UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO
DE HIDALGO

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

AREA ACADEMICA DE QUIMICA

Evaluacion del poder quelante de las

proteinas del lactosuero

TESIS

Que para obtener el titulo de:

LICENCIADA DE QUIMICA EN ALIMENTOS
PRESENTA

Arizbeth Stevee Granados Benitez

Directora:

Dra. Araceli Castaieda Ovando

Co-directora:
Dra. Karina Aguilar Arteaga

Mineral de la Reforma, Hgo., octubre 2020.



—%S!CBI

El presente trabajo se realizO en el Laboratorio de Fisicoquimica de Alimentos 2
del Area Académica de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de

Hidalgo.



Agradezco infinitamente a Diosy a mis padres;
Alberto Granados Andrés
Filomena Benitez Torres

“Con todo mi carifo, respetoy admiracion”



INDICE

R 101 10T 11 (o ox o ] o 1SS 1
P N o1 =T ot=T0 (=T o1 USSP PP 2
2.1, LECHE DOVING... .ot 2
2.1.1. Proteinas de 1a [eChe ..o e 2
2.1.2. Compuestos bioactivos de la leche ... 6
2 R T - Tod (0 15 U T (o TSRO UR PR 7
2.2, PeéptidOS DIOACHVOS.......coueiieiieieie ettt e e 8
2.2.1.  GeNEralidades ... e 8
Y ©1 - 1Y o= Tox [ o TS 9

2.2.3. Actividad de los péptidos de la leche como complejantes de metales ...11

2.2.4. Métodos de obtencion de los péptidos bioactivos de la leche ................. 12
2.3. Importancia de los macro y microelementos en el organismo humano ......... 12
T @ | o] 1= 1Yo S 15
0 R €= T - SR 15
I = o 1= o 1o o PSR 15
7 \V 11 (o To (o] (o T 1= 0SSR 16
v @ o] (=] gToi o] g o (=] IS U= (o RS 16
4.2. Preparacion de SOIUCIONES ......cccoceeiieieiiesieeie e see e see e ae e esre e eesneenes 16
4.3. Andlisis fisicoquimico del SUEIO [ACtEO0 ........cccereeririiric e, 16
4.4. Purificacién y concentracion de los péptidos del suero lacteo ..........c............ 17
4.5. Evaluacion de la capacidad acarreadora de metales .........cccccoevvveceeceeriecieenene 18

T S O o1 o OSSP 19

R o 1= 1 (o S 19

TG TR |V F- To [ 1 o SRR S 20
4.6. Separacion de péptidos por electroforesis en gel de poliacrilamida Tris-
THCINA SDS-PAGE ...ttt ere e 20
4.7. Determinacion de actividad antioxidante por el método de FRAP ................. 22
5. ReSUadOS Y AISCUSION ......ceiuiiiiriirierieeriee et 23
5.1. Extracciony caracterizacion del suero lACteo ...........cccovevveeeiieceevecce e, 23



5.2. Purificacion y concentracion de los péptidos del suero lacteo ........................ 25

5.3. Evaluacion de la capacidad acarreadora .........cccccevveeereerieseeesieseenieseeseeseeenens 27
5.3.1. Evaluacién de la capacidad acarreadora con calCio...........ccccceevevrreeenns 28
5.3.2. Evaluacion de la capacidad acarreadora con hierro .......ccccceeveevervecenrnnnns 30
5.3.3. Evaluacién de la capacidad acarreadora con magnesio ..........c.ccceeeerueneee 33
5.3.4. Comparacionde la capacidad acarreadora ..........ccccceceeveeieeieesiesieesesnens 34

5.4. Separacion de péptidos y efecto de los iones metalicos.........ccccevveveeveriernenee. 36

5.5. Actividad antioxidante de los péptidos complejados con iones metalicos.....39

T O o] o o 115157 o =SS 40

A = =T £ 1= T 17 1SRRI 41

AANEXOS ...ttt e AR e e aR et e Re e R e e e Re e ene e n et e ne e neenreeaneeans 42

RETEIEINCIAS ... ittt ettt et e sb e e beenbeeneesseenteeneenneens a7



1. Introduccién

La leche es una fuente importante de nutrientes en la dieta humana debido
al suministro de proteinas, vitaminas esenciales y minerales. Uno de los
subproductos de la leche es el suero lacteo, el cual contiene proteinas solubles,
que forman parte de la fraccibn no sedimentable, constituida por proteinas

globulares, como la B-lactoglobulina y la a-lactoalbumina (Torres et al., 2005).

Ademas, el suero lacteo contiene péptidos bioactivos, de los que se han
descrito propiedades estructurales en comun; tales como, cadena corta de
amino&cidos (de 2 a 9), residuos de aminoacidos hidrofébicos en adicion a grupos
prolina, lisina o0 arginina, y resistencia a la accion de peptidasas digestivas, lo que
permite su absorcién y paso al torrente sanguineo, sin alteracion (Kitts & Weiler,
2003).

En los ultimos afios, relativamente pocos estudios han reportado el papel
gue juegan algunas fracciones peptidicas del lactosuero sobre la salud de los
consumidores, en comparacion con las derivadas de las caseinas, que han
recibido mayor atencién. Por otro lado, se sabe que la deficiencia en la ingesta de
algunos minerales provoca un mal funcionamiento en el organismo, lo que
conlleva al padecimiento de enfermedades como la osteoporosis, la hipertensiony
la anemia (Carbajal, 2017). Por ello, se buscan alternativas que permitan

aumentar la fijacion de minerales en el cuerpo.

Considerando las caracteristicas de las proteinas del suero lacteo y el papel
que juegan muchos péptidos en la salud (Alvarado & Guerra, 2010), en el presente
proyecto se evaluaron las fracciones peptidicas provenientes de la protedlisis de
leche como acarreadores de metales, mediante la formacién de complejos con Fe
(N, Mg (Il) y Ca (Il) para considerarlos como aditivos en el desarrollo de alimentos

funcionales y/o suplementos alimenticios.



2. Antecedentes

2.1. Lechebovina

La leche es una secrecién polifasica producida por la glandula mamaria,
que contiene aproximadamente 5% de lactosa, 3.3% de proteina, 4% de lipidos,
0.7% de sales minerales y el porcentaje restante lo representa el agua. Por estas
caracteristicas ha sido reconocida como parte fundamental de la dieta humana

desde tiempos inmemoriales (Artica, 2014).

2.1.1. Proteinas de laleche

La leche de vaca presenta un contenido proteico que oscila entre el 3 y el
4%, distinguiendo tres categorias para el nitrdgeno proteico; las caseinas, las
proteinas del suero y las proteinas de la membrana del glébulo graso (Swaisgood,
2003). Estas proteinas se separan mediante la acidificacion de la leche a pH 4.6,
el punto isoeléctrico de las caseinas, que produce su precipitaciéon (Alvarado &
Guerra, 2010). EI contenido medio de proteina en una leche es de
aproximadamente 30-35 g L' (Artica, 2014). En la Tabla 1 se muestra la

composicion de las proteinas en la leche.
A) Caseinas

Constituyen alrededor del 78% de las proteinas lacteas a un pH de 4.6, y se
encuentran unidas principalmente con fosfato de calcio Caz(PO4)> en una
estructura sélida y esponjosa llamada micela (Farell et al., 2006; Ferrandini et al.,
2006). Son proteinas insolubles a pH 4.6, contienen acido glutamico y aspartico,

por lo que se conocen como proteinas acidas (Hernandez, 2002).

Las caseinas de la leche se clasifican en funcion de su movilidad
electroforética como: asi-caseina, asp-caseina, B-caseina, k-caseina y y-caseina
(Farell et al., 2004; Barbosa et al, 2012). Estas caseinas tienen una notable
capacidad para estabilizar la fraccién proteica de la leche, es decir, para inhibir
agregacion y precipitacion de las proteinas por cualquier tipo de estrés (Farell et
al., 2006).



Tabla 1. Principales proteinas presentes en la leche de vaca, porcentaje aproximado™.

Proteina Abreviatura g/L %
Caseinas 28.0 78
0.;-caseina a.;-CN 12.4 34.7
Osp-caseina 0s-CN 3.0 8.3
B-caseina B-CN 7.0 19
K-caseina K-CN 4.2 12
y-caseina y-CN 14 4
Proteinas del suero 7.2 20
B-lactoglobulina B-LG 4.2 11.7
a-lactoalbumina A-LA 11 3
Fraccion proteosa-peptona PP 0.8 2.2
Inmunoglobulina G I9G 0.6 1.7
Inmunoglobulina M (s]\Y 0.09 0.25
Inmunuglobulina A IgA 0.01 0.027
Albumina de suero AS 0.3 0.83
Lactoferrina LF 0.1 0.27
Proteinas de la membranadel globulo 0.7 2
graso

'Asumiendo 36 g/L de proteina y 78% de caseina. Fuente: Swaisgood, 2003; Farell et al.,
2006; Barbosa et al., 2012.

as;-caseina: se encuentra en mayor proporcion en la micela de caseina. Esta
compuesta por 199 aminoacidos, de los cuales tiene 17 restos de prolina,
distribuidos a lo largo de toda su cadena, con ocho o nueve grupos fosfato que
interaccionan con el calcio, tres regiones no polares o hidrofébicas y una zona
polar o hidrofilica de carga neta negativa, en la que se encuentran la mayoria de
los grupos fosfato proporcionando a la leche un pH de 6.6 (Horne, 2006; Dalgleish
& Corredig, 2012).

ds;-caseina: es una proteina con una masa molecular de 25.23 kDa y esti
formado por 207 aminoacidos con 13 grupos fosfato para interaccionar con calcio,

muy pocos restos de prolina, y un enlace disulfuro entre las cisteinas (Farrell et al.,



2006). La as2-CN es mas hidrofilica que la asi1-CN ya que tiene tres zonas polares
y s6lo una region no polar con aminoacidos hidrofébicos y carga neta positiva
(Swaisgood, 2003).

B-caseina: estd compuesta por 209 aminoacidos, con cinco grupos fosfato para
interaccionar con calcio, no presenta cisteina, pero es la caseina con el mayor
nimero de residuos de prolina (Farell et al., 2004). Esta caseina tiene una division
entre clara entre su region polar y su zona no polar, constituida por una gran

cantidad de aminoacidos hidrofébicos (Swaisgood, 2003).

K-caseina: es una proteina con una masa molecular de 19 kDa. Compuesta por
169 aminoacidos, es su estructura tiene dos cisteinas (Hernandez, 2002) y
presenta una glucosilacién con los residuos de serina en varios segmentos de su
molécula (Swaisgood, 2003). Presenta Unicamente un grupo fosfato, generando
una interaccion con el calcio mucho menor en comparacion con las otras caseinas
(Farell et al., 2006). La region N-terminal es hidrofébica y la C-terminal, es

hidrofilica y posee una fuerte carga negativa (Fox & Kelly, 2004).

B) Proteinas del suero

Contribuyen el 20% del nitrégeno proteico total, contienen sulfuro en vez de
fosforo, y permanecen en la solucion lactea a un pH de 4.6 (Swaisgood, 2003).
Dentro de su secuencia de aminoacidos contienen precursores de péptidos
bioactivos, que pueden ser liberados por reacciones hidroliticas para tener
actividad biolégica y contribuir a los efectos benéficos para la salud (Baro et al.,
2001).

Las proteinas del suero se conocen como proteinas solubles o no
sedimentables, se clasifican en: B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, seroalbimina,

inmunoglobulinas y lactoferrina (Hernandez, 2002).

B-lactoglobulina: es una proteina globular, con una masa molecular de 18.3 kDa,
gue representa el 50% de la fraccion proteica del lactosuero. Es una proteina con
importante fuente de péptidos biolégicamente activos, su estructura esta formada
por 162 aminoacidos (Kilara, 2004), de los cuales 84 son aminoacidos esenciales,
de 16 a 18 aminoacidos son hidrofébicos por lo que es capaz de fijar moléculas
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hidréfobas como colesterol y retinol, la distribucién de los residuos no polares,

polares e ionizados es uniforme (Fox, 2003).

a-lactoalbumina: es una proteina globular de bajo peso molecular (14.2 kDa),
que representa el 25% de las proteinas del suero. Es una molécula con 123
residuos aminoacidicos, organizados en una estructura terciaria globular,
mantenida por cuatro enlaces disulfuro (Considine et al., 2007; Swaisgood, 2003).
Presenta una gran afinidad por el calcio y otros minerales como zinc, magnesio,
cadmio, cobre y aluminio (Parra, 2009). La presencia de iones calcio unidos a su
estructura y los puentes disulfuro la mantienen en una compacta estructura
helicoidal con una zona interior hidréfoba (Hernandez, 2002). Esta proteina es
muy importante en la preparacion de férmulas lacteas, debido a su elevado
contenido en aminoacidos esenciales, particularmente triptéfano (Peso et al.,
2012).

Inmunoglobulinas: se conocen como anticuerpos, existen cinco clases de ellos;
IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. El calostro contiene concentraciones significativamente
mayores de inmunoglobulinas, con respecto a la leche madura. Del mismo modo
la fraccion de suero de leche contiene una cantidad significativa de
inmunoglobulinas, aproximadamente, del 10 al 15 % del total de las proteinas del
suero de leche (Marshall, 2004).

Seroalbumina/albimina de suero sanguineo: presenta una estructura
secundaria. Formada por 528 aminoacidos, contiene alrededor de 200 residuos de
aminodcidos cargados, distribuidos por la molécula, contribuyendo al caracter
hidrofilico y altamente soluble. EI punto isoeléctrico de esta proteina es de 4.7. Las
albdminas se caracterizan por un bajo contenido de triptéfano y metionina,
presentan un alto contenido de cisteina y de aminoacidos cargados, como el

aspartato, acido glutdmico y lisina (Hernandez, 2002).

Dentro del grupo de proteinas minoritarias de la leche se encuentran la
lactoferrina, la transferrina, la fibronectina, inmunoglobulinas, enzimas, hormonas

peptidicas, etc.



Lactoferrina: es una glucoproteina fijadora de hierro presente en la leche, con
una amplia gama de funciones fisioldgicas, tales como actividades
antimicrobianas, antivirales, inmunomoduladoras y antioxidantes (Wakabayashi et
al., 2006).

C) Proteinas de la membrana del glébulo graso

Estas fueron adheridas durante la secrecion apocrina a traves de la
membrana celular del lactocito, s6lo representan alrededor del 2% de las proteinas
lacteas (Reinhardt & Lippolis, 2006).

Las proteinas de la leche, especialmente las caseinas, son fuente
importante de péptidos que han demostrado tener funcionalidad fisiol6gica, tal

como se describir4 en el apartado 2.1.2.

2.1.2. Compuestos bioactivos de la leche

La leche contiene moduladores de funciones gastrointestinales vy
hemodinamicas, hormonas y factores de crecimiento, ademas de cumplir con
funciones de inmunoregulacibn como, la defensa contra enfermedades vy
modulacién de la poblaciéon de microorganismos intestinales (Torres et al., 2005).
Por lo que, se considera un sistema integral de compuestos bioactivos, los cuales

se clasifican de acuerdo con la proteina de la que provienen.
Péptidos derivados de las caseinas

e La a-casomorfina, opioide, podria participar en el desarrollo de condiciones
como el autismo, muerte de cuna, diabetes tipo |, psicosis postparto, trastornos
circulatorios y alergias alimentarias.

e La a-casoquinina y B-casoquinina, que es inhibidor de la enzima convertidora de
la angiotensina (ECA), regula la presion arterial y el equilibrio de agua y sal.

e La casoplatelina presenta actividad antitrobdtica y la casoxina que es
antagonista opiacea.

e Los fosfopéptidos, que actlan como enlace de mineral, para su absorcion,

ejemplo: Ca, Py Zn.



e EIl glicomacropéptido, el cual es un antimicrobiano, regula el sistema inmune,
promueve el crecimiento de las bifidobacterias, ademas regula la circulacién

sanguinea, tiene accion antihipertensiva y antittombaética (Young & Park, 2009).
Péptidos derivados de las proteinas del suero

Entre ellos destacan: serorfina, lactoquinina y seroquinina (Meisel, 2001).

Las principales funciones bioactivas son:

e La serorfina, a-lactorfina y B-lactorfina actian como receptores ligantes de
opioides (Torres et al., 2005).

e La lactoquinina y seroquinina se encargan de regular la presion arterial
(Herndndez, 2002).

2.1.3. Lactosuero

El lactosuero es un subproducto liquido traslicido verde, obtenido de la
leche, después de la precipitacion de la caseina durante la elaboracion de queso
(Foegeding & Luck, 2002).

Existen dos tipos de lactosuero, el primero denominado dulce, que es
obtenido de la coagulacion por renina a pH 6.5 y el segundo llamado acido resulta
del proceso de fermentacion o adicion de acidos organicos/minerales para

coagular la caseina (Jelen, 2002).

La composicion quimica y el tipo de lactosuero varia considerablemente
dependiendo del tipo de leche, tipo de queso elaborado y el proceso de tecnologia
empleado. En la tabla 2 se puede detallar la composicién nutricional del lactosuero

dulce y &cido.

El lactosuero también contiene una rica cantidad de minerales donde
sobresale el potasio, seguido del calcio, fosforo, sodio y magnesio, asi como
también vitaminas del grupo B (tiamina, acido pantoténico, rivoflavina, piridoxina,
acido nicotico, cobalamina y acido ascorbico) (Londofio et al., 2008). Representa
una rica y variada mezcla de proteinas secretadas que poseen amplio rango de

propiedades quimicas, fisicas y funcionales.



Tabla 2. Composicién del lactosuero dulce y &cido.

Componente Lactosuero dulce Lactosuero acido
Sdlidos totales (g/L) 63.0 —70.0 63.0 — 70.0
Lactosa (g/L) 46.0 —52.0 44.0 — 46.0
Proteina (g/L) 6.0 -10.0 6.0- 8.0

Lipidos (g/L) 4-5 4-5

Calcio (g/L) 04-0.6 12-45

Fosfatos (g/L) 1.0-3.0 20-45

Lactato (g/L) 2.0 6.4

Cloruros (g/L) 1.1 11

pH 58-6.6 43-4.7

Fuente: Panesar et al., 2007.

El gran contenido de nutrientes genera aproximadamente 3.5 kg de
demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y 6.8 kg de demanda quimica de oxigeno
(DQO) por cada 100 kg de lactosuero liquido, siendo la lactosa, el principal

componente de soélidos que contribuye ala alta DBOy DQO (Muiii et al., 2005).

2.2. Péptidos bioactivos
2.2.1. Generalidades

Los péptidos bioactivos han sido definidos como fragmentos especificos de
proteinas. Muchos péptidos que se liberan in vivo o in vitro a partir de proteinas
animales o vegetales, tienen un impacto positivo sobre funciones o condiciones

corporales y pueden influir sobre la salud humana (Kitts & Weiler, 2003).

Diferentes efectos sobre la salud se han atribuido a los péptidos derivados
de alimentos, estos actlan en cuatro sistemas: cardiovascular, nervioso, digestivo
y sistema inmune cuyas funciones se agrupan en: antihipertensivos,
antitromboticos, opioide, antioxidante, ligador de metales antimicrobiano e

inmunomoduldor (Ferndndez, 2015; Hernandez, 2002; Torres et al., 2005).

Muchos péptidos de origen vegetal o animal con potencial bioactivo

relevante se han descubierto, entre los que destacan los aislados de productos
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lacteos; la mayoria de estos péptidos han sido obtenidos a partir de las caseinas y

muy pocos a partir de las proteinas del lactosuero (Alvarado & Guerra, 2010).

2.2.2. Clasificacion

Los péptidos bioactivos se clasifican de acuerdo con la actividad que
ejercen, destacando: péptidos opioides, inmunoestimuladores, acarreadores de

minerales, antitrombéticos, bactericidas y antihipertensivos (Hernandez, 2002).
Opioides

Son derivados de la a y B-caseina, hidrolizados por las enzimas digestivas.
Entre los péptidos opioides se encuentran los péptidos llamados casomorfinas,
que tienen de 4 a 10 aminoacidos (Teschemacher, 2003).

Estos péptidos pueden producir analgesia, modulan la conducta social e
influyen en la estimulacion de la secrecién de insulina y somatostatina. Los
receptores opioides se encuentran en el sistema nervioso, endocrino e inmune,
pueden interactuar con sus ligandos enddgenos/exdgenos con opioides y
antagonistas de opioides (FitzGerald & Meisel, 2003).

Inmunoestimuladores

Estos péptidos producen una respuesta mayor del sistema inmune,
potencidndolo o mostrando un efecto antimicrobiano a través de un aumento de la
actividad fagocitica de los leucocitos. Investigaciones han demostrado que la
actividad metabdlica de las bacterias lacticas en la leche, generan péptidos

inmunoestimuladores a través de la via enzimatica (Torres et al., 2005).
Acarreadores de minerales

Los péptidos fijadores de minerales o caseinofosfopéptidos (CPP) poseen
cargas negativas, por esta razon tienen la capacidad de formar complejos solubles
con metales como el calcio y magnesio (Torres et al.,, 2005). Algunas de sus

aplicaciones son las siguientes:



e En el intestino, forman compuestos solubles con el calcio, por lo que favorecen
su absorcion (Hernandez, 2002).

e Pueden inhibir la caries dental a través de la recalcificacion del esmalte dental
(Aimutis, 2004).

e Forman sales organofosfatadas con trazas de elementos como Fe, Mn, Cuy
Se, para funcionar como acarreadores (Hernandez, 2002).

e Mejoran la calcificacion de los huesos en ausencia de Vitamina D (Aimutis,
2004).

e Juegan un papel importante en el transporte de calcio durante la absorcién en la
mucosa del duodeno, asi como la absorcion en las microvellosidades del

intestino (Hernandez, 2002).
Antitrombaticos

Son péptidos generados de la k-caseina. La casoplatelina, afecta la
formacion e inhibe la agregacion de plaquetas activadoras de ADP y las ligadas al
fibrinbgeno humano. Al hidrolizar las proteinas de la leche con tripsina se obtiene
un fragmento de k-caseina, la casiopiastrina que posee actividad antitromboética, a

través de la inhibicion de la unién del fibrinbgeno (Hernandez, 2002).
Bactericidas

Son péptidos (fragmentos de la a-caseina y de la lactoferrina) que tienen la
capacidad de inhibir microorganismos patdégenos por un incremento de la
permeabilidad de la membrana celular (Baro et al., 2011). Esto es debido a que la
mayoria de los aminoacidos constituyentes son basicos y entre ellos forman un
bucle de a-hélice en el extremo carboxilo terminal, que provoca la formacion de
canales i6nicos en la membrana de los microorganismos, alterando su

permeabilidad y provocando la muerte celular (Hernandez, 2002).
Antihipertensivos

Son péptidos inhibidores de la ECA, la cual juega un papel importante

fisiolégico en la regulacion de la presion sanguinea y el balance salino de los
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fluidos en mamiferos. En el caso de los individuos que sufren de hipertensiéon se

hace imperativo controlar la actividad de esta enzima (Fitzgerald & Murray, 2006).

De acuerdo con los estudios realizados, los péptidos que muestran
actividad inhibidora de la ECA poseen residuos hidrofobicos, tales como triptofano
(Trp), tirosina (Tyr) o fenilalanina (Phe), en por lo menos una de las tres posiciones
C-terminales, con los cuales se unen a los sitios activos de la ECA, blogueando su
actividad (Alvarado & Guerra, 2010).

Los péptidos inhibidores de ECA derivados de la leche son diferentes
fragmentos de caseinas, llamados casoquininas, y los péptidos generados por las
proteinas del suero son llamadas lactoquininas. Las casoquininas, son altamente
activas y son fragmentos de la asi;—caseina y de la B-caseina (Fitzgerald y Murray,
2006).

2.2.3. Actividad de los péptidos de la leche como complejantes de metales

La complejacién consiste en la transicion entre un ion metalico y un ligante
cargado o no, que actia como donante de electrones, el cual puede ser
monodentado, bidentado o polidentado, de acuerdo con los electrones donantes
(Ibafiez, 2006).

o Cay(PO,);
| )
m\'} Rsa‘n SE \
‘ o N @ Serinas
CaglPO 41 C3o(PO 4} i
e et @ Calcio
- e nidro SER
K-CASEING T\ \ / SF}R

Figura 1. Esquema de la estructura micelar de las caseinas bovinas (Farell et al., 2004).

La alta concentracion de cargas negativas en las cadenas laterales en los
caseinomacropéptidos (CMP) son las responsables de la union con los metales
como se observa en la estructura micelar (Figura 1); asi mismo los hace

resistentes a una protedlisis posterior. Los CMP han mostrado capacidad de ligar
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macroelementos como el calcio, el magnesio y el hierro, pero también tiene la
capacidad de ligar oligoelementos como el zinc, bario, cromo, niquel, cobalto y

selenio (Figueroa, 2012).

2.2.4. Métodos de obtencién de los péptidos bioactivos de la leche

Los péptidos bioactivos de la leche se pueden obtener por tres métodos:
fermentacion microbiana, hidrolisis enziméatica y digestibn gastrointestinal
(Hernandez, 2002).

Fermentacién microbiana

Durante la fermentacibn microbiana, las bacterias acido lacticas (BAL)
utilizan la proteina de la leche, principalmente la caseina, como fuente de carbono
para su desarrollo. Los péptidos bioactivos pueden ser generados o no en el
arranque de la fermentacién con Lactobacillus, Lactococcus o Streptococcus para

la fabricacion de productos lacteos fermentados (Hernandez, 2002).
Hidrdlisis enzimatica

Para la hidrélisis enzimatica se han utilizado distintas enzimas para liberar
péptidos biolégicamente activos de proteinas enteras. Las enzimas utilizadas han

sido las gastrointestinales, como la tripsina, la pepsina, y las enzimas obtenidas de

hongos, bacterias, o en combinacion (Kilara & Panyam, 2003).
Digestion gastrointestinal

En la digestion gastrointestinal la liberacion de los péptidos bioactivos se da
de manera natural por la accion de las enzimas pancreaticas (tripsina,
quimotripsina y aminopeptidasas) y la pepsina. Por dltimo, la absorcion de estos
se da a nivel del epitelio intestinal para ser transportados a Organos periféricos
(Foltz et al., 2007).

2.3. Importancia de los macro y microelementos en el organismo humano

En la naturaleza existen distintos elementos quimicos, algunos de ellos

realizan funciones organicas dentro del organismo. Estos elementos son de suma
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importancia y se pueden clasificar, de acuerdo con las concentraciones
encontradas en el organismo humano, como: macroelementos, microelementos,

elementos traza y elementos ultratraza (Carbajal, 2017).

Los macroelementos son los elementos mas abundantes en el cuerpo,
aproximadamente son 95% de los elementos quimicos dentro del organismo
humano, por tanto, son los demandados en mayor cantidad (en unidades de g),
los microelementos forman un 4% y son requeridos en concentraciones menores
(en unidades de mg) (Carbajal, 2017). Entre ellos destacan el calcio, el hierro y el

magnesio.
Calcio

El calcio es el mineral mas abundante e importante del cuerpo humano, el
99 % se halla en los huesos. La ingesta adecuada de calcio es muy importante, ya
que éste desempefia numerosas funciones fisioldégicas en el organismo. Su
presencia a nivel celular es fundamental, porque participa en la excitabilidad
neuromuscular, transmisiones de impulsos nerviosos. Mientras que, en el interior
de la célula participa como coenzima en algunos procesos, ayuda también en la
regulacion de la permeabilidad de la célula y regulaciones hormonales como la
calcitonina y vitamina D3, y la parathormona o paratohormona (PTH), también
denominada hormona paratiroidea o paratirina. La ingesta diaria admisible (IDA),
de calcio varia en cada etapa de vida humana, en hombres y mujeres se
recomienda una IDA de 800 mg a 1200 mg (Carbajal, 2017; Garcia, 2006).

Hierro

El hierro un elemento metalico que se puede encontrar en forma férrica Fe
(I o ferrosa Fe (ll). En la dieta humana el Fe se encuentra como hierro heminico
(forma parte de la hemoglobina o mioglobina animal) en las carnes (rojas y
blancas) o como hierro no heminico (no forma parte de la hemoglobina, sino de
cualquier otro compuesto) en los alimentos de origen vegetal, las sales minerales

y algunos alimentos de origen animal como la leche y los huevos (Carbajal, 2017).

La principal funcién del hierro en el organismo consiste en la formacion de
compuestos esenciales para el transporte y utilizacion del oxigeno. La mayor parte
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del hierro que ha sido ingerido se encuentra en el cuerpo en forma de
hemoglobina, que es un complejo formado entre una proteina y el hierro de los
glébulos rojos, que transporta el oxigeno en todo el cuerpo. También se puede
encontrar en la mioglobina, los citocromos, algunas metaloenzimas o almacenado

en forma de ferritina (Carbajal, 2017).

El hierro inorganico por accion del acido clorhidrico del estbmago pasa a su
forma reducida, ion ferroso (Fe?"), que es la forma quimica soluble capaz de
atravesar la membrana de la mucosa intestinal. Algunas sustancias como el acido
ascorbico, ciertos aminoacidos y azlcares pueden formar quelatos de hierro de
bajo peso molecular que facilitan la absorcidon intestinal de éste (Forrellat et al.,
2000). Se recomienda una IDA de calcio de 15 mg a 20 mg en hombres y mujeres
(Garcia, 2006).

Magnesio

El magnesio, es el segundo catién intracelular mas abundante en el
organismo humano, después del potasio, siendo esencial en gran nimero de

procesos enzimaticos y metabdlicos (Carbajal, 2017).

Es un cofactor en todas las reacciones enzimaticas que involucran al ATP y
forma parte de la membrana que mantiene la excitabilidad eléctrica de las células
musculares y nerviosas (Carbajal, 2017).

Al igual que el calcio, el magnesio influye en el metabolismo 0seo,
ayudando a prevenir la fragilidad de los huesos (Carbajal, 2017). También se
encuentra en la sangre y el resto en los tejidos blandos, formando parte de cerca
de 300 enzimas, la mas importante es la ATPasa, la cual es utilizada en todas las
funciones que requieran gasto energético (Carbajal, 2017). ElI magnesio al igual
gue todos los elementos requeridos en el organismo, necesita ser ingerido de
forma suficiente para que el metabolismo abastezca a las células que lo requieren.
La IDA de magnesio en hombres y mujeres se considera de 300 mg a 400 mg
(Garcia, 2006).
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3. Objetivos

3.1. General

Evaluar el poder quelante de las proteinas del lactosuero, mediante la
formacion de complejos con Fe(ll), Mg(l) y Ca(lll para considerarlos como
posibles aditivos en el desarrollo de alimentos funcionales y/o suplementos

alimenticios.

3.2. Especificos

e Obtener el suero lacteo a partir de una hidrolisis enzimatica de leche para su
posible aplicacion en la industria de alimentos.

e Separar las fracciones proteicas y peptidicas presentes en el suero lacteo
mediante tratamientos quimicos Yy fisicos.

e Evaluar la capacidad para acarrear metales de las proteinas y péptidos,
utilizando reacciones de complejacion con Fe(ll), Mg(ll) y Ca(ll) a diferentes
concentraciones para obtener el de mayor afinidad.

e Analizar el perfil electroforético por gel de poliacrilamida para identificar el

cambio en las fracciones proteicas y peptidicas ante la presencia de Fe(ll),
Mg(ll) y Ca(ll).
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4. Metodologia

4.1. Obtencion del suero

Se trabaj6 con 8 L de leche bronca, a partir de la cual se obtuvo el suero
lacteo mediante hidrélisis enzimatica. La leche bronca fue descremada y
pasteurizada a 72°C por 15 s, seguido de un choque térmico. A la muestra se le
realizO una evaluaciOn organoléptica y se midieron parametros fisicoquimicos,

tales como: porcentaje de grasa, densidad y acidez (Artica, 2014).

La leche se calentd a 35-37°C, al llegar a esta temperatura se agregaron 4
mL de renina y se dejo reposar durante 45 min, bajo las mismas condiciones de
temperatura, para obtener la coagulacion enzimatica. Posteriormente, la cuajada
se cortd y se dejo en reposo durante 15 min, con el propdsito de estimular la
sinéresis. La cuajada se removid por filtracion. El suero lacteo recuperado se filtrd
con algodén, se envasé en condiciones asépticas, para finalmente almacenarlo en
frascos de vidrio &mbar de 100 mL a -20°C (Pérez & Martinez, 2011).

4.2. Preparacion de soluciones

La preparacion de todas las soluciones utilizadas durante la

experimentacion se encuentra descrita en la seccion de anexos.

4.3. Andélisis fisicoquimico del suero lacteo

Para conocer los componentes del suero lacteo y la cantidad de cada uno
de ellos, se utilizd el equipo Lactoscan MCC50. La muestra se analiz6 a
temperatura ambiente y no requirié de tratamiento previo. Los parametros que se
midieron fueron: grasa, densidad, lactosa, solidos, proteina, agua afadida,

temperatura de la muestra, pH y conductividad.
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4.4. Purificacién y concentracion de los péptidos del suero lacteo

Las proteinas de alto peso molecular contenidas en el suero lacteo se
precipitaron en medio acido, se siguioé la metodologia descrita por Galindo et al.,
2006; para lo cual, se trataron dos muestras, una de ellas con acido tricloroacético

al 24% (muestra A)y la otra con acido perclérico al 15% (muestra B).

Para el proceso de precipitacion se tomaron alicuotas de 250 mL de suero
lacteo. El tratamiento de las muestras (A y B) consistio en agregar 10.5 mL de
acido tricloroacético al 24% y 16.7 mL de acido perclorico al 15%,
respectivamente. Después de 3 horas, las muestras se sometieron a
centrifugaciéon a 2000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se separé para

realizar el tratamiento de didlisis.

Para la purificacion de los péptidos remanentes se utiliz6 un sistema de
didlisis ilustrado en la Figura 2, se adaptoé la metodologia de Amords et al., 2013,
con modificaciones, consistié en un vaso enchaquetado de 2L, en el que se colocé
agua desionizada, un conductimetro (ORION, modelo 130) para medir la
conductividad del agua en uS/cm, una parrila de agitacion y un bafio

termostatizado para controlar la temperatura a 4°C.

La muestra (100 mL) se introdujo en la membrana de didlisis, que se
sumergié en agua desionizada. Después de que el agua no presentd cambios en
la conductividad eléctrica, el liquido interior remanente se ultracongelé a -70°C,
para posteriormente eliminar el agua por liofilizacion en un equipo Freeze Dry

System/Freezone 4.5 de Labconco a —-47°C y 133x10°° mBar de vacio.

El sdélido obtenido se transfirié en frascos de vidrio &mbar de 100 mL y se

almacend hasta su analisis.
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Figura 2. Sistema de didlisis para la purificacion de proteinas y péptidos del suero lacteo.

4.5. Evaluacion de la capacidad acarreadora de metales

Para evaluar la capacidad acarreadora de iones metalicos, se pesaron 500
mg de suero lacteo liofilizado y se resuspendieron en 10 mL de solucion que
contenia los iones metalicos individuales, a las diferentes concentraciones
evaluadas, las cuales se muestran en la Tabla 3. Se consideraron las siguientes
concentraciones de Ingesta Diaria Recomendable (IDR), en base a ello se propuso
un rango, siendo la media la IDR reportada por la FAO/OMS (Garcia et al., 2017).

Tabla 3. Diferentes sistemas evaluados de iones metalicos a diferentes concentraciones.

Sistema lon metalico Concentracion, mgL™

ca(ll 700
800
900

4 Fe(ll) 10
15
20

Mg(ll) 250
350
450
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451. Calcio

Para la determinacién de calcio libre se utiliz6 la metodologia modificada
propuesta por Brown y Rydvist (1981), en la cual el calcio reacciona con el
arsenazo [ (acido 1,8-dihidroxi-3,6-disulfo-2,7-naftalenen-bis (azo)-
dibenzenarsonico) formando un complejo de calcio-arsenazo en medio neutro, de
color azul, cuya absorbancia a 650 nm es directamente proporcional a la cantidad

de calcio existente en una muestra.

Los sistemas 1-3 se prepararon por triplicado y la mezcla se mantuvo en
agitacion por cinco horas a temperatura ambiente. Para evaluar el tiempo de
maxima fijacion, cada hora se tomé una alicuota de 50 pL, incluyendo el inicio
(t=0). La alicuota se diluy6 1:10 con solucién amortiguadora de fosfatos (Imol L™ a
pH 8).

Se tomaron 10 pL de la muestra diluida, se adicion6 1 mL de arsenazo |l
(SPINREACT) y se midi6 la absorbancia a 650 nm contra un blanco de agua
desionizada. La cuantificacion se realiz6 mediante una calibracion directa en el
intervalo de 0 a 50 mgL™* de Ca(ll).

45.2. Hierro

Para determinar la cantidad de hierro que es fijado por los péptidos
obtenidos del suero lacteo se utilizd la metodologia reportada por Hwang y
colaboradores (2001) con modificaciones. En esta metodologia se utiliza la
ferrocina (acido 4,4-[3-(2-piridinil)-1,2,4-triazina-5,6-diillbis bencensulfénico, sal
monosadica), un reactivo que permite cuantificar la cantidad de hierro en solucién,
formando un complejo de color magenta que puede ser facilmente determinado a

una A=562 nm.

Los sistemas 4-6 se prepararon por triplicado y la mezcla se mantuvo en
agitacion por cinco horas a temperatura ambiente. Para evaluar el tiempo de

maxima fijacion, cada hora se tomd una alicuota 500 pL, incluyendo el inicio (t=0).
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La alicuota se le afiadieron 100 uL de hidroxilamina 1.4 M (en HCI), la mezcla se
agito y se dejo reaccionar por 10 min a temperatura ambiente, finalmente se
agreg6 100 pL de ferrocina (pH 9.5) y se midio la absorbancia a 562 nm contra un
blanco de agua desionizada. La cuantificacion se realiz6 mediante una calibracion

directa en un intervalo de 0 a 2 mgL™ de Fe(ll).

45.3. Magnesio

La determinacion de magnesio presenta interferencia con el calcio, por lo
que se determiné por separado bajo las mismas condiciones ensayadas con el

calcio.

El magnesio forma un complejo coloreado al reaccionar con Magon
sulfonado en solucién alcalina. La intensidad del color formado es proporcional a

la concentracion de magnesio en la muestra.

Los sistemas 7-9 se prepararon por triplicado y la mezcla se mantuvo en
agitacion por cinco horas a temperatura ambiente. Para evaluar el tiempo de
maxima fijacion, cada hora se tomd una alicuota de 50 pL, incluyendo el inicio
(t=0). La alicuota se diluyé 1:10 con buffer Britton-Robinson (0.4molL™" a pH 11.2).

Se tomaron 10 pL de la muestra diluida, se mezclaron con 1 mL del reactivo
xilidil (SPINREACT) y se midi6 la absorbancia a 546 nm contra un blanco de agua
desionizada. La cuantificacion se realizO mediante una calibracion directa en el
intervalo de 0 a 50 mg/L de Mg(ll).

4.6. Separacion de péptidos por electroforesis en gel de poliacrilamida
Tris-Tricina SDS-PAGE

Una alicuota de 40 pL de las muestras estandarizadas de solido
resuspendido al 5% en soluciones de CaCl, (800 mgL™), FeCl, (20 mg L) y MgCl,
(350 mgL™?), se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL, adicionando 20 pL de
buffer colorante y 3 uL de B-mercaptoetanol. Posteriormente, se incubaron a 40°C

por 30 min e inyectaron en los carriles formados por el gel de concentracion.
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Las muestras y el estdndar de péptidos se prepararon después de que
transcurrio el tiempo de polimerizacién de los geles de electroforesis, tal como se

describe en la secciéon de anexos.

Transcurrido el tiempo de polimerizacion se retiraron los peines y los
cristales se instalaron en la cdmara de electroforesis, donde también se
adicionaron 300 mL de buffer de corrida (BIORAD) (1X) pH=8.25 evitando fugas

del sistema.

Después, se inyectaron 15 pL de las muestras acondicionadas con los
iones metdlicos [Ca(ll), Fe(ll) y Mg(ll)] en cada uno de los carriles, ademas de
incluir la muestra sin adicion de iones (muestra control) y el estandar de péptidos.
A continuacion, se llevaron a la camara de electroforesis donde se adicionaron
otros 300 mL del buffer de corrida y se procedié a conectar la fuente para dar

comienzo a la electroforesis.

La corrida se inici6 a 30 V hasta que las muestras cruzaron el gel de
separacion, seguido de un cambio de voltaje a 95 V durante la separacion de los
péptidos, que durd entre 7 y 8 h para culminar la migracion de éstos. Todo el
proceso se llevd en un bafio de hielo para disminuir el calor generado por la

corriente eléctrica.

Para fijar los péptidos al término de la corrida, los geles se colocaron en una
solucion de &cido acético al 7.5% (v/v) durante una hora con agitacion mecénica
suave. Sucesivamente, los geles se colocaron en una solucion de azul de
Comassie G-250, durante un tiempo de 10 h con agitacién mecénica suave. Para
destefiir los geles, se sumergieron en una soluciéon de acido acético al 7% (v/v)

con 10% (v/iv) de metanol por especio de 4 h'y con agitacion mecénica suave.

Finalmente, los geles se enjuagaron con agua desionizada y se obtuvo la
imagen de éstos para ser analizados mediante el software, determinandose los

pesos moleculares de acuerdo con el estandar de polipéptidos (BIORAD) utilizado.
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4.7. Determinaciéon de actividad antioxidante por el método de FRAP

El método determina la capacidad antioxidante de forma indirecta. Se basa
el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el Fe** a Fe?" que es
menos antioxidante. ElI complejo férrico-2,4,6-tripiril-s-triazina (TPTZ) incoloro es

reducido al complejo ferroso coloreado.

El reactivo FRAP se prepar6 a partir de un buffer de acetatos 300 mM a pH
3.6, cloruro férrico hexahidratado (FeCls.6H,O) 20 mM y TPTZ (4,6-tripryridyl-s-

triazina) 10 mM, Las 3 soluciones se mezclaron en proporciones 10:1:1.

Los péptidos del suero lacteo se sometieron bajo las mejores condiciones
de complejacion de cada ion divalente [Ca(ll), Fe(ll) y Mg(ll)] y posterior a su
liofilizacion, se resuspendieron al 5% en agua desionizada. Posteriormente, se
tomaron 250 pL de cada una de las mezclas, se agregdé 1 mL de reactivo FRAP,
se afor6é a 10 mL con agua desionizada y se llevd a bafio maria durante 10 min a

37°Cy finalmente se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 593 nm.
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5. Resultados y discusiéon

5.1. Extracciony caracterizacion del suero lacteo

Para extraer el lactosuero fue necesario un andlisis previo a la leche
descremada y pasteurizada. De la evaluacion organoléptica se obtuvieron las
siguientes caracteristicas: color blanco opalescente, ligeramente cremoso, sabor
dulce y olor caracteristico. Los resultados de los parametros fisicoquimicos fueron:
2.9% de grasa, 1.0335 g/mL de densidad y 19°D de acidez. De acuerdo con el
porcentaje de grasa, se trata de una leche parcialmente descremada (NOM-155-
SCFI-2012), teniendo una densidad ligeramente mayor a la que dicta la norma,

ademas, la acidez es superior a lo maximo permitido en la normativa vigente.

A pesar de que los parametros de densidad y de acidez resultaron
superiores a lo permitido por la NOM-155-SCFI-2012, no impidieron obtener el
suero lacteo, ya que el objetivo del presente proyecto no era evaluar el queso
obtenido, ni su rendimiento. A partir de 8 L de leche se obtuvo 995 g de queso

panela y 6 L de suero dulce.

Al suero obtenido se le realiz6 un analisis fisicoquimico, los resultados se
muestran en la Tabla 4. El agua es el componente que representa el mayor
porcentaje (87.09 %), seguido de lactosa (3.33 %) y proteina (2.33 %). La
composicion nutricional del lactosuero puede variar considerablemente
dependiendo de las caracteristicas de la leche utilizada para elaborar queso, el
tipo de queso que se produce Yy el proceso utilizado para su elaboracién (Poveda,
2013).

Se obtuvo 0.42% de grasa, Callejas et al. (2012) reportaron un rango de O-

0.5% en materia grasa para suero dulce y acido.

La lactosa es un disacarido compuesto por una molécula de galactosa y
una de glucosa, el cual representa el 4.99% en el suero segin Alvarez (2013).
Callejas et al. (2012) consideran un rango de 4-5% de lactosa en suero dulce y
acido, de esta manera se determina la carencia minima de lactosa en el suero

analizado, siendo este del 3.33%.
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El lactosuero presentd 0.57% de soélidos, los cuales incluyen a algunos
minerales como fosforo, sodio, calcio y magnesio, principalmente, y vitaminas,
tales como tiamina, &cido pantoténico, riboflavina, piridoxina, &cido nicotinico,

cobalamina y acido ascoérbico (Guerrero et al., 2011).

Callejas y colaboradores (2012) realizaron una caracterizacion fisicoquimica
del lactosuero dulce y acido, de acuerdo con las muestras analizadas
consideraron un rango de 0.4% a 0.6% y 6% a 8% de solidos respectivamente.
Asimismo, Panesar (2007) y Callejas (2012) obtuvieron 0.42% a 0.51% de sdlidos

en suero dulce, asumiendo la presencia de calcio, fésforo, potasio y cloruros.

Tabla 4. Composicion fisicoquimica del lacotsuero.

Componente Promedio* %DER
Grasa (%) 0.4240.02 4.92
Solidos no grasos (%) 6.261+0.05 0.79
Densidad (g/mL) 1.0240.00 0.02
Lactosa (%) 3.33+0.03 0.87
Sélidos (%) 0.57+0.01 1.02
Proteina (%) 2.33+0.02 0.99
Temperatura de la muestra (°C) 13.151+0.64 4.84
Punto crioscépico (°C) -0.37+0.00 0.93
pH 6.1240.03 0.41
Conductividad (mS/cm) 3.61+0.02 0.42
Agua (%) 87.09+0.09 0.11

*Los valores son promedio de 3 réplicas. + desviacion estandar. %DER: porcentaje de

desviacion estandar relativa.

Las proteinas no constituyen la fraccion mas abundante, sin embargo,
contienen cuatro proteinas principales: B-lactoglobulina, a-lactoalbimina,
seroalbumina e inmunoglobulinas. Entre los componentes proteicos minoritarios se
encuentran: la lactoferrina, enzimas como la plasmina y lactoperoxidasa

(Jovanovic et al., 2015).
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El subproducto obtenido durante la elaboracion de quesos depende del
tratamiento que recibe la leche, de ahi deriva la clasificaciéon del suero, siendo
dulce o acido, Pintado (2012) considera un suero dulce aquel que su pH entra
dentro de un rango de pH=5.8 a pH=6.6, el resultado obtenido en el LactoScan fue
de pH=6.12, de esta manera el suero analizado cumple con el requerimiento de

ser dulce.

El punto de congelacién obtenido fue de -0.37°C, esto debido a la menor
cantidad de solidos (lactosa), lo cual indica que se encuentra mayor cantidad de
agua en el suero, es por ello por lo que, la congelacién es mas rapida. Amador y
colaboradores (2019) realizaron la caracterizacién de un suero antes y después de
una hidrélisis de la lactosa, lo cual provoco la disminucién del punto crioscopico,
esto debido a que se origina ruptura del disacarido en azlcares simples, lo cual
provoca aumento en la concentracion de sdlidos, que esta ligado con el punto de

congelacién del suero.

Se obtuvo una conductividad de 3.61 mS/cm, a diferencia de otros autores
gue obtuvieron un valor mas elevado como es el caso de Callejas et al. (2012) que
durante su analisis arrojaron un valor de 8.76 mS/cm. Todo esto esta asociado a

los contenidos de sélidos totales en el lactosuero.

5.2. Purificacion y concentracién de los péptidos del suero lacteo

Para la precipitacion de las proteinas del suero lacteo se utilizaron
soluciones de &cido tricloroacético (al 24%) y de acido perclérico (al 15%). El
sobrenadante del suero lacteo precipitado con HCIO4, no pudo utilizarse para
evaluar la capacidad acarreadora de metales, debido a que después de liofilizar la
muestra, se oxidd por la concentracion de percloratos remanentes. En la Figura 3
se presenta el sobrenadante liofilizado, el cual muestra una apariencia grisacea

gue puede estar relacionada con un proceso de oxidacion.
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Figura 3. Apariencia del suero lacteo oxidado por presencia de percloratos, posterior a un
liofilizado.

La precipitacion de las proteinas del suero lacteo con CCIlzCOOH permitio
obtener un 9% de precipitado (grasa, proteina y sélidos no grasos) y 91 % de
sobrenadante (agua, lactosa y soélidos). El sobrenadante se dializd, hasta obtener
una conductividad cercana o igual a la del agua desionizada (0.09 pS cm™) y que

ésta se mantuviese constante.

La dialisis es una forma de filtracion molecular. Es un proceso que separa
moléculas de acuerdo con su tamafio, mediante el empleo de membranas
semipermeables que contienen poros de dimensiones inferiores a las
macromoleculares. Estos poros permiten que moléculas pequefias, tales como las
de los disolventes, sales y metabolitos pequefios, se difundan a través de la
membrana, pero bloqueen el transito de moléculas mayores. Las moléculas
pequefas pasan a través de la membrana al fluido externo hasta que se alcanza
el equilibrio, las macromoléculas permaneceran en el interior del saco de didlisis.
El proceso se repite varias veces hasta que la conductividad del agua desionizada

permanezca constante (Amorés et al., 2013).
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Posteriormente, el remanente se liofilizd y se obtuvo un rendimiento de
sélidos del 0.45%. Entre estos solidos se encuentran presentes moléculas de
pesos moleculares medianamente altos (14 kDa), esto debido a que el tamafio de
los poros del acetato de celulosa no permite el paso de moléculas cuyo peso
molecular sea igual o superior a 10 kDa, lo cual significa que las moléculas
pequefas, como los iones de sales y metabolitos (lactosa, aminoacidos, vitaminas
hidrosolubles) pueden atravesar membranas semipermeables para dialisis
comunes, separandose de manera diferencial de macromoléculas, tales como
péptidos (Roca et al., 2003). Smacchi y Gobbetti (2000) reportaron la existencia de
fracciones peptidicas en el yogurt de hasta 10 kDa que presentaban actividades

biolégicas.

5.3. Evaluacion de la capacidad acarreadora

El calcio, el hierro y el magnesio estan disponibles en su forma orgénica e
inorganica, lo que influye en su absorcion y biodisponibilidad. La inhibicion o el
incremento de la biodisponibilidad de estos minerales se puede deber a muchos
factores dietéticos (Walters et al., 2018). Los fitatos, los oxalatos y los polifenoles
son ejemplo de algunos inhibidores, ya que son agentes quelantes de iones
divalentes como el Fe(ll), el Ca(ll o el Mg (l) (Guéguen & Pointillart, 2000;
Thankachan et al., 2008).

Debido a la importancia fisiologica que tienen estos minerales, se han
buscado estrategias que permitan el incremento de su absorcién, por lo que el uso

de péptidos como quelantes metalicos es una buena alternativa.

Las concentraciones evaluadas para los tres iones metélicos (Ca®*, Fe?'y
Mg?") se eligieron tomando en cuenta la ingesta diaria recomendada. Los
experimentos se realizaron durante 5 horas para favorecer la complejacion de los
iones metdlicos con los péptidos presentes en el sélido liofilizado. En los tres
casos se evaluo la complejacion del ion metalico con los péptidos a partir de la
determinacion de cada uno de los iones libres en solucion, por diferencia se

obtuvo el porcentaje de ion retenido por los péptidos acarreadores de minerales.
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5.3.1. Evaluacion de la capacidad acarreadora con calcio

Se realiz6 una Prueba Tukey (p=0.05) y la complejacion Ca**-péptido no
mostré diferencias significativas entre las diferentes concentraciones trabajadas;
ademas, en los tres casos se muestran porcentajes de Ca®* retenido >95% (Tabla
5).

Tabla 5. Porcentaje de calcio retenido en los péptidos.

[Ca™]

700 mg/L 800 mg/L 900 mg/L

TlempO(h) %Caretenido %DER %Caretenido %DER %Caretenido %DER

1 96.96+0.13 0.13 95.35+0.04 0.04 95.731+0.08 0.08
2 97.96+0.12 0.12 98.82+0.08 0.09 96.50+0.12 0.12
3 99.36+0.00 0.00 99.15+0.06 0.06 97.64+0.08 0.08
4 99.36+0.00 0.00 99.31+0.06 0.06 98.6910.01 0.08
5 99.36+0.00 0.00 99.58+0.06 0.06 99.11+0.01 0.08

*Los valores son promedio de 3 réplicas. + desviacion estandar. %DER: porcentaje de

desviacion estandar relativa.

En la Figura 4(A) es posible observar el comportamiento de esta
complejaciéon de acuerdo con el tiempo y bajo diferentes concentraciones de Ca?®*,
sin embargo, se considera que se obtuvieron las mejores condiciones a una
concentracién de 800 mg/L, esto debido a que en la segunda hora se logré una
complejacion de 98.8% y conforme pasaba el tiempo el Ca?* se mantenia retenido.
La Figura 4(B) muestra un grafico con el cambio de porcentaje de retencion de
Ca®', en el que se puede observar que se obtiene la mayor pendiente en la

segunda hora.
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Figura 4. (A) Porcentaje de Ca®* fijado en los péptidos con relaciéon al tiempo, (B)

Cambios en el porcentaje de Ca** fijado.

De acuerdo con los datos obtenidos es posible deducir que los sdlidos
presentes en el suero lacteo liofilizado, siendo esto el caso de posibles péptidos,
presentan la capacidad de complejarse con el calcio, esto debido a la fuente de
iones que provee el calcio para complejarse con péptidos provenientes de la
caseina que contienen fosfato que estd unido covalentemente via uniones

monoester a los residuos de serina (Torres et al., 2005).
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El calcio tiene gran afinidad a unirse a fracciones proteicas, ya que
inicialmente este ion se encontraba unido a las micelas con la funcién de
estabilizarla, debido a los diferentes tratamientos realizados en esta investigacion

como la coagulacién, la micela se desestabilizé (Garcia et al., 2004).

5.3.2. Evaluacion de la capacidad acarreadora con hierro

Como se muestra en la Tabla 6, el Fe(ll) (a concentracion de 15 mg/L)
mostré menor poder complejante, durante la cinética de complejacion. Para
evaluar diferencias significativas entre las tres condiciones, se realizé una Prueba
Tukey (p=0.05), mediante la cual se encontré que la concentracién intermedia (15

mg/L) es precisamente la que se diferencia de las demas.

Tabla 6. Porcentaje de hierro retenido en los péptidos.

[Fe™]

10 mg/L 15 mg/L 20 mg/L

T|emp0(h) %Feretenido %DER %Feretenido %DER %Feretenido %DER

1 95.9940.07*  0.07  93.80+0.06° 0.07  95.58+0.01° 0.01
2 96.66+0.12* 0.13  93.8840.05° 0.06  99.02+0.06 0.06
3 96.85+0.14* 014  93.9040.02° 003  99.11+0.01° 0.01
4 96.81+0.09*  0.09 94.18+0.05°  0.05 98.3440.00* 0.00
5 99.194+0.01> 001  94.40+0.03° 003  98.34+0.00% 0.00

*Los valores son promedio de 3 réplicas. + desviacion estandar. %DER: porcentaje de
desviacion estandar relativa. Diferentes literales entre columnas indican diferencias

significativas (Tukey < 0.05).
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El comportamiento del Fe(ll) fijado en los péptidos se muestra en la Figura
5(A), en la que se observa que este ion metalico tiene menor poder de
complejarse a los péptidos, a diferencia del calcio. Esto también se atribuye a la
diferencia de concentraciones de ambos iones, ya que en el caso del Ca(ll) fueron
hasta 45 veces mas altas. Vegarud et al. (2000) encontraron que los fosfopéptidos

han mostrado diferencia significativa en su afinidad por la union de calcio y hierro.

Adicionalmente, a 20 mg/L se obtuvo un mejor resultado, debido a que el
hierro fijado en la fraccion proteica aumenté hasta obtener un porcentaje de
99.1%, esto en las primeras tres horas (Figura 5A). La desventaja se mostré en el
tiempo posterior, debido a una disminucion de 0.77%, lo cual se comprueba en el
grafico de deltas (cambios en los porcentajes de retencidn) que se construyo
(Figura 5B).
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Figura 5. (A) Porcentaje de Fe** fijado en los péptidos con relacién al tiempo, (B)

Cambios en el porcentaje de Fe** fijado.

Kibangou et al. (2005) consideran que no todas las fracciones proteicas son
iguales en su interaccion con Fe(ll), esto debido a su composicion de aminoacidos
y a su vez su electronegatividad. Los derivados de B-caseina presentan mayor

afinidad al Fe?*.
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5.3.3. Evaluacion de la capacidad acarreadora con magnesio

Se realiz6 una Prueba Tukey (p=0.05) y la complejaciéon Mg**-péptido no
mostré diferencias significativas entre las diferentes concentraciones trabajadas;
ademas, en los tres casos se muestran porcentajes de Mg?* retenido >94% (Tabla
7).

Tabla 7. Porcentaje de magnesio retenido en los péptidos.

[Mg*]
250 mg/L 350 mg/L 450 mg/L
Tiempo(hy MOreeniac  WDER  %Mreieniso  %DER  %Mraenao  %DER
1 97.91+0.00 000 98.51+0.000 000  94.21+0.67 0.72
2 97.91+0.00 0.00 98.51+0.000 0.00 94.5440.00 0.00
3 97.91+0.00 0.00 98.51+0.000 0.00 97.13+1.56 1.60
4 97.91+0.00 0.00 98.51+0.000 0.00 98.84+0.00 0.00
5 97.91+0.00 0.00 98.51+0.000 0.00 98.8410.00 0.00

*Los valores son promedio de 3 réplicas. + desviacion estandar. %DER: porcentaje de

desviacion estandar relativa.

El Mg** presentd mayor retencién a mayor concentracion (450 mg/L), lo
cual se puede apreciar en la Figura 6(A). Pero, a diferencia de los otros iones
(Ca**y Fe?"), la retencion en estas condiciones aumentd (Figura 6B).

Las caseinas han sido las principales proteinas estudiadas, desde el punto
de vista de capacidad acarreadora de magnesio. Vegarud y colaboradores (2000)
encontraron que las proteinas del suero también dan lugar a péptidos con
capacidad de unién mineral, demostrando que es posible complejar el cation

divalente a fracciones proteicas provenientes del suero lacteo.
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Cambios en el porcentaje de Mg** fijado.

5.3.4. Comparacion de la capacidad acarreadora

Al realizar la comparacién de los resultados obtenidos de la complejacion
de los péptidos con los tres iones metalicos (Mg?*, Fe®* y Ca?"), se puede observar
gue el comportamiento de complejacién varia debido a la afinidad que existe con
los péptidos presentes, asi como de la capacidad que tiene cada uno de los iones

de coordinarse con los grupos amino (principalmente) de los péptidos. Ademas, se

34



ha estudiado que la afinidad de estos iones metalicos depende de su fuerza i6nica
(Vegarud et al., 2000).

La capacidad de las especies minerales para quelarse con péptidos
derivados del suero lacteo depende también de la naturaleza del péptido.
Onwulata y Huth (2008) reportaron que los hidrolizados de a-LA tienen la habilidad
de complejar al calcio, cobre, hierro, magnesio, manganeso, fésforo y znc;
mientras que los hidrolizados de B-LG tienen afinidad por calcio, cadmio, cobre,

hierro, magnesio, manganeso y zinc.

En la Figura 7(A) se muestra la comparacion de los resultados obtenidos
para la quelacion de los tres iones metalicos estudiados, en los que se puede ver
que el comportamiento es similar entre los tres iones, lo que indica la alta afinidad
gue presentan con los péptidos presentes. Sin embargo, cuando se obtienen los
cambios en los porcentajes de retencion (Figura 7B), es muy notorio que el ion
Mg?* se comporta diferente, esto se puede deber a que la capacidad de

coordinarse con los péptidos presentes es menor.
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fijado.

5.4. Separacion de péptidos y efecto de los iones metalicos

El suero lacteo sin tratamiento, asi como la solucion de suero lacteo
previamente liofilizado (resuspendido al 5% en agua) y sometido a las reacciones
de complejacion bajo las mejores condiciones (800 mg/L de Ca?*, 20 mg/L de Fe?"

y 350 mg/L de Mg?") se analizaron mediante electroforesis en gel. En la Figura 8
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se muestra el gel obtenido, en el que se puede observar que para el caso de Ca®*
(carril F) y Fe?" (carril E), hay una disminucién en los péptidos de bajo peso
molecular (recuadro amarillo), y un ligero incremento en péptidos de mayor peso

molecular, lo que no se observa para el Mg?* (carril D).

Esto se puede deber a que las reacciones de complejacion que se llevaron
a cabo, permitieron la coordinacion del ion metalico con los péptidos, y que,

dependiendo del nimero de coordinacion del ion metélico, da lugar a un

incremento en el peso molecular.

16.95
14.437

6.512

Figura 8. Separacion de péptidos presentes en suero lacteo. (A) estdndar de péptidos, (B)
suero lacteo crudo, (C-F) suero lacteo liofilizado y resuspendido al 5% en agua
desionizada: (C) sin tratamiento de complejacion, (D) complejado con Mg (350 mg/L),

(E) complejado con Fe* (20 mg/L) y (F) complejado con Ca** (800 mg/L).

La capacidad de los iones metalicos de quelarse con péptidos se ha
asociado a la composicion de los residuos de aminoacidos (Storcksdieck, 2007).
La capacidad quelante para Ca(ll) y Fe(ll) se ha evaluado en péptidos derivados
de los hidrolizados de proteinas del suero lacteo (Zhao et al., 2014a; Zhao et al.,
2014b; Caetano-Silva et al., 2015) y en hidrolizados de caseina (Miao et al., 2019).

Para el calcio se han encontrado dos péptidos con mayor capacidad de

quelacion. El primero estd conformado por la secuencia de glicina-tirosina (Gly-
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Tyr) y los sitios de enlace incluyen los &tomos de oxigeno, el grupo carbonilo y el
nitrogeno de los grupos amino o imino (Zhao et al., 2014a); mientras que el
segundo estd compuesto de la secuencia fenilalanina-acido aspartico (Phe-Asp),
en el cual los atomos de oxigeno del grupo carboxilo y los de nitrégeno del grupo
amido son los que pueden dar lugar a la formacion de los enlaces de coordinacion

del calcio mediante la donacién de pares de electrones (Zhao et al., 2014b).

Diversos estudios acerca de la quelacion del hierro con péptidos han
demostrado que los residuos de Glu, glutamina (GIn), prolina (Pro) y serina (Ser)
juegan un papel muy importante en el proceso (Peres et al., 1999; Storcksdieck et
al., 2007; Lee et al, 2009); asi como, la secuencia de aminoéacidos, el
impedimento estérico y el largo de la cadena peptidica (Zhu et al., 2015; Cao et
al., 2017). Las proteinas y los péptidos fosforilados se caracterizan por tener
capacidades de complejacion muy altas con hierro, debido a los enlaces idnico y

de coordinacién (Vegarud et al., 2000).

Caetano-Silva y colaboradores (2015) encontraron que los péptidos
obtenidos de hidrolizados de proteinas del suero lacteo, y que contenian en su
secuencia de aminoacidos &acido gluthmico y/o acido aspartico (Glu, Asp),
mostraban mayor capacidad de complejacién de hierro, debido a sus grupos
carboxilicos. Por su parte, Miao et al. (2019) evaluaron la capacidad de quelacion
de hierro con péptidos obtenidos de la hidrélisis de caseina, encontrando cuatro
péptidos que corresponden a a-Sl-caseina (99-105), a-S2-caseina (40-47), B-
caseina (121-128) y B-caseina (192-198), de peso molecular de 830.6120 Da,
1012.5280 Da, 873.4440 Da y 829.4570 Da, respectivamente, como los
principales acarreadores de hierro, lo que esta en concordancia con trabajos
previos en los que se ha encontrado que los péptidos acarreadores de hierro

tienen pesos moleculares por debajo de 3 kDa.

Cabe sefialar que los trabajos reportados se enfocan al estudio de péptidos
obtenidos de hidrolizados de proteinas del suero lacteo o de la caseina; sin
embargo, en el presente proyecto se evaluaron péptidos contenidos en el suero

lacteo, sin realizar una hidroélisis.
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5.5. Actividad antioxidante de los péptidos complejados con iones

metalicos

Los antioxidantes que se obtienen de la dieta ayudan al organismo a
protegerse contra los radicales libres, por lo que reducen el estrés oxidativo. En
los ditimos afios, las proteinas del suero lacteo han sido descritas como
antioxidantes, y mas aun, se han buscado alternativas que incrementen esa
actividad antioxidante, entre las que destacan la hidrélisis (Corrochano et al.,
2018).

La actividad antioxidante, mediante el ensayo FRAP fue mayor para los
péptidos tratados con Fe(ll), esto es debido a que la fijacion de este ion permite el

incremento del poder reductor de los péptidos contenidos en la muestra.

La actividad antioxidante se ha evaluado sélo en las proteinas del suero
lacteo y a sus hidrolizados (Brandelli et al., 2015), sin embargo, no hay estudios de
péptidos complejados con iones metalicos. De hecho, se ha estudiado que las
fracciones de suero lacteo con pesos moleculares debajo de 5 kDa tienen las
mejores propiedades antioxidantes, comparadas con las fracciones de peso
molecular mayor (Castro y Sato, 2014; Liu et al., 2014; O’Keeffe y FitzGerald,
2014).

Tabla 8. Resultados del ensayo FRAP para los péptidos complejados con iones

metalicos.
lon* Promedio %DER
Calcio [800 mg/L] 10.944+0.08 0.77
Hierro [20 mg/L] 18.92+0.06 0.34
Magnesio [350 mg/L] 11.7040.08 0.72

*La complejacion se realizd con las mejores condiciones (concentraciones) para cada ion,
es decir, en las que se obtuvo mayor retencion del ion. Ca(ll) 800 mg/L, Fe(ll) 20 mg/L y
Mg (II) 350 mgl/L.
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6. Conclusiones

Las fracciones obtenidas mostraron buena capacidad de retencién del
suero lacteo. De los iones estudiados, el Ca?* y el Fe*® mostraron mejores

retenciones en las fracciones de proteinas y péptidos analizadas.

La complejacién de los péptidos de bajo peso molecular con los iones Ca?*
y Fe?* produce un ligero incremento en la presencia de péptidos de peso
molecular mayor. Por otra parte, el complejo con Fe?* favorecié la actividad

antioxidante de la fraccién proteica.

Los péptidos presentes en el suero lacteo no sélo acarrean Ca?*, sino que
se pueden utilizar como quelantes de otros iones de interés, como el Fe?* vy el

Mg®*, lo que mejora su funcionalidad de estas moléculas de interés bioldgico.
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7. Perspectivas

Entre las perspectivas futuras para el presente proyecto se pretende
realizar el estudio termodindmico para evaluar la estabilidad de los complejos
formados. Asimismo, es importante realizar la separacion y secuenciacion de los
péptidos que tienen la actividad acarreadora de metales. También, es importante
realizar la caracterizacion completa de los complejos formados, con el fin de

plantear el uso tecnolégico como aditivo alimentario.
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Anexos
1. Preparacion de soluciones

Acido tricloroacético 24%

Se peso 6 g de CCIsCOOH y se aforé en un matraz volumétrico de 25 mL.

Acido perclérico 15%

Se midié 3.75 mL de HCIO4 y se afor6é en un matraz volumétrico de 25 mL.
Cloruro de calcio 2000 mg/L

Se peso6 0.7336 g de CaCl, y se afor6 en un matraz volumétrico de 100 mL con
agua desionizada.

Buffer fosfatos (0.05M pH 8)

Se pes6 0.096 g de fosfato de potasio, se disolvié en agua desionizada y se aforo
en un matraz volumétrico de 100 mL y se ajustd el pH con acido fosférico al 5%.
Cloruro ferroso tetrahidratado 100 mg/L

Se peso6 0.0358 g de FeCl».4H,0 y se afor6 en un matraz volumétrico de 100 mL
con agua desionizada.

Hidroxilamina 1.4 M (en HCI 2M)

Se pesoO 2.432 g de NH20OH.HCI, se disolvié con una solucién de HCIl 2M y se
aforé en un matraz volumétrico de 25 mL.

Ferrocina (C2oH13N4NaOgS,) 102 M preparada en acetato de amonio 101 M

Se pes6 0.123 g de ferrocina y se disolvié en una solucion de acetato de amonio
101 M y se afor6 en un matraz volumétrico de 25 mL.

Cloruro de magnesio 1000 mg/L

Se pes6 0.8364 g de MgCl, 6H,0 y se afor6 en un matraz volumétrico de 100 mL
con agua desionizada.

Gel de poliacrilamida

Para generar el gel de separacién se prepard una solucion de acrilamida al 16.5%,
a partir de una solucién stock al 30% de acrilamida y se diluyd con buffer de
separacion de pH=8.45. Junto con esta solucién se adicionaron 160 uL de SDS al
10%. Esta mezcla se desgasificé a vacio en un matraz kitazato de 25 mL por un

intervalo de tiempo de 15 min y con agitacion magnética suave.

42



Transcurrido el tiempo, se adicioné al matraz kitazato 35 pL de persulfato de
amonio al 10% y 5 pL de trimetil-N-diamina (TEMED) BIORAD®, se agitd de forma
manual para incorporar los reactivos y se trasladé rapidamente al equipo de
electroforesis, llenando hasta 3/5 partes de los cristales.

Enseguida se agregaron 2 mL de agua desionizada para ayudar en el proceso de
compactacion del gel durante su polimerizacion, que duré alrededor de 6 h.

Al término de la polimerizacion del gel de separacion, se procedi6 a preparar el gel
de concentracion al 4% de acrilamida a partir de la solucion stock al 30%. La
solucion se prepar6 con buffer de separacion pH=8.45. Se mezclé con 160 uL de
SDS y se desgasificé bajo las mismas condiciones que el gel de separacion.

Al finalizar el tiempo de desgasificacion se afadieron 50 pL de persulfato de
amonio al 10% y 5 yL de TEMED, homogenizando manualmente y colocando de
forma inmediata sobre el gel de separacién al cual se le habia eliminado el agua
desionizada previamente.

Posteriormente, se colocaron los peines sobre el gel de concentracion y se cubrio
con papel parafilm, completando la polimerizacién de ambos geles por 12 h en
refrigeracion.

Estandar (Polypeptide Standard BIORAD)

Se prepar6o adicionando 4 pL del mismo junto con 20 pL de buffer TRIS-HCL
0.05M pH=6.8, 20 uL de buffer colorante, 20 uL de agua desionizada y 3 pL de (-
mercaptoetanol. El estandar se calenté a bafio maria por 5 min a 90°C.

Buffer de separacion pH 8.45

Se peso6 9.086 g de TRIS, se aforé en un matraz volumétrico de 25 mL con 0.3%
SDS vy se ajusto el pH con HCI 6N.

SDS 10%

Se pes6 0.1% de SDS y se disolvié con 1mL de agua desionizada.

Persulfato de amonio 10%

Se pes6 0.1g de persulfato de amonio y se disolvié con 1mL de buffer de
separacion pH=8.45.

Acido acético 7.5%

Se midié 15mL de acido acético y se disolvié con agua desionizada a 200mL.
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Azul Comassie G-250

En un matraz Erlenmeyer de 1L se colocé 500mL de agua desionizada, 450mL de
alcohol etilico 96%, 50mL de acido acético glacial y 2.5g de azul de Comassie G-
250, se mezclaron y se dejaron en agitacion durante 12 hrs., posteriormente se
filtra la solucion para poder ser utilizada.

Acido acético 7% con metanol 10%

Se midié 7mL de acido acético se disolvié con agua desionizada y se mezcld con
10 mL de metanol, posteriormente la mezcla se ajust6 a 100mL con agua
desionizada.

Buffer acetatos 300mM a pH 3.6

Se pes6 0.1668 g de acetato de sodio y se tomd un volumen de 1.7102 mL de
acido acético, se mezclaron y se aforo en un matraz volumétrico de 100 mL con

agua desionizada. Posteriormente se ajust6é el pH hasta llegar a pH 3.6.
Reactivo FRAP

Se mezclaron 50mL de buffer acetatos pH=3.6, por cada 5mL de FeCl; 20mMy
5mL de TPTZ 10mM.

2. Curvade calibracién del calcio (ll)

y = 0.003x + 0.0803
R?=0.994 /

0.200 /

E 0.150

2

: /

K]

<

0.250

0.000 . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60
Ca®* (mg/L)

Figura 9. Curva de calibracién del calcio (l1).
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Curva de calibracién del hierro (ll)
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Figura 10. Curva de calibracion del hierro (ll).
Curva de calibracion del magnesio (Il)
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Figura 11. Curva de calibracion del magnesio (Il).
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5.

Curvade calibracion FRAP

nm

o
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Figura 12. Curva de calibracion del ensayo FRAP.
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