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La concentración en proteínas de la
leche bovina es de 33 gramos por li-
tro, las caseínas constituyen el 78,2%
y las proteínas del suero representan
el 16,8%. El porcentaje restante in-
cluye hormonas y enzimas.
La leche bovina contiene cuatro tipos
principales de caseínas: αs1, αs2, β
y κ. La fracción caseínica total pue-
de obtenerse por precipitación isoe-
léctrica a pH 4,6 (1). 
Un cuajo adecuado para la fabrica-
ción de quesos se caracteriza por su
alta especificidad frente al enlace
Phe105-Met106 de la κ-caseína y su
baja actividad proteolítica general, es
decir la enzima debe clivar en forma
rápida dicho enlace pero debe tener
baja afinidad relativa respecto de
otros enlaces de κ-, β- y αs-caseí-
nas para evitar la producción de pe-
queños péptidos amargos y otros
problemas organolépticos y reológi-
cos (2). La quimosina es el principal
componente enzimático (88-94%)
del cuajo de ternero, tradicionalmen-
te obtenido del cuarto estómago o
abomasa de terneros neonatos (3).
Es una excelente enzima coagulan-
te de la leche que se utiliza en que-
sería debido a que cumple con las
características de especificidad an-
tes mencionadas. Sin embargo, en
los últimos años, se ha intensificado
la búsqueda de nuevos coagulantes
de la leche debido a la escasez y al
alto costo del cuajo obtenido de ter-
neros lactantes, a las objeciones a
los productos recombinantes, al in-
cremento mundial del consumo de
quesos y, en algunos países, a prin-
cipios religiosos y culturales. 
Varias peptidasas vegetales son ca-
paces de coagular la leche, aunque
la mayoría son inapropiadas para la
producción de quesos debido a su
elevada actividad proteolítica, que
produce la degradación del coágulo.
En la Península Ibérica se utilizan
proteasas aspárticas de origen vege-
tal en la producción de quesos a par-
tir de leches de cabra y oveja con de-
nominación de origen (2, 4, 5). 
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Resumen Summary

Las caseínas (CN) constituyen el
80% de las proteínas totales de la
leche, siendo αs1, αs2, β y κ las cua-
tro fracciones mayoritarias. La fun-
ción principal de las CN es nutritiva y
los péptidos derivados de las mismas
tienen interesantes aplicaciones
como suplementos dietarios y en
preparaciones farmacéuticas. Las CN
totales fueron obtenidas a partir de
leche bovina comercial por precipita-
ción isoelétrica y purificadas median-
te cromatografía de intercambio
aniónico (FPLC) utilizando DEAE
Sepharose FF a pH 7,0. Las fraccio-
nes α y β CN purificadas fueron
hidrolizadas empleando aspartilendo-
peptidasas de flores de Silybum
marianum y con cuajo bovino comer-
cial. Tanto las CN como los péptidos
obtenidos fueron analizados por
electroforesis SDS Tricina PAGE y
densitograma. Los perfiles hidrolíti-
cos mostraron una actividad diferen-
cial y específica con la preparación
enzimática de S. marianum, sin pro-
teólisis excesiva. En base a estos
resultados, esta preparación enzimá-
tica podría ser empleada para la
obtención de nutracéuticos o como
sustituto de rennet comercial.
Palabras claves: hidrolizados,
caseínas, peptidasas vegetales,
nutracéuticos, rennet.

Bovine milk contains four main types of

casein (CN), αs1, αs2, β, and κ, constitu-

ting 80% of total protein milk. The main

function of CN is nutritious and peptides

derived from them have interesting

applications as dietary supplements and

pharmaceutical preparations. In the

present work whole CN were obtaining

from commercial bovine milk by isoelec-

tric precipitation and were subsequently

purified by anion exchange chromato-

graphy (FPLC) with DEAE Sepharose FF

media, pH 7.0. α and β CN fractions

purified were hydrolysed with asparty-

lendopeptidases from flowers of

Silybum marianum and with commercial

rennet. Both the CN as the peptides

obtained were analyzed by electropho-

resis (Tricine SDS PAGE) and densito-

grams. Hydrolytic profiles showed a dif-

ferential and specific activity for the S.

marianum enzymatic preparation

without excessive proteolysis. Based on

these results the enzymatic preparation

could be advantageously for obtaining

nutraceuticals or as a substitute for

commercial rennet.

Key words: hydrolysates, casein, plant

peptidases, nutraceuticals, rennet.

Acción de las peptidasas de
Silybum marianum (L.) Gaertn

sobre caseínas bovinas
Action of Silybum marianum (L.)
Gaertn Peptidases on bovine caseins
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Los hidrolizados proteicos pueden
obtenerse a partir de una degrada-
ción parcial o total de las proteínas.
La hidrólisis enzimática tiene la ven-
taja de que puede llevarse a cabo
bajo condiciones de reacción suaves
(pudiendo mantener la calidad nutri-
cional de los aminoácidos), produce
hidrolizados compuestos por mez-
clas peptídicas bien definidas, evita
la destrucción de los L-aminoácidos
y la formación de sustancias tóxicas
como la lisin-alanina. La hidrólisis
parcial de las proteínas permite mo-
dificar sus propiedades químicas, fí-
sicas, biológicas e inmunológicas.
Dicha hidrólisis es llevada a cabo ac-
tualmente por numerosas razones:
mejoramiento de las características
nutricionales, retardo en el deterioro,
modificación de diferentes propieda-
des funcionales (solubilidad, capaci-
dad de formación de espuma, capa-
cidad coagulante y emulsificante),
obtención de péptidos y aminoáci-
dos, prevención de interacciones in-
deseadas, cambios de sabor y remo-
ción de factores inhibitorios o tóxicos
(6). En nuestro laboratorio se han ob-
tenido  hidrolizados proteicos emple-
ando diferentes fitopeptidasas (7-
10).
Una de las características de los hi-
drolizados es su alta absorción a ni-
vel gastrointestinal en relación a la
proteína completa, por lo que pueden
utilizarse en dietas para pacientes
con malfuncionamiento gastrointesti-
nal por reducción del área de absor-
ción o por una capacidad digestiva
reducida (fibrosis quística y pancre-
atitis), personas mayores, en nutri-
ción deportiva y para el control de
peso (11, 12).
Los hidrolizados parciales de caseí-
nas se utilizan desde hace más de
50 años en niños con alergia a la le-
che bovina y su efecto positivo sobre
el sistema inmune está bien docu-
mentado (13).
Por otra parte, péptidos con actividad
biológica pueden estar ocultos o in-
activos en la secuencia aminoacídi-

ca de las proteínas lácteas y ser li-
berados o activados in vivo durante
la digestión gastrointestinal, o más
aún, durante el procesamiento de
los alimentos vía proteólisis enzimá-
tica específica. Generalmente, son
péptidos de pequeño tamaño, de 3
a 20 aminoácidos. Las caseínas,
tanto en la leche sin procesar como
en los productos lácteos, son una
fuente importante de los péptidos
arriba mencionados y su importan-
cia biológica, el impacto en la salud
humana y en la manufactura de
nuevos aditivos funcionales para los
alimentos ha sido motivo de inten-
sa investigación (14, 15). 
Argentina cuenta en este momento
con la ventaja de poseer el ganado
vacuno libre de encefalopatía es-
pongiforme bovina (EEB) según el
Comité Internacional de la
Organización Mundial de Sanidad
Animal y esto puede aprovecharse
para la producción de caseínas y
sus hidrolizados sin riesgo biológi-
co. En este trabajo se presentan los
resultados obtenidos al emplear las
fitoproteasas aspárticas de Silybum
marianum para hidrolizar caseínas
y como coagulante de leche bovi-
na.

Materiales y métodos
Obtención de extractos enzimáti-
cos
Se utilizaron flores de Silybum ma-
rianun (L.) Gaertn, (Asteraceae) po-
pularmente conocido como cardo
mariano o cardo asnal. Las mismas
fueron congeladas con N2 líquido y
trituradas hasta obtener un polvo fi-
no al cual se le agregó inmediata-
mente buffer de extracción (cítrico-
citrato 100 mM de pH 3,0; conte-
niendo EDTA 1,0 mM).
La suspensión obtenida se agitó en
un baño de hielo durante 30 minu-
tos y se clarificó por centrifugación
durante 20 minutos a 5000 × g y 4
°C. El extracto así obtenido se frac-
cionó en alícuotas y se conservó a
-20°C (9).

Determinación de la actividad co-
agulante de leche
Se preparó una solución de leche
descremada al 12% (Sam Regim,
SanCor, Argentina) en solución de
CaCl2 30 mM, conteniendo 0,1% de
azida sódica como inhibidor del cre-
cimiento microbiano. La mezcla de
reacción consistió en 100 µl de pre-
paración enzimática por cada ml de
leche y se incubó a 30°C hasta ob-
servar la formación de un coágulo
macroscópico. Se empleó cuajo bo-
vino comercial (Chr. Hansen SAIC,
Quilmes, Argentina) para realizar los
controles positivos de coagulación y
buffer de extracción para los contro-
les negativos.

Preparación de caseinatos
Se prepararon caseinatos por preci-
pitación isoeléctrica mediante acidi-
ficación a pH 4,25 con HCl 6M si-
guiendo el método de Souza y
Malcata (16) a partir de leche de va-
ca pasteurizada descremada
(SanCor). La mezcla se mantuvo con
agitación a 37°C durante 30 minutos.
Las caseínas se recuperaron por fil-
tración sobre papel de filtro y se la-
varon varias veces con agua desti-
lada. Los precipitados se resuspen-
dieron en agua desionizada ajustan-
do el pH a 7,0 con NaOH 1,0 M.
Cada suspensión fue mantenida a
4°C durante 2 horas para luego ser
liofilizada y almacenada.

Purificación cromatográfica de ca-
seínas bovinas (FPLC)
Se utilizó un equipo FPLC con una
columna XK 16/40, rellena con 24
mL de DEAE Sepharose Fast Flow
(General Electric Amersham
Bioscience, Backinghamshire, UK).
La columna  fue equilibrada con buf-
fer Tris-HCl 20mM de pH 7,0 (medi-
do a 20°C) conteniendo urea 4,5
mM; imidazol 0,01M y DTT 0,05%
p/p. Luego se sembró el caseinato
resuspendido en el mismo buffer a
una velocidad de flujo de 1 mL/min,
se lavó con un volumen de columna
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y se eluyó con un gradiente lineal de
ClNa (0-0,4 M) en el buffer de parti-
da a una velocidad de 0,5 ml/min y
se recogieron fracciones de 3 mL.

Determinación del contenido en
proteínas 
La determinación de proteínas se re-
alizó por el método de Bradford em-
pleando una curva de calibración re-
alizada con albúmina bovina (Sigma
Chemical Co.) en el rango de 100-
900 µg de proteína/mL (17).

Hidrólisis de caseínas
Se realizaron hidrólisis usando ca-
seinato de sodio (10 mg/mL) y las
fracciones de α- y β-caseínas purifi-
cadas cromatográficamente desala-
das y concentradas (1,6 mg/mL y 1,2
mg/mL, respectivamente) disueltos
en buffer fosfatos 100 mM de pH 6,5.
Las hidrólisis de las muestras se re-
alizaron en tubos tipo eppendorf de
1,5 mL termostatizados a 30ºC si-
guiendo la técnica descripta por (10).
Se utilizaron las enzimas de Silybum

marianun y una dilución de cuajo co-
mercial con una actividad coagulan-
te equivalente. Cada mezcla de reac-
ción consistió en 45µl de enzima y
450µl del respectivo sustrato (casei-
nato, α- o β-caseína). La reacción se
detuvo a distintos tiempos: 30, 60,
180 y 360 minutos colocándolas en
un fast-freezer. En el caso del cuajo
los tiempos de reacción fueron 30 y
360 min. Simultáneamente se reali-
zaron los ensayos blanco donde la
enzima fue reemplazada por 45µl de
H2O destilada.

Perfil hidrolítico
Se realizaron electroforesis siguien-
do el método de Schäegger y von
Jagow (18) de tricina-SDS-PAGE uti-
lizando una celda Mini Protean III
(Bio Rad, Hercules, CA, U.S.A.). Las
electroforesis se desarrollaron a 30
V para el gel de stacking (4%T, 3%C)
y 100 V para el gel de resolución
(16,5%T, 3%C). Los geles se tiñieron
con Coomasie Blue G-250 (Bio Rad
Bulletin, 2003). La cuantificación de
caseínas no degradadas y de los
péptidos generados se realizó por
escaneo de los geles y obtención de
los densitogramas correspondientes
mediante el software Scion Image
Beta 4.02 para Windows (Scion
Corporation, Frederick, Maryland
21701, USA).

Resultados y discusión
Los extractos obtenidos a partir de
flores de Silybum marianum mostra-
ron actividad coagulante de leche, el
tiempo de coagulación fue de 45 ±
1 min. Se ha demostrado mediante
la utilización de inhibidores especí-
ficos de grupo que las peptidasas
contenidas en el extracto crudo res-
ponsables de la actividad coagulan-
te de leche son aspartilendopepti-
dasas (9). Al mismo grupo mecanís-
tico pertenece la quimosina, enzima
de origen animal utilizada habitual-
mente para la obtención de quesos.
Para obtener las fracciones α-, β- y
κ- caseína, un caseinato que conte-
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Figura 1.- Cromatografía de intercambio aniónico (Sepharosa FF). Muestra: 0,13 g de

caseinato de sodio; gradiente de NaCl 0,0 a 0,4 M; velocidad de elución 0,5 ml/min;

tiempo de elución 210 min.

Figure 1.- Anion exchange chromatography (Sepharose FF). Sample: 0.13g of sodium

caseinate; gradient: 0.0 to 0.4 M NaCl; elution flow rate: 0,5 ml/min; elution time 210

min.

Tabla 1: Esquema de purificación.

Table 1: Purification scheme.
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nía 8,8 mg de proteína/mL fue puri-
ficado utilizando un proceso croma-
tográfico sencillo de un solo paso. Al
ser las caseínas muy similares en ta-
maño no pueden ser separadas por
exclusión molecular, por lo que se
llevó a cabo una cromatografía de
intercambio aniónico en presencia
de urea 4,5 M y un pH cercano a la
neutralidad (Figura 1). Esta metodo-
logía permitió la separación de las
fracciones α-, β- y κ-caseína con
una mayor homogeneidad electrofo-
rética que las de origen comercial.
Este método es preferible al que uti-
liza un intercambiador catiónico, que
requiere urea en alta concentración
(8 M) y un pH de trabajo menor a 3,5
(19, 20). De acuerdo al esquema de
purificación desarrollado, las α-, β-
y κ-caseínas fueron purificadas con
un rendimiento de 16,2; 10,2 y 3,1%
respectivamente. La magnitud de
estos porcentajes está de acuerdo
con la cantidad de cada una de es-
tas fracciones presentes en la leche
(Tabla 1). 
Se obtuvieron hidrolizados de las
fracciones α- y β-caseína purifica-
das cromatográficamente y del ca-
seinato total mediante la acción de
aspartilendopeptidasas de S. maria-
num.
En la Figura 2 se muestra la hidróli-
sis de la fracción αs-caseína. Se ob-
serva que a los 30 minutos de reac-
ción se degrada el 64% de la misma.
Al mismo tiempo aparecen bandas
de menor masa molecular (24, 19 y
6 kDa). La de 24 kDa va hidrolizán-
dose a medida que aumenta el tiem-
po de incubación, mientras que la
banda de 19 kDa se va intensifican-
do y, la banda de 6 kDa se mantie-
ne constante en intensidad desde
los 30 minutos hasta las 6 horas de
reacción.
La hidrólisis de la fracción β-caseí-
na se muestra en la Figura 3. Esta
fracción sufre una intensa hidrólisis
y se torna no detectable tras la pri-
mera hora de reacción. A los 30 mi-
nutos de incubación aparece una
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Figura 3.- a: Electroforesis (Tricina SDS-PAGE) de los productos de hidrólisis de la

fracción β-caseína: Calle 1: marcadores de peso molecular, calles 2, 3, 4, 5 y 6: tiem-

pos de hidrólisis  0, 30, 60, 180 y 360 minutos respectivamente. b. Densitograma de

la electroforesis.

Figure 3.- a: Hydrolytic profile of β casein by Tricine SDS-PAGE electrophoresis: Line

1: molecular weight markers, line 2, 3, 4, 5, 6: 0, 30, 60, 180 and 360 min. of hydroly-

sis. b. Densitogram.

Figura 2.- a: Electroforesis (Tricina SDS-PAGE) de los productos de hidrólisis de la

fracción αs-caseína: Calle 1: marcadores de peso molecular, calles 2, 3, 4, 5 y 6: tiem-

pos de hidrólisis 0, 30, 60, 180 y 360 minutos respectivamente. b. Densitograma de la

electroforesis.

Figure 2.- a: Hydrolytic profile of αs-casein by Tricine SDS-PAGE electrophoresis: Line

1: molecular weight markers, line 2, 3, 4, 5, 6: 0, 30, 60, 180 and 360 min. of hydroly-

sis. b. Densitogram.
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banda importante de menor masa
molecular (31 kDa); que permanece
inalterada hasta los 360 minutos de
reacción. Al mismo tiempo se visua-
lizan bandas de 27 y 23 kDa que se
intensifican con el transcurso de la
hidrólisis. Se ha postulado que la
ruptura de la β-caseína por quimosi-
na ocurre de manera secuencial
(21).
En la Figura 4 se observa la hidróli-
sis del caseinato. A los 30 minutos de
incubación aparecen bandas de ma-
sa molecular aproximada de 29 kDa
y 25 kDa que podrían provenir de la
hidrólisis de ß-caseína y de αs-ca-
seína respectivamente. Otras frac-
ciones (7 y 19 kDa) que provendrían
de la hidrólisis de αs-caseína apare-
cen al mismo tiempo y se mantienen
constantes hasta las 6 horas de re-
acción. La fracción ß es rápidamen-
te hidrolizada y no se detecta a par-
tir de los 180 minutos de reacción,
al mismo tiempo que aparece una
banda de alrededor de 22 kDa que
se intensifica a las 6 horas de reac-
ción. Se observa también una banda
nueva de peso molecular 17 kDa que
no fue detectada en las electroforesis
de las caseínas purificadas.
La β-caseína tuvo un comportamien-
to diferente al estar purificada o for-
mando parte del caseinato. En el pri-
mer caso, su degradación fue casi
total (92%) luego de 60 minutos de
reacción, pero cuando formaba par-
te del caseinato su degradación fue
más lenta (48% los 60 minutos de re-
acción). Sin embargo, a los 360 mi-
nutos la degradación de la β-caseí-
na pura y en el caseinato fue similar
(97% y 90%, respectivamente).
Se comparó el comportamiento hi-
drolítico con el del cuajo bovino co-
mercial utilizando una dilución tal
que el tiempo de coagulación de la
leche resultara similar al obtenido
con las fitopeptidasas. En dichas
condiciones la preparación comercial
no hidrolizó de manera apreciable
las fracciones αs- y β-caseínas pu-
rificadas; pero cuando se utilizó el

caseinato como sustrato, el cuajo bo-
vino produjo una fracción de peso
molecular aproximado de 17 kDa que
permanece hasta los 360 minutos de
hidrólisis (datos no mostrados). Sin
embargo, se ha reportado que el cua-
jo bovino es capaz de hidrolizar tan-
to αs- como β-caseínas en solución
y que, probablemente, en las condi-
ciones de ensayo no se detecte dicha
hidrólisis debido a la dilución utiliza-
da. El ataque por parte de la quimo-
sina ocurre en un número específico
de sitios en ambas caseínas, aunque
no posean el enlace Phe105-Met106
en su estructura (21). La αs caseína
es el principal blanco para proteóli-
sis en los quesos elaborados con ren-
nets comerciales (22).
Se puede concluir que las fracciones
de β-caseína tanto puras como en
el caseinato fueron más susceptibles
que las de αs-caseína frente a la
proteólisis por las aspartilendopepti-
dasas de Silybum marianum. Este
comportamiento se diferencia del re-

portado para extractos de Centaurea
calcitrapa y Cynara cardunculus (23,
24); pero es similar al de la protea-
sa neutra de Bacillus subtilis (25). En
general, se conoce que las peptida-
sas aspárticas tienen preferencia de
corte por los aminoácidos hidrofóbi-
cos, sin embargo también tienen im-
portancia las interacciones con los
aminoácidos vecinos a la unión es-
cindible (26). Ha sido comunicado
que las proteasas de Sylibum maria-
num escinden el enlace Leu99-
Arg100 en la αs1-caseína de leche
ovina (10). Cabe destacar que los hi-
drolizados provenientes de caseínas
puras presentan bandas adicionales
que no aparecen en los productos de
hidrólisis del caseinato. Esto puede
deberse al hecho de que existe una
menor interacción entre las diferen-
tes fracciones proteicas, lo que per-
mite que los sitios de corte queden
más expuestos. 
Los perfiles hidrolíticos muestran
una actividad diferencial y específica
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Figura 4.- a: Electroforesis (Tricina SDS-PAGE) de los productos de hidrólisis del

caseinato de sodio: Calle 1: marcadores de peso molecular, calles 2, 3, 4, 5 y 6: tiem-

pos de hidrólisis  0, 30, 60, 180 y 360 minutos respectivamente. b. Densitograma de

la electroforesis.

Figure 4.- a: Hydrolytic profile of whole sodium caseinate by Tricine SDS-PAGE elec-

trophoresis: Line 1: molecular weight markers, line 2, 3, 4, 5, 6: 0, 30, 60, 180 and 360

min. of hydrolysis. b. Densitogram.
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para cada sustrato sin excesiva pro-
teólisis. Dada la baja actividad prote-
olítica mostrada por el extracto cru-
do de Silybum marianum, éste podría
ser ensayado como sustituto de cua-
jo para la producción de quesos con
características organolépticas parti-
culares y de mayor valor agregado.
Asimismo, los productos de hidrólisis
podrían ser evaluados como fuente
de péptidos bioactivos o productos
nutracéuticos, ya que los péptidos
derivados de caseína tienen intere-
santes aplicaciones como suplemen-
tos dietarios en alimentos y como
preparaciones farmacéuticas. Un
péptido puede poseer más de una
función biológica y, además, se han
encontrado secuencias sobrepues-
tas de péptidos con diferentes fun-
ciones formando parte de la estruc-
tura de las caseínas (27, 28). Las po-
sibilidades de diseñar nuevos pro-
ductos dietarios y drogas de origen
natural resultan prometedores (14).
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