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En la Argentina, el 90% del lactosuero de que-
seria es descartado provocando contaminacion
ambiental. Este importante subproducto
podria ser utilizado para elaborar bebidas fer-
mentadas funcionales de mejor digestibilidad y
elevado contenido proteico. En este trabajo se
estudio la capacidad de ciertas bacterias lacti-
cas (BAL) de crecer en lactosuero y de degradar
la B-lactoglobulina (BLG), proteina mayoritaria
del lactosuero resistente a la digestion y poten-
cialmente alergénica. Las BAL fueron capaces
de crecer en lactosuero, liberar aminacidos y
reducir el pH y el contenido de lactosa. La

hidrélisis de BLG por las BAL incrementd la concentracion de aminoacidos y péptidos peque-
fios, de mayor asimilaciéon en el intestino. La presencia de polisacaridos en la matriz alimenta-
ria aumentaria la digestibilidad de BLG. Las BAL seleccionadas podrian ser usadas en la ela-
boracién de nuevos productos funcionales de lactosuero.

Introduccion

El lactosuero es el principal subproducto de la indus-
tria quesera. En la Argentina el 80% de la produccion
de quesos se procesa con tecnologia tradicional, dese-
chandose el 90% del lactosuero al medio ambiente,
con la consecuente contaminacion ambiental.
Actualmente, en las grandes plantas lecheras el lacto-
suero es recuperado y secado por spray o separado en
sus componentes por medio de ultrafiltracion para
obtener lactosa y concentrado proteico de suero (CPS).

En la Argentina, la lactosa obtenida (6.935
ton/afio) es principalmente utilizada en la industria
farmacéutica, mientras que el CPS (4.380 ton/afio) se
comercializa como tal o hidrolizado y es destinado a
las industrias alimentarias y farmacopea. El CPS es uti-
lizado como suplemento dietario para deportistas
debido a su alta concentraciéon de aminoacidos ramifi-
cados(4 y se lo usa en la industria alimentaria en la
fabricacion de quesos para aumentar el contenido pro-
teico de los mismos, en productos de panificacion para
mejorar la crocantés sin el agregado de grasas, etc.

El lactosuero liquido esta compuesto por lacto-
sa (5%), agua (93%), proteinas (0.85%), minerales
(0.53%) y grasas (0.36%), por lo cual los productos deri-
vados del mismo proveen sélidos de leche con bajo con-
tenido en grasas y alto contenido en calcio, que son uti-

lizados en la fabricacion de varios productos reducidos
en calorias (yogures, quesos untables, etc) 9).

Las principales proteinas del lactosuero son f3-
lactoglobulina (BLG) (53%) y a-lactoalbumina (ALA)
(13%), mientras que las inmunoglobulinas, albuminas
séricas y proteasa-peptonas se encuentran en menor
concentracion. La BLG esta ausente en la leche huma-
na, es altamente resistente a la digestion gastrica y es
la principal causante de intolerancia oral y alergia a la
leche de vaca, especialmente en nifios menores de 3
afios® 8). La hidrdlisis de esta proteina puede poten-
cialmente reducir su alergenicidad y aumentar su
digestibilidad por medio de la liberacién de aminoéci-
dos y péptidos pequefios que son facilmente absorbi-
dos en el intestino(5),

La resistencia a la hidroélisis es un indicador de
la potencialidad que tiene una proteina de producir
alergia. Luego de la digestion, el andlisis del grado de
hidrélisis de la proteina, la secuencia y el tamafno de
los péptidos formados (entre 3-8 KDa) son indicadores
de una reduccion de alergenicidad2. La digestibilidad
de las proteinas presentes en el alimento puede ser
también afectada por la presencia de polisacaridos
debido a un aumento de la viscosidad del medio, un
cambio en la solubilidad de las proteinas o una dismi-
nucion de la actividad de las enzimas digestivas.
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En la industria alimentaria, se agregan polisacaridos a
los productos lacteos para mejorar la textura y disminuir
la sinéresis en productos como leches fermentadas
(especialmente bebibles y descremadas), flanes, cremas,
helados, etc. En la matriz alimentaria, compuesta por la
mezcla de proteinas y polisacaridos, estos polimeros
interactUan entre si de diversas maneras, dependiendo
de sus estructuras y de las condiciones del medio en el
que se encuentran (pH, fuerza idnica, etc.)8),

Las bacterias lacticas (BAL) son ampliamente
utilizadas en la industria alimentaria como cultivos ini-
ciadores y/o adjuntos en la elaboracién de diversos
productos fermentados®9). Estos microorganismos son
capaces de metabolizar azlcares, grasas y proteinas,
contribuyendo a la digestibilidad y conservacion de los
alimentos y mejorando sus caracteristicas organolépti-
cas. La mayoria de estas bacterias son capaces de
degradar lactosa y proteinas de origen lacteo gene-
rando péptidos, azlcares y acidos organicos que le
otorgan caracteristicas distintivas y valor agregado al
producto final. Ademas, ciertas BAL son capaces de
producir polisacaridos de gran diversidad respecto a su
composicion monomeérica y tamafio molecular®3).
Recientemente, se ha demostrado que algunas BAL
son capaces de degradar proteinas del lactosuero pre-
sentes en productos lacteos y de hidrolizar la porcion
alergénica de la BLG(. 4. 16),

Todas estas propiedades convierten a las BAL
en una alternativa interesante para ser utilizadas en la
elaboracion de bebidas fermentadas de lactosuero con
menor contenido de lactosa, mayor concentracion de
aminoacidos libres, mejor digestibilidad de sus protei-
nas y/o reducido contenido alergénico. En este trabajo
se estudio la capacidad de BAL de importancia indus-
trial de crecer en lactosuero, degradar sus proteinas,
principalmente BLG, y evaluar su digestibilidad en pre-
sencia de polisacaridos.

Materiales y métodos

Microorganismos y condiciones de fermentacion

Se emplearon 71 cepas de BAL de especies cominmen-
te usadas en la elaboracion de productos fermentados
(Lactobacilus casei, 26; L. acidophilus, 13; L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, 15 y Streptococcus thermophilus, 17)
pertenecientes a la coleccion de cultivos del Centro de

Figura 1. a) Crecimiento log (ufc/ml),

b) produccidon de acido (pH y acidez titulable),

c) actividad proteolitica por S. thermophilus

CRL 804, L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454
y L. acidophilus CRL 636 en lactosuero

incubado a 37°C durante 24 h.
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Figura 2 - Azucares residuales y produccion

de acidos organicos por

a) L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454,

b) L. acidophilus CRL 636,

c) S. thermophilus CRL 804.

Lactosa, galactosa, acido lactico,
acido acético, acido férmico, etanol.

Referencia para Lactobacilos (CERELA, San Miguel de
Tucuman, Argentina). Las fermentaciones se llevaron a
cabo con cultivos activos (inéculo 1% v/v) en lactosue-
ro reconstituido al 10% (p/v) a 37°C durante 24 horas.
Se determiné viabilidad celular (ufc/ml), pH, produc-
cion de acidos organicos y consumo de lactosa (HPLC),
produccion de compuestos de aroma (diacetilo-acetoi-
na)® y actividad proteolitica (mol de leucina libera-
da/ml) por el método de OPA®).

Degradacién de proteinas y anélisis de péptidos
liberados

La degradacion de BLG se evalu6 utilizando un sistema
de células no proliferantes, para evitar interferencias
con otras proteinas presentes en el lactosuero. Las célu-
las se incubaron con BLG pura en un sistema buffer
durante 6 horas y se determiné hidrélisis de esta prote-
ina mediante Tricina SDS-PAGE(7. El porcentaje de
hidrolisis se calculé por analisis densitométrico de los
geles utilizando el programa QuantiScan (BIOSOFT 1.5,
USA). Los péptidos fueron analizados por RP-HPLC®).

Digestibilidad de BLG

Se utilizé un sistema digestivo in vitro en dos etapas(®)
y se estudi6 el efecto de polisacaridos sobre la digesti-
bilidad de BLG. Los polisacaridos usados fueron: pecti-
na, de origen vegetal y EPS1190 y EPS804, producidos
por BAL (13). Con el fin de evaluar si los péptidos gene-
rados por hidrdlisis de BLG eran capaces de cruzar la
barrera intestinal, la hidrolisis por tripsina y quimio-
tripsina se realizé en bolsas de didlisis de 3y 8 kDa y los
péptidos liberados se analizaron por HPSEC (cromato-
grafia de exclusion molecular).

Figura 3 - a

I Control  CRL636 CRL454 CRL804
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-

Flgura 3 - Degracdacitn de BLL
&) godes dic Tricima 505-PAGE
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Figura 3 - B) cromatogramas de perfil

peptidico por RP-HPLC

a) L. acidophilus CRL 636,

b) L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454,
— ¢) S. thermophilus CRL 804, B

d) control, BLG sin degradar.

804) y produjeron &cido lactico y acético (0.4-0.7, 0.01-
0.09 mol/L, respectivamente, a las 24 hs de fermenta-
cion) (Figura 2).

Las BAL seleccionadas fueron capaces de
degradar la proteina mayoritaria (BLG) del lactosuero,
mostrando diferentes perfiles peptidicos (geles de
Tricina SDS-PAGE, Figura 3a) probablemente debido a
la presencia de proteasas celulares con especificidades
diferentes. La diferencia de los perfiles obtenidos fue
confirmada por RP-HPLC (Figura 3b). La mayoria de los
péptidos liberados presentaron caracteristicas hidrofi-
licas y el perfil obtenido fue dependiente de cepa. La
hidrolisis de BLG por tripsina y quimiotripsina (enzimas
presentes en el intestino) genera una gran variedad de
péptidos con residuos de aminoéacidos hidrofilicos®.

Resultados y discusion
Todas las BAL estudiadas fueron capaces de crecer (1-3
log ufc/ml) en lactosuero, siendo en general las cepas de
L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus las
mas acidificantes (pH 5.6 a las 6 horas de fermentacion).
Las cepas de L. casei fueron en general mas proteoliticas
(0.5-0.6 mol Leu/ml) mientras que las de S. thermophi-
lus mostraron baja protedlisis (0.3 mol Leu/ml) o consu-
mieron los aminoéacidos presentes en el lactosuero (-0.5
mol Leu/ml) en las primeras 6 horas de incubacion. El
80% de las cepas produjeron diacetilo, compuesto de
aroma caracteristico en yogures y leches fermentadas.
Se seleccionaron tres cepas (L. acidophilus CRL
636, L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454 y S. ther-
mophilus CRL 804) por las caracteristicas de su creci-
miento en lactosuero (2-3 unidades logaritmicas) y
actividad proteolitica (1.4 y 0.2 mmol Leu/L) (Figura 1).
En general, estos microorganismos mostraron
una lenta reduccion del pH durante las primeras horas
de incubacién alcanzando valores de pH 4.0 a las 24 hs.
Estas cepas degradaron lactosa entre 2-9%
(siendo el consumo mayor para S. thermophilus CRL
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Figura 4 - Degradacion de BLG por tripsina
y quimiotripsina en bolsas de dialisis de 3 y
8 kDa.

a) sin degradar

b) previamente degradada por

L. acidophilus CRL 636,

c) previamente degradada por

L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454.
MPM: marcador de peso molecular. 3 y 8:
BD de 3 y 8 kDa, respectivamente.
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Las diferencias en los péptidos observados podria estar
involucrada en la menor inmunoreactividad determi-
nada en las leches fermentadas por BAL(D),

Posteriormente, se estudio la digestibilidad de
BLG utilizando un sistema digestivo in vitro en presen-
cia de polisacaridos vegetales y bacterianos (Figura 4).
Los resultados mostraron que la presencia de polisaca-
ridos, especialmente pectina, aumentaba la digestibili-
dad de BLG cuando no era hidrolizada previamente
por las BAL. Sin embargo, la presencia de de estos poli-
meros facilitarian la formacion de péptidos potencial-
mente alergénicos (mayores de 3 KDa). La presencia de
los polisacaridos no influyé en la degradacion de BLG
cuando fue previamente hidrolizada por las BAL. Se
observaron péptidos mayores de 3 KDa al final de la
digestion cuando BLG fue degradada por L. acidophi-
lus CRL 636 y por el contrario, no se observaron pépti-
dos potencialmente alergénicos con L. delbrueckii
subsp. bulgaricus CRL 454 (Figura 5).

Conclusion

L. acidophilus CRL 636, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
CRL 454 y S. thermophilus CRL 804 podrian ser utiliza-
das en la elaboracion de alimentos o bebidas funcio-
nales de lactosuero con menor contenido de BLG,
mayor concentracion de aminoacidos y péptidos
pequefios, y menor contenido de lactosa.
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