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INTRODUCCION

En los dltimos afos, se ha observado una tendencia creciente en la produccién y demanda de
alimentos funcionales, que son aquéllos que producen un efecto beneficioso especifico para la
salud cuando se los consume regularmente, mas alla de sus propiedades nutricionales béasicas
(Ozen y col., 2012). Dentro de esta categoria de alimentos se encuentran los que poseen
componentes bioactivos, es decir, compuestos quimicos que estan presentes naturalmente o
gue se forman y/o adicionan durante el procesamiento de los alimentos (Saxelin y col., 2003).
Un grupo importante de estos compuestos lo constituyen los galactooligosacaridos (GOS). Los
GOS se encuentran naturalmente en la leche humana y a nivel de trazas en la leche de
rumiantes. Asimismo, mezclas de GOS se producen a nivel industrial para ser usados como
ingredientes funcionales. De hecho, el desarrollo de leches maternizadas ha impulsado la
obtencion de estos ingredientes para ser incorporados como factor bifidogénico (prebidtico) y
simular lo mas posible la leche humana (Playne, 2004). También, se los emplea en otros
alimentos debido a sus interesantes propiedades: estabilidad al medio acido, excelente sabor y
bajo poder edulcorante, bajo poder caldrico y anticariogenicidad (Splechtna y col., 2006). La
obtencién industrial de GOS se basa en un proceso biotecnolégico con enzimas [3-
galactosidasas (EC 3.2.1.23) wusando lactosa como sustrato. En particular, la
transgalactosilacion, es una actividad secundaria a la actividad hidrolitica principal que poseen
estas enzimas (Park y Oh, 2010). Varios estudios han demostrado que el nivel de actividad
transgalactosilasa, y por lo tanto el nivel y el tipo de GOS sintetizados en cuanto a grado de
polimerizacién y tipo de uniones entre los monémeros, son dependientes del origen y dosis de
la enzima entre otros factores (Otieno, 2010). Asimismo, para conseguir altos rendimientos en la
produccion de GOS se emplean soluciones concentradas en lactosa. En este sentido, el suero
de queseria representa una materia prima muy prometedora. Durante la Ultima década se ha
incrementado el valor comercial del suero por sus caracteristicas intrinsecas: proteinas de alta
calidad, contenido de lactosa, vitaminas y minerales, y por la necesidad de evitar su descarte ya
gue es un subproducto de la industria lactea altamente contaminante (Jelen, 2011). Una de las
tecnologias utilizadas para su procesamiento es la filtracion por membranas, la cual permite la
concentracion, separacion y el aislamiento de los macrocomponentes y también de algunos
microcomponentes. Especificamente, soluciones concentradas en lactosa para la sintesis de

Federacion
i ‘ ; UNIVERSIDAD
‘ 1 | iverstara — 1QQ @ NACIONAL oe. LITORAL



GOS se pueden obtener a partir del procesamiento del suero con una adecuada combinacion
de membranas de nano y ultrafiltracion.

OBJETIVOS
. Obtener una solucién concentrada de lactosa a partir de suero de queseria con
tecnologias de membranas empleando un equipamiento a escala piloto.
. Evaluar la performance de sintesis de GOS de cuatro preparaciones enzimaticas

comerciales de B-galactosidasas de diferentes origenes: E1 y E2 de Kluyveromices lactis, E3
de Saccharomyces marxianus var. lactis y E4 de Bifidobarterium bifidum.

Titulo del proyecto: Métodos analiticos para monitorear la hidrdlisis de lactosa y produccion de
galactooligosacaridos.

Instrumento: CAI+D Joven

Afo convocatoria: 2016

Organismo financiador: UNL

Director/a: Vénica, Claudia Inés

METODOLOGIA

Procesamiento del suero de queseria por membranas: se empled un equipo de filtracion por
membranas batch a escala piloto (HidroBiot, HBT UF 402, Argentina) recientemente
incorporado a la infraestructura de la FIQ y adquirido con proyecto FIN SET N° 005/2013 Dir. J.
Reinheimer (proyectos de fortalecimiento de las capacidades para la prestacion de Servicios
Tecnoldgicos del programa de innovacién Tecnoldgica, ANPCyT). Se utilizaron membranas
(Koch Membrane Systems Inc., USA) de ultrafiltracion (UF) (polietersulfona, 10000 Da) para
separar las proteinas de la lactosa y luego de nanofiltracion (NF) (poliamida, 200 Da) para
concentrar la lactosa. Un volumen de suero (aprox. 70 L) con 0,59 g/100 g de proteina se
proceso por UF. Un permeado de UF (aprox. 190 L) con 10 °Brix (medido con refractémetro,
gue equivale a la concentracién de lactosa) se procesé por NF.

Experiencias de incubacién: alicuotas (300 mL) de la solucion de lactosa se incubaron con las
enzimas durante 240 min a 42 °C; para las enzimas E1, E2 y E3 se trabaj6 con una sola dosis
(D1) y con la enzima E4 se probaron tres dosis (D1, D2 y D3). Se analiz6 la evolucién del perfil
de carbohidratos (GOS, lactosa, glucosa y galactosa) durante la incubacion, segun Vénica y col,
(2015), utilizando un sistema HPLC de intercambio iébnico marca Perkin EImer (Estados Unidos),
Para ello, se utilizé una columna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) y un guarda columna
Aminex Cation-H* (30 mm x 4,6 mm) (Aminex, Biorad Laboratories, Estados Unidos). Las
corridas cromatograficas se realizaron manteniendo la temperatura de la columna a 65 °C, el
flujo a 0,6 mL/min y empleando una fase moévil de H,SO4 0,01 M. Un detector de indice de
refraccion (IR) permitio la deteccion de los carbohidratos. Para realizar la identificacion y
cuantificacion de azlcares se utilizaron muestras patrén de lactosa, glucosa y galactosa,
obteniéndose los correspondientes picos de dichos compuestos y un pico para los GOS totales.
Estos Udltimos no fueron analizados mediante otras técnicas para determinar la cantidad de
residuos glicosidicos presentes. Los resultados se expresaron como porcentaje del area de
cada compuesto con respecto al area total. Asimismo, se calculd el rendimiento de GOS en
cada punto de muestreo (area de GOS/area de lactosa inicial x 100).

Dada una posible proteccion de los resultados se reservan los detalles y condiciones
tecnoldgicas ensayadas.
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RESULTADOS

Mediante el proceso de UF se logro separar satisfactoriamente las proteinas en el retentado (40
L) conteniendo 0,99 g/100 g de proteinas (factor de concentracion: alimentacién/retentado =
1,75) y un permeado (30 L) con 0,08 g/100 g de proteinas. Con la membrana de NF se
obtuvieron un permeado (130 L) con 3 °Brix y un retentado (60 L) con 25 °Brix (factor de
concentracion 3,17). Esta solucion concentrada en lactosa (retentado de NF) fue empleada para
la sintesis de GOS por tratamiento enzimatico.

En la Figura 1 se observa la evolucion de la formacion de GOS para las cuatro enzimas
ensayadas durante la incubacion. Las enzimas E1, E2 y E3 demostraron similar performance
con la dosis D1, ya que los maximos rendimientos de GOS fueron similares (aprox. 15%),
mientras que la enzima E4 con la dosis D1 tuvo menor capacidad de sintesis (5,5%). La
presencia de GOS fue evidente desde el inicio de la incubacién (30 min) para las cuatro
enzimas ensayadas; los maximos niveles se alcanzaron entre los 90 y 135 min para E1, E2 y
E3 y luego se aprecié una ligera disminucién hacia los 240 min. La capacidad transgalactosilasa
de la enzima E4 fue muy inferior a las restantes, ya que aun con mayores dosis (D2 y D3) el
méximo rendimiento fue de aprox. 6%. El efecto del incremento de la dosis de enzima se
evidencia en el tiempo en que se obtiene el maximo rendimiento; en efecto, con D3 el maximo
rendimiento se obtuvo a los 90min, mientras que con D2 se consiguié a los 180 min. Similares
resultados fueron reportados por otros autores (Palai y col. 2012, Urrutia y col., 2013).
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Figura 1: Evolucién de la formacién de GOS durante el proceso de hidrdlisis/transgalactosilacién.

En la Figura 2 se observa, a modo de ejemplo, la evolucion de los carbohidratos durante la
incubacion con la enzima E2; un comportamiento similar se obtuvo para las otras enzimas. Los
niveles de lactosa disminuyeron paulatinamente, alcanzando a los 240 min una conversién de
aprox. 78% para E1, E2 y E3 con la dosis D1, y de 60, 80 y 90% para E4 con las dosis D1, D2 y
D3, respectivamente. Contrariamente, los niveles de glucosa y galactosa se incrementaron
durante todo el periodo de incubacion. El porcentaje de area de la glucosa a los 240 min estuvo
entre el 35y 40% para las enzimas E1, E2, E3 y E4-D2, para E4-D1 fue menor (27%) y para
E4-D3 fue mayor (45%). Los niveles de galactosa fueron siempre menores a los de glucosa
para todas las enzimas y dosis ensayadas, ya que parte de la galactosa estad comprometida en
la formacion de GOS. Los valores fueron de 28, 27 y 22% para las enzimas E1, E2 y E3,
respectivamente, mientras que para E4 fue de 25, 37 y 43% para la dosis D1, D2 y D3,
respectivamente, lo que esta relacionado con la menor produccion de GOS que tuvo esta
enzima.
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Figura 2: Evolucion de los carbohidratos durante el proceso de incubacion de una solucién de lactosa
con la enzima E2.

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se logrd, en una primera etapa, obtener una solucion
concentrada en lactosa a partir del suero de queseria empleando el equipo de membranas
escala piloto recientemente instalado en la FIQ. En una segunda etapa, se procedié a ensayar
la capacidad de cuatro enzimas (-galactosidasas comerciales para producir GOS a partir de la
solucién de lactosa. De las cuatro enzimas estudiadas, tres fueron las mas promisorias (E1, E2
y E3) y para la dosis ensayada el méximo rendimiento de GOS se obtuvo entre los 90 y los 135
minutos. El presente estudio resulta un aporte para darle un valor agregado al suero de
gueseria, un subproducto industrial abundante en nuestro pais y que muchas veces es vertido
como efluente liquido siendo contraproducente para el medioambiente.
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