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Resumen
RESUMEN

El lactosuero es un residuo agroindustrial que se obtiene de la elaboracion de
queso, representando un problema de contaminacion ambiental debido a su alto
contenido de nutrientes. En este proyecto se buscé atender dos problemas al
elaborar una bebida funcional: el primero, aprovechar el lactosuero producido en la
zona (la cuenca lechera de Tulancingo, Hgo.), y el segundo, atender la alta
incidencia de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Sin embargo, uno
de los principales problemas que tienen las bebidas de lactosuero que existen en el
mercado es la baja aceptacion del consumidor por el sabor astringente que
presentan. Por ello, se elaboraron cuatro bases de lactosuero, nativas,
deslactosadas e hidrolizadas con el fin de obtener péptidos bioactivos con
propiedades antioxidantes, y con ellas se propusieron tres formulaciones de bebidas
saborizadas con café. Las bases y las bebidas se caracterizaron fisicoquimica,
funcional, microbiol6gica y sensorialmente para determinar el contenido de proteina,
lactosa, lipidos, minerales, pH, peso molecular, propiedades térmicas, viscosidad,
punto isoeléctrico, potencial Z, tamafio de particula, actividad antioxidante y
antihipertensiva, calidad microbiolégica, parametros Ciel*a*b y aceptacion
sensorial. Las proteinas nativas fueron hidrolizadas exitosamente, reflejando una
reduccion de peso molecular y tamafio de particula (fracciones menores a 15 kDa y
de 137 a 160 r.nm en las bases SH y SHD), mejorando la capacidad antioxidante
hasta en un 84.82% (ABTS) en la base SHD. También se redujo la concentracion
de lactosa un 76% en las bases deslactosadas (SND y SHD). Se encontré que el
punto isoélectrico de las bases hidrolizadas y de las bebidas disminuyd y el potencial
Z aumentd, siendo consistente con los valores esperados para las fracciones
peptidicas. Sin embargo, se observd una desnaturalizacién térmica indeseable en
las bebidas, posiblemente por el segundo tratamiento térmico al que fueron
sometidas. Esto también afecto su estabilidad coloidal provocando agregacion. Sin
embargo, las bebidas tuvieron una buena calidad microbiologica y sensorial, siendo
mejor aceptada por los panelistas la formulacion B3, pues ocult6 satisfactoriamente

los sabores astringentes y amargos caracteristicos del lactosuero.

viii



Introduccion

1 INTRODUCCION

En México y en el mundo, la prevalencia de enfermedades crénico-degenerativas
se ha ido incrementando a través de los afios. Por esto, la tendencia actual de los
consumidores lleva a la busqueda de alimentos saludables que les ayude a mejorar
su calidad de vida. Es por esto por lo que este trabajo pretende desarrollar una
formulacion y elaborar una bebida con propiedades funcionales antioxidantes a
base de suero lacteo hidrolizado, aprovechando este subproducto de la industria
guesera dado que contiene compuestos con propiedades funcionales que se han
estudiado previamente. Lamentablemente, aunque en el mercado ya existen
bebidas fermentadas a base de lactosuero, la mayoria no tienen la aceptacion del
consumidor por considerar que sus propiedades sensoriales no son las adecuadas,
como es el caso del sabor mayoritariamente. Para lograr obtener una bebida con
las propiedades funcionales y sensoriales deseadas, se propone realizar tres
formulaciones para la elaboracion del producto, generarlo y caracterizarlo
fisicoquimicamente a través de un analisis de proteina, grasa, carbohidratos y
ceniza, medir el peso moléculas de las fracciones proteinicas obtenidas en la
hidrolisis, cuantificar su viscosidad, color, biodisponibilidad, propiedades térmicas y
antioxidantes para finalmente llevar a cabo pruebas de analisis sensorial de la
bebida funcional final para evaluar apariencia, color, olor, y sabor, conociendo asi

el nivel de aceptacion de la misma por el consumidor meta.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Lactosuero

2.1.1 Definicion y generalidades

El lactosuero es el liquido acuoso y ligero de color amarillento que queda después
de la remocién de la caseina y de la grasa de la leche a través de la coagulacion
isoeléctrica o inducida por cuajo. Generalmente se obtiene como un subproducto de
la fabricacion de queso o caseinas y caseinatos (Fox, Guinee, Cogan, &
McSweeney, 2017). En la industria alimentaria, durante la fabricacion de quesos y
lacteos, se genera un volumen enorme de desechos liquidos, incluido el lactosuero.
Por ejemplo, durante la elaboracion de queso, casi el 90% de los residuos consiste
en lactosuero (Khezri, Seyedsaleh, Emami, & Dehghan, 2016). En funcién de los
cambios en el proceso de fabricacién del producto lacteo primario hay variables en
la composicion del lactosuero resultante. Estas variaciones en los procesos de
fabricacion pueden alterar de forma importante los componentes que terminan en el
lactosuero (de Wit, 2001).

2.1.2 Ellactosuero como residuo contaminante

A nivel mundial, alrededor de un tercio de la leche se consume fresca; una cuarta
parte se destina a la elaboracién de queso y una quinta parte se transforma en
mantequilla, leche en polvo y caseina. Lo demas se procesa en productos
congelados, leche condensada y evaporada, entre otros (Durham & Hourigan,
2007). La demanda de mantequilla y sobre todo de queso se ha incrementado,
minimizando el personal operario y aumentando el tamafio de las plantas
productoras utilizando equipos automatizados y altamente eficientes, siendo que
estos sofisticados sistemas de control de procesos han permitido ahorrar costos y
mejorar la produccion (OECD, 2021).

La produccién mundial total actual de lactosuero se estima en alrededor de 180 a
190 millones de toneladas/afo. Esta fabricacion de productos lacteos a gran escala
aumenta la carga ambiental sobre todo en areas pequefas, dificultando la

eliminacién de desechos liquidos, y permitiendo la proliferacién del ruido y las
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emisiones de gases en las cercanias de las plantas productoras (Yadav et al., 2015).
En 2018, la produccion industrial de queso en México fue de 453,553 toneladas y
se estima que por 1 kg de queso producido se generan de 9 litros de lactosuero, lo
que produciria cerca de 4 millones y medio de toneladas de lactosuero (CANILEC,
2018; Osorio-Gonzaélez et al., 2019).

Cada millon de toneladas de lactosuero contienen 50 mil toneladas de lactosa y 5
mil toneladas de proteina, constituyendo una riqueza nutricional potencialmente
utilizable. De forma tradicional, el lactosuero se habia considerado un desecho y
para eliminarlo se buscaban los métodos mas sencillos y menos costosos, por
ejemplo, como alimento para animales (generalmente cerdos) vertido en tierra y
cuerpos de agua. Aunque en muchas partes estas practicas se siguen llevando a
cabo, es inaceptable seguir con ellas (Fox et al., 2017). En México, el 85% es
desechado y cerca del 47% del lactosuero lacteo es descargado al drenaje
causando un serio problema de contaminacion -expresado como DBO (demanda
biolégica de oxigeno) estd entre 30.000 y 50.000 mg/L y como DQO (demanda
quimica de oxigeno) entre 60.000 y 80.000- al llegar a rios y suelos, en estos Ultimos
disminuye el rendimiento de las cosechas y se dan fendmenos de lixiviaciéon. (Parra
Huertas, 2009; Valencia-Denicia & Ramirez-Castillo, 2009).

Por dichas razones medioambientales y gracias a la tecnologia actual, es posible
recuperar los componentes del lactosuero de una manera rentable. Es por esto que
se busca aprovechar este residuo al generar ingresos extra a las empresas,
disminuir la carga contaminante y asegurar la cobertura de las necesidades
alimentarias de fuentes proteinicas de calidad (Araujo-Guerra, Monsalve-Castro, &
Quintero-Tovar, 2013).

2.1.3 Tipos de lactosuero lacteo

De acuerdo con el procedimiento de fabricacion del producto principal, se producen

dos tipos principales de lactosuero:

e Ellactosuero dulce se obtiene de la fabricacion de queso o caseina mediante

la coagulacion de la leche con cuajo a un pH de aproximadamente 5.6 a 6.58.
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Este lactosuero generalmente resulta de la produccién de quesos duros y
semiduros, por ejemplo, el queso Cheddar (Alsaed et al., 2013; Khezri et al.,
2016).

e El lactosuero acido resulta de la produccion de quesos frescos como el
requeson y de caseinas y caseinatos a través de la acidificacion directa de la
leche mediante cultivos de lactobacilos o acidos minerales a un pH méaximo
de 5.1. El lactosuero obtenido tiene un pH de aproximadamente 3.5 a 5.1
(Khezri et al., 2016; Tsakali, Petrotos, D'Alessandro, & Goulas, 2010).

2.1.4 Composicion del lactosuero lacteo

La composicion de los lactosueros dulce y acido, asi como sus caracteristicas
sensoriales, varian dependiendo de la alimentacion del animal que produjo la leche,
la época del afio y etapa de lactancia. De forma general, la composicion de cada

tipo de lactosuero se lista en la tabla 1 (Tsakali et al., 2010).

Tabla 1. Composicion del lactosuero dulce y acido

Constituyente Lactouero dulce Lactosuero acido
Agua 93-94% 94-95%
Materia seca 6-6.5% 5-6%
Lactosa 4.5-5% 3.8-4.3%
Acido lactico Trazas mayor a 0.8%
Proteinas totales 0.8-1.0% 0.8-1.0%
Proteinas de suero 0.6-0.65% 0.6-0.65%
Acido citrico 0.1% 0.1%
Minerales 0.5-0.7% 0.5-0.7%
pH 6.4-6.2 5.0-4.6
°SH * cercade 4 20-25

*donde 1 °SH= 0.0225% de acido lactico. Adaptado de Tsakali et al. (2010)
2.1.5 Proteinas del lactosuero

Las proteinas del lactosuero son la parte soluble del sistema proteinico de la leche
y constituyen el 20% del mismo. En el lactosuero, las proteinas son globulares con
una gran cantidad de estructuras a-hélice, asimismo, sus cadenas polipeptidicas
poseen aminodcidos 4acidos-basicos e hidrofobos-hidréfilos distribuidos de manera

balanceada. Estas proteinas globulares representan el 55% de la totalidad del
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lactosuero, son estables ya que no coagulan por cambios de pH y para separarlas
de la cuajada se requieren métodos manuales, mecéanicos o térmicos (Madureira,
Pereira, Gomes, Pintado, & Xavier Malcata, 2007). De acuerdo con Deeth y Banzal
(2019), las proteinas del lactosuero pueden clasificarse en proteinas principales y
secundarias, en gran medida por su abundancia en la leche, como se muestra a

continuacion:

2.1.5.1 Proteinas mayoritarias

B-lactoglobulina (B-LG)

Tiene un peso molecular de 18.266 kDa y es la proteina mas abundante del
lactosuero (~58-65%). Con una gran cantidad de estructuras 3-hoja, presenta dos
isoformas (B-LG Ay B-LG B), con diferencias en dos aminoacidos: en la posicién 64
el acido aspartico y en la posicion 118 la valina. Tiene un contenido bajo de
aminoécido prolina y presencia de residuos de cisteina, metionina y cistina, que se
han descrito como causantes de la baja estabilidad de la B-LG frente al tratamiento
térmico. Sin embargo, ante los acidos y enzimas proteoliticas presentes en el
estbmago, la estructura globular de esta proteina es notablemente estable
(Hernandez-Ledesma, Recio, & Amigo, 2008). En la B-LG estd presente una
estructura proteinica capaz de unirse al retinol, lo que la hace una buena portadora
de moléculas hidrofobas pequefias como el acido retinoico. Esta proteina también
puede unirse a ligandos hidréfobos como los acidos grasos (Gupta & Prakash,
2017). También representa la proteina con mayor indice de alergenicidad en los

consumidores (Araujo-Guerra et al., 2013).
a-lactoalbumina (a-LA)

Tiene un peso molecular de 14.2 kDa. Es la segunda proteina mas abundante
(~25%) y se conforma por una cadena polipeptidica de 123 aminoacidos variados,
incluidos aminoacidos esenciales y de cadena ramificada altamente disponibles. La
enzima lactosa-sintasa esta constituida por a-LA, de forma que la cantidad de
lactosa en la leche se relaciona directamente con la cantidad de a-LA. Su estructura

esta bien estabilizada por puentes disulfuro, lo que significa que por si sola puede
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desplegarse cuando se calienta y replegarse a algo parecido a su forma nativa. En
presencia de otras proteinas reactivas, como la B-LG, se pueden formar enlaces
cruzados entre las proteinas, lo cual conduce a que se vuelvan inestables
(Madureira et al., 2007).

Inmunoglobulinas (IG)

También llamados anticuerpos debido a su funcion biolégica de dar proteccién
contra toxinas Yy microorganismos patdégenos. Se encuentran en mayor
concentracion en el calostro, pero en el lactosuero las IG representan cerca del 15-
20%, siendo las IGG1, IGG2, IGGa e IGM los tipos mayoritarios presentes. Todas
las IG tienen una estructura basica similar, ya que estdn compuestas por dos
cadenas ligeras idénticas (cada una con un peso molecular de 23 kDa
aproximadamente) y dos cadenas pesadas idénticas (cada una con cerca de 53
kDa) (Marnila & Korhonen, 2011).

Albumina de suero bovino (BSA)

Es una proteina grande que constituye aproximadamente el 10-15% de la proteina
de suero total. Esta integrada por aminoacidos esenciales, tiene un peso molecular
de 69 kDa, posee 17 grupos disulfuro y un grupo sulfhidrilo libre, y no contiene
fésforo. La molécula de la BSA tiene sitios de union especificos para moléculas
hidrofébicas lo cual también sucede en la leche (Chacon-Gurrola, Chavez-Martinez,
Renteria-Monterrubio, & Rodriguez-Figueroa, 2017; Kilara & Vaghela, 2018).

2.1.5.2 Proteinas secundarias

Lactoperoxidasa (LP)

Es la enzima mas abundante en el lactosuero pues representa entre el 0.25 vy el
0.5% de la proteina total. Funciona como catalizador en reacciones como la
reduccion de peréoxido de hidrégeno, la peroxidacion del tiocianato y algunos haluros
como el yodo y el bromo, generando productos antibacterianos. La lactoperoxidasa
es termoestable y no se inactiva durante la pasteurizacion, siendo un excelente
conservador natural (Kumar, Kumari Chauhan, Shinde, Subramanian, &
Nadanasabapathi, 2018).
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Glicomacropéptido (GMP)

Representa entre un 20% y 25% de la proteina total presente en el lactosuero. Es
la porcion glicosilada e hidrosoluble del caseinomacropéptido (CMP) que esta
presente en el lactosuero dulce y ausente en el lactosuero acido. Se deriva de
quesos obtenidos por la accion de la quimosina, la cual produce dos fracciones al
romper el enlace Phe-Met (105-106) de la k-caseina: una es el GMP, la porcién
hidrofilica de caracter acido, constituida por 64 aminoacidos (f106-169), y la
segunda es la paracaseina-k, la porcion hidrofébica, de caracter basico, compuesta
por 105 aminoacidos (Alvarado Carrasco & Guerra, 2010).

Proteasa-peptona (PP)

Son una mezcla de proteinas y péptidos que conforman la fraccidén proteinica que
permanece en solucion después de calentar la leche por 20 min hasta 95 °C
disminuyendo el pH a 4.7 con &cido tricoloroacético (TCA) (Gupta & Prakash, 2017).
Los principales productos de la protedlisis de la PP son: proteosa peptona 5 (PP5),
proteosa peptona 8 (lenta) (PP8s) y proteosa peptona 8 (rapida) (PP8f). En el
lactosuero, solo existe en su forma de proteosa-peptona 3 (PP3), y no se asocia con
la caseina. Es una proteina glicosilada que contiene mas del 17% de carbohidratos
y tiene un peso molecular de 20 kDa (Kilara & Vaghela, 2018; O’Mahony & Fox,
2013).

2.1.6 Aplicaciones industriales y tecnolégicas

En la actualidad, el lactosuero se ha convertido en un popular suplemento de
proteina dietética para mejorar la composicién corporal, la fuerza muscular, posee
actividad antimicrobiana, previene enfermedades como la osteoporosis y problemas
cardiovasculares y aumenta la respuesta inmunitaria. Se han desarrollado diversos
productos a partir del lactosuero gracias a los avances de las tecnologias de
procesamiento como la ultra y microfiltracion, la 6smosis inversa y el intercambio
i6nico. Algunos ejemplos de estos productos son los concentrados de proteina de
lactosuero (con un 80 a 95% de proteina), los aislados de proteina, el lactosuero
reducido en lactosa, el lactosuero desmineralizado y lactosuero hidrolizado
(Marshall, 2004).
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El lactosuero, sus concentrados y formas secas se utilizan en muchas formulaciones
de productos alimenticios pues muestran propiedades deseables a nivel tecnolégico
como la mejora de textura, aumenta las propiedades de union al agua, de
emulsificacion y formacion de espumas, se reducen costos de produccion al
disminuir el gasto de materias primas (decrece la adicion de leche en polvo, por
ejemplo). También contribuye al desarrollo de productos con propiedades
funcionales y a la fabricacién de nuevos alimentos para consumo humano y animal,
produccion de alcohol, bebidas y medios de fermentacién, como se observa en la
figura 1 (Ghosh, Prasad, & Saha, 2017; Skrzypczak et al., 2020). En la actualidad,
se han desarrollado tecnologias de procesamiento que permiten aislar y purificar los
componentes del lactosuero para su uso en las formulaciones de diversos sistemas

alimentarios (ver figura 1).
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Figura 1. Alternativas de procesamiento para la creacion de subproductos de lactosuero.
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2.2 Compuestos bioactivos

La palabra bioactivo, de “bios” (vida) y “activus” (dinamico, lleno de energia), se
refiere a una sustancia con actividad bioldgica en las formas de vida, que involucra
el funcionamiento o los procesos de estas. Normalmente se encuentran de forma
natural en pequefias cantidades en productos vegetales y alimentos ricos en lipidos.
Estas sustancias tienen una estructura definida, causan reacciones o disparan
respuestas en los tejidos vivos y se encuentran dentro de la cadena alimentaria.
Estos efectos pueden ser positivos o negativos y estan en funcion del tipo de
sustancia, la dosis y su biodisponibilidad (Abdelkarim, Benaicha, Elmajdoub,
Bellaoui, & Hamal, 2014; Kris-Etherton et al., 2002).

Los efectos de los compuestos bioactivos pueden ser muy diversos, asi como
pueden ayudar a mantener la salud también pueden llegar a ser peligrosos o fatales,
dependiendo de la cantidad en que sean ingeridos, aunque algunos autores
mencionan que las sustancias bioactivas deben definirse en funcion de que sean
beneficiosos a la salud (Biesalski et al., 2009). Pueden provenir de fuentes vegetales
(fitoquimicos) como los compuestos fendlicos o de fuentes animales, como los

péptidos resultantes de la hidrdlisis de algunas proteinas (Kitts, 1994).

2.3 Bioactividad

La bioactividad o actividad biolégica es "la capacidad de una entidad molecular
especifica para lograr un efecto biolégico definido" en un objetivo (Jackson, Esnouf,
Winzor, & Duewer, 2007).

La actividad biologica de estas sustancias tiene potencial preventivo y terapéutico
para tratar enfermedades en el ser humano gracias a sus propiedades
anticancerigenas, reductoras del colesterol o antioxidantes, fungiendo como
sustratos en la sintesis de biomoléculas y bioestructuras, efectos de conservacion
contra microbios, portadores de medicamentos, enzimas y otros nutrientes (Kilara
& Vaghela, 2018; Kitts, 1994; Zhang, Chen, & Wang, 2014).
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2.4 Lalechey sus derivados como fuentes de péptidos bioactivos

Las proteinas de la leche y el lactosuero conforman una fuente de péptidos
bioactivos con diversos efectos beneficiosos para la salud. Se han descrito una gran
variedad de péptidos bioactivos, siendo los encontrados en la leche y sus derivados
los mas estudiados. La mayoria de ellos tienen propiedades estructurales en comun,
como una cadena corta de entre 2 y 9 aminoacidos, residuos hidrofébicos de
aminoacidos en adicidén a grupos arginina, lisina y prolinay presentan resistencia a

la accion de peptidasas digestivas (Alvarado Carrasco & Guerra, 2010).

Inicialmente, dichos péptidos no estan activos pues se hallan encerrados dentro de
las estructuras de las proteinas nativas, por lo que las secuencias de sus formas
activas pueden ser liberadas través de enzimas digestivas al hidrolizar la proteina
contenedora con algunos cultivos iniciadores lacteos, por ejemplo, el sistema de las
bacterias acido lacticas (enzimas proteoliticas) durante el proceso de fermentacion
(Skrzypczak et al., 2020). Una vez liberados, los péptidos bioactivos exhiben
diferentes funciones fisiologicas como actividad antihipertensiva, antimicrobiana,
antioxidante, antitrombdtica, opioide, antiapetitiva, inmunomoduladora y de union a
minerales en los sistemas gastrointestinal, cardiovascular, inmunolégico, endocrino

y nervioso del cuerpo humano (Park & Nam, 2015).

2.4.1 Liberaciéon de péptidos

De acuerdo con Korhonen (2009), para activar estos péptidos, pueden liberarse de

tres formas de la secuencia de la proteina madre:

2.4.1.1 Hidrdlisis por enzimas digestivas

Haciendo uso de enzimas como pepsina, tripsina y quimotripsina, es la forma mas
comun de producir péptidos bioactivos a partir de moléculas de proteina completas.
También se emplean enzimas proteoliticas, como alcalasa, termolisina, subtilisina 'y
conjugando tratamientos subsecuentes simuladores de la digestion con pepsina y
tripsina para la liberacion de los péptidos de interés. A continuaciéon, se muestran
dos ejemplos de obtencion de péptidos por hidrélisis enzimatica en leche y

lactosuero, respectivamente;

11
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A partir de proteinas de lactosuero como la a-lactoalbumina (a-LA), B-lactoglobulina
(B-LG) y glicomacropéptido (GMP) es posible obtener péptidos reductores de la
presion arterial, que inhiben la enzima convertidora de angiotensina | (ECA), siendo
los mas estudiados (Mota et al., 2004).

2.4.1.2 Hidrolisis de proteinas por microorganismos proteoliticos

Se generan péptidos bioactivos durante la fabricacion de productos lacteos
fermentados con cultivos iniciadores altamente proteoliticos. Durante la
fermentacion de la leche con cultivos industriales individuales como las bacterias
del yogur, los iniciadores del queso y las bacterias probi6ticas comerciales, se
producen diferentes péptidos bioactivos en la fraccion de lactosuero. Esta actividad
se correlaciona positivamente con el grado de protedlisis, o que sugiere que los
péptidos eran responsables de la propiedad antioxidante (Korhonen, 2009).

Algunas de los microorganismos que se han reportado como generadores de
péptidos con actividad biolégica son: Lactobacillus helveticus, Enterococcus
faecalis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus delbrueckii, combinaciones de
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus y Lactococcus lactis biovar. diacetylactis,
bacterias acidolacticas como Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis y
Lactobacillus casei (Sharma, Trivedi, & Gat, 2017).

2.4.1.3 Por accion de enzimas proteoliticas derivadas de microorganismos o
plantas

Partiendo de bacterias acido lacticas, se aislan enzimas proteoliticas para

emplearse en la liberacion de péptidos bioactivos de las proteinas de la leche.

También se ha registrado la utilizacion de una proteasa aislada de Aspergillus

oryzae, mostrando una de las mayores actividad inhibidora de la enzima

convertidora de angiotensina (ECA) en ensayos in vitro (Ghosh et al., 2017).

En la tabla 2 se enlistan las principales proteinas del lactosuero, asi como sus
respectivos péptidos derivados con actividad biolégica y sus efectos en la salud

humana.
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Tabla 2. Principales fuentes de proteinas y sus péptidos con actividad bioldgica

Proteina

% de la
proteina de
lactosuero?

Péptidos
derivados

Efectos en la salud humana

B-LG

a-LA

Albumina de
suero bovino

Proteosa
peptona 3
(PP3)

Lactoferrina

Lactoperoxida
sa

GMP

50-55

20-25

10

5-10

12

10-15 (sé6lo
en lactosuero
dulce)

B-lactoforina

B_

lactotensina

a-lactoforina

Albutensina

Seroforina

Lactoferricina

N/A

Enzima convertidora de
angiotensina | (ECA)

Inhibicion para bajar la presion
arterial

Potenciador del apetito
Supresor de apetito

Utilizado en férmula infantil
Agonista opioide

Aumentar los niveles séricos de
triptéfano para mejorar la calidad
del suefio, el rendimiento
cognitivo en situaciones de
estrés y el estado de animo en
situaciones de estrés

Disminuye la presion arterial

Ayuda a proteger contra
enfermedades como infecciones
microbianas orales o intestinales

Prevenciéon del cancer

Supresor de apetito
Agonista opioide

Propiedades antimicrobianas y
antivirales

Promotor de crecimiento 6seo
Actividad contra el cancer

Proteccion contra la infeccion
microbiana

Prevencion de la caries dental
Conservacion de la leche cruda

Actividades antitromboticas
Aditivo nutricional en formulas
infantiles

Se utiliza en la formulacion de
alimentos para personas con
fenilcetonuria

Supresor de apetito
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aEn funcion del tipo de lactosuero (acido o dulce) (Ryan & Walsh, 2016)

2.5 Actividad antioxidante

Como su nombre lo sugiere, antioxidante significa "contra la oxidacién". Se le
denomina asi a cualquier sustancia que retrasa o previene significativamente la
oxidacion de un sustrato, y se requiere en concentraciones bajas en comparacion
de dicho sustrato (Sehwag & Das, 2013). Los antioxidantes actian como
secuestradores de especies generadoras de estrés oxidativo, como las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS). Cualquiera
de los dos mecanismos genera estrés oxidativo destructivo para los organismos
Vivos, por lo cual los compuestos antioxidantes son importantes por su capacidad
de preservacion de la calidad de los alimentos y en poder mantener la salud
humana. Las propiedades antioxidantes se estudian tanto por sus interacciones
bioldgicas y quimicas como por su papel en el deterioro oxidativo que afecta a los
alimentos (Brainina, Stozhko, & Vidrevich, 2019).

2.5.1 Radicales libres

Son atomos o moléculas que en la capa de valencia contienen uno o mas electrones
desapareados que los vuelven inestables. Son capaces de existir de forma
independiente, tienen una corta duracion y son altamente reactivos. Esta ultima
caracteristica les permite extraer electrones de otros compuestos buscando
estabilidad. De esta forma, la molécula atacada se convierte en un radical libre al
perder su electrén y da paso a una cascada de reacciones en cadena que dafias a
las células vivas (Aejazuddin & Khurshid, 2018).

Los radicales libres y otras especies reactivas no radicales estan constituidos por
especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS), las
cuales se desempefian a la vez como compuestos beneficiosos y toxicos en las
células. Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno a bajas concentraciones son
necesarias en algunas funciones fisiol6gicas y poseen efectos beneficiosos, por
ejemplo, su actividad como defensa contra microorganismos patégenos (funcion
inmune), la sefalizacion celular y la regulacion redox. Sin embargo, a

concentraciones mas altas, producen estrés oxidativo y estrés nitrosativo,
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respectivamente, causando dafio potencial a las biomoléculas una como los lipidos,
las proteinas y el ADN. Esto conduce a enfermedades humanas como artritis
reumatoide, cataratas, diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas,
cardiovasculares y respiratorias y aceleran el proceso de envejecimiento (Alugoju,
Jestadi, & Periyasamy, 2014).

2.5.1.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Los radicales derivados del oxigeno representan la clase mas importante de
especies de radicales generadas en los sistemas vivos en los que inician y
participan en reacciones en cadena. El oxigeno molecular (O2) es en si mismo un
radical gracias a su configuracion electrénica Unica. El radical anién superdxido
(O2+-) se forma ocurre principalmente dentro de las mitocondrias de una célula con
la adicion de un electron al diéxido de carbono en los procesos metabdlicos o
después “activar” el oxigeno por irradiacion fisica. Los ROS "primarios" pueden
interactuar con otras moléculas a través de procesos catalizados por enzimas o
metales para generar ROS "secundarios". En las células animales, la cadena de
transporte de electrones mitocondrial es esencial para la vida pues es la principal
fuente de ATP. Durante la transduccion de energia, una pequefia cantidad de
electrones se filtran al oxigeno de manera prematura formando el superoxido,

identificado en la fisiopatologia de diversas enfermedades (Lone et al., 2013).

2.5.1.2 Especies reactivas de nitrogeno (RNS)

EI NO- es una molécula pequefa que contiene un electron desapareado en el orbital
anti enlazante 2m*y. El radical NO- se sintetiza a través de una reaccion oxidativa
de cinco electrones con Oxido nitrico especificas, generandose en los tejidos
biolégicos por la metabolizacion de la arginina en citrulina con la formacién de NO-
(Lone et al., 2013).

2.5.2 Estrés oxidativo

Es un proceso que se da cuando la produccién de ROS supera la capacidad de los
sistemas de defensa antioxidantes. Las cascadas de ROS en general comienzan al

formarse el anién superoxido (O27) por reduccion de un electron del oxigeno
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molecular por via enzimatica o no enzimatica. En el O2™ hay un electron
desapareado, convirtiendo a la especie en un inestable radical libre que reacciona
con otras especies que contienen oxigeno y también consigo mismo. Afecta de
forma directa e indirecta moléculas organicas como lipidos, proteinas y acidos

nucleicos, alterando los sistemas reguladores (Sverdlov, Ngo, & Colucci, 2020).

2.5.3 Péptidos de lactosuero lacteo con actividad antioxidante

Los péptidos antioxidantes (fragmentos especificos de proteinas con actividad
antioxidante) han recibido mucha atencién en la industria alimentaria en los ultimos
tiempos, pues su capacidad de mitigar el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica
causada por los radicales libres puede utilizarse para mantener la salud humanay
la seguridad y calidad de los alimentos (Alugoju et al., 2014). El lactosuero es una
rica fuente de antioxidantes altamente estables en forma de fracciones proteinicas
y péptidos (500-3000 Da), permaneciendo en la leche cruda o pasteurizada
almacenada a 4 °C hasta por 5 dias. Son responsables de cerca del 90% de la
actividad antioxidante del lactosuero (Kumar et al., 2018). De acuerdo con la
composicién de los aminoacidos, asi como su hidrofobicidad, secuencia y peso
molecular, los péptidos liberados tienen una determinada actividad antioxidante. Los
muestran una fuerte actividad antioxidante tienen un peso molecular inferior a 3 kDa
y contienen de 2 a 20 aminoécidos incluyendo prolina, valina, triptéfano y

fenilalanina (aminoacidos hidrofobos), (Tadesse & Emire, 2020).

La actividad antioxidante en el lactosuero se debe a las proteinas ricas en cisteina
que ayudan en la sintesis del potente antioxidante intracelular llamado glutatién
(GSH), el cual esta compuesto de cisteina, glicina y glutamato. La cisteina contiene
sulfhidrilo, el cual es un grupo tiol que previene la oxidacién y el dafio tisular. Como
antioxidante, el glutation es mas eficaz en su inicio reducido (Marshall, 2004).
Cuando se procesan a bajas temperaturas, las proteinas de lactosuero contienen
altos niveles de dipéptidos especificos como la glutamilcisteina, los cuales son
capaces de promover la sintesis de glutation (un antioxidante importante en los

procesos de proteccion y reparacion celular) (Park & Nam, 2015).
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La a-LA es capaz de reducir el estrés oxidativo por sus propiedades quelantes del
hierro y a diferencia de B-LG, no tiene grupo tiol libre. La albumina de suero bovino
tiene un grupo cistina libre que puede facilitar las interacciones disulfuro
intramoleculares. La lactoferrina contiene 34 aminoacidos cistina y todos participan
en enlaces disulfuro. Es probable que la capacidad de union al hierro contribuya a
su potencial antioxidante, pues cada monomero de lactoferrina puede unirse a iones
Fe3*, con una afinidad de unién de 10 a 20 M (Corrochano, Buckin, Kelly, & Giblin,
2018; Marshall, 2004). Dependiendo de la fuente proteinica y del método, se pueden
obtener diversos péptidos con actividad antioxidante (Skrzypczak, Fornal, Wasko,
& Gustaw, 2019).

2.6 Alimentos funcionales

En la actualidad, la creciente preocupacion por la relacion entre la alimentacion y la
salud ha hecho surgir el término “alimento funcional” el cual es aquel que contiene
un compuesto bioactivo con funciones fisiolégicas comprobadas, adicionalmente a
sus propiedades nutrimentales principales (Agarkova, Kruchinin, Glazunova, &
Fedorova, 2019; Mudgil & Barak, 2019). Gracias a los cambios en el estilo de vida
de la poblacion y las tendencias socioeconémicas se ha incrementado la necesidad
de alimentos con mayores beneficios para la salud, haciendo énfasis en que los
alimentos no sélo deben presentar los nutrientes esenciales para mantener la vida
sino también ayudar a prevenir o curar diversas formas de enfermedades (Tadesse
& Emire, 2020).

2.6.1 Alimentos funcionales elaborados a partir de lactosuero

Como se ha mencionado, las proteinas de lactosuero fraccionadas permiten el
disefio de aplicaciones funcionales, nutricionales y nutracéuticas especificas. Los
productos enriquecidos varian en contenido de proteina, desde 2.5 a mas del 90%
de su composicion mas los nutrientes no proteinicos como el agua, lactosa, lipidos,
minerales y otros compuestos producidos por las bacterias provenientes de los
cultivos iniciadores del queso. La composicion del lactosuero determina la
funcionalidad de la proteina y las interacciones entre los demas compuestos

(Foegeding, Luck, & Vardhanabhuti, 2011). Algunas de las aplicaciones de las
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proteinas del lactosuero incluyen: yogures y helados, carnicos, productos reducidos
en grasa, productos de panaderia, confiteria y pasteleria, quesos, férmulas
infantiles y bebidas de lactosuero (Krolczyk, Dawidziuk, Janiszewska-Turak, &
Sotowiej, 2016).

La funcionalidad de los alimentos enriquecidos con proteinas de lactosuero tiene
dos enfoques, uno consiste en la utilizacion de sus propiedades Unicas como la
gelificacion, emulsificacion, formacion de espuma, espesante, sabor y capacidad de
unidn de grasas; por otro lado, la presencia de proteinas contenedoras de péptidos
bioactivos liberados con influencia positiva en la salud del consumidor (Khezri et al.,
2016). En la figura 2 se observan las aplicaciones del lactosuero en funcion de su

composicion.
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[ Dulce ] [ Acido ]
Oaxaca, panela, fresco, [ Crema, cocido, poro, asadero ]
chihuahua
=[ Biomasa bacteriana ]
[ Confiteria ]'
[ Requeson ]‘ { Consumo humano ]
~[ Cultivos iniciadores ]
[ Suero desproteinado ]4
4
-‘,_,[ Bebidas carbonatadas ]—' ~_[ Produccién de queso ]
‘—[ Maduracién }
[ Bebidas refrescantes ]~
{ Bebidas funcionales ]
[ Bebidas energéticas ]—'
[ Bebidas fermentadas ], { Antihipertensivas ]
l Antidiabeticas ]
[ Cerveza de suero artesanal }
{ Inmunoestimulantes J
[ Bebidas probioticas }
D { Férmulas lacteas ]
".,[ Cultivo de kefir ]—
{ Acido lactico J
[ Mantequilla de suero ]—

Figura 2. Aplicaciones del lactosuero de acuerdo con su composicion fisicoquimica.

Adaptado de Mazorra-Manzano and Moreno-Hernandez (2019)

2.6.2 Bebidas de lactosuero

Se pueden fabricar bebidas con un perfil deseable de aminoacidos a partir de

lactosuero clarificado. En la industria se generan aromatizandolas con jugos

naturales o concentrados de frutas o también al fermentar el lactosuero. Estos

productos estan disponibles pero a una escala relativamente pequefia, y en México

no hay una gran oferta de los mismos, de acuerdo con Fox (2017).

Entre 2015y 2016, el mercado de bebidas proteinicas crecié un 5.6% y se esperaba

un crecimiento de aproximadamente un 6.1% entre 2017 y 2020. Este crecimiento
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proviene del consumo de bebidas proteinicas como sustitutos dietéticos, de
nutricion deportiva y nutricion para adultos. Las tendencias se desplazan hacia
alimentos con menos azUcar, alto contenido de proteinas, nutricién personalizada,
innovacion en sabores, control de peso, y mas formulaciones a base de plantas,
pero predominando las bebidas provenientes de fuentes lacteas de proteinas
(Burrington, 2017).

Para transformar el lactosuero se realizan diferentes procedimientos como
concentracion y/o fraccionamiento y secado, fermentacién o hidrélisis generando
productos alto valor agregado. Existen diferencias en la funcionalidad de las
proteinas de lactosuero, como al partir de concentrados, permeados o aislados. En
la elaboracion de bebidas, pueden afiadirse a las proteinas de lactosuero otras de
origen vegetal para mejorar el perfil de aminoacidos general o para obtener una
textura particular. El inconveniente de las formulaciones proteinicas vegetales es
que confieren un sabor y palatabilidad no deseados y debido a las mdltiples
interacciones de los ingredientes antes o después del procesamiento térmico,
realizar estas mezclas puede ser muy dificil de estabilizar pues las proteinas lacteas
asi como las vegetales presentan muy diversos tamafios moleculares y puntos

isoeléctricos (Rittmanic, 2006).

2.6.3 Tipos de bebidas de lactosuero y sus ingredientes.

Las industrias que actualmente producen bebidas de lactosuero realizan
formulaciones muy diversas al tratar de mejorar sus caracteristicas. El lactosuero
tiene una relacidon lactosa-glucosa relativamente alta, una acidez excesiva y un
sabor desagradable debido al amargor que generan los péptidos, sobre todo los
lactosueros acidos (Djuri¢, Cari¢, Milanovi¢, Teki¢, & Pani¢, 2004). El método mas
comun para producir bebidas de lactosuero es eliminar el exceso de suero durante
el proceso de fabricacion del queso. Luego, el lactosuero liquido se filtra, pasteuriza
y fermenta con la cepa probiética deseada. Se ha observado cominmente que el
lactosuero dulce (preparado después de la coagulacion con cuajo) es mas sabroso
que el lactosuero acido. El lactosuero obtenido a través de este proceso es mas

claro y por lo tanto no se sedimenta durante el almacenamiento a largo plazo. Esto

20



Marco Teobrico

se llama lactosuero desproteinizado. Estas bebidas de lactosuero también se
pueden carbonatar facilmente de forma similar a los refrescos debido a su baja
viscosidad (Gupta & Prakash, 2017).

Se ha observado que el lactosuero dulce tiene una mejor aceptacion por su sabor
gue el lactosuero acido. Estas bebidas de lactosuero también se pueden carbonatar
facilmente de forma similar a los refrescos debido a su baja viscosidad. En algunos
paises, se han producido algunas bebidas de lactosuero con excelente aceptacion
del consumidor, pero se reporta que su distribucidon no ha trascendido en la
exportacion (Ryan & Walsh, 2016). En la década de 1970 comenz6 el
procesamiento de lactosuero para elaborar bebidas, siendo una de las mas antiguas
la suiza Rivella. En la actualidad se han ido desarrollando una gran diversidad de
bebidas de lactosuero, a partir de suero dulce o acido, desproteinizado, lactosuero
fresco diluido, lactosuero fermentado o lactosuero en polvo asi como bebidas

alcohdlicas y no alcohdlicas (Barukci¢, Bozani¢, & Tratnik, 2008).

De acuerdo con Jelen (2009), las bebidas de lactosuero pueden clasificarse de la

siguiente manera:

» Mezclas de lactosuero (procesado o sin transformar) con zumos de frutas y
hortalizas;

> Bebidas lacteas "espesas" (fermentadas o sin fermentar);

» Bebidas carbonatadas para calmar la sed (el "tipo Rivella™) y

» Bebidas alcohdlicas (cerveza, vino o licores)

De las anteriores, algunos pueden contener péptidos obtenidos por hidrélisis de
proteina de lactosuero, asi como micronutrientes afiadidos de origen no lacteo y

otros ingredientes.
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3 JUSTIFICACION

En México, existe un problema de salud publica referente a las enfermedades
cronicas, entre las cuales esta la hipertension, un padecimiento que el 25.5% de la
poblacion adulta mayor de 20 afios sufre y las patologias causadas por el estrés
oxidativo. El consumo de sustancias con propiedades funcionales puede mejorar la
calidad de la salud de esta poblacién, como lo son compuestos con actividad
antioxidante. En la actualidad, ya existen bebidas lacteas fermentadas a base de
lactosuero, pero lamentablemente no tienen la calidad sensorial necesaria para que
los consumidores las integren en su alimentacion de forma frecuente. Por esto, en
este trabajo se propone desarrollar una bebida funcional con propiedades
antioxidantes a partir de una base de lactosuero dulce proveniente de la elaboracién
de queso panela, caracterizandola fisicoquimica, funcional, microbiolégica y
sensorialmente para determinar el contenido de proteina, lactosa, lipidos,
minerales, pH, peso molecular, propiedades térmicas, viscosidad, punto
isoeléctrico, potencial Z, tamafio de particula, actividad antioxidante, calidad

microbiolégica, pardmetros Ciel*a*b y aceptacion sensorial del color, olor y sabor.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Elaborar y caracterizar una bebida funcional a base de lactosuero con propiedades

antioxidantes.

4.2 Objetivos especificos

e Obtener y caracterizar lactosuero dulce a partir de la elaboracion de queso
panela sin sal.

e Elaborar bases para bebida con propiedades funcionales, caracterizarlas
fisicoquimica, funcional, microbiologica y sensorialmente para determinar el
contenido de proteina, lactosa, lipidos, minerales, pH, peso molecular,
propiedades térmicas, viscosidad, punto isoeléctrico, potencial Z, tamafio de
particula, actividad antioxidante, calidad microbioldgica, parametros Ciel*a*b
y aceptacion sensorial del color, olor y sabor.

e Elaborary caracterizar una bebida funcional que incluya la base previamente

obtenida con las mejores caracteristicas.
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5 HIPOTESIS

Una bebida elaborada a partir de lactosuero hidrolizado puede tener propiedades

antioxidantes y tener cualidades sensoriales aceptables al consumidor.
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6 MATERIALES Y METODOS

La experimentacion se llevd a cabo en las siguientes fases (ver figura 3):

e Fase 1: Elaboracion de queso panela y obtencién de lactosuero dulce

e Fase 2: Elaboracion y caracterizacion de bases para bebida

e Fase 3: Formulacion y caracterizacion de bebidas a base de lactosuero

Metodologia

Elaboracién de queso
panela y obtencion
de lactosuero dulce

6.1 Caracterizacion
de la leche

6.2 Elaboracion del
queso

6.3 Caracterizacion y
almacenamiento
del suero

| | 64 Elaboracion de
bases de lactosuero

| | Caracterizacion
fisicoguimica

| S —

—
M 6.5 Analisis proximal

| | 6.6 Actividad
antioxidante

6.6.1 DPPH

- 6.6.2 ABTS
| 6.7 Actividad
antihipertensiva
| | 6.8 Peso molecular
por SDS-PAGE

H 6.9 Punto isoeléctrico

D
6.10 Tamafio de
particula y potencial Z
L —

|| 611 Propiedades
Ltélm\'cas (DSC)

 6.12 Viscosidad

1 613 Colorimetria

—is.m Digestibilidad

|| 615 Analisis
microbioldgico
L a

Eleccidn de base con
mayer actividad
antioxidante y

antihipertensiva para
elaborar bebida
funcional

Formulacion de
bebidas a base de
lactosuero

617 Caracterizacion
de bebidas

6.18 Andlisis sensorial

6.19 Estimacion de
vida util

Figura 3. Fases de la metodologia para elaborar una bebida funcional a base de

lactosuero.
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6.1 Caracterizacion de laleche

La leche utilizada se obtuvo del Rancho Universitario en Tulancingo, Hidalgo. La
recoleccion se llevé a cabo justo después de la ordefia (NOM-109-SSA1, 1994),
utilizando recipientes de plastico limpios y secos, desinfectados previamente con
una solucién de hipoclorito de sodio (5 ppm). Se almaceno en refrigeracion a 4 °C

hasta su uso (no mas de 2 horas).

Se recolectaron 200 mL de leche para caracterizarla fisicoquimicamente a través
del equipo FOSS Integrated Milk Testing Milkoscan FT 6000 (Foss Electric, Hilleragd,
Dinamarca) determinando el contenido de proteina, lactosa, materia grasa, sales
minerales, punto crioscopico y nitrégeno no proteinico. El pH se determind con un
potenciémetro calibrado previamente (HANNA Instruments, modelo HI 2210). Todas

las mediciones se realizaron por triplicado.

6.2 Elaboracion de queso panelay obtencion de lactosuero dulce

Se estandarizé la leche al 3% p/p de grasa con la nata separada o con leche
descremada pasteurizada. A continuacion, se filtré y peso la leche a procesar. Para
pasteurizar, se realiz6 un tratamiento térmico a 60 °C por 30 min. Se ajusto la
temperatura a 35 °C y se adicion cloruro de calcio disuelto en agua (20 g de cloruro
de calcio por cada 100 kg de leche a procesar, previamente diluido en una solucién
acuosa al 10% p/v), se esperaron 15 min y se afiadi6 el cuajo (quimosina 1:10000)
en la cantidad apropiada de acuerdo con la masa de leche a coagular. Se mantuvo
en reposo a 32 °C por 60 min hasta la completar la coagulacion enzimética. En
seguida, se corté la cuajada en cuadros simétricos de aproximadamente 1 cm?. Se
dej6 reposar la cuajada por 5 min para estimular la sinéresis. Se incrementé la
temperatura 1 °C por minuto, hasta alcanzar la temperatura de 40 °C con agitacion
inicialmente suave y al final con mayor vigor. Después se decant6 el exceso de
lactosuero y moldear. Se peso la cuajada obtenida, se calcul6 el rendimiento por
conversion de la leche en cuajada, se almacend el queso en condiciones de
refrigeracion (Alais & Godina, 1985), mientras que el lactosuero se almacené a -18
°C hasta su uso sin dejar pasar mas de dos semanas para la experimentacion

posterior.
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6.3 Caracterizacién y almacenamiento del lactosuero

Se analizo por triplicado el contenido de proteina, lactosa, materia grasa, sales
minerales, punto crioscopico y nitrdgeno no proteinico recolectando 200 mL de
lactosuero dulce y se caracterizo fisicoquimicamente a través del equipo FOSS
Integrated Milk Testing Milkoscan FT 6000 (Foss Electric, Hillerad, Dinamarca).

6.4 Elaboracion de bases de lactosuero

Se realizé una pasteurizacion para eliminar los microorganismos deterioradores y
patégenos en el lactosuero. El lactosuero a tratar se coloc6 en frascos de vidrio
previamente esterilizados y fue sometido a 60 °C por 30 min en un bafio de
temperatura constante. Se realizaron cuatro tratamientos del lactosuero para

obtener cuatro bases como se indica a continuacion (ver tabla 3):

Tabla 3. Tratamientos a realizar para obtener cuatro bases de lactosuero

Suero Suero nativo Suero
Base/ Suero nativo . . hidrolizado
hidrolizado deslactosado
deslactosado
Tratamiento (SN) (SH) (SND) (SHD)
Protedlisis no si no si
Deslactosado no no si si

Después, se continud con el proceso de hidrdlisis de proteina tratando el lactosuero
a pH neutro a 50 °C durante 3 horas con la enzima HT Proteolitic 200 (Saavedra-
Suérez, Ledn-Lopez, Guerrero-Aguilar, Campos-Montiel, & Aguirre-Alvarez, 2021).
Las muestras previamente hidrolizadas, se neutralizaron en un rango de pH inicial
entre 6.5-7.2 y se sometieron a un proceso de deslactosado afiadiendo la enzima

lactasa Maxilact 1gi5000 en una proporcion de 0.5 mL/L durante 3 h a 41 °C.
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6.5 Analisis proximal de bases de lactosuero

Se monitoreo el proceso de deslactosado de las bases mediante la medicion de
azucares totales con curva de lactosa con acido dinitrosalicilico (Deshavath,
Mukherjee, Goud, Veeranki, & Sastri, 2020) y se caracterizaron fisicoquimicamente
a través del equipo FOSS Integrated Milk Testing Milkoscan FT 6000 (Foss Electric,
Hillerad, Dinamarca) en el que se determind contenido de proteina, lactosa, materia
grasa, sales minerales, punto crioscopico y nitrdgeno no proteinico, realizando el

andlisis por triplicado.

6.6 Determinacion de actividad antioxidante de bases y bebidas de

lactosuero

6.6.1 Ensayo de inhibicién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

Siguiendo la metodologia de Brand-Williams, Cuvelier, and Berset (1995), las
muestras se centrifugaron a 8000 rpm durante 25 min a 2 °C y se separo el
sobrenadante. Se prepar6 una solucién madre de DPPH 0.1 mM en metanol al 80%
y se estabilizé hasta alcanzar una absorbancia de 0.7 (x 0.02) a 517 nm. A una
alicuota de 0.5 mL de muestra se afiadieron 1.5 mL de solucién de DPPH y se
realiz6 el ensayo por triplicado, para el blanco se usé metanol al 80 %. Las mezclas
se dejaron reposar 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente. Las celdas
se leyeron a 517 nm y previa curva de calibracién, los resultados se expresaron en

meq de Trolox.

6.6.2 Ensayo de inhibicion del radical 2,2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS)

La determinacion de actividad antioxidante se realizo de acuerdo con el método de
Re et al. (1999) mezclando 5 mL de solucion ABTS con una concentracion 7 mM
con 88 pl de solucion K2SO4 140 mM, se incubd la reaccion durante 12 a 16 h en
oscuridad y a temperatura ambiente. Para el ensayo, la solucién de ABTS se diluy6
hasta alcanzar una absorbancia de 0.7 (£ 0.02) a 734 nm. Una muestra de 0.2 mL
se mezclé con 2 mL de solucion diluida de ABTS, se dejo reposar 6 min y se midio
la absorbancia a 734 nm. Los resultados se expresaron en meq Trolox de acuerdo

con la curva de calibracion previamente realizada. (Corréa et al., 2014).
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6.7 Determinacién de peso molecular de proteina en bases y bebidas de

lactosuero

Se siguio la metodologia descrita por Schagger and von Jagow (1987) con algunas
modificaciones para la determinacién de peso molecular por la técnica SDS-PAGE.
Se preparo un gel de resolucion al 17.5% y el gel de apilamiento al 4%, se cargaron

las muestras y se corrio el analisis a 100 V por 4 h.

6.8 Determinacion de punto isoeléctrico en bases y bebidas de lactosuero

Se centrifugaron muestras de 50 mL a 8000 rpm por 25 min y se analizaron en el
equipo Zetasizer nano ZS90 acoplado al auto-titulador MPT-2 Doppler laser y una celda
DTS1070 (Malvern, Worcestershire, Reino Unido) para obtener el valor de punto
isoeléctrico utilizando buffers de NaOH 0.75 M, HCI 1 My NaOH 1M.

6.9 Determinacidon de potencial Z y tamafio de particula en bases y bebidas

de lactosuero

Se centrifugaron por 25 min muestras de 50 mL a 8000 rpm y se obtienen los valores
de potencial Z y tamafio de particula en el equipo Zetasizer Nanoseries Nano ZS90

(Malvern, Worcestershire, Reino Unido).

6.10 Determinaciéon de propiedades térmicas en bases y bebidas de

lactosuero

El equipo de calorimetria de barrido diferencial (NETZSCH DSC 200F3, Alemania)
se calibré con indio en las condiciones Tm, inicio = 156.68 °C, DH = 28,45 J/g. En
una bandeja de acero inoxidable de 50 mL se prepard y empacé herméticamente
una muestra de 1.5 £ 0.1 mg con 0% de contenido de agua. Se utilizé6 como
referencia un pozo vacio y se exploro la velocidad de calentamiento y enfriamiento
a 10 °C/min, hasta 140 °C. El termograma resultante se analizdé en los cambios
endotérmicos para determinar las temperaturas de transicion vitrea (Tg) y
desnaturalizacion (Td) (Ledn-Lopez, Pérez-Marroquin, Campos-Lozada, Campos-
Montiel, & Aguirre-Alvarez, 2020)
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6.11 Determinacién de viscosidad en bases y bebidas de lactosuero

Se acondicionaron las muestras a 4 °C para ser analizadas en un viscosimetro
Brookfield RTV (Brookfield Engineering Laboratories, Inc., E.U.A.). Se uso el husillo
namero 5 a una velocidad de 50 rpm para determinar la viscosidad de la muestra, y
se expresaron los resultados en centipoise (cP).

6.12 Determinacion de color bases y bebidas de lactosuero

Se calibré un colorimetro (Chroma Meter CR-400, Konica Minolta Inc., Japon) con
la placa blanca provista en el equipo y se midieron por triplicado los valores de
L*c*h* en las muestras previamente centrifugadas y colocadas en recipientes

blancos.

6.13 Ensayo de digestibilidad in vitro

La determinaciéon de digestibilidad de proteina se realiz6 de acuerdo con la
metodologia modificada de Minekus et al. (2014). Se tomaron alicuotas de 1 g de
muestra y 1 mL de agua desionizada para el blanco, las cuales se adicionaron en
15 ml de HCI 0.1 M con 1.5 mg/mL de pepsina. Se incubaron a 37 °C durante 3 h
en bafo de temperatura constante. Se detuvo la hidrélisis de la pepsina
neutralizando con 7.5 mL de solucibn de NaOH 0.5 M. Luego, la digestion
pancreética se inicié adicionando 10 mL de tampon fosfatos 0.2 M (pH 8.0) més 10
mg de pancreatina y se incub6 a 37 °C durante la noche. Pasado este tiempo, se
afiadié 1 mL de acido tricloroacético al 10% y se centrifugd a 8000 rpm por 20 min.
Se estimo el contenido de proteina total del sobrenadante con el método de Bradford

(1976). La digestibilidad se calcul6 de acuerdo con la ecuacion:

] o (proteina de la muestra — proteina del blanco)
% Digestibilidad = - x100
proteina de la muestra

6.14 Andlisis microbiol6gico de bases y bebidas de lactosuero

Para determinar la calidad microbiolégica del lactosuero, se prepararon muestras
de acuerdo con la norma establecida (NOM-110-SSA1, 1994) y se realizaron los
conteos de coliformes totales (NOM-113-SSA1, 1994), bacterias aerobias (NOM-
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113-SSA1, 1994) de mohos y levaduras (NOM-111-SSA1, 1994) y determinacién
de microorganismos indicadores y patégenos (NOM-210-SSA1, 2014).

6.15 Elaboracion de bebidas de lactosuero

Se prepararon tres formulaciones de bebidas con una base de lactosuero
hidrolizado deslactosado (SHD), siendo la base que presentd las mejores
capacidades antioxidantes evaluadas con la metodologia descrita en el apartado

6.6, siguiendo las proporciones que se indican en la tabla 4.

Tabla 4. Ingredientes de tres formulaciones de bebidas de lactosuero

Formulaciones
Ingrediente Bl B2 B3
SHD 97.87% 97.71% 97.70%

Polidextrosa 1.63% 1.63% 1.63%

Café soluble 0.49% 0.65% 0.65%

Acesulfame K 0.01% 0.01% 0.02%

6.16 Caracterizacion de las bebidas de lactosuero

Las tres formulaciones de bebidas a base de lactosuero fueron evaluadas para
conocer su capacidad antioxidante, peso molecular, punto isoeléctrico, tamafio de
particula, potencial Z, propiedades térmicas, viscosidad, color, digestibilidad y
calidad microbioldgica siguiendo las mismas metodologias utilizadas para las bases

de lactosuero (ver figura 3).

6.17 Analisis sensorial de bebidas de lactosuero

Se realiz6 una sesién de pruebas sensoriales, de acuerdo con el método modificado
de Arsi¢ et al. (2018). Se invitd a 160 panelistas a participar en la evaluacion de
bebidas para conocer su aceptabilidad general, llenando los cuestionarios que
constan de las preguntas: escolaridad, fecha, sexo, edad y lugar de procedencia.
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Las muestras de 10 mL se presentaron a una temperatura de 4 + 1 °C, en vasos de
plastico individuales codificados con nameros de 3 digitos, y se colocaron frente a
cada panelista. Cada participante recibio tres muestras, un lapiz, un cuestionario y
un vaso de agua a temperatura ambiente para enjuagarse la boca entre muestras.
Se pidi6 que marcaran un valor en la escala del cuestionario que represente mejor
cuanto les gusté o no les gustd cada una de las muestras con respecto a la
aceptacion general, utilizando una escala hedonica de 5 puntos donde 5= Me gusta
mucho, 4= me gusta moderadamente, 3= no me gusta ni me disgusta, 2= me
disgusta moderadamente y 1= me disgusta mucho, para evaluar de forma individual

los atributos color, olor y sabor.

Con los datos obtenidos se realizé un analisis estadistico tipo ANOVA con el
software SPSS v25. Las diferencias significativas en la comparacion de medias se
realizaron a una probabilidad del 95% (p<0.05) para evaluar la preferencia de las

formulaciones presentadas.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 FASE 1: Elaboracion de queso panelay obtencion de lactosuero dulce

7.1.1 Caracterizacion de la leche

La leche obtenida de la planta Prounilac en las instalaciones de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo en Tulancingo, Hgo. presentd las siguientes
caracteristicas: pH 6.977+0.006, punto crioscopico 0.758+0.001 °H y -0.791+0.001
°C, sales minerales 0.437+0.006% y nitrégeno no proteinico 1.233+0.058 mg/mL,
estos valores se encuentran dentro de lo reportado para la composicion general de
la leche (NOM-155-SCFI, 2012), mientras que la lactosa 6.660+0.010%, proteina
total 4.417+0.006%, estdn por encima de la composicién general de la leche a
excepcion del contenido de materia grasa (2.683+0.029%), que es menor esto
debido al previo proceso de desnatado y estandarizacion inicial de la leche usada
como materia prima. Las variaciones podrian deberse a que la leche es un fluido
biol6gico muy variable. Por las diferencias entre especies, la raza, el estado
nutricional, la etapa de lactancia y edad del animal, asi como la estacionalidad de la

ordefa (Fox, Uniakce-Lowe, McSweeney, & O'Mahony, 1998).

7.1.2 Elaboracion de queso panelay obtencion de lactosuero dulce

Se obtuvo un 21.396+0.019% de rendimiento del queso panela, mayor a lo
encontrado por Ochoa-Flores y colaboradores (2013), quienes reportaron un
17.60% para un queso panela control. Esto puede deberse a la mayor cantidad de
proteina presente en la leche utilizada como materia prima. Resultados similares
fueron reportados por Pazzola y colaboradores (2019), quienes encontraron que la
leche con un contenido inicial mayor de proteina conducia a un mayor rendimiento

de queso de leche de cabra.

7.1.3 Caracterizacion fisicoquimica del lactosuero

El analisis fisicoquimico del lactosuero nativo arrojé como resultados que la materia
grasa es 0.26x0%, el punto crioscopico 0.532+0.008 °H, la caseina 1.000+0.000%,
la urea 0.009+0.000% y el pH 6.467+0.006 se encuentran dentro de los valores

generales de la composicion del lactosuero, no asi la proteina total 0.647+0.04%,
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los soélidos totales 5.853+0.055%, las sales minerales 0.317+0.059% Yy los sélidos
no grasos 5.593+0.055% cuyos valores estan por debajo de lo esperado. Por el
contrario, se observa un alto contenido de lactosa 5.263+0.038%, lo cual podria

deberse a la propia composicién de la leche de donde se obtuvo (de Wit, 2001).

7.2 FASE 2: Elaboracion y caracterizacion de cuatro bases de lactosuero

7.2.1 Caracterizacion de cuatro bases de lactosuero

En la figura 4 se muestra la composicion fisicoquimica de las cuatro bases de
lactosuero, donde los resultados sugieren que el contenido de nitrégeno proteinico
es levemente mayor en la base nativa hidrolizada (SH), debido a que, durante la
hidrdlisis, las proteinas se dividen en péptidos de diferentes tamafios y aminoacidos
libres, en consecuencia de la escision de los enlaces peptidicos (Cui, Sun, Zhou,
Cheng, & Guo, 2021). En cuanto al nitrégeno no proteinico, hubo un incremento
significativo de éste en las bases que pasaron por mas tiempo en tratamientos
térmicos (SND y SHD), debido a la presencia de aminoacidos libres, urea y
amoniaco, los cuales se liberan como consecuencia de la desnaturalizacion
proteinica generada por el desdoblamiento de las estructuras terciarias como lo
expone el trabajo de Al-Saadi (2014). El contenido de materia grasa es
significativamente distinto para todas las bases, siendo mayor en la base SHD con
0.38%, ya que debido al proceso de hidrdlisis proteolitica se liberaron acidos grasos
gue quedaron en forma libre, los cuales antes estaban ligados a las proteinas como
la BSAy la B-LG. Estas proteinas en su forma nativa actian como acarreadores de
lipidos (Kilara & Vaghela, 2018; Le Maux, Bouhallab, Giblin, Brodkorb, &
Croguennec, 2014; Minj & Anand, 2020). También, los minerales presentaron un
incremento en su composicion destacando los tratamientos SND y SHD con 0.60%
y 0.62% respectivamente. Minj y Anand (2020) y de Wit (2001) reportaron que la
lactoferrina de forma nativa esta unida al hierro y las proteasas peptonas al calcio,

siendo que durante la hidrdlisis, dichos minerales quedan libres en la solucién.
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Figura 4. Composicion fisicoquimica de cuatro bases de lactosuero.
Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05). Las
barras de error representan la desviacién estandar de tres repeticiones.

El contenido de lactosa se muestra en la figura 5, obteniendo valores
significativamente diferentes (P<0.05) para las bases deslactosadas (SND y SHD)
respecto a las no deslactosadas (SN y SH), siendo el contenido inicial de lactosa
para para SN y SH de 0.028 y 0.029 g/mL respectivamente. Estos valores
disminuyeron significativamente en las bases SND y SHD hasta un 0.007 g/mL para
ambos tratamientos. El grado de hidrdlisis de lactosa de estas Ultimas bases alcanzé
valores de 75.58% y 76.10% respectivamente. Ghosh et al. (2017) reportaron una
hidrélisis de lactosa del 60.88% mediante la B-galactosidasa en muestras de

lactosuero donde la proteina fue previamente hidrolizada.
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Figura 5. Contenido de lactosa de cuatro bases de lactosuero obtenido por el

meétodo de azUcares totales con curva de lactosa.
Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05). Las
barras de error representan la desviacion estandar de tres repeticiones.

7.2.2 Ensayos de determinacién de actividad antioxidante por inhibicion de

radicales DPPHy ABTS en cuatro bases de lactosuero

Existe una amplia variedad de métodos para evaluar la capacidad antioxidante a
través de la inhibicién de radicales, siendo los més utilizados el DPPH y el ABTS.
El radical DPPH se usa en sistemas complejos ya que permite analizar antioxidantes
hidrofilicos e hidrofébicos al estar en solucion con agua y metanol (Romulo, 2020),
por su parte, el ABTS™ se puede utilizar en diversas matrices para determinar las
capacidades antioxidantes hidréfilas y lip6filas de los compuestos de interés ya que
es soluble en disolventes acuosos y organicos y no se ve afectado por la fuerza
i6nica (Prior, Wu, & Schaich, 2005).

En el caso de las bases analizadas, como se muestra en la figura 6, existe una
diferencia significativa (p <0.05) en la inhibicidon entre ambos métodos, siendo mas
altos los valores encontrados por la técnica ABTS. Asimismo, para dicho radical, los
valores de SH (0.598+0.012 meq de Trolox) y SHD (0.615+0.016 meq de Trolox)

son significativamente mas altos en contraste con los no hidrolizados con valores
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de 0.373£0.014 y 0.417+0.031 meq de Trolox (SN y SND respectivamente). De
forma similar, los resultados obtenidos en el ensayo de inhibicion de DPPH
muestran que la base con mayor actividad antioxidante es la SHD (0.099+0.031
meq de Trolox) al compararla con la SND (0.027+0.024 meq de Trolox); mientras
que las bases SN y SH no presentaron diferencias estadisticas entre si ni entre sus
analogas deslactosadas. De forma similar, en trabajos anteriores se ha comprobado
que los péptidos provenientes de proteinas hidrolizadas mejoran su capacidad
antioxidante al acortar su cadena a secuencias de entre 2 y 20 aminoacidos que
incluyan tirosina, metionina, lisina, cistina, histidina y triptéfano, mediante técnicas
como la protedlisis enzimatica (Mann, Athira, Sharma, Kumar, & Sarkar, 2019), los
cuales son en su mayoria aminoacidos hidrofébicos. En teoria, estos aminoacidos
deberian ser cuantificables por su afinidad a la técnica de inhibicion de DPPH, sin
embargo, se sabe que algunos radicales pueden ser inertes o reaccionar muy
lentamente al DPPH al presentar impedimento estérico como podria ser el caso de
la configuracion tridimensional de algunas de las proteinas y péptidos en las
muestras estudiadas. Los valores de DPPH resultaron més bajos comparados con
los de ABTS, debido a que el DPPH se decolora con agentes reductores y con la
transferencia de H, lo que también contribuye a interpretaciones inexactas de la

capacidad antioxidante (Prior et al., 2005).

Los porcentajes de inhibicibn mas altos fueron para la base SHD con valores de
84.82+2.04 y 33.541+6.73% para ABTS y DPPH respectivamente. Corréa et al.
(2014) realizdé un estudio en lactosuero de leche de oveja hidrolizado con una
proteasa de Bacillus sp. P7. Asi mismo, obtuvieron una menor actividad antioxidante
ante el radical ABTS con un valor de 51.30£0.51% a las 6 h de hidrdlisis.
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Figura 6. Cuantificacién de la capacidad antioxidante de cuatro bases de

lactosuero por inhibicién de los radicales ABTS y DPPH.
Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05). Las
barras de error representan la desviacién estandar de tres repeticiones.

7.2.3 Determinacién de peso molecular de proteina en cuatro bases de

lactosuero

El peso molecular de la proteina de las bases de lactosuero fue analizado siguiendo
la metodologia SDS-PAGE. La figura 7 muestra la disminucién del tamafio de la
proteina en las bases hidrolizadas, siendo que las bases nativas (SN y SND)
presentaron proteinas desde 174.63+22.37 y 173.33+57.77 kDa respectivamente.
Estos pesos moleculares corresponden a algunas inmunoglobulinas con pesos
reportados alrededor de 150 a 170 kDa (Madureira et al., 2007). Las fracciones mas
grandes que fueron encontradas en las bases hidrolizadas (SNH y SHD) fueron de
156.544+8.90 y 134.03+3.18 kDa respectivamente. También se observé que las
proteinas mayores a 50, 25y 15 kDa en las bases SN y SND fueron hidrolizadas en
fracciones de menor peso molecular en las bases SH y SHD, hasta obtener cadenas

de 12.46+£1.04 y 10.22+2.98 kDa, siendo los pesos mas pequefios detectados por
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el marcador molecular. Para la lactoferrina (LF) no se observaron cambios
significativos entre los tratamientos, debido a que esta proteina no es hidrolizada
por la enzima proteasa usada en el tratamiento del lactosuero. Los dos iones de
hierro en su estructura le proporcionan una alta estabilidad ya que adopta una
conformacion més cerrada y exhibe una mayor resistencia a la hidrolisis (Gruden &
Poklar Ulrih, 2021).
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Figura 7. Estimacion de peso molecular de proteina de cuatro bases de lactosuero
en geles de poliacrilamida.

7.2.4 Determinacion de punto isoeléctrico de proteina en cuatro bases de

lactosuero

Las cuatro bases de lactosuero analizadas arrojaron como resultados los valores
gue se muestran en la tabla 5. Se observa que hay diferencia significativa (p<0.05)
entre las bases nativas y las hidrolizadas, esto posiblemente debido a los cambios
estructurales de las cadenas de las proteinas, siendo consistentes los valores de
las bases nativas con los reportados por Ramos et al. (2015) para a-LA (4.8) y BSA
(4.7-4.9). Las bases hidrolizadas contienen estructuras proteinicas y péptidos de
menor punto isoeléctrico, lo que mejora la estabilidad de las bases ante cambios de
pH como se da naturalmente en este tipo de sistemas alimentarios, los cuales se

degradan por acidificacion (White, Fox, Jervis, & Drake, 2013).
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Tabla 5. Punto isoeléctrico de la proteina de cuatro bases de lactosuero.

Base Punto isoeléctrico (pH)

SN 4.16+0.082
SH 3.04+0.08°
SND 4.07+0.082
SHD 2.29+0.09°

Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05) n=3

De acuerdo con el trabajo de Gauthier and Pouliot (2003), puntos isoeléctricos de
4.2, similares a los obtenidos para las bases nativas, corresponden a fracciones de
15 a 40 aminoacidos de B-LG, las cuales han sido estudiadas por tener actividad

funcional (Pihlanto-Leppala, Koskinen, Piilola, Tupasela, & Korhonen, 2000).

7.2.5 Determinacién de potencial Zy tamafio de particula de cuatro bases de

lactosuero

El potencial Z es un parametro que permite medir el equilibrio electroquimico de las
interfaces liquido-particula al cuantificar la magnitud de la repulsion/atraccion entre
las particulas, convirtiéendose en una de las medidas fundamentales conocer la
estabilidad de las particulas coloidales, entendiendo por estabilidad la resistencia
de la dispersion al cambio con respecto al tiempo. De acuerdo con Cano et al (2018)
se pueden clasificar las soluciones coloidales en relacién a su potencial Z como
inestables (0 a +10 mV), relativamente estables (+10 a £20mV), moderadamente
estables (20 a £30 mV) y muy estables (+30 mV). Por esto, en la tabla 6 se muestra
qgue las bases hidrolizadas son significativamente mas estables que las nativas
debido a los péptidos obtenidos por hidrélisis. También se observa que en las bases
nativas el tamafio de particula es mayor a 6000 r.nm, mientras que en las
hidrolizadas este parametro se ve reducido. Resultados similares fueron obtenidos
por Nishanthi, Vasiljevic, and Chandrapala (2017) para el tamafio de particula,
guienes para lactosuero dulce obtuvieron un valor de 178.5 £ 6.6 nm, en tanto que

para potencial Z reportaron una carga de -2.8 £ 0.3 mV.
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Tabla 6. Potencial Z en mV y Tamafio de particula (r.nm) de cuatro bases de
lactosuero

) Tamafo de particula (r.nm)
Base Potencial Z (mV)

Pico 1 Pico 2

SN -7.71+£1.232 181.47+40.56 >6000
SH -14.50+0.52° 137.40+19.94 1335.67+851.83

SND -9.01+0.502 329.57+117.47 >6000

SHD -11.73+0.15° 157.20+10.19 2455.33+314.88

Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05) n=3

7.2.6 Determinacion de propiedades térmicas de cuatro bases de lactosuero

Las propiedades térmicas de las cuatro bases para bebida se evaluaron en polvo
seco con 0% de contenido de agua. De acuerdo con Roos (1995), los alimentos son
sistemas complicados, cuyas transiciones de fase de los componentes principales
(carbohidratos, lipidos, proteinas y agua) rigen su estado fisico. Como se observa
en la tabla 7, la temperatura de transicion vitrea (Tg) en el suero nativo (96 °C) es
similar a lo reportado para la lactosa (98 °C) por Schuck et al. (2005), mientras que
para el suero hidrolizado la temperatura aumenté a 108.8 °C, posiblemente porque
hay una mayor superficie de respuesta en las proteinas hidrolizadas, las cuales
retrasan la cristalizacion de la lactosa en polvo (Hogan & O’Callaghan, 2013). No se
logré observar una temperatura de desnaturalizacion (Td) proteinica en el suero
nativo (SN), pero si se observa dicha transicion en una disminucion consecutiva
importante para SH, SND y SHD con valores de 69.42 °C, 63.08 °C y 59.42 °C
respectivamente. Lo anterior, debido a los tratamientos térmicos mas prolongados
para alcanzar los procesos de deslactosado. Bernal y Jelen (1985) reportaron que
los puentes de hidrogeno y los enlaces hidrofébicos se rompen o se debilitan
durante procesos a temperaturas mayores a 70 °C provocando que las estructuras
secundarias y terciarias se destruyan. Los rangos de temperatura de

desnaturalizacion de las proteinas presentes en las bases analizadas son
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semejantes a los encontrados para B-LG, a-LA e IG en un rango de 53-78 °C
(Paulsson & Dejmek, 1990).

Tabla 7. Propiedades térmicas de cuatro bases de lactosuero

Muestra Tg (°C) Td (°C)

SN 96.00 -

SH 108.80 69.42
SND - 63.08
SHD - 59.42

7.2.7 Determinacion de viscosidad de cuatro bases de lactosuero

La medicion de la viscosidad se realiz6 mediante el equipo de Brookfield, sin
embargo, la sensibilidad de este equipo no es suficiente para medir valores entre 0
y 1.5 cp, ya que al tener las muestras una composicion mayoritariamente acuosa,
la viscosidad fue muy baja, cercana a la del agua. Delaveau and Jelen (1979)
realizaron estudios de viscosidad en lactosuero con un pH de 6.5 y reportaron
valores alrededor de 1.2 cp.

7.2.8 Determinacion de color de cuatro bases de lactosuero

El color de un producto afecta la forma en que los consumidores lo aceptan y
consumen. Por esta razén, fue de gran importancia la medicién del color de las
bases a través del modelo Ciel*a*b, como se muestra en la tabla 8. De acuerdo con
Chudy y colaboradores (2020), el color natural de los productos lacteos incluyendo
el lactosuero, esta situado en los cuartos 1 y 2 del sistema de coordenadas en los
ejes a* y b* lo que es indicativo del color amarillo. Dicho color puede ser
monocromatico (580 nm) o generado por una luz verdosa (540-560 nm) y mezcla
de radiacién roja (600-700 nm). Para todas las muestras de la presente
investigacion, se detecto un color amarillo traslicido, mas claro y brillante para las
muestras hidrolizadas. Se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) en el
pardmetro de luminosidad entre la base SN con 96.6 y los otros tres tratamientos

gue a simple vista parece un color mas verdoso. Esto se debe a los procesos
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térmicos a los que fueron sometidas las bases hidrolizadas y deslactosadas, pues
la riboflavina es una vitamina soluble presente en el lactosuero y un cofactor
enzimatico importante que imparte ese tono amarillo verdoso. Esta es fotosensible
y se diluye por accién del calentamiento (Fox et al., 1998; Ryan & Walsh, 2016).
Estos valores concuerdan con los reportados por Chudy y colaboradores (2020)
para el suero nativo con valores de 95.4, -0.68 y 13.93 para las coordenadas L*, a*

y b* respectivamente.

Tabla 8. Parametros Ciel*a*b de cuatro bases de lactosuero

Muestra L* *a *b Apariencia
de color
SN 96.633+0.5722  -8.597+1.2942  17.299+0.308P
SH 08.283+0.828%  -7.636+0.9212  14.821+0.4312
SND 97.071+1.062%>  -8.348+0.308%  16.591+0.744P
SHD 99.257+1.215>  -8.229+1.143%  15.952+0.959%

Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05) n=3
7.2.9 Ensayo de digestibilidad in vitro de cuatro bases de lactosuero

En este ensayo se encontré que, para la fase gastrica, no existen diferencias
significativas (p>0.05) entre las cuatro bases. Sin embargo, la tabla 9 demuestra
que durante la fase intestinal, las bases hidrolizadas SH y SHD presentaron
diferencias significativas (p<0.05) debido a que tienen un mayor porcentaje de
absorcion (83.7%) que la nativa deslactosada (SND) con 82.7%. Esto se debe a que
los péptidos de menor tamafio obtenidos por la hidrélisis enzimatica son absorbidos
mas facilmente a nivel intestinal. Resultados similares fueron encontrados por Sinha
y colaboradores (2007) quienes reportaron una absorcion de entre 75y 78% para
hidrolizados de lactosuero. Kitabatake and Kinekawa (1998) reportaron que
hidrolizados de b-LG son mejor absorbidos que sus proteinas nativas. Asi mismo,
Almeida y colaboradores (2015) reportaron valores equivalentes para suplementos
de proteina de suero, con una digestibilidad de entre 88.4 y 91.7%.
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Tabla 9. Porcentaje de digestibilidad de cuatro bases de lactosuero.

Muestra Digestibilidad Digestibilidad
gastrica (%) intestinal (%)

SN 83.73+0.442 83.21+0.14 %
SH 83.53+0.472 83.70+0.35°
SND 83.63+0.412 82.79+0.222
SHD 83.75+0.342 83.70+0.17°

7.2.10 Analisis microbiolégico de cuatro bases de lactosuero

Las bases de lactosuero fueron analizadas microbiolégicamente a través de las

metodologias descritas por las normas oficiales mexicanas, como se muestra en la

tabla 10. No se observo crecimiento bacteriano en ninguna de las bases, esto

debido a la correcta pasteurizacion efectuada en las muestras analizadas. Estos

resultados son alentadores debido a que existe confiabilidad e inocuidad para el

consumo de bebidas preparadas a partir de estas bases de lactosuero.

Tabla 10. Conteo de UFC/mL en tres diluciones de cuatro bases de lactosuero

Bacterias

S mesofilas Coliformes Mohos y E. coli
Muestra Dilucion aerobias totales levaduras (UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

SN 102 s/p sl/p s/p s/p
104 s/p s/p s/p s/p

10 s/p s/p s/p s/p

SH 102 slp slp slp slp
104 s/p s/p s/p s/p

10 s/p s/p s/p s/p

SND 10? s/p s/p s/p s/p
104 s/p s/p s/p s/p
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10 s/p sl/p s/p s/p
SHD 102 s/p s/p s/p s/p
104 s/p sl/p s/p s/p
106 s/p s/p s/p s/p

*s/p= sin presencia

7.3 FASE 3: Elaboracion y caracterizacion de tres formulaciones de bebidas

de lactosuero

7.3.1 Ensayos de determinacion de actividad antioxidante por inhibicién de

radicales DPPHy ABTS en tres formulaciones de bebidas de lactosuero
Las tres bebidas fueron evaluadas en los ensayos de inhibicion de DPPH y ABTS,
siendo los resultados entre pruebas significativamente diferentes. De la misma
forma que la bases (apartado 7.2.3), la prueba con ABTS arroj6 valores mas altos
para las tres bebidas. En la figura 8, se muestran los resultados obtenidos para las
tres formulaciones de bebidas, donde no se observan diferencias significativas
(p>0.05) entre las mismas para cada ensayo. La capacidad antioxidante exhibida
en el ensayo de DPPH por cada bebida fue de 0.1660+0.0002, 0.1597+0.0009 y
0.1550+0.0012 meq de Trolox para B1, B2 y B3 respectivamente, mientras que para
ABTS fueron de 0.697+0.014, 0.689+0.011 y 0.698+0.030 meq Trolox. Las bebidas
presentaron valores mas altos que la base SHD con la que fueron elaboradas
debido a la adicidn de café soluble, materia prima que es ampliamente reconocida
por presentar una alta actividad antioxidante gracias a su contenido de compuestos
fendlicos como los acidos clorogénicos, la trigonelina, la cafeina y las melanoidinas,
mejorando de forma importante la capacidad antioxidante de las bebidas (Passos
et al., 2017). Se sabe que el café soluble comercial puede inhibir la captacién de
radicales libres, como presentan en su trabajo Marcucci, Dias, Almeida y Benassi
(2017), quienes obtuvieron valores de 20.39 hasta 37.02 gramos equivalentes de
acido galico por cada 100 en diferentes marcas de café soluble regular o
descafeinado.
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Figura 8. Cuantificacidon de la capacidad antioxidante de tres bebidas de
lactosuero por inhibicién de los radicales ABTS y DPPH.

Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05). Las
barras de error representan la desviacién estandar de tres repeticiones.

7.3.2 Determinacion de peso molecular de proteina en tres formulaciones de

bebidas de lactosuero

En cuanto a las tres bebidas, en la figura 9 se observan fracciones cerca de 13.33
kDa, las cuales podrian deberse a la desnaturalizacion ocurrida por el segundo
tratamiento térmico al que se sometieron para pasteurizar el producto final. Tanto
en las bases hidrolizadas como en las bebidas se registré un barrido de los péptidos
mas pequefios que no pudieron ser detectados por el marcador de 10 kDa. Sin
embargo, se observd un barrido de las proteinas en las franjas cercanas a los 13
kDa para las tres bebidas que no eran visibles en la base SHD, lo cual podria
deberse a la agregacion de algunas proteinas por efecto del segundo tratamiento
térmico al que se sometieron las bebidas preparadas. Resultados similares fueron
obtenidos por Jovanovic, Barac, Macej, Vucic, and Lacnjevac al someter muestras

de lactosuero reconstituido a temperaturas mayores a 75 °C. También se observo
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gue una banda presente en la base SHD cercana a los 16.05 kDa (figura 7) ya no
es visible en ninguna de las tres bebidas, probablemente al desnaturalizarse por
accion del calentamiento se agregaron en una banda mas gruesa cercana a los 14.7

kDa junto con la a-LA.

STD Bl B2 B3

150 kDa IER

: IG (<150 kDaj
100 kDa o ¢ )
75 kDa i LF (80 kDa)
50 kDa = W
37kpa— W
25KkDa——
20 kDa ™ B
B-LG (14.18 kDa)
15 kDa
o-LA (14.18 kDa)
10 kDA™ g

Figura 9. Estimacion de peso molecular de proteina de tres bebidas de lactosuero
en geles de poliacrilamida.

7.3.3 Determinacion de punto isoeléctrico de proteina en tres formulaciones
de bebidas de lactosuero
No se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre los resultados de punto
isoeléctrico de las bebidas B1, B2 y B3 con valores de 2.62+0.212, 2.67+0.292 y
2.70%0.322 respectivamente En las tres bebidas, las fracciones proteinicas fueron
exactamente las mismas. Sin embargo, se observo que el punto isoeléctrico de las
bebidas es significativamente mas alto en comparacion con el de la base SHD con
la que fueron elaboradas. Es posible que esto se deba a la adicion de acesulfame
K, el cual es capaz de mantener el pH de la solucion mas alto, como lo reporta

Yaqub et al. (2018) para una matriz lactea como el yogurt.

7.3.4 Determinacion de potencial Z y tamafio de particula de tres

formulaciones de bebidas de lactosuero

Se determind que el potencial Z de las bebidas B1, B2 y B3 fue de -5.4500+0.2179,
-5.8400+£0.3061 y -5.1133+0.6307 mV respectivamente. No se observaron
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diferencias significativas (p>0.05) entre las bebidas debido a que se elaboraron con
la misma base de lactosuero (SHD), no obstante, al comparar dicha base con las
bebidas terminadas se observé una diferencia significativa (p<0.05) en la
estabilidad, ya que los valores comprendidos entre +0 a £10 mV se consideran como
inestables para las soluciones coloidales. Es posible que esto se deba a que por el
segundo tratamiento térmico realizado, las proteinas y sus fracciones se agregaron
en moléculas mas grandes y comenzaron a flocular. De acuerdo con Britten, Giroux,
and Gaudin (1994), al calentar las proteina de lactosuero a pH 6.0, la solubilidad
disminuye, gracias a la alta proporcién de agregados de gran tamafio. Esto se
observa en concreto en el tamafio de particula, con valores de 810.40+348.56,
658.97+126.14 y 708.47+191.18 r.nm para las bebidas Bl, B2 y B3
respectivamente. Estas bebidas no presentaron diferencias significativas (p>0.05)
entre ellas, pero si con la base SHD con la cual se elaboraron, siendo que el tamafio
de las particulas es significativamente mayor debido a la agregacién antes

mencionada.

7.3.5 Determinacion de propiedades térmicas de tres formulaciones de

bebidas de lactosuero

Para las tres bebidas elaboradas con SHD, se observd que la temperatura de
transicion vitrea corresponde a los carbohidratos con mayor concentracién en la
solucion, siendo los mayoritarios la polidextrosa, glucosa y galactosa. De acuerdo
con Schuck et al. (2005), la glucosa y galactosa tienen temperaturas de transicion
vitrea de 31y 30 °C respectivamente, pero se sabe que en las mezclas de azlcares,
los valores de Tg no son exactos y estan en funcién de la concentracion de cada
carbohidrato. Los valores individuales de Tg para polidextrosa, glucosa y galactosa
respectivamente son de 93 °C (Ribeiro, Zimeri, Yildiz, & Kokini, 2003), 31y 30 °C
(Schuck et al., 2005). Sin embargo, al estar en una mezcla se observo que el valor
mas alto de Tg dado por la polidextrosa elevo los valores de los monosacaridos,
siendo un comportamiento esperado segun Roos (1995). También se observé que
la polidextrosa actu6é como un leve protector de las proteinas al elevar la Td de las

bebidas con respecto a la base de elaboracion SHD (Td=59.42 °C) (ver tabla 11).
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Tabla 11. Propiedades térmicas de tres bebidas de lactosuero

Muestra  Tg (°C) Td (°C)

Bl 40.28 61.60
B2 41.23 61.46
B3 40.35 65.23

7.3.6 Determinacion de color de tres formulaciones de bebidas de lactosuero

El analisis de color por medio del modelo Ciel*a*b de las tres bebidas se muestra
en la tabla 12, en la cual se observa que no hay diferencias significativas (p>0.05)
entre las bebidas para ninguno de los parametros. El color global es similar para las
tres muestras, que a simple vista es café y traslicido. La adicién progresiva de café
instantaneo en las bebidas B1, B2 y B3 resulté en formulaciones con valores de L*
y a* mas bajos, posiblemente por la mayor concentracion de melanoidinas.
Resultados similares fueron reportados por Vimercati et al. (2020) en un producto
de kéfir saborizado con café instantaneo, en el que valores consecutivamente mas
pequefios de L* fueron medidos al afiadir una concentracion mas alta de café
(oscilaron entre 57,65 y 83,21).

Tabla 12. Parametros Cel*a*b de tres bebidas saborizadas a base de lactosuero

Muestra L *a *b
Bl 52.07+5.062 31.05+0.682 79.62+3.692
B2 51.14+1.582 31.62+0.982 77.81+1.192
B3 50.25+4.992 30.95+1.772 78.03+2.542

Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05) n=3
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7.3.7 Ensayo de digestibilidad in vitro de tres formulaciones de bebidas de

lactosuero

En este ensayo no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre las
bebidas B1, B2 y B3 (ver tabla 13), esto se debi6é a que todas se elaboraron con la
misma base de lactosuero (SHD), por lo cual se infiere que los demas ingredientes
de la formulacion no afectan en su proporcién a la digestibilidad de la bebida a que
la B-LG no es hidrolizada por la pepsina y por ende esto se debe a que, durante el
proceso de hidrdlisis del lactosuero, dicha proteina no sufrié rupturas que afectaran
su tamafo molecular. Resultados similares reportaron Kitabatake and Kinekawa
(1998), afirmando que la pepsina porcina no pudo hidrolizar B-LG por encima de pH
4.0.

Tabla 13. Porcentaje de digestibilidad de tres bebidas de lactosuero

Muestra Digestibilidad Digestibilidad
gastrica (%) intestinal (%)

Bl 82.10+0.312 83.27+0.592
B2 82.20+0.312 83.63+0.442
B3 81.65+0.812 83.53+0.382

Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05) n=3
7.3.8 Analisis microbiolégico de tres formulaciones de bebidas de lactosuero

Los microorganismos presentes en la leche y el lactosuero pueden incluir
patdgenos, organismos deterioradores, y algunos condicionalmente beneficiosos
como en el caso de las bacterias acido lacticas (BAL). Al igual que las bases, las
bebidas no presentaron crecimiento alguno de colonias en el conteo en placa de las
pruebas microbiolégicas realizadas (tabla 14). Por lo tanto, se considerd que el
proceso de pasteurizacion fue eficiente para las formulaciones adicionadas con
diversos ingredientes. Es importante asegurar la calidad microbiolégica ya que los
productos lacteos pasteurizados representan algunos de los alimentos mas seguros

disponibles (Boor, Wiedmann, Murphy, & Alcaine, 2017) y este proceso reduce los
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problemas de deterioro en el caso de la bebida que se elaboré. Adicionalmente a
las propiedades funcionales estudiadas en este proyecto, se sabe que los péptidos
del lactosuero también poseen propiedades antimicrobianas, por lo que es posible
que por esta razén también haya cierta inhibicion de algunos microorganismos
(Gupta & Prakash, 2017).

Tabla 14. Conteo de UFC/mL de tres bebidas de lactosuero.

Bacterias Coliformes Mohos y
Muestra Dilucion mesofilas aerobias totales levaduras
(UFC/mL)? (UFC/mL)P (UFC/mL)®
Bl 10 sl/p sl/p s/p
104 s/p s/p s/p
10 sl/p s/p s/p
B2 102 s/p s/p s/p
104 sl/p sl/p s/p
10 s/p s/p s/p
B3 10 sl/p sl/p s/p
104 s/p s/p s/p
106 s/p s/p s/p

s/p= sin presencia

7.3.9 Anaélisis sensorial de tres formulaciones de bebidas de lactosuero

Las tres formulaciones de bebidas fueron evaluadas por 160 panelistas, de los
cuales 87 fueron mujeres y 73 hombres en un rango de edad de los 15 a los 76
afos. Los participantes provinieron de distintos municipios del estado de Hidalgo,
Estado de México y Veracruz, calificando los atributos de color, olor y sabor en una
escala hedonica de 5 puntos. En la tabla 15, se muestran los resultados para cada
atributo. Los datos demostraron que, para los atributos de color y olor, no hubo una
diferencia significativa (p>0.05) debido a que probablemente la cantidad de café
afadida a cada formulacién no fue lo suficientemente distinta para causar que los
panelistas notaran cambios entre formulaciones. Sin embargo, para el atributo
sabor, si se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en las que las mejores
calificadas y aceptadas fueron las B2 y B3 con valores de 3.06 y 3.23

respectivamente. Claramente se observoé la preferencia por las bebidas con mas
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concentracion de café y con mas dulzor. Los comentarios escritos en las fichas por
algunos panelistas remarcaron que preferirian un sabor a café ain mas concentrado
gue el que se les ofrecid y algunos otros mencionaron lo mismo sobre la intensidad
del dulzor. Los panelistas que mejor calificaron las bebidas tendian a encontrase en
los rangos de edad mayores a los 23 afios, siendo que la mayoria de los mas
jovenes colocaron calificaciones menores debido a su baja preferencia por el sabor
a café. Ninguno de los participantes mencioné encontrar notas amargas
relacionadas con el lactosuero, cumpliendo asi con el objetivo de enmascarar dichas

sensaciones astringentes caracteristicas de la matriz.

Tabla 15. Aprobacion de los atributos sensoriales de tres bebidas de lactosuero

Atributo Color Olor Sabor

Bebida 1 3.775+£0.8302 3.388+0.9562 2.725+£1.6472
Bebida 2 3.738+0.7992 3.513+0.8052 3.069+1.373P
Bebida 3 3.819+0.8662 3.569+1.0522 3.231+1.588P

Letras diferentes representan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05) n=3
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8 CONCLUSIONES

Se elaboraron satisfactoriamente cuatro bases de lactosuero. Las bases SHD y
SND se deslactosaron obteniendo una reduccion de 75.58% y 76.10%
respectivamente. Las dos bases con proteina hidrolizada (SH y SHD) presentaron
diferencias significativas (p<0.05) con respecto a las no hidrolizadas (SN y SND),
presentando valores mas altos de inhibicion de ABTS de 0.59 y 0.60 meq Trolox
respectivamente. Para las bases SH y SHD se observé una disminucién del peso
molecular de las proteinas, llegando a fracciones menores a 10.22 kDa, igualmente
hubo diferencias significativas (p<0.05) en el tamafio de particula pues se reportaron
fracciones hasta de 137.40 y 157.20 r.nm respectivamente. Ademas, hubo
diferencias significativas (p<0.05) en el punto isoeléctrico. presentando una
disminucién al obtenerse valores de 3.04 y 2.29 para las bases SH y SHD
respectivamente, correspondiendo a fracciones de 15 a 40 amino&cidos con posible
actividad funcional. Asimismo, se mejoré la estabilidad de las bases hidrolizadas,
con diferencias significativas (p<0.05) en los resultados obtenidos de -14.50y -11.73
mV en potencial Z. También hubo diferencias significativas (p<0.05) en la
digestibilidad de las bases mencionadas, con una absorciébn mas alta a nivel
intestinal del 83.7% en ambos tratamientos. Con estos resultados, se eligio la base
SND para elaborar tres bebidas funcionales, de las cuales las bebidas B2 y B3
tuvieron una mayor aceptacion sensorial, con diferencias significativas (p<0.05) en
el atributo sabor, siendo las que contenian una mayor proporcion de café. Entre las
tres bebidas (B1, B2 y B3) hubo diferencias significativas (p>0.05) en cuanto al peso
molecular (13 kDa), punto isoeléctrico, tamafio de particula, potencial Z,
propiedades térmicas, colorimetria, digestibilidad y actividad antioxidante (0.69 meq
Trolox en ABTS). Sin embargo, al comparar las bebidas con la base con la que se
elaboraron (SND), se observd agregacion de las proteinas debido a la doble
pasteurizacion, derivando en diferencias significativas (p<0.05) en el tamafio de
particula y peso molecular, y en una temperatura de desnaturalizacion de las
proteinas menor (entre 61 y 65 °C). Sin embargo, no hubo presencia de

microorganismos indicadores de contaminacion.
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