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RESUMEN

El suero de queso o lactosuero es un subproducto de la fabricacidon del queso cuya produccion
mundial anual ronda los 200 millones de toneladas. Su contenido proteico es de 0,6 %, lo que significa 1,2
millones de toneladas de proteinas anuales. Este subproducto industrial contiene proteinas de alto valor
comercial todavia no recuperadas eficientemente en nuestro pais y en muchos lugares del mundo, siendo su
mayor valorizacién la produccién de suero en polvo, lactosa o concentrados proteicos totales. En este articulo
se muestra la gran cantidad de proteinas y otras moléculas que pueden ser recuperadas a partir del lactosuero
y se describen los métodos utilizados para su purificacién. Dentro de las proteinas de alto valor se encuentran
lactoferrina, lactoperoxidasa y osteopontina, ademas de las de valor intermedio como B-lactoglobulina, a-
lactalbumina, caseinomacropéptido e inmunoglobulinas. La purificacidon de estas proteinas haria rentable la
manufactura de un desecho industrial altamente contaminante.

PALABRAS CLAVE: lactosuero, proteinas valorizacion.
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SUMMARY
Valorization of cheese whey. A challenge for the industrial-scale chromatography

The lactoserum or cheese whey is a by-product of the manufacture of cheese whose annual world
production around 200 million tons. Its protein content is 0.6%, which means 1.2 million tons of annual
protein. This industrial by-product contains proteins of high commercial value not yet recovered efficiently in
our country and in many parts of the world, being the production of whey powder, lactose, or total protein
concentrates its higher valuation. This article shows the large number of proteins and other molecules that
can be recovered from whey and describes the methods for its purification. Within high-value proteins are
lactoferrin, lactoperoxidase and osteopontin, in addition to those of intermediate value such as the B-
lactoglobulin and a-lactalbumin, caseinomacropeptide and immunoglobulins. The purification of these
proteins would make cost-effective the manufacture of this industrial waste.

KEY WORDS: lactoserum, proteins, valorization.

INTRODUCCION

El suero de queso o lactosuero, es un subproducto derivado de la fabricacion del queso luego de
precipitar la caseina. Dependiendo del método empleado para coagular las caseinas, proteinas mayoritarias
de la leche, se obtienen diferentes suspensiones liquidas sobrenadantes que varian en sus caracteristicas y
composicion. Cuando la precipitacion de la caseina se lleva a cabo empleando enzimas coagulantes -
qguimosina o diferentes reninas- se obtiene el suero dulce, con un valor de pH que oscila entre 5,9 y 6,6.
Cuando la precipitacion se realiza por acidificacion de la leche -empleando bacterias productoras de acido
l[actico o por agregado de acidos orgdnicos o minerales- se obtiene el suero acido, cuyo valor de pH oscila
entre 4,3 y 4,6. En ambos casos, el suero representa un 80-90% del volumen de leche procesado y en él
permanecen el 50% de los nutrientes de la leche original, como ser: proteinas solubles, lactosa, minerales,
vitaminas (Bylund, 1995). La composicién del suero puede variar en funcion de distintos factores: fuente de
la leche (bovina, caprina, ovina, etc.), condiciones de cria y estado del animal, momento del afio y tipo y
calidad de procesamiento empleado (Ganju & Gogate, 2017; Mollea et al., 2013).

En términos generales, la produccién mundial anual de suero ronda los 200 millones de toneladas y el
mercado global para sus proteinas se estima en 9.000 millones de délares para el afio 2022. Aproximadamente
el 60% del suero generado mundialmente es industrializado, mientras que el suero remanente se dispone
para alimentacidon animal, para uso como fertilizante o directamente es descargado al ambiente como
desperdicio (Ganju & Gogate, 2017; Mollea et al., 2013; Baldasso et al., 2011). El suero de queso es
considerado uno de los productos que genera mayor polucion, con una demanda biolégica de oxigeno
superior a las 35.000 ppm, lo que representa un serio problema medioambiental. Esto es particularmente
importante en paises en desarrollo en los que el suero no es completamente industrializado y no hay
regulaciones gubernamentales que limiten o restrinjan su disposicion (Baldasso et al., 2011; Smithers, 2008).
El suero descargado a las napas reduce el nivel de oxigeno disuelto en agua, dificulta la biodegradabilidad e
implica un riesgo para el medioambiente y la salud humana (Ghaly et al., 2007).
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En Argentina, segun datos oficiales del INTI y del Ministerio de Industria, hay una produccion de 4.600
millones de litros de suero de queso por afio, de los cuales sélo el 40-45% es industrializado por 7 u 8 empresas
(Gonzalez, 2013; Castells & Schmidt, 2013). Durante mucho tiempo, las proteinas del suero de queso sirvieron
de alimento para porcinos o el suero fue eliminado por las cloacas o por los rios, o dispersado sobre el campo,
provocando contaminacion del medioambiente. El efecto contaminante de 400.000 litros de suero de queso
(el producido diariamente por una planta de porte mediano) es equivalente al de una ciudad de 1.250.000
habitantes.

En este momento la valorizacion mds eficiente en la Argentina (sélo un 20% del total producido) es la
obtencién de concentrados proteicos (WPC, whey protein concentrate) para uso alimentario por filtracién por
membranas de microfiltracidon (MF), ultrafiltracién (UF) y nanofiltracion (NF), con porcentajes de proteinas
con respecto a solidos totales de 35 a 85%. Debido al costo de los sistemas de membranas esta valorizacién
estd limitada principalmente a empresas que generan mas de 250.000 litros diarios de suero (Gonzalez, 2013).
Es importante destacar que el proceso de MF y UF no desnaturaliza las proteinas del suero, por lo que en los
WPC sus propiedades funcionales permanecen intactas. Este tipo de valorizacion involucra una gran inversion
de capital por parte de la empresa en tecnologia de membranas de filtracidn siendo imposible afrontar dichos
montos por empresas con pequefias producciones (generadoras de hasta 50.000 litros diarios de suero). En
estos Ultimos casos, la utilizacién del suero de queso para alimentacion del ganado o el desecho directo al
medioambiente son los destinos elegidos (Gonzalez, 2013).

A partir de los ultimos afios y en concordancia con el advenimiento del concepto de “alimentacién
funcional”, hay un creciente interés en la comercializacidon de diferentes productos derivados del suero de
gueso bovino debido fundamentalmente a las funciones, propiedades y potenciales aplicaciones reportadas,
como ser: antioxidante, antiinflamatorio, antiviral, antibacterial, antitumor/anticdncer, antiobesidad,
antidiabético, actividad antihipertensiva, proteccién cardiovascular, inmunomodulacién y prevencion de
osteoporosis, entre otras (Marshall, 2004; Patel, 2015). Mas aun, las proteinas del suero de queso, poseen
elevado valor nutricional debido a su alto contenido en aminodcidos esenciales asi como propiedades
fisicoquimicas ideales para su uso en alimentos (Gunasekaran et al., 2007; Gonzéles Siso, 1996).

Existe una gran variedad de productos, con diferentes niveles de valor agregado, que pueden
obtenerse del suero, como se muestra en la Figura 1. Los avances logrados en la tecnologia de membranas
filtrantes, -especialmente en ultrafiltracidon, microfiltracion y ésmosis reversa-, posibilitaron el tratamiento
del suero para separar sus componentes fundamentales como proteinas, lactosa y minerales. Esto dio lugar,
a su vez, a la comercializacidon de productos de valor agregado medio como es el caso de los concentrados de
proteinas séricas (WPC, del inglés whey protein concentrates), con concentraciones de proteina que varian
del 35 al 85% en base seca; proteinas aisladas del suero (WPI, del inglés whey protein isolates) con contenidos
proteicos del 90-98% y niveles muy reducidos de lactosa y grasas; suero reducido en lactosa; suero
desmineralizado asi como proteinas de suero hidrolizadas (WPH, del inglés whey protein hydrolysate) (Ganju
& Gogate, 2017; Mollea et al., 2013). M4as aun, el suero de queso como tal, o la lactosa permeada en el proceso
de ultrafiltrado, pueden ser usados como sustratos por varios microorganismos o procesos enzimaticos para
obtener distintos tipos de productos como alimento animal, nuevas proteinas, probidticos, acidos orgéanicos,
enzimas, carotenoides, bio-preservantes, gomas de origen bioldgico, polisacaridos y biopldsticos (Prazeres et
al., 2012; Yadav et al., 2015).
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Figura 1. Algunos productos que pueden ser obtenidos del suero del queso. WPC: whey
protein concentrate, WPIl: whey protein isolate, B-LG: [-lactoglobulina, CMP:
caseinmacropéptido, a-LA: a-lactalbimina, BSA: seroalbuminabovina, Igs: inmunoglobulinas,
LF: lactoferrina, LP: lactoperoxidasa, OPN: osteopontina. Tomado de Urtasun et al. (2018)

PROTEINAS DEL SUERO DE QUESO

De las diferentes posibilidades de procesamiento del suero de queso mostradas en la Figura 1, la
purificacién y produccién de las diferentes proteinas individuales resulta ser la que genera mayor valor
agregado. Sin embargo, debido a la naturaleza del suero de queso y a los muy elevados volimenes que es
necesario procesar, la recuperaciony purificacion de las distintas proteinas representa un importante desafio,
tanto en términos tecnoldgicos, como monetarios.

Las principales proteinas presentes en el suero poseen propiedades y cardcteristicas Unicas tanto a
nivel bioldgico como nutricional, y cada una tiene por tanto aplicaciones comerciales especificas.

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas y funciones de las diferentes proteinas presentes en el
suero de queso. De ellas, las mayoritarias son B-lactoglobulina (B-LG), caseinomacropéptido (CMP), a-
lactalbimina (a-LA), seroalbimina bovina (BSA) e inmunoglobulinas (Igs), representando un 45%, 20%, 15%,
5% y 10% del total de las proteinas del suero, respectivamente. Ademas, el suero contiene otras proteinas
minoritarias como lactoferrina (LF), lactoperoxidasa (LP) y otras alin mas minoritarias como la osteopontina
(OPN), lisozima (LZ) y factores de crecimiento. Los principales factores que afectan a la concentracion de cada
una de estas proteinas son el tipo de suero (dulce o acido) y el tipo de procesamiento a que fue sometido.
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Proteina MW (kDa) Conc. | Funciones Referencias
ypl (g/L)
- Fuente de aminoéacidos esenciales y ramificados
- Union y transporte de retinol, vitamin D, colesterol
y acido palmitico
18 - Unidn a é&cidos grasos libres y promocion de su | (Chatterton et al.,, 2006;
B-LG (5.4) 3,20 | absorcion en el neonato Marshall, 2004; Mollea et al.,
' - Inmunidad pasiva 2013; Santos et al., 2012)
- Metabolismo del fosforo
- Antihipertensivo, anticanceroso,
hipocolesterolémico
- Fuente de aminoécidos ramificados
CMP 7-9 150 - Ingrediente dietario para pacientes con | (Marshall, 2004; MclIntosh et al.,
(3,8) ' fenilcetonuria 1998)
- Funcion digestiva
- Fuente de aminoacidos esenciales y ramificados
" - Unién y adsorcién de calcio (Greene et al., 1999; Imafidon
a-LA @.4) 1,20 | - Actividad opioide, antihipertensivo et al., 1997; Marshall, 2004,
' - Inmunomodulador Mollea et al., 2013)
- Actividad antibacteriana y antitumoral
- Fuente de aminoécidos esenciales
66.4 » . . (Marshall, 2004; Santos et al.,
BSA 0,40 | - Proteccion contra radicales libres
(5.1) . o . 2012)
- Transporte, metabolismo y distribucion de ligandos
| 150-600 070 - Inmunomodulador (Mollea et al., 2013; Smithers,
gs , . .
(5;0- 8,0) - Inmunidad pasiva 2008)
- Actividad antioxidante, anti-inflammatoria,
antibacteriana, antiviral y anti-fungica
L 78 010 - Promotora del crecimiento de la flora intestinal | (Marshall, 2004; MclIntosh et al.,
(7,9) ' beneficiosa 1998)
- Transporte y regulacién del hierro
- Inmunomodulador
. . (Boots & Floris, 2006; Marshall,
79 - Antibacteriana
LP 0,03 » 3 . 2004; Mcintosh et al., 1998;
(9,6) - Prevencion del cancer de colon y piel .
Smithers, 2008)
- Inhibicién de la calcificacion ectopica
29 - Remodelado del hueso (Christensen & Sorensen,
OPN 0,02 L L .
4,2) - Exacerbacion de la fagocitosis por los macréfagos 2016)
- Induccién de la respuesta inmune TH1
14 ) ) (Chandan et al., 1968; Fox &
Lz > 0,001 | - Antibacteriana
(11,0) Kelly, 2006)
- Crecimiento y diferenciacion celular
Factores de . » B i . . (McIntosh et al, 1998;
o variable < 6.10° | - Proteccion y reparacion de células intestinales .
crecimiento » . Smithers, 2008)
- Reparacion de heridas

Tabla 1.Caracteristicas y funciones de las proteinas mas importantes del suero del queso.

B-LG:

B-lactoglobulina,

CMP:

caseinomacropéptido, o-LA:

a-lactalbimina,

BSA:

seroalbuiminabovina, Igs: inmunoglobulinas, LF: lactoferrina, LP: lactoperoxidasa, OPN:
osteopontina, LZ: lisozima. MW: peso molecular, pl: punto isoeléctrico.
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La mayoria de las proteinas listadas presentan actividades bioldgicas y efectos fisioldgicos tales que
son consideradas compuestos con propiedades funcionales, debido a que ejercen un rol beneficioso (o
preventivo de enfermedad crdnica) sobre el estado de salud y bienestar (Krissansen, 2007). Mds aun, muchas
de ellas, una vez que son parcialmente digeridas por distintas enzimas, dan lugar a péptidos bioactivos con
mejores y nuevas actividades fisioldgicas. Estas caracteristicas brindan a la industria lactea y al mercado de
ingredientes nuevas posibilidades basadas en el desarrollo de nuevos productos direccionados al creciente
sector de la alimentacion funcional (McIntosh et al., 1998). Asimismo, la mayoria de las proteinas al estado
puro muestran mejores propiedades funcionales respecto de las evidenciadas en el suero inicial o en mezclas
con otras proteinas, de alli se deduce el gran interés por el desarrollo de tecnologias que posibiliten la
recuperacion de proteinas puras de manera eficiente tanto técnica como comercialmente (Huffman & Harper,
1999; Imafidon et al., 1997).

PURIFICACION INDUSTRIAL DE PROTEINAS DEL SUERO DE QUESO

Como ya fue mencionado, varias proteinas especificas con valor comercial se hallan presentes en el
suero de queso. En términos generales, las pequefias compafiias producen un volumen medio de suero de
5.000 litros por dia mientras que las grandes compaiiias generan al menos 250.000 litros diarios. De esto se
deduce la importante inversién de capital que demanda el procesamiento del suero de queso para producir
proteinas al estado puro a partir de esta fuente, situacidon que sdlo puede ser afrontada por compaiiias de
gran porte.

La purificacion de proteinas especificas en el marco de la industria lactea implica el manejo y
conocimiento profundo de la tecnologia de filtracién con sistemas de membranas -ultra y microfiltracion,
6smosis reversa-. A estas escalas industriales, varias proteinas, fundamentalmente las mayoritarias presentes
en el suero, pueden ser parcialmente purificadas empleando diferentes estrategias de precipitacion.

En el caso de las proteinas minoritarias, su purificacién demanda otros tipos de tecnologia, como
aquellas basadas en fenémenos adsortivos. Estos procesos implican la captura y separacién -con mayor o
menor grado de selectividad- de estas proteinas, separandolas del resto de los componentes del suero.
Originalmente, estas estrategias fueron desarrolladas para la purificacion de proteinas en el marco de las
industrias biofarmacéuticas y biotecnoldgicas fundamentalmente, y forman parte de lo que se conoce como
operaciones de “recuperacién y purificacion” de bioproductos. Los soportes empleados para la adsorcién de
estas proteinas, las matrices cromatograficas, pueden ser de diferentes materiales -desde polimeros naturales
a plasticos sintéticos-, y las mayormente empleadas en la industria son elaboradas a base de agarosa
modificada mediante el acoplamiento de diferentes “ligandos” a través de los cuales estableceran distintos
tipos de interaccién con las proteinas. Es asi, que ligandos hidrofébicos interactuaran con parches
hidrofébicos superficiales de las proteinas, mientras que los ligandos/matrices con grupos idnicos
intercambiables interactuaran con los aminodcidos -u otros grupos- con carga opuesta de las proteinas.
Existen también los ligandos de afinidad, con una mayor especificidad en la interaccién, asi como con una
mayor “fuerza de atraccion”. En este tipo de procesos adsortivos existen interacciones simultaneas
involucrando uniones hidrofébicas, electrostaticas, Van der Waals y/o puente de hidrégeno, entre la matriz
de afinidad y la proteina.
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La estrategia adsortiva mas ampliamente utilizada para la purificacién de las proteinas del suero de
queso es la cromatografia de intercambio idnico. Dependiendo de su punto isoeléctrico (pl) y el pH del medio,
una proteina puede presentar una carga neta positiva o negativa, por lo tanto, el procesamiento del suero de
gueso mediante cromatografia de intercambio anidnico o catidnico puede ser empleado para la purificacion
de proteinas individuales o grupos de proteinas. En estos procesos, las proteinas son adsorbidas sobre el
material cromatografico mediante fuerzas electrostaticas y luego de sucesivos lavados -en los que son
removidos los componentes del suero que no interactian con la matriz- se procede a la desorcién o elucidn
de las proteinas mediante el incremento en la fuerza iénica o bien mediante el cambio del pH de la solucién
buffer empleada para este paso.

A

1

Figura 2. Comparacion entre cromatografia basada en particulas o en membranas. A) Sistema
basado en particulas. B) Sistema basado en membranas. 1. Difusién en el film, 2. Difusién en
el poro, 3. Cinética de union.

Los soportes cromatograficos comerciales tradicionalmente empleados en cromatografia de
intercambio idnico estdn basados en particulas esféricas con grupos idnicos cargados negativa o
positivamente. Se comercializan con diferentes tamafios de particula, que varia de los 15 a los 300 um, y
generalmente presentan una gran superficie interna por tratarse de materiales porosos (Figura 2A). Este tipo
de sistemas puede emplearse en la modalidad de tanque agitado (batch) o en la modalidad de lecho
empacado, en la que la muestra es forzada a fluir a través del material cromatografico adecuadamente
empacado. En estos sistemas basados en adsorbentes particulados, la adsorcion de las proteinas estd afectada
y limitada por los fendmenos de difusidn. La proteina debe difundir del seno de la solucién a la capa de
hidratacion alrededor de las particulas y de alli al interior del poro que es donde se halla la mayor densidad
de ligandos capaces de establecer las interacciones especificas con ellas, siendo este Ultimo aspecto afectado
por las respectivas cinéticas de adsorcidn cada proteina-ligando. Cuanto mayor sea el tiempo requerido por
la proteina para difundir al interior del poro de la particula cromatografica, mayor sera el tiempo requerido
para el procesamiento y por lo tanto menor serd la productividad del sistema empleado. De este modo, al
emplear particulas mas pequefias, se reducen los tiempos afectados a la difusidén, pero surgen otros
inconvenientes, como es el aumento en la contrapresidn del sistema pudiendo llegar incluso a la oclusion del
mismo en el caso del lecho empacado, o bien se puede dificultar la separacidn del material cromatografico
del medio del que se pretende capturar la proteina en el sistema batch, puesto que cuanto mas pequefia sea
la particula, menor sera su coeficiente de sedimentacion.

En el caso particular del suero de queso, por tratarse de un material crudo que puede contener tanto
particulas suspendidas con componentes grasos como una elevada carga de solutos, los sistemas
cromatograficos basados en particulas presentan limitaciones. El pretratamiento del suero en estos casos es
necesario para mejorar su procesabilidad y evitar por ejemplo la oclusidn de la columna cromatografica
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al trabajar en condiciones de lecho empacado. Ademas, con el objeto de mejorar la eficacia de los procesos
cromatograficos, muchas veces el suero debe ser pre-concentrado previo a la purificacién de proteinas
presentes en bajas concentraciones, reduciéndose también el volumen a procesar del material de partida. En
relacion con este Ultimo aspecto, los enormes volimenes que son necesarios procesar para producir
cantidades industrialmente significativas de sus proteinas con mayor valor comercial —debido a su baja
concentracion- representa también un importante desafio. Los aspectos asociados a la difusion de las
proteinas hacia el interior del poro de las particulas cromatograficas, limitan la velocidad del procesamiento
del suero de queso.

Con el objeto de salvar las dificultades antes mencionadas, existe un desarrollo continuo de nuevos
soportes cromatograficos y sus modos de empleo. En relacion a los sistemas basados en columnas
cromatograficas de lecho empacado, se han desarrollado particulas con didmetros mayores a los
convencionales (2300 um), lo que evita el incremento en la contrapresion del sistema y el bloqueo de la
columna, sin que se vea afectada la performance de los procesos de purificacion, sobre todo en relacion a los
rendimientos (Etzel, 2004; Fee & Chand, 2006; Kussendrager et al., 1997; Liang et al., 2011). En este sentido,
se han desarrollado mini esferas de quitosano de alta porosidad (90%) derivatizadas con diferentes ligandos
para purificar diferentes proteinas minoritarias del suero en modo batch y sin la necesidad de pre-
acondicionamiento del material de partida (Baieli et al., 2014 y 2017). Este tipo de sistemas podria ser
implementado por compaiiias de porte pequeiio y mediano con una menor inversion de capital respecto de
los procesos convencionales.

Los sistemas cromatograficos basados en membranas adsortivas implican el empleo de membranas —
fundamentalmente de microfiltracion- sobre las que se inmovilizan diferentes ligandos en las paredes internas
de sus poros, pudiendo de esta forma establecer interacciones especificas con proteinas (Figura 2B). En estos
sistemas, los fendmenos de transporte de masa estan principalmente gobernados por fendmenos de
conveccién mas que de difusion. El mismo flujo convectivo transporta a las proteinas a la superficie interna
de los poros de las membranas, y desaparece por tanto el fendmeno de difusidn hacia el interior del poro,
gue es el principal limitante de la velocidad de estos procesos cromatograficos (Théemmes & Kula, 1995). Los
sistemas convectivos permiten el procesamiento a elevadas velocidades sin que se vea afectada la capacidad
de adsorcion de las proteinas. Mas aun, el uso de las membranas adsortivas en combinacion con procesos de
filtracidn tangencial, como es el caso de los sistemas basados en membranas de fibra hueca, posibilita el
procesamiento de grandes volimenes de muestras -que pueden incluso contener material particulado- en
cortos periodos de tiempo en comparacion a otros sistemas cromatograficos (Plate et al., 2006; Voswinkel &
Kulozik, 2014; Wolman et al., 2007). Sin embargo, en la practica industrial, las membranas adsortivas no logran
aun su insercion debido a sus relativamente bajas capacidades adsortivas, a los problemas del taponamiento
y a cierta complejidad operativa propia de estos sistemas (Saxena et al., 2009; Steinhauer et al., 2015a and
2015b).

En las siguientes secciones se discutirdan algunos procesos industriales de purificacion,
fundamentalmente basados en precipitacion y en sistemas cromatograficos particulados. Ademas de
describirdn nuevos desarrollos tecnolégicos para afrontar problemas inherentes a la procesabilidad del suero
de queso.
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PURIFICACION DE PROTEINAS DEL SUERO DE QUESO. PROCESOS USADOS EN LA
INDUSTRIA

En el suero de queso, algunas proteinas estdn presentes en baja proporcién y sus propiedades
funcionales especificas no se manifiestan en el suero crudo. Generalmente, las técnicas desarrolladas para el
aislamiento de las proteinas se pueden dividir en dos categorias: las que apuntan a recuperar de forma no
selectiva la masa total de proteinas del suero (procesos denominados “recuperacion de proteinas del suero”)
y las que apuntan a recuperar de forma selectiva una o un grupo especifico de proteinas del suero para un
propdsito especifico o una propiedad funcional en particular (procesos denominados “fraccionamiento de las
proteinas del suero”)(Pearce, 1992).

Como ya fue discutido, el empleo de la tecnologia de filtracidn con membranas, posibilité la
recuperacion de las proteinas del suero de queso para dar lugar a diferentes productos como los WPC, WP,
sueros reducidos en lactosa, sueros desmineralizados y WPH (Ganju & Gogate, 2017; Mollea et al., 2013). Otra
estrategia implementada en la recuperacién de las proteinas del suero es el empleo de procesos de
desnaturalizacion térmica y coagulacion. La aplicaciéon de temperaturas superiores a los 802C da lugar a la
desnaturalizacion proteica seguida de coagulacién bajo condiciones especificas de pH y fuerza idnica (Pearce,
1992; Yadav et al., 2015). El precipitado obtenido en estos casos es posteriormente lavado para remover
excesos de sal y lactosa y sometido finalmente a un secado por spray, de esta forma el producto obtenido es
comercializado como un WPI. Sin embargo, en este tipo de WPI las proteinas se encuentran desnaturalizadas
y por tanto se pierden sus propiedades bioldgicas. Distintos WPH son obtenidos a partir de estos WPI
empleando diferentes proteasas animales, bacterianas o fungicas o combinaciones de estas enzimas. Estos
hidrolizados proteicos presentan una mayor solubilidad que los WPI de partida en un amplio rango de valores
de pHy los péptidos generados conservan muchas de las funciones atribuidas a las proteinas nativas (Brandelli
et al., 2015; Davis et al., 2006).

Las proteinas mayoritarias del suero de queso también pueden ser precipitadas de manera selectiva.
Cuanto mas cercano al pl de una proteina sea el pH de la solucidn, menor sera la solubilidad de esa proteina
y mostrara una tendencia a la agregaciéon en condiciones de baja fuerza idnica. Por ejemplo, la a-
lactoalbumina puede obtenerse por precipitacidn directa del suero ajustando el pH a 4,2 y calentando a 65°C.
De esta forma se obtiene un sobrenadante depletado de a-lactoalbimina y enriquecido en las proteinas
remanentes como la B-lactoglobulina (de Wit & Bronts, 1995; Pearce, 1983; Yadav et al., 2015). De modo
similar, pueden obtenerse precipitados de esta Ultima proteina a partir de sueros desmineralizados mediante
el ajuste del pH a 4,65 sin necesidad de tratamiento térmico (Amundson et al., 1982; de Wit & Bronts, 1995;
Etzel, 2004; Pearce, 1992).

La aplicacién de la cromatografia de intercambio idnico posibilita el fraccionamiento de las proteinas
del suero del queso para la obtencidn de diferentes productos comerciales. Si se considera la aplicacién a
nivel alimenticio de estos productos, hay que tener en cuenta que las matrices cromatograficas empleadas
deben cumplir con los requerimientos regulatorios exigidos por las autoridades competentes. El adsorbente
debe ser fisica y quimicamente estable, posibilitar operaciones en condiciones de elevado flujo operativo y
ser mecdnicamente estable en las condiciones de presion de trabajo del material (especialmente en los
sistemas de lecho empacado) permitiendo su reutilizacién en multiples ciclos sucesivos, debe ser estable a las
condiciones de limpieza y sanitizacion, ser asequible y de bajo costo, tener una porosidad adecuada tal que
asegure el ingreso de las moléculas proteicas y una capacidad adsortiva suficientemente elevada, no debe ser
téxico y no deben desprenderse restos del material ni liberarse alglin grupo quimico en las condiciones de
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uso a lo largo del tiempo. Estos Ultimos requerimientos son las principales caracteristicas que deben satisfacer
los soportes cromatograficos para ser considerados de “grado alimenticio” por las autoridades regulatorias
de cada pais.

En términos generales, la cromatografia en lecho empacado es elegida por sobre la cromatografia en
batch. En esta ultima el suero de queso es agitado en un tanque o reactor junto con el material cromatografico
particulado. La adsorcién tiene lugar por un periodo de tiempo, pudiendo el sistema evolucionar o no a la
condicién de equilibrio. Luego, la matriz cromatografica es lavada y finalmente las proteinas adsorbidas son
eluidas. Los procesos de purificacion en modo batch son procesos de baja productividad en funcion del
elevado tiempo de operacidn, puesto que cada etapa requiere la recuperacidn de la matriz cromatografica,
el vaciado y el posterior rellenado del tanque con las diferentes soluciones. La adsorcidn en batch se prefiere
para la captura de proteinas a partir de muestras crudas y/o complejas como es el suero sin previa
clarificacion. Por otro lado, en el caso de los procesos en columna, las particulas cromatograficas son
empacadas en una columna vy las diferentes soluciones pasan a través del lecho empacado. Esto implica la
previa clarificacidn y filtracion del material de partida para prevenir la oclusidn de la columna por particulas
de tamafio mayor a los espacios inter-particulas del material cromatografico. En ambos modos operativos, la
captura de las proteinas sobre el material adsorbente facilita su concentracidn, ya que tanto el volumen del
adsorbente como el volumen de la solucién empleada para la elucion, son muy inferiores al volumen de suero
de queso procesado. La combinacidn de ambos modos operativos es también una alternativa viable,
procediendo a la etapa de adsorcidn en batch y a las etapas subsiguientes en condicidn de lecho empacado.

En algunos casos, todas las proteinas presentes en la mezcla son adsorbidas en forma simultanea, los
contaminantes lavados, y luego cada proteina es eluida en forma selectiva. Este es el caso de varias proteinas
comerciales derivadas del suero de queso. Luego de una etapa de clarificacién y remocién de lipidos, el pH
del suero se ajusta a 4,0 y se hace fluir a través de una columna intercambiadora de cationes. En funcién del
pl de las proteinas de suero (Tabla 1), en esa condicién de pH la mayoria de las proteinas adquieren carga
neta positiva y son por tanto capaces de interactuar con matrices cromatograficas con carga negativa,
mientras que el CMP, la lactosa y los minerales, pasan a través de la columna sin ser retenidos. Luego de varios
lavados para remover los contaminantes inespecificamente adsorbidos, las proteinas pueden ser eluidas
mediante un cambio de pH o un incremento de fuerza idnica de la solucién empleada para la desorcion. Una
posibilidad es eluir todos los componentes proteicos juntos en un Unico paso, para obtener en este caso un
WPI no desnaturalizado, libre de lactosa y minerales y parcialmente libre de CMP. Este WPI presenta mejores
propiedades de solubilidad respecto del WPI obtenido por coagulacidn (Pearce, 1992). Otra posibilidad es la
elucidn selectiva de la a- lactalbumina (pl 4,4) empleando una solucidn de fuerza iénica moderada y luego
eluir cuantitativamente el resto de las proteinas adsorbidas (Etzel, 2004). Este proceso da lugar a dos
productos comerciales: a- lactalbimina con pureza mayor al 80% y un WPI enriquecido en B-lactoglobulina
con bajo contenido en a- lactalbimina. En este caso, la mayor parte del CMP, la lactosa y los minerales pasan
a través de la columna empacada con el intercambiador de cationes cuando el pH es de 4,0. A este valor de
pH o a menores, el CMP se encuentra en la forma de mondmero con un peso molecular de 9 kDa. Sin embargo
a valores de pH de 5,0 o mayores, el CMP se encuentra en la forma de polimero y su peso molecular es de 45-
50 kDa. De esta forma, al variar de 4,0 a 7,0 el pH del material que no interaccioné con la matriz
cromatografica, el CMP forma un agregado que puede separarse del resto de los contaminantes (lactosa y
minerales) mediante el empleo de sistemas de membranas de ultrafiltracién con valores de corte de 10 kDa
y en condiciones de filtracién tangencial. Esto da lugar a nuevos productos puros (CMP con pureza mayor al
90%) para su comercializacién (Davis et al., 2002; Kawasaki et al., 1993).
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Otras proteinas del suero de queso que se comercializan son la LF y la LP. Estas son las proteinas con
mayor pl (Tabla 1) y pueden interactuar con una matriz intercambiadora de cationes a valores de pH de 7,0
mientras que el resto de las proteinas del suero pasan sin interaccionar a través del soporte cromatografico.
Debido a la baja concentracién en que se encuentran estas proteinas, el suero usualmente debe ser
previamente concentrado y acondicionado para mejorar la performance del proceso cromatografico. Otra
alternativa es la remocién previa de las proteinas mayoritarias para asegurar una adecuada y rapida adsorcion
de LF y LP a la matriz cromatografica. Como ya se menciond, para ser procesado en condicién de lecho
empacado, el suero debe ser previamente clarificado y desgrasado para evitar la oclusion y el incremento en
la contrapresion del sistema (Fee & Chand, 2006; Fweja et al., 2010; Okonogi et al., 1988; Ye et al., 2000).

NUEVAS ESTRATEGIAS Y DESARROLLOS RECIENTES

En los ultimos 15 afios, el sector lacteo-industrial ha empleado matrices cromatograficas de grado
alimenticio para la purificacion de proteinas del suero de queso con tamafios de particula mayores a las
empleadas tradicionalmente en las industrias biotecnoldgicas y biofarmacéuticas (~¥300 um versus ~50 pm).
En el caso de las operaciones en lecho empacado, el uso de mayores tamafios de particulas en el material
adsorbente previene —como fue mencionado- tanto el aumento en la contrapresion del sistema como el
taponamiento del mismo, y posibilita el procesamiento a mayores velocidades. Mas aun, en el caso del modo
batch, estas mayores particulas poseen un mayor coeficiente de sedimentacidn lo que facilita la separacion
de la matriz del sobrenadante (Etzel, 2004; Fee & Chand, 2006; Kussendrager et al., 1997; Liang et al., 2011).
Sin embargo, aun utilizando tales matrices cromatograéficas, el suero de queso debe ser acondicionado para
su procesamiento. Por ejemplo, para una columna empacada con particulas cromatograficas de 200 um de
didmetro, el suero debe ser filtrado con filtros con poros de alrededor del 4% del didmetro de la particula para
prevenir el taponamiento de la columna. En este caso, la filtracién del suero deberia ser llevada a cabo con
una malla con poro de 8 um (Etzel, 2004). Por otro lado, para garantizar la rentabilidad favorable de los
procesos y considerando al material cromatografico como uno de los insumos de mayor costo, debe
asegurarse su durabilidad y empleo en multiples ciclos de utilizacion. En este sentido, el suero de queso tiende
a atentar contra la vida util de estos materiales al “envenenarlos” con material lipidico residual (Pearce, 1992).
Por lo tanto, un pre-tratamiento de deslipidacidn es usualmente implementado para aumentar la vida util
del material cromatografico y maximizar el rendimiento de los productos purificados. La reutilizacion del
material cromatografico resulta realmente determinante para asegurar procesos econdmicamente
competitivos. En este sentido surgieron nuevos desarrollos cromatograficos tendientes a eliminar la
necesidad de pre-tratamiento del suero para su procesamiento. Como ejemplo, pueden mencionarse mini
esferas de quitosano de elevada porosidad y modificadas con diferentes ligandos, que han sido exitosamente
empleadas en la escala de laboratorio para la purificacion de diferentes proteinas a partir del suero de queso
crudo en el modo operativo batch. Se utilizaron mini esferas de quitosano derivatizadas con el colorante
triazinico Yellow HE-4R —colorante textil de bajo costo- para la purificacion de LF- (Baieli et al., 2014). En una
Unica operacién cromatografica, se logroé purificar LF con un nivel de pureza del 90% y con un rendimiento del
77%. Vale destacar la elevada pureza del producto alcanzada, que supera a la obtenida empleando los
procesos cromatograficos de intercambio iénico actualmente utilizados industrialmente. En la Figura 3 se
muestra el andlisis por SDS-PAGE de tres procesos consecutivos de purificacion empleando estas matrices.
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Figura 3. Proceso de purification de LF usando mini-esferas de quitosano con el colorante
triazinico Yellow HE-4R como ligando, analizado por SDS-PAGE 15%. Calles: 1, estandares de
peso molecular; 2, suero del queso; 3, sobrenadante luego del primer ciclo de adsorcion; 4,
sobrenadante luego del segundo ciclo de adsorcidn; 5, sobrenadante luego del tercer ciclo
de adsorcidn; 6, eluato del primer ciclo; 7, eluato del segundo ciclo; 8,eluato del tercer ciclo;
9, LF comercial (2 mg/mL).

De modo similar a la LF, la LP muestra afinidad por varios colorantes triazinicos (Urtasun et al., 2017).
En un Unico paso de purificacion, empleando mini esferas de quitosano derivatizadas con el colorante Orange
R-HE y procesando el suero de queso sin previo tratamiento, se logré purificar la proteina con rendimientos
del 80%, aun cuando la concentracién de la LP en el suero es muy baja (0,03 g/L, Tabla 1).

Desde la misma perspectiva, mini esferas de quitosano con lectina de germen de trigo (WGA)
inmovilizada como ligando han sido empleadas en la purificacion del CMP con niveles aceptables de
rendimiento. Al emplear en modo batch estas matrices fue posible adsorber el 80% del CMP del suero sin
ningun tipo de acondicionamiento del mismo. El CMP, ademas de carecer de aminoacidos aromaticos, posee
elevados niveles de treonina, por lo que su remocién del suero, disminuye los niveles de este aminoacido
generando un producto (suero con niveles reducidos de treonina) con mejores propiedades para la
formulacion de alimentos para lactantes, puesto que ha sido reportado que altos niveles de treonina en leches
formuladas puede contribuir a un inadecuado desarrollo del cerebro en neonatos (Baieli et al., 2017).

Otro desarrollo para la purificacion de LF evaluado a escala de laboratorio implica el uso de
membranas de microfiltracién de fibra hueca sobre las que se inmovilizé covalentemente el colorante
triazinico Red HE-3B. Estos sistemas fueron comparados con sistemas basados en particulas comerciales de
Sepharose™ derivatizadas con el mismo colorante y en condicion de lecho empacado. Si bien ambos sistemas
mostraron niveles de pureza del producto y rendimientos similares, los sistemas de membranas lograron un
incremento en la productividad del 200% debido a la naturaleza fundamentalmente convectiva de este tipo
de soportes (Wolman et al., 2007), que permite operar a flujos elevados sin que se modifique la resolucidn.

De modo similar, también han sido desarrolladas membranas planas de intercambio de cationes y
aplicadas a la purificacién de LF, LP y lactoferricina, un pequefio péptido derivado de la digestidn proteolitica
de la LF con mayores propiedades antimicrobianas (Plate et al., 2006). Los sistemas de membranas han sido
también empleados en procesos de cromatografia radial para el fraccionamiento de las proteinas del suero
utilizando tanto intercambiadores de cationes como de aniones, con rendimientos comparables a los
obtenidos por métodos cromatograficos convencionales para las proteinas mayoritarias del suero de queso
(Voswinkel & Kulozik, 2014).
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Otro desarrollo interesante ensayado a escala de laboratorio es el empleo de columnas monoliticas
basadas en criogeles. En estos sistemas, a través de la trama de canales o poros interconectados —con tamarios
que varian de 10 a 200 um-, se ha hecho fluir leche entera y suero de queso a velocidades relativamente
elevadas sin que ocurran fendmenos de oclusién del material cromatografico. Los fendmenos de transporte
de masa son fundamentalmente gobernados por conveccidn mds que por difusién y por tanto pueden
lograrse buenos niveles de productividad. Empleando esta tecnologia se logré la purificacidon de LF con buenos
rendimientos, aunque la capacidad adsortiva del material es relativamente baja (Billakanti & Fee, 2009) y el
procesamiento del suero demanda de mucha cantidad de matriz cromatografica. Existen nuevos desarrollos
gue combinan los monolitos a base de criogeles con pequefias particulas macroporosas en su interior a modo
de incrementar las capacidades de adsorcidn de proteinas de estos sistemas (Pan et al., 2015).

CONCLUSIONES

Muchas de las proteinas individuales han mostrado poseer una mejor funcionalidad al estado puro
gue en la mezcla nativa, lo que abre nuevos mercados para la industria lactea y de ingredientes. Para ser
tecnoldgicamente escalable y econdmicamente viable tanto el proceso de recuperacién de las proteinas del
suero como su fraccionamiento deben ser simples, operativamente sencillos y se debe considerar el costo asi
como el valor de mercado del producto final. Mas aun, el éxito y la llegada al mercado de los productos
proteicos obtenidos del suero de queso, depende también de ciertos requerimientos del sector alimenticio,
respecto de las propiedades funcionales del producto, asi como las organolépticas y nutricionales y la
confiabilidad en el empleo de los mismos para su uso en distintas formulaciones.

La industria lactea deberia ser capaz de disponer de una matriz productiva que le permita cambiar de
forma dindmica apuntando a diferentes productos en funcién de las demandas variables del mercado. Una
rapida y flexible respuesta a estas demandas mejora las oportunidades y la competitividad de las compaiiias.
Mas aun, si los costos globales asociados a la manufactura se reparten entre varios productos proteicos a
obtener del suero, el costo por cada uno de ellos sera menor. En este contexto, la industrializacion del suero
de queso para obtener productos de alto valor agregado —incluyendo proteinas especificas puras- demanda
una importante inversidon de capital, una situacion que puede ser afrontada solamente por las grandes
compainiias lacteas. En contraste, las pequefias compafiias podrian especializarse en el empleo del suero de
gueso o de los permeados ricos en lactosa para procesos que requieren una menor inversién de capital, como
el empleo de estos materiales como sustratos en procesos enzimaticos o fermentativos para producir
diferentes productos —bioplastcos, biomasa, probidticos, etc- en funcidn de las diferentes demandas del
mercado.
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