolizados que muestren aptitudes para ser
estudiados en mayor profundidad y, eventualmente, ser considerados como potenciales
ingredientes funcionales. Seguidamente, el estudio se centrara en caracterizar estos ingredientes
desde el punto de vista de su composicién y diversas propiedades fisicoquimicas, funcionales y
bioactivas. Un aspecto clave del trabajo sera evaluar el potencial de combinar Alcalase® y
Flavourzyme® en la produccion de hidrolizados de proteinas de suero lacteo, analizando como
esta combinacién enzimatica influye en las propiedades del hidrolizado, particularmente en
términos de funcionalidad y bioactividad. Ademas, los ingredientes obtenidos se incorporaran en
una matriz alimentaria de base lactea, donde se evaluara su potencial bioactivo, el impacto sobre
el perfil sensorial y la aceptabilidad del producto formulado. El enfoque planteado para el
presente trabajo de Tesis busca afiadir valor al lactosuero y explorar las aplicaciones de los
hidrolizados en la industria alimentaria, particularmente en el ambito del disefio y la formulacion

de nuevos alimentos funcionales.
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2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

2.1. Objetivo general

Obtener un ingrediente bioactivo a partir de la hidroélisis parcial de concentrado de proteina
de suero lacteo (WPC 80), caracterizarlo desde el punto de vista fisicoquimico, tecnolégico y
funcional, y utilizarlo en la formulacién de matrices alimentarias que puedan ser consumidas por

amplios sectores de la poblacion.

2.2. Objetivos especificos

*¢ Obtener, a través del tratamiento de suspensiones de concentrados de proteinas de
lactosuero (WPC 80) con enzimas hidroliticas comerciales, derivados adecuados por

hidroélisis parcial de dichas proteinas.

+» 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.

¢ Incorporar el ingrediente obtenido a matrices alimentarias y estudiar aspectos de calidad
nutricional, propiedades fisicoquimicas y analisis sensorial, a fin de evaluar la viabilidad del
producto alimenticio considerando el posible escalado y/o transferencia tecnolégica del

proceso.
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3. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos empleados en el presente trabajo de Tesis se organizaron en torno

a tres ejes principales, directamente relacionados con los objetivos especificos planteados:

1. Obtencion de hidrolizados de proteinas de suero lacteo
2. Caracterizacion de los hidrolizados obtenidos

3. Incorporacion de los ingredientes en una matriz alimentaria

Ademas, se incluyé un cuarto apartado correspondiente al analisis estadistico de los datos

obtenidos. En las siguientes secciones, se describen en detalle cada uno de estos ejes.

3.1. OBTENCION DE HIDROLIZADOS DE PROTEINAS DE SUERO LACTEO
3.1.A. Protocolo general del proceso de hidroélisis enzimatica

El proceso de hidrolisis enzimatica se llevo a cabo en un reactor discontinuo de doble camisa,
conectado a un bafio termostatico con recirculacién externa y equipado con un agitador
magnético. La temperatura y el pH del proceso se controlaron mediante un pHmetro de mesada
HANNA® HI 2211 (HANNA Instruments, CABA, Argentina). La Figura 6 ilustra el equipamiento

empleado y su disposicién durante el procedimiento.

Como sustrato, se utilizé el concentrado de proteinas de suero lacteo (LACPRODAN 80, Arla
Foods Ingredients S.A., Portefia, Cérdoba, Argentina), compuesto por un 80% (m/m) de
proteinas (WPC-80). Los preparados enzimaticos comerciales de grado alimenticio Alcalase®
2.4L (ALC) y Flavourzyme® 500L (FLA) (Novozymes A/S, Bagsveerd, Dinamarca), se emplearon
como catalizadores tanto de manera individual como en combinacién. Previo a su uso, el WPC-80
se reconstituy6 en agua ultrapura bajo agitacién magnética continua hasta su completa disolucion

y se almacend a 4°C durante 24 h para garantizar la hidratacion total de las proteinas.

Un volumen definido de sustrato (60 o 300 mL) se transfiri6 al reactor, donde se calentd a
50°C bajo agitacion magnética continua. Una vez alcanzada la temperatura deseada, se ajusto el
pH utilizando NaOH 1 M, y se inicié la hidrélisis mediante la incorporacién de la enzima a la
mezcla de reaccién. Durante el proceso, se mantuvo la agitacién continua como también la
temperatura y el pH, este ultimo regulado mediante la adicién controlada de NaOH desde una
bureta, en forma de goteo manual. El volumen de NaOH anadido se registré a intervalos de
tiempo regulares para calcular el grado de hidrdlisis, de acuerdo con el método descrito en la
seccion 3.2.A.1. La hidroélisis enzimatica se detuvo llevando la mezcla a un bafio de agua a 80°C

durante 20 min para inactivar la enzima. Los hidrolizados de proteinas de suero (WPHs)
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obtenidos se enfriaron a temperatura ambiente, se almacenaron a -20°C y posteriormente se
liofilizaron utilizando un liofilizador de laboratorio Heto FD 2.5 (Heto Lab Equipment A/S,

Allergd, Dinamarca).

Q000 00 |

e

Figura 6. Equipamiento utilizado durante el proceso de hidrélisis enzimatica. (A) Experiencias
preliminares. (B) Obtencion de ingredientes funcionales. 1: pHmetro, 2: temporizador, 3: agitador
magnético, 4: reactor de doble camisa, 5: electrodo de pH con sonda de temperatura, 6: bureta de 25 mL
con NaOH, 7: bafio termostatico con recirculacién externa.

El protocolo general descrito se utiliz6 tanto en experiencias preliminares como en la
obtencion de los ingredientes funcionales finales. Las condiciones especificas del proceso de
hidroélisis empleadas en cada etapa experimental se resumen en la Figura 7 y se describen a
continuacion.
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ETAPAS GENERALES DEL PROCESO DE
HIDROLISIS

CONDICIONES ESPECIFICAS DEL PROCESO DE HIDROLISIS |

@ Preparacién del sustrato

@ Almacenamiento del sustrato

© Introduccién al reactor

@ Calentamiento

e Ajustede pH

0 Adicién de la enzima (inicio de la reaccién)

@ Incubacién

@ Inactivacién enzimatica (fin de la reaccién)

PRODUCTOS DE HIDROLISIS

Enfriamiento a temperatura ambiente, almacenamiento a -20°Cy liofilizacion

EXPERIENCIAS PRELIMINARES

WPHs ALC WPHs FLA

WPC-80 en agua ultrapuraal
1-2-4-6-8-10-12% (m/v) de proteinas
1

4°C-24h

Volumen de sustrato de 60 mL
1
50°C
]
pH:7-8-9
Alcalase®:1-2-3%
(m/m) de proteinas

180 min - 50°C
Titulacién: NaOH 0,5 N

Flavourzyme®: 4 - 5,5- 7%
(m/m) de proteinas
180 min - 50°C
Titulacién: NaOH 0,1 N

80°C- 20 min
Etapa: Etapa:
WPHALC 1% WPHFLA 1% pH 7-8-9_5,5%
WPH ALC 20 WPHFLA 2% pH 7-8-9_5,5%
WPH ALC WPHFLA 4% pH 7-8-9_5
WPH ALC 6% WPH FLA 6% pH 7-8-9_5,
WPH ALC 8% WPHFLA 8% pH 7-8-9.5,
WPHALC 10% WPH FLA 10% pH 7-8-9_5,59
WPHALC 12%pH7-8-9_2% | WPHFLA 12%pH7-8-9.5,5%
Etapa II: Etapall:

WPHALC 8% pH9_1%
WPHALC 8% pH9_2%

WPHFLA 8% pH 8_4%
WPHFLA 8% pH 8_5,5%

WPC-80 en agua ultrapuraal 8% (m/v) de proteinas

WPH ALC 8% pH9_3% WPH FLA 8% pH 8 7%

OBTENCION DE INGREDIENTES FUNCIONALES

WPH-A WPH-AF

1
4°C-24h
1

Volumen de sustrato de 300 mL
1

50°C
1

pH: 8,5

Alcalase®: 2% (m/m) de proteinas

1
60 min - 50°C
Titulaciéon: NaOH 1 N
1

80°C- 20 min

Se repiten: 9966@

HIDROLISIS ADICIONAL
con Flavourzyme® [5,5%
(m/m) de proteinas]
120 min - 50°C
Titulacién: NaOH 1 N

WPH-A

WPH-AF

Figura 7. Etapas generales y condiciones especificas del proceso de hidrdlisis enzimatica empleadas para la obtencién de WPHs.
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3.1.B. Experiencias preliminares

Se realizaron multiples reacciones de hidrolisis enzimatica con el objetivo de evaluar el efecto
de diferentes variables del proceso sobre las caracteristicas de los WPHs. Los preparados
enzimaticos ALC y FLA se utilizaron de manera individual, variando la concentracién de sustrato,

el pH de la reaccién y la relacion enzima/sustrato (E/S), segtin lo especificado en la Tabla 4.

En una primera etapa, se evalud la concentracion de sustrato en un rango de 1 a 12% (m/v)
de proteinas, utilizando tres niveles de pH: 7, 8 y 9. En estas condiciones, cada preparado
enzimatico se prob6 a unarelacion E/S fija de 2% (m/m) de proteinas para ALCy 5,5% (m/m) de
proteinas para FLA. En una segunda etapa, se establecié una concentracién de sustrato fija de
8% (m/v) de proteinas, ajustando el pH en 9 para ALC y 8 para FLA, y evaluando tres relaciones

E/S diferentes (Tabla 4).

Cada experimento se realizé por duplicado, utilizando un volumen de sustrato de 60 mL
(Figura 6.A). Las reacciones se llevaron a cabo a 50°C por 180 min. Durante el proceso, el pH se
mantuvo constante mediante la adicidn controlada de NaOH 0,5 M para las hidroélisis con ALC y
NaOH 0,1 M para las realizadas con FLA. Luego de la inactivaciéon enzimatica y el enfriamiento a
temperatura ambiente, los WPHs obtenidos se almacenaron a -20°C, y una alicuota de 10 mL de

cada muestra fue liofilizada para su posterior analisis.

Adicionalmente, se prepararon controles de proteinas de suero sin hidrolizar (CSH),
sometiendo el WPC-80 a las mismas condiciones operativas que los ensayos de hidrolisis
(agitacion continua, temperatura de 50°C y pH constante durante 180 min), pero omitiendo la

adiciéon de la enzima y el paso de inactivacion térmica.

Tabla 4. Variables de estudio en las experiencias preliminares del proceso de hidrélisis enzimatica.

Etapal Etapall
So[% (m/v) de proteinas] 1-2-4-6-8-10-12 8
pH de reaccién 7-8-9 ALC: 9,FLA: 8
Preparado enzimatico ALC o FLA
Relacion E/S [% (m/m) de proteinas] ALC: 2 ALC:1-2-3
FLA: 5,5 FLA:4-55-7
Tiempo de reaccién (min) 180
Temperatura (°C) 50
Molaridad de NaOH (M) ALC: 0,5-FLA: 0,1

Etapa I: Estudio de la concentracion de sustrato (So) y del pH de reaccion. Etapa II: Estudio de la relacién
E/S.
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3.1.C. Obtencidn de los ingredientes funcionales

A partir de los resultados obtenidos en las experiencias preliminares de hidroélisis enzimatica,
se seleccionaron las condiciones mas adecuadas para la producciéon de dos WPHs con aptitudes
particulares para ser considerados posibles ingredientes funcionales. Para facilitar su
identificacion a lo largo del manuscrito, estos hidrolizados seran mencionados como
“ingredientes funcionales” (en conjunto) o, de forma individual, como WPH-A y WPH-AF. Las

condiciones especificas de obtencién de estos ingredientes se presentan en la Tabla 5.

Como sustrato de partida de ambos WPHs, se emple6 WPC-80, reconstituido en agua
ultrapura a una concentracion proteica del 8% (m/v), ajustado a pH 8,5 tras ser calentado a 50°C.
El WPH-A se produjo mediante un tratamiento tnico con ALC, utilizando una relacién E/S de
2% (m/m) de proteinas y un tiempo de reaccién de 60 min. Por otro lado, el WPH-AF se obtuvo
mediante dos etapas secuenciales de hidroélisis. En la primera, se utilizé6 ALC bajo las mismas
condiciones que el WPH-A. Posteriormente, tras la inactivacién térmica de ALC y la restauracion
de las condiciones de temperatura y pH (50°C y pH 8,5), se llevé a cabo la segunda etapa,
afiadiendo FLA en una relacién E/S de 5,5% (m/m) de proteinas. Transcurridos 120 min
adicionales de reaccion, esta se dio por finalizada con la inactivacién de la enzima, tal como se

describe en el protocolo general.

Durante todas las reacciones enzimaticas, el pH se mantuvo en 8,5 mediante la adicién de
NaOH 1 M. El volumen de sustrato empleado para la obtencién de los ingredientes funcionales
fue de 300 mL (Figura 6.B). Inicialmente, se realizaron cinco réplicas de cada uno, las cuales se
agruparon en un Unico lote antes de la liofilizacién para su caracterizacién inicial
Posteriormente, antes del desarrollo de las formulaciones alimentarias, se elaboraron nueve

réplicas adicionales de cada ingrediente funcional.

Tabla 5. Condiciones del proceso de obtencidn de los ingredientes funcionales.

Ingrediente funcional WPH-A WPH-AF
So[% (m/v) de proteinas] 8

pH de reaccién 8,5

Preparado enzimatico ALC ALC seguida de FLA
Relacion E/S [% (m/m) de proteinas] 2 ALC: 2 - FLA: 5,5
Tiempo de reaccién (min) 60 ALC: 60 - FLA: 120
Temperatura (°C) 50

Molaridad de NaOH (M) 1

So: concentracién de sustrato.

41



Materiales y Métodos

3.2. CARACTERIZACION DE LOS HIDROLIZADOS OBTENIDOS

Los WPHs obtenidos fueron caracterizados en diferentes niveles de profundidad segin su
etapa de desarrollo. Aquellos derivados de las experiencias preliminares, se sometieron a una
caracterizaciéon mas acotada, enfocada en algunos pardmetros de particular importancia que
permitieran evaluar su viabilidad inicial y seleccionar las condiciones mas adecuadas para la
posterior obtencién de los ingredientes funcionales. En contraste, los WPHs seleccionados como
ingredientes funcionales (WPH-A y WPH-AF) fueron objeto de una caracterizacién mas
exhaustiva, que abarcé un andlisis integral de su composicién y propiedades fisicoquimicas,
funcionales y bioactivas. La Figura 8 esquematiza los ensayos realizados, resaltando las
diferencias en la profundidad de la caracterizacion entre ambos conjuntos de hidrolizados. En las

siguientes secciones, se describen en detalle cada una de estas determinaciones.

EXPERIENCIAS PRELIMINARES

P. FISICOQUIMICAS P. BIDACTIVAS
DH y cinéticade la A. Antihipertensiva
hidroélisis enzimatica A Antioxidante
Perfil peptidico
indice de
hidrofobicidad

INGREDIENTES FUNCIONALES

P. FISICOQUIMICAS COMPOSICION P. FUNCIONALES P. BIOACTIVAS
DH Proteinas Solubilidad Citotoxicidad
Potencial Z Humedad Estabilidad térmica Citoproteccion
Distribucion de Materia grasa Viscosidad A. Antihipertensiva
tamaiio molecular Carbono C. de absorcién de A. Antioxidante
Electroforesis Cationes aceite A. Antimicrobiana
Perfil peptidico C. Emulsionante Capacidad quelante de
indice de C. Espumante calcio
hidrofobicidad P. Gelificante
Perfil de AA libres

Figura 8. Ensayos de caracterizaciéon de los WPHs obtenidos en experiencias preliminares e ingredientes
funcionales. A.: actividad, C.: capacidad, P.: propiedad.
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3.2.A. Caracterizacion de los WPHs obtenidos en experiencias preliminares
3.2.A.1. Grado de hidrélisis y cinética de hidrdélisis enzimdtica

El grado de hidrdlisis (DH) alcanzado por los WPHs durante el proceso de hidrélisis enzimatica
se determind utilizando el método pH-stat (Adler-Nissen, 1986). Este método se fundamenta en
la cantidad de solucién de NaOH necesaria para mantener constante el pH durante la hidrélisis.
La ruptura del enlace peptidico genera un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo amino (-NH) en
los extremos C y N de los dos péptidos producidos, respectivamente. A pH neutro o basico, los
grupos carboxilos formados liberan un protén, que puede ser titulado con la solucién de NaOH.
Sin embargo, la mayoria de los grupos amino coproducidos también capturan un protén para
formar grupos amonio a pH neutro, contrarrestando asi la mayor parte de los protones liberados
por los grupos carboxilos (Mat et al., 2018). Por lo tanto, para estimar el porcentaje de enlaces
peptidicos escindidos, se considera no sélo el volumen de NaOH afiadido sino también el grado

de disociacion promedio de los grupos a-amino liberados, utilizando la Ecuacidn 1.

1 1 1
DH(%) = 100 X B X N, X — X — X
b a Mp htotal

(1)

donde B es el volumen (mL) de NaOH afiadido, Ny, es la normalidad de la solucién de NaOH, Mp es
la masa (g) de proteinas en la muestra, htai €s el nimero total de uniones peptidicas en el sustrato
(8,8 para WPC) y a. es el grado de disociacién promedio de los grupos a-amino liberados durante

la hidrdlisis, calculado mediante la Ecuacion 2.

10(PH-PK)

e 2
=1 ¥ 1000 (2)
donde el pK es el valor de disociacion promedio de los grupos a-amino liberados durante la

hidrélisis, obtenido mediante la Ecuacion 3.

pK = 3,8+ 0,45 X pH (3)

Por otra parte, el DH se empled para analizar la cinética de hidrolisis de los WPHs. A partir del
grafico de DH (%) respecto al tiempo (t, min), se determinaron los parametros cinéticos a y b
mediante regresion no lineal, utilizando la Ecuacion 4 propuesta por Wu et al. (2016). Este
modelo ha sido previamente utilizado en el estudio de la hidrdlisis enzimatica de diversas
proteinas tanto animales como vegetales (Gonzalez-Tello et al., 1994; Marquez & Vazquez, 1999;

Apar & Ozbek, 2008; Demirhan et al,, 2011).
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1
DH(%) = X In(1 + abt) (4)

Finalmente, se evalud el efecto de la concentracion de sustrato, el pH de reaccién y la relacion

E/S sobre el DH final y los parametros cinéticos ay b.

3.2.A.2. Perfil peptidico

El perfil peptidico de los WPHs se evalu6é mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en
fase reversa (RP-HPLC), siguiendo la metodologia descrita por Fenoglio et al. (2016) con
modificaciones. Las muestras, presentadas en disolucién segiin su obtencion inicial, fueron
tratadas mezclando 1 mL de cada una con 1 mL de urea 6 M. La mezcla se agit6 y se diluy6 hasta
alcanzar un volumen final de 10 mL. Posteriormente, se filtré 1 mL de esta solucion a través de
membranas de nylon de 0,22 pm de didmetro de poro (Alltech Associates Inc., Deerfield, IL,

EE.UU.), y el filtrado se transfiri6 a viales para su posterior inyeccion.

El andlisis se llevo a cabo utilizando un sistema cromatografico Waters (Waters Corporation,
Milford, MA, EE.UU.), que consta de una bomba binaria Waters 1525 Series, un inyector
automatico Waters 717 plus, un desgasificador en linea AF y un detector de absorbancia UV-VIS
dual Waters 2487 que se configur6 a una longitud de onda de 215 nm. La separacion
cromatografica se realizé mediante una columna analitica Cis (5 pm de tamafio de particula, 300
A de tamafio de poro, dimensiones: 4,6 mm x 250 mm), modelo Microsorb-MV 300-5 C18 (Varian
Inc., Palo Alto, CA, EE.UU.), termostatizada a 30°C. Se utiliz6 una elucién por gradiente empleando
acido trifluorocético al 0,1% (v/v) en agua como fase mévil Ay acido trifluorocético al 0,1% (v/v)
en acetonitrilo como fase mévil B. Para cada muestra tratada, se utilizé un volumen de 100 pL
para la inyeccidn en el sistema. Se mantuvo un caudal constante de fase mévil de 1 mL/min,

empleando el gradiente de elucién presentado en la Tabla 6.

Como reactivos estandares se emplearon BSA (Wiener lab., Rosario, Argentina), B-LG (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU.) y a-LA (Agropur Cooperative, Saint-Hubert, Longueuil,
Canadd). Para el control del equipo durante las corridas y el posterior procesamiento de los
resultados, se utilizé el software Waters Breeze System® (Waters Corporation, Milford, MA,

EE.UU.).
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Tabla 6. Gradiente de elucidn utilizado para la determinacion del perfil peptidico por RP-HPLC.

Tiempo (min) Fase movil A (%) Fase movil B (%)
0-5 100 0
5-50 100-50 0-50
50-55 50 50
55-60 70-30 50-70
60-65 30 70

Fase movil A: 4cido trifluorocético al 0,1% (v/v) en agua, Fase mévil B: acido trifluorocético al 0,1% (v/v)
en acetonitrilo.

3.2.A.3. Indice de hidrofobicidad

Los perfiles cromatograficos obtenidos por RP-HPLC, tal como se describié en la seccién
3.2.A.2,, se emplearon para determinar el indice de hidrofobicidad segin el método propuesto
por da Costa et al. (2007). Estos autores propusieron dividir el cromatograma en tres zonas en
funcion del gradiente de eluciéon de acetonitrilo (fase moévil B). Una primera region, de
hidrofobicidad baja (HB), abarc6 los péptidos recuperados entre un 30% y 35% (v/v) de
acetonitrilo; la segunda, de hidrofobicidad media (HM), involucré a los péptidos eluidos entre
35% y 40% (v/v) de acetonitrilo; y la tercera, de hidrofobicidad alta (HA), los péptidos y/o

proteinas eluidas con un porcentaje de acetonitrilo superior al 40% (v/v).

Inicialmente, se determinaron los tiempos limite para cada zona del cromatograma conforme
a las condiciones de elucion de la fase mévil B (Figura 9). La regién de HB abarcé desde los 32
hasta los 36,5 min, la de HM, desde los 36,5 hasta los 41 min, y la de HA, desde los 41 min hasta el
final del cromatograma. Posteriormente, se sumaron las areas integradas por cada zona y se

determiné el porcentaje de hidrofobicidad en relacion al area total del cromatograma.
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41 min, 40% acetonitrilo
36,5 min, 35% acetonitrilo
32 min, 309% acetonitrilo

Fase movil B (%)
w
~N
(62}

0,0 T T T T T
0,0 12,5 25,0 37,5 50,0 62,5 75,0

Tiempo (min)

Figura 9. Condiciones de elucién de la fase moévil B durante la corrida de RP-HPLC.

3.2.A.4. Actividad antihipertensiva

La actividad antihipertensiva (AAH) de los WPHs se determind in vitro mediante el ensayo de
inhibicién de la enzima convertidora de la angiotensina I (ECA). Esta enzima juega un papel
crucial en la hipertensidn arterial y se considera un factor de riesgo significativo de enfermedades
cardiacas y vasculares (Jeewanthi et al., 2017). En el cuerpo humano, la ECA aumenta la presién
arterial al convertir el péptido inactivo angiotensina [ en angiotensina II, un potente

vasoconstrictor, y al desactivar la bradiquinina, un agente vasodilatador (Morais et al., 2014).

Para el ensayo de inhibicidn de la ECA se utilizé el método descrito por Hayakari et al. (1978)
con modificaciones realizadas por Cian et al. (2011). El mismo se basa en la reaccién especifica
entre el acido hiptrico, liberado por la ECA en presencia del sustrato hipuril-L-histidil-L-leucina
(HHL), yla 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (TT). Esta reaccién produce un compuesto coloreado cuya
absorbancia se mide a 382 nm. Las etapas del ensayo se resumen en la Figura 10 y se describen
a continuacidn. Inicialmente, se extrajo la ECA a partir de pulmones de conejos adultos jévenes
provistos porla Escuela de Agricultura, Ganaderia y Granja UNL (Esperanza, Argentina). Para ello,
se homogeneiz6 en frio, mediante un bafio de hielo molido y un homogeneizador UltraTurrax T25
Basic (IKA, Staufen, Alemania) a 11.000 rpm, 1 g de pulmén, 5 uL de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 0,1 M y 5 mL de buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 8,3 que contenia D-sacarosa
0,25 M. Una vez que el tejido se destruy6 por completo, el homogeneizado se centrifugé a 9.498
x g durante 10 min a 4°C utilizando una centrifuga Biofuge 28RS (Heraeus Sepatech, Osterode,
Alemania). El sobrenadante se recogio, se fraccion6 en diferentes tubos de microcentrifuga y se

almacend a -20°C hasta su uso como fuente de ECA.
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Para el ensayo de inhibicion de la ECA propiamente dicho, se prepararon diferentes mezclas
de reaccion por duplicado en tubos eppendorf sumergidos en un bafio de hielo molido. Los
componentes y cantidades de cada mezcla se detallan en la Tabla 7. Brevemente, las mezclas
incluyeron 15 pL de NaCl 5 M, 20 pL de HHL 3,3 g/L, 175 pL de buffer fosfato de sodio (BFS) 100
mM pH 8,3, 20 uL. de muestray 20 pL de ECA. Las preparaciones se incubaron en un bafio de agua
a 37°C durante 45 min. La reaccién se detuvo por la adicién de 665 pL de TT (30 mg/mL) en
dioxano, seguido de 1,1 mL de BFS 100 mM pH 8,3. Luego de 10 min de incubacién para dar
tiempo a la formacién de color, se centrifugd a 9.498 x g durante 10 min a temperatura ambiente
utilizando una centrifuga Biofuge 28RS. A continuacioén, se procedié a leer la absorbancia a 382

nm. Finalmente, el porcentaje de inhibicién de la ECA se obtuvo mediante la Ecuacién 5.

Inhibicién de | ECA(‘V)—lOO—[(M>x100] (5)
nnipicion ade ta 0) = AE — ABE

donde AM es la absorbancia de ECA con muestra y HHL, ABM es la absorbancia de ECA con
muestra (sin HHL) (control de muestra), AE es la absorbancia de ECA con HHL (sin muestra)

(control positivo), y ABE es la absorbancia del sustrato sin ECA ni muestra (control negativo).

Tabla 7. Reactivos y cantidades utilizadas en el ensayo de inhibicién de la ECA.

Mezcla M BM E BE
NaCl 5 M (uL) 15 15 15 15
HHL en BFS (uL) 20 - 20 20
BFS (uL) 175 195 195 195
Muestra (pL) 20 20 - -
ECA (uL) 20 20 20 -
Incubacién durante 45 min a 37°C

ECA (uL) - - - 20
TT (uL) 665 665 665 665
BFS (uL) 1100 1100 1100 1100

M es la preparacién que contiene ECA, muestra y HHL, BM es la preparacién que contiene ECA y muestra
en ausencia de HHL, E es la mezcla de reaccion que contiene ECA y HHL en ausencia de muestra, y BE es la
mezcla que no contiene ECA ni muestra.
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ETAPAS DEL ENSAYO DE INHIBICION DE LA ECA FUNDAMENTO DE LA TECNICA

@) Extracciénde la ECA de pulmén de conejo adulto

@ Preparacién de las mezclas de reaccién (en bafio de hielo): ECA
+

M: ECA + HHL + MUESTRA

+  BM: ECA + MUESTRA (control de muestra) AHL
. E:ECA + HHL (control positivo) \ 4
+  BE: HHL (control negativo) Acido Hipurico
© Incubacién a 37°C por 45 min (Reaccién verde claro) - +L
is-Leu

@ Adicién de TTy BFS: fin de la reaccién

Acido Hipiirico

© Incubacién a 25°C por 10 min (Reaccién verde oscuro) +
2,4,6 tricloro-1,3,5 triazina (TT)
( Centrifugacién a 9.498 x g por 10 min a 25°C 4
Compuesto coloreado

@ Lectura espectrofotométricaa 382 nm (382 nm)

@ Calculo del % de inhibicién de la ECA

Figura 10. Etapas del ensayo de inhibicién de la ECA y fundamento de la técnica.

La AAH se determiné en funcién de las condiciones de hidrélisis empleadas en la obtencién de
los WPHSs. El efecto de la concentracidn, se estudié al pH 6ptimo de cada preparado enzimatico,
pH 8 para FLA y pH 9 para ALC. El efecto de la relaciéon enzima/sustrato se estudié en todos los
niveles empleados tanto para ALC como para FLA. Previo a su andlisis, las muestras liofilizadas
se reconstituyeron en agua ultrapura a la concentracién de 30 mg/mL para los WPHs obtenidos
con FLA y a 5 mg/mL para los obtenidos con ALC. Luego de evaluar el efecto de las condiciones
de hidrdlisis en el grado de inhibicién de la ECA (%), se seleccion6 un hidrolizado representativo
de cada tipo de preparado enzimatico y se determiné el indice ICsy, el cual indica la concentracion
necesaria para reducir la actividad de la ECA en un 50%. Para tal fin, se seleccioné el WPH
obtenido con FLA a partir de WPC-80 al 10% (m/v) pH 8 (WPH FLA 10% pH 8_5,5%) y el WPH
obtenido con ALC a partir de WPC-80 al 8% (m/v) pH 9 (WPH ALC 8% pH 9_2%). Ambos

hidrolizados se prepararon en agua ultrapura en el rango de concentracién de 0,05 a 8 mg/mL.
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3.2.A.5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante (AAO) de los WPHs se determin6 mediante el método de eliminacion
de radicales libres descrito por Re et al. (1999) con modificaciones. Esta metodologia se
fundamenta en la lectura espectrofotométrica a 734 nm del color residual del radical ABTS®+
(acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), generado previamente por adicion del
agente radicalario K;S;0s y estandarizado a esa longitud de onda. La intensidad del color
disminuye cuando el radical es reducido por la presencia de un determinado compuesto
antioxidante (Figura 11). El grado de decoloracién observado proporciona una medida directa

del potencial antioxidante del compuesto analizado.

Las etapas que involucraron la determinacién de la AAO se muestran en la Figura 11 y se
describen a continuacion. Inicialmente, se preparé una soluciéon madre de ABTS 7 mM en BFS 5
mM pH 7,4 a la cual se le anadid persulfato de potasio (61,25 mM en BFS 5 mM pH 7,4) hasta
lograr una concentracidn final de la sal de 2,45 mM. Dicha mezcla se incub6 en oscuridad durante
12-16 h a temperatura ambiente para permitir la formacién del radical ABTS®*+. Transcurrido este
tiempo y al momento previo de la determinacion, se diluy6 la mezcla de ABTS** con BFS 5 mM pH

7,4 para su estandarizacién hasta lograr una absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm.

Para la determinacion de la AAO propiamente dicha, se mezclé un volumen conveniente de
muestra (<10 pL) con 1 mL de la solucién de ABTS*+ y se dejo reaccionar durante 7 min a
temperatura ambiente, en oscuridad. Debido a que la reaccién de reduccién del ABTS®+ continda
(aunque lentamente) después de los 7 min, las determinaciones se realizaron de una muestra por
vez. Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedid con la lectura de la absorbancia a 734 nm.
Antes de cada determinacidn, se registré la absorbancia del reactivo en ausencia de la muestra.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y la tasa de eliminacién del radical ABTS®*+
se calcul6 como el porcentaje de disminucion de color (D) mediante la Ecuacion 6.

i

D(%) = L %100 (6)

L

donde A; es la absorbancia de la soluciéon de ABTS®+ antes de agregar la muestra, y Ar es la

absorbancia de la mezcla de ABTS*** junto con la muestra luego de los 7 min de incubacién.

Como estandar para la construccién de las curvas de calibracién, se empleé una solucién
madre de Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, compuesto analogo de
vitamina E) 4 mM preparado en 50% (v/v) de etanol absoluto y 50% (v/v) de BFS 5 mM pH 7,4.
Las mismas se realizaron empleando un rango de concentracidn de Trolox de 4-24 uM, con el fin

de lograr un porcentaje de reduccién de color inicial a 734 nm de entre 20% y 85%. De esta
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manera distintitos volimenes de Trolox 4 mM (1, 2, 3, 4, y 6 uL) reaccionaron con el reactivo
ABTS®* siguiendo el protocolo descrito para las muestras. La AAO se expresé como capacidad

antioxidante equivalente al Trolox (TEAC) mediante la Ecuacién 7.

TEAC (mM) =

[D (%) —1] L 000+ 1 )
m

X
S 1000

donde D es el porcentaje (%) de disminucién de color determinado en la Ecuacién 6, I es la
ordenada al origen de la curva de calibracién de Trolox, m es la pendiente (L/uM) de la curva de
calibracién de Trolox, 1000 es el volumen (uL) de la solucién de radical ABTS®+, S es el volumen
(uL) de muestra empleado en el ensayo y 1/1000 es el factor de conversiéon necesario para
expresar los resultados en mM. De manera similar a lo descrito para la AAH, se evalu6 el impacto
de las condiciones de hidrdlisis empleadas en la obtencién de los WPH sobre la AAO, analizando
las mismas muestras a las mismas concentraciones. La curva de calibracién que vincula el D (%)

a 734 nm vs la concentracién de Trolox se presenta en el Anexo 1.

ETAPASDEL ENSAYO DE AAO REACCION QUIMICA DEL REACTIVO ABTS

€) Preparacién de Solucién Madre de ABTS en BFS

@) Mezclade Solucién Madre de ABTS con K,S,05

ABTS**
(3] Incubaciér} a 25°C por 12-16 h en oscuridad: Catién Radicallibre (azul-verde)
FORMACION DEL RADICAL (Reaccién verde claro) > A
@ Estandarizacién del radical ABTS®** con BFS hasta le Agente oxidante fuerte:
absorbancia de 0,70 a 734 nm / Persulfato de potasio
© Preparacién de la mezcla de reaccién Ant.ioxidante /
(ABTS®**+ Muestra) x triplicado (Ej. Trolox, -
WPHs) —1le
@ Incubacién por 7 min a 25°C en oscuridad A 4
(Reacciénverde oscuro) ABTS

] (forma neutra: incolora)
@ Lectura espectrofotométricaa 734 nm

@ Calculo de la tasa de eliminacién del radical ABTS**y
capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC)

Figura 11. Etapas correspondientes a la determinacién de la actividad antioxidante (AAO) y reaccién
quimica que experimenta el reactivo ABTS durante la misma [Figura modificada de Boligon et al. (2014)].
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3.2.B. Caracterizacion de los ingredientes funcionales

Para la caracterizacién de los ingredientes funcionales obtenidos (WPH-A y WPH-AF), se
emplearon diversas técnicas y metodologias que permitieron un andlisis exhaustivo de sus
propiedades (Figura 8). Se evaluaron diversas propiedades fisicoquimicas, incluyendo el grado
de hidrdlisis, el potencial zeta, la distribucién de tamafio molecular, los perfiles peptidicos y de
aminodcidos, asi como el indice de hidrofobicidad. La composicidn de los ingredientes se analiz6
determinando los contenidos de proteinas, humedad, materia grasa, cationes y carbono. En
cuanto a las propiedades funcionales, se examinaron aspectos como la solubilidad, la
estabilidad térmica, la viscosidad, la capacidad emulsionante, espumante y gelificante de los
hidrolizados. También se evaluaron las propiedades bioactivas, que incluyeron la
citoproteccion, la actividad antihipertensiva, la actividad antioxidante, la actividad
antimicrobiana y la capacidad ligante de calcio. Aunque la determinacidn de la posible presencia
de citotoxicidad no se relaciona estrictamente con una propiedad bioactiva del hidrolizado, se
incluyd en el analisis debido a su relevancia en la evaluacion de la seguridad de los ingredientes.
Las pruebas de citotoxicidad son muy importantes para asegurar que los posibles ingredientes
no causen efectos nocivos en las células y, en consecuencia, sean aptos para su uso en
formulaciones finales. Finalmente, en los ensayos de caracterizacidon se consideraron factores
adicionales como la concentraciéon de WPH utilizada, el pH y la aplicacion de diversos
tratamientos térmicos. A continuacion, se describen las metodologias empleadas y los niveles de

los factores estudiados en cada caso.

3.2.B.1. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas
<» Grado de hidrdlisis

El grado de hidrolisis alcanzado en la obtencion de los ingredientes funcionales durante el
proceso de hidrdlisis enzimatica se determiné segln el procedimiento descrito en la seccidon

3.2.A.1.

«* Potencial zeta

El potencial zeta de los ingredientes funcionales se determindé mediante dispersién de luz
electroforética (ELS) utilizando un analizador de particulas Litesizer 500 (Anton Paar GmbH,
Graz, Austria) a 25°C, aplicando la aproximacién de Smoluchowski y un factor de Henry de 1,5.

Las muestras se prepararon a una concentracion de 1% (m/v) en BFS 10 mM pH 7. El pH de las
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soluciones se ajust6 a 3, 4, 4,5, 5, 6 y 7 mediante la adicién de HCl 1 M y/o NaOH 1 M. Se transfiri6
0,9 mL de cada muestra a una cubeta Omega, la cual se introdujo en la celda de medicién del
analizador. Para cada valor de pH, se realizaron 3 mediciones consecutivas, y los datos
experimentales se procesaron utilizando el software Kalliope (Anton Paar GmbH). Ademas, se
determiné el punto isoeléctrico (pl) de las muestras, definido como el pH en el cual la carga neta
promedio de las moléculas contenidas en los ingredientes resulté ser nula (potencial zeta igual a

cero).

* Distribucién de tamario molecular

El tamafio y la distribuciéon de particulas de los ingredientes obtenidos se determinaron
mediante dispersién dinamica de luz (DLS). Las mediciones se llevaron a cabo a 25°C utilizando
el analizador de particulas Litesizer 500 (Anton Paar GmbH) y un angulo de dispersién de 90°.
Las muestras se prepararon a una concentracion de 1% (m/v) en BFS 10 mM pH 7 y luego se
diluyeron 1/20 para asegurar una transmitancia superior al 70%. Se afiadieron 0,9 mL de estas
diluciones a cubetas de poliestireno desechables y se colocaron en la celda de medicién del
analizador. Para cada muestra, se realizaron 3 mediciones consecutivas y los datos

experimentales se procesaron utilizando el software Kalliope (Anton Paar GmbH).

< Electroforesis

El perfil electroforético se determiné mediante la metodologia de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), siguiendo el método de Laemmli (1970)
y Ballatore et al. (2020) con modificaciones y empleando un sistema de electroforesis vertical
MiniVE (Cytiva, Uppsala, Suecia). En la Figura 12 se resumen las etapas llevadas cabo para esta

determinacion.

Inicialmente, se preparo6 la placa de gel con un tamafio de 8 cm x 10 cm x 1 mm, compuesta por
7 cm de gel de resolucion (de poro fino) y 1 cm de gel de apilamiento (de poro grueso). El gel de
resolucion presentd una composicién final de 15% (m/v) de acrilamida, 0,375 M de buffer Tris-
HCI pH 8,8, 0,1% (m/v) de SDS, 0,025% (m/v) de persulfato de amonio y 0,025% (m/v) de
TEMED. Por su parte, el gel de apilamiento tuvo una concentracién final de 5% (m/v) de
acrilamida, 0,125 M de buffer Tris-HCl pH 6,8, 0,1% de SDS, 0,025% (m/v) de persulfato de
amonio y 0,025% (m/v) de TEMED.

Posteriormente, se realizd el tratamiento de la muestra. Para ello, los ingredientes WPH-A y

WPH-AF se prepararon en agua ultrapura a una concentracion de 30 mg/mL y el WPC-80 se
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preparé a 10 mg/mL. Luego, en un tubo eppendorf se mezclaron 75 pl. de muestra con 25 pL de
buffer de muestra (40% de glicerol, 0,24 M de buffer Tris-HCl pH 6,8 y 8% de SDS), 50 pL de -
mercaptoetanol y 10 uL de colorante azul de bromofenol (25 mg de azul de bromofenol en 10 mL
de buffer Tris-HCl 0,6 M pH 6,8). La mezcla se agit6 en vértex durante 1 min, se incub6 a 80°C
durante 10 min y se agit6 nuevamente durante 1 min. Finalmente, se centrifugd a 12.000 x g

durante 2 min utilizando una centrifuga Biofuge 28RS.

Como reactivo estadndar de pesos moleculares se utilizé el marcador de proteinas Precision
Plus Protein All Blue Standards (Bio-rad S.A., Hercules, CA, EE.UU.), que contiene diez
componentes individuales con un rango de 10 a 250 kDa. Ademads, se emplearon dos patrones
individuales de (B-LG (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU.) y a-LA (Agropur Cooperative,
Saint-Hubert, Longueuil, Canada), tratados de la misma manera que las muestras, utilizando 50

uL de solucidén patrén a una concentracién de 1 mg/mL en agua ultrapura.

(o Preparacion @ Tratamiento € Separacion y O Fijaciony ¥6 Decoloracién\

(5% acrilamida)

Incubacién a
80°C por 10 min

solucién de 1h
Vértex por 1 min coloracién por \
1h

Vv

Centrifugacién
a12.000 x g por
2 min

\ J

(70 min en total)

\ J

del gel de lamuestra electroforética tincién
Tamafiode la Preparacionde la Volumen de Extracciondel 1° Lavado: 100
placa de gel: muestra en agua siembra: gel del sistema || mL etanol + 150
8 cmx10 cmx1 ultrapura (M) Muestra: 15 pL mL 4cido acético
mm Reactivo Lavado en agua por 30 min
Mezcla: estdndar: 10 pL (enjuague) v
Composicién: M + Bufferde M + 2°y 3° Lavado:
7 cmde gel de Mercaptoetanol + Temperatura: Inmersiénenla || 70 mL etanol +
resolucion Colorante azul de 25°C soluciéon de 180 mL 4cido
(15% acrilamida) bromofenol fijaciénpor 1 h acéticopor 1 h
+ Voltaje - Tiempo: (c/u)
1 cmde gel de Vértexpor 1 min || 20 mA - 15 min Lavado en agua v
apilamiento 60 mA - 55 min (enjuague) 4° Lavado: 50 mL

Inmersién en la

etanol + 200 mL
4cido acético por

Lavado con agua
por 10 min
4 veces
LavaX) con
glicerol 10% por
10 min

\_ v /

N

@ Generacién de laimagen a partir del gel (escaneo)

Figura 12. Etapas llevadas a cabo durante la técnica SDS-PAGE.
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Parala separacion electroforética propiamente dicha, el volumen de siembra fue de 15 uL para
las muestras y de 10 pL. para los reactivos estdndares. Los geles se corrieron a temperatura
ambiente, con una corriente constante de 20 mA durante los primeros 15 min y luego 60 mA hasta
completar la corrida (70 min). Al finalizar la separacidn, los geles se extrajeron del sistema y se
sometieron a fijacion y tincién. Primero, se lavaron con agua ultrapura y se sumergieron en la
solucidn de fijacién [5% (v/v) de glutaraldehido en agua ultrapura] durante 1 h. Luego, se lavaron
nuevamente con agua ultrapura y se tifieron con una solucién de Coomassie Blue R-250 al 0,5%

(m/v) en etanol durante 1 h.

Seguidamente, se llevd a cabo el proceso de decoloraciéon mediante cuatro lavados sucesivos
con soluciones de acido acético (5%) y etanol (95%). El primer lavado consistié en 100 mL de
etanol y 150 mL de acido acético durante 30 min. En el segundo y tercer lavados, se utilizaron 70
mL de etanol y 180 mL de acido acético, con una duraciéon de 1 h cada uno. El tltimo lavado se
realizé con 50 mL de etanol y 200 mL de acido acético durante 1 h. Posteriormente, se efectuaron
cuatro lavados adicionales con agua ultrapura, de 10 min cada uno, seguidos de un ultimo lavado
con glicerol al 10% (v/v). Finalmente, se obtuvieron imagenes digitales de los geles coloreados

utilizando un escaner Epson Stylus L220 (Epson América Inc., Buenos Aires, Argentina).

< Perfil peptidico

El perfil peptidico de los ingredientes funcionales se determiné siguiendo el procedimiento
descrito en la seccién 3.2.A.2. Para su analisis, las muestras liofilizadas se reconstituyeron al 7%
(m/m) en agua ultrapura. En estas pruebas, se utilizé una columna analitica Cis con las mismas
caracteristicas previamente mencionadas, pero modelo Welch Ultisil XB (Welch Materials Co.,

Ltd., Guangzhou, China).

+ Indice de hidrofobicidad

El indice de hidrofobicidad de los ingredientes obtenidos se determindé segin el

procedimiento descrito en la seccion 3.2.A.3.

% Perfil de aminodcidos libres

El perfil de aminoacidos libres se evalué mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en
fase reversa (RP-HPLC) con derivatizaciéon pre-columna empleando el agente o-ftalaldehido

(OPA), siguiendo la metodologia descrita por Verdini et al. (2002) con modificaciones. En la
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Figura 13 se resumen las etapas llevadas cabo para esta determinacion. Inicialmente, cada
muestra se reconstituy6 al 2% (m/v) en agua ultrapura y se mezclé con acido 5-sulfosalicilico a
una concentracion final del acido de 2,5% (m/v) con la finalidad de precipitar los componentes
proteicos de mayor peso molecular. Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 2.110 x g durante
30 min a temperatura ambiente utilizando una centrifuga Capp CRC-658 (Capp, Odense,
Dinamarca), y el sobrenadante se ajusté a pH 4 con NaOH 1 M. A partir de esta fraccion soluble,

se determind el contenido de aminodacidos libres mediante su derivatizacién con OPA.

La solucién derivatizante se prepar6 mezclando 0,05 g de OPA con 1,25 mL de metanol. A la
mezcla se le agreg6 50 pL de 2-mercaptoetanol y 11,2 mL de buffer borato de sodio 0,4 M pH 9,5
y se dejo reposar durante 24 h en heladera resguardada de la luz. La reaccion de derivatizacion
se realizé mezclando 200 pL de muestra o estandar de aminoacido con 200 pL de SDS al 2% (m/v)
en buffer borato de sodio 0,4 M pH 9,5 y 200 uL de solucién derivatizante, dejando reaccionar
durante 1 min a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo adicionando 400 pL de buffer
fosfato de sodio 0,1 M pH 4 y la solucion resultante, previa a su inyeccion, se filtr6 con membrana

de nylon de 0,22 um de diametro de poro Alltech (Alltech Associates, Inc., Deerfield, IL, EE.UU.).

El andlisis cromatografico se llevé a cabo utilizando un sistema Waters (Waters Corporation,
Milford, MA, EE.UU.) equipado con un detector de fluorescencia FL-2 (Isco, Inc., Lincoln, NE,
EE.UU.). La separacién cromatografica se realiz6é con una columna analitica Cig (5 pum de tamafio
de particula, 100 A de tamaiio de poro, dimensiones: 4,6 mm x 250 mm) modelo Microsorb-MV
100-5 C18 (Varian Inc., Palo Alto, CA, EE.UU.) termostatizada a 40°C. Los ajustes del detector
fueron los siguientes: celda de flujo de 10 pL, filtro de excitacién en el rango de 305 a 395 nm,
filtro de emision en el rango de 430 a 470 nm, constante de tiempo de 0,5 s y sensibilidad de 0,2
unidades. Se utiliz6 una elucién por gradiente empleando como fase moévil A una solucién
compuesta por acido tetrahidrofurano, metanol y acetato de sodio 0,05 M pH 5,9 en las
proporciones 1:19:80, respectivamente; y como fase mdvil B, la mezcla 80:20 de metanol/acetato
de sodio 0,05 M pH 5,9. Se mantuvo un caudal constante de fase mévil de 1,3 mL/min, empleando

el gradiente de elucién presentado en la Tabla 8.

Para cuantificar los aminoacidos presentes se construyeron las curvas de calibracién de
todos los aminoacidos empleando estandares de acido glutamico (Glu), acido aspartico (Asp),
asparagina (Asn), glutamina (Gln), glicina (Gly), histidina (His), alanina (Ala), isoleucina (Ile),
leucina (Leu), tirosina (Tyr), lisina (Lys), treonina (Thr), tript6fano (Trp), metionina (Met),
valina (Val), fenilalanina (Phe), serina (Ser) y arginina (Arg) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
EE.UU.). Todos los aminodacidos se disolvieron en agua destilada a excepcién de Glu, Tyr, Asp y

Trp, los cuales se disolvieron en NaOH 1 M.
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€) Tratamiento de la muestra
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derivatizante
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- - AN g _/
-
O Construccién de curvas de calibracién con estindares de aminoacidos
@ Cuantificacién de cada aminoacido presente en la muestra
-

Figura 13. Etapas llevadas a cabo durante la determinacion del perfil de aminoacidos libres.

Tabla 8. Gradiente de elucién utilizado parala determinacion del perfil de aminoacidos libres por RP-HPLC.

Tiempo (min)

Fase movil A (%)

Fase movil B (%)

0-1 100 0
1-6 100-86 0-14
6-11 86 14
11-16 86-50 14-50
16-20 50 50
20-26 50-25 50-75
26-30 25 75
30-36 25-0 75-100
36-40 0 100

Fase movil A: 4cido tetrahidrofurano/metanol/acetato de sodio 0,05 M pH 5,9 (1:19:80), Fase mavil B:
metanol/acetato de sodio 0,05 M pH 5,9 (80:20).
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3.2.B.2. Determinacion de la composicion
<» Contenido de proteinas y humedad

El contenido de proteinas se estimo a partir del contenido de nitrégeno total determinado por
el método Kjeldahl. La conversién de nitrégeno a proteina lactea se realiz6 aplicando un factor de
conversion de 6,38. Las mediciones se llevaron a cabo segtn el procedimiento semiautomatico
Biichi Labortechnik AG (1998), utilizando un digestor automatico Biichi 430 (Biichi, Flawil,
Suiza), una unidad de destilacion automatica Biichi 322 (Biichi, Flawil, Suiza), una unidad de
control Biichi 342 (Biichi, Flawil, Suiza) y un titulador automatico Mettler DL22 (Mettler
Instrumente AG, Greifensee, Suiza). El contenido de humedad se determin6 gravimétricamente
empleando un horno de secado por microondas CEM AVC80 (CEM Corporation, Matthews, NC,

EE.UU.) con balanza incorporada. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

<» Contenido de materia grasa

El contenido de materia grasa se determind utilizando el método gravimétrico Roese-Gottlieb
(AOAC, 1990). Se disolvieron 3 g de muestra en 10 mL de agua destilada. Seguidamente, se
afiadieron 1,5 mL de hidréxido de amonio 30%, se homogeneiz6 la solucién y se trasvasé a una
ampolla de decantacion. Luego, se agregaron 10 mL de alcohol etilico absoluto y se agit6 unos
segundos. A continuacion, se adicionaron 25 mL de éter etilico y 25 mL de éter de petréleo. La
mezcla se dejé reposar hasta visualizar la separacién de fases. Posteriormente, se extrajo el
extracto etéreo (menos denso que la fase acuosa) y se transfirié a un balén limpio y seco. El
proceso de extraccion se repitié dos veces mas utilizando 20 mL de éter etilico y 15 mL de éter de
petréleo por extraccion. Completadas las tres extracciones, las fracciones se juntaron, la mezcla
de solventes se destild y el balon se llevé a una estufa a 80°C hasta alcanzar peso constante. El
contenido de materia grasa se determind mediante la Ecuacién 8. Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.

masa balén con residuo graso (g) — masa balén (g) y

Materia Grasa (%) = 100  (8)

masa muestra (g)
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«* Contenido de carbono

Se determind el contenido de carbono empleando el equipo Vario TOC Cube Elementar
(Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Alemania), siguiendo la metodologia descrita por
Lovato (2010). Las muestras se reconstituyeron en agua ultrapura a una concentraciéon de 0,01%
(m/v). El contenido de carbono total (TC) se determiné introduciendo la muestra en un tubo de
combustién con catalizador y calentandola a 800°C. El carbono presente en la muestra se
transformo en COy, el cual fue arrastrado hacia una celda de deteccion mediante el suministro de
aire de alta pureza (gas carrier) al tubo de combustiéon. Un detector infrarrojo no dispersivo
(NDIR) generd una sefial, y el area de pico obtenida se calcul6 mediante un procesador de datos.
La concentracion de TC se determin6 comparando las dreas de los picos con curvas de calibracion

preestablecidas, utilizando estandares de 2,5, 5, 10, 20, 50 y 100 mg/mL.

El contenido de carbono inorganico total (TIC) se determiné simultaneamente, introduciendo
la muestra dentro de un reactor donde el gas carrier burbujea en una solucién acidificada de acido
fosforico al 25% (m/v). So6lo el carbono inorganico (carbonatos y bicarbonatos,
fundamentalmente) de la muestra se descompone para formar CO., el cual result6 detectado por
el NDIR. Para esta determinacion, se utilizé la curva de calibracién de 0,25, 0,5, 1, 2 y 5 mg/mL.
Finalmente, por diferencia entre TC y TIC, se determind el carbono organico total (TOC). Todas

las mediciones se realizaron por duplicado.

*» Contenido de cationes

Se determind el contenido de los cationes de mayor interés en los ingredientes funcionales,
cuantificando especificamente los iones calcio (Ca?*), fosfatos (P043-), sodio (Na*), potasio (K*) y
magnesio (Mg®*). Debido a la falta de equipamiento especializado en el laboratorio, se derivo este
analisis al Laboratorio de la CAmara Arbitral de Cereales de la Bolsa de Comercio de Santa Fe. Las
muestras liofilizadas se enviaron en contenedores plasticos al laboratorio para su analisis. El
laboratorio utilizé espectrofotometria de absorcién atémica (EAA) con un espectrémetro Perkin
Elmer PinAAcle 900 H (PerkinElmer, Waltham, MA, EE.UU.). Se realiz6 un proceso de calcinacion
antes de la EAA para los andlisis de calcio, magnesio y potasio, con el fin de preparar
adecuadamente las muestras. Por otro lado, la determinacién de iones fosfatos se llevd a cabo
mediante un método colorimétrico conforme al procedimiento AOAC. Todas las determinaciones

se realizaron por duplicado.
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3.2.B.3. Determinacion de las propiedades funcionales
< Solubilidad

La solubilidad a distintos valores de pH se determiné utilizando la metodologia descrita por
Horax et al. (2017) con modificaciones. Inicialmente, las muestras se prepararon a una
concentracién de 8% (m/v) en agua ultrapura bajo agitacién magnética. Posteriormente, el valor
de pH se ajusté a 3,5, 4,5, 6,5, 7 y 8,5 mediante la adicién de HC1 1 M y/o NaOH 1 M. A continuacién,
se centrifugdé una alicuota de cada muestra a 6.000 x g durante 10 min a 25°C utilizando una
centrifuga Biofuge 28RS. El contenido de nitrégeno en el sobrenadante obtenido y en la muestra
sin centrifugar, se determin6é empleando el método Kjeldahl como se describi6 en la seccién
3.2.B.2. La solubilidad (S) se expresé como el porcentaje de nitrégeno soluble, conforme a la
Ecuacion 9. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. En la Figura 14 se resumen

las etapas llevadas a cabo.

Nitrégeno en sobrenadante (%)

S(%) = x 100 |
(%) Nitrégeno en muestra total (%) )
Preparacionde la muestra en agua ultrapura
Ajuste de pH
<> Determinacién de

m nitrégeno total por Kjeldahl

Centrifugaciéna 6.000 x g o
por 10 min a 25°C Nitrégeno en muestra total

4

Determinacién de
nitrégeno total por Kjeldahl

Nitrégeno en sobrenadante
3 CALCULO DELA ¢
SOLUBILIDAD

Figura 14. Determinacidn de la solubilidad.
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« Estabilidad térmica

La estabilidad térmica se evalu6 a diferentes temperaturas siguiendo la metodologia descrita
por Niizawa et al. (2021), con modificaciones, de acuerdo con la Figura 15. Las muestras se
prepararon a concentraciones de 1%, 4% y 8% (m/v) en agua ultrapura, y el valor de pH se ajust6
a 4,5, 6 y 7,5 mediante la adicién de HC1 1 M y/o NaOH 1 M. Una alicuota de cada muestra se
transfirio a tubos de vidrio de 0,9 cm de diametro x 10 cm de alto con tapas de plastico, y se
sometio a tratamiento térmico a 65°C, 80°C y 95°C durante 30 min. Inmediatamente, los tubos se
enfriaron en un bafio de agua helada durante 5 min. Luego, el pH se ajusté a 4,6 mediante la
adicién de HCI 1 M y/o NaOH 1 M para inducir la precipitacion de las proteinas desnaturalizadas
o agregadas debido al tratamiento térmico. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a

26.000 x g durante 30 min a 5°C utilizando una centrifuga Biofuge 28RS.

El contenido de proteina soluble en el sobrenadante se determind tanto en las muestras sin el
tratamiento térmico como en las tratadas. Para ello, se mezclaron 50 pL de cada sobrenadante
con 1 mL de tampdn de disociacién (EDTA 50 mM, Urea 8 M, pH 10) y se midié la absorbancia a
280 nm. A partir de estos valores, se calculd el porcentaje de proteinas desnaturalizadas (PD)
mediante la Ecuacién 10. El indice PD se utiliz6 como indicador de la estabilidad térmica, donde
valores altos indican una menor estabilidad térmica y viceversa. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.

Abs muestra — Abs muestra con tratamiento térmico
PD(%) = Abs muestra X100 (19)

** Viscosidad

La viscosidad de los ingredientes se evalué a diferentes concentraciones y valores de pH,
utilizando la técnica propuesta por Meza et al. (2019) con modificaciones. Las muestras se
prepararon a concentraciones de 2%, 6% y 10% (m/v) en agua ultrapura, y el valor de pH se
ajusto a 4, 6 y 8 mediante la adiciéon de HCl 1 M y/o NaOH 1 M. Las mediciones se realizaron por
duplicado utilizando un viscosimetro de velocidad controlada Brookfield DV3TLVCP (Brookfield
Engineering Laboratories Inc., Middleboro, MA, EE.UU.) equipado con una geometria de cono-
plato (CPA-40Z, angulo de 0,8° y 48 mm de didmetro). Se llevaron a cabo barridos de temperatura,
midiendo la viscosidad en un rango de 20°C a 60°C con una velocidad de corte constante de 100
s'l. La temperatura aumentd linealmente a una velocidad de calentamiento de 1,8 + 0,1°C/min.
En el rango de concentracién evaluado, las soluciones de WP exhiben un comportamiento

newtoniano (Meza et al., 2020).
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Figura 15. Determinacion de la estabilidad térmica.
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“* Capacidad de absorcion de aceite

La capacidad de absorcién de aceite se determiné empleando la metodologia de Acuiia &
Simbafa (2010) con modificaciones. Una masa de 0,25 g de muestra se mezcl6 con 1 g de aceite
de girasol comestible (Cocinero, Molinos Rio de la Plata S.A., Buenos, Argentina). Dichas mezclas
se agitaron en vortex a diferentes tiempos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min) y posteriormente se
centrifugaron a 593 x g durante 15 min a temperatura ambiente utilizando una centrifuga
Biofuge 28RS. El sobrenadante se retird y el aceite retenido por la muestra se determiné a partir

de la Ecuacion 11. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

g aceite ) _ Masapellet (9) — Masa muestra seca (g) (11)

Absorcion de aceite (
Masa muestra seca (g)

g muestra

< Capacidad emulsionante

La capacidad emulsionante, entendida como la habilidad de formar y estabilizar emulsiones,
se evalu6 por duplicado siguiendo la metodologia de Piornos et al. (2015), con modificaciones,
segun la Figura 16. Las muestras se prepararon al 2% (m/v) en agua ultrapura y el pH se ajust6

a4,5,5,5y 6,5 mediante la adicién de HC11 M y/o NaOH 1 M.

Determinacion de la capacidad emulsionante (formacién de la emulsion): se emulsionaron 5 mL
de muestra con 5 mL de aceite de girasol comestible (Cocinero, Molinos Rio de la Plata S.A,,
Buenos, Argentina) a 11.000 rpm durante 3 min utilizando un homogeneizador UltraTurrax T25
Basic. La emulsion obtenida se trasvasé a un tubo de centrifuga graduado y se centrifug6 a 820 x
g durante 5 min a temperatura ambiente utilizando una centrifuga Capp CRC-658. La capacidad

emulsionante (CE) se calcul6 a partir de la Ecuacién 12.

CE(%) = Volumen de la capa de emulsién remanente (mL) % 100 12
o Volumen total de la emulsion inicial (mL) (12)

Determinacién de la estabilidad de la emulsién: 1a emulsion obtenida se calenté en un bafio de
agua a 80°C durante 30 min, se enfri6 a temperatura ambiente y se centrifugd en las mismas
condiciones descritas previamente. La estabilidad de la emulsion (EE) se determind utilizando la

Ecuacion 13.

EE(%) = Volumen de la capa de emulsion remanente postcalentamiento (mlL) % 100 13
o Volumen total de la emulsién inicial precalentamiento (mlL) (13)
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Figura 16. Determinacion de la capacidad emulsionante.
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+* Capacidad espumante

La capacidad espumante, entendida como la habilidad de formar y estabilizar espumas, se
determiné siguiendo la metodologia de Klompong et al. (2007), con modificaciones (Figura 17).
Las muestras se prepararon en agua ultrapura y el ajuste de pH a los valores deseados se realizé
afiadiendo HCI 1 M y/o NaOH 1 M. Se evalud el efecto de la concentracién con muestras a
concentraciones de 2%, 6% y 10% (m/v) y a pH 6; el efecto del pH a valores de 4,5; 5,5y 6,5 en
muestras al 2% (m/v); y el efecto de la fuerza iénica mediante la adicién de NaCl al 0,2%, 0,6%,
1% y 2% (m/v) en muestras preparadas al 2% (m/v) y pH 6. Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.

Determinacion de la capacidad espumante (formacién de la espuma): se homogeneizaron 4 mL
de muestra a 11.000 rpm durante 5 min utilizando un homogeneizador UltraTurrax T25 Basic,
para promover la formacién de espuma. Inmediatamente después, se retir6 cuidadosamente del
homogeneizador y se midi6 el volumen total alcanzado (V¢). La capacidad espumante (CF) se

calculé como el incremento porcentual del volumen inicial (V;) segtin la Ecuacién 14.

Vs (mL) — V;(mL

x 100 (14)

Determinacion de la estabilidad de la espuma: el volumen final alcanzado se registré a
intervalos regulares: cada 1 min durante los primeros 5 min y luego cada 5 min hasta el drenaje
completo. La estabilidad de la espuma se calculé como la disminucién porcentual del volumen de

espuma en funcién del tiempo, utilizando la misma ecuacion.

< Propiedad gelificante

La propiedad gelificante de los ingredientes funcionales se determind siguiendo la
metodologia descrita por Ceruti et al. (2014), con modificaciones. Las muestras se prepararon en
agua ultrapura a concentraciones de 10%, 15% y 20% (m/v), ajustando el pH a 4, 6 y 8 mediante
la adicién de HCl 1 My/o NaOH 1 M. Se afiadieron 3 mL de cada muestra en tubos de vidrio de 0,9
cm de didmetro x 10 cm de alto, que se sumergieron en un bafio de agua a 80°C durante 30 min,
seguido de un enfriamiento rapido en un bafio de hielo durante 5 min. Las muestras se
almacenaron a 4°C y se evalud su estado a las 2 h y 24 h después del tratamiento térmico,
observando la viscosidad y la formacion de gel de manera subjetiva al inclinar los tubos y evaluar

la resistencia al flujo de las suspensiones. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
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Figura 17. Determinacién de la capacidad espumante.
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3.2.B.4. Determinacion de las propiedades bioactivas
< Citotoxicidad y citoproteccion

Se evaluaron las propiedades de citotoxicidad y citoproteccién de los ingredientes utilizando
dos lineas celulares: IEC-18 (células de epitelio intestinal de ratas) y Caco-2/TC7 (células de
carcinoma intestinal humano). Estos ensayos, realizados en el Instituto Multidisciplinario de
Investigacion y Transferencia Agroalimentaria y Biotecnolégica (IMITAB-CONICET, Villa Maria,
Coérdoba, Argentina), son fundamentales para la caracterizacion de ingredientes destinados a
matrices alimentarias. La evaluaciéon de estas propiedades no solo permite determinar la
seguridad de los ingredientes mediante la medicién de su citotoxicidad, sino que también
identifica su potencial para proteger las células del dafio oxidativo, destacando asi su valor en
aplicaciones alimentarias y terapéuticas. La metodologia empleada se basé en el protocolo
propuesto por Ballatore et al. (2020), con modificaciones, y todos los experimentos se realizaron

por triplicado.

Ensayo de citotoxicidad: este ensayo es esencial para asegurar que los ingredientes no causen
dafio a las células, lo cual es particularmente importante para evitar efectos adversos en los
consumidores y garantizar la seguridad en productos alimentarios. Para su evaluacion, las células
fueron expuestas a las muestras en concentraciones que oscilaron entre 0,03 y 1 mg/mL durante
24 h. La citotoxicidad se determiné midiendo la viabilidad celular mediante el método MTT. Este
método se basa en la reduccién del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(una sal de tetrazolio amarilla) a cristales de formazdn de color violeta por células
metabodlicamente activas (Mosmann, 1983). La reduccién del MTT se midid
espectrofotométricamente a 570 nm, proporcionando una indicacién de la funcionalidad
mitocondrial y, por ende, de la viabilidad celular. El efecto citotoxico se expresé como el
porcentaje de viabilidad celular de las células tratadas en comparacion con las células control (no

expuestas).

Ensayo de citoproteccion: permite identificar el potencial antioxidante o protector de los
ingredientes, lo cual es valioso para desarrollar productos que puedan prevenir o mitigar el dafio
celular asociado con el estrés oxidativo y otras condiciones patoldgicas. Para su andlisis, se evalué
el efecto protector de las muestras contra un agente inductor de estrés oxidativo, la menadiona
(MEN). Las células fueron tratadas con MEN en presencia de las muestras durante 24 h. La
concentracién de MEN fue de 5 uM para las células IEC-18 y de 12,5 pM para las células Caco-
2/TC7. Las concentraciones de las muestras de hidrolizados variaron de 0,125 a 1 mg/mL. La
citoproteccion se determiné evaluando la capacidad de las muestras para preservar la viabilidad

celular frente al estrés oxidativo inducido por MEN. La viabilidad celular se midié utilizando el
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método MTT, y el efecto citoprotector se expresé como el porcentaje de viabilidad celular de las

células tratadas en comparacién con las células control (no expuestas).

< Actividad antihipertensiva

Se evalud la AAH segun el procedimiento descrito en la seccion 3.2.A.4. Se determiné el indice
ICso de cada ingrediente preparado en agua ultrapura en el rango de concentracion de 0,05 a 8
mg/mL. Ademads, se determind el indice ICso del WPC-80 en el rango de concentracion
comprendido entre 25y 200 mg/mL (en agua ultrapura). Posteriormente, se analizé el efecto del
tratamiento térmico de estas muestras sobre la AAH, seleccionando diversos tratamientos
térmicos utilizados habitualmente en la industria alimentaria. En este caso, los ingredientes WPH-
Ay WPH-AF se prepararon a una concentracién de 4 mg/mL, mientras que el WPC-80 se prepard
a 100 mg/mL, todos en agua ultrapura. El calentamiento a 63°C durante 30 min (pasteurizacion
Low Temperature Long Time o LTLT), 72°C durante 1 min (pasteurizacién High Temperature
Short Time o HTST) y 80°C durante 15 min (tratamiento de choque térmico) se denominaron

tratamientos A, B y C, respectivamente.

% Actividad antioxidante

La AAO se evalu6 siguiendo el procedimiento detallado en la seccién 3.2.A.5. Las muestras se
prepararon en agua ultrapura a concentraciones de 0,2%, 1% y 5% (m/v), y el valor de pH se
ajusto6 a 4,5 y 6,5 mediante la adicién de HCl 1 M y/o NaOH 1 M. Para el ensayo, se emple6 un
volumen de 2,5 pl. de muestra. Ademas, se evalud el efecto de los tratamientos térmicos A, By C
sobre la AAO de los ingredientes funcionales, tal como se describi6 para la AAH, utilizando una

concentracion de muestra del 5% (m/v) en agua ultrapura.

«* Actividad antimicrobiana

La posible presencia de actividad antimicrobiana (AAM) en los ingredientes funcionales se
determiné mediante el método de difusién en agar descrito por Tagg & Mc Given (1971) y
modificado por Cardoso et al. (2012). Para ello, se utilizaron los siguientes microorganismos:
Pseudomonas aeruginosa (P.A), Escherichia coli (E.C), Staphylococcus aureus subsp. aureus (S.A),
Enterococcus faecalis (E.F) y Listeria monocytogenes (L.M). Las preparaciones microbianas se
obtuvieron a partir de cultivos stock conservados a -80°C, propagados mediante dos resiembras

sucesivas en Caldo Nutritivo (Biokar) y observados al microscopio en gota fresca y tinciéon Gram,
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para asegurar cultivos axénicos de cada microorganismo evaluado. Para la manipulaciéon y
resiembra diaria de las cepas, se realizaron paralelamente cultivos en tubos de ensayo con 5 mL

de agar nutritivo dispuesto de forma inclinada en el tubo y almacenados a 4°C en heladera.

Para la prueba de AAM, se siguid el procedimiento detallado en la Figura 18. Se realizaron
orificios de 7 mm de didmetro en placas que contenian 15 mL de Agar Nutritivo (Biokar, Francia),
utilizando tubos de vidrios estériles. Previamente, las placas fueron inoculadas individualmente
con las bacterias sensibles estudiadas antes de la solidificacién del medio, logrando una
concentracion inicial de inéculo de 1-5 x 106 UFC/mL (volumen de siembra de suspensién de

microorganismos en fase exponencial utilizada: 0,1 mL).

Las muestras se prepararon a las concentraciones de 50, 100 y 200 mg/mL en agua ultrapura
yapHde 3,4,5,6,5,7,5y8,5. Un volumen de 0,06 mL de cada muestra se colocé en cada pocillo
y las placas se dejaron reposar en flujo laminar durante 45 min para favorecer la difusidn de los
liquidos. Luego, se incubaron a 37°C durante 16-24 h. Finalmente, se midié el diAmetro de los

halos de inhibicidn observados. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

) Preparacién de placas con agar nutritivo
+ microorganismo indicador:

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Staphylococcus aureus subsp. Aureus
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes

@ Perforacién de pocillos para siembra
(7 mm de didmetro)

© Siembra de muestra y reposo por 45 min

Muestra Concentracion pH

= WPH-A * 50 mg/mL = 3,0

= WPH-AF = 100mg/mL = 45

= WPC-80 = 200mg/mL = 6,5
= 75
= 8,5

@ Incubacién a 37°C por 16-24 h

@ Medicién del dizmetro de los halos de
inhibicién observados

Figura 18. Procedimiento para la determinacion de la actividad antimicrobiana.
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+* Capacidad quelante de calcio

El calcio es un nutriente esencial para el cuerpo humano, y su deficiencia puede provocar
enfermedades 6seas metabolicas, como el raquitismo en los nifios y la osteoporosis en los adultos
mayores. En este contexto, se ha propuesto el uso de péptidos quelantes de calcio como una
alternativa prometedora para superar las limitaciones del calcio i6nico, como su baja absorcion y
biodisponibilidad a bajas concentraciones. La formaciéon de quelatos péptidos-calcio podria
mejorar significativamente la absorcién de calcio en el tracto gastrointestinal (Sun et al.,, 2016).
En funcién de ello, se estudié la capacidad quelante de calcio de los ingredientes funcionales y el
impacto de los factores de la reaccion de quelacion que afectan la formacién de estos quelatos. El
analisis de esta propiedad en los hidrolizados obtenidos podria contribuir potencialmente en el

tratamiento de la deficiencia de calcio en los seres humanos.

La capacidad quelante de calcio (Ca-CC), definida como el contenido de calcio (ug) unido al
péptido (mg) después de la reacciéon de quelacién, se determiné utilizando la metodologia
descrita por Hou et al. (2018) con modificaciones, de acuerdo a la Figura 19. En funcién de
optimizar la Ca-CC para los péptidos presentes en WPH-A y WPH-AF, se seleccionaron tres
factores influyentes, pH (X1), temperatura (X2) y la relacién WPH/calcio (X3). Se emple6 el
método de superficie de respuesta (RSM) para evaluar como estas variables afectaron la Ca-CC.
El RSM se aplic6 mediante un disefio compuesto central (DCC), que consistié en 20 experimentos
en total, 8 factoriales, 6 axiales y 6 puntos centrales (Anexo 2). Los valores del punto central y el

rango de las tres variables independientes analizadas se detallan en la Tabla 9.

Tabla 9. Variables independientes (pH, temperatura y relacion WPH/Ca) usadas en el disefio experimental
de Ca-CC.

Niveles codificados

Variable independiente

-1,682 1 0 +1 +1,682
X1- pH 6 6,8 8 9,2 10
X2- T (°C) 25 32,1 42,5 52,9 60
X3- WPH/Ca (m/m) 50:1 90,5:1 150: 1 209,5:1 250:1
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€) Preparacién de las muestras en agua ultrapura (10 mg/mlL)

@ Ajuste de pH (Factor X1 del DCC)

@) Preparacién de las mezclas de reaccién (volumen final de 30 mL):

+ MUESTRA: muestra (15 mL) + CaCl, 5 mM (*) + agua ultrapura (¥)
CONTROL EXPERIMENTAL 1: muestra (15 mL) + agua ultrapura (15 mL)
CONTROL EXPERIMENTAL 2: CaCl, 5 mM (*) + agua ultrapura (*)

(*) Cantidades segtin el Factor X3 del DCC (Relacién WPH/Ca)

@ Incubacién a X°C (Factor X2 del DCC) por 1 h en agitacién (120 rpm) (QUELACION)

© Adicién de BFS 200 mM pH 8 (3 mL)

( Incubacién a 37°C por 30 min en agitacién (120 rpm) (FORMACION DE FOSFATO DE CALCIO)

@ Centrifugacién 4.000 x g por 20 min a 25°C (PRECIPITACION DE FOSFATO DE CALCIO)

@) Determinacién del contenido de calcio en el sobrenadante (CALCIO RETENIDO)

Figura 19. Procedimiento para la determinacién de la capacidad quelante de calcio.

Inicialmente, las muestras se prepararon en agua ultrapura a una concentraciéon de 10 mg/mL,
ajustando los valores de pH segtn el DCC (Factor X1, Tabla 9) mediante la adicién de HCl1 1 M y/o
NaOH 1 M. Luego, se prepararon las mezclas de reaccién utilizando 15 mL de las diferentes
suspensiones de WPH, junto con distintas cantidades de CaCl, 5 mM y agua ultrapura, hasta
alcanzar un volumen final de 30 mL, ajustando asi la relacion WPH /calcio establecida (Factor X3,
Tabla 9). Para el control experimental, se realizaron preparaciones sustituyendo el WPH y el
CaCl; 5 mM por agua ultrapura. Todas las mezclas se incubaron en un bafio termostatico con
agitacion a 120 rpm durante 1 h a temperaturas especificas (Factor X2, Tabla 9) para promover
la unién péptido-Ca. Posteriormente, se afiadieron 3 mL de BFS 200 mM pH 8 y se incubaron a

37°C durante 30 min.

Finalizadala incubacion, las mezclas se centrifugaron a 4000 x g durante 20 min a temperatura
ambiente utilizando una centrifuga Biofuge 28RS, para precipitar las sales insolubles de fosfato
de calcio. El sobrenadante se recolecté para determinar la Ca-CC del quelato, utilizando un kit
comercial (Ca-color AA, Wiener lab., Rosario, Argentina) basado en el reactivo orto-cresolftaleina
complexona (Anexo 3). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado, y los datos
experimentales se ajustaron con un modelo polinomial para predecir la respuesta de la variable

dependiente conforme a la Ecuacién 15.
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Y =P+ Zk:ﬁiXi +Zk:ﬁiixi2 +zk: Zk: BijXiX; (15)
i=1 i=1

=1 j=i+1

donde Y es la variable dependiente analizada (Ca-CC), 3o es un coeficiente constante, f3i, Bii y Bij
son los coeficientes para el efecto lineal, cuadratico y de interaccion, respectivamente, y Xi y Xj
son las variables independientes. La optimizacién de respuesta multiple se analizé mediante el

software estadistico Design-Expert versién7.0 (Stat Ease, Inc., Minnesota, EE. UU.).

3.3. INCORPORACION DE LOS INGREDIENTES EN UNA MATRIZ ALIMENTARIA

3.3.A. Formulacion de postres lacteos

Se desarrollaron tres formulaciones de postres lacteos de consistencia cremosa y sabor a dulce
de leche, donde se incorpor6 WPH-A, WPH-AF o WPC-80 en su composiciéon seguin
correspondiera. Ademas, se elabord una formulacién control sin la adiciéon de proteinas del
lactosuero o sus hidrolizados. Todas las formulaciones se prepararon a base de leche en polvo
descremada (San Regim, SanCor Cooperativas Unidas Ltda., Sunchales, Argentina) a una
concentracién de 16% (m/m), 12% (m/m) de azdcar comercial (Ledesma, Ingenio Ledesma
S.A.A.L, Jujuy, Argentina), 0,1% (m/m) de colorante caramelo provisto por Veneto S.A. (Santa Fe,
Argentina) y 0,165% (m/m) de saborizante dulce de leche (Lecker, Lecker Argentina S.A., Buenos
Aires, Argentina). Como espesantes se utilizaron goma guar adquirida de un comercio local y
carragenina (80% «k -carrageninay 20% A- carragenina, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EE.UU.)
a las concentraciones de 0,6% (m/m) y 0,06% (m/m), respectivamente. Los ingredientes WPH-
A, WPH-AF o WPC-80 se incorporaron a la concentraciéon de 1% (m/m) y esta cantidad fue
reemplazada por agua destilada en la formulacién control. En todos los casos, se completd el peso
total con agua destilada. La Tabla 10 resume la composicién empleada de las formulaciones de

postres lacteos.

Para la preparacion, se colocé la cantidad necesaria de agua destilada en un recipiente de
vidrio y se afiadieron los ingredientes gradualmente, mezclando con agitacién magnética
continua. Primero se incorpordé la leche en polvo, seguido del azicar, el WPH o WPC-80, el
saborizante, el colorante y la carragenina. Finalmente, se afiadié la goma guar, ya que su

incorporacién incrementa sustancialmente la viscosidad de la mezcla.

El proceso continud con el filtrado de la mezcla a través de una malla metalica para eliminar
los grumos no disueltos de goma guar. Luego, se calent6 a 75°C durante 29 + 7 min utilizando un

bafio de agua a 90°C (Figura 20) y aplicando agitacién mecanica continua para asegurar la
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completa disolucién de los espesantes. A continuacion, se dejé enfriar parcialmente la mezcla y
se la envasé en recipientes plasticos en porciones de aproximadamente 30 g. Tras el envasado,
los postres se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se colocaron las tapas y almacenaron a
4°C. Las formulaciones se obtuvieron por duplicado utilizando una escala de produccién de
aproximadamente 2 kg por postre lacteo producido. Los postres lacteos obtenidos se
denominaron FWPH-A, FWPH-AF y FWPC-80, segun el ingrediente diferencial (WPH-A, WPH-AF

y WPC-80, respectivamente), mientras que la formulacién control se denominé FC.

Figura 20. Equipamiento utilizado durante el calentamiento en la obtencidn de postres lacteos. 1:
recipiente de vidrio, 2: bafio termostatico, 3: agitador mecanico equipado con un agitador de paletas
inclinadas, 4: termocupla, 5: temporizador.
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Tabla 10. Composicion de las formulaciones de postres lacteos producidas.

Ingrediente Concentracion [% (m/m)]
Leche en polvo descremada 16

Azlcar comercial 12

WPH-A, WPH-AF, WPC-80 o agua destilada 1

Goma guar 0,6
Carragenina 0,06

Colorante caramelo 0,10
Saborizante dulce de leche 0,165

Agua destilada Hasta completar el 100%

3.3.B. Analisis sensorial de las formulaciones de postres lacteos

Las formulaciones FWPH-A, FWPH-AF, FWPC-80 y FC, fueron evaluadas en el Departamento
de Analisis Sensorial de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Litoral
(Santa Fe, Argentina). Las determinaciones incluyeron un Andlisis Sensorial Descriptivo
Cuantitativo (QDA®) y una caracterizacion sensorial basada en consumidores mediante pruebas

de aceptabilidad e intencién de compra. Dichas metodologias se describen a continuacién.

3.3.B.1. Andlisis Sensorial Descriptivo Cuantitativo (QDA®)

Se seleccion6 un panel de 8 evaluadores, compuesto por 4 hombres y 4 mujeres, con edades
comprendidas entre 25 y 45 afos. Todos los evaluadores eran miembros entrenados
pertenecientes al panel sensorial del Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITA) de la Universidad
Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina), de acuerdo con la norma [SO 8586 (2023). Durante las
sesiones de entrenamiento, degustaron postres lacteos comerciales y experimentales para
generar vocabulario especifico con el fin de definir y describir los atributos sensoriales a evaluar,
es decir: color caracteristico, brillo, sinéresis, consistencia, uniformidad de masa, filancia,
suavidad, adherencia, cremosidad, gusto dulce, gusto amargo, gusto salado, sabor a “dulce de
leche”, sabor a crema, sabor a polvo, sabor lactico, sabor a cocido, flavor residual y flavor global.

Las definiciones de estos atributos se presentan en el Anexo 4.

A los 6-7 dias de su elaboracion, las muestras experimentales de postres lacteos codificadas
con nimeros de tres digitos a 8°C, se entregaron aleatoriamente a los panelistas, solicitdndoles
que bebieran agua entre la evaluaciéon de cada muestra para enjuagar su paladar. Las intensidades

de los descriptores se puntuaron en una escala no estructurada de 10 cm de longitud anclada en
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1y 9. Posteriormente, se midid la intensidad de cada atributo en cada escala, con el fin de asignar
un valor para el andlisis estadistico (ANOVA de una via con factores fijos). Las pruebas se llevaron

a cabo en una sala estandarizada conforme a la norma ISO 8589:2007 /A1 (2014).

3.3.B.2. Caracterizacion sensorial basada en consumidores

Se reclutaron un total de 114 consumidores a partir de la base de datos del Departamento de
Andlisis Sensorial de la Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina), en funcién de su
consumo de postres lacteos (al menos dos veces por semana), disponibilidad e interés por
participar. Los participantes tenian entre 18 y 63 afios y las mujeres representaron un 62% del
total. Los consumidores no recibieron ninguna informacién adicional sobre las muestras antes de

la degustacion y dieron su consentimiento informado por escrito.

Las pruebas se realizaron en un laboratorio sensorial en cabinas individuales segin 1SO
8589:2007 /A1 (2014). Se controlé la luz artificial, 1a temperatura (22°C) y la circulacién del aire.
Los participantes contaron con agua en todo momento para enjuagar su boca y neutralizar los
sabores residuales entre la ingesta de las diferentes muestras. A los 3-4 dias de su elaboracion,
las muestras se entregaron a los consumidores en recipientes plasticos colocados sobre una
bandeja, cada uno con 30 g de los diferentes tipos de postres lacteos (8°C). Cada muestra (FWPH-
A, FWPH-AF, FWPC-80 y FC) se codificé con nimeros aleatorios de 3 digitos. El orden en que los
consumidores probaron los productos fue también aleatorio, de manera tal de lograr un correcto
equilibrio en las presentaciones y minimizar cualquier sesgo sensorial. En la Figura 21 se
muestra la forma de presentacién de las muestras. En el Anexo 5, se presenta, a modo de ejemplo,
el formato de una de las planillas entregadas a los consumidores, junto al consentimiento

informado.

< Aceptabilidad (Overall Liking)

Se pidi6 alos consumidores que probaran las muestras y calificaran su gusto general mediante
una puntuacion hedoénica horizontal, donde 9 = me gusta muchisimo, 8 = me gusta mucho, 7 = me
gusta, 6 = me gusta poco, 5 = me resulta indiferente, 4 = me disgusta poco, 3 = me disgusta, 2 =
me disgusta mucho, y 1 = me disgusta muchisimo (Ares et al.,, 2017). Los anclajes verbales de la
escala se seleccionaron de manera que la distancia psicoldgica entre puntos sucesivos de la escala
sea siempre la misma (Wichchukit & O’'Mahony, 2015). Finalmente, se llev6 a cabo ANOVA de una

via con factor fijo para identificar diferencias significativas entre las muestras. Cuando las
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diferencias fueron significativas (p < 0,05), las medias se compararon mediante la prueba de

Tukey.

«* Intencion de Compra

Se les pidié a los participantes que, luego de indicar su grado de gusto sobre las muestras,
mencionen cual/es producto/s comprarian. Se les explicé de manera explicita la posibilidad de
poder marcar uno de ellos, dos, tres, todos o ninguno. Para evaluar la existencia de diferencias
significativas entre la intencién de compra de cada producto, se realiz6 una prueba de chi-
cuadrado por celda sobre los resultados del test de independencia entre filas y columnas (tabla
de contingencias) y se aplicé el test exacto de Fisher mediante el empleo del Software XLSTAT™

(Addinsoft, Paris, Francia).

Figura 21. Presentacidn de muestras en la caracterizacion sensorial basada en consumidores.
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3.3.C. Sinéresis de las formulaciones de postres lacteos

La sinéresis de las formulaciones de postres lacteos (FWPH-A, FWPH-AF, FWPC-80 y FC) se
determiné semanalmente durante los 29 dias de almacenamiento (dias 1, 8, 15, 22 y 29 post-
elaboracién), a partir de la metodologia descrita por Verbeken et al. (2006) con modificaciones.
Una masa conocida de cada formulacidén se colocé en tubos de eppendorf'y se centrifugé a 6.300
x g durante 30 min a 10°C utilizando una centrifuga Biofuge 28RS. El porcentaje de sinéresis se
calcul6 como la relacion entre el peso del liquido separado del postre lacteo y el peso total de la

muestra antes de la centrifugacion.

3.3.D. Propiedades bioactivas de las formulaciones de postres lacteos

La posible presencia en las formulaciones de postres lacteos de algunas de las propiedades
bioactivas previamente determinadas en los hidrolizados, y su persistencia en el tiempo de
almacenamiento, se evalud en términos de actividad antihipertensiva y actividad antioxidante,
siguiendo los protocolos detallados en las secciones 3.2.A.4. y 3.2.A.5. Los postres se prepararon
a una concentracion de 0,4 g/mL en agua ultrapura, y tanto la AAH como la AAO se midieron
semanalmente en los dias 1, 8, 15, 22 y 29 post-elaboracion, en funciéon de determinar la

influencia de las condiciones de almacenamiento de los postres formulados sobre las mismas.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados, excluyendo aquellos provenientes del andlisis
sensorial anteriormente mencionados, se llev6 a cabo mediante andlisis de varianza (ANOVA), ya
sea unidimensional o multifactorial, segin del tipo de estudio realizado. Cuando se observaron
diferencias significativas (p < 0,05), se realizé una comparacién multiple de medias utilizando la
prueba de la diferencia minima significativa (LSD). Para el analisis estadistico se utilizd el

software Statgraphics® Centurion version XVI (Statgraphics Inc, Rockville, MD, EE.UU.).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EXPERIENCIAS PRELIMINARES DE OBTENCION Y CARACTERIZACION DE WPHS

4.1.A. Obtencion de hidrolizados

Las experiencias preliminares de hidroélisis enzimatica se llevaron a cabo en dos etapas, y los
productos generados en cada una se presentan en la Figura 22. En la Etapa I, se obtuvieron
diferentes WPHs utilizando ALC y FLA de manera individual, variando la concentracion de
sustrato y el pH de reaccion, tal como se detalld en la Tabla 4 (seccion 3.1.B.). El objetivo de esta
etapa fue examinar el comportamiento de los preparados enzimaticos frente al sustrato,

considerando estas variables.

La bibliografia especifica sobre la hidrdlisis enzimatica de WPC o WPI indica que las
concentraciones proteicas utilizadas suelen oscilar entre el 3% y el 10% (m/v) (Severin & Xia,
2006; Sinha et al., 2007; da Costa et al.,, 2007; Dryakova et al., 2010; Peng et al., 2010; Adjonu et
al, 2013; O'Keeffe & FitzGerald, 2014; Mann et al,, 2015). Con base en esta informacidn, en el

presente estudio se establecié un rango de concentracién de proteinas entre el 1% y el 12%
(m/v).

El pH de reaccion se seleccioné en funcion del rango éptimo de actividad de cada proteasa. El
preparado enzimatico ALC suele utilizarse en un rango de pH entre 7 y 9 (Severin & Xia, 2006; da
Costaetal, 2007; Peng et al,, 2010; Nchienzia et al., 2010; O'Keeffe & FitzGerald, 2014; Kimatu et
al, 2017; Justus et al,, 2019; Xu et al., 2020), mientras que FLA se emplea principalmente a pH 7
(Klompong et al., 2007; Cumby et al., 2008; Nchienzia et al., 2010; Dryakova et al., 2010; O'Keeffe
& FitzGerald, 2014; Kimatu et al, 2017; Justus et al, 2019; Xu et al, 2020). Para facilitar la
comparacion entre ambas enzimas y evaluar la posibilidad de establecer un pH comun que
permita su combinacién sin necesidad de ajustes adicionales, se seleccionaron los valores de pH

7,8 y 9 para ambos preparados enzimaticos.

En cuanto a la temperatura de hidrdlisis, la bibliografia indica valores entre 40°C y 50°C para
FLA, y entre 50°C y 65°C para ALC, aunque la mayoria de los estudios emplean 50°C (Severin &
Xia, 2006; Chang et al., 2007; Cumby et al., 2008; Nchienzia et al., 2010; O'Keeffe & FitzGerald,
2014; Ambigaipalan et al, 2015; Kimatu et al, 2017; Chirinos et al., 2018; Xu et al., 2020). En
funcion de ello y de manera tal de acotar el nimero de variables en esta fase preliminar, en este

estudio se optd por trabajar a 50°C en todas las reacciones de hidrolisis.

El tiempo de reaccidén se estableci6 en 180 min para todas las experiencias preliminares,
manteniendo constantes el pH y la temperatura, asi como la agitacién continua durante todo el

proceso. Al finalizar, las enzimas fueron inactivadas térmicamente mediante la incubacion de las

78



Resultados y Discusion

mezclas en un bafio termostatico a 80°C durante 20 min, excepto en los WPHs FLA obtenidos a
pH 9 donde el tiempo de inactivacién se redujo a 10 min. Esta modificacién se implement6 debido
a cambios en la viscosidad observados luego de 20 min de tratamiento térmico. Dichos cambios
podrian estar relacionados con el menor grado de hidrdlisis alcanzado con esta enzima, en estos
casos (DH < 6%), sugiriendo que las proteinas no hidrolizadas o parcialmente hidrolizadas
podrian haber experimentado cierto grado de desnaturalizacion térmica. La estructura y la
solubilidad de las proteinas del suero estan influenciadas por factores como la temperatura, el pH
y la composicion (deWit & Klarenbeek, 1984). Al calentarse, estas proteinas tienden a
desnaturalizarse y agregarse, lo que puede dar lugar a la formacién de un gel dependiendo de las
condiciones fisicoquimicas (Saglam et al., 2013). Los tratamientos térmicos pueden afectar de
manera reversible o irreversible la estructura y propiedades de las proteinas del suero.
Temperaturas de hasta 60°C, suelen provocar cambios reversibles que pueden influir en el
comportamiento de asociacién o disociacién de algunas proteinas del suero. Estos cambios se
atribuyen cominmente a transiciones conformacionales previas a la desnaturalizacion, causadas
tanto por una pérdida parcial de la estructura tridimensional de la proteina como por alteraciones

en su hidratacion (deWit & Klarenbeek, 1984).

En la Etapa II, los WPHs se obtuvieron a partir de soluciones de WPC-80 al 8% (m/v) de
proteinas, variando la relacion E/S (Tabla 4, seccién 3.1.B.). El pH de reaccién se ajust6 a 8 para
FLA y a 9 para ALC, en funcion de la mayor actividad enzimatica observada en la etapa previa.
Respecto a la inactivacidon enzimatica, en los WPHs FLA obtenidos con una relacién E/S del 4%
(m/m) de proteinas, también se aplicé la excepcidn de reducir el tiempo del tratamiento térmico
a 10 min. Esta decisién se basé en observaciones previas que indicaron un aumento de la
viscosidad en muestras con bajo DH cuando se aplicaba un tratamiento térmico de 80°C durante

20 min.

Durante todas estas experiencias, se prepararon controles de proteinas de suero sin hidrolizar
(CSHs) a partir de soluciones de WPC-80 al 1%, 6% y 10% (m/v) de proteinas, ajustadas a pH 7,
8y 9. Asi, se incluyé una concentracion baja, intermedia y alta para cada pH evaluado. Ademas, se
utilizaron soluciones de WPC-80 al 8% (m/v) de proteinas a pH 8 y 9, replicando las condiciones
de concentracidn de sustrato y pH empleadas en la variacion de la relacidn E/S. Estas soluciones
fueron expuestas a 50°C durante 180 min, con agitacién continua y pH constante, siguiendo el
mismo procedimiento utilizado en el proceso de hidrélisis enzimatica. Al finalizar, se omiti6 la

etapa de inactivacién enzimatica debido a la ausencia de ALC y FLA.

Los CSHs se caracterizaron de la misma manera que los WPHs para evaluar el impacto del
proceso de hidrolisis enzimatica. Durante la reconstitucién de los polvos de CSHs, se observaron

dificultades en la disolucion, con la presencia de material no disuelto. Este fendmeno podria estar
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asociado con el calentamiento aplicado (50°C durante 180 min) en su obtencién, que pudo haber
afectado de forma irreversible la estructura de algunas de las proteinas del suero, provocando
alteraciones en su solubilidad. En consecuencia, se decidié utilizar WPC-80 como control en la
etapa posterior que luego mencionaremos como caracterizacion de los ingredientes funcionales

(seccion 4.2.B.).

WPHs GENERADOS EN EXPERIENCIAS PRELIMINARES

ETAPAI N\

1-2-4-6-8-10-12

Variable WPHALC 1% pH7-8-9_2% || WPHFLA 1% pH 7-8-9_5,5%
\ pH (3) } WPHALC 2% pH7-8-9_2% || WPHFLA 2% pH 7-8-9_5,5%
7.8-9 WPHALC 4% pH7-8-9_2% || WPHFLA 4% pH 7-8-9_5,5%
WPHALC 6% pH7-8-9_2% || WPHFLA 6% pH 7-8-9_5,5%
Relacién | | 2% (m/m) ALC WPHALC 8% pH7-8-9_2% || WPHFLA 8% pH 7-8-9_5,5%
E/S fija 5,5% (m/m) FLA WPH ALC 10% pH 7-8-9_2% | | WPHFLA 10% pH 7-8-9_5,5%
J WPH ALC 12% pH 7-8-9_2% | | WPHFLA 12% pH 7-8-9_5,5%
ETAPAII N
Relacion E/S
WPHSs ALC (3): WPHSs FLA (3):
Variable |- [% (m/m)] (3) (3) (3)
1-2-3%ALC
4-55-7%FLA } WPH ALC 8% pH 9_1% WPH FLA 8% pH 8_4%
WPH ALC 8% pH 9_2% WPH FLA 8% pH 8_5,5%
Syy pH S0 8% (m/v) WPH ALC 8% pH 9_3% WPH FLA 8% pH 8_7%
‘;i.os — pH9 ALC
) pH 8 FLA y

SELECCION DE WPHs PARA LA CARACTERIZACION EN EXPERIENCIAS PRELIMINARES

@ DH - Cinética enzimatica:

ETAPA I: Todos los WPHs obtenidos (42)
ETAPA II: Todos los WPHs obtenidos (6)

9 A. Antihipertensivay A. Antioxidante:
ETAPA I: Seleccién de WPHs ALC pH 9 y WPHs

FLA pH 8 (14):
© Perfil peptidico e indice de hidrofobicidad: || « wpPH ALC 1%pH9_2% + WPHFLA 1% pH 8_5,5%
ETAPA I: Seleccién de tres S [1%, 6% y 10% + WPHALC 2% pH9_2% + WPHFLA 2% pH 8.5,5%
(l’Il/V)] yun SO]O pH (ALCI pH 9:- FLA: pH 8][6) + WPH ALC 4% pH 9_2% + WPHFLA 4% pH 8_5,5%

+ WPHALC 6% pH9_2% ¢ WPHFLA 6% pH 8_5,5%
* WPHALC 1% pH9_2% * WPHFLA1%pH8.55% || + WPHALC 8% pH9_2% + WPHFLA 8% pH 8_5,5%
* WPHALC 6% pH9_2% <+ WPHFLA 6%pH8.55% || « WPHALC 10% pH9_2% * WPHFLA 10% pH 8_5,5%
+ WPHALC 10% pH9_2% ¢ WPHFLA 10% pH8.5,5% || « WPHALC 12% pH9_2% + WPHFLA 12% pH 8_5,5%

ETAPA II: Todos los WPHs obtenidos (6) ETAPA II: Todos los WPHs obtenidos (6)

Figura 22. Hidrolizados de proteinas de suero generados en experiencias preliminares de hidroélisis
enzimatica y seleccién de los mismos para su caracterizacion.
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4.1.B. Caracterizacion de hidrolizados

Los hidrolizados de proteinas de suero obtenidos en las experiencias preliminares de
hidroélisis enzimatica fueron seleccionados para su posterior caracterizacién. Los ensayos
realizados incluyeron la determinacién del grado de hidrolisis, el estudio de la cinética
enzimatica, el analisis del perfil peptidico y del indice de hidrofobicidad, asf como la evaluacién
de bioactividades, especificamente actividad antihipertensiva y antioxidante. En la Figura 22 se

detallan los WPHs evaluados en cada caso.

En esta primera etapa del trabajo de Tesis, que abarca tanto la obtencién como la
caracterizacion preliminar de los WPHs, se obtuvieron datos relevantes sobre los preparados
enzimaticos utilizados y las propiedades de los hidrolizados generados. Estos resultados
permitieron seleccionar las condiciones de trabajo mas adecuadas y sacar conclusiones parciales

orientadas a la obtencién de potenciales ingredientes funcionales propiamente dichos.

4.1.B.1. Grado de hidrdlisis y cinética de hidrélisis enzimdtica
<* Grado de hidrdlisis

El grado de hidrélisis (DH) se define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos durante
el proceso de hidrdlisis. Este indicador es de gran importancia, ya que determina las
caracteristicas del producto final, en particular la longitud de la cadena peptidica, lo que a su vez
influye en la funcionalidad de los péptidos generados y en las caracteristicas fisicoquimicas de los
hidrolizados (Dullius et al.,, 2018). En este trabajo, el DH se monitoreé a lo largo de las reacciones
enzimaticas mediante el método pH-stat (seccién 3.2.A.1.). Las curvas de progresién del DH
obtenidas en la Etapa I, donde se evalu6 el efecto del pH de reaccién y de la concentraciéon de
sustrato, se presentan en las Figuras 23 (WPHs ALC) y 24 (WPHs FLA), mientras que en la Tabla

11 se detallan los valores finales de DH alcanzados a los 180 min de reaccion.
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Figura 23. Curvas promedio de progresion del DH (%) alcanzado por los WPHs ALC, en funcién de la
concentracion de sustrato [% (m/v) de proteinas] y del pH de reaccién, con una relacion E/S fija de 2%
(m/m) de proteinas. (A) pH 7. (B) pH 8. (C) pH 9.

82



Resultados y Discusion

9,0

7,5

6,0

4,5

DH (%)

3,0

1,5

0,0

9,0

7,5

6,0

4,5

DH (%)

3,0

1,5

0,0

9,0

7,5

6,0

4,5

DH (%)

3,0
1,5

0,0
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Tabla 11. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes al DH alcanzado por los hidrolizados
tras 180 min de reaccidn, en funcién del pH de reaccién y de la concentracion de sustrato [So, % (m/v) de
proteinas], con una relacién E/S fija de 2% y 5,5% (m/m) de proteinas para ALC y FLA, respectivamente.

pH So [% (m/v)] DH (%)

WPHs ALC WPHs FLA

1 20,99 £ 0,17e 6,52 + 0,107

2 19,42 £ 0,874 6,24 £ 0,06¢f

4 17,42 + 0,23bc 6,92 + 0,108

7 6 18,06+ 0,63¢ 6,72 £ 0,01¢

8 16,90 £ 0,16P 6,05 + 0,05¢

10 16,88 £ 0,19b 6,22 £0,01¢f

12 14,48 + 0,422 5,89 + 0,32de

1 26,07 £ 0,09 7,35 +0,00n

2 24,85+ 0,37h 7,75 + 0,04hi

4 22,20 + 0,69f 8,67 £ 0,03k

8 6 21,65 £ 0,03¢f 8,50 + 0,02k

8 20,88 £ 0,63¢ 7,99 £ 0,207

10 20,68 = 0,42¢ 8,29 + 0,11k

12 19,15 + 0,704 7,82 £0,51i

1 27,15+ 0,36 4,55 +0,14b

2 26,66 £ 0,571 4,51+0,01b

4 26,73 £ 0,851 5,63 +£0,074d

9 6 23,13 +0,608 5,06 + 0,30¢

8 23,15+0,33¢ 4,72 £ 0,11bc

10 23,13 +0,44s 4,68 + 0,08bc

12 22,55 +0,25% 3,45+ 0,47
pH S S
So S S
Interaccién pH-So S S

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). @k Letras diferentes
en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Respecto a las preparaciones enzimaticas, los WPHs FLA presentaron valores de DH
significativamente menores, con un rango de 3,45 * 0,47% a 8,67 + 0,03%, mientras que los WPHs
ALC alcanzaron valores mas altos, entre 14,48 + 0,42% y 27,15 + 0,36%. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Zhang et al. (2013), Mann et al. (2015) y da Rosa et al. (2018),
quienes obtuvieron valores de DH similares para sus WPHs (empleando las mismas
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preparaciones enzimaticas). El mayor DH alcanzado con el uso de ALC en comparaciéon con FLA
también se inform6 en hidrolizados de diversas fuentes proteicas, como carne de jurel de rayas
amarillas (Selaroides leptolepis) (Klompong et al., 2007), canola (Cumby et al.,, 2008), harina de
ave (Nchienzia et al., 2010), torta de sésamo (Demirhan et al., 2011), harina de gluten de maiz (Jin
et al,, 2016), hongos comestibles (Agaricus bisporus) (Kimatu et al., 2017) y okara (Justus et al.,
2019). Estas diferencias pueden atribuirse a las diferentes acciones cataliticas y la especificidad
de cada formulacidon enzimatica respecto a la cadena proteica. ALC es una endopeptidasa
caracterizada por su amplia especificidad y baja selectividad en la hidrélisis de enlaces peptidicos.
Por otro lado, FLA es una mezcla enzimdatica mas compleja compuesta por amino-, dipeptidil- y
endopeptidasas, que confieren una accién mas selectiva (Merz et al., 2015; Souza et al., 2019). De
este modo, ALC rompe los enlaces peptidicos de manera mas amplia y eficiente, lo que da lugar a
una hidrdlisis mayor. En cambio, FLA se dirige principalmente a los enlaces peptidicos terminales,

lo que resulta en un DH mas bajo (Rezvankhah et al., 2021).

En cuanto al pH de reaccién, el efecto sobre el DH fue diferente segin la enzima utilizada
(Tabla 11). Para los WPHs FLA, los valores mas altos de DH se alcanzaron a pH 8, seguido de pH
7 y pH 9, respectivamente; mientras que para los WPHs ALC, los valores mas altos de DH se
lograron a pH 9, valores intermedios a pH 8 y los mas bajos a pH 7 (Figura 25). Los cambios en
el pH pueden modificar tanto la estructura del sustrato como la de la enzima, afectando la

accesibilidad de la proteasa a los enlaces peptidicos especificos (Apar & Ozbek, 2008).
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Figura 25. Efecto de la concentracion de sustrato y del pH de reaccién sobre el DH (%) alcanzado por los
WPHs ALC (tonos azules) y los WPHs FLA (tonos verdes) tras 180 min de reaccion.
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La variacion de la concentracién de sustrato a una cantidad de enzima constante, influye
significativamente en el DH maximo alcanzado por diversas proteasas (Deng et al, 2018). En la
hidrolisis de WPC-80 con dos proteasas diferentes, los valores de DH variaron segin la
concentracion proteica del sustrato (Tabla 11). Enlos WPHs ALC, el DH disminuy6 a medida que
aument6 la concentracién de proteina (Figura 23 y 25), comportamiento que también fue
observado por Butré et al. (2012) en la hidrdlisis de WPI utilizando ALC. Por el contrario, en los
WPHs FLA, se registraron valores mas altos de DH a concentraciones intermedias de 4% y 6%
(m/v) de proteinas, mientras que a concentraciones inferiores y superiores se observo una
disminucién del DH (Figura 24 y 25). En la hidrdlisis de a-LA, Deng et al. (2018) encontraron que
el efecto de la concentracién de sustrato sobre el DH dependia de la enzima utilizada. En sus
experimentos, el uso de tripsina bovina y porcina, asi como a-quimotripsina bovina, resulté en
un aumento de los valores de DH con el incremento de la concentracion de sustrato, mientras que
la proteasa de B. licheniformis produjo un DH mas bajo. En contraste, la hidrélisis con tripsina
humana no fue sensible a los cambios en la concentracion de sustrato. Asimismo, el uso de ALC
en la hidrélisis de proteina de colza (Chabanon et al, 2007), torta de sésamo (Demirhan et al.,
2011), grano de sorgo dulce (Wuetal,2016) y aislado de proteina de nuez pecan (Hu et al., 2018),
también resulté en una disminucion de los valores de DH con el aumento de la concentracién.
Esta observacion sugiere que el sustrato puede estar involucrado en la desactivacidén enzimatica
(por fendémenos inhibitorios de ciertos componentes presentes en tales matrices,
principalmente) y que la cantidad de enlaces hidrolizables no es el factor clave que controla la

tasa de hidrélisis (Gonzalez-Tello et al., 1994).

Por otro lado, las curvas de progresion del DH obtenidas en la Etapa II, donde se evalud la
variacidon de la relacién enzima/sustrato, se muestran en la Figura 26, mientras que los valores
finales de DH alcanzados por los WPHs tras 180 min de reaccién se detallan en la Tabla 12. La
relacion enzima/sustrato también mostré una influencia significativa sobre el grado de hidrdlisis,
con un aumento del DH en funciéon de su incremento. En los WPHs ALC, el DH aument6 de 21,53
*+1,07% a 23,15 + 0,33% y 25,57 * 0,85% para las relaciones E/S de 1%, 2% y 3% (m/m) de
proteinas, respectivamente. En los WPHs FLA, se evidencié un aumento de 5,10 + 0,18% a 7,99
0,20% y 7,32 + 0,75% para las relaciones E/S de 4%, 5,5% y 7% (m/m) de proteinas, sin
diferencias significativas entre las relaciones E/S mas altas. De igual manera, se observaron
valores de DH mas altos con el aumento de la relacién E/S en la hidroélisis de Lactoalbtimina 75L
con Alcalase 0.6L y otras proteasas (Gonzalez-Tello et al., 1994), asi como en la hidrdlisis de otras
fuentes proteicas utilizando ALC (Marquez & Vazquez, 1999; Chabanon et al., 2007; Demirhan et
al,2011; Wuetal, 2016; Hu et al., 2018) y otras enzimas (Apar & Ozbek, 2007; Ruan et al., 2010).
Por lo tanto, con una concentracion adecuada de sustrato, un incremento en la concentracion de
enzima eleva la tasa de ruptura de los enlaces peptidicos, lo que resulta en un mayor DH. Sin
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embargo, no se observaron diferencias significativas en los WPHs FLA entre las relaciones E/S de
5,5% y 7% (m/m) de proteinas, en concordancia con los datos reportados por Apar & Ozbek
(2007, 2008) y Demirhan et al. (2011). Estos autores sefialaron que el aumento en los valores de
DH se detuvieron tras alcanzar un cierto nivel de concentraciéon de enzima, sugiriendo una
velocidad maxima de conversion dada la saturacion del sustrato. La aplicaciéon de estrategias
secuenciales de hidrélisis podria representar una alternativa para salvaguardar estas

limitaciones y asi generar mayores DH.
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Figura 26. Curvas promedio de progresion del DH (%) alcanzado por los WPHs ALC (tonos azules) y los
WPHs FLA (tonos verdes), en funcién de la relacién E/S [% (m/m) de proteinas], con una concentracién
de sustrato fija de 8% (m/v) de proteinas y valores de pH 9 para ALC y 8 para FLA.

Tabla 12. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes al DH (%) alcanzado por los
hidrolizados tras 180 min de reaccidn, en funcién de la relaciéon E/S [% (m/m) de proteinas], con una
concentracion de sustrato fija de 8% (m/v) de proteinas y pH 9 para ALC y pH 8 para FLA.

WPHs Relacion E/S [% (m/m)] DH (%)
1 21,53 +1,07¢
WPH ALC 2 23,15 +0,33d
3 25,57 £0,85¢
4 5,10+ 0,182
WPH FLA 5,5 7,99 £ 0,20p
7 7,32 +0,750b

ae |etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Finalmente, los controles de proteinas de suero sin hidrolizar (CSHs) presentaron niveles de
hidrolisis minimos, con valores de DH que oscilaron entre 0,22 + 0,31% y 1,91 + 0,75% (Anexo
6). Este grado de hidrdlisis observado podria atribuirse al calentamiento al que se expusieron las
proteinas del suero, provocando una escision inespecifica de los enlaces peptidicos (Adjonu et al.,

2013).

«* Cinética de hidrolisis enzimdtica

Las curvas de progresion del DH (%) obtenidas para los WPHs (Figuras 23, 24 y 26) se
emplearon para el estudio de la cinética de hidrolisis enzimatica. Dichas curvas exhibieron el
comportamiento caracteristico de este tipo de procesos, con una velocidad de hidrélisis elevada
en la fase inicial, que posteriormente disminuy6 de manera progresiva. Esta reduccién en la
velocidad de reaccion podria atribuirse a diversos factores, tales como la disminucién de los
enlaces peptidicos susceptibles, la inhibicidn enzimatica causada por los productos o el sustrato,

y la posible desactivacién de las enzimas (Chabanon et al.,, 2007).

Con el propdsito de describir adecuadamente este comportamiento y determinar las
condiciones dptimas de protedlisis, se han desarrollado diversos modelos cinéticos. El modelo
clasico de Michaelis-Menten resulta apropiado para sistemas homogéneos; sin embargo, la
hidrélisis enzimatica de proteinas ocurre generalmente en sistemas heterogéneos y mas
complejos, donde intervienen factores como la inhibicién por productos, la inhibicién por
sustrato y la desactivacion de la enzima. Por este motivo, varios investigadores han propuesto
modificaciones al modelo de Michaelis-Menten con el fin de describir con mayor precision la

cinética de hidrdlisis y la formacion de productos (Wu et al., 2016).

En este trabajo, se utiliz6 una ecuacion exponencial simple (Ecuacién 4, secciéon 3.2.A.1),
previamente empleada en estudios de hidroélisis de Lactoalbumina 75L (Gonzalez-Tello et al.,
1994), hemoglobina (Marquez & Vazquez, 1999), torta de sésamo (Demirhan et al., 2011) y grano
de sorgo dulce (Wu etal,, 2016). Asi, las curvas de progresién del DH se ajustaron utilizando dicha
ecuacion. Segun Marquez & Vazquez (1999), esta ecuacion representa un modelo de hidrdlisis de
orden cero con inactivacién enzimdatica simultinea de segundo orden, definiéndose los

parametros cinéticos a y b mediante las Ecuaciones 16 y 17:

ke
a=—2 (16)
So

donde k; es la constante de velocidad de la reacciéon de hidrélisis, ey es la concentracion inicial de

la enzima y sy es la concentracidn inicial del sustrato. El parametro a esta relacionado con la
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pendiente inicial de la curva de progresion del DH (%) en funcién del tiempo, indicando la rapidez

con que se produce la hidrélisis al inicio de la reaccién.

_ ksky

b 5

(17)

donde k; es la constante de velocidad de la reaccién de inactivacion, y ku es la constante de
Michaelis-Menten. El pardmetro b estd relacionado con la constante de Michaelis-Menten (kwu),
inversamente proporcional a la afinidad de la enzima por el sustrato, e integra ademas el efecto

de posibles inhibiciones y desactivaciones enzimaticas, representadas por las constantes ks y k.

Los parametros cinéticos obtenidos del ajuste de las curvas de DH bajo diferentes condiciones
experimentales, junto con los valores de R2, se presentan en las Tablas 13, 14, 15 y 16. Los
valores de R? cercanos a 1 indican que la ecuacién cinética empleada permiti6 modelar

adecuadamente la reaccion de hidrolisis en las experiencias preliminares.

El parametro a estuvo influenciado tanto por el pH de reaccién como por la concentracién de
sustrato en la hidrélisis con ALC (Tabla 13), mientras que en los WPHs FLA, solo el pH tuvo un
efecto significativo (Tabla 14). En ambos casos, este pardmetro aumentd con el pH, registrandose
los valores maximos a pH 9. Enlos WPHs ALC, los valores mas altos del parametro a se registraron
a bajas concentraciones de sustrato [1% y 2% (m/v)] (Tabla 13), disminuyendo con el
incremento de la concentracion. A pH 9 y concentracion de sustrato de 1%, el parametro a alcanzé
su valor maximo (2,049 + 0,004 min-1), en concordancia con el mayor valor de DH (27,15 * 0,36),
sugiriendo que el pH 9 fue el 6ptimo para la actividad enzimatica de ALC y que el aumento en la
concentracion de sustrato podria generar un efecto de saturacion enzimatica o inhibicién por

sustrato.

Por otro lado, la relaciéon E/S mostro un efecto directamente proporcional sobre el parametro
a en los WPH-A (Tabla 15), indicando que, a mayor cantidad de enzima disponible, mayor
velocidad inicial. En los WPHs FLA, el pardmetro a aumenté entre las relaciones E/S de 4% y 5,5%
(m/m) de proteinas, pero no hubo diferencias significativas entre 5,5% y 7% (Tabla 16), en
concordancia con lo observado en el DH. Respecto a los preparados enzimaticos, los valores del
pardmetro a fueron significativamente mayores en la hidroélisis con ALC, lo que claramente
sugiere una mayor velocidad inicial de reaccién en este sistema enzimatico, que a su vez registré

los valores mas altos de DH.
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Tabla 13. Valores promedio y desviacidn estandar correspondientes a los parametros cinéticos a y b de los
WPHs ALC, en funcidén del pH de reaccién y de la concentracién de sustrato [So, % (m/v) de proteinas].

pH So [% (m/V)] a (min-1) b R?

1 1,439 £ 0,113cde (0,189 + 0,002cdefs 0,994

2 1,244 + 0,3602bcd 0,200 + 0,006¢f8 0,994

4 1,024 £ 0,581 0,208 £ 0,043 0,997

7 6 0,978 £ 0,412abc 0,198 + 0,04 2defg 0,997

8 0,890 + 0,304a> 0,211 + 0,029fh 0,996

10 1,102 £ 0,0222bc 0,227 + 0,0058h 0,999

12 0,774 +0,151a 0,249 +0,031h 0,994

1 1,998 £ 0,303f 0,151 + 0,0052b 0,998

2 1,703 £ 0,347def 0,155 + 0,0073bc 0,999

4 1,330 £ 0,344bcde (0,165 + 0,019abede 0,999

8 6 1,379 £ 0,135bcde (0,173 + 0,006abcdef 1,000

8 1,211 £ 0,22523bed (0,174 + 0,018abedef 1,000

10 1,209 £ 0,184abcd (0,175 + 0,01 6abedef 1,000

12 1,093 £ 0,010abc 0,187 + 0,009bcdef 0,999

1 2,049 £ 0,004f 0,147 + 0,000 0,997

2 1,850 + 0,122¢f 0,147 +£0,0072 0,999

4 1,330 £ 0,344bcde (0,165 + 0,019abcde 0,999

9 6 1,376 £ 0,083bcde 0,160 + 0,009abed 1,000

8 1,308 £0,118b«d 0,157 + 0,008abc 1,000

10 1,307 £ 0,091bcd 0,157 + 0,008abc 1,000

12 1,217 £ 0,085abcd 0,158 + 0,002abe 1,000
pH S S
So S NS
Interaccion pH-So NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA; S: Efecto significativo (p < 0,05); NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). ah Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05).
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Tabla 14. Valores promedio y desviacidn estandar correspondientes a los parametros cinéticos a y b de los
WPHs FLA, en funciéon del pH de reaccién y de la concentraciéon de sustrato [So, % (m/v) de proteinas].

pH So [% (m/V)] a (min-1) b R?

1 0,424 + 0,010abcd 0,562 + 0,0034e 0,993

2 0,378 £ 0,013abed (0,585 + 0,0074e 0,999

4 0,393 £0,013abcd (0,528 + 0,003bcd 1,000

7 6 0,381 £ 0,002abed 0,543 + 0,007 cde 0,999

8 0,343 +£0,038ac 0,618 + 0,021de 0,999

10 0,352 +0,074ac 0,597 + 0,0474de 0,999

12 0,365 * 0,044abe 0,637 +0,062¢ 0,999

1 0,350 £ 0,035ab¢ 0,455 + 0,019abc 0,999

2 0,348 £ 0,012abc (0,427 +0,0122b 0,999

4 0,362 £ 0,005abc 0,369 + 0,000 0,999

8 6 0,369 £ 0,002abc 0,385+ 0,000 1,000

8 0,335 + 0,006 0,400 + 0,012a 1,000

10 0,339 +0,011abe 0,388 +0,013a 1,000

12 0,317 £ 0,002a 0,420 + 0,0362 0,999

1 0,449 + 0,047 1,048 + 0,049h 0,981

2 0,486 = 0,0904 1,060 + 0,042h 0,983

4 0,445 + 0,101bcd 0,760 £ 0,057f 0,991

9 6 0,420 + 0,054abcd 0,881 + 0,036 0,982

8 0,316 + 0,056 0,880 + 0,0108 0,988

10 0,449 * 0,134 0,970 + 0,061¢h 0,991

12 0,436 + 0,060bcd 1,393 £ 0,180i 0,996
pH S S
So NS S
Interaccion pH-So NS S

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA; S: Efecto significativo (p < 0,05); NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). @1 Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05).
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Tabla 15. Valores promedio y desviacidn estandar correspondientes a los parametros cinéticos a y b de los
WPHs ALC, en funcién de la relacién E/S [% (m/m) de proteinas].

pH Relacion E/S [% (m/m)] a (min1) b R2
1 0,689 +0,1142 0,132+ 0,000 1,000
9 2 1,308 +0,118> 0,157 +£ 0,008 1,000
3 1,800 + 0,120¢ 0,153 +0,010 1,000

ac Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

Tabla 16. Valores promedio y desviacién estdndar correspondientes a los parametros cinéticos a y b de los
WPHSs FLA, en funcién de la relacion E/S [% (m/m) de proteinas].

pH Relacion E/S [% (m/m)] a (min-1) b R2
4 0,131+0,0222 0,529+ 0,081 0,992
8 5,5 0,335+0,006> 0,400+ 0,012 1,000
7 0,322 +0,003> 0,473+0,076 0,997

ab Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

El parametro b también estuvo influenciado por el pH, aunque con un comportamiento
especifico para cada preparado enzimatico. En los WPHs FLA, los valores mas altos se registraron
a pH 9, seguidos de pH 7 y pH 8, respectivamente (Tabla 14). En cambio, en los WPHs ALC, los
mayores valores se observaron a pH 7, seguido de pH 8 y pH 9, sin diferencias significativas entre
estos dltimos (Tabla 13). Las tendencias en el efecto del pH sobre el parametro b fueron opuestas
a las observadas en el DH, sugiriendo una posible relacién inversa entre ambos parametros. Es
decir, un mayor DH podria estar asociado con una menor inactivaciéon enzimatica (valores mas
bajos del pardmetro b). La concentracién de sustrato tuvo un efecto significativo solo en las
hidrélisis con FLA; sin embargo, no se identific una tendencia clara en su aumento o disminucion
(Tabla 14). La relacién E/S no present6 un efecto significativo sobre el parametro b (Tablas 15
y 16). Ademas, los valores del parametro b fueron notablemente mayores en los WPHs FLA en
comparacién con los WPHs ALC, lo que podria indicar una mayor desactivaciéon enzimatica en

FLAy, por ende, un menor grado de hidrolisis.

Diversos autores han determinado los parametros cinéticos a y b en la hidrdlisis de proteinas
con ALC, obteniendo tendencias similares a las observadas en este trabajo para los WPHs ALC. En
general, el parametro a aumento con larelacion E/S y disminuy6 con la concentracién de sustrato,
mientras que el pardmetro b no estuvo influenciado por estas variables, lo que concuerda con lo

observado en la hidrélisis de suero lacteo (Gonzalez-Tello et al., 1994; Martinez-Araiza et al.,
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2012), hemoglobina (Marquez & Vazquez, 1999), gluten de maiz (Apar & Ozbek, 2008), torta de
sésamo (Demirhan et al., 2011) y grano de sorgo dulce (Wu et al, 2016). Sin embargo, estas
tendencias no pudieron extrapolarse completamente a los WPHs FLA en donde, a diferencia de
los WPHs ALC, el parametro a no estuvo afectado por la concentracion de sustrato, mientras que
el parametro b si present6 diferencias con cambios en esta variable. En cambio, el efecto de la
relacion E/S fue similar en ambos preparados enzimaticos, ya que el parametro a aumento, pero
el parametro b no se vio afectado. El efecto del pH sobre ambos parametros cinéticos obtenidos
en los WPHs ALC fue similar al reportado por Demirhan et al. (2011), quienes observaron que un
aumento en el pH de reaccién de la hidrdlisis de la torta de sésamo con ALC provocé un aumento

en el valor a y una disminucién en el parametro b.

Finalmente, el modelo aplicado permitié representar matematicamente la hidrolisis de
proteinas de suero con ALC y FLA bajo diferentes condiciones experimentales, logrando describir

y potencialmente predecir el comportamiento cinético en diversas condiciones de operacion.

4.1.B.2. Perfil peptidico

Los perfiles peptidicos de los WPHs seleccionados (Figura 22), junto con sus respectivos CSHs
y los estandares BSA, a-LA y B-LG, se presentan en las Figuras 27 y 28. Los cromatogramas
obtenidos revelaron que todos los WPHs exhibieron numerosos picos, correspondientes a los
componentes peptidicos liberados tras la hidrolisis enzimatica. Ademas, se observaron

diferencias en los perfiles peptidicos segun el preparado enzimatico utilizado.

Los WPHs ALC eluyeron principalmente entre 17 y 41 min (Figuras 27.A y 28.A), mientras
que los WPHs FLA lo hicieron en un rango de tiempo mdas amplio (Figuras 27.B y 28.B). En los
cromatogramas de los WPHs ALC, se evidencié una degradacion practicamente completa de BSA
y a-LA, asi como una degradacién parcial de -LG. En contraste, los perfiles peptidicos de los
WPHs FLA mostraron una degradaciéon incompleta de estas proteinas, evidenciada por la
presencia de seflales mas intensas en la region de 50-60 min. Estas observaciones concuerdan

con las reportadas por da Rosa et al. (2018).

Al analizar el efecto de la concentracién de sustrato a una relacion E/S constante (Figura 27),
se observo que la forma de los picos cromatograficos fue similar dentro de cada grupo de muestra
(WPHs ALC, WPHs FLA o CSHs). Sin embargo, a medida que aument6 la concentraciéon de
proteina, también lo hizo el area total del cromatograma, lo que sugiere una mayor cantidad de

péptidos generados en funcién del aumento de sustrato.
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WPH ALC 1% pH 9_2%
WPH ALC 6% pH 9_2%
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CSH 1% pH 9
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Figura 27. Perfil peptidico de los WPHs obtenidos con una relacion E/S fija [ALC: 2% (m/m) de
proteinas, FLA: 5,5% (m/m) de proteinas] y distintas concentraciones de sustrato [1%, 6% y 10% (m/v)
de proteinas]. (A) WPHs ALC. (B) WPHs FLA.

Al comparar diferentes relaciones E/S a una concentracién de sustrato constante (Figura 28),

los WPHs ALC y los WPHs FLA presentaron perfiles peptidicos similares a simple vista. No

obstante, se identificaron pequefias variaciones en las dreas del cromatograma dependiendo de

la regién analizada, lo que indica que la concentracién enzimatica influyé en la actividad catalitica

y, en consecuencia, en la proporcidn de péptidos obtenidos tras la hidrélisis.
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Figura 28. Perfil peptidico de los WPHs obtenidos con una concentracién de sustrato fija [8% (m/v) de
proteinas] y diferentes relaciones E/S [ALC: 1%, 2% y 3% (m/m) de proteinas; FLA: 4%, 5,5% y 7%
(m/m) de proteinas]. (A) WPHs ALC. (B) WPHs FLA.

Finalmente, los CSHs exhibieron una menor cantidad de componentes peptidicos, con sefiales
bien definidas en la regién mas hidrofébica del cromatograma, correspondientes a proteinas de
suero intactas. Ademads, los CSHs al 10% (m/v) no pudieron ser procesados por RP-HPLC debido
a la gelificacion ocurrida durante el tratamiento previo, lo que impidi6 la separacion

cromatografica.
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4.1.B.3. Indice de hidrofobicidad

Los cromatogramas obtenidos en la evaluacion del perfil peptidico se utilizaron para
determinar el indice de hidrofobicidad de los péptidos generados, clasificando los perfiles de
elucion de los WPHs en tres categorias de hidrofobicidad: baja (HB), media (HM) y alta (HA). Esta
determinacion es relevante para su potencial uso como ingrediente alimentario, ya que la
presencia de péptidos hidréfobos se ha asociado con el desarrollo y/o la posible apariciéon de

sabor amargo (Spellman et al., 2005).

Los indices de hidrofobicidad obtenidos se presentan en las Tablas 17 y 18, asi como en la
Figura 29. En general, los resultados mostraron una reduccién en la hidrofobicidad tras la
hidrolisis, evidenciada por una menor proporciéon de péptidos en la regién de HA y un incremento
en las regiones de HM e HB. La baja presencia de péptidos en la region de HA en los perfiles de
elucion de los WPHs podria estar asociada a una reduccion en la percepcién del sabor amargo, lo
que refuerza su potencial aplicacién en formulaciones alimentarias. En contraste, los CSHs
presentaron los valores mas altos en la fracciéon HA, lo que indica que las proteinas intactas son

predominantemente hidr6fobas antes de la hidrélisis.

En cuanto a las preparaciones enzimaticas, los WPHs generados con ALC presentaron un
indice de hidrofobicidad mas bajo, mientras que los obtenidos con FLA mostraron una mayor
proporcion de péptidos en la region de HA y una menor en la regién de HB. Estos resultados
podrian estar relacionados con el DH, ya que los WPHs ALC alcanzaron mayores valores de DH y
un menor indice de hidrofobicidad, mientras que los WPHs FLA presentaron menores DH y mayor
hidrofobicidad. Esto sugiere que ALC favorece la generaciéon de péptidos mas cortos y con
predominio de residuos hidrofilicos, mientras que FLA produce péptidos de mayor tamafio y con
mayor caracter hidrofébico. Da Costa et al. (2007) reportaron que el perfil de elucién de los WPHs
varia segun la enzima utilizada, sefialando que la hidroélisis de WPI con ALC generd un perfil mas
hidrofébico en comparacion con otros sistemas enzimaticos como a-quimotripsina y Proteomix®
(tripsina y quimiotripsina). Sin embargo, los perfiles de hidrofobicidad obtenidos en dicho
estudio fueron superiores a los del presente trabajo, lo que podria atribuirse a diferencias en el
DH, en concordancia con datos previamente informados (Eberhardt et al,, 2019). Pessato et al.
(2016) reportaron que los WPHs generados con ALC libre bajo distintas condiciones de hidrdlisis
presentaron pocos picos en la region de HA, con la mayoria de los péptidos eluyendo en las
regiones de HB e HM. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente trabajo y
sugieren que la amplia especificidad de ALC favorece la formaciéon de pequefios péptidos con

caracter predominantemente hidrofilo.
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Respecto a la concentracion de sustrato, se observo que su aumento, especialmente por

encima del 1% (m/v) de proteinas, redujo la proporcién de péptidos en la region de HA y aumenté

la de HB (Tabla 17 y Figura 29.A). Esta tendencia fue mas pronunciada en los WPHs ALC, donde

la fracciéon de HA disminuyé drasticamente a medida que se incrementd la concentracion de

sustrato, mientras que en los WPHs FLA esta reduccién fue mas moderada. Estos resultados

sugieren que una mayor concentracion de sustrato favorece una redistribucion de los péptidos

en el cromatograma, posiblemente debido a una mayor disponibilidad de sitio de hidrolisis.

Tabla 17. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes al indice de hidrofobicidad de los
WPHs y sus respectivos CSHs, en funcién de la concentracion de sustrato [So, % (m/v) de proteinas].

Muestra So [% (m/v)] indice de hidrofobicidad (%)
HB HM HA
1 11,03 £ 0,50f 8,59 + 0,05¢eh 35,76 £ 4,58b
WPHs ALC 6 13,79 £0,01s 8,91 + 0,13hi 14,93 + 0,952
8 14,06 £ 0,128 9,03 + 0,05 15,93 + 0,692
10 13,88 + 0,308 8,71 £ 0,01hi 14,97 £ 2,172
1 7,65 £ 0,084 8,53 = 0,08feh 63,62 = 0,55¢
WPHs FLA 6 8,95 + 0,05¢ 7,77 £ 0,46¢ 54,10 £ 0,78cd
8 8,99 + 0,06¢ 8,15+ 0,11¢f 55,74 + 0,344
10 9,43 £ 0,13¢ 8,20+0,11fs 52,33 +0,41¢
1 5,11 £ 0,32¢ 6,99 + 0,22¢cd 78,60 + 0,94f
CSHs ALC 6 3,13+£0,32p 6,57 +0,18b 85,57 + 1,468
8 3,05 + (0,19ab 7,05 +0,21d 85,50 + 0,688
1 4,83 £ 0,22¢ 6,61 + 0,000bc 79,46 + 0,59f
CSHs FLA 6 2,65 + 0,092 5,87 + 0,092 88,21 + 0,29¢
8 2,60+ 0,132 6,42 +(0,28b 87,34+ 0,788

aiLetras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 29 indice de hidrofobicidad promedio de los WPHs y sus respectivos CSHs. (A) Efecto de la
concentracion de sustrato [% (m/v) de proteinas]. (B) Efecto de la relacién E/S [% (m/m) de proteinas].

HA: hidrofobicidad alta; HM: hidrofobicidad media; HB: hidrofobicidad baja.

En cuanto a larelacion E/S, en los WPHs ALC, su incremento resulté en una menor proporcion

de péptidos en las regiones de HB e HM. No obstante, la relaciéon E/S mas baja utilizada [1%

(m/m) de proteinas] present6 la mayor proporcién de péptidos en la regiéon de HA, mientras que

aunarelacion intermedia de 2% (m/m) se observo la menor presencia de péptidos en esta region

(Tabla 18 y Figura 29.B). En los WPHs FLA, no se observo una tendencia clara en el indice de

hidrofobicidad con el aumento o disminucién de la relacién E/S. Sin embargo, la menor

hidrofobicidad se registr6 a una relaciéon E/S intermedia de 5,5% (m/m) de proteinas, ya que

mostré una menor proporcién de componentes en la region de HA y una mayor presencia en la

regién de HB.
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Tabla 18. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes al indice de hidrofobicidad de los
WPHs y sus respectivos CSHs, en funcién de la relacion E/S [% (m/m) de proteinas].

Muestra Relacién E/S indice de hidrofobicidad (%)
0,
% (m/m)] HB HM HA
0* 3,05 +0,19b 7,05+ 0,21b 85,50 + 0,68¢
1 15,66 +0,07h 11,31+ 0,02f 24,46 £ 0,59¢
WPHs ALC
2 14,06 + 0,12s 9,03 £0,05¢ 15,93 £ 0,692
3 12,24 +0,03f 7,71 +0,06¢ 19,09 £ 0,26P
0* 2,600,132 6,42 + 0,282 87,34 +0,78h
4 7,24 +0,09¢ 9,03 +0,31¢ 70,60 + 0,74f
WPHs FLA
5,5 8,99 + 0,06¢ 8,15+ 0,114 55,74 + 0,344
7 8,12+ 0,254 8,90 + 0,04 65,30 £ 1,31e

*Larelacién E/S de 0% (m/m) de proteinas, representan a los correspondientes CSHs. 2 Letras diferentes
en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Los resultados obtenidos sugieren que la hidrdlisis con ALC permite generar péptidos con
menor hidrofobicidad en comparacién con FLA, lo que podria reducir la potencial percepcion de
sabor amargo en formulaciones alimentarias. Ademas, tanto la concentracién de sustrato como la
relacion E/S demostraron ser factores determinantes en la hidrofobicidad de los hidrolizados. En
este sentido, los WPHs ALC obtenidos con una relacién E/S de 2% (m/m) de proteinas y con una
concentracion de sustrato entre 6% y 10% (m/v) de proteinas aparecen como las opciones mas

promisorias para evaluar su incorporacidn en formulaciones alimentarias.

4.1.B.4. Actividad antihipertensiva

La presion arterial elevada, o hipertensién, es uno de los principales factores de riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Brandelli et al., 2015). La enzima convertidora de angiotensina
[ (ECA, EC 3.4.15.1) desempeiia un papel esencial en la regulacién de la presion arterial dentro
del sistema renina-angiotensina, ya que su actividad contribuye a un incremento de la misma
(Wang et al., 2010). Su mecanismo de accion se basa en la conversion de angiotensina I en el
potente vasoconstrictor angiotensina II, ademas de inactivar el vasodilatador bradicinina
(Madureira et al.,, 2010). En la practica clinica, los inhibidores sintéticos de la ECA, como el
captopril, enalapril, lisinopril y alacepril, se utilizan para regular la presion arterial. Sin embargo,
su uso puede generar efectos secundarios adversos, como reacciones alérgicas, erupciones
cutaneas, tos y alteraciones del gusto, lo que ha impulsado la bisqueda de inhibidores naturales

de la ECA (Brandelli et al.,, 2015).
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En este contexto, diversos péptidos bioactivos derivados de proteinas alimentarias han sido
evaluados por su capacidad de inhibir la ECA, constituyendo una opcién viable frente a los
farmacos sintéticos (Brandelli et al., 2015). En particular, algunos estudios han demostrado que
los hidrolizados y péptidos derivados de proteinas lacteas presentan actividad antihipertensiva
(Morais et al, 2014; Hernandez-Ledesma et al., 2011). Un ejemplo concreto es el de los péptidos
VPP e IPP, presentes en leches fermentadas con Lactobacillus helveticus, cuyo efecto en la
reduccion de la presion arterial ha sido comprobado en productos comerciales en Japén (Ameal

S® /Calpis®) y Finlandia (Valio Evolus® Double Effect) (Hernandez-Ledesma et al.,, 2011).

En este trabajo, se evalud la inhibicién de la ECA en los WPHs ALC (pH 9) y los WPHs FLA (pH
8), asi como en sus respectivos CSHs, considerando dos variables de la reaccién de hidroélisis:
concentracion de sustrato y relacion E/S. Los resultados se presentan en las Tablas 19 y 20 y en
la Figura 30. En general, los WPHs mostraron un porcentaje de inhibicion de la ECA
significativamente superior al de los CSHs, con valores de inhibicién en un rango de 52-67% para
los WPHs y de 11-29% para los CSHs, lo que sugiere que la hidroélisis enzimatica fue efectiva en la
liberacién de péptidos bioactivos con actividad inhibidora de la ECA. En estudios previos, se ha
reportado que el WPC no hidrolizado presenta una inhibicién muy baja (< 10%) (Wang et al.,
2010; Morais et al., 2014). Estas diferencias pueden atribuirse a factores como la composiciéon del
WPC, el método de andlisis empleado y las condiciones experimentales utilizadas para
determinar la AAH. En el presente trabajo de Tesis, el WPC-80 fue sometido a las mismas
condiciones de procesamiento que los WPHs (50°C durante 3 h), lo que pudo haber generado
tanto la liberacién de pequefias fracciones peptidicas como una reorganizacién estructural de las

proteinas, contribuyendo a la actividad inhibitoria de la ECA.

Respecto a la concentracidn de sustrato utilizado en la hidrdlisis, no se observaron diferencias
significativas en la AAH (Tabla 19 y Figura 30.A). Del mismo modo, la relacion E/S no influyé de
manera significativa en la inhibicién de la ECA (Tabla 20 y Figura 30.B). En cuanto a la
comparacién entre las preparaciones enzimaticas, los valores de inhibiciéon de la ECA fueron
similares entre los diferentes WPHs, aunque las concentraciones utilizadas para la prueba de AAH
fueron distintas. Por ello, se seleccioné un hidrolizado representativo de cada tratamiento
enzimatico para determinar su concentracién inhibitoria ICso (concentracién necesaria para

inhibir el 50% de la actividad de la ECA).

Los valores de ICso revelaron diferencias significativas entre los WPHs, con una actividad
antihipertensiva superior en el WPH ALC (2,54 + 0,08 mg/mL) en comparaciéon con el WPH FLA
(21,65 + 0,78 mg/mL). Estos resultados muestran la importancia de estimar la concentracién de
hidrolizado necesaria para lograr inhibir a un 50% la actividad de la enzima y no solo tener en

cuenta el porcentaje de inhibicion.
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Figura 30. Inhibicién de la ECA promedio de los WPHs (barras sélidas) y CSHs (barras con lineas). (A)
Efecto de la concentracion de sustrato [% (m/v) de proteinas]. (B) Efecto de la relaciéon E/S [% (m/m) de
proteinas]. La relacién E/S de 0% representa al CSH. El ensayo de inhibicion se realiz6 a la concentracidon

de 5 mg/mL (WPHs ALC y CSHs ALC) y de 30 mg/mL (WPHs FLA y CSHs FLA).

La eleccidén de la enzima para la hidrdlisis de proteinas influye directamente en la generacién
de péptidos con actividad inhibidora de 1a ECA, ya que cada proteasa escinde la proteina en sitios
especificos. Los inhibidores mas potentes suelen contener aminoacidos aromaticos (triptéfano,
tirosina, fenilalanina), alifaticos (prolina) o basicos (lisina o arginina) en la posicién C-terminal
(Lopez et al., 2022). En este sentido, los resultados obtenidos para el preparado enzimatico de B.
licheniformis (ALC) eran en cierta medida esperables, ya que esta endopeptidasa muestra
preferencia por los enlaces peptidicos que involucran aminoacidos hidrofébicos, lo que podria
favorecer la generacién de péptidos con mayor afinidad por el sitio activo de la ECA (Morais et al.,

2014).
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Tabla 19. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes a la inhibicién de la ECA para los
WPHs y sus respectivos CSHs, en funcidn de la concentracién de sustrato [So, % (m/v) de proteinas].

Inhibicion de la ECA (%)

So [% (m/v)] ALC FLA
WPHSs CSHs WPHSs CSHs

1 66,21 +1,04%  21,72+597d  5266+1,13¢ 13,97 + 2,99
2 65,87 + 1,69fh * 52,61 + 5,89¢ *
4 67,34 + 0,84h * 58,16 + 5,41¢f *
6 66,73 +1,77¢h 20,27 4,563 63,24 +582fn 11,80 + 1,14a
8 67,30 £3,050  29,34+0,20¢  5832+230cfs 24,20 + 4,84
10 67,18 +1,768 22,70 +0,80¢ 63,66+ 1,30 23,10 + 6,89
12 66,03 +9,90fh * 60,96 + 3,36¢fsh *

(*): valor no determinado. El ensayo de inhibicion se realiz6 a la concentracion de 5 mg/mL (WPHs ALC y
CSHs ALC) y de 30 mg/mL (WPHs FLA y CSHs FLA). h Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla 20. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la inhibiciéon de la ECA para los
WPHs, en funcién de la relacion E/S [% (m/m) de proteinas].

Muestra Relacion E/S [% (m/m)] Inhibicion de la ECA (%)
0* 29,34 + 0,202
1 63,44 * 6,30bc
WPHs ALC
2 67,30 + 3,05¢bc
3 69,32 +8,33¢
0* 24,20 + 4,84a
4 61,31 +4,73bc
WPHs FLA
5,5 58,32 + 2,30b
7 63,37 = 0,80vc

*Larelacion E/S de 0% (m/m) representa al CSH. El ensayo de inhibicién se realiz6 a la concentracién de 5
mg/mL (WPHs ALC) y de 30 mg/mL (WPHs FLA).2<Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05).

Los resultados obtenidos confirmaron que la hidrdlisis enzimatica mejora la AAH de los WPHs
en comparacién con sus respectivos CSHs, y que la seleccién de la proteasa tiene un impacto
determinante en la generacion de péptidos bioactivos inhibidores de la ECA. En particular, la
proteasa de B. licheniformis (ALC) permitié obtener un hidrolizado con mayor AAH que la
proteasa fngica (FLA), resaltando la importancia de seleccionar correctamente el tipo de enzima

y las condiciones de hidrdlisis para potenciar esta bioactividad.
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4.1.B.5. Actividad antioxidante

Los procesos de oxidacion, tanto en el organismo humano como en matrices alimentarias,
tienen un impacto significativo en la salud y en la calidad de los alimentos. El estrés oxidativo,
causado por especies reactivas de oxigeno, estd asociado con diversas enfermedades, como el
cancer, la aterosclerosis, la diabetes y los trastornos neurodegenerativos. En los alimentos, las
reacciones oxidativas pueden comprometer su calidad, generando sabores y texturas
indeseables, cambios de color, pérdida de valor nutritivo y reduccion de la vida util. Por ello, la
inhibicién de la peroxidacién lipidica es fundamental tanto para preservar la estabilidad de los

alimentos como para prevenir el dafio oxidativo en el organismo (Dryakova et al, 2010).

Para abordar este problema, la industria alimentaria ha empleado antioxidantes sintéticos
como el hidroxianisol butilado, el galato de propilo y el hidroxitolueno butilado. Sin embargo, su
uso excesivo plantea problemas de estabilidad en los alimentos ademas de posibles riesgos para
la salud, lo que ha impulsado la bisqueda de antioxidantes naturales como alternativa (Tacias-
Pascacio et al, 2020). En este contexto, los péptidos bioactivos derivados de hidrolizados
proteicos han demostrado poseer actividad antioxidante mediante distintos mecanismos, tales
como la neutralizacién de especies reactivas de oxigeno, la captura de radicales libres, la
inhibicidn de la peroxidacion lipidica y la quelacidn de iones metalicos (Brandelli et al.,, 2015). La
actividad antioxidante de estos péptidos depende de su composiciéon de aminoacidos, la cual esta

determinada por la especificidad de la proteasa utilizada en la hidrélisis (Pihlanto, 2006).

En el presente estudio, se evalud la actividad antioxidante (AAO) mediante el ensayo
colorimétrico ABTS®*, expresando los resultados en términos de capacidad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC). El Trolox, un analogo sintético soluble de la vitamina E, ha sido
empleado ampliamente como un agente antioxidante sintético de referencia en este tipo de
ensayos in vitro. Se analizaron los efectos de la concentraciéon de sustrato y la relacién E/S
empleados en la hidroélisis sobre la AAO de los hidrolizados. Los resultados se presentan en las
Tablas 21y 22, y en la Figura 31. Los WPHs mostraron un incremento significativo en la AAO en
comparacion con los CSHs, con valores de TEAC entre 0,12 y 0,51 mM de Trolox/g, mientras que
los CSHs alcanzaron un valor promedio de 0,06 + 0,01 mM de Trolox/g. Este aumento en la AAO
se atribuye a la hidrdlisis enzimatica, la cual expone residuos de aminoacidos con capacidad de
donar electrones, permitiendo la estabilizacion de radicales libres y la interrupcién de su reacciéon
en cadena (Peng et al, 2010), resultados que coinciden con los reportados en estudios previos
(Dryakova et al, 2010; Peng et al., 2010; de Castro & Sato, 2014; Mann et al.,, 2015; Eberhardt et
al., 2019; Ballatore et al., 2020).
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Figura 31. Actividad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) promedio de los WPHs (barras s6lidas) y
CSHs (barras con lineas). (A) Efecto de la concentracién de sustrato [% (m/v) de proteinas]. (B) Efecto de
la relacion E/S [% (m/m) de proteinas]. La relaciéon E/S de 0% (m/m) representa al CSH.

Respecto al efecto del tipo de enzima, los WPHs obtenidos con ALC presentaron valores de
TEAC entre 2 y 4 veces superiores a los generados con FLA, en concordancia con estudios previos
sobre hidrolizados de proteinas de suero (Zhang et al., 2013; Mann et al., 2015; da Rosa et al.,
2018). Asimismo, se ha informado que ALC favorece la liberacién de péptidos con mayor AAO en
comparacién con FLA en la hidrélisis de aislado proteico de la torta de aceite de calabaza (Vastag
et al, 2011), proteina de okara (Justus et al., 2019) y proteina de maiz (Jin et al., 2016). Estas
diferencias pueden atribuirse a la especificidad de cada enzima sobre el sustrato proteico, lo que
influye en la liberacién de péptidos con distintas masas moleculares, secuencias de aminoacidos

y actividades antioxidantes (de Castro & Sato, 2014).

104



Resultados y Discusion

En cuanto a las variables de hidrolisis, en los WPHs ALC no se observd una tendencia clara en
funcion de la concentracién de sustrato. Sin embargo, en los WPHs FLA, la AAO fue mayor en el
rango de 6-12% (m/v) de proteinas, en comparacion con concentraciones inferiores (Tabla 21y
Figura 31.A). Larelacién E/S no mostré un efecto significativo en la AAO de los WPHs (Tabla 22
y Figura 31.B).

Tabla 21. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes a la actividad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC) de los WPHs y sus respectivos CSHs, en funcién de la concentracién de
sustrato [So, % (m/v) de proteinas].

TEAC (mM Trolox/g)

So [% (m/V)] ALC FLA
WPHs CSHs WPHs CSHs
1 0,48 £ 0,04fs 0,07 £ 0,002b 0,12 £0,01%bc 0,06 £0,01a
2 0,43 £ 0,04¢f * 0,13 £0,00¢c *
4 0,42 £0,01e * 0,13 £0,00¢c *
6 0,50 + 0,008 0,05 + 0,002 0,210,014 0,06 £0,01-
8 0,45 £ 0,06¢f 0,07 £ 0,002 0,20 = 0,004 0,06 + 0,002
10 0,45 + 0,01¢f 0,07 £ 0,022 0,22+0,014 0,05+0,01a
12 0,51 £0,02¢ * 0,20£0,01d *

(*): valor no determinado. 28 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla 22. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la actividad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC) en funcién de la relacion E/S [% (m/m) de proteinas].

Muestra Relacién E/S [% (m/m)] TEAC (mM Trolox/g)
0* 0,07 £ 0,002
1 0,42 +0,02¢c
WPHs ALC
2 0,45 £ 0,06¢
3 0,44 + 0,02
0* 0,06 + 0,002
4 0,15+ 0,000
WPHs FLA
5,5 0,20 + 0,000
7 0,15 £ 0,000

*La relacion E/S de 0% (m/m) de proteinas, representa a los correspondientes CSHs. < Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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La menor bioactividad observada en los WPHs FLA, en comparacion con los WPHs ALC, tanto
en AAH como AAOQ, puede justificarse por las diferencias en el grado de hidrélisis (DH) obtenido
en cada grupo de hidrolizados. Un mayor grado de hidrélisis, generalmente superior al 10%,
facilita la liberacion de péptidos de menor tamafio y mayor actividad biolégica (Vioque & Millan,
2005). De esta forma, los hidrolizados WPHs ALC, al poseer un DH mas alto, presentaron una
mayor concentracién y variedad de péptidos bioactivos, lo cual explica la mayor actividad
observada. En cambio, el menor grado de hidrélisis de los WPHs FLA (3,45 + 0,47% a 8,67 +
0,03%) se asocia con la formacién de péptidos de mayor tamafio, con menor potencial bioactivo,

resultando en una disminucién significativa de dichas actividades biologicas.

Los resultados de la caracterizacion de los WPHs producidos en experiencias
preliminares de hidrdlisis enzimatica indicaron que el uso de diferentes preparados enzimaticos
de manera individual gener6 variaciones significativas en las propiedades de los hidrolizados. Los
WPHs generados con ALC mostraron un mayor grado de hidrélisis, una degradacién mas
pronunciada de las proteinas nativas del suero, menores indices de hidrofobicidad y una mayor
bioactividad en términos de la determinaciéon in vitro de las actividades antioxidante y
antihipertensiva. Por su parte, a partir de las observaciones realizadas, el uso del preparado
enzimatico FLA en forma individual no result6é lo suficientemente atractivo como para ser
considerado en etapas posteriores del estudio, al menos bajo las condiciones evaluadas en los

ensayos preliminares.

Por esta razon, se opté por continuar con la obtencién de un ingrediente potencialmente
funcional utilizando ALC de manera individual, limitando el uso de FLA en un proceso de
combinacidén enzimadtica secuencial. Como se mencion6é anteriormente, la producciéon de
hidrolizados mediante la combinacién de enzimas es un area poco explorada cuando se utiliza
WPC como sustrato de hidrélisis. La combinacién secuencial de ALC seguida de FLA podria
aportar ventajas al perfil sensorial resultante, gracias a la acciéon especifica (y complementaria)
de FLA. El empleo de ambos preparados enzimaticos a través de un proceso individual y otro de
combinacidén secuencial permitira evaluar las diferencias en las propiedades de interés
tecnoloégico y funcional de los WPHs obtenidos, con un enfoque particular en su perfil sensorial

tras su incorporacién en un alimento.

En cuanto a la concentracion de proteina en el sustrato, en el rango de trabajo evaluado no
se observd una influencia significativa en el perfil de bioactividad obtenido para cada caso en
particular. Sin embargo, los menores valores de indice de hidrofobicidad observados para las
concentraciones de 6% a 10% (m/v) impulsaron a la seleccion de la concentracion de 8% (m/v)

de proteinas para la obtencién de los potenciales ingredientes funcionales.
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En igual sentido, se seleccionaron las relaciones E/S [% (m/m) de proteinas] de 2% para ALC
y 5,5% para FLA como las mas adecuadas, nuevamente teniendo en cuenta los resultados
observados en los indices de hidrofobicidad (ya que en general no afectaron las propiedades
bioactivas evaluadas en esta etapa). Finalmente, el pH seleccionado para las reacciones
enzimaticas posteriores fue de 8,5, un valor intermedio entre los éptimos observados para ALC

(pH 9) y FLA (pH 8).

4.2. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS INGREDIENTES FUNCIONALES

4.2.A. Obtencion de los ingredientes funcionales

Se obtuvieron dos hidrolizados de proteinas de suero como potenciales ingredientes
funcionales a partir de soluciones de WPC-80 al 8% (m/v) de proteinas, ajustadas a pH 8,5. El
primer hidrolizado, denominado WPH-A, se produjo mediante hidroélisis con ALC durante 60 min.
El segundo, llamado WPH-AF, resulté de una hidroélisis secuencial: primero con ALC durante 60
min y luego con FLA durante 120 min. Los tiempos seleccionados para esta combinacién
secuencial han sido utilizados anteriormente en la hidrélisis de diversas fuentes proteicas, como
proteina de colza (Vioque et al.,, 1999), proteina de canola (Cumby et al., 2008), aislado proteico
de torta de aceite de calabaza (Vastag et al., 2011), proteina de semillas de datil (Ambigaipalan et
al, 2015) y aislado de proteina de garbanzo (Xu et al, 2020).

La combinacién enzimatica de ALC y FLA en la hidroélisis de proteinas de suero lacteo
propuesta en esta Tesis, resulta relevante como alternativa para mitigar el posible desarrollo de
sabor amargo asociado al proceso de hidrdlisis. Ademas, el uso de enzimas diferentes podria
generar hidrolizados con caracteristicas distintivas. A su vez, esta estrategia enzimatica aporta

conocimiento a un area aun poco explorada para el sustrato utilizado.

4.2.B. Caracterizacion de los ingredientes funcionales

4.2.B.1. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

«* Grado de hidrdlisis

El grado de hidrdlisis fue monitoreado a lo largo de toda la reaccién. En la Figura 32 se
presentan las curvas promedio de la evolucion del DH, diferenciadas por lote de obtencién del
hidrolizado (lote 1 y lote 2). Durante los primeros 60 min (etapa de hidroélisis con ALC), las

curvas del ingrediente WPH-AF practicamente coincidieron con las del WPH-A, un resultado
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esperable dado que las condiciones de hidrdlisis fueron idénticas para ambos ingredientes en

este periodo.

21,0
17,5 -
14,0 ~ \
p—
X WPH-AF 1
— 10,5 60 min = inactivacién de ALC
= _
(=) y posterior adicion de FLA WPH-AF 2
7,0 - WPH-A 1
WPH-A 2
3,5
0,0 : : : : :
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (min)

Figura 32. Curvas promedio de progresion del DH de los ingredientes funcionales. Los nimeros 1y 2
indican el lote de obtencién.

La Tabla 23 muestra el DH final promedio de los ingredientes en cada lote, asi como el
promedio general. El andlisis estadistico revelé diferencias significativas entre lotes, con un DH
mayor en los ingredientes obtenidos en el lote 1. No obstante, estas diferencias pueden
considerarse menores y absolutamente logicas para este tipo de experiencias. Una posible causa
de esta variabilidad podria estar relacionada con factores asociados al intervalo transcurrido
entre ambos lotes, como una posible disminucidén en la actividad de los preparados enzimaticos.
A pesar de estas diferencias, el DH final alcanzado por el WPH-A fue de 14,94 + 0,30%, mientras
que el del WPH-AF fue de 18,46 + 0,80%. La hidrolisis adicional con FLA durante 120 min en el
WPH-AF, permitié alcanzar un DH superior como resultado de la mayor duracién del proceso de

hidrdlisis.

Tabla 23. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes al DH (%).

WPH-A WPH-AF
Lote 1 (n=5) 15,29 £ 0,15 19,18 £ 1,00
Lote 2 (n=9) 14,74 £ 0,13 18,07 £ 0,23
Promedio general (n=14) 14,94 + 0,30 18,46 £ 0,80
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La combinacién de endo y exopeptidasas se prefiere a menudo en lugar de una sola enzima, ya
que, en general, permite alcanzar un grado de hidroélisis elevado en un tiempo razonable. En este
contexto, la hidrolisis inicial con endopeptidasas incrementa el niimero de sitios N-terminales,
facilitando el posterior ataque de las exopeptidasas (Nchienzia et al, 2010). Sin embargo, en este
trabajo, la accion secuencial de endo y exopeptidasas (ALC seguido de FLA) no result6 en una
hidroélisis mas extensa de las WP, ya que el DH alcanzado fue de 18,46 + 0,80%, mientras que el
WPH obtenido inicamente con ALC, bajo condiciones de hidrolisis similares [concentraciéon de
sustrato de 8% (m/v) de proteinas, pH 9, 180 min], present6 un DH superior de 20,88 = 0,63%
(secciéon 4.1.B.1.).

Este fenémeno ha sido reportado en estudios sobre la hidroélisis de proteinas de canola (Cumby
etal., 2008), semillas de datil (Ambigaipalan et al., 2015), hongos comestibles (Agaricus bisporus)
(Kimatu et al., 2017) y okara (Justus et al, 2019). Por el contrario, investigaciones sobre la
hidroélisis de hemoglobina porcina (Chang et al., 2007), harina de ave (Nchienzia et al., 2010),
harina de gluten de maiz (Jin et al.,, 2016), proteinas de cafiihua (Chenopodium pallidicaule Aellen)
(Chirinos et al., 2018) y garbanzos (Xu et al., 2020), han mostrado que la combinacién secuencial
de ALC y FLA favoreci6 la obtencion de hidrolizados con valores de DH mas altos. Pang et al.
(2024a) indicaron que la hidroélisis de WPI con una mezcla de endo y exopeptidasas mejor6 la
eficiencia del proceso, logrando un DH mas alto en comparacién con el uso de cada proteasa por
separado. Estas discrepancias en los resultados pueden atribuirse a los multiples factores que
afectan el DH, como la especificidad de las enzimas utilizadas, el origen del sustrato, la relacién

enzima/sustrato, la duracion de la hidrélisis y otros parametros de reaccion (Kimatu et al., 2017).

+* Potencial zeta

Las proteinas contienen grupos ionizables, como los grupos carboxilo y amino, cuya ionizacion
varia segun el pH del medio (Xia, 2007). Por lo tanto, la carga total de una molécula proteica
depende del pH de la solucién y de la composicién relativa de sus aminoacidos (Pefia Diaz et al,
1980). El pH en el que la carga neta de la proteina es cero se denomina punto isoeléctrico (pl)
(Xia, 2007). En este estado, el nimero total de cargas negativas se equilibra con el de cargas
positivas presentes en la molécula, lo que puede reducir su solubilidad e incluso provocar su
precipitacion (Pefia Diaz et al., 1980). Por lo tanto, el pl influye en la estabilidad y funcionalidad
de las proteinas, lo que hace esencial su comprensién para aplicaciones como ingrediente

alimentario.

Los valores de potencial zeta de los ingredientes se determinaron en un rango de pH de 3 a 7,

y los resultados se presentan en la Figura 33. Los valores de pl obtenidos fueron de 3,40 para el
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WPH-AF, de 3,55 para el WPH-A y de 4,05 para el WPC-80. Esto indica que, en esos pH, los
compuestos presentes en cada muestra podrian ser menos solubles y mas propensos a la
precipitacion. La reduccion del pl en los WPHs en comparacién con el WPC-80 también se ha
observado en la hidrélisis de concentrado de proteina de lenteja y aislado de proteina de
garbanzo con ALC, lo que sugiere diferencias en la exposicién de grupos ionizables y una menor
cantidad de grupos cargados positivamente en los hidrolizados a pH bajo (Ghribi et al, 2015;

Vogelsang-O’'Dwyer et al., 2023).

Ambos WPH exhibieron un comportamiento muy similar, con curvas de potencial zeta
cercanas entre si. En el rango de pH entre 4,5 y 7, las curvas de los WPHs fueron semejantes a la
de la del WPC-80, lo que sugiere que la hidrdlisis enzimatica, tanto en el proceso individual como
en el secuencial, no generd cambios significativos en el potencial zeta de las WP en ese intervalo

de pH.
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Figura 33. Valores de potencial zeta en funcién del pH y pl de las muestras analizadas.

«* Distribucion de tamario molecular

La distribucién del tamafio de particula y el didAmetro hidrodinamico de los ingredientes
funcionales y del WPC-80 se presentan en la Figura 34. Los resultados reflejan que la hidrolisis
con ALC en el WPH-A redujo levemente el tamafio de particula respecto al WPC-80, lo cual es
consistente con la fragmentacion de las proteinas. Por el contrario, la hidrélisis secuencial en el
WPH-AF no gener6 una reduccion adicional en el didmetro hidrodindmico respecto al WPH-A y,

de hecho, este result6 similar al del WPC-80.
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En concordancia con lo observado para el WPH-A, Pang et al. (2024a, 2024b) reportaron que,
en sus hidrolizados de WPI obtenidos con diversas proteasas, la hidrélisis enzimatica, tanto en
aplicaciones individuales como combinadas, generalmente result6é en una reduccion del tamafio
de particula. Sin embargo, en un hidrolizado obtenido mediante hidrélisis individual con Protina
AY50C (endopeptidasa de Bacillus licheniformis), se observé un aumento del tamafio de particula,
lo que sugiere que la modificacién de la estructura proteica inducida por esta proteasa favorecio
la agregacion de los péptidos generados durante el proceso (Pang et al, 2024a). Este altimo

comportamiento podria explicar el tamafio de particula del WPH-AF.

Mas alla de las pequefias diferencias observadas, los didmetros obtenidos en este trabajo
estuvieron dentro del mismo orden de magnitud y, en términos generales, fueron bastante

similares.
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Figura 34. Distribucién de tamafio de particula segin intensidad y didmetro hidrodindmico.

< Electroforesis

El perfil proteico (distribucién aproximada del peso molecular) obtenido por SDS-PAGE se
presenta en la Figura 35. Este andlisis confirma la degradacion de 3-LG y a-LA en los hidrolizados
(carriles 3 y 4), asi como la escision de otras proteinas de mayor peso molecular presentes en el

WPC-80 (carril 2).

En ambos hidrolizados, se detect6 la formacion de péptidos de baja masa molecular, lo que
indica una hidroélisis eficiente. Ademas, se observd una diferencia minima en la intensidad del
color de las bandas entre los hidrolizados. En el WPH-A (carril 3), las bandas fueron ligeramente

mas intensas, lo que sugiere que, en el WPH-AF (carril 4), 1a hidrdlisis adicional con FLA pudo
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haber fragmentado atiin mas los péptidos, generando compuestos de menor peso molecular que
no quedaron retenidos en el gel (y por lo tanto no interaccionaron con el colorante de tincion).
Esta reduccion en la intensidad de color se debe a la menor disponibilidad de sitios de unién para

el colorante Coomassie Blue R-250, consecuencia de la intensificacion de la hidrolisis enzimatica.

Estos resultados son coherentes con el mayor DH observado en el WPH-AF, ya que ello
conduce a la fragmentacion en péptidos mas pequeiios, reduciendo la cantidad de estructuras
detectables en SDS-PAGE. Asimismo, la reduccion en el tamaiio proteico y la exposicion de nuevos

grupos ionizables podrian explicar las diferencias en el potencial zeta, donde los WPHs mostraron

un pl menor que el WPC-80.

250kDa pow b |

10kDa .

Figura 35. Perfil SDS-PAGE. Carril 1: marcadores de pesos moleculares Bio-rad; Carril 2: WPC-80 (10
mg/mL); Carril 3: WPH-A (30 mg/mL); Carril 4: WPH-AF (30 mg/mL); Carril 5: 3-LG; Carril 6: a-LA.

< Perfil peptidico

Los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC se presentan en la Figura 36. El perfil peptidico
de ambos ingredientes funcionales mostr6 un patrén general similar, con una distribucion
compleja de numerosos picos entre 20 y 45 min, lo que indica la presencia de una mezcla

heterogénea de péptidos con diferente grado de hidrofobicidad y confirma la hidrélisis de las

proteinas nativas del lactosuero.
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En contraste, el WPC-80 exhibié un perfil caracteristico de proteicas intactas, con picos
coincidentes con los estandares de BSA, a-LA y B-LG. Estos resultados son coherentes con los
obtenidos en SDS-PAGE, donde se evidenciaron las proteinas nativas en el WPC-80 y su
degradacién en los WPHs, confirmando la fragmentacion proteica inducida por la hidrélisis

enzimatica.

Si bien el WPH-A y el WPH-AF presentaron perfiles cromatograficos similares, se observaron
diferencias en la intensidad relativa de ciertos picos (como en la regién de 30 min de corrida), lo
que podria indicar una mayor acumulacién de algunos péptidos especificos en esa zona (Figura
36). Estas variaciones sutiles probablemente se deban a las diferencias en la especificidad de las

enzimas intervinientes para obtener cada hidrolizado.

WPH-AF
WPH-A
WPC-80

Unidades de absorbancia

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 36. Perfiles cromatograficos obtenidos por RP-HPLC.

+ Indice de hidrofobicidad

Los valores del indice de hidrofobicidad obtenidos a partir de los perfiles cromatograficos (RP-
HPLC), se presentan en la Tabla 24 y en la Figura 37. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras en la distribucidn de péptidos/proteinas en las

zonas de hidrofobicidad baja (HB), media (HM) y alta (HA).

Las principales diferencias se observaron entre los ingredientes funcionales y el WPC-80,
donde los WPHs mostraron un indice de hidrofobicidad significativamente menor en la zona de
HA y un mayor indice en la zona de HB. Este comportamiento es coherente con lo esperado de la
hidrélisis enzimatica, ya que la fragmentacion de las proteinas tiende a generar péptidos maés

pequeiios y con mayor afinidad por la fase acuosa.
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Ademas, los ingredientes funcionales se diferenciaron principalmente en la zona de HM, donde
el WPH-A present6 una mayor proporciéon de compuestos (16,37%) en comparaciéon con el WPH-
AF (11,99%), lo que sugiere que la hidroélisis con ALC generé una mayor cantidad de péptidos que
se ubican en la zona de hidrofobicidad intermedia del cromatograma. Por otra parte, en el WPH-
AF se observo una menor proporcion de péptidos en la zona de HA y un aumento en la de HB

respecto al WPH-A. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 37. Indice de hidrofobicidad promedio. HA: hidrofobicidad alta; HM: hidrofobicidad media; HB:
hidrofobicidad baja.

Tabla 24. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes al indice de hidrofobicidad.

indice de hidrofobicidad (%)

Muestra

HB HM HA
WPH-A 21,19 + 3,10b 16,37 £ 0,65¢ 24,58 £ 2,102
WPH-AF 19,32 + 1,86P 11,99 +0,28P 20,06 £ 1,462
WPC-80 2,69 + 0,812 6,74 + 0,572 84,21 + 0,95b

a<etras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Por otra parte, el WPC-80 mostro indices de hidrofobicidad similares a los obtenidos en los
CSHs a una concentracidén de sustrato de 8% (m/v) de proteinas y pH 8 y 9 (seccion 4.1.B.3), lo
que sugiere que el calentamiento a 50°C durante 180 min no produjo cambios significativos en la

estructura de las WP y, en consecuencia, no altero su hidrofobicidad (evaluada por RP-HPLC).
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Finalmente, tanto la hidroélisis con ALC como la secuencial con ALC y FLA resultaron en
compuestos de menor hidrofobicidad, en comparacién con el WPC-80. Esto sugiere que la
hidroélisis no solo modifico6 el tamafio de los péptidos, sino también su perfil de hidrofobicidad, lo

que podria luego tener implicancias funcionales en términos de solubilidad y perfil sensorial.

Desde una perspectiva sensorial, la baja presencia de componentes en la zona de HA es
favorable, ya que los péptidos hidréfobos estan cominmente asociados con el desarrollo de sabor
amargo. Aunque esta metodologia permite identificar la posible presencia de compuestos
hidréfobos (con potencial impacto en el sabor de un alimento), el perfil sensorial de las muestras

de hidrolizados incorporadas a una matriz se evalu6 en la etapa final de este trabajo de Tesis.

* Perfil de aminodcidos libres

Se evalud la presencia de 18 aminoacidos libres en los ingredientes funcionales obtenidos. Las
concentraciones medias (mg de aminoacido/g de ingrediente) y la desviacion estandar de cada
aminoacido detectado, asi como la suma total, se presentan en la Tabla 25. En el WPH-A, se
identificaron solo 3 aminoacidos, con una concentracion total de 1,83 + 0,52 mg/g. En contraste,
en el WPH-AF se detectaron 15 aminoacidos, alcanzando una concentracion total de 58,38 + 3,18

mg/g (Figura 38).

La diferencia en el contenido de aminoacidos libres entre ambos WPHs puede atribuirse al tipo
de proteasa empleada en su obtencion. La hidrdlisis con ALC se basa en la ruptura de enlaces
peptidicos en regiones internas de la cadena polipeptidica, generando principalmente péptidos
de mayor tamafio. En cambio, FLA actiia tanto como endoproteasa como exopeptidasa, lo que
permite la hidrélisis desde los extremos de la cadena, favoreciendo la liberacion de aminoacidos
libres. Asimismo, el tiempo adicional de hidrélisis empleado con FLA podria haber influido en la

liberacién diferencial de los aminoacidos presentes en las proteinas lacteas.

Como era de esperarse, el uso individual de ALC (WPH-A) result6 en una produccion muy baja
de aminoacidos libres, mientras que la combinacién con FLA (WPH-AF) promovi6 una liberacién
significativamente mayor de estos compuestos. En linea con estos resultados, Nchienzia et al.
(2010) reportaron que la hidrolisis secuencial con FLA de proteinas de subproductos avicolas
previamente hidrolizadas con ALC, también resulté en un aumento significativo del contenido de

aminoacidos libres, en comparacién con el uso individual de cada proteasa.

La mayor cantidad de aminoacidos libres en el WPH-AF se correlaciona con los resultados

previos:
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e Perfil peptidico (RP-HPLC): Aunque el WPH-A y el WPH-AF presentaron un patrén

peptidico similar, las diferencias en la intensidad de algunos picos sugiere una mayor

fragmentacion en el WPH-AF, lo que estaria asociado con una mayor liberaciéon de

aminoacidos.

e SDS-PAGE: La reduccién adicional en la intensidad de bandas en el WPH-AF indica una

degradacion proteica mas extensa, con la generaciéon de fragmentos de menor peso

molecular, en linea con el aumento de aminoacidos libres.

e Potencial zeta y pl: El pl mas bajo en el WPH-AF concuerda con una mayor exposicion de

grupos ionizables, reflejando el incremento en la cantidad de aminoacidos liberados.

En conjunto, estos resultados confirman que la hidrélisis adicional con FLA no solo promovié

una mayor fragmentaciéon peptidica, sino que también favorecié la liberacién de aminoacidos

libres, lo que podria tener implicancias en la funcionalidad, la solubilidad y el perfil sensorial de

los hidrolizados.

Tabla 25. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes al contenido de aminoacidos libres.

Aminoacido Tiempo de retencién mg de aminoacido/g de ingrediente
(min) WPH-A WPH-AF
Asparagina (Asn) 10,07 2,88 +0,11
Serina (Ser) 11,56 3,84 +0,10
Histidina (His) 12,63 2,44 £ 0,43
Glutamina (GIn) 13,06 2,95+0,10
Glicina (Gly) 17,60 0,44 £ 0,06
Arginina (Arg) 18,35 1,72 + 0,05
Alanina (Ala) 21,03 0,38+0,12 2,56 £0,10
Tirosina (Tyr) 21,47 2,66 0,03
Triptéfano (Trp) 26,17 0,94 £ 0,23 2,86 £ 0,29
Metionina (Met) 26,91 1,84+0,12
Valina (Val) 27,47 4,55+ 0,06
Fenilalanina (Phe) 28,53 3,49 £ 0,04
Isoleucina (Ile) 30,33 4,35 + 0,06
Leucina (Leu) 31,12 0,51+0,17 10,99 + 0,37
Lisina (Lys) 35,24 10,81+ 1,39
Total 1,83 +0,52 58,38 + 3,18
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Figura 38. Perfil de aminoacidos libres obtenidos por RP-HPLC. (A) Mezcla de estandares de
aminodcidos. (B) WPH-AF. 1 (Asp); 2 (Glu); 3 (Asn); 4 (Ser); 5 (His); 6 (GIn); 7 (Gly); 8 (Thr); 9 (Arg); 10
(Ala); 11 (Tyr); 12 (Trp); 13 (Met); 14 (Val); 15 (Phe); 16 (Ile); 17 (Leu); 18 (Lys).

La caracterizacion fisicoquimica de los ingredientes funcionales mostr6 que tanto la
hidrélisis con ALC como la hidrdlisis secuencial con ALC seguida de FLA redujeron el pl,
promovieron la degradaciéon de las proteinas del suero y generaron compuestos con

hidrofobicidad baja a media en comparacién con el WPC-80.

Si bien las diferencias entre el WPH-A y el WPH-AF fueron sutiles, el WPH-AF present6 los
valores mas altos en el grado de hidrdlisis, asi como en el perfil y contenido de aminoacidos libres.
Estas observaciones podrian influir en sus propiedades funcionales y bioactividad, aspectos que

se abordaran en secciones posteriores.
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4.2.B.2. Determinacion de la composicion

<» Contenido de materia grasa, proteinas y humedad

Los valores promedio de materia grasa, proteinas y humedad se presentan en la Tabla 26. El
contenido de materia grasa no mostré diferencias significativas entre las muestras, con un valor

promedio de 4,94 + 1,04%.

En cuanto al contenido de proteina lactea, se encontraron algunas diferencias
estadisticamente significativas, siendo mayor en el WPC-80 y WPH-A, y menor en el WPH-AF,
aunque todas las muestras presentaron valores en el mismo orden de magnitud (alrededor del
65%). En concordancia con lo observado para WPH-AF, Severin & Xia (2006) reportaron que el
contenido de proteina en los WPHs obtenidos con Alcalase o Protamex disminuy6 tras la
hidroélisis, posiblemente debido a un mayor contenido de cenizas. En el presente estudio, se
observo que el contenido de cenizas fue de 6,79 + 1,57% en WPC-80, 13,52 £+ 1,19% en WPH-Ay
20,19 £ 0,21% en WPH-AF, lo cual es consistente, ya que WPH-AF presenté un mayor DH y
experimento un proceso de obtencién mas prolongado, requiriendo un mayor consumo de NaOH.
La adiciéon de NaOH durante la hidrdlisis favorece la acumulacién de cenizas y, en consecuencia,
reduce la cantidad de nitrégeno por unidad masica, reflejandose en una aparente disminucién del

contenido proteico.

Finalmente, los ingredientes funcionales presentaron un menor contenido de humedad en
comparacion con el WPC-80, en concordancia con lo reportado por Severin & Xia (2006). Esto
podria estar relacionado con diferencias en el proceso de secado. Dado que el WPC-80 se obtiene
mediante secado por aspersion, es posible que sea mas susceptible a la absorcién de humedad en

comparacion con los hidrolizados, que fueron obtenidos por liofilizacion.

Tabla 26. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes al contenido de materia grasa,
proteinas y humedad.

Muestra Materia grasa (%) Proteinas (%) Humedad (%)
WPH-A 5,58+0,08 65,75 +0,97b 5,00 + 0,402
WPH-AF 551+0,76 62,30 £ 0,682 5,57 £0,02a
WPC-80 3,71£0,55 67,81 + 0,74 7,14 £ 0,53b

ab Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).
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«* Contenido de carbono

Los valores determinados para carbono total (TC), carbono organico (TOC) y carbono
inorganico (TIC) se presentan en la Tabla 27. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en estas mediciones entre las muestras evaluadas. Esto indica que el WPC-80 y sus
hidrolizados presentan un perfil de carbono similar, lo que sugiere una homogeneidad en su

composicién quimica.

Tabla 27. Valores promedio y desviacidn estandar correspondientes al contenido de carbono total (TC),
organico (TOC) e inorganico (TIC).

Muestra Contenido de carbono (mg/g)

TIC TOC TC
WPH-A 3,45+ 0,08 499,77 £ 13,31 503,21 + 13,40
WPH-AF 3,37 £0,45 629,03 + 84,08 632,40 + 83,93
WPC-80 3,01 £0,03 508,96 + 3,23 511,97 + 3,26

Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

«» Contenido de cationes

El contenido de cationes se presenta en la Tabla 28. No se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones de Ca, P, Ky Mg entre las muestras. Sin embargo, el contenido
de Na fue significativamente mayor en los hidrolizados, con valores entre 17 y 22 veces
superiores al del WPC-80. Esto se debe principalmente a la adicién de NaOH, tanto para el ajuste
de pH del sustrato antes de la hidrolisis como durante la reaccién enzimatica para mantener un

pH constante.

El mayor contenido de Na en el WPH-AF, en comparacién con el WPH-A, se explica porque esta
muestra requirié un ajuste adicional de pH antes de la adicion de FLA, ademas de haber
experimentado una hidroélisis mas extensa, lo que implic6 un mayor uso de NaOH durante el
proceso. Este mayor contenido de sodio es consistente con el contenido de ceniza observado en
las muestras, siendo mayor en el WPH-AF (20,19 + 0,21%), seguido de WPH-A (13,52 + 1,19%) y
WPC-80 (6,79 + 1,57%). La acumulacién de cenizas, producto de la adicién de NaOH durante la
obtencidn de los hidrolizados, podria afectar ciertas propiedades sensoriales de los ingredientes,
particularmente la percepcién de algunos sabores desagradables (Hernandez-Ledesma et al.,
2011). Esto podria condicionar su aplicacion en matrices alimentarias, dependiendo de la
cantidad utilizada, aspecto que se evaluara debidamente y con mas detalle a través del analisis
sensorial realizado en la etapa final del presente trabajo de Tesis.
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Tabla 28. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes al contenido de cationes.

Muestra Contenido de cationes (%)

Ca P K Mg Na
WPH-A 0,42 £ 0,05 0,30 £ 0,01 0,52 £ 0,04 0,18+ 0,01 1,83 + 0,06
WPH-AF 0,41 +0,03 0,30 £ 0,01 0,53 +£0,04 0,17 £ 0,00 2,40 £ 0,09¢
WPC-80 0,43 £ 0,05 0,30 £ 0,01 0,52 £ 0,05 0,18 £ 0,00 0,11 £ 0,002

ac Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

4.2.B.3. Determinacion de las propiedades funcionales

Las propiedades funcionales de las proteinas determinan su utilidad en la industria
alimentaria, ya que influyen tanto en la experiencia sensorial del consumidor como en la
estabilidad del producto a lo largo de su vida util (Kilara & Vaghela, 2018). Estas propiedades
pueden clasificarse en dos grupos principales: (1) propiedades hidrodinamicas, relacionadas con
la hidratacién, que incluyen la absorcién de agua, solubilidad, viscosidad y gelificacion; (2)
propiedades tensioactivas, que abarcan la emulsificacién, formacién de espuma y de peliculas (de

Castro etal, 2015).

La modificacién de proteinas mediante tratamientos fisicos, quimicos o enzimaticos altera su
conformacion y estructura, impactando directamente en sus propiedades fisicoquimicas y
funcionales. Los péptidos generados por hidrolisis enzimatica suelen tener tamafios moleculares
mas pequeflos y una estructura secundaria menos compleja en comparacién con las proteinas
nativas. Como resultado, se espera que presenten mayor solubilidad cerca del pl, menor
viscosidad y modificaciones en sus propiedades espumantes, gelificantes y emulsionantes

(Severin & Xia, 2006).

En el presente trabajo de Tesis, se evaluaron diversas propiedades funcionales de los
ingredientes obtenidos, comparandolos con el WPC-80 para analizar el impacto de la hidrolisis
enzimatica, tanto de manera individual como mediante la combinacién secuencial de proteasas.

Ademas, se consideraron distintas variables que pueden influir en estas propiedades.

** Solubilidad

La solubilidad es una propiedad clave para la aplicacién de proteinas en la industria
alimentaria, ya que influye en la textura, estabilidad y aceptacidon sensorial de los productos.

Proteinas poco solubles pueden generar una textura arenosa y una apariencia poco atractiva,
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mientras que proteinas altamente solubles mejoran la dispersabilidad y estabilidad coloidal, lo
que es especialmente relevante en bebidas y suplementos nutricionales (Chabanon et al, 2007;
Aryee et al, 2018). Ademas, otras propiedades funcionales como la formacién de espuma,

emulsificacion y gelificacién dependen de una solubilidad adecuada (Krunic et al., 2018).

Los valores de solubilidad de las suspensiones al 8% (m/v) en funcién del pH se presentan en
la Tabla 29 y la Figura 39. Todas las muestras mostraron una alta solubilidad (mayor al 80%).
En particular, los ingredientes funcionales alcanzaron valores superiores al 98%, sin diferencias
significativas entre el WPH-A y el WPH-AF (98,86 £ 1,96% y 99,02 * 2,29%, respectivamente). En
contraste, el WPC-80 presentd valores mas bajos (92,48 * 5,07%), lo que confirma que la
hidrdlisis enzimatica mejora la solubilidad de las proteinas del suero. Estos resultados coinciden
con los reportados por Severin & Xia (2006) y Di Filippo et al. (2024), quienes observaron un
incremento en la solubilidad tras la hidrdlisis de WPC-80 y WPI con ALC y Protamex. Asimismo,
Xu et al. (2020) informaron que los hidrolizados de proteinas de garbanzo obtenidos con ALC
mostraron una solubilidad comparable a los generados mediante una hidrolisis secuencial ALC-
FLA. Los resultados sugieren que la hidrdlisis con ALC fue suficiente para mejorar la solubilidad,

no apreciandose cambios significativos luego de la hidrolisis adicional con FLA.

Tabla 29. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la solubilidad en funcién del pH.

Solubilidad (%)

PH WPH-A WPH-AF WPC-80
3,5 100,00 = 0,00¢ 100,00 £ 0,00¢ 87,20 £ 8,022
4,5 95,40 + 0,46bc 96,43 * 5,04bc 90,01 +1,832b
6,5 100,00 = 0,00¢ 100,00 = 0,00¢ 96,05 * 5,59b¢
7,0 100,00 = 0,00¢ 100,00 = 0,00¢ 94,88 + 3,71bc
8,5 98,88 + 1,59¢ 98,65 * 1,56¢ 94,28 * 2,65b¢

Muestra (M) S

pH NS

Interaccién M-pH NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). 2 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 39. Solubilidad promedio en funcién del pH.

El efecto del pH sobre la solubilidad no fue estadisticamente significativo. Sin embargo, es
relevante destacar que los ingredientes funcionales alcanzaron una solubilidad del 100% a pH
3,5, cercano a sus respectivos pl (3,55 para el WPH-A y 3,40 para el WPH-AF). En comparacidn, el
WPC-80, cuyo pl fue 4,05, mostré una solubilidad inferior en torno a este valor, con 87,20 + 8,02%
apH 3,5y90,01 +1,83% a pH 4,5. La solubilidad de las proteinas est4 influenciada por su carga
neta, que varia con el pH. En general, las proteinas son mas solubles en condiciones acidas o
alcalinas, ya que la repulsion electrostatica entre las moléculas favorece su disolucién (Pelegrine
& Gasparetto, 2005). En cambio, en el pl, la solubilidad disminuye porque la interacciéon proteina-
proteina se vuelve mas favorable que la interaccion proteina-agua, lo que promueve la agregacion

e incluso la precipitacion (Krunic et al., 2018; Piornos et al., 2015).

Las proteinas del lactosuero se destacan por su alta solubilidad en un amplio rango de pH,
permaneciendo solubles cerca de su pl, lo que las hace particularmente ttiles en aplicaciones
como bebidas (Kilara & Vaghela, 2018). La mejora en solubilidad observada en los WPHs en
comparacion con el WPC-80 resalta su potencial de empleo como ingredientes funcionales,
especialmente en productos liquidos o acidos. El incremento de la solubilidad en los hidrolizados
se atribuye a la reduccién del tamafio molecular y la exposicién de nuevos grupos ionizables, lo
que aumenta su hidrofilicidad (Mahmoud & Cordle, 2000). No obstante, algunos estudios han
reportado que la hidrdlisis puede reducir la solubilidad si se exponen demasiados grupos
hidrofébicos, dependiendo del tipo de enzima utilizada y las condiciones de reacciéon (de Castro

etal, 2015; Pang et al., 2024a; Pang et al., 2024Db).
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« Estabilidad térmica

Los tratamientos térmicos son fundamentales en la industria alimentaria, ya que permiten
controlar el crecimiento microbiano y modificar la estructura de los alimentos (Ashaolu et al.,
2023). Las proteinas del suero son particularmente susceptibles a alteraciones estructurales
durante el calentamiento, lo que puede llevar a su desnaturalizacién y pérdida de solubilidad
(Jeewanthi et al., 2015). La desnaturalizacién inducida por calor vuelve insolubles a las proteinas
del suero cerca de su pl, lo que hace que la solubilidad a pH 4,6 sea tutil como indicador de

desnaturalizaciéon (Morr & Ha, 1993).

El aumento de la temperatura incrementa la energia cinética de las moléculas, provocando
vibraciones que afectan los enlaces no covalentes responsables de estabilizar la estructura
proteica (Zhang et al, 2021). La ruptura de las estructuras secundaria y terciaria expone los
grupos hidréfobos originalmente ocultos, favoreciendo la agregacion, coagulacion y precipitacion
de las proteinas (Pelegrine & Gasparetto, 2005). La desnaturalizacion de las proteinas puede ser
reversible o irreversible, dependiendo de la temperatura y la duracién del tratamiento térmico.
En general, entre 60°C y 70°C, las proteinas del suero sufren un desdoblamiento estructural
reversible, mientras que a temperaturas mas altas se observa una agregacion irreversible

(Gauthier et al., 1993).

La estabilidad térmica de las proteinas depende de multiples factores, como la estrategia de
calentamiento, la temperatura, el tiempo de exposicion, el pH y la fuerza iénica (Zhang et al.,
2021). Sibien los cambios irreversibles en la estructura proteica pueden ser utiles en aplicaciones
como la mejora de la textura o la formacién de geles, en otros casos pueden resultar perjudiciales
(Aryee et al, 2018). La formacioén de agregados, por ejemplo, puede causar la pérdida de solubilidad,
lo que genera problemas de turbidez y sedimentacién indeseables en productos como bebidas.
Ademas, estos agregados pueden obstruir los intercambiadores de calor, reduciendo la eficiencia de
los procesos térmicos (Wijayanti et al., 2014). Por ello, la estabilidad térmica de las proteinas y sus
hidrolizados es clave en aplicaciones alimentarias, ya que determina su capacidad para mantener

sus caracteristicas estructurales y funcionales durante el procesamiento térmico.

En el presente estudio, la estabilidad térmica se evalu6 mediante la determinacién del
porcentaje de proteinas desnaturalizadas (PD) considerando diferentes condiciones de
temperatura, pH y concentracion. Los resultados se presentan en la Tabla 30 y en la Figura 40.
En todas las condiciones evaluadas, los ingredientes funcionales mostraron valores de PD
significativamente mas bajos que el WPC-80, lo cual resulta un claro indicio de que la hidroélisis
enzimatica mejora la estabilidad térmica de los hidrolizados generados respecto a la proteina sin

hidrolizar.
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Tabla 30. Valores promedio y desviacién estdndar correspondientes al porcentaje de proteinas
desnaturalizadas en funcién de la concentracion [So, % (m/v)], del pH y de la temperatura (°C).

So [% (m/V)] pH Temperatura Proteinas desnaturalizadas (%)
0 WPH-A WPH-AF WPC-80
65 1,64 +1,50 1,51 +2,40> 2597 +0,73¢
4,5 80 244+250 080%0,56a> 59,07 +2,54f
95 0,23+0,41 0,00+ 0,002 80,60 + 0,28k
65 1,87 + 2,48 0,00 £0,00a 5,22 +5,202
1 6,0 80 0,00+ 0,00 0,00 +0,00a 32,28 +5,82d
95 0,00+ 0,00 0,00 £0,00a 63,39 £ 6,64f%
65 291+2,88 0,00 £0,00a 8,53 + 0,66
7,5 80 1,01 +1,44 0,00 £0,00a 46,00 + 13,27¢
95 1,38 +1,83 0,00 £0,000 67,34 +1,92¢n
65 0,19+0,33  0,33+0,58® 34,38+0,80¢
4,5 80 0,00+ 0,00 0,00 +0,00a 72,04 + 0,83hi
95 0,00+ 0,00 0,00 +0,00a 86,74 +0,11m
65 0,05+0,08 093+0,82a> 11,05+ 3,522
4 6,0 80 0,00+ 0,00 0,00 £0,00a 64,36 +0,67f
95 0,00+ 0,00 0,07+0,12a 79,28 + 0,25k
65 0,00 +0,00 0,00 £0,00a 14,34 £5,23b
7,5 80 0,00+0,00 0,11+0,20a> 80,520,234
95 0,00 +0,00 0,00 £0,00a 85,72 +0,21Im
65 2,39+2,30 0,00+0,00a  38,23+1,014
4,5 80 0,25+0,43 1,40 +1,22ab 75,13 + 0,12k
95 1,10 £1,90 0,00 + 0,002 *
65 0,83+1,13 1,31 +2,27a> 12,83 +0,35P
8 6,0 80 0,68+1,17 0,00 £ 0,002 74,34 + 0,691
95 0,00+0,00 0,60+1,04a> 78,90 + 0,16}k
65 2,86 + 3,46 561+1,06c 36,721,154
7,5 80 0,48 + 0,84 7,02 £2,06c 87,13 +0,29m
95 0,12+0,21 0,00 +0,00a 87,36 +0,12m

En todos los casos, el tiempo de tratamiento térmico aplicado fue de 30 min. (*): valor no determinado
debido a que la muestra gelific6. @™ Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05). Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05).
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Figura 40. Estabilidad térmica del WPC-80 expresada como porcentaje de proteinas desnaturalizadas.
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En particular, el WPH-A alcanz6 un valor maximo de PD de 2,91 * 2,88%, sin diferencias
significativas entre las diversas condiciones evaluadas. Por su parte, el WPH-AF present6 un valor
maximo de 7,02 + 2,06%, aunque en la mayoria de las condiciones analizadas el PD se mantuvo
por debajo del 1,5%. Si bien se encontraron diferencias estadisticas entre los hidrolizados, estas
no parecen tener una relevancia practica significativa, ya que ambos mostraron baja

susceptibilidad a la desnaturalizacion térmica.

En contraste, el WPC-80 present6 una alta susceptibilidad a la desnaturalizacidn térmica, con
valores que aumentaron progresivamente con la temperatura y la concentracién de la muestra,
alcanzando hasta 87,36 + 0,12% a 95°Cy 8% (m/v) de concentracidn (Figura 40). Ademas, los
mayores valores de PD en el WPC-80 se observaron a pH 4,5 (cerca a su pl), lo que sugiere que
las condiciones acidas favorecen la desnaturalizacion térmica de la proteina. Bajo las condiciones
maés extremas (8% de concentracion, pH 4,5 y 95°C), se formd un gel tras el tratamiento térmico,

impidiendo la determinaci6on del PD debido a la solidificacion del sistema.

Estos resultados demuestran que la hidroélisis enzimatica de las proteinas del suero mejora
significativamente su estabilidad térmica, lo que puede atribuirse a la pérdida de la estructura
secundaria inducida por la hidrélisis, reduciendo los cambios estructurales durante el
calentamiento (Jeewanthi et al, 2015). La generacion de péptidos de menor tamafio (confirmada
por SDS-PAGE y RP-HPLC) reduce la tendencia a la agregacién térmica y disminuye la

probabilidad de precipitacion.

En conjunto, estas observaciones sin dudas muestran que los ingredientes funcionales
presentan una mejor estabilidad térmica en comparacién con el WPC-80, lo que amplia su
potencial de aplicaciéon en productos que requieren tratamientos térmicos intensivos, como
bebidas procesadas, sopas instantaneas o productos lacteos UHT. Ademas, la menor formacion
de agregados en los WPHs podria evitar problemas de turbidez y sedimentacién, mejorando la

estabilidad y apariencia de los productos finales.

% Viscosidad

La viscosidad es una medida de la resistencia a fluir y depende de diversos factores, como la
temperatura, la concentracion y el tamafio molecular de los componentes disueltos. En general,
la viscosidad disminuye con el aumento de la temperatura y la reduccion del tamafo molecular
(Walstra, 2002). Sin embargo, en el caso de las proteinas, un incremento suficiente de la
temperatura puede inducir su desnaturalizaciéon, favoreciendo interacciones proteina-proteina
que, en algunos casos, pueden aumentar la viscosidad (Pelegrine & Gasparetto, 2005). Dado que el

tratamiento térmico es ampliamente utilizado en la industria alimentaria, resulta fundamental
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evaluar el comportamiento del WPC-80 y sus hidrolizados en términos de viscosidad,
especialmente al considerarlos como potenciales ingredientes funcionales. La importancia de
esta propiedad varia segun la aplicacién: en bebidas y salsas se prefieren viscosidades bajas,
mientras que, en productos como cremas o aderezos, todo aporte para obtener mayores valores

de viscosidad contribuiria a lograr una textura mas deseable.

Los valores de viscosidad obtenidos para las muestras analizadas se presentan en el Anexo 7,
mientras que las Figuras 41, 42 y 43 ilustran los barridos de temperatura en cada condicion
evaluada. El andlisis estadistico revel6 que la temperatura, la concentracién y el pH tuvieron un
efecto estadisticamente significativo sobre la viscosidad. En general, la viscosidad de las
suspensiones disminuy6 con el aumento de la temperatura, lo que se debe a una mayor energia
cinética de las moléculas, favoreciendo su movilidad (Zhang et al., 2021). No obstante, el WPC-80
presentd un comportamiento particular a la concentracién de 10% (m/v) y pH 4, donde se
observo un incremento de la viscosidad entre 40°C y 45°C, sugiriendo un fenémeno de agregacién
proteica. Este comportamiento es consistente con los resultados de estabilidad térmica, donde el
WPC-80 mostré una alta susceptibilidad a la desnaturalizacion en condiciones de alta

concentracion y pH cercano a su pl.

En cuanto a la concentracidn, se observé un aumento progresivo de la viscosidad a medida que
se incrementaba el contenido proteico (Figura 41), lo cual era esperable, ya que una mayor
cantidad de proteinas intensifica las interacciones moleculares y la resistencia al flujo. Respecto
al efecto del pH, la viscosidad alcanzé su valor maximo a pH 4 y disminuyd posteriormente a
medida que el pH aumenté (Figura 42). Esto se debe a la influencia del pH en la carga de las
proteinas: cerca del pl las fuerzas repulsivas disminuyen, favoreciendo la agregacion proteica y,

por lo tanto, incrementando la viscosidad.

La hidroélisis enzimatica tuvo un efecto notorio sobre la viscosidad. Los ingredientes
funcionales mostraron una menor viscosidad en comparacién con el WPC-80, siendo mas
pronunciado este efecto en el WPH-AF. La ruptura de la estructura proteica nativa, evidenciada
en el analisis SDS-PAGE, redujo la viscosidad debido al menor tamafio molecular de los péptidos
generados. La mayor disminucién en el WPH-AF podria estar relacionada con su mayor grado de
hidrélisis, lo que sugiere una mayor fragmentaciéon proteica en comparacién con el WPH-A.
Ademas, el mayor contenido de aminodacidos libres generado por la acciéon de FLA también podria

haber contribuido a la reduccién de la viscosidad.
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En términos de aplicaciones alimentarias, los WPHs obtenidos podrian ser adecuados, por
ejemplo, para ser empleados en formulaciones liquidas, ya que presentan una viscosidad baja y
estable en las condiciones evaluadas. Ademas, la ausencia de agregados en los ingredientes
funcionales sugiere una mayor estabilidad térmica en comparaciéon con el WPC-80, cuyas

implicancias se discutieron previamente.

“* Capacidad de absorcion de aceite

Definida como la cantidad de aceite que una muestra puede retener por unidad de peso, es una
propiedad clave para describir el perfil de textura y las caracteristicas sensoriales de los
alimentos (Aryee et al., 2018). La capacidad de absorcién de aceite representa la capacidad de las
proteinas/péptidos para interactuar con compuestos lipidicos, contribuyendo a mejorar la
sensacion en boca y a la retencion del sabor (Ozorio et al, 2019). En particular, se ha reportado
que las proteinas del suero con buenas capacidades de absorcién de aceite y de agua pueden

utilizarse como alternativas a las proteinas carnicas (Krunic et al., 2018).

Los resultados de la capacidad de absorcion de aceite (g aceite/g muestra) se presentan en la
Figura 44 y en la Tabla 31. Se encontraron diferencias significativas entre las muestras
analizadas, mostrando ambos ingredientes funcionales una mayor capacidad de absorcién en
comparacion con el WPC-80. En particular, el WPH-AF present6 el mayor valor (1,98 + 0,05 g
aceite/g muestra), seguido por el WPH-A (1,57 £ 0,10 g aceite/g muestra), mientras que el WPC-

80 registro la menor capacidad (1,29 + 0,17 g aceite/g muestra).

2,4
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Figura 44. Capacidad de absorcion de aceite en funcién del tiempo de agitacion.
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Tabla 31. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la capacidad de absorcién de aceite
(g aceite absorbido/g muestra), en funcién del tiempo de agitacion.

Tiempo de agitacion Absorcién de aceite (g/g)

(min) WPH-A WPH- AF WPC-80

5 1,45 + 0,044e 2,00 £ 0,03ni 1,34 +0,08¢

10 1,51 £ 0,04def 2,03 +£0,07i 1,22 +0,08b

15 1,59 + 0,03f 2,03 £0,05i 1,04 + 0,072

20 1,76 £ 0,03¢ 1,92+0,01h 1,22 + 0,05

25 1,58 + 0,03f 1,95 + 0,05hi 1,41+ 0,05

30 1,53 £ 0,03¢f 1,96 + 0,00M 1,51 + 0,054def
Muestra (M) S
Tiempo de agitacién (T) S
Interaccién M-T S

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). 21 Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

El aumento en la capacidad de absorcién de aceite en los WPHs puede atribuirse a la alteracion
estructural de las proteinas durante la hidroélisis enzimatica, lo que expone grupos hidrofébicos
previamente ocultos y facilita su interaccién con las grasas (Chabanon et al., 2007). Ademas, la
reduccion del tamafio molecular en los WPHs, podria facilitar la interaccion con el aceite,
permitiendo una mejor retencion. Este efecto fue més pronunciado en el WPH-AF, lo que sugiere
que la hidrélisis secuencial con FLA promovié una mayor exposicion de regiones hidrofébicas en

comparacion con el WPH-A.

Ademas, se observo que la capacidad de absorcién de aceite se modificd con el tiempo de
agitacidn, siendo este efecto mas marcado en el WPH-A y en el WPC-80. En el WPH-A, la mayor
absorcion se registré a los 20 min, mientras que en el WPC-80 ocurri6 a los 30 min. Esto sugiere
que tiempos de agitacién mas largos favorecen una mayor interaccién entre las proteinas y el
aceite. Estos resultados indican que la hidrélisis enzimatica ha mejorado significativamente la
capacidad de absorcidn de aceite de las proteinas del suero lacteo, lo que podria ser una ventaja
en aplicaciones alimentarias que requieren una mayor retencién de grasa, como productos

carnicos, salsas o emulsiones.
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“* Capacidad emulsionante

La capacidad emulsionante es una propiedad funcional clave en alimentos tales como aderezos,
donde la separacidn de fases puede afectar negativamente la calidad y apariencia del producto (Xu et
al, 2020). Las proteinas, por su naturaleza anfifilica, estabilizan emulsiones al adsorberse en la
interfaz aceite-agua, formando peliculas protectoras alrededor de las gotas de aceite (Aryee et al.,
2018). Las proteinas del suero, se emplean en productos como férmulas infantiles, bebidas sustitutivas
de comidas, sopas y salsas, generalmente en combinacion con otros emulsionantes (Kilara & Vaghela,
2018). Sin embargo, la hidrélisis enzimatica puede modificar sus propiedades emulsionantes en
funcién del grado de hidrolisis, la solubilidad y la flexibilidad molecular de los péptidos generados

(Mahmoud & Cordle, 2000; Xu et al, 2020).

En este trabajo, se evaluaron la capacidad emulsionante (CE) y la estabilidad de la emulsién

(EE) en funcién del pH. Los resultados se presentan en la Tabla 32 y en la Figura 45.

Tabla 32. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la capacidad emulsionante (CE) y
estabilidad de la emulsion (EE) en funcién del pH.

Muestra pH CE (%) EE (%)
4,5 50,00 + 0,002b 47,37 £ 0,002
WPH-A 55 48,24 + 1,662 49,46 £ 0,773
6,5 50,00 + 0,002b 51,67 + 2,36bcd
4,5 52,03 + 1,29abcd 49,21 + 1,122
WPH-AF 5,5 55,90 + 0,494 51,32 + 1,86abc
6,5 54,25 + 1,85 52,78 + 3,93bcd
4,5 51,50 + 2,12abe 55,79 + 0,004
WPC-80 55 55,73 £ 0,254 54,04 + 0,99
6,5 52,78 + 3,93bcd 54,09 + 2,07
Muestra (M) S S
pH NS NS
Interaccién M-pH NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). ad Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05).
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Figura 45. (A) Capacidad emulsionante. (B) Estabilidad de la emulsién.

Aunque el pH no tuvo un efecto significativo sobre la CE ni la EE, se encontraron algunas
diferencias entre las muestras. E1 WPC-80 y el WPH-AF presentaron valores similares de CE
(53,34 £2,79%y 51,10 = 2,57%, respectivamente), superiores a los del WPH-A (49,41 £ 1,18%).
Sin embargo, las emulsiones formadas con los ingredientes funcionales fueron menos estables
que las del WPC-80, sin diferencias significativas entre los WPHs. La mayor CE observada en el
WPH-AF respecto a WPH-A, coincide con lo reportado en hidrolizados de proteina de lenteja
(Rezvankhah et al., 2021), quienes atribuyeron este comportamiento a la mayor hidrofobicidad
de los hidrolizados mediante la combinacién secuencial de ALC y FLA. No obstante, en el presente
estudio, la hidrofobicidad de los ingredientes evaluada a través de los perfiles cromatograficos no

mostro diferencias sustanciales entre ambos.
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En la literatura se ha reportado que un DH superior al 10% disminuye la CE debido al menor
tamafo molecular de los péptidos y al aumento de la solubilidad. Los péptidos de bajo peso
molecular pueden difundirse y adsorberse rapidamente en la interfaz, pero su capacidad para
estabilizar emulsiones es limitada, ya que no pueden desplegarse ni reorientarse adecuadamente
en la interfaz debido a las repulsiones electrostaticas entre sus cargas (Rezvankhah et al,, 2021).
Enlinea con estos resultados, Severin & Xia (2006) observaron que los WPHs obtenidos mediante
hidrolisis con ALC mostraron menor capacidad emulsionante en comparacién con el WPC-80,
excepto en un hidrolizado con DH 5% que presenté una CE comparable al de la proteina no

hidrolizada. Ademas, las emulsiones formadas por los hidrolizados eran menos estables.

Estudios previos han sugerido que un DH moderado (< 10%) puede mejorar la CE, debido al
desdoblamiento parcial de las moléculas de proteina, lo que incrementa su flexibilidad molecular
y facilita su reorganizacién en la interfaz aceite-agua, evitando la coalescencia de las gotas (Xu et
al, 2020). En este sentido, Chobert et al. (1988) reportaron que los hidrolizados tripticos de WPC
con DH de 2,5%, 3,9% y 5,3% presentaron mejores propiedades emulsionantes que la proteina

no hidrolizada, sugiriendo que el peso molecular juega un rol muy importante.

Aunque la hidrélisis enzimatica modific6 la CE de los ingredientes funcionales en comparacién
con el WPC-80, no se observaron alteraciones drasticas o muy marcadas en su capacidad para
formar y/o estabilizar emulsiones. Estos resultados sugieren que los ingredientes obtenidos
podrian ser utilizados en aplicaciones emulsionantes, aunque su menor estabilidad podria

requerir su combinacién con otros estabilizantes.

+* Capacidad espumante

Las proteinas actiian como surfactantes naturales en la formacion y estabilizacién de espumas,
desempefiando un rol clave en productos horneados y cremas de confiteria (Kilara & Vaghela,
2018). Si bien la clara de huevo ha sido histéricamente la fuente mas utilizada para esta funciéon
en la industria alimentaria, las proteinas del suero han ganado relevancia como alternativa viable
(Davis etal.,2005). Su capacidad espumante depende de su estructura molecular y caracteristicas
de superficie, como tamafio, flexibilidad e hidrofobicidad (Vogelsang-O'Dwyer et al, 2023). En
este sentido, la hidrolisis enzimatica puede modificar estas propiedades, alterando la

funcionalidad de los hidrolizados respecto a la proteina intacta (Van der Ven et al.,, 2002).

En este trabajo, se evalud la capacidad espumante (CF) y la estabilidad de la espuma (EF) en
funcién de la concentracidn, el pH y la fuerza idnica. Los resultados se presentan en las Tablas
33,34 y 35, y en la Figura 46. Se observd que la hidrélisis enzimatica redujo la CF, siendo este

efecto mas pronunciado en el WPH-AF, que en algunas condiciones no logr6 generar espuma.
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Estudios previos han reportado efectos variables y, en algunos casos, contradictorios sobre la CF
de las proteinas de suero tras la hidrolisis enzimatica (Severin & Xia, 2006; Pang et al., 2024a;

Pang et al., 2024b; Van der Ven et al., 2002; Sinha et al., 2007).

Tabla 33. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes a la capacidad espumante (%) en
funcién de la concentracién [So, % (m/v)].

Capacidad espumante (%)*

So [% (m/V)]
WPH-A WPH-AF WPC-80

2 5,00 + 0,00v 0,00 £ 0,002 11,25+ 1,774

6 8,75 +1,77¢ 7,50 £ 0,00¢ 15,00 + 0,00¢

10 20,00 + 0,00f 16,25 +1,77¢ 30,00 = 0,00¢
Muestra (M) S
Concentracion (C) S
Interaccion M-C S

*Muestras a pH 6 sin adiciéon de NaCl. Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto
significativo (p < 0,05). 28 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla 34. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes a la capacidad espumante en funcién
del pH.

Capacidad espumante (%)*

PH WPH-A WPH-AF WPC-80
4,5 5,00 + 0,00b 7,50 £ 0,00¢ 20,00 = 0,008
55 12,50 £ 0,00¢ 0,00 £ 0,007 15,00 = 0,00f
6,5 10,00 = 0,004 0,00 0,002 16,25 +1,77f
Muestra (M) S
pH S
Interaccién M-pH S

*Muestras al 2% (m/v) sin adicién de NaCl. Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto
significativo (p < 0,05). 28 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Tabla 35. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la capacidad espumante (%) en
funcion de la fuerza idnica [% (m/v)].

Capacidad espumante (%)*

NaCl [% (m/V)]
WPH-A WPH-AF WPC-80
0,0 5,00 + 0,00¢ 0,00 £ 0,002 11,25+ 1,77
0,2 5,00 + 0,00¢ 2,50 £ 0,000 13,75+ 1,77¢
0,6 12,50 + 0,00¢f 2,50 £ 0,000 12,50 + 0,00¢f
1,0 5,00 £ 0,00¢ 2,50 £ 0,000 13,75 +1,77¢
2,0 7,50 £ 0,004 0,00 £ 0,002 16,25+ 1,778
Muestra (M) S
Fuerza iénica (FI) S
Interacciéon M-FI S

*Muestras al 2% (m/v) y pH 6. Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo
(p < 0,05). 28 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Se ha observado que una hidrélisis limitada puede favorecer la formacién de espuma al reducir
el peso molecular de las proteinas, lo que mejora su difusién y adsorcidn en la interfaz aire-agua.
Ademas, el aumento en la solubilidad de las proteinas tras la hidrolisis facilita su dispersion en la
fase acuosa, favoreciendo la formaciéon de espuma. Sin embargo, un grado de hidrélisis elevado
genera péptidos demasiado cortos para formar una capa interfacial estable, lo que reduce
significativamente la capacidad espumante (Jeewanthi et al, 2015; Vogelsang-O'Dwyer et al,
2023). En este sentido, la menor CF observada en los ingredientes funcionales podria atribuirse
a una hidrolisis excesiva. En particular, el WPH-AF presentd los valores mas bajos de CF,
probablemente debido a su mayor DH y al incremento de aminoacidos libres generados durante

el proceso enzimatico con FLA.

En cuanto a la concentracion, la CF aumentd con el incremento del contenido proteico,
alcanzando su valor maximo (30%) en el WPC-80 al 10% (m/v) (Tabla 33). Este resultado es
consistente con la literatura, que sefiala que una mayor concentracién de proteinas solubles
disminuye la tensién superficial entre las burbujas de aire, favoreciendo la capacidad espumante
(Schmidt et al, 1984; Piornos et al, 2015). Respecto al pH, el efecto fue especifico para cada
muestra: el WPC-80 y el WPH-AF alcanzaron su maxima CF a pH 4,5, mientras que el WPH-A
mostré su menor capacidad espumante en esta condiciéon (Tabla 34). En términos de fuerza
ionica, la adicion de NaCl afecté la CF de manera significativa (Tabla 35). En los WPHs, el mayor
valor se obtuvo con 0,6% (m/v) de NaCl, mientras que en el WPC-80 la CF aumentd con

concentraciones crecientes de NaCl. Este efecto puede deberse a que el NaCl, en bajas
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concentraciones, mejora la solubilidad de las proteinas (salting-in) y, en consecuencia, favorece

su adsorcion en la interfaz aire-agua (Akintayo et al., 1999).

La estabilidad de las espumas a lo largo del tiempo se presenta en la Figura 46, y los valores
promedio se encuentran en el Anexo 8. En general, los ingredientes funcionales mostraron una
rapida pérdida del volumen de espuma, drenando completamente en los primeros 3 min en la
mayoria de las condiciones. En contraste, el WPC-80 generd espumas mas estables, con tiempos
de drenaje que oscilaron entre 30 y 150 min. La estabilidad de la espuma en esta muestra resultd
favorecida por mayores concentraciones proteicas (Figura 45.A), pH 4,5 (Figura 45.B) y la
adicion de NaCl, en particular a 0,6% (m/v) (Figura 45.C). Segiin Sinha et al. (2007), aunque una
hidrolisis limitada puede favorecer la formacién de espuma, la estabilidad disminuye
considerablemente debido a la presencia de péptidos pequeios, que no poseen la fuerza
necesaria para estabilizarla. Ademas, la estabilidad de la espuma mejora cuando la repulsion
electrostatica es minima, lo que sugiere que la mayor densidad de carga generada por la hidrolisis

podria afectar negativamente esta propiedad (Van der Ven et al., 2002).

En funcion de lo mencionado, se resalta la importancia de controlar el grado de hidroélisis para
optimizar la funcionalidad espumante de las proteinas del suero. Mientras que el WPC-80 sigue
siendo una opcioén adecuada para aplicaciones donde se requiere generacion y estabilidad de
espuma (ej. panificados y cremas de confiteria), los ingredientes funcionales obtenidos podrian
ser utiles en formulaciones donde la formacién de espuma no es deseada, como en productos

semisolidos, liquidos o bebidas.
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Figura 46. Estabilidad de la espuma. (A) Efecto de la concentracién [% (m/v)]. (B) Efecto del pH. (C)
Efecto de la fuerza iénica [% (m/v) de NaCl].
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< Propiedad gelificante

La gelificacion es una propiedad funcional de interés en diversas aplicaciones alimentarias, ya
que contribuye al desarrollo de la elasticidad y textura de los productos. Este proceso puede ser
inducido por calor, tratamientos quimicos o enzimaticos (Aryee et al., 2018). Inicialmente, las
proteinas se desnaturalizan y se reorganizan, promoviendo su agregacion y la formacion de una
red tridimensional (Kilara & Vaghela, 2018). Para que este proceso ocurra de manera eficiente, la
concentracion de proteina debe ser suficientemente alta (Aryee et al.,, 2018). Bajo condiciones
adecuadas, el equilibrio entre las interacciones proteina-proteina y proteina-agua da lugar a la
formacion de geles capaces de retener grandes cantidades de agua y otros nutrientes (Kilara &

Vaghela, 2018).

En el caso de las proteinas del suero, su propiedad gelificante es aprovechada en productos
carnicos procesados, lacteos y panificados. Sin embargo, esta propiedad puede limitar su uso en
productos donde la gelificacién no es deseada, como en bebidas, férmulas infantiles o aderezos
para ensaladas. La capacidad gelificante de las soluciones de proteinas de suero esta influenciada
por diversos factores, incluyendo la concentracién proteica, el grado de desnaturalizacién, la

fuerza idnica, el pH y la temperatura (Ju et al., 1995).

En el presente estudio, se evalud la propiedad gelificante de los ingredientes funcionales y del
WPC-80. Los resultados indicaron que, bajo las condiciones de pH y concentraciones analizadas,
ambos ingredientes funcionales no lograron formar geles, a diferencia del WPC-80, que si
presentd formacion de gel en la mayoria de las condiciones evaluadas, tanto a las 2 h como a las
24 h. Este comportamiento es consistente con estudios previos que indican que la hidrélisis
enzimatica generalmente reduce la capacidad gelificante de las proteinas, debido a la liberacion
de péptidos de menor hidrofobicidad y mayor carga neta. Estos cambios disminuyen las
interacciones entre fragmentos peptidicos, afectando la formacién de geles (Severin & Xia, 2006;
de Castro et al, 2015; Kilara & Vaghela, 2018). De manera similar, Di Filippo et al. (2024)
reportaron que los WPH obtenidos con ALC (DH entre 15% y 25%) no lograron formar una red

de gel en ninguna de las concentraciones probadas [10, 15y 20 % (m/v)].

El WPC-80 formo geles a concentraciones de 15% y 20% (m/v) en todos los pH evaluados (4,
6 y 8), mientras que a 10% (m/v) solo lo hizo a pH 4 (Tabla 36). Estos resultados concuerdan
con la teoria de que las proteinas del suero tienden a formar geles cuando se calientan a
concentraciones superiores a un valor critico, el cual varia segin el pH. En las proximidades del
pl, se requieren concentraciones mas bajas para la gelificacion, y los geles formados en esta zona

suelen ser mas fuertes (Ju et al, 1995). La formacién de gel a pH 4 podria explicarse por la
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reduccion de las fuerzas repulsivas entre moléculas, lo que facilita la agregacion y gelificacion de

las proteinas (Piornos et al., 2015).

Ademas, en las muestras de WPC-80 se observaron algunos cambios tras el tratamiento
térmico, especialmente en color y consistencia. A 10% (m/v) y pH 4, se detect6 la formacién de
gel con un cambio de color de amarillento a blanquecino (Figura 47.A). A pH 6, aunque no se
formé un gel visible, la viscosidad aument6 y el color se torné blanquecino, mientras que a pH 8
no se observaron cambios significativos. En concentraciones m4s altas, el cambio de color se hizo

evidente en las determinaciones a pH 4 y 6 (Figuras 47.By 47.C).

Tabla 36. Propiedad gelificante del WPC-80 en funcién de la concentracién [% (m/v)] y del pH.

Concentracion [% (m/v)]

PH 10 15 20
4 G* G* G*
6 c* G* G*
8 SC G G

SC: sin cambios; C: cambio de apariencia; G: formacién de gel, * cambio de color.

,i\.
r—
-
L
=

Figura 47. Propiedad gelificante del WPC-80 a diferentes concentraciones de sélidos: (A) 10% (m/v). (B)
15% (m/v). (C) 20% (m/v). De izquierda a derecha pH 4, pH 6 y pH 8, por duplicado.
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Finalmente, los resultados obtenidos resaltan que, mientras el WPC-80 exhibe una propiedad
gelificante significativa bajo las condiciones evaluadas, esta propiedad se ve claramente afectada
en los ingredientes funcionales obtenidos por hidrdlisis enzimatica. Este comportamiento sugiere
que los WPHs podrian ser mas adecuados para formulaciones en las que se busca mantener una
textura fluida o una dispersion uniforme de la matriz proteica, en lugar de promover la formacion

de geles.

La caracterizacion de las propiedades funcionales mostré que ambos ingredientes
presentaron ventajas sobre el WPC-80 en términos de solubilidad, estabilidad térmica, viscosidad
y capacidad de absorcion de aceite. En contraste, la hidrdlisis enzimatica result6 en una reduccion
parcial de la capacidad emulsionante y espumante, con una menor estabilidad de las emulsiones
y espumas formadas. Adema3s, se observd una pérdida total de la capacidad gelificante en los
WPHs. Aunque estas propiedades resultaron disminuidas, no necesariamente representan
caracteristicas negativas de los ingredientes, ya que el uso del mismo con ciertas funciones

dependera de la eleccion de la matriz alimentaria.

Al comparar los ingredientes funcionales entre si, ambos mostraron una solubilidad elevada y
una buena estabilidad térmica, aunque el WPH-AF present6 una mayor absorcién de aceite, una
menor viscosidad y una reduccién mas pronunciada en la capacidad espumante. Estas diferencias
sugieren que el tipo de tratamiento enzimatico y el DH alcanzado en la reaccién claramente
influyen sobre diferentes aspectos que se relacionan con la funcionalidad del ingrediente final.
Asi, la hidrélisis enzimdatica modifica sustancialmente las propiedades funcionales de las
proteinas del suero, con variaciones segtin el tratamiento aplicado (hidrolisis con ALC o hidroélisis
secuencial con ALC y FLA). La informacién obtenida proporciona una base sélida para la posible
seleccién de ambos ingredientes en funcidn de sus caracteristicas y las de la matriz alimentaria

en la cual podrian ser incorporados.

4.2.B.4. Determinacion de las propiedades bioactivas

Ademas de su valor nutricional, las proteinas alimentarias pueden ejercer diversas actividades
biolégicas también denominadas como propiedades bioactivas, las cuales estan
fundamentalmente asociadas a la presencia de péptidos bioactivos en su estructura (da Costa et
al., 2007). Estos péptidos no ejercen su efecto biolégico dado que permanecen inactivos mientras
estdn encriptados dentro de la secuencia de la proteina original, pero pueden ser liberados
mediante procesos como la hidrélisis quimica, la hidrolisis por enzimas digestivas, la accion de
microorganismos proteoliticos o el uso de proteasas vegetales o microbianas (Brandelli et al.,

2015). Una vez liberados, los péptidos bioactivos pueden influir positivamente en la salud al
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ejercer una amplia gama de funciones fisioldgicas, incluyendo actividad antioxidante,
antihipertensiva, antimicrobiana y antiproliferativa. Estas propiedades dependen de la
composicién y secuencia de los aminoacidos presentes, donde la bioactividad suele evidenciarse
en péptidos cuyo tamaiio varia entre 2 y 20 residuos de aminoacidos (Zhang et al., 2013; Mann et

al,, 2019).

En los ultimos afios, la produccién de péptidos bioactivos mediante hidrélisis enzimatica de
proteinas ha cobrado gran interés debido a su potencial aplicacion en la industria alimentaria, la
medicina y el cuidado de la salud. Este enfoque se destaca por su alta especificidad, la seguridad
de los productos obtenidos y las condiciones de produccién suaves (Wei et al., 2024). Factores
como la seleccion de la enzima, la temperatura, el tiempo de reaccién y el pH influyen tanto en la
composicién de los péptidos generados como en sus propiedades bioactivas (Wen et al., 2022).
Ademas, los péptidos bioactivos derivados de proteinas alimentarias han despertado un creciente
interés como alternativas naturales o complementos a los farmacos sintéticos, lo que subraya su
relevancia en el desarrollo de alimentos funcionales y nutracéuticos (Chirinos et al., 2018).
Muchos de estos péptidos poseen propiedades multifuncionales, lo que amplia su aplicabilidad y

refuerza la importancia de su investigacion (Mann et al.,, 2019).

La caracterizacién de los hidrolizados proteicos es fundamental para determinar su potencial
como ingredientes funcionales, ya que permite identificar sus propiedades especificas y su
posible aplicacion en diversas formulaciones. En este estudio, los hidrolizados WPH-A y WPH-AF
fueron evaluados en términos de su potencial bioactivo. Dado que presentaron diferencias en el
grado de hidrélisis y la composiciéon peptidica, es esperable que sus actividades bioactivas
también varien. Para evaluar la funcionalidad de los hidrolizados, se efectuaron distintos ensayos
in vitro de actividades bioactivas, incluyendo la posible presencia de citotoxicidad y
citoproteccion, actividades antihipertensiva, antioxidante y antimicrobiana, y capacidad quelante
de calcio. Estos analisis permiten comprender como seria el impacto de los péptidos bioactivos
en la salud y en la alimentacién para asi poder explorar su potencial uso en diferentes sectores de

la industria.

+» Citotoxicidad y citoproteccion

El efecto citotdxico y citoprotector fue evaluado en dos lineas celulares: I[EC-18 (un modelo de
epitelio intestinal derivado de criptas ileales de rata), y Caco-2/TC7 (linea celular humana
derivada de carcinoma de colon), que simula la barrera epitelial intestinal. Para el ensayo de
citotoxicidad, las células fueron expuestas a WPH-A, WPH-AF y WPC-80 en un rango de

concentracion de 0,03 a 1 mg/mL. Los resultados, expresados como porcentaje de viabilidad
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celular respecto al control (células no expuestas, 100%), se presentan en las Tablas 37 y 38. De
acuerdo con los criterios reportados (Rossi et al.,, 2020), un compuesto se considera no toxico si
la viabilidad celular es superior al 70%, débilmente toxico entre 50 y 70%, y toxico sila viabilidad
celular registrada es inferior al 50%. Bajo las condiciones evaluadas, la viabilidad celular fue
siempre superior al 70% en ambas lineas celulares, lo que indica que ningin tratamiento (tipo de

muestra ni concentraciéon) presento efecto citotdxico.

En la linea celular Caco-2/TC7, no se detectaron diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos y el control, indicando que ni el tipo de muestra ni la concentracién afectaron la
viabilidad celular en esta linea. Sin embargo, en la linea celular IEC-18, se observaron algunas
diferencias significativas tanto entre los diferentes tratamientos y el control como entre las
muestras a una misma concentracion, y entre distintas concentraciones dentro de una misma
muestra. Frente a esto, la observaciéon mas relevante fue a 1 mg/mL (concentraciéon mas alta del
ensayo), donde se registré la mayor reduccién en la viabilidad celular en todas las muestras,
presentando las células expuestas a los ingredientes funcionales una viabilidad ligeramente
menor en comparacion con el WPC-80 (75% frente a 87%, respectivamente). A pesar de estas
diferencias, los valores de viabilidad celular en todos los tratamientos fueron superiores al
umbral de toxicidad, confirmando que ninguna de las muestras evaluadas presentaria efectos

citotoxicos en estas condiciones.

Tabla 37. Valores promedio y desviacion estandar de viabilidad de la linea celular IEC-18.

Concentracién Viabilidad celular (%)

(mg/mL) WPH-A WPH-AF WPC-80
0,03 100,00 + 0,00 100,00 + 0,004 100,00 + 0,004
0,06 95,34 + 8,07bcd 98,20 + 3,11d 100,00 + 0,004
0,125 89,53 + 3,35bc 100,00 + 0,00 100,00 + 0,004
0,25 88,16 + 5,41b 95,16 + 1,97bcd 100,00 + 0,004
0,50 97,34 + 4,60¢d 78,91 + 11,562 100,00 + 0,004
1,00 74,94 + 1,262 74,85 + 6,292 87,07 + 4,48b

Control 100,004

a-d Valores con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Tabla 38. Valores promedio y desviacion estandar de viabilidad de la linea celular Caco-2/TC7.

Concentracién Viabilidad celular (%)

(mg/mL) WPH-A WPH-AF WPC-80
0,03 91,15 + 4,40 91,34 + 1,58 91,49 + 3,39
0,06 96,75 + 3,91 93,74 + 2,14 91,56 + 3,57
0,125 92,91+ 6,30 87,42 + 3,88 89,68 + 1,78
0,25 88,64 + 0,58 87,68 + 3,44 87,29 + 11,04
0,50 90,01 + 2,62 89,49 + 4,88 86,09 + 6,36
1,00 91,49 + 3,39 95,84 + 1,02 90,12 + 1,79

Control 100,00

Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

Por otro lado, se evalu6 el efecto citoprotector frente al estrés oxidativo inducido por
menadiona (MEN), exponiendo las células a WPH-A, WPH-AF y WPC-80 en concentraciones de
0,125 a 1 mg/mL en co-tratamiento con MEN. Los valores de viabilidad celular se presentan en
las Tablas 39 y 40. Como era de esperarse, la exposicion al estresor MEN redujo
significativamente la viabilidad celular, alcanzando valores de 66,49 + 4,35% en [EC-18y 71,72 +
21,25% en Caco-2/TC7. Sin embargo, en todos los tratamientos con WPHs y WPC-80, se observé
una recuperacion significativa de la viabilidad celular, alcanzando hasta el 100% en algunos

casos, lo que sugiere un efecto citoprotector.

Tabla 39. Valores promedio y desviacién estandar de viabilidad de la linea celular IEC-18 expuestas a 5 uM
de MEN en co-tratamiento con las muestras en estudio.

Concentracién Viabilidad celular (%)

(mg/mL) WPH-A WPH-AF WPC-80
0,125 100,00 + 0,00P 100,00 + 0,00P 99,06 + 1,63b
0,25 88,61 + 17,35b 86,18 + 23,94b 100,00 + 0,00°
0,50 99,61 + 0,33P 89,81 + 6,50P 99,81 + 0,33b
1,00 97,85 + 3,05P 95,28 + 0,72b 94,70 + 1,72b
MEN 66,49 * 4,352

Control 100,000

ab Valores con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Tabla 40. Valores promedio y desviacion estandar de viabilidad de la linea celular Caco-2/TC7 expuestas
a 12,5 uM de MEN en co-tratamiento con las muestras en estudio.

Concentracién Viabilidad celular (%)
(mg/mL) WPH-A WPH-AF WPC-80
0,125 88,57 + 6,14bc 97,27 + 4,73¢ 88,98 + 3,71b¢
0,25 87,11 + 6,23bc 100,00 + 0,00¢ 97,18 £ 3,28¢
0,50 98,82 + 1,31¢ 97,72 + 3,94¢ 79,96 + 17,563
1,00 100,00 + 0,00¢ 100,00 + 0,00¢ 85,52 + 6,56abc
MEN 71,72 + 21,252
Control 100,00¢

a< Valores con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

No se detectaron diferencias significativas entre las células no expuestas (control) y aquellas
tratadas con los ingredientes funcionales, lo que sugiere un alto efecto citoprotector de ambos
WPHs, independientemente del tipo de hidrdlisis aplicada, en ambas lineas celulares y en todas
las concentraciones evaluadas. Ademas, en la mayoria de los casos el WPC-80 mostré un
comportamiento similar a los WPHs, excepto en la linea celular CaCo-2/TC7 a 0,5 mg/mL, donde

la restauracion de la viabilidad fue ligeramente inferior en comparacion con los hidrolizados.

Estos resultados coinciden con los reportados por Ballatore et al. (2020), quienes observaron
un efecto citoprotector en IEC-18 tras la exposicién a hidrolizados de WPC-35 obtenidos con
tripsina, independientemente de la dosis aplicada y sin diferencias significativas con el WPC-35
sin hidrolizar. Asimismo, Zhang et al. (2012) informaron que el WPH obtenido por hidrélisis con
pepsina y tripsina tuvo un efecto protector en las células PC12 (células de la linea 12 de

feocromocitoma de rata) frente al dafio inducido por peréxido de hidrégeno.

Los resultados obtenidos sugieren que los péptidos derivados de la hidrolisis enzimatica del
WPC-80 poseen propiedades citoprotectoras frente al estrés oxidativo inducido en las lineas
celulares IEC-18 y Caco-2/TC7. Estas propiedades antioxidantes podrian tener un efecto positivo
frente a diversas enfermedades asociadas con el estrés oxidativo y la generacién de especies

reactivas de oxigeno (ROS) (O'Keeffe & FitzGerald, 2014).

En conclusién, todas las muestras evaluadas demostraron ser adecuadas en términos de
citotoxicidad y evidenciaron un efecto citoprotector significativo frente al estrés oxidativo, lo cual
refuerza su potencial empleo como ingredientes funcionales con capacidad para mitigar el dafio

celular inducido por ROS.
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+* Actividad antihipertensiva

La inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) es un mecanismo clave en la
regulaciéon de la presién arterial, y los hidrolizados de proteinas de suero han demostrado
potencial como inhibidores naturales de esta enzima. Como se discuti6 en la seccién 4.1.B.4., la
hidrdlisis enzimatica permitié la generacién de WPHs con una actividad antihipertensiva
significativamente superior a la del WPC-80 sin hidrolizar, lo que sugiere laliberacién de péptidos

con capacidad de inhibicion de la ECA.

En este apartado, se analiza la actividad antihipertensiva (AAH) de los ingredientes
funcionales obtenidos, expresada como la concentracidén necesaria para inhibir el 50% de la
actividad de la ECA (ICso, mg/mL). En el Anexo 9 se presentan las curvas de inhibiciéon de la ECA
en funcion de la concentracidn de la muestra. Los valores de 1Cso fueron significativamente mas
bajos en los ingredientes funcionales en comparacion con el WPC-80. En particular, los valores de
ICso fueron de 1,76 + 0,00 mg/mL para el WPH-Ay 2,45 * 0,18 mg/mL para el WPH-AF, mientras
que el WPC-80 presentd un valor considerablemente mayor (147,89 * 4,51 mg/mL). Estos
resultados confirman que la hidrélisis enzimatica permiti6 la liberacién de péptidos inhibidores
de la ECA, que en la estructura intacta del WPC-80 permanecian inactivos. Asi, las condiciones de
hidrélisis seleccionadas, junto con las proteasas utilizadas, fueron adecuadas para la generacion

de compuestos con actividad antihipertensiva (segin determinaciones in vitro).

La seleccion de la proteasa y su modo de aplicacién (individual o en combinacién con otras
enzimas) determina el tipo de péptidos inhibidores de la ECA generados tras la hidrdlisis, dado
que cada enzima actda sobre sitios de escision especificos en las proteinas (Xue et al., 2021). En
este estudio, no se observaron diferencias significativas en los valores de 1Cso entre el WPH-A y el
WPH-AF, lo que sugiere que la etapa adicional de hidro¢lisis en el WPH-AF no tuvo un impacto
relevante en la AAH. De manera similar, Chirinos et al. (2018) reportaron que, en la hidrélisis de
proteinas de caiiihua, los hidrolizados obtenidos con tratamientos enzimaticos individuales
(ALC) y secuenciales (ALC-FLA) durante 120 y 240 min mostraron valores de ICso similares
(diferencias no significativas). Sin embargo, a los 180 min, el uso combinado de enzimas produjo
un hidrolizado con mayor AAH. En contraste a los resultados obtenidos, Ambigaipalan et al.
(2015), informaron que la combinacién de dos o mas enzimas en la hidroélisis de proteinas de

semilla de datiles incremento6 la AAH en comparacion con el uso de una tnica enzima.

Por otro lado, se evalu6 la estabilidad térmica de los péptidos antihipertensivos presentes en
los ingredientes funcionales, sometiéndolos a diferentes tratamientos térmicos. Los resultados,
expresados como porcentaje de inhibicién de la ECA, se muestran en la Tabla 41 y en la Figura

48. En el WPC-80, los tratamientos térmicos no afectaron significativamente la AAH. Sin embargo,
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en los WPHs se observaron diferencias significativas. En el WPH-A, la AAH no solo se mantuvo
tras el tratamiento a 63°C durante 30 min, sino que aument6 con los tratamientos térmicos mas
intensos (72°C durante 1 min y 80°C durante 15 min). En el WPH-AF, la AAH se mantuvo estable
con los tratamientos térmicos mas intensos, aunque mostré una ligera disminucion tras el
tratamiento a 63°C durante 30 min. En general, los tratamientos térmicos aplicados no afectaron
la AAH de los hidrolizados. Estos resultados son consistentes con estudios previos en péptidos
derivados de jamoén curado y proteina de soja, en los cuales la actividad inhibidora de la ECA se

mantuvo tras distintos tratamientos térmicos (Wu & Ding, 2002; Escudero et al,, 2014).

En funcion de lo observado, resulta evidente que la hidroélisis enzimatica mejora
significativamente la AAH en los hidrolizados de proteinas de suero, liberando péptidos
inhibidores de la ECA con valores de ICso considerablemente mas bajos que los de la proteina no
hidrolizada. Ademas, la estabilidad térmica observada sugiere que estos ingredientes funcionales
podrian ser utilizados en la formulacién de productos alimenticios procesados térmicamente sin

pérdida de su actividad bioactiva.

Tabla 41. Valores promedio y desviacidn estandar correspondientes a la inhibicién de la ECA, en funcién
del tratamiento térmico.

Tratamiento Inhibicién de la ECA (%)
térmico WPH-A WPH-AF WPC-80
NT 51,67 £2,432 40,14 £ 3,32b 6,55+1,13
A 50,55+ 1,622 26,83 £ 0,052 10,63 £ 0,50
B 57,24 +0,42b 44,90 £ 1,49 10,23 + 3,39
C 69,02 + 2,22¢c 44,29 + 2,15b 514 +1,58

ac Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). NT:
muestra no tratada térmicamente; A: tratamiento a 63°C por 30 min; B: tratamiento a 72°C por 1 min; C:
tratamiento a 80°C por 15 min. Concentracién del ensayo: 4 mg/mL (WPHs) y 100 mg/mL (WPC-80).
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Figura 48. Actividad antihipertensiva tras el tratamiento térmico. NT: muestra no tratada térmicamente;
A: tratamiento a 63°C por 30 min; B: tratamiento a 72°C por 1 min; C: tratamiento a 80°C por 15 min.
Concentracion del ensayo: 4 mg/mL (WPHs) y 100 mg/mL (WPC-80).

% Actividad antioxidante

La actividad antioxidante (AAQ) de los ingredientes funcionales, expresada como capacidad
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC, mM), se presenta en la Tabla 42 y en la Figura 49.A.
En ambos ingredientes, la AAO fue considerablemente mayor en comparaciéon con el WPC-80, el
cual solo mostro capacidad para eliminar radicales ABTS®* a la concentracién mas alta evaluada
[5% (m/v)]. Como se discutié anteriormente (seccién 4.1.B.5.), este comportamiento podria
deberse a la liberacion de fracciones peptidicas durante la hidrdlisis, las cuales presentan mayor
reactividad con los radicales libres en comparaciéon con la proteina intacta, permitiendo su
estabilizacién y previniendo su accién oxidativa (Xu et al., 2020). Este aumento en la AAO ha sido
reportado en otros estudios que obtuvieron hidrolizados de proteinas de suero utilizando ALC o
FLA (Dryakova et al., 2010; Mann et al., 2015). En cuanto a la AAO observada en el WPC-80, esta
podria atribuirse a la presencia de proteinas con actividad antioxidante, como lactoferrina e

inmunoglobulinas (Ballatore et al., 2020).
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Tabla 42. Valores promedio y desviacién estindar correspondientes a la actividad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC), en funcién de la concentracion [% (m/v)] y del pH.

Concentracién TEAC (mM Trolox)
[% (m/v)] PH WPH-A WPH-AF WPC-80
4,5 0,27 £0,07¢ 0,17 £ 0,07bc NDa
02 6,5 0,26 £0,07¢ 0,13+0,11b NDa
4,5 3,24 £ 0,02 3,21 +£0,02¢ NDa
Lo 6,5 3,40 £ 0,04f 3,23 +0,01¢ NDa
4,5 6,97 + 0,068h 6,90 + 0,058 2,02 £0,124d
>0 6,5 7,05 +0,03h 7,04 £ 0,00n 2,09+0,014d
Muestra (M) S
Concentracion (C) S
pH S
Interacciéon M-C S
Interaccién M-pH NS
Interaccién C-pH NS
Interaccién M-C-pH NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). 2 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Respecto a la concentracion, los valores de TEAC aumentaron con la concentracién del
ingrediente, lo que indica una relacién directa entre la cantidad de péptidos bioactivos y la AAO.
El pH también tuvo un efecto estadisticamente significativo, particularmente en el WPH-A al 1%
(m/v) y en el WPH-AF al 5% (m/v), donde se observo la mayor AAO a pH 6,5. No obstante, estas

diferencias fueron relativamente pequeiias.

En cuanto al tratamiento enzimatico, se encontraron diferencias significativas entre el WPH-A
y el WPH-AF, con valores de TEAC mas altos en el hidrolizado obtenido exclusivamente con ALC.
Un comportamiento similar se observé en hidrolizados obtenidos a partir de aislado de torta de
aceite de calabaza, donde los tratados con ALC mostraron una mayor eliminacién de radicales
ABTS*®* que aquellos sometidos a un tratamiento enzimatico secuencial con FLA. Este fenémeno
puede explicarse considerando que ALC y FLA tienen actividades cataliticas distintas, generando
perfiles peptidicos con diferente actividad antioxidante. En ciertos casos, la hidrélisis secuencial
con FLA podria degradar péptidos antioxidantes generados por ALC, reduciendo la AAO del
hidrolizado final. La actividad antirradical de los hidrolizados depende de la secuencia de

aminoacidos y del tamafio molecular de los péptidos generados (Vastag et al., 2011).
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Figura 49. Actividad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC). (A) Efecto del pH y la concentracidn. (B)
Efecto del pH y del tratamiento térmico, a la concentraciéon 5% (m/v). NT: muestra no tratada
térmicamente; A: tratamiento a 63°C por 30 min; B: tratamiento a 72°C por 1 min; C: tratamiento a 80°C
por 15 min.

Justus et al. (2019) observaron que el uso de ALC y FLA en un proceso secuencial o simultaneo
para la hidrolisis de proteina de okara produjo hidrolizados con una capacidad antioxidante
similar a la de aquellos obtenidos solo con ALC. Esta tendencia también se observo en
hidrolizados de cafiihua (Chirinos et al., 2018). Por el contrario, en hidrolizados de proteinas de
las semillas de Phoenix dactylifera L.1a combinacién de ALC y FLA result6 en un aumento del doble
en la AAO respecto a los hidrolizados generados con ALC. Estas diferencias pueden atribuirse a
factores como la secuencia peptidica, la cantidad de aminoacidos libres, el grado de hidrdlisis y el
peso molecular de los péptidos, la relaciéon E/S y el tiempo de uso de cada enzima, los cuales
influyen directamente en la AAO (Ambigaipalan et al, 2015).
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Por otro lado, se evalud la estabilidad térmica de los hidrolizados en términos de AAO, cuyos
resultados se presentan en la Tabla 43 y en la Figura 49.B. Se observé que los tratamientos
térmicos no afectaron significativamente la AAO de los ingredientes funcionales, mientras que en
el WPC-80 si se evidencié una disminucidn de la actividad antioxidante tras la aplicacién de calor.
En particular, los valores de TEAC del WPC-80 tratado térmicamente fueron menores que los de
la muestra sin tratar. Ademas, después del tratamiento térmico, el efecto del pH ya no fue
significativo en la AAO de los WPHs, mientras que en el WPC-80 si se observé una influencia del
pH, con valores de TEAC superiores a pH 6,5. Es importante destacar que el tratamiento a 80°C
durante 15 min del WPC-80 a pH 4,5 provocé la formacién de agregados, impidiendo la deteccién
de la actividad antioxidante en esta muestra. Estos resultados concuerdan con estudios previos,
como aquellos realizados con péptidos derivados de la biodegradacion de plumas de pollo, donde
no se observaron diferencias significativas en la actividad inhibidora del radical DPPH tras la

aplicacion de calor (Alahyaribeik et al., 2021).

Tabla 43. Valores promedio y desviacidon estandar correspondientes a la AAO, en funcion del tratamiento
térmico y del pH.

TEAC (mM Trolox)

pH Tratamiento
WPH-A WPH-AF WPC-80
NT 8,36 £ 0,37 8,22 £ 0,20 1,58 + 0,18
A 8,34 £ 0,22 8,10 £ 0,20 1,03 +0,19»
5 B 8,43 +0,14 8,36 £ 0,16 1,36 £ 0,15¢
8,28 £ 0,20 8,21+0,14 NDa
NT 8,39 +0,18 8,27 £ 0,27 1,81+0,11d
A 8,47 +0,18 8,24+ 0,17 1,68 + 0,104
o5 B 8,41 0,37 8,45+ 0,26 1,83 + (0,294e
C 8,57 £ 0,09 8,39 £ 0,20 2,09 £ 0,25¢
pH NS NS S
Tratamiento térmico (T) NS NS S
Interaccién pH-T NS NS S

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). @4 Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05). Columnas sin letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05). NT: muestra no tratada térmicamente; A: tratamiento a 63°C por 30 min; B:
tratamiento a 72°C por 1 min; C: tratamiento a 80°C por 15 min.
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Ademas del efecto antioxidante, los ingredientes funcionales demostraron una actividad
citoprotectora significativa en células expuestas a menadiona (MEN), un agente prooxidante que
induce el estrés oxidativo en las células. La mejora en la viabilidad celular observada en los
ensayos de citoproteccion podria estar asociada con la capacidad de los hidrolizados para

neutralizar radicales libres, previniendo el dafo oxidativo.

La dependencia con la concentracion y el pH destaca la importancia de optimizar las
condiciones de procesamiento para maximizar el potencial antioxidante. Ademas, las diferencias
observadas entre los tipos de hidrélisis refuerzan la idea de que la seleccion de la enzima utilizada
es un factor determinante en la AAO, ya que cada proteasa genera perfiles peptidicos distintos,
afectando su capacidad antirradicalaria. Finalmente, la estabilidad térmica observada sugiere que
estos hidrolizados podrian ser utilizados como ingredientes en alimentos funcionales o
nutracéuticos, ya que conservan su actividad antioxidante incluso bajo condiciones térmicas
tipicas de laindustria alimentaria y se podrian presentar asimismo como alternativas industriales

a los agentes conservantes usualmente empleados.

Dado que los compuestos antioxidantes pueden actuar mediante diferentes mecanismos, y
existen diversas metodologias para evaluar su capacidad antioxidante, seria conveniente
implementar métodos adicionales que complementen este estudio y permitan una

caracterizacion mas profunda de la bioactividad de los hidrolizados obtenidos.

** Actividad antimicrobiana

La seguridad y vida util de los alimentos son aspectos fundamentales en la industria
alimentaria, constantemente amenazados por la contaminacién microbiana. Esta no solo
compromete la calidad y estabilidad de los productos, sino que también representa un riesgo
significativo para la salud de los consumidores (Osman et al, 2016; Abdel-Hamid et al, 2016).
Para prevenir el crecimiento de microorganismos se han implementado diversos métodos,
incluidos agentes antimicrobianos sintéticos y naturales (Osman et al., 2016). Sin embargo, la
creciente preocupacion por los efectos adversos de los conservantes quimicos ha impulsado el
desarrollo de aditivos naturales con propiedades antimicrobianas, posicionandolos como

alternativas prometedoras en la industria alimentaria (Abdel-Hamid et al., 2016).

En este contexto, los péptidos bioactivos con actividad antimicrobiana han despertado gran
interés debido a su potencial para mejorar la calidad y seguridad alimentaria, ademas de su
posible aplicacion en la salud humana (Brandelli et al,, 2015). Entre las fuentes naturales de estos
compuestos, las proteinas del lactosuero han demostrado capacidad para inhibir o eliminar una

amplia gama de bacterias, gracias a componentes como lactoferrina, lactoperoxidasa, lisozima e
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inmunoglobulinas (Almaas et al, 2008; Abdel-Hamid et al, 2016). Aunque la actividad
antimicrobiana de lactoferrina y lisozima, y sus fragmentos proteoliticos, ha sido ampliamente
estudiada, el potencial de los péptidos bioactivos derivados de 3-LG y a-LA sigue siendo menos

explorado (Brandelli et al,, 2015).

En este trabajo, se evalu6 la actividad antimicrobiana (AAM) de los ingredientes funcionales,
en comparacion con el WPC-80. Los ensayos se realizaron contra bacterias Gram negativas
(Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) y Gram positivas (Staphylococcus aureus subsp.
aureus, Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes), considerando el efecto del pH (3, 4,5, 6,5,
7,5y 8,5) y de la concentracidén de muestra (50, 100 y 200 mg/mL). Respecto al pH, la AAM se
observo exclusivamente a pH acido (pH 3 y 4,5), mientras que en condiciones neutras o alcalinas

(pH 6,5, 7,5 y 8,5), no se detectd inhibicién en ninguna de las muestras analizadas.

A pH 3 (Tabla 44), se observd AAM contra todas las bacterias evaluadas, con un efecto
dependiente de la concentraciéon. A medida que aument6 la concentraciéon de las muestras, se
registraron halos de inhibicién de mayor didmetro, con los valores mas altos a 200 mg/mL. En
general, el WPH-AF mostroé la mayor AAM, seguido por el WPH-A, mientras que el WPC-80 solo
present6 AAM a la concentraciéon mas alta. Ejemplos representativos de los halos de inhibicion se

presentan en la Figura 50.

A pH 4,5 (Tabla 45), la AAM fue mas limitada, detectdndose inhibicién inicamente en E. coli,
L. monocytogenes y E. faecalis. En este caso, los ingredientes funcionales lograron inhibir L.
monocytogenes y E. coli a la concentraciéon de 200 mg/mL, mientras que solo el WPH-AF mostré
actividad a 100 mg/mL contra E. coli y E. faecalis. A concentraciones mas bajas (50 mg/mL), no

se observé AAM en ninguna de las muestras.

En términos generales, el WPH-AF fue el ingrediente funcional con mayor AAM, seguido por el
WPH-A, mientras que el WPC-80 mostré actividad limitada y exclusivamente a pH 3 y altas
concentraciones. La actividad antimicrobiana observada en el WPC-80 podria atribuirse a
algunos de sus componentes proteicos, como inmunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidasay/o

lisozima (Osman et al.,, 2016; Abdel-Hamid et al.,, 2016).

Por otro lado, la mayor AAM observada en los WPHs sugiere que el proceso de hidrdlisis
enzimatica permiti6 la liberacién de péptidos bioactivos con propiedades antimicrobianas. En
particular, el empleo de una hidrélisis en dos etapas con ALC y FLA de manera secuencial

favoreci6 esta liberacion, generando un WPH con mayor potencial antimicrobiano.
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Tabla 44. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes a los halos de inhibicién del
crecimiento para diferentes microorganismos expuestos a WPH-A, WPH-AF y WPC-80 a pH 3.

Concentracién Diametro de los halos de inhibicion (mm)

M.0 (mg/mL) WPH-A WPH-AF WPC-80
50 NDa 12,00 £ 0,00fsh NDa

P.A 100 12,25 £ 0,350 14,25 + 0,35kimn NDa
200 14,75 + 0,35!mno 14,25 + (0,35kmn 8,75+ 0,35b
50 10,50 + 0,71 cde 12,00 £ 0,00fsh NDa

E.C 100 12,00 = 0,00fgh 13,50 + 0,71iik NDa
200 15,00 £ 0,00mne 14,75 # (,35Imno 8,75 + 0,35b
50 11,50 £ 0,71¢f8 13,50 = 0,711k NDa

S.A 100 14,00 £ 1,41ikim 15,25 + 1,06r0 NDa
200 17,50 £ 0,71» 15,50 £ 0,71¢ NDa
50 10,00 £ 1,41¢d 11,00 + 0,004def NDa

E.F 100 12,00 = 0,00fgh 13,00 + 0,00hi NDa
200 14,50 + 0,71Kmno 14,00 + 0,00kIm 9,50 + 0,71bc
50 11,00 + 0,004ef 11,50 + 0,71¢fe NDa

LM 100 12,00 £ 0,00k 12,75 + 1,06h NDa
200 13,50 + 0,711k 13,75 + 0,351 10,5 + 0,71 cde

Concentracion (C)

Muestra (M)

Microorganismo (M.0)

Interaccion C-M

Interaccion C-M.O

Interacciéon M-M.O

Interacciéon C-M-M.O

n i mmnm n nn|iumvm wm

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). 2P Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). ND: no detectable. P.A: Pseudomonas
aeruginosa; E.C: Escherichia coli; S.A: Staphylococcus aureus subsp. aureus; E.F: Enterococcus faecalis; L.M:
Listeria monocytogenes.
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Tabla 45. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes a los halos de inhibicion del
crecimiento para diferentes microorganismos expuestos a WPH-A, WPH-AF y WPC-80 a pH 4,5.

Concentracién Diametro de los halos de inhibicion (mm)
M.0 (mg/mL) WPH-A WPH-AF WPC-80
50 NDa NDa NDa
P.A 100 NDa NDa NDa
200 NDa NDa NDa
50 NDa NDa NDa
E.C 100 NDa 8,00 £+ 0,00P NDa
200 9,50+ 0,714 10,50 £ 0,71 NDa
50 NDa NDa NDa
S.A 100 NDa NDa NDa
200 NDa NDa NDa
50 NDa NDa NDa
E.F 100 NDa 9,00 + 0,00¢ NDa
200 NDa NDa NDa
50 NDa NDa NDa
LM 100 NDa NDa NDa
200 9,50 +0,714 10,50 £ 0,71 NDa
Concentracion (C) S
Muestra (M) S
Microorganismo (M.0) S
Interaccién C-M S
Interaccién C-M.O S
Interaccién M-M.0 S
Interaccién C-M-M.0 S

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). 2 Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). ND: no detectable. P.A: Pseudomonas
aeruginosa; E.C: Escherichia coli; S.A: Staphylococcus aureus subsp. aureus; E.F: Enterococcus faecalis; L.M:
Listeria monocytogenes.
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Figura 50. Halos de inhibicion del crecimiento. P.A: Pseudomonas aeruginosa; L.M: Listeria
monocytogenes; S.A: Staphylococcus aureus subsp. aureus; E.C: Escherichia coli. Pocillos 1-2-3: WPH-A pH
3,50 mg/mL (1), 100 mg/mL (2), 200 mg/mL (3); Pocillos 4-5-6: WPH-AF pH 3, 50 mg/mL (4), 100
mg/mL (5), 200 mg/mL (6); Pocillo 7: WPH-A pH 4,5 50 mg/mL.

Estos hallazgos son consistentes con lo reportado en estudios previos. Por ejemplo, Osman et
al. (2016) reportaron que un hidrolizado de suero de leche de cabra obtenido con ALC (DH 28%)
mostré AAM contra bacterias patdgenas y alterantes de alimentos, tanto Gram positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus cereus ATCC 33018) como Gram negativas
(Salmonella Typhimurium ATCC 14028 y Escherichia coli ATCC 8739). Ademas, el suero no
hidrolizado mostrd inhibicion limitada (contra Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus),

reforzando el papel de la hidrélisis en la mejora de la AAM. De manera similar, Abdel-Hamid et al.
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(2016) probaron que la hidrélisis de proteinas de suero de camello con papaina mejord
significativamente su actividad antimicrobiana en comparacién a la proteina sin hidrolizar.
Almaas et al. (2008) informaron que proteinas de suero caprino digeridas por enzimas
proteoliticas humanas presentaron AAM contra Listeria monocytogenes, un efecto no observado

en las proteinas sin hidrolizar.

El empleo de ALC y FLA en la hidrdlisis de proteinas de lactosuero bovino resulté en la
liberacién de péptidos bioactivos con actividad antimicrobiana, cuya efectividad fue dependiente
de la concentracién y de las condiciones de pH (principalmente a pH acidos). Estos resultados
destacan el potencial de los WPHs como ingredientes funcionales en la industria alimentaria,
particularmente en formulaciones que requieran control microbiano en condiciones &cidas.
Ademas, estos péptidos podrian representar una alternativa natural a los conservantes sintéticos,
contribuyendo a la seguridad y estabilidad de los alimentos sin comprometer la salud del

consumidor.

%* Capacidad quelante de calcio

Diversos suplementos comerciales de calcio han sido desarrollados para abordar su
deficiencia en el organismo humano. Los compuestos inorganicos, como el carbonato y el cloruro
de calcio, son los mas comunes, sin embargo, tienden a formar sales insolubles en el ambiente
intestinal alcalino, lo que limita significativamente su absorcién (Lin et al, 2024). Como
alternativa, los suplementos organicos de calcio, como el gluconato y el lactato de calcio, han
demostrado una mayor capacidad de absorcién (Wu et al, 2019). En los ultimos afos, los
complejos péptido-calcio han surgido como una estrategia innovadora, ya que permanecen
solubles durante la digestion, mejorando asi la biodisponibilidad del mineral (Sun et al., 2016; Lin

etal., 2024).

La capacidad de los péptidos para quelar calcio depende de varios factores, incluyendo el tipo
de proteasa utilizada, el grado de hidrdlisis, el peso molecular de los péptidos y su composicién
aminoacidica, ademas de otras condiciones propias de la reacciéon (que determinan la
interaccion) tales como la relacion péptido/calcio, el tiempo de quelacién y la temperatura (Wu
et al, 2019). En este contexto, los WPHs con capacidad quelante de calcio representan una
alternativa a ser considerada para mejorar la biodisponibilidad del mineral y prevenir

deficiencias nutricionales.

En este trabajo, se evalué la capacidad quelante de calcio (Ca-CC) de los ingredientes

funcionales en funcién del efecto combinado de tres variables: pH (X1), temperatura (X2) y
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relacion péptido-calcio (X3), utilizando un disefio compuesto central (CCD). Los valores de Ca-CC

obtenidos oscilaron entre 3,23 y 11,08 ug/mg (Tabla 46).

Estudios previos reportaron valores superiores de Ca-CC para los WPHs generados con
Flavourzyme® y Protamex®, alcanzando valores de 23,9 a 34,9 pg/mg segun el tiempo de
hidrélisis (Zhao et al, 2015). Ademas, la purificacién de estos hidrolizados permiti6 identificar
péptidos especificos con capacidades quelantes significativamente mayores, como el tripéptido
Tyr-Asp-Thr (79,5 pg/mg) y los dipéptidos Phe-Asp (73,34 pg/mg), Gly-Tyr (75,38 pg/mg) y Glu-
Gly (67,81 pg/mg) (Zhao et al, 2014a, 2014b; Zhao et al.,, 2015; Huang et al., 2015).

El uso de proteasas desempefia un papel fundamental en la hidroélisis enzimatica, ya que
determina las propiedades bioactivas de los hidrolizados. Diversas enzimas, como pepsina,
tripsina, proteasa M y Flavourzyme®, han sido utilizadas en la produccién de péptidos con
capacidad quelante de calcio (Sun et al, 2016). En este estudio, Alcalase® 2.4L, sola o en
combinacidn secuencial con Flavourzyme® 500L, permiti6 obtener ingredientes funcionales con
capacidad para ligar calcio. Las ecuaciones 18 y 19 representan las expresiones polinémicas de
segundo orden en términos codificados para la Ca-CC del WPH-A y del WPH-AF, obtenidas tras
eliminar los términos no significativos, que explican los efectos combinados de las variables del

proceso.

Ywpr-a =553 —0,15X X1 —0,93 X X2 — 2,48 X X3 + 1,05 X X2 x X3 + 0,26 x X1?

+ 0,70 x X32 (18)

Ywpr-ar = 5,55 — 0,54 X X2 — 2,33 X X3 + 0,47 X X2 X X3 + 0,99 x X32 (19)

Respecto al ingrediente WPH-A, todas las variables estudiadas tuvieron un impacto negativo
en la Ca-CC, siendo la relacion péptido/calcio (X3) la de mayor influencia y el pH la de menor
impacto (X1). La interaccién positiva entre la temperatura (X2) y la relacién péptido/calcio (X3),
sugiere que ciertas combinaciones especificas pueden optimizar la Ca-CC. Por otro lado, en el
WPH-AF, el pH (X1) no tuvo un efecto significativo, mientras que tanto la temperatura (X2) como
la relacién péptido/calcio (X3) mostraron un efecto negativo lineal. Sin embargo, al igual que en
el WPH-A, la interaccidn positiva entre la temperatura (X2) y la relaciéon péptido/calcio (X3)
resalta la importancia de un balance 6ptimo entre estas variables. En ambos hidrolizados, la
relacién entre las concentraciones utilizadas para la mezcla péptido/calcio (X3) fue la variable
mas determinante, mostrando ademas un efecto cuadratico que indica que niveles intermedios
son mas favorables para maximizar la Ca-CC. Mientras que el WPH-A fue mas sensible a las

combinaciones de variables, el WPH-AF demostré ser mas robusto frente a variaciones en el pH.

159



Resultados y Discusion

Enlas Figuras 51 y 52 se presentan los diagramas de contorno que muestran el efecto combinado

de la temperatura y la relacién péptido/calcio sobre la Ca-CC de cada ingrediente.

Tabla 46. Valores experimentales (Exp.) y predichos por el modelo correspondientes a la capacidad
quelante de calcio (Ca-CC, pg Ca/ mg WPH) de los ingredientes funcionales.

WPH-A WPH-AF
Exp. Predicho Exp. Predicho

1 11,08 £ 1,07 11,09 10,26 + 0,62 9,90
2 11,01+ 0,81 10,80 9,59 +0,08 9,90
3 7,01+0,12 7,15 7,38+ 0,41 7,86
4 9,18 +0,13* - 8,54 + 0,02 7,86
5 380+1,14 4,04 4,68 +0,12 4,29
6 4,27 £ 0,04 3,74 4,34+ 0,06 4,29
7 4,71+ 0,12 4,28 4,40 £ 0,24 4,15
8 3,51+0,25 3,99 4,47 + 0,68 4,15
9 6,54 + 0,30 6,52 5,73+0,33 5,55
10 590+0,10 6,02 513+0,27 5,55
11 7,36 £ 0,33 7,09 6,77 £ 0,02 6,47
12 4,65 + 0,39 3,97 4,77 £ 0,16 4,64
13 11,01 £ 0,12* - 9,69 +0,47* -

14 3,23+0,15 3,34 3,99+0,14 4,45
15 5,56 + 0,44 5,53 4,85+ 0,10 5,55
16 501+0,36 5,53 5,00+0,10 5,55
17 5,65+0,03 5,53 4,94 0,28 5,55
18 5,24 +0,21 553 531+0,40 5,55
19 511 +0,06 553 6,14+ 0,61 5,55
20 557 +0,38 5,53 6,06 + 0,66 5,55

*Valor atipico (outlier) del modelo.
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Design-Expent® Software

Capacidad ligante de Ca
¢ Design Points

11.0821
3.23457
X1 =B: Temperatura

X2 = C: Relacién P/Ca

Actual Factor
A:pH=8.00

C: Relacion P/Ca

209.46

179.73

150.00

120.27

90.54

Capacidad ligante de Ca

3209 3730 4250 4770 5291

B: Temperatura

Figura 51. Diagrama de contorno que muestra el efecto combinado de la temperatura y la relacién
péptido/calcio a pH 8 sobre la actividad quelante de calcio del WPH-A.

Design-Expert® Software

Capacidad ligante de Ca
® Design Points

10.2637
3.99302
X1=B: Temperatura

X2 = C: Relacion P/Ca
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A:pH=28.00

C: Relacion P/Ca

209.48
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150.00

120.27

Capacidad ligante de Ca

3209 37.30 4250 4770 5291

B: Temperatura

Figura 52. Diagrama de contorno que muestra el efecto combinado de la temperatura y la relacién
péptido/calcio a pH 8 sobre la actividad quelante de calcio del WPH-AF.
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El CCD desarrollado fue estadisticamente significativo (p < 0,05) y sin falta de ajuste
significativa (p > 0,05). Ademas, se obtuvo una sefal satisfactoria para la respuesta evaluada
(precisién adecuada > 4). Los experimentos realizados mostraron buena precision y fiabilidad,
con valores relativamente bajos del coeficiente de variacidon (CV < 10%). Por su parte, los valores
experimentales y los valores predichos por las ecuaciones del modelo presentaron una estrecha

relacion (Tabla 46).

Luego del analisis de los resultados obtenidos, se generaron dos formulaciones adicionales
utilizando los datos proporcionados por los modelos matematicos ajustados con la metodologia
de superficie de respuesta (Ecuaciones 18 y 19) para ajustar las condiciones del proceso y lograr
la mayor Ca-CC en los WPHs. Los modelos matematicos utilizados fueron robustos, como lo
demuestra la fuerte correlacion entre los valores experimentales y los predichos (error del 4,23%
para el WPH-A y 0,68% para el WPH-AF). Ademas, la Ca-CC de los WPHs bajo las condiciones
propuestas por la herramienta de optimizacién del software Design-Expert® fue mayor que
cualquier otra condicién evaluada durante la ejecucion del CCD. Los valores experimentales mas
altos de Ca-CC alcanzados fueron 13,23 + 1,02 pg/mg para el WPH-A 'y 14,64 * 2,34 ug/mg para
el WPH-AF, en las condiciones de reacciéon de quelaciéon de pH 6, relacion WPH /calcio de 50:1

m/m y temperaturas de 42,5 °C (WPH-A) y 25 °C (WPH-AF).

Finalmente, este estudio confirma que los WPHs obtenidos mediante hidrélisis enzimatica con
ALC y su combinacidn secuencial con FLA presentan una Ca-CC significativa. Aunque los valores
maximos alcanzados fueron inferiores a los reportados con péptidos purificados, los modelos
desarrollados y testeados en el presente trabajo de Tesis ofrecen una base sélida para futuras

optimizaciones.

La caracterizacion de las propiedades bioactivas mostré que los ingredientes funcionales y
el WPC-80 son seguros (no citotéxicos) y pueden actuar como citoprotectores, ya que restauraron

la viabilidad celular en modelos expuestos a estrés oxidativo inducido por menadiona.

Asimismo, los hidrolizados WPH-A y WPH-AF demostraron propiedades bioactivas superiores
al WPC-80, destacandose en actividad antihipertensiva, antioxidante y antimicrobiana, lo que
confirma que la hidrélisis enzimatica potencia su funcionalidad biolégica. Ademas, los
compuestos responsables de la actividad antihipertensiva y antioxidante se mantuvieron estables
frente a tratamientos térmicos, reforzando su potencial aplicabilidad en la industria alimentaria.
Los ingredientes funcionales también exhibieron capacidad quelante de calcio, lo que sugiere
realizar estudios complementarios para explorar su posible uso en formulaciones destinadas a la

fortificacion mineral.
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En la comparacidn entre ambos ingredientes funcionales, sus propiedades bioactivas fueron
en gran medida similares, diferencidndose levemente en las determinaciones de actividad

antioxidante y antimicrobiana.

Los resultados obtenidos brindan informacién de particular interés para la obtencién y/o
seleccion de ingredientes en funcion de su bioactividad, abriendo nuevas oportunidades para el
desarrollo de productos con beneficios especificos para la salud y aplicaciones industriales
innovadoras. En este sentido, evaluar el comportamiento y la influencia de ambos hidrolizados al

ser empleados para formular un alimento, resulta de especial relevancia.

4.3. INCORPORACION DE LOS INGREDIENTES EN UNA MATRIZ ALIMENTARIA

Las tendencias actuales de consumo se centran en la relacién entre alimentacion y salud, con
una creciente preferencia por alimentos considerados saludables. En respuesta a esta demanda,
la industria alimentaria desarrolla continuamente nuevos productos para satisfacer las
necesidades de los consumidores (Staffolo et al, 2007). En este contexto, los alimentos
funcionales han cobrado especial relevancia, ya que, ademas de su aporte nutricional, ofrecen
beneficios para una o mas funciones fisiolégicas, mejorando la salud y reduciendo el riesgo de

enfermedades (Krunic et al., 2018).

Los hidrolizados de proteinas, obtenidos mediante hidrélisis controlada con enzimas
proteoliticas, representan una alternativa prometedora para la formulacién de alimentos
funcionales debido a sus actividades bioldgicas, que pueden generar efectos beneficiosos para la
salud (Bazsefidpar et al, 2024). En particular, los hidrolizados de proteinas de suero han
despertado gran interés para ser usados como ingredientes funcionales (Goudarzi et al, 2015).
Sin embargo, para que estos compuestos ejerzan su efecto, deben conservar su bioactividad tras
su inclusiéon en matrices alimentarias, durante el almacenamiento y durante el proceso de
digestion hasta llegar a su sitio de absorcion. Por lo tanto, el principal desafio en la incorporacion
de compuestos bioactivos en alimentos funcionales es garantizar su estabilidad en la matriz, ya
que pueden producirse interacciones quimicas con otros ingredientes de la formulacion,
afectando su funcionalidad (Rivero-Pino et al, 2020). Por ello, la seleccién de una matriz
adecuada es clave para preservar la bioactividad del ingrediente funcional (Ghanbari et al.,, 2017).
Asi, diferentes autores han evaluado la incorporacién de WPHs en formulaciones tales como
bebidas a base de suero lacteo (Athira et al.,, 2015), yogures bebibles (Lim et al., 2011), jugos de

manzana (Goudarzi et al.,, 2015) y leches saborizadas (Mann et al., 2015).

Los postres lacteos comprenden una amplia variedad de formulaciones y presentan una alta

aceptacion por parte de los consumidores. Estas matrices permiten la incorporacién de
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ingredientes tanto tradicionales como innovadores, dando lugar a productos con caracteristicas
fisicas, nutricionales y sensoriales diversas que influyen directamente en su aceptacion (Yilmaz-
Ersan et al, 2019). Representan una opci6n atractiva para el desarrollo de alimentos funcionales
debido a su amplio consumo a nivel global y a la continua expansién del mercado con nuevas
formulaciones (Ghanbari et al., 2017; Nikpour & Mosavian, 2025). Ademas, son consumidos por
distintos grupos etarios, incluidos nifios y adultos mayores. Su formulacién basica incluye leche,
espesantes, endulzantes, aromatizantes y colorantes, componentes que determinan sus

propiedades fisicas y sensoriales (Tarrega & Costell, 2007).

Las propiedades sensoriales son fundamentales para que un producto tenga éxito en el
mercado (Smith et al, 2016). Por ejemplo, y mas alla del desafio de conservar la bioactividad de
los potenciales ingredientes funcionales, el posible desarrollo de sabor amargo asociado a los
hidrolizados de proteinas resalta la necesidad de formular matrices alimentarias capaces de
enmascarar esta percepcion negativa. En este contexto, el andlisis sensorial de las formulaciones
obtenidas resulta clave, especialmente en lo que respecta a la aceptacién del producto por parte

de los consumidores.

En la presente Tesis, los ingredientes obtenidos fueron incorporados en una matriz
alimentaria de postre lacteo, generando dos formulaciones experimentales: FWPH-A y FWPH-AF.
Ademas, se desarrollaron dos formulaciones de referencia: una con WPC-80 (FWPC-80) y una
formulacién control (FC) sin proteina de suero ni sus hidrolizados. La concentracion utilizada de
WPH fue del 1% (m/m), dentro del rango reportado en la bibliografia (0,5 a 2%). Esta eleccién se
basé en resultados previos exitosos que demostraron la factibilidad de incorporar WPHs en
matrices alimentarias similares sin afectar negativamente la aceptabilidad sensorial general (Lim
etal,2011; Mann et al., 2015; Athira et al., 2015; Ozorio et al., 2019). Las distintas formulaciones
obtenidas en este estudio fueron evaluadas en términos de sus propiedades sensoriales y
bioactivas, ademdas de su estabilidad frente a la sinéresis durante el almacenamiento. Los

resultados obtenidos se presentan en los apartados siguientes.

4.3.A. Analisis sensorial de las formulaciones de postres lacteos

El andlisis sensorial de productos alimenticios puede abordarse mediante pruebas
descriptivas y afectivas. Las pruebas descriptivas emplean panelistas entrenados y tienen un
caracter objetivo, ya que buscan describir y cuantificar los atributos sensoriales. En cambio, las
pruebas afectivas, involucran consumidores y miden la preferencia o grado de gusto hacia un

alimento (Smith et al, 2016).
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Dentro de las pruebas descriptivas, el Analisis Sensorial Descriptivo Cuantitativo (QDA®) es
una de las metodologias mas completas y precisas para la caracterizacién sensorial de alimentos,
ya que permite describir y cuantificar la intensidad de atributos especificos de manera
reproducible y confiable (Morais et al., 2015; Dzhivoderova-Zarcheva et al,, 2024). La objetividad
del QDA® se debe a la estandarizacién de procedimientos y la capacitacion del panel, lo que
minimiza el sesgo en las evaluaciones (Dzhivoderova-Zarcheva et al.,, 2024). Sin embargo, una
limitacion de esta metodologia es que los evaluadores entrenados pueden identificar atributos
que los consumidores no perciben como relevantes, o describir el producto de un modo que no

refleje la experiencia real de consumo (Bruzzone et al., 2012).

Por ello, la combinacién del QDA® con estudios basados en consumidores resulta
fundamental, ya que permite contrastar la descripcién objetiva con la aceptacion real del

alimento.

Las pruebas afectivas generalmente miden el agrado mediante escalas heddnicas o evaldan la
preferencia entre productos (Smith et al, 2016). Estos estudios son especialmente importantes
en el desarrollo de alimentos funcionales, donde el éxito comercial no solo depende de sus

beneficios para la salud, sino también de su aceptacién sensorial.

4.3.A.1. Andlisis Sensorial Descriptivo Cuantitativo (QDA®)

En el analisis QDA® de las formulaciones de postres lacteos se evaluaron 19 atributos
sensoriales vinculados a aspectos visuales, texturales, gustativos y de flavor. Los resultados se

presentan en la Tabla 47.

De manera general, todas las formulaciones se caracterizaron por presentar elevado brillo,
suavidad, textura uniforme y alta consistencia, atributos valorados positivamente por los
consumidores en este tipo de productos (Ares et al, 2010). Por otro lado, no se informaron
registros de sinéresis, gusto amargo, gusto salado, sabor a cocido ni filancia en ninguna de las
muestras, lo que indica una percepcién sensorial favorable. La ausencia de sinéresis es
especialmente relevante, ya que en general es considerada negativa por los consumidores en
postres lacteos (Ares et al., 2010). Asimismo, la ausencia de sabor amargo y salado en FWPH-A'y
FWPH-AF resulta destacable, dado que la hidrdlisis proteica suele generar péptidos que
contribuyen al desarrollo de sabor amargo y/o puede incrementar la percepcion “salada” debido
a la acumulacién de cenizas durante el proceso. Estos resultados coinciden positivamente con lo
informado por Ozorio et al. (2019), quienes también mencionaron ausencia de sabor amargo en

postres lacteos comerciales enriquecidos con hidrolizados proteicos obtenidos con pepsina.
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Tabla 47. Valores promedio y desviacién estandar (n=8) de los descriptores sensoriales evaluados por el
panel entrenado en el Andlisis Cuantitativo Descriptivo (QDA®) de las formulaciones de postres lacteos a
los 6/7 dias de elaboracién a 8 °C.

Descriptor/Muestra FC FWPC-80 FWPH-A FWPH-AF
Color Caracteristico 6,04 + 0,692 5,20 £ 0,55b 6,05 + 0,562 4,49 + 0,51b
Brillo 8,44 + 0,542 8,48 + 0,54 8,81 + 0,492 7,63 +0,49p
Sinéresis ND ND ND ND
Consistencia 8,10+ 0,78 8,46 + 0,73 7,85+ 0,56 8,76 + 0,58
Uniformidad de la Masa 9,00 + 0,27 8,25+0,73 8,16 + 0,88 8,94 + 0,50
Filancia ND ND ND ND
Suavidad 8,88 + 0,792 8,14 + 0,952 7,58 + 0,450P 7,68 +0,90v
Adherencia 1,94 £ 0,31 1,94 + 0,630 3,14 + 0,59 2,41 + 0,490
Cremosidad 6,98 + 0,663 7,49 + 0,82 6,53 +0,450b 7,50 £ 0,672
Gusto Dulce 6,34 + 0,873 6,09 + 0,662b 5,38+0,530b 6,39 £ 0,762
Gusto Amargo ND ND ND ND
Gusto Salado ND ND ND ND
Sabor Dulce de Leche 5,99 + 0,782 4,08 + 0,61P 4,06 + 0,470 3,55+0,53p
Sabor a Crema 4,01+0,29a 2,96 + 0,30bc 3,19 £ 0,490 2,54 +0,58¢
Sabor a Polvo 3,01+0,42bc 2,69 +0,45¢ 3,91 +0,562 3,56 + 0,65
Sabor Lacteo 3,00£0,510 3,91 + 0,54~ 2,98 + 0,46P 3,200,447
Sabor Cocido ND ND ND ND
Flavor Global 7,06£0,722 6,40 + 0,602 6,81 +0,52 5,33 +0,54¢b
Flavor Residual 4,49+0,95 5,46 + 0,55 4,94 + 0,42 5,09 0,70

ac Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Filas sin
letras indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). ND: no

detectable.

Desde un andlisis comparativo entre las formulaciones, se encontraron diferencias

significativas (p < 0,05) en 16 de los 19 atributos evaluados, mientras que consistencia,

uniformidad de la masa y flavor residual no mostraron diferencias significativas (p > 0,05). Esto

indica que la incorporacion de WPC-80 o sus hidrolizados no alter6 esos aspectos estructurales

propios del postre elaborado, destacando la estabilidad en la textura y la homogeneidad del

sistema.

Respecto a los descriptores visuales, FC y FWPH-A mostraron mayor intensidad en el color

caracteristico respecto a FWPH-AF y FWPC-80, lo que sugiere que el WPH-A preservé la tonalidad

de FC, mientras que WPC-80 y WPH-AF atenuaron este atributo. En cuando al brillo, todas las
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formulaciones obtuvieron puntajes elevados (> 7), aunque FWPH-AF presentd valores

significativamente menores (7,63 * 0,49).

En cuanto a los descriptores texturales, FC fue percibida como la mdas suave, mientras que
FWPC-80 no difiri6 significativamente, pero las formulaciones con WPHs (FWPH-A y FWPH-AF)
mostraron menor suavidad, lo que sugiere que la hidrélisis proteica redujo este atributo. En
cuanto a adherencia, FWPH-A presentd valores significativamente mas altos respecto a las demas.
La cremosidad se vio favorecida por el WPC-80, mientras que las formulaciones con WPHs

equipararon a la FC, aunque FWPH-A se destac6 por el valor mas bajo.

Enrelacién alos descriptores gustativos y de flavor, el gusto dulce mostré ligeras diferencias
(con FWPH-A presentando la menor puntuacién), aunque ninguna formulacién difirio
significativamente respecto de FC. El sabor dulce de leche y el sabor a crema fueron mas intensos
en FC, mientras que las formulaciones con WPC-80 y WPHs mostraron valores menores, siendo
FWPH-AF la de menor intensidad en sabor a crema. El sabor a polvo fue mas pronunciado en las
formulaciones con WPHs, mientras que FWPC-80 mostré el valor mas bajo. No obstante, no se
observaron diferencias significativas entre FWPH-AF y FC, ni entre FC y FWPC-80. El sabor lacteo
fue mas intenso en FWPC-80 respecto al resto. Finalmente, el flavor global fue significativamente
mayor en FC, FWPC-80 y FWPH-A, mientras que FWPH-AF se diferencié como la de menor

puntuacién, lo que podria afectar negativamente su aceptacion por parte de los consumidores.

En lineas generales, los resultados del analisis QDA® evidencian que la adicién de WPC-80 y
WPHs generé cambios sensoriales en las formulaciones, principalmente en atributos vinculados
al color, suavidad, cremosidad, sabores caracteristicos y flavor global. FWPH-AF se destacd como
la formulacién con menor impacto positivo en estos descriptores, lo que podria reducir su
aceptacion por parte de los consumidores, aspecto que sera evaluado en los estudios afectivos
posteriores. Por otro lado, FWPC-80 se asemej6 mas a FC en varios atributos, sugiriendo un
impacto menor sobre el perfil sensorial en la matriz postre. Finalmente, FWPH-A se ubicé
globalmente en una posicién intermedia, con alguna influencia sobre ciertas modificaciones
texturales y gustativas, pero siempre manteniendo un flavor global aceptable y sin aportar notas
que expresen negatividad en su aceptacidn, lo que podria validar el potencial empleo de este

hidrolizado en la formulacién de productos funcionales.
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4.3.A.2. Caracterizacion sensorial basada en consumidores
< Aceptabilidad

Los resultados de aceptabilidad general y discriminada por género se presentan en la Tabla
48 y en la Figura 53. Se observaron diferencias significativas en las puntuaciones de
aceptabilidad entre las formulaciones. En este sentido, FWPC-80 fue la formulacién mejor
valorada por los consumidores, sin diferencias significativas respecto a FC, lo que sugiere que la
incorporacion de WPC-80 no afecté negativamente el agrado sensorial en comparacién con el
control. Respecto a las formulaciones que contenfan hidrolizados, FWPH-A tuvo una
aceptabilidad menor pero claramente equiparable y en rangos de valores similares a FC, mientras
FWPH-AF fue la que menor valor de aceptabilidad recibi6. No obstante, todas las formulaciones
superaron el valor 5 en la escala hedénica, indicando que presentaron, en general, un grado de
gusto positivo. Estos resultados son consistentes con aquellos provenientes del QDA®, donde
FWPC-80 se asemej6 a FC en atributos clave como suavidad, cremosidad y flavor global, mientras
que FWPH-AF mostré algunas deficiencias en sabor a crema, sabor dulce de leche y flavor global,
lo que probablemente influy6 en su menor aceptacion. Por otro lado, si bien en la muestra FWPH-
A se registraron algunas modificaciones texturales y gustativas en el andlisis descriptivo, logré
una aceptabilidad intermedia. Este resultado es sumamente alentador, ya que sugiere que no se
ha generado un rechazo por parte de los consumidores, sino que la formulacién fue bien aceptada,
lo cual es muy importante ya que incorpora un hidrolizado proteico con potencialidad para ser

considerado ingrediente funcional.

Estas observaciones estan alineadas con lo reportado en otros estudios, donde los
hidrolizados, si bien generan algunos cambios sensoriales, no afectan negativamente la
aceptabilidad de manera critica. Lim et al. (2011) encontraron que la incorporacién de
hidrolizados de proteina de suero (obtenidos con Alcalase, Protamex y Tripsina) en yogures no
generd cambios negativos en propiedades sensoriales mostrando aceptabilidad positiva. Ozorio
et al. (2019) reportaron alta aceptacién sensorial para un producto enriquecido con hidrolizado
proteico de suero (7,6 en una escala hedénica de 9 puntos), aunque utilizaron un sistema

alimenticio distinto (postre lacteo sabor chocolate blanco).
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Tabla 48. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la aceptabilidad de formulaciones
de postres lacteos.

Aceptabilidad
Formulacion
General Hombres Mujeres
FWPH-A 6,28 £ 1,48b 6,14 + 1,30bc 6,37 1,59
FWPH-AF 550 +1,76¢ 533+1,73¢ 561+1,78b
FWPC-80 6,89 + 1,51 7,02 + 1,342 6,82 + 1,622
FC 6,46 + 1,792b 6,33 + 1,642 6,54 + 1,882

a< Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

9
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2 6 A
S BFC
T 5 4
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(3] 3 A
9 B FWPH-AF
2 .
1 A T
General Hombres Mujeres
Aceptabilidad

Figura 53. Aceptabilidad general (n= 114) y por género (hombres=43, mujeres= 71) de formulaciones de
postres lacteos a los 3-4 dias de elaboracién a 8 °C.

Al segmentar por género, se observo que los hombres mantuvieron la misma tendencia que la
poblacién general: FWPC-80 fue la mas aceptada, mientras que FWPH-A y, especialmente FWPH-
AF, mostraron menores puntuaciones. En cambio, las mujeres valoraron de manera similar a FC,
FWPC-80 y FWPH-A, mientras que solo FWPH-AF obtuvo una aceptabilidad significativamente
menor. Este hallazgo resulta especialmente relevante, ya que indica que FWPH-A logré equiparar
sunivel de agrado con FC y FWPC-80 entre el publico femenino, lo que refuerza su potencial como

base para el desarrollo de un postre lacteo funcional con WPH-A.

Los resultados de aceptabilidad confirman el impacto del perfil sensorial de cada formulaciéon
sobre la percepcion hedoénica final. Mientras FWPC-80 se posiciona como la opcién mas aceptada
(equiparable a FC); FWPH-A, por su parte, mantiene su posicién como una opcién a considerar,

mostrando que es posible desarrollar formulaciones con WPHs que logren buena aceptacién, aun
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cuando se identifique la necesidad de mejoras sensoriales para tener en cuenta en futuros
estudios. Por el contrario, FWPH-AF presenté mayores limitaciones en términos de agrado y
aceptabilidad general, lo que subraya la necesidad de mejorar su influencia en el perfil sensorial,
ya sea mediante la incorporaciéon de algunos cambios en la matriz alimentaria propuesta (o
incluso su incorporacion a otro tipo de matriz), o la aplicacion de estrategias de

enmascaramiento, entre otras posibilidades.

Finalmente, los resultados obtenidos permiten afirmar que la incorporacion de los WPHs
seleccionados no han comprometido la aceptacién por parte de los consumidores, resultando una
opcion de interés para ser utilizados en futuros estudios. FWPH-A, en particular, se perfila como
una alternativa sumamente alentadora para la incorporacion de péptidos bioactivos en postres

lacteos funcionales.

< Intencién de Compra

La frecuencia de respuestas de intenciéon de compra de las formulaciones de postres lacteos,
general y discriminada por género, se presenta en la Tabla 49. El test de independencia entre
filas y columnas (chi-cuadrado por celda) basado en la intencién de compra de las formulaciones
evaluadas mostré diferencias significativas entre las mismas (p < 0,05). Los resultados del test
exacto de Fisher se muestran en el Anexo 10. En general, FC y FWPC-80 presentaron mayor
intencion de compra, mientras que FWPH-AF presenté menor intencion de compra. Estos
resultados coinciden con las tendencias observadas en la aceptabilidad, ya que las formulaciones
mas aceptadas fueron también las que mostraron mayor predisposicién de compra por parte de

los consumidores.

Tabla 49. Frecuencia de respuesta de intencion de compra de las formulaciones de postres lacteos (FC,
FWPC-80, FWPH-A y FWPH-AF) evaluados a los 3-4 dias de elaboracién a 8°C.

General (n=114) Hombres (n=43) Mujeres (n=71)

Formulacion
SI NO SI NO SI NO
FC 58 56 21 22 37 34
FWPC-80 70 44 32 11 38 33
FWPH-A 42 72 14 29 28 43
FWPH-AF 22 92 7 36 15 56
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La segmentacion por género reveld que los patrones observados en la poblacién general se
replicaron tanto en hombres como en mujeres, con FC y FWPC-80 como las formulaciones mas
elegidas. No obstante, entre los hombres, inicamente FWPC-80 presentdé una intencién de

compra significativamente mayor, lo que refuerza su aceptacién dentro de este segmento.

La intencién de compra refuerza el posicionamiento favorable de FWPC-80 y FC,
consolidandose como las formulaciones con mejor percepciéon integral por parte de los
consumidores. FWPH-AF volvié a evidenciar limitaciones en este aspecto, consistente con sus
menores niveles de agrado y deficiencias sensoriales identificadas en el QDA® y en la prueba de
aceptabilidad. Por su parte, FWPH-A mostré un desempefio intermedio, sin alcanzar los niveles
de FC y FWPC-80, pero sin quedar excluida como alternativa de compra. Otras investigaciones
indicaron una alta intencién de compra en productos lacteos enriquecidos con WPH (Ozorio et

al, 2019).

Estos hallazgos resaltan la importancia de optimizar el perfil sensorial de las formulaciones
con WPHs, especialmente FWPH-AF, ya que la disposiciéon de compra esta estrechamente ligada
ala percepcion heddnica del producto. Nuevamente, FWPH-A, se mantiene como una formulacién
con un gran potencial a futuro para seguir explorando sus caracteristicas y ser considerada
definitivamente una matriz de base lactea que contiene un ingrediente funcional obtenido por

hidrolisis enzimatica de WPC-80.

4.3.B. Sinéresis de formulaciones de postres lacteos

La sinéresis se define como la liberacién de liquido desde la matriz de un gel y es considerada
uno de los principales defectos tecnolégicos en productos lacteos como yogures y postres (Lesme
etal, 2020). Desde el punto de vista sensorial, constituye un atributo visual negativo que afecta

directamente la aceptabilidad del producto (Celeghin et al., 2016).

Los geles pueden experimentar pérdida de agua ante la aplicaciéon de presién externa o
fluctuaciones de temperatura, lo que puede provocar contraccion, alteraciones en la textura y
disminucion de la calidad (Ghanbari et al,, 2017). Por ello, el control de la sinéresis es un aspecto
clave en la formulacion de postres lacteos, ya que influye tanto en la estabilidad estructural como

en la percepcion sensorial del producto.

En este estudio, la sinéresis se evalué semanalmente durante 29 dias de almacenamiento (dias
1, 8, 15, 22 y 29 post-elaboracion) en todas las formulaciones de postre lacteo obtenidas. No se
observo liberacién de liquido en ninguna de las muestras durante todo el periodo evaluado, lo

que indica alta estabilidad estructural. Sin dudas, la combinacién de espesantes (goma guar y
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carragenina), junto con las proporciones del resto de los ingredientes empleados, contribuyé a
prevenir la sinéresis, preservando la uniformidad y cohesién de la matriz. Dicha observacion
resulté en concordancia con lo observado en el analisis sensorial (QDA®), en el cual no se detectd

sinéresis como atributo perceptible por los evaluadores.

4.3.C. Propiedades bioactivas de formulaciones de postres lacteos

Las formulaciones fueron evaluadas en cuanto a actividad antihipertensiva (AAH) y actividad
antioxidante (AAO), considerando el efecto de la concentracién de postre y de su

almacenamiento.

+* Actividad antihipertensiva

La inhibicién de la ECA de las formulaciones mostré un comportamiento dosis-dependiente
(Tabla 50, Figura 54.A), siendo FWPH-A y FWPH-AF las formulaciones con mayores valores. A
0,6 g/mL (maxima concentracién evaluada), alcanzaron 71,82 + 4,22% y 63,89 * 2,64%,
respectivamente, mientras que FWPC-80 y FC presentaron inhibiciones significativamente

menores, sin diferencias significativas entre ellas.

Tabla 50. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la inhibiciéon de la ECA (%), en
funcién de la concentracién de postre lacteo.

g postre/mL FWPH-A FWPH-AF FWPC-80 FC
0,025 5,70 + 4,02bed 1,26 + 0,59ab 1,19 + 0,42ab 0,23 + 0,252
0,075 9,12 +1,87d 7,00 * 3,51¢d 1,13 +£1,28ab 0,67 + 0,922
0,125 20,37 £ 0,06¢f 20,37 £ 2,51¢f 3,86 + 1,43abc 3,47 + 2,02abc
0,250 54,52 + 2,76h 39,20 + 0,45¢ 20,40 + 3,47¢f 18,36 * 3,41¢f
0,400 69,98 + 2,97 54,05+ 0,27h 19,37 + 2,50¢f 23,42 +0,84f
0,600 71,82 + 4,22 63,89 + 2,64i 16,34 +2,92¢ 15,27 + 4,55¢

Formulacion (F) S
Concentracion (C) S
Interaccién F-C S

Las tultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). 27 Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 54. Inhibicion de la ECA (%) de las formulaciones de postres lacteos. (A) Efecto de la
concentracion. (B) Efecto del tiempo de almacenamiento a 0,4 g postre/mL.

A la concentracion de postre 0,25 g/mL (equivalente a 2,5 mg/mL de hidrolizado), FWPH-A
alcanzo6 una inhibicién del 54,52 + 2,76%, resultado comparable al informado por Lim et al.
(2011) en yogures con WPH-ALC (61-69% a 2,5 mg/mL), con actividad estable durante 7 dias de
almacenamiento a 4°C. Estos autores también detectaron un efecto significativo de la fortificacion
con WPH (61-74%) respecto al yogur control (47-50%). En tanto, Vera Valle (2017) informé una
inhibicion del 66,8% en yogur con WPH-papaina (3 mg/mL), superior al control (10,6%) y estable
por 28 dias.

Los valores de ICso (mg de hidrolizado/mL postre) fueron 2,25 * 0,11 para WPH-A y 3,43 #
0,03 para WPH-AF, indicando mayor AAH en FWPH-A. Sin embargo, cuando los ingredientes se
evaluaron en agua (seccién 4.2.B.4.), no se detectaron diferencias significativas entre los WPHs
(ICs0: 1,76 = 0,00 mg/mL para WPH-A y 2,45 = 0,18 mg/mL para WPH-AF). En las condiciones
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evaluadas, el WPC-80 no alcanzé el 50% de inhibicion en el postre, en concordancia con su ICs
en agua (147,89 + 4,51 mg/mL), significativamente mayor que los WPHs. En los Anexos 9y 11
se presentan las curvas de inhibicién de la ECA utilizadas para obtener el ICso, tanto de los

ingredientes en agua como en los postres lacteos, respectivamente.

Durante el almacenamiento (Tabla 51, Figura 54.B), FWPH-A y FWPH-AF conservaron su
actividad (62-70% y 48-54%)), sin cambios significativos al dia 29, en linea con lo informado por
otros autores (Vera Valle, 2017). Por otro lado, FWPC-80 y FC mostraron inhibiciones menores
(10-20% y 7-17%), siendo FC la unica que disminuy6d progresivamente durante el
almacenamiento. Ademads, como era de esperarse, FC presentd los valores mas bajos de
inhibicién, dada la ausencia de proteinas/péptidos bioactivos derivados del suero en su

composicion.

Tabla 51. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la inhibiciéon de la ECA (%), en
funcién del tiempo de almacenamiento (0,4 g postre/mL).

Tiempo (dias) FWPH-A FWPH-AF FWPC-80 FC
1 70,24 + 2,788 49,26 + 4,02¢ 17,24 + 3,18 16,73 + 5,68
8 65,74 + 3,98f¢ 53,61+241e 10,09 £ 2,98ab 10,92 £ 5,74abc
15 69,07 + 1,20¢ 53,25+ 391e 15,33 + 1,94bcd 11,20 % 4,94abc
22 62,27 + 6,09f 48,65 +9,74e 13,22 * 8,04abcd 9,60 + 4,042
29 65,27 + 4,651 53,72 + 2,49¢ 19,70 + 1,994 7,01 4,04
Formulacién (F) S
Tiempo (T) S
Interaccién F-T NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). 28 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

% Actividad antioxidante

La AAO (TEAC, mM Trolox) también mostré un efecto dosis-dependiente (Tabla 52, Figura
55.A), en concordancia con los ingredientes suspendidos en agua (secciéon 4.2.B.4.). A 0,4 g/mL
(maxima concentracion evaluada), FWPH-A y FWPH-AF mostraron los valores mas altos de TEAC
(7,75 £ 1,56y 7,58 + 1,39 mM Trolox, respectivamente), seguidas por FWPC-80 (6,06 + 0,32 mM
Trolox) y FC (5,91 + 1,10 mM Trolox). Estos resultados son comparables con aquellos informados
por Mann et al. (2015), quienes hallaron mayor AAO en bebidas lacteas con 2% de WPH respecto

a 1%, observando ademas que el WPC mejoro levemente la AAO frente a la muestra control.
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Tabla 52. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la actividad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC, mM), en funcién de la concentracion de postres lacteos.

g postre/mL FWPH-A FWPH-AF FWPC-80 FC
0,1 3,51+1,23a 3,60 + 1,453 3,16 £ 0,902b 2,34 + 0,352
0,2 5,15 % 1,39 5,59 + 1,504 3,59 + 0,402b 3,90 + 0,630b¢
0,4 7,75 + 1,56¢ 7,58 + 1,39¢ 6,06 + 0,324 591+1,10d
Formulacioén (F) S
Concentracion (C) S
Interaccién F-C NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). 2 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

10
A
~ 8 -
]
=
¢
; B FWPH-A
E 4 @ FWPH-AF
= O FWPC-80
=
=2 - HI BFCONTROL
0 T T
0,1 0,2 0,4
Concentracion (g postre/mL)
10
B
~ 8 -
g |
E ¢ |
; —e—WPH-A
é 4 A —o— WPH-AF
- WPC-80
=
e 2 —0—C
0 T T T T
0 7 14 21 28

Tiempo (dias)

Figura 55. Actividad antioxidante equivalente de Trolox (mM) de las formulaciones de postres lacteos.
(A) Efecto de la concentracién. (B) Efecto del tiempo de almacenamiento a 0,4 g postre/mL.
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Durante el almacenamiento (Tabla 53, Figura 55.B), la AAO se mantuvo estable los primeros
15 dias, disminuyendo gradualmente hacia el dia 29. A este tiempo, FWPH-A y FWPH-AF
conservaron los valores mas altos de TEAC (5,05 +* 0,33 y 544 = 0,42 mM Trolox,
respectivamente), mientras que FWPC-80 y FC presentaron valores significativamente menores

(4,10 £ 0,27 y 3,50 = 0,33 mM Trolox, respectivamente).

Tabla 53. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes a la actividad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC, mM), en funcién del tiempo de almacenamiento (0,4 g postre/mL).

Tiempo (dias) FWPH-A FWPH-AF FWPC-80 FC
1 7,75 £ 1,56h 7,58 + 1,39¢h 6,06 £ 0,32¢f 5,91 £ 1,10def
8 7,38 £ 0,61&h 7,34 + 0,568h 5,77 + 0,30def 5,39 £ 0,16¢de
15 7,01 £ 1,49¢h 7,11 + 0,58¢h 5,88 + (0,28def 5,65 + 0,39¢cde
22 6,03 £ 0,40¢f 6,69 £ 0,771 5,17 + 1,58¢cde 4,79 £ 0,71bc
29 5,05 + 0,33 5,44 + 0,42cde 4,10 £ 0,272b 3,50 £ 0,33a
Formulacién (F) S
Tiempo (T) S
Interacciéon F-T NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05). NS: Efecto no
significativo (p > 0,05). 22 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Respecto a las formulaciones, no se observaron diferencias significativas entre FWPH-A y
FWPH-AF. Las diferencias detectadas previamente en los ingredientes suspendidos en agua,
donde WPH-A mostré mayor AAO que WPH-AF, no se reflejaron tras su incorporacién a la matriz
alimentaria. Si bien FC present6 cierta AAO, sus valores de TEAC fueron significativamente
menores en comparacion con las formulaciones con WPHs. Ademas, FWPC-80 mostré una AAO

similar a FC, sin diferencias significativas entre ambas.

Estos resultados confirman que la incorporacion de WPH-A y WPH-AF mejora
significativamente la presencia detectable mediante técnicas in vitro de actividad
antihipertensiva y antioxidante de un postre de base lactea, manteniendo su elevada bioactividad
durante al menos 15 dias. En contraste, FWPC-80 y FC mostraron las menores bioactividades,
resaltando la importancia de la hidrélisis enzimatica para la generacién de péptidos bioactivos
con efectos antihipertensivos y antioxidantes. Finalmente, la matriz de postre lacteo desarrollada
claramente presenta potencial para ser considerada como alimento funcional. Futuras

investigaciones deberian estar dirigidas, entre otras cuestiones de interés, a evaluar la estabilidad
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de la bioactividad observada (teniendo en cuenta todas las propiedades evaluadas) frente a la

digestion gastrointestinal in vitro y validar sus efectos mediante posibles estudios in vivo.

Finalmente, la incorporacién de hidrolizados de proteinas de suero en postres lacteos
demostré ser una estrategia viable para el desarrollo de alimentos funcionales con propiedades
bioactivas, siempre que se optimice el perfil sensorial del producto. Entre las formulaciones
evaluadas, FWPH-A se destac6 por lograr un balance entre funcionalidad y aceptacién sensorial,
ademas de ser un hidrolizado tecnolégicamente mas simple de obtener, ya que se realiza en una

sola etapa e involucra el uso de un solo preparado enzimatico.
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio permitié obtener y caracterizar hidrolizados proteicos a partir del
concentrado de proteinas de suero lacteo (WPC-80), mediante hidrélisis enzimdtica con
Alcalase® (ALC) y Flavourzyme® (FLA). En una primera etapa, la evaluacién individual de ambos
preparados enzimaticos evidenci6 que los hidrolizados obtenidos con ALC presentaban aptitudes
tecnolégicas adecuadas y mayor potencial funcional. A partir de estos resultados, se
seleccionaron las condiciones mas adecuadas para obtener un ingrediente mediante hidrolisis
con ALC (WPH-A) y otro mediante hidroélisis secuencial con ALC seguida de FLA (WPH-AF). La
incorporacion de FLA en la segunda etapa representd un enfoque innovador y poco explorado,
permitiendo evaluar el efecto de enzimas proteoliticas con diferentes especificidades y
considerando su potencial para mitigar el posible desarrollo de sabor amargo en los hidrolizados

proteicos, caracteristica relevante en aplicaciones alimentarias.

El analisis fisicoquimico de los ingredientes evidenci6 modificaciones estructurales
significativas respecto al WPC-80. Ambos tratamientos enzimaticos promovieron la degradacién
de las proteinas de suero, como lo reflejaron los analisis RP-HPLC y SDS-PAGE, lo que podria
resultar en una mayor digestibilidad y menor potencial alergénico (propiedades pendientes a
probar en estudios siguientes). Ademas, los hidrolizados mostraron una hidrofobicidad baja a
media, con una disminucién del pl respecto a la proteina original. Las diferencias mas
sobresalientes entre WPH-A y WPH-AF se observaron en el grado de hidrdlisis y el perfil y
contenido de aminodacidos libres, con valores claramente mas altos en WPH-AF. En términos de
la composicion, la principal diferencia entre los hidrolizados y el WPC-80 fue el contenido de
sodio y cenizas, atribuible al uso de NaOH en el ajuste de pH durante la hidrélisis. Sin embargo,
esta variaciéon no tuvo un impacto significativo en la percepcidn sensorial, ya que el analisis
descriptivo cuantitativo (DQA®) no detect6 la presencia de sabor amargo ni salado en las

formulaciones desarrolladas.

Desde el punto de vista funcional, ambos hidrolizados presentaron mejoras en parametros
que son de interés tecnoldgico, como solubilidad, estabilidad térmica, viscosidad y capacidad de
absorcién de aceite, lo que permitiria pensar su aplicabilidad en formulaciones que requieran
estabilidad en un amplio rango de condiciones. No obstante, se observd una reduccién en la
capacidad emulsionante y espumante, asi como la pérdida total de la capacidad gelificante, lo que
resalta la importancia de considerar su uso en productos donde estas propiedades no sean
esenciales. Comparativamente, WPH-AF present6 mayor capacidad de absorcién de aceite, menor
viscosidad y una reduccién mas pronunciada en la capacidad espumante, diferencias que pueden

atribuirse a su mayor grado de hidrélisis y contenido de aminodacidos libres.
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Respecto a las propiedades bioactivas, ambos ingredientes demostraron seguridad
citotoxica y efecto citoprotector frente al estrés oxidativo, asi como actividades antihipertensiva,
antioxidante y antimicrobiana superiores a la del WPC-80. La estabilidad térmica de los
compuestos bioactivos sugiere que estos ingredientes pueden mantener su funcionalidad en
procesos industriales que involucren tratamientos térmicos moderados. Ademas, la capacidad
quelante de calcio observada en los hidrolizados plantea una potencial aplicacion en
formulaciones destinadas a la fortificacion mineral, dado que podria resultar en una interesante
estrategia para aumentar la biodisponibilidad de calcio en el organismo, un aspecto que ha

despertado especial interés en los ultimos afios.

La incorporacion de estos hidrolizados en una matriz alimentaria de base lactea permitié
evaluar su desempefio en un sistema real de consumo. Los ensayos confirmaron que su inclusion
incrementd significativamente la actividad antihipertensiva y antioxidante del producto final (en
ambos casos determinadas mediante técnicas in vitro), manteniendo su bioactividad durante al
menos 15 dias. Ademas, las formulaciones de postres lacteos presentaron buenos atributos
sensoriales y niveles de aceptabilidad muy satisfactorios, destacandose la formulacién con WPH-

A como la mas equilibrada entre funcionalidad y perfil sensorial.

En las condiciones estudiadas, la hidroélisis enzimatica del WPC-80 resulté una estrategia
efectiva para la generacion de ingredientes funcionales con potencial aplicacion en el desarrollo
de alimentos con beneficios especificos para la salud. La estabilidad observada en una matriz
lactea y su buena aceptacion sensorial refuerzan su potencial de aplicacién en la industria
alimentaria. No obstante, futuros estudios podrian estar enfocados en ajustar y/o mejorar
algunas variables puntuales del perfil sensorial de los hidrolizados, asi como también evaluar su
desempefio en otras matrices alimentarias y/o su combinacién con otros compuestos bioactivos,
lo cual podria ampliar su aplicabilidad comercial. Ademas, resulta de especial interés evaluar la
estabilidad, el comportamiento de la matriz formulada y las propiedades observadas frente a
protocolos establecidos para técnicas de digestién gastrointestinal in vitro, y estudiar posibles
metodologias que permitan pensar en un escalado del proceso de obtencion de los ingredientes
por hidrélisis enzimatica (como, por ejemplo, el empleo de técnicas de inmovilizacién de las

enzimas en soportes adecuados).

Finalmente, a través de los resultados obtenidos en la presente investigacion (ya sea en
particular para cada una de sus etapas como en forma integral para el trabajo de Tesis llevado a
cabo), se ha buscado contribuir a la valorizacién del lactosuero como materia prima de alto valor
agregado, ademas de sentar bases firmes para el desarrollo de ingredientes innovadores que
promuevan la expansion de la industria de alimentos funcionales y nutracéuticos, con potencial

impacto en la salud y el bienestar de los consumidores.
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Anexo

7. ANEXOS

ANEXO 1. Curva de calibracién que vincula el porcentaje de disminucién de color (D) del radical

ABTS®+a 734 nm en funcién de la concentracién de Trolox (uM) (seccién 3.2.A.5.y 3.2.B.4)
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Figura A1. Porcentaje de disminucién de color del radical ABTS®** a 734 nm en funcién de la
concentracion de Trolox.
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ANEXO 2. Disefio compuesto central empleado en la determinacién de la capacidad quelante de

calcio de los ingredientes funcionales (seccion 3.2.B.4.)

Tabla A2. Disefio compuesto central empleado para evaluar la influencia de diversas variables de la
reaccion de quelacion sobre la capacidad quelante de calcio de los ingredientes funcionales.

Variables codificadas

fnsayo X1 X2 X3
1 -1.000 -1.000 -1.000
2 1.000 -1.000 -1.000
3 -1.000 1.000 -1.000
4 1.000 1.000 -1.000
5 -1.000 -1.000 1.000
6 1.000 -1.000 1.000
7 -1.000 1.000 1.000
8 1.000 1.000 1.000
9 -1.682 0.000 0.000
10 1.682 0.000 0.000
11 0.000 -1.682 0.000
12 0.000 1.682 0.000
13 0.000 0.000 -1.682
14 0.000 0.000 1.682
15 0.000 0.000 0.000
16 0.000 0.000 0.000
17 0.000 0.000 0.000
18 0.000 0.000 0.000
19 0.000 0.000 0.000
20 0.000 0.000 0.000
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ANEXO 3. Determinacion del contenido de calcio mediante el kit comercial Ca-color AA (secciéon

3.2.B.4.)

Fundamento del método: El calcio reacciona con la o-cresolftalein complexona a pH alcalino,

dando un complejo de color magenta que se mide espectrofotométricamente a 570 nm.
Reactivos provistos en el kit y concentraciones finales:

e Reactivo A: solucidn de o-cresolftalein complexona y 8-hidroxiquinolina, 0,08 y 4 mmol/L,
respectivamente.
e Reactivo B: solucidon de aminometil propanol (AMP), 3,5 mol/L.

e Standard: solucién de calcio 10 mg/dL.
Condiciones de reaccion:

e Longitud de onda del espectrofotémetro: 570 nm.

e Temperatura de reaccion: temperatura ambiente (15-25°C).
e Tiempo de reaccién: 5 min.

e Volumen de muestra: 50 pL.

e Volumen final de reaccion: 2,050 mL.

Procedimiento: Las mezclas de reaccion del blanco, patrén o muestra a analizar, se prepar6 de

acuerdo al siguiente esquema:

Blanco Patrén Muestra
Agua ultrapura (pL) 50 - -
Standard (uL) - 50 -
Muestra (uL) - - 50
Reactivo A (mL) 1 1 1
Reactivo B (mL) 1 1 1

Se mezclo, se incubd por 5 min a temperatura ambiente (15-25°C) y se hizo lectura de la

absorbancia en espectrofotémetro a 570 nm.

Curva de calibrado: El trazado de la curva de calibrado se realiz6 empleando un rango de
concentracion de calcio de 0 a 0,1 g/L (Figura A3), mezclando distintos volimenes de standard
provisto por el kit y agua ultrapura (volumen total de la mezcla usada en la reaccién: 50 pL). La

ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibrado, con un Rzde 0,9875, fue la siguiente:

Absorbancia a 570 nm = 9,3691 X concentracién de calcio (%)
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A partir de dicha ecuacion y los valores de absorbancia de las muestras en estudio se obtuvo la

concentracién de calcio de las mezclas de reaccién en g/L.

Figura A3. Mezclas de reaccién al final de la incubacién (5 min) con distintas concentraciones
de calcio realizadas para la construccién de la curva de calibracién. B: 0 g/L, 1: 0,02 g/L, 2: 0,04
g/L,3:0,06 g/L,4:0,08¢g/L,5:0,1g/L.

Cdlculos:

Dado que el volumen total de la mezcla evaluada era de 33 mL, el contenido de calcio presente en

la misma se determiné del siguiente modo:

1L 1000mg
1000 mL 1g

Ca (mg) = Ca (%) X 33 mL X

Dado que el contenido de hidrolizado en la mezcla era de 150 mg (15 mL x 10 mg/mL), el

contenido de calcio retenido por masa de péptido se determiné del siguiente modo:

( 1y ) _ Ca(mg) o 1000 ug
mg péptido) 150 mg péptido~ 1mg
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ANEXO 4. Analisis sensorial descriptivo cuantitativo (QDA®) de formulaciones de postres lacteos

(seccion 3.3.B.1.)

Tabla A.4. Descriptores sensoriales empleados en el analisis QDA® de las formulaciones de postres lacteos.

Descriptor

Definicion

Color caracteristico

Color caracteristico equivalente a un dulce de leche "tipo familiar”

Brillo

Capacidad superficial para reflejar la luz externa en una direccién

Sinéresis

Cantidad de liquido exudado desde el interior del gel del alimento

Consistencia

Capacidad del alimento de conservar su forma en el tiempo

Uniformidad de masa

Grado de uniformidad volumétrica del alimento

Filancia Capacidad de formar un hilo continuo debido a la viscosidad del
alimento

Suavidad Liso al tacto de la cavidad bucal

Adherencia Esfuerzo mecanico necesario para despegar la muestra del interior
de la cavidad bucal

Cremosidad Sensacion que produce un producto en la boca cuando se funde o

se disuelve en la lengua y cavidad bucal

Gusto dulce

Intensidad del gusto dulce

Gusto amargo

Intensidad del gusto amargo

Gusto salado

Intensidad del gusto salado

Sabor a “dulce de leche

Intensidad de sabor a dulce de leche

Sabor a crema

Intensidad de sabor a crema

Sabor a polvo

Intensidad de sabor a polvo

Sabor lactico

Intensidad de sabor lactico

Sabor a cocido

Intensidad de sabor a cocido

Flavor residual

Persistencia retro nasal del flavor del alimento

Flavor global

Grado de Intensidad del flavor del alimento
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ANEXO 5. Anilisis sensorial de formulaciones de postres lacteos basada en consumidores

(seccion 3.3.B.2.)

@ .

o1 0 LG O]

hee daguita e disgunts e disgusta Me disgusts M resulta e gusta Bie gusta Mz gusts Megusts
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Figura A5. Planilla presentada a los consumidores para el analisis sensorial.
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ANEXO 6. Grado de hidrodlisis alcanzado por los controles de proteinas de suero sin hidrolizar

obtenidos en experiencias preliminares de hidrolisis enzimatica (seccién 4.1.B.1.)

Tabla A.6. Valores promedio y desviacién estdndar correspondientes al grado de hidrolisis de los CSHs, en
funcion del pH y de la concentracién de sustrato [So, % (m/v) de proteinas].

pH So Grado de hidrdlisis (%)
1 0,22 £0,31a
6 1,05 £ 0,05bc
7
8 -
10 1,10 £ 0,13bc
1 0,90 + 0,29¢b¢
6 0,93 +0,08¢b¢
8 8 0,70 £ 0,032b
10 0,94 £+ 0,02bc
1 1,91 +0,75d
6 1,46 + 0,30cd
K 8 1,23 £ 0,07bc
10 1,47 £ 0,30

a-d [ etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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ANEXO 7. Viscosidad de los ingredientes funcionales en funcién de la concentraciéon y del pH

(seccion 4.2.B.3.)

Tabla A.7.1. Valores promedio y desviacién estandar correspondientes a la viscosidad de las muestras de
WPH-A en funcidn de la concentracion [% (m/v)] y del pH.

WPH-A
Viscosidad (cP)
% (m/v) pH
20°C 30°C 40°C 50°C 60°C

4 1,42+0,05 1,06+0,07 088+0,03 0,69+0,05 0,58=+0,04

2 6 1,17+0,00 0,98+0,01 0,86+0,08 0,72+0,06 0,60+0,02

8 1,19+0,00 092+0,00 0,76+0,01 0,60+0,03 0,48+0,03

4 1,76 +0,01 1,43+0,00 1,17+0,01 094+0,05 0,77 +0,02

6 6 1,43+0,01 1,14+0,01 093+0,03 0,77+0,01 0,67 +0,01

8 1,45+0,01 1,19+0,01 098+0,00 080+0,01 0,71+0,03

4 2,47+0,02 188+0,01 143+001 1,11+0,06 0,88+0,00

10 6 1,77+0,11 1,36+0,02 1,07+0,06 085+0,04 0,70+0,03

8 1,85+0,01 1,48+0,06 1,19+0,00 096+0,03 0,78+0,05
Tiempo (T) S
Concentracion (C) S
pH S
Interacciéon T-C S
Interaccion T-pH S
Interaccién C-pH S
Interaccién T-C-pH S

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05).
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Tabla A.7.2. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la viscosidad de las muestras de
WPH-AF en funcién de la concentracién [% (m/v)] y del pH.

WPH-AF
Viscosidad (cP)
% (m/v) pH
20°C 30°C 40°C 50°C 60°C

4 1,27+0,05 1,07x0,11 0,78+0,00 0,60+0,02 0,50+0,01

2 6 1,17+0,00 098002 090+0,01 082+0,02 0,61+0,03

8 1,13+0,00 092001 0,75+0,04 065+0,07 0,53+0,04

4 1,64+0,02 1,370,000 1,03+0,03 087+0,01 0,76+0,01

6 6 1,38+0,03 1,15+x0,02 094+0,03 0,78+0,02 0,71+0,02

8 1,36+0,00 1,09+0,01 090+0,01 0,75+0,01 0,59+0,04

4 2,28+0,01 1,70+0,00 1,22+0,04 096+0,05 0,77+0,01

10 6 1,64+0,00 1,28+0,00 1,00+0,01 080+0,02 0,66+0,02

8 1,70+0,00 1,34+0,00 1,03+0,01 086+0,00 0,71+0,02
Tiempo (T) S
Concentracion (C) S
pH S
Interaccion T-C S
Interaccién T-pH S
Interaccién C-pH S
Interaccién T-C-pH S

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05).

210



Anexo

Tabla A.7.3. Valores promedio y desviacion estandar correspondientes a la viscosidad de las muestras de
WPC-80 en funcién de la concentracién [% (m/v)] y del pH.

WPC-80
Viscosidad (cP)
% (m/v) pH
20°C 30°C 40°C 50°C 60°C

4 2,01+0,04 1,57+0,00 1,29+0,02 1,24+0,05 1,22+0,05

2 6 1,29+0,06 1,05+0,05 0,82+0,06 0,67+0,02 0,55+0,02

8 1,39+0,01 1,09+0,00 089+0,02 0,76+0,04 0,58+0,00

4 2,54+0,03 2,25+0,03 2,26+0,04 235+0,10 2,31+0,10

6 6 2,08+0,04 167+0,01 130+0,00 1,01+0,01 083+0,01

8 2,17+0,05 1,74+0,02 1,37+0,01 1,08+0,00 0,91+0,03

4 308+0,04 243+0,04 196+0,03 236+0,00 5,74+0,11

10 6 338+0,04 264+0,02 206+001 1,62+0,01 1,32+0,02

8 3,53+0,06 2,73+0,02 2,11+0,01 1,68+0,00 1,38%0,01
Tiempo (T) S
Concentracion (C) S
pH S
Interaccion T-C S
Interaccién T-pH S
Interaccién C-pH S
Interaccién T-C-pH S

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. S: Efecto significativo (p < 0,05).

211



Anexo

ANEXO 8. Estabilidad de la espuma de los ingredientes funcionales en funciéon de la

concentracion, del pH y de la fuerza iénica (seccién 4.2.B.3.)

Tabla A.8.1. Valores promedio correspondientes a la estabilidad de la espuma (%) en funcién de la
concentracion [% (m/v)] a lo largo del tiempo.

Tiempo WPH-A WPH-AF WPC-80

(min) 20, 6%  10% 2% 6%  10% 2% 6%  10%
0 10,00 875 2000 000 750 1625 11,25 12,50 28,75
1 250 625 16,25 - 0,00 250 11,25 1250 25,00
2 000 125 11,25 - - 0,00 11,25 1250 25,00
3 - 0,00 10,00 - - - 11,25 11,25 25,00
4 - - 6,25 - - - 10,00 11,25 25,00
5 - - 6,25 - - - 750 7,50 25,00
10 - - 5,00 - - - 500 625 23,75
15 - - 3,75 - - - 500 625 2250
20 - - 3,75 - - - 500 625 2250
25 - - 1,25 - - - 250 500 21,25
30 - - 1,25 - - - 000 375 21,25
35 - - 0,00 - - - - 3,75 20,00
40 - - - - - - - 1,25 18,75
50 - - - - - - - 0,00 17,50
60 - - - - - - - - 15,00
70 - - - - - - - - 12,50
80 - - - - - - - - 12,50
90 - - - - - - - - 11,25
100 - - - - - - - - 10,00
110 - - - - - - - - 10,00
120 - - - - - - - - 8,75
130 - - - - - - - - 6,25
140 - - - - - - - - 2,50
150 - - - - - - - - 0,00
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Tabla A.8.2. Valores promedio correspondientes a la estabilidad de la espuma (%) en funcién del pH a lo
largo del tiempo.

Tiempo WPH-A WPH-AF WPC-80
(min) 45 5,5 6,5 4,5 5,5 6,5 4,5 5,5 6,5
0 500 12,50 10,00 750 0,00 0,00 20,00 1500 16,25
1 250 10,00 3,75 5,00 - - 20,00 13,75 13,75
2 1,25 875 0,00 5,00 - - 18,75 12,50 11,25
3 0,00 7,50 - 2,50 - - 17,50 12,50 10,00
4 - 7,50 - 2,50 - - 17,50 12,50 10,00
5 - 5,00 - 1,25 - - 1625 11,25 8,75
10 - 2,50 - 0,00 - - 1500 10,00 7,50
15 - 2,50 - - - - 1500 875 7,50
20 - 2,50 - - - - 1250 7,50 5,00
25 - 2,50 - - - - 1250 500 2,50
30 - 1,25 - - - - 11,25 500 0,00
35 - 0,00 - - - - 10,00 2,50 -
40 - - - - - - 10,00 0,00 -
50 - - - - - - 7,50 - -
60 - - - - - - 5,00 - -
70 - - - - - - 5,00 - -
80 - - - - - - 5,00 - -
90 - - - - - - 5,00 - -
100 - - - - - - 2,50 - -
110 - - - - - - 0,00 - -
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Tabla A.8.3. Valores promedio correspondientes a la estabilidad de la espuma (%) en funcién de la fuerza idnica [% (m/v) de NaCl] a lo largo del tiempo.

Tiempo WPH-A WPH-AF WPC-80
(min) 0 0,2 0,6 1 2 0 0,2 0,6 1 2 0 0,2 0,6 1 2

0 10,00 500 1250 500 750 0,00 250 250 250 000 11,25 13,75 1250 1500 16,25

1 250 0,00 250 250 250 0,00 0,00 0,00 - 11,25 13,75 12,50 12,50 16,25

2 0,00 - 0,00 0,00 0,00 - - - - - 11,25 13,75 12,50 12,50 16,25

3 ] ] - ; - - - - - - 11,25 11,25 11,25 12,50 16,25

4 ] ; - ; ; - - - - - 10,00 11,25 11,25 12,50 15,00

5 ] ] - ; - - - - - - 7,50 11,25 11,25 11,25 15,00

10 ] ; - - - - - - - - 500 7,50 10,00 10,00 12,50

15 ] ; - - - - - - - - 500 625 875 875 10,00

20 ] ; ; - - - - - - - 500 500 750 625 625

25 ) ] - - - - - - - - 250 375 500 250 250

30 ) ] ; - - - - - - - 000 250 500 000 0,00
35 ] ] - - - - - - - - - 0,00 250 - -
40 - - - - - - - - - - - - 0,00 - -
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ANEXO 9. Inhibicién de la ECA de los ingredientes funcionales en funcién de la concentracion

(seccion 4.2.B.4.)
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Figura A9. Inhibiciéon de la ECA (%) por duplicado. (A) WPH-A. (B) WPH-AF. (C) WPC-80. Linea
entrecortada: datos experimentales. Linea continua: datos predichos por el modelo de ajuste.
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ANEXO 10. Analisis estadistico correspondiente al analisis sensorial de formulaciones de postres

lacteo basada en consumidores (seccién 4.3.A.2.)

Tabla A10. Test exacto de Fisher para la significancia por celda basado en la intencién de compra de las
formulaciones de postres lacteos (FC, FWPC-80, FWPH-A y FWPH-AF) evaluados a los 3-4 dias de

elaboracién a 8°C.

General Hombres Mujeres
SI NO SI NO SI NO
FC > < > < > <
FWPC-80 > < > < > <
FWPH-A < > < > < >
FWPH-AF < > < > < >

Los valores mostrados en rojo son significativos (p < 0,05). SI: compra. NO: no compra.
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ANEXO 11. Inhibicién de la ECA de los ingredientes funcionales incorporados en formulaciones

de postres lacteos en funcién de la concentracién (seccién 4.3.C.)
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Figura A11. Inhibicién de la ECA (%) por duplicado de los ingredientes funcionales incorporados en
formulaciones de postres lacteos. (A) WPH-A. (B) WPH-AF. Linea entrecortada: datos experimentales.
Linea continua: datos predichos por el modelo de ajuste.
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