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En el presente trabajo se estudio el efecto de las condi-
ciones de reacción utilizadas (concentración de sustra-
to, relación enzima/sustrato, tiempo de incubación, pH
y temperatura) sobre el tipo de péptidos producidos a
través del estudio de los perfiles cromatográficos de los
hidrolizados mediante cromatografía líquida de alta
resolución (HPLC). Empleando para la hidrólisis enzimá-
tica la enzima alcalasa AF 2.4L, se desarrollaron 36
experiencias diferentes acomodadas al azar. El análisis
de la distribución de tamaño de los péptidos en los
hidrolizados producidos se realizó por RP-HPLC. Como
resultado de este estudio, se observó que las condicio-
nes de reacción ejercen una marcada influencia sobre
las constantes cinéticas, ya que en los cromatogramas
obtenidos no se observaron diferencias sustanciales en
el perfil de degradación desarrollado por la enzima,
observándose las mayores diferencias en las concentra-
ciones de las distintas fracciones obtenidas. La apari-
ción de picos hidrofóbicos, y por ende el desarrollo de
sabor amargo, se vio fuertemente influenciado por la
temperatura y el tiempo de reacción. Para el rango de
condiciones ensayadas, se propone operar a temperatu-
ras entre 40˚C y 50˚C; pH entre 8 y 9 y tiempos de 75 a
90 minutos para minimizar este efecto.

Palabras clave: lactoproteínas, suero de quesería, hidró-
lisis enzimática, RP-HPLC.

Introducción
Las proteínas del lactosuero no constituyen la fracción
más abundante, pero si la más interesante en los terre-
nos económico y nutricional (Jelen, 2003). Esta fracción
representa una rica y variada mezcla de proteínas que
poseen amplio rango de propiedades químicas, físicas y
funcionales, y constituyen alrededor del 20% de las pro-
teínas de la leche de vaca (Baro y col., 2001). Sus prin-
cipales componentes son la β-lactoglobulina (β-Lg) y la
α-lactoalbumina (α-La), las cuales representan aproxi-
madamente un 10% y un 4% de toda la proteína láctea,
respectivamente (Hinrichs, 2001). Se encuentra además
presencia de lactoferrina, lactoperoxidasa, inmunoglo-
bulinas y glicomacropéptidos (Baro y col., 2001). A su
vez, las proteínas del lactosuero constituyen una rica y
balanceada fuente de aminoácidos esenciales, cercana
al 26% (Ha y Zemel, 2003; Ibrahim y col., 2005), siendo
las de más alto valor biológico por su contenido en leu-
cina, triptofano, lisina y aminoácidos azufrados, y no
son deficientes en ningún aminoácido.

La alternativa más explorada en los últimos
años para la recuperación de estas proteínas ha sido la
aplicación de procesos de membrana y su posterior
secado en polvo, hallándose en el mercado suero ente-
ro deshidratado, suero desmineralizado, concentrados
proteicos (WPC) y aislados proteicos (WPI) (Morr y Ha,
1993; Byrne y Fitzpatrick, 2002).

El mayor problema para el aprovechamiento de
estos concentrados proteicos de elevado valor biológico
-que confieren propiedades de hidratación, emulsifica-
ción, textura y consistencia, formación de espuma y
gelificación (Spellman y col., 2009; Nicorescu y col.,
2009)- al ser utilizados en la formulación y/o fortifica-
ción de alimentos, es su importante grado de alergeni-
cidad para personas con fallas congénitas en el metabo-
lismo de proteínas (Otani y col., 1990). Los principales
alergenos del WPC son mayormente la a-lactoalbumina
y la b-lactoglobulina, y en menor cantidad las inmuno-
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globulinas (en particular IgG) y la seroalbumina. En
general, los problemas de alergenicidad pueden reducir-
se o eliminarse por hidrólisis de las diferentes fracciones
que componen la proteína del WPC, transformándolas
en péptidos, al mismo tiempo que se aumenta su diges-
tibilidad (Tolkach y Kulozik, 2005; Guadix y col., 2006).
Debido a la hidrólisis, las propiedades moleculares de las
proteínas cambian, produciéndose la disminución del
peso molecular, el aumento de la carga y la liberación
de grupos hidrofóbicos, entre otros fenómenos.

Si bien en los hidrolizados de proteína se
potencian propiedades nutricionales o funcionales
(solubilidad, poder emulsificante, capacidad espuman-
te), durante el proceso de hidrólisis se produce un efec-
to secundario negativo importante: la liberación de
péptidos con sabor más amargo que la proteína nativa,
generalmente relacionado con la presencia y posición
de aminoácidos hidrofóbicos en los péptidos del hidro-
lizado (Foegeding y Luck, 2002). Por lo tanto, el control
del proceso de reacción y la caracterización de los
hidrolizados en base al tamaño de los péptidos son
objetivos importantes en la hidrólisis de proteínas.

Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo
fue analizar el efecto de las condiciones de reacción
utilizadas: concentración de sustrato, relación
enzima/sustrato, tiempo de incubación, pH y tempera-
tura sobre el tipo de péptidos producidos.

Materiales y métodos
Materiales
El concentrado proteico de lactosuero (WPC) al 35% fue
provisto por la empresa Milkaut S.A. (Franck, Santa Fe,
Argentina). A partir del mismo se prepararon las dife-
rentes disoluciones tamponadas que se utilizaron en el
estudio. La concentración de proteínas del WPC fue
corroborada mediante la determinación de nitrógeno en
un equipo Kjeldhal Buchi 342 con unidad de destilación
y titulador automático.

La enzima utilizada fue Alcalasa AF 2.4L
(Novozymes Corp., Dinamarca), una preparación comer-
cial de una serina endopeptidasa bacteriana (EC
3.4.21.14) de Bacillus licheniformis.

Las disoluciones de WPC se realizaron sobre solu-
ciones buffer fosfato 40 mM para los pH 8.0, 8.5 y 9.0 y
soluciones buffer carbonato 40 mM para los pH 9.5 y 10.0.

Todos los reactivos necesarios para esta tarea y
para el análisis de los péptidos obtenidos fueron de cali-
dad analítica o superior (Cicarelli, Argentina).

Condiciones de ensayo
Teniendo en cuenta los rangos de condiciones de utiliza-
ción sugeridos por el proveedor de la preparación enzi-
mática, para el diseño de las experiencias que posibiliten
el análisis del efecto de las condiciones de reacción se
recurrió a un diseño central compuesto, rotacional y
ortogonal, de cuatro factores: temperatura, pH, concen-

tración inicial de sustrato y tiempo de reacción. La deci-
sión de trabajar a concentraciones iniciales de sustrato
variable, manteniendo constante la cantidad de enzima
empleada, permitió incorporar indirectamente al análisis
el efecto de la relación concentración inicial de sustrato
– cantidad de enzima empleada, utilizando en todos los
casos pequeñas cantidades de enzima.

De esta manera, para ensayar las condiciones
experimentales en los niveles determinados por el
modelo (Tabla 1) se planificaron 36 experiencias dife-
rentes que fueron acomodadas al azar de manera de
minimizar los efectos de variabilidad en la respuesta
observada. Como variable de respuesta para este estu-
dio se seleccionó el Tenor de Picos Hidrofóbicos. Las
gráficas de superficie de respuesta y el análisis estadís-
tico para cada respuesta se realizaron con el software
Minitab® 15 (Minitab Inc., State Collage, PA, USA).

Análisis de los hidrolizados obtenidos mediante HPLC
Para el análisis cromatográfico de las muestras obteni-
das se utilizó una metodología similar a la propuesta
por Penas y col. (2006). Se trabajó con un cromatógra-
fo con programador de gradiente modelo 2360 y un
detector de absorbancia de longitud de onda variable
V4® (Isco Inc., Lincoln, NE, U.S.A.). Se utilizó una colum-
na para RP-HPLC C18 de 250 x 4.6 mm y 300 A de
tamaño de poro. Las corridas se llevaron a cabo a una
temperatura uniforme de 30°C, con un caudal de 1 ml
min-1, fijando la longitud de onda del detector en 214
nm. Para las separaciones se utilizó como solvente A
0.1% TFA en agua y como solvente B 0.1% TFA en ace-
tonitrilo, siendo el gradiente empleado el siguiente: 5
min. de fase A 100%, luego un gradiente lineal hasta
50% de B en 45 min., le sigue una fase isocrática en
50% B durante 5 min., luego gradiente lineal hasta 70%
B durante 5 min., y 5 min. finales en condición isocráti-
ca con 70% de B. Los datos se recogieron con una inter-
fase Chem Research Data System Program®, versión
3.0.2. (Isco Inc., Lincoln, NE, U.S.A.). En las condiciones
de trabajo adoptadas, además de identificar las diferen-
tes fracciones proteicas que componen el lactosuero
(cuyos tamaños moleculares oscilan entre 14.4 y 1000
kDa), se puede seguir el producto de la hidrólisis hasta
péptidos de alrededor de 1000 Da.

Por otra parte, en la literatura se reportan nume-
rosas escalas de hidrofobicidad de aminoácidos basadas
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en diferentes principios, tales como la energía libre de
Gibbs necesaria para que un aminoácido pase desde una
fase a otra, coeficientes de retención en HPLC de péptido
formados por un solo tipo de aminoácido, nivel de escon-
dimiento de aminoácidos en proteínas modelo, presencia
de aminoácidos en regiones antigénicas de proteínas
modelo, energía de contacto entre aminoácidos adyacen-
tes entre proteínas, y otras, clasificadas como mixtas,
basadas en escalas desarrolladas previamente (Lesser y
col., 1987). A pesar de la dificultad de encontrar una defi-
nición única de hidrofobicidad de péptidos, en el presente
trabajo se ha utilizado una metodología basada en el
tiempo de retención de los péptidos más hidrofóbicos,
considerando que la absorción de los péptidos en la
columna de C18 de RP-HPLC es un fenómeno superficial
donde interactúan los grupos hidrofóbicos de la matriz y
aquellos de la superficie de la proteína. Así, si bien las
interacciones hidrofóbicas son en general bastante débi-
les, son también a menudo muy numerosas y para eluir las
moléculas hidrofóbicas se debe disminuir la polaridad del
disolvente, sustituyendo en este caso el agua de la fase
móvil con acetonitrilo, cuya concentración se va aumen-
tando gradualmente en el gradiente utilizado.

En las condiciones de elución utilizadas en el
presente trabajo, los péptidos más hidrofóbicos que podrí-
an relacionarse con la producción de sabor amargo en el
hidrolizado comenzarían a eluirse a partir del ultimo ter-
cio de la corrida. Por tal motivo, como variable de control
del desarrollo de hidrofobicidad en los hidrolizados, se
adoptó el concepto de Tenor de Picos Hidrofóbicos (TPH),
definido como la relación entre el área correspondiente a
todos los picos cromatográficos eluidos a partir de los 44
minutos y el área total de cada cromatograma.

Análisis estadístico de los resultados
Todas las experiencias fueron realizadas por duplicado.
Para la evaluación de las diferencias entre los promedios
de los tenores de picos hidrofóbicos se realizó un análi-
sis de variancia (ANOVA) factorial. Asimismo, para
determinar la significancia de cada variable, se recurrió
al pvalue (p<0.05), que es el menor valor de significa-
ción para rechazar la hipótesis nula con un intervalo de
confianza del 95.0%.

Resultados y discusión
El análisis de regresión múltiple para la variable res-
puesta fue realizado mediante el empleo del software
Minitab 15. El ajuste del modelo se verificó mediante el
coeficiente R2, que indica el porcentaje de la variabili-
dad en la respuesta que puede explicarse mediante el
modelo representado por la siguiente ecuación (Ec. 2):

Respuesta = C1 + C2.S + C3.p + C4.T + C5.t + C6.S2 +
C7.S.p + C8.S.T + C9.S.t + C10.p2 + C11.p.T + C12.p.t +
C13.T2 + C14.T.t + C15.t2 

Donde S representa la concentración inicial de sustrato, p
el pH del medio de reacción, T la temperatura de reacción,
t el tiempo de reacción y Ci refiere a los diferentes coefi-
cientes constantes a determinarse a través del ajuste
estadístico de los datos obtenidos experimentalmente.

Las condiciones óptimas para minimizar la apa-
rición de picos hidrofóbicos, y por ende el desarrollo de
sabor amargo, se estudiaron manipulando cuatro factores
en las condiciones de hidrólisis: pH, temperatura, tiempo
y concentración inicial de sustrato. En la Tabla 2 se mues-
tran los valores del análisis de variancia para la respues-
ta TPH, obteniéndose un valor de 0.635 para el coeficien-
te R2, lo que indica que el 63.5% de la variabilidad en la
respuesta puede ser explicado por el modelo de la Ec. (2).
Si bien el coeficiente R2 puede resultar bajo, el valor
obtenido en el presente estudio resultó superior a los pre-
sentados en la mayoría de los trabajos similares al pre-
sente que han sido informados en la literatura, conside-
rándoselos aceptables debido a la dificultad de determi-
nar la hidrofobicidad de péptidos en muestras complejas.
Como puede observarse en este caso, sólo tres efectos
presentan valores p<0.05, indicando que en el tenor de
péptidos hidrofóbicos, dentro del rango de condiciones
experimentales ensayadas, tienen preponderancia la tem-
peratura, el tiempo y la interacción tiempo-tiempo.

De acuerdo con estos resultados, el efecto del cambio en
la selectividad de la enzima para diferentes condiciones
de reacción estaría muy influenciado por el tiempo y la
temperatura en que se produzca la hidrólisis deseada. 



Esta variabilidad puede observarse claramente a través
del análisis de los perfiles péptidicos obtenidos en los
diferentes cromatogramas.

En la figura 1 se muestran los perfiles cromato-
gráficos obtenidos para disoluciones de WPC y algunos
de los hidrolizados realizados en el estudio. Como puede
observarse, a medida que transcurre la hidrólisis, los picos
característicos de las diferentes fracciones proteicas que
componen el WPC se van reduciendo, apareciendo nue-
vos picos a menores y mayores tiempos de retención que
los correspondientes a las fracciones originales. En las
condiciones de elución utilizadas en el presente trabajo,
se considera que los péptidos más hidrofóbicos que
podrían relacionarse con la producción de sabor amargo
en el hidrolizado se corresponden con los picos que apa-
recen a partir de los 44 minutos. Por tal motivo, las con-
diciones óptimas de hidrólisis no sólo deben garantizar
alcanzar al menos un DH del 8% en el menor tiempo y
con el menor costo posible, sino además, producir hidro-
lizados que presenten perfiles cromatográficos con esca-
so o nulo desarrollo de picos a partir de los 44 minutos.

En la figura 2 se observan los perfiles de elusión
de los hidrolizados de WPC obtenidos a diferentes pH,
manteniendo las otras condiciones en: concentración ini-
cial de sustrato WPC 7%; 31.6 minutos y 50ºC. Puede
observarse que existen cambios cuantitativos en los picos
hidrofóbicos, que eluyen a partir de los 44 minutos,
observándose un perfil con mayor área correspondiente a
péptidos hidrofóbicos cuando se trabajo a pH =10.

En la figura 3 se observan los perfiles de elu-
sión de los hidrolizados de WPC obtenidos a diferentes
temperaturas, manteniendo las otras condiciones en:
concentración inicial de sustrato WPC 7%; 31.6 minu-
tos y pH 9. Como puede observarse en este caso, los per-
files presentan una disminución de picos hidrofóbicos a
medida que aumenta la temperatura de reacción.

En la figura 4 se observan los perfiles de elusión de los
hidrolizados de WPC obtenidos a diferentes tiempos,
manteniendo las otras condiciones en: concentración
inicial de sustrato WPC 7%; 50ºC y pH 9. En los perfiles
se observa la disminución de los picos hidrofóbicos a
medida que aumenta el tiempo de reacción, aunque
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parecería tenerse un óptimo a tiempos medios (Figura
3b), ya que se observa la disminución de algunos de los
picos observados en la temperatura más alta (Figura 3c)
y su conversión en péptidos más hidrófilicos.

Conjuntamente con el análisis estadístico, se
obtuvieron los valores de las constantes correspondien-
tes para cada una de las variables de significación en la
respuesta, las que se muestran en la tabla 3.

Del estudio estadístico puede inferirse que la
aparición de picos hidrofóbicos (y por ende, el desarrollo
de sabor amargo) está fuertemente influenciada por la
temperatura y el tiempo de reacción. En el rango de con-
diciones estudiadas, un aumento de la temperatura de
reacción produce una disminución del TPH que puede
deberse a que el conjunto de múltiples reacciones que se
produce durante la hidrólisis de las diferentes fracciones
proteicas esté gobernado por la movilidad molecular de
las enzimas. Por su parte, el efecto del tiempo es más
complejo, ya que si bien inicialmente favorece la forma-
ción de picos hidrofóbicos, se alcanza un valor a partir del
cual el efecto se revierte. Por otra parte, basadas en la
predicción del modelo, utilizando los valores presentados
en la Tabla 3 para cada coeficiente de la Ec. (2), se pue-
den construir superficies tridimensionales para diferentes
niveles de las variables en análisis (Figura 5).

Como se observa en la figura 5, si bien el pH no
tiene significancia estadística para la respuesta en estu-
dio, un aumento del mismo incrementa levemente el tenor
de picos hidrofóbicos, efecto que se hace más pronuncia-
do a mayores tiempos de hidrólisis. Este efecto puede
deberse a que la hidrólisis de WPC con la enzima alcalasa
es un proceso de reacciones múltiples, donde muchos de
los productos de degradación obtenidos en los primeros
tiempos de la hidrólisis pasan a ser sustratos en las etapas
más avanzadas, presentando a su vez valores y efectos
diferentes en cada uno de sus parámetros cinéticos, pro-
ducto de las condiciones de reacción empleadas.

Con el conjunto de las diferentes superficies de
respuesta pueden determinarse gráficamente las zonas
de condiciones de operación que pueden llevar a redu-
cir la liberación de péptidos con sabor amargo. En este
caso, operando a temperaturas entre 40˚C y 50˚C; pH
entre 8 y 9 y tiempos de entre 75 y 90 minutos se pue-
den obtener buenos grados de hidrólisis con escaso des-
arrollo de picos hidrofóbicos.
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Como resultado de este estudio, se observa que las con-
diciones de reacción ejercen una marcada influencia
sobre las constantes cinéticas, ya que si bien en los cro-
matogramas obtenidos para velocidades de hidrólisis
equivalente no se observaron diferencias sustanciales en
los perfiles de degradación desarrollados por la enzima,
se obtuvieron diferencias significativas en las concentra-
ciones de las distintas fracciones obtenidas.

Finalmente, a través del uso de la metodología
de superficie de respuesta, se pudieron determinar dife-
rentes condiciones de hidrólisis para lograr fracciones
de péptidos de alta DH (>8%), evitando la aparición de
los umbrales detectables de péptidos con sabor amargo.
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