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PROCESOS

Produccion de hidrolizado de proteina
de suero en polvo: liofilizacion vs.
secado por aspersion

Vico Ana Paulal, *; Diaz Vergara Ladislao Ivan!; Ribotta Pablo Daniel2 y Montenegro Mariana

Angélical.
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Las proteinas del suero son un co-producto de la
produccion lactea con excelentes propiedades nutri-
cionales, bioldgicas y tecnologicas, lo que las con-
vierte en un foco de interés para su implementacion
en la industria alimentaria. La hidro6lisis enzimatica
es una estrategia que modifica la funcionalidad de
las proteinas del suero. Diferentes procesos previos
y posteriores a la hidrélisis pueden influir en la fun-
cionalidad final de las proteinas, siendo el secado
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uno de las mas relevantes. El objetivo de este trabajo
fue evaluar las caracteristicas de un hidrolizado de
proteina de suero en polvo obtenido mediante seca-
do por liofilizacion y aspersién. Para ello, el hidroli-
zado de proteina de suero (WPH) fue producido a
partir de aislado de proteina de suero (WPI) con qui-
motripsina y posteriormente secado por aspersion y
por liofilizacion, obteniéndose los productos WPHS y
WPHL, respectivamente. En ambos polvos se evalué
la composicién quimica, el grado de hidrolisis, el



perfil electroforético, el color, las propiedades emul-
sificantes y espumantes y la capacidad antioxidante
in vitro. Esta ultima se evalu6 mediante las técnicas
de desactivacién del radical catién ABTSs+, poder
reductor delion férrico (FRAP), quelacién de metales
y desactivacidon de los radicales ani6n superéxido
(02¢-) e hidroxilo (HOs). También se evalué el rendi-
miento de cada proceso. No se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas entre la compo-
sicién, el grado de hidrélisis y el perfil electroforético
de WPHS y WPHL. Asi como tampoco para el indice
de pardeamiento, la capacidad de formacion y esta-
bilidad de espuma y el indice de estabilidad de
emulsion. No obstante, WPHL present6 un indice de
actividad de emulsion superior a WPHS. Con respec-
to a la capacidad antioxidante, WPHL present6 valo-
res estadisticamente significativos iguales para
ABTSe+, superiores para FRAP y desactivar 02.—, e
inferiores para quelar metales y desactivar HOs res-
pecto a WPHS. Los resultados demuestran que tanto
el secado por aspersiéon como por liofilizacion pue-
den emplearse para obtener hidrolizados de protei-
nas de suero en polvo con elevada capacidad antio-
xidante e interesantes propiedades tecnolégicas.
También se resalta el mayor indice de actividad de
emulsién y rendimiento obtenidos con la tecnologia
de liofilizacion. Por lo tanto, la decision final del
método a utilizar se basara en una relaciéon de com-
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promiso entre los costos, la disponibilidad de equi-
pamiento y las caracteristicas finales deseadas del
polvo. Con respecto a esto Ultimo, resulta relevante
no so6lo considerar las propiedades bioactivas sino
también las tecnolégicas cuando se trata de nuevos
ingredientes alimenticios.

INTRODUCCION

El suero lacteo es un abundante subproducto de la
industria lactea que contiene en su composicién
proteinas de alto valor bioldgico y tecnolégico,
como B-lactoglobulina (B-Lg), a-lactoalbimina (x-
La), albimina de suero bovino (BSA), lactoferrina,
lactoperoxidasa, glicomacropéptido (GMP) e inmu-
noglobulinas. Por ello, diferentes productos comer-
ciales son fabricados mediante la concentracién de
las proteinas del suero para obtener concentrados
(WPC) y/o aislados (WPI) proteicos (Corrochano y
col., 2018).

La produccion de hidrolizados proteicos median-
te la aplicacion de enzimas es una estrategia
ampliamente estudiada en los ultimos afos. El pro-
ducto final de la hidrélisis enzimatica es un conjunto
de péptidos y aminoacidos libres cuyas caracteristi-
cas no sélo depende del tipo de sustrato y la especi-
ficidad de la enzima, sino también de la aplicacion
de pretratamiento, las condiciones de reaccién y los
tratamientos posteriores (Dullius y col., 2018). Estos

)
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PROCESOS

factores influyen en las propiedades biolégicas y tec-
noloégicas de los productos resultantes. Por lo tanto,
resulta interesante evaluar estas propiedades de los
nuevos ingredientes alimenticios desarrollados
dado que, ademas de los aportes a nivel fisiologico,
pueden afectar las propiedades fisicoquimicas y tec-
noldgicas del alimento. Actualmente, multiples estu-
dios ya han establecido que la hidrélisis enzimatica
modifica la funcionalidad de las proteinas nativas
(Ballatore y col., 2020; Corrochano y col., 2019;
Kheroufi y col., 2022; Vico y col., 2023a; Vico y col.,
2023b)

Por otro lado, el secado es un proceso primordial
para transformar los productos liquidos en polvos
mas estables, siendo la liofilizacién y el secado por
aspersion los mas cominmente utilizados en labo-
ratorios e industrias (Kleekayai y col., 2022). Es por
ello, que el objetivo de este trabajo fue evaluar las
caracteristicas de un hidrolizado producido a partir
de aislado de proteina de suero con quimotripsina
secado por dos procesos diferentes: liofilizacién y
aspersion.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se utiliz6 un aislado de proteina de suero (WPI) con
un contenido de proteina de 86,40 + 0,17% p/p (base
himeda) gentilmente donado por Arla Foods
Ingredients. La hidrélisis fue realizada con &-quimo-
tripsina de pancreas bovino (=40 U/mg) obtenida de
Sigma-Aldrich.

Hidrélisis enzimatica de WPI con quimotripsina
La hidrolisis de WPI con quimotripsina se llevd a
cabo bajo condiciones previamente optimizadas
(Vico y col., 2023b). Las cuales son una temperatura
de 46,5°C, tiempo de 3 h, relacién enzima/sustrato
de 0,017 y concentracién inicial de sustrato de 8%
p/v de proteina. El sustrato para la hidrolisis se pre-
par6 el dia anterior, para ello la cantidad correspon-
diente de WPI se disolvié en buffer fosfato 0,1 M (pH
8). Una vez finalizado el tiempo de hidrélisis, la enzi-
ma se inactivé a 80°C por 20 min y los hidrolizados
resultantes se enfriaron en bafio de hielo.
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Obtencion de los hidrolizados en polvo

El hidrolizado final se seco por liofilizacién (WPHL) y
por aspersion (WPHS). WPHL se obtuvo luego de 48 h
de tratamiento a un vacio final de 20 micrones de Hg
y 25°C en un liofilizador RIFICOR L-I-E300-CRT
(Imagen 1), con previa congelacién a-80°C. WPHS se
obtuvo con un Mini Spray Dryer BUCHI B290 (Imagen
2), cuyas condiciones fueron temperatura de entra-
daydesalida 120°Cy 68°C, caudal de alimentacién 6
mL/min, aspiracion 35 m3/h y velocidad de aire 600
L/h. Se calculé el rendimiento (R) de cada proceso de
secado segln la ecuacion 1.

MS
R (%) = H—ijlﬂﬂilj

Donde MSA y MSD son las masas de sélidos antes y
después del secado.

Imagen 1- Liofilizador RIFICOR L-1-E300-CRT.




Imagen 2 - Mini Spray Dryer BUCHI B290.

Composicion quimica y grado de hidrélisis

El contenido de proteina se evalué por el método de
Kjeldahl. La humedad se determin6 por método de
referencia en estufa a 105°C hasta peso constante.
Para el contenido de ceniza la muestra se calcin6 y
luego se someti6 4 h a 550°C en mufla. Se cuantifica-
ron las azlcares totales por el método de Fenol-
Sulftrico. El grado de hidrélisis (GH) se determiné
mediante el método del ortoftaldehido (Nielsen y
col., 2001).

Perfil proteico por electroforesis en gel de poli-
acrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE)

Se analizé el perfil proteico de los hidrolizados
mediante glicina electroforesis en gel de poliacrila-
mida con dodecilsulfato de sodio (Glicina-SDS-
PAGE) segin Laemmli (1970) con modificaciones
segln se describe en Ballatore y col. (2020). Junto
con las muestras de WPHL y WPHS se corrieron un
marcador de peso molecular (MW) de entre 116-14,4
KDa, WPl y los patrones de las proteinas séricas BSA

y B-Lg.

Propiedades tecno-funcionales

La determinacién del color se basé en el espacio de
color CIELab compuesto por las tres coordenadas
colorimétricas L*, a* y b* utilizando un colorimetro
(Konica Minoltta CR-400). A partir de las coordena-
das CIELab obtenidas, se calculé el indice de parde-
amiento (IP) utilizando las ecuaciones 2y 3 (Badiny
col., 2020).

_ 100(X - 0,31)

P 0,17

(2)

~ (a" +1,75L")
= 5.645L + @ —3,012b") -

X 3)

Las propiedades emulsificantes se evaluaron
mediante el indice de actividad de emulsion (EAI) y
el indice de estabilidad de emulsion (ESI), cuantifi-
cados mediante las ecuaciones 4 y 5, respectiva-
mente, (Shiy col., 2020). Las emulsiones se prepara-
ron mezclando 30 mL de una dispersién de proteina
al 0,05% p/v (pH=7) con 10 mL de aceite de soja
mediante homogeneizacion a 10000 rpm por 2 min.

kual

cheese moulds

No hay queso
sin molde
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Se tomaron 10 pL del fondo de la emulsién homoge-
neizada, se agregaron a 5 mL de una solucién de SDS
al 0,1% p/v y se ley6 la absorbancia a 500 nm. El
mismo procedimiento se repitié a los 10 min.

2x2, 303 xAgxDF

EAI (m*/g) = Cx{1 — @xlx10000 (4)

ESI%) = ?:mn {5)
(]

Donde DF es el factor de dilucién (500), C es la con-
centracion de proteinas en g/cm3, O es la fraccidn
del volumen de aceite (1/4), | es el paso 6ptico (1
c¢m), A0 y A10 son las absorbancias a 500 nm corres-
pondientes a los 0y 10 min.

Las propiedades espumantes se evaluaron mediante
la capacidad de formacion de espuma (CE) y la estabi-
lidad de la espuma (EE) empleando las ecuaciones 6 y
7, respectivamente, (Shiy col., 2020). Para ello, 20 mL
(V0) de una solucién de proteina al 1% p/v se homoge-
neiz6 a 10.000 rpm por 2 min, y el volumen de espuma
obtenido fue registrado (V1). Luego de 30 min, el volu-
men de la espuma fue nuevamente registrado (V2).

V-V
CE (%) = !r 2 x100 (6)

[

V=V,
= 7T
EE(%) V. oy, *100 )

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determiné por ABTS**
seglin Re y col. (1999) con adecuaciones segun
Ballatore y col. (2020) y se expresé como la concen-
tracion de proteina (mg/mL) necesaria para inhibir el
50% del radical (Cls). El poder reductor del ion férri-
co (FRAP) se determin6 seglin Benzie y Strain (1996)

con modificaciones para proteinas de suero segin
Corrochano y col. (2019) y se expres6é como equiva-
lente en trolox (TEAC) en pmol trolox/g proteina.
Para la determinacién de la desactivacién del radical
anion superoxido (02+) y del radical hidroxilo (HO«)
se empled el método de autooxidacion del pirogalol
apH=7,4(Li,2012) y el método de la de-soxirribosa
(Vanden Braber y col., 2018), respectivamente. La
capacidad quelante del hierro (Il) se determiné por
el método de la ferrozina segiin Decker & Welch
(1990) con modificaciones. Estos Ultimos se expresa-
ron como Clgy.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado
y los datos se presentan como la media + desviacion
estandar. Los resultados se compararon mediante
ANOVA y prueba de Tukey utilizando InfoStat 2014/e
(Grupo InfoStat, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina).

RESULTADOS Y DISCUSION
En el proceso de liofilizaciéon se obtuvo un rendi-
miento del 93%, mientras que en el del secado por
aspersion un rendimiento del 74%. Sin embargo, el
valor del rendimiento del secado por aspersién
puede ser optimizado modificando distintos para-
metros como las condiciones de secado, la concen-
tracion de sélidos iniciales, ciclones de alta eficien-
cia, etc., lo cual no ha sido el objeto de este trabajo.
El proceso de secado no influyé en el GH (WPHL =
12,7 +0,4% yWPHS = 12,9+ 0,0%) asi como tampoco en
el contenido de proteinas y humedad, dado que no se
observan diferencias significativas (Tabla 1). Sin
embargo, esimportante resaltar que los parametros de
las condiciones de secado pueden influir en las carac-
teristicas finales de los polvos (Kleekayai y col., 2022).

Tabla 1 - Composicion porcentual (% p/p) de WPHL y WPHS en base hiimeda.

Componente WPHL

Proteina 82,88 £ 0,262
Humedad 5,40 + 0,082
Cenizas 9,64 + 0,042
Azlcares 0,75+ 0,012

WPHS
82,76 + 0,242
5,57 + 0,032
9,28+ 0,11b
0,79 + 0,022

Medias con letras diferentes en la misma fila poseen diferencia significativa (p<0,05).

LY TECNOLOGIA LACTEA LATINOAMERICANA N° 127



Imagen 3- Perfil proteico mediante Glicina-SDS-PAGE.

MW  BSA B-

45 KDa -
35 KDa -

25 KDa -

18,4 KDa -
14,4 KDa -

WPl WPHL WPHS

- BSA (66,2 KDa)

- B-Lg (18,4 KDa)

- a-la (14,2 KDa)

Tabla 2 - Propiedades tecno-funcionales de WPHL y WPHS.

Muestra IP EAI (m2/g)
WPHL 1,90 + 0,232 316+ 32
WPHS 2,07 £ 0,062 279 +13b

ESI (%) CE (%) EE (%)
84 + 32 247 + 6 86 + 52
88%72 245 + 52 93+12

Medias con letras diferentes en la misma columna poseen diferencia significativa (p<0,05).

En el perfil electroforético obtenido mediante
Glicina-SDS-PAGE (Imagen 3) no se observa diferen-
cia entre WPHL y WPHS. Esto demuestra que los pro-
cesos de secado no afectaron el perfil proteico, lo
cual esta en concordancia con el analisis de los GH
obtenidos.

El color de WPHL y WPHS se evalu6 para determi-
nar el efecto del proceso de secado sobre la aparien-
cia fisica de los polvos y su posterior repercusion en
las caracteristicas sensoriales. No obstante, no se
encontraron diferencias significativas entre los valo-
res de IP de WPHL y WPHS (Tabla 2). Kleekayai y col.
(2022) no encontraron evidencias de formacion de
productos de reaccién de Maillard que puedan con-
tribuir al pardeamiento del hidrolizado secado por
aspersion.

Con respecto a las propiedades emulsificantes y
espumante (Tabla 2), el proceso de secado sola-
mente influyé en el EAI, siendo la liofilizacion la tec-
nologia mas adecuada. Esto podria deberse a un
efecto sobre la hidrofobicidad superficial de las pro-
teinas, dado que no se observé diferencia en el GH
entre WPHL y WPHS, como se mencion6 anterior-
mente. Chen y col., (2012) reportaron que el secado
por aspersion tuvo un impacto perjudicial significati-
vo sobre las propiedades emulsificantes y espuman-
tes de hidrolizados de clara de huevo con papaina
respecto a la liofilizacion. Por otro lado, Gong y col.,
(2016) encontraron que tanto los EAl y ESI como la
estructura de aislados de proteina de mani prepara-
dos por secado por aspersion y liofilizacién eran sig-
nificativamente diferentes. Estos autores concluye-

TecNoLoGIA LACTEA LATINOAMERICANA v 127 [EET
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Tabla 3 - Perfil de capacidad antioxidante de WPHL y WPHS.

Muestra ABTS™*

Clgot
WPHL 0,0235 + 0,00032 20,8 + 0,22
WPHS 0,0247 +0,00062 19,6 + 0,2b

Quelacion

Fe(ll) Clgy!
1,01+ 0,01b 0,88 + 0,052 0,63 + 0,012
1,53 + 0,012 0,74 + 0,02b 0,61 + 0,01b

Medias con letras diferentes en la misma columna poseen diferencia significativa (p<0,05).

1mg proteina/mL, 2umol trolox/g proteina.

ron que ambos métodos de secado pueden usarse
para producir polvos de aislado de proteina de mani
con estructura y propiedades emulsificantes dife-
rentes.

La capacidad antioxidante de WPHS no mostr6
diferencia estadisticamente significativa para
ABTS", fue significativamente menor para FRAP y
02+, y significativamente mayor para HO* y quela-
cion de metales respecto a WPHL (Tabla 3). Por lo
que se podria decir que la capacidad antioxidante
fue influenciada por el proceso de secado, pero sin
mayor impacto. Lo cual se encuentra en concordan-
cia con estudios previos. Kleekayai y col. (2022)
reportaron que el efecto del proceso de secado se
reflejé en diferencias significativas o no sobre valo-
res de TEAC y ORAC de hidrolizados de un concentra-
do de proteina de suero (WPC 80) con Alcalase® y
Prolyve® bajo distintas condiciones de pH. Mientras
Chen y col., (2012) reportaron que el proceso de
secado no influy6 significativamente sobre la activi-
dad antioxidante (DPPH, poder reductor y peroxida-
cion lipidica) de hidrolizados de clara de huevo con
papaina.

CONCLUSIONES
Dado que el secado es uno de los pasos mas costo-
SOS y que consume mas energia en los procesos
industriales y que el secado por aspersion se usa
comunmente para fabricar alimentos y productos
lacteos en polvo a escala industrial, es que resultd
relevante evaluarlo como un posible método de
secado y compararlo con la liofilizacion.

Los resultados demuestran que tanto el secado
por aspersién como por liofilizacién pueden ser
aprovechados para obtener hidrolizados de protei-
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nas de suero en polvo con elevada capacidad antio-
xidante e interesantes propiedades tecnoldgicas.
En donde las principales diferencias se destacan en
un el mayor indice de actividad de emulsién y ren-
dimiento obtenidos con la tecnologia de liofiliza-
cion.

Aunque la decisién final se basara en una rela-
cion de compromiso entre los costos, disponibili-
dad de equipamiento y las caracteristicas finales
del producto, este trabajo sienta los precedentes
para que ambos procesos de secado puedan
emplearse y no limita a la industria a un solo tipo
de tecnologia.
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