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Resumen

RESUMEN
Se determiné el peso molecular de los hidrolizados de colageno ovino y lactosuero
obtenidos mediante SDS-PAGE, observandose bandas alrededor de 14 kDa a 11.5
kDa para el colageno hidrolizado. Ademas, se identificaron bandas representativas de
las proteinas del suero, como la a-lactoalbumina (15 kDa) y la B-lactoglobulina (11.07
kDa).
Se formularon bebidas utilizando los hidrolizados proteicos: colageno hidrolizado (CH)
y lactosuero hidrolizado (SH). Las formulaciones de bebidas de lactosuero con
diferentes porcentajes de CH fueron identificadas con los siguientes cédigos: SC5 (5%
de colageno hidrolizado), SC10 (10% de colageno hidrolizado), SC15 (15% de
colageno hidrolizado) y SC20 (20% de colageno hidrolizado). Todos los tratamientos
fueron caracterizados mediante analisis bromatoldgicos, donde la muestra SC20, con
un 20% de colageno hidrolizado, mostré el mayor contenido proteico (1.03+£0.05 %).
El espectro de FTIR mostré grupos funcionales caracteristicos del colageno, como las
vibraciones de tension del grupo NH de la amida A (3300 cm-1) y el pico cercano a los
1637 cm-1 representativo de la amida I, relacionado con la estructura secundaria del
colageno. En el analisis microbiolégico, todas las formulaciones mostraron ausencia
de los microorganismos indicadores de contaminacioén empleados en la prueba.
La determinacion de antioxidantes mediante la inhibicion del radical ABTS<* indicé que
SC20 tuvo la mayor inhibicidén con un porcentaje de 99.76+0.08, en comparacion con
el CH (39.67+1.21). Un comportamiento similar se observo con el radical DPPH, donde
el tratamiento SC20 presentd una mayor inhibicion con un porcentaje de 69.19+0.43

en comparacion con el CH (18.50+1.67).



Resumen

En la determinacion de la biodisponibilidad de hidroxiprolina in vitro, se encontré que
las formulaciones con CH mostraron una absorcion cercana al 97%. La actividad
antihipertensiva de la ECA (Enzima Convertidora de Angiotensina) mostré6 una
inhibicion del 67.77+0.28 % para el tratamiento SC20, mientras que para el control con
CH se report6 un porcentaje de 65.30+0.36.

Finalmente, la suplementacién con CH y SC10 no genero efectos significativos en la
recuperacion inmunitaria, evaluada a través del peso del bazo, timo y el porcentaje de

linfocitos T CD4+ y CD8+, en un modelo de inmunosupresion en ratones CD-1.



Abstract

ABSTRACT

The molecular weight of hydrolyzed ovine collagen and whey hydrolysates was
determined by SDS-PAGE, where bands were observed around 14 kDa and 11.5 kDa
for the hydrolyzed collagen. Bands representative of whey proteins, such as a-
lactalbumin (15 kDa) and B-lactoglobulin (11.07 kDa), were also observed. Beverages
were prepared using hydrolyzed collagen (HC) and whey hydrolysates (HW). The
formulations of whey beverages with different percentages of HC were identified with
the following codes: WC5 (5% hydrolyzed collagen), WC10 (10% hydrolyzed collagen),
WC15 (15% hydrolyzed collagen), and WC20 (20% hydrolyzed collagen).

All treatments were characterized through bromatological analysis, with WC20 showing
the highest protein content (1.03£0.05%). The FTIR spectrum revealed functional
groups characteristic of collagen, such as the stretching vibrations of the NH group of
amide A at 3300 cm-1 and the peak near 1637 cm-1, representative of amide I, which
is related to the secondary structure of collagen. Microbiological analysis confirmed that
all formulations were free from contamination indicators.

The determination of antioxidant capacity by inhibition of the ABTSe+ radical indicated
that WC20 had the highest inhibition rate (99.76+0.08%), compared to HC
(39.67+1.21%). A similar pattern was observed with the DPPH radical. The
bioavailability of hydroxyproline in vitro showed that the HC formulations had an
absorption rate close to 97%. The antihypertensive activity of ACE (Angiotensin-
Converting Enzyme) inhibition was 67.77+0.28% for the WC20 treatment, compared to
65.30+0.36% for HC. Finally, supplementation with CH and SC10 did not produce

significant effects on immune recovery, as assessed by spleen and thymus weight and



Abstract

the percentage of CD4+ and CD8+ T lymphocytes, in an immunosuppression model in

CD-1 mice.
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Introduccién

1 INTRODUCCION

Actualmente algunos alimentos enriquecidos con vitaminas, antioxidantes, minerales
0 proteinas pueden considerarse funcionales o nutracéuticos. De acuerdo con el
Instituto Internacional de Ciencias de la Vida establece que son aquellos alimentos que
tienen un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas en el organismo,
mejorando el estado de salud o reduciendo el riesgo de una enfermedad (Rodriguez-
Villacis & Hernandez-Monzon, 2017). Un ejemplo de alimento funcional son las
bebidas elaboradas a base de lactosuero (Armesto, 2015). El lactosuero es el liquido
restante después de la elaboracién de queso, contiene principalmente componentes
solubles: lactosa, sales, proteinas globulares, entre otros (Rocha-Mendoza et al.,
2021).

La funcionalidad de las bebidas a base de lactosuero se ve incrementada cuando se
incorporan a ellas bacterias probiéticas o ingredientes funcionales (Candan, Cebeci, &
Ozer, 2016). Las proteinas contenidas en el lactosuero, tienen péptidos con actividad
biolégica considerados como una de las categorias mas importantes dentro de la
industria alimentaria.  Estos péptidos poseen actividades funcionales como:
antioxidante, antimicrobiana, antihipertensivo, anticancerigenas, opioides e
inmunomoduladoras (Dullius, Goettert, & de Souza, 2018).

Uno de los ingredientes de importancia en la industria alimentaria es el colageno
hidrolizado, el cual es un conjunto de péptidos que se obtiene por la protedlisis del
colageno nativo. Los péptidos de colageno pueden ser obtenidos de diversas fuentes

marinas, cerdos, bovinos y ovinos; presentan actividad antioxidante, antimicrobiana y
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antihipertensiva, por lo que pueden ser catalogados como ingredientes funcionales

(Hernandez & Gémez Gonzalez, 2016).

1.1 Antecedentes

Las proteinas son macronutrientes importantes como fuente de aminoacidos
esenciales y energia. Ademas de la nutricion basica, algunas proteinas alimentarias
pueden proporcionar beneficios adicionales para la salud mediante la liberacion de
péptidos bioactivos codificados en sus secuencias (He et al., 2018). De manera
general, los péptidos bioactivos son oligopéptidos que estan inactivos dentro de la
secuencia de la molécula proteica, pero que pueden ser liberados por hidrélisis
enzimatica, fermentacion y digestion gastrointestinal (Chalamaiah, Yu, & Wu, 2018).
Los hidrolizados de proteinas se utilizan en una amplia gama de matrices alimentarias
como lacteos, productos para la carne, bebidas, complementos alimenticios o
funcionales, debido a su validez nutricional, sus actividades funcionales o rentabilidad;
también se han utilizado para sustituir a otras proteinas o para mejorar las propiedades
de muchos productos alimenticios (Skrzypczak et al., 2020). Por otra parte, el colageno
hidrolizado puede ser utilizado como ingrediente en alimentos funcionales, ya que
mejora las propiedades nutricionales y funcionales sin afectar el producto debido a su
baja viscosidad y alta solubilidad en agua, como es el caso de las bebidas (Bilek &
Bayram, 2015). Los productos como las bebidas a base de lactosuero de leche se
consideran convenientes por su alto valor nutritivo y facil digestion asociada a los
hidrolizados; también por sus propiedades funcionales como se describen a

continuacién en la Tabla 1.
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Tabla 1. Aplicaciones y funcionalidad del lactosuero y colageno.

Producto Funcionalidad Referencia
Suplemento alimentico de Incremento de masa (Weisgarber,
lactosuero de leche en musculary fuerza Candow, & Farthing,
mujeres pos- 2015)

menopausicas

Bebida de suero de leche
con sabor a frambuesa

Bebida a base de
proteinas de lactosuero de
leche

Suplemento de lactosuero
hidrolizado

Bebida fermentada a base
de lactosuero de leche
suplementada con
colageno hidrolizado

Bebida de colageno de
pescado
antienvejecimiento

Extracto de
curcuminoides, colageno
hidrolizado y extracto de té
verde

Actividad antioxidante e
inhibicion de la enzima
convertidora de
angiotensina (ECA)

Actividad antioxidante vy
antimicrobiana, sin
modificar propiedades

fisicoquimicas.

Mejora la recuperacion de la

funcién muscular y
flexibilidad
Actividad antioxidante,

mejorando viscosidad y la
biodisponibilidad de
compuestos, sin modificar
el color

Actividad antioxidante,
mejor6 el plegado de
proteinasy la reparacién del
ADN en los fibroblastos de
la piel humana

Inhibicion de la sintesis de
mediadores inflamatorios y
catabdlicos por parte de
condrocitos bovinos
normales y  humanos
osteoartriticos

(Ferreira et al.,
2019)

(Arranz et al., 2019)

(Brown, Stevenson,
& Howatson, 2018)

(Arely Lebn-Loépez,
Pérez-Marroquin,
Campos-Lozada,

Campos-Montiel, &
Aguirre-Alvarez,

2020)

(Lin et al., 2020)

(Comblain et al.,
2015)
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1.2 Justificacion

En la region del Valle de Tulancingo, Hidalgo se producen alrededor de 17 millones de
litros de leche de los cuales el 65 % es utilizado para la elaboracion de diferentes tipos
de quesos. Este proceso agroindustrial genera un subproducto contaminante para el
medio ambiente en virtud de que en 10 L de leche solo se obtiene 1 kg de quesoy 9L
de lactosuero el cual se vierte a los drenajes de manera directa generando una gran
fuente contaminacion. Por otro lado, se tiene el conocimiento que la produccién en el
afio 2020 de carne de canal de ovino en Hidalgo alcanzo 6,736 toneladas de acuerdo
con los estadisticos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP;
2020), gran parte de esta produccién se destina para la elaboracion de un platillo tipico
denominado barbacoa. Ante la secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SENASICA) se tiene registro de un centro de rastro ubicado en Tulancingo, Hidalgo.
Sin embargo, existen muchos rastros que no estan registrados haciendo que el nimero
de matanzas de ovino incremente, elevando la contaminacion que se genera por los
desechos de pieles de los animales. La piel de ovinos tiene el 29% de su peso en
proteina, llamada colageno el cual es de gran importancia para diferentes sectores de
la industria como la alimentaria, cosmética o farmacéutica.

El presente trabajo tiene por objetivo aportar una posible solucién a la problematica
generada por la contaminacion de estos desechos al considerarlos como materia prima
para el desarrollo de una bebida funcional, mediante el aprovechamiento de materia
prima como el lactosuero generado en la produccion de diversos tipos de quesos. Asi,
el colageno presente en la piel de los ovinos utilizados para la elaboracion de barbacoa

puede ser aprovechado en la regién para el desarrollo de una bebida funcional.
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1.3 Planteamiento del problema

Un estudio realizado por la Asociacion Ganadera Local en Tulancingo, Hidalgo, en el
2020 se reportd que diario se procesan 600, 000 L de leche al dia para la elaboracion
de diferentes quesos como botanero, panela, manchego, entre otros. De acuerdo con
Osorio-Gonzalez et al., (2018) se estima que por cada kilogramo de queso se producen
de 8 a 9 litros de lactosuero, en este sentido aproximadamente se generan 540,000 L
diarios de este subproducto que, al no ser un producto de interés es desechado a
mantos acuiferos o al suelo, provocando una alta demanda quimica de oxigeno (DQO)
de 60 a 80 g/L y una demanda bioquimica de oxigeno (DBO) de 30-50 g/L para llevar
a cabo su degradacion. La descarga continua de lactosuero sin tratamiento previo, a
los cuerpos de agua, causa un rapido consumo de oxigeno lo que produce
eutrofizacion, acidificacion, alcalinizacion o salinizacion del suelo, generando con ello
malos olores y salinizacion (Osorio-Gonzalez et al., 2018).

Por otro lado se tiene conocimiento que la ovinocultura en el Valle de Tulancingo ocupa
un lugar importante en el sector econdmico ya que de acuerdo a la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) en Hidalgo, se tiene registro de una produccion
de 1, 206, 673 cabezas anuales de ovino, de los cuales mas de 7,000 toneladas de
carne en canal, lo que representa un valor superior a 500 millones de pesos en la
produccién, colocando al estado de Hidalgo como el segundo productor de ovinos a
nivel nacional y gran parte de esta produccion se destina para la elaboracion del platillo
tipico “barbacoa”. En el afio 2018 se realizaron 405 sacrificios de ovinos en rastros
registrados en el estado de Hidalgo, sin embargo, existen rastros sin registro
provocando que el numero aumente considerablemente. Si bien la carne es utilizada

para consumo humano, en ocasiones la piel puede adquirir importante valor
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econdémico una vez procesada en la industria del curtido, pero las pieles de ovino que
no cumplen con los estandares solicitados para su comercio son desechadas
generando un problema de contaminacion (SIAP, 2019). Se considera que del total de
la piel el 29% es proteina la cual puede ser aprovechada en la industria alimentaria,

farmacéutica o cosmética.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Alimentos funcionales.

Hoy en dia, debido a las exigencias del desarrollo sostenible de las sociedades donde
se considera el medio ambiente, salud y economia, el disefio de los alimentos ha
pasado del disefio clasico basado en el enfoque de la ingenieria directa cuando los
alimentos se fabricaban en funcion de la tecnologia y las materias primas, situando al
consumidor al final de la cadena alimentaria, a un disefio moderno fundamentado en
la ingenieria inversa, en el que la etapa inicial son las preferencias del consumidory la
“anamnesis” de los alimentos requeridos por el consumidor (Hariram, Mekha,
Suganthan, & Sudhakar, 2023). El empleo de la ingenieria inversa tiene en cuenta los
siguientes aspectos: la realizacién de una evaluacion nutricional, sensorial y funcional
de los productos alimenticios de acuerdo a los requisitos del consumidor, la seleccion
de los bioactivos objetivos y los sistemas de administracion, la matriz alimentaria, la
eleccion del método de envasado, el impacto en el medio ambiente, y la comprobacion
de la biodisponibilidad de los nutracéuticos incorporados en los alimentos
(Thomopoulos et al., 2019). Los consumidores son conscientes del papel que
desempefian los alimentos funcionales, los alimentos para usos nutricionales
particulares o los alimentos médicos que intervienen en la prevencién y el tratamiento
de ciertas enfermedades (Dima, Assadpour, Dima, & Jafari, 2020). Se considera que
los alimentos funcionales deben cubrir ciertos parametros tales como mejorar la
funcidén objetivo, ayudar a prevenir la aparicion de enfermedades, mientras que la

naturaleza de los alimentos debe seguir siendo un alimento tradicional. El nivel de la
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funcién debe ir méas alla de su funcidn nutricional basica y los patrones de consumo
deben ser los de la dieta habitual (Nazir et al., 2019).

Recientemente, Granato et al., (2017) definieron los alimentos funcionales como
alimentos procesados industrialmente o naturales que, cuando se consumen
regularmente dentro de una dieta diversa en niveles eficaces, tienen efectos
potencialmente positivos en la salud mas alla de la nutricion basica. Ademas de su
valor nutricional como alimento convencional, los alimentos funcionales ayudan a
promover condiciones 6ptimas de salud y pueden reducir riesgos de una o0 mas
enfermedades no transmisibles, como dislipidemia, cancer, diabetes tipo 2, accidentes
cerebrovasculares y enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, para ser funcional
debe ser validado en ensayos de intervencién para cumplir con las regulaciones de
cada pais, por ejemplo, la Agencia Brasilefia de Regulacién Sanitaria (ANVISA) en
Brasil, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) en la Union Europea y
la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), en los Estados Unidos
(Granato et al., 2020).

Actualmente la categoria alimentos funcionales mas activa es la de las bebidas,
debido a diversos factores como: a) la facilidad de suministro y almacenamiento de
productos estables en el tiempo de refrigeracion; b) mayor disponibilidad de incorporar
componentes bioactivos y nutrientes deseables y c) la posibilidad y conveniencia de
satisfacer las demandas de los consumidores en cuanto a la apariencia, el tamafio, la
forma y el contenido del envase (Nazir et al., 2019). Otro factor que actualmente esta
dando forma al mercado de las bebidas funcionales es el creciente interés de los
consumidores por los ingredientes organicos en los alimentos y la creciente

desconfianza en ingredientes artificiales, incluidos los colorantes y edulcorantes
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artificiales. Esta tendencia en el comportamiento de los consumidores ofrece
oportunidades a los fabricantes para que sus productos se diferencien de los de la
competencia mediante la adicion de ingredientes naturales comprobando los

beneficios que otorgan a la salud (Males et al., 2022).

2.2 Bebidas funcionales.

Entre los diferentes tipos de alimentos funcionales disponibles en el mercado, las
bebidas son las mas populares debido a que satisfacen facilmente las demandas de
los consumidores en cuanto a tamafo, forma, almacenamiento y posibilidad de
contener nutrientes deseables y sustancias bioactivas (S. Kumar, Dhir, Talwar,
Chakraborty, & Kaur, 2021). En las ultimas décadas, el mercado de las bebidas
funcionales ha desarrollado un nimero creciente de productos, estimados en millones
de dolares que destacan por sus caracteristicas distintivas, como mejorar la salud
intestinal o cardiovascular, ayudar al sistema inmune, controlar el peso o para
contrarrestar los procesos de envejecimiento (Orru et al., 2018). De acuerdo con Corvo
et al., (2014) clasifican a las bebidas funcionales en tres categorias:

(1) Bebidas lacteas incluidos los probidticos y bebidas enriquecidas con
minerales: contienen varios componentes, ademas de los basicos, como
péptidos, oligosacéaridos, enzimas, vitaminas y minerales. Estos
componentes pueden cumplir con funciones benéficas para la salud (Mudgil
& Barak, 2019).

(i) Bebidas de vegetales y de frutas: debido a su potencial bioactivo de las
antocianinas, flavonoides, epicatequinas, flavononas, procianidinas,

lignanos, carotenoides, fibra soluble e insoluble, isotiocianatos, acidos
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fendlicos, vitaminas C, E, A provenientes de la fruta y verdura (Dey &
Sireswar, 2021).

(i)  Bebidas deportivas y energéticas: Desempefian un papel importante en la
hidratacion, en la mejora del rendimiento deportivo y en la prevencion o
ayuda de condiciones de salud especifica. La funcion principal de estas
bebidas es hidratar a los atletas y restaurar los electrolitos, carbohidratos y
otros nutrientes que pueden agotarse durante el ejercicio (Corbo et al.,
2014).

2.2.1 Bebidas funcionales a base de lactosuero

La transformacion del lactosuero de leche en bebidas tiene dos objetivos principales:
la utilizacién de un gran volumen de lactosuero para ayudar a resolver problemas de
contaminacion y el desarrollo de bebidas funcionales que otorgan beneficios para la
salud (Cong, Bremer, & Mirosa, 2020). También son importantes desde el punto de
vista nutricional para los deportistas y los culturistas, concediendo mayor resistencia,
crecimiento o desarrollo muscular. Su funcionalidad puede incrementarse mediante la
incorporacion de ingredientes bioactivos como probidticos, fibra dietética, vitaminas o
minerales (Mudgil & Barak, 2019).

2.3 Lactosuero.

El lactosuero es un liquido transparente de color amarillento a verdoso que se obtiene
tras la coagulacion de la leche durante el proceso de elaboracion del queso. El liquido
del lactosuero representa aproximadamente del 85-95% del volumen de la leche y
contiene mas del 55% de los nutrientes de la leche, como los minerales, las proteinas

del lactosuero y la lactosa (M. Guo, 2019; Kaminarides, Zagari, & Zoidou, 2020). En
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funcién del pH, el lactosuero puede clasificarse como lactosuero acido (pH<5) y
lactosuero dulce (pH 6-7) (Tallapragada & Rayavarapu, 2019). El lactosuero dulce y el
lactosuero acido se obtienen si la coagulacion de la leche se ha llevado a cabo por
accion enzimatica (cuajo) o por adicion de acidos, respectivamente (Abd AL-Razaq,
2019; Shenana, El-Alfy, EI-Nagar, & El-Barbary, 2020). Los nutrientes mas abundantes
en el lactosuero son: lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales (Tabla 2).
También hay presencia de algunas sales neutras como NaCl, KCI, sales de calcio
(principalmente fosfato), acidos lactico y citrico, vitaminas del grupo B, compuestos

nitrogenados no proteicos como la urea y el acido urico (Smithers, 2008).

Tabla 2. Comparacion de los componentes del lactosuero
dulce y lactosuero acido (Tunick, 2008).

Caracteristicas Suero dulce Suero acido
pH =56 <56
Agua 93-94% 94-95%
Proteina (g/L) 6-10 6-8
Lactosa (g/L) 46-52 44-46
Minerales (g/L) 2.5-4.7 4.3-7.2
Obtenido por Accién Acidos
enzimatica organicos

Lamentablemente, solo el 50% del lactosuero producido en el mundo se utiliza para
formular productos y el resto es vertido en las aguas superficiales o se destina como
alimento para ganado. Es una de las fuentes de subproductos alimentarios mas

contaminantes, su demanda bioquimica de oxigeno (DBO) es de 435,000 ppm y su
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demanda quimica de oxigeno (DQO) es de 460,000 ppm (Khedkar & Singh, 2018). El
continuo crecimiento de la industria quesera, la necesidad de maximizar el rendimiento
de la materia prima y de reducir los contaminantes en el efluente, han animado a los
productores e investigadores a buscar nuevas formas de utilizar el lactosuero de leche,
por lo que se han llevado a cabo numerosas investigaciones para convertir este pasivo
en un activo (Arsi¢ et al., 2018; Arely Ledn-L6pez et al., 2020; Prazeres, Carvalho, &
Rivas, 2012). El gran valor nutricional del lactosuero de leche potencia los beneficios
nutracéuticos reduciendo la aterosclerosis, la obesidad, la diabetes y el riesgo de
cancer ademas la presencia de aminoacidos azufrados en el lactosuero actian como
agentes de prevencion del cAncer como precursores del fuerte refuerzo intracelular del
glutation y en el metabolismo del carbono. El lactosuero de leche se utiliza en
alimentacion funcional ya que puede contribuir a la regulacién del peso corporal al
proporcionar sefiales de saciedad que repercuten en la regulacion de ingesta de

alimentos a corto y largo plazo (Krél, Brodziak, Zaborska, & Litwinczuk, 2017).

2.3.1 Propiedades intrinsecas de las proteinas nativas del lactosuero

El lactosuero de leche se considera una valiosa fuente de nhumerosos compuestos
nutricionales, funcionales y bioactivos; presenta un elevado contenido de lactosa y
proteinas que pueden utilizarse para producir ingredientes con beneficios versatiles
(Kareb & Aider, 2019); se considera un producto valioso por sus proteinas solubles y
sus altos niveles de aminoacidos, lactosa, sal y vitaminas B, de las cuales contiene un
55-75% y un 40-70% de vitamina B6 y vitamina B12 respectivamente (S. Singh, P.
Khemariya, & A. Rai, 2014). También contiene tiamina, acido nicotinico, acido félico y

acido ascorbico, riboflavina y biotina. Sin embargo, una mayor concentracién de
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vitamina B12 se desplaza en el lactosuero durante el tratamiento enzimatico en
comparacion con la coagulacién acida (Sudhir Singh, Priti Khemariya, & Ashutosh Rai,
2014). Las proteinas del lactosuero presentan un alto contenido de aminoacidos
esenciales y ramificados como la isoleucina, leucina y valina desempefian un papel
importante como regulador de diferentes funciones metabdlicas, de la homeostasis de
la glucosa en sangre y como fuente equilibrada de los aminoacidos que contienen
azufre (Ramos et al., 2016). Minerales como el calcio, magnesio, fosforo y trazas de
zinc estan presentes en el lactosuero y pueden actuar como base de electrolitos (Deeth
& Bansal, 2019; R. Kumar, Chauhan, Shinde, Subramanian, & Nadanasabapathi,
2018). El lactosuero de leche contiene varias proteinas (Tabla 3), que le confieren
caracteristicas funcionales, fisiolégicas y nutracéuticas especificas, como se describe

a continuacion.

Tabla 3. Composicién proteica del lactosuero (Aguero, Bringas, San Roman, Ortiz, &
Ibanez, 2017; Fang & Guo, 2019).

Proteina Contenido (g/L)
B-lactoglobulina 2.9
a-lactoalbumina 0.6
Inmunoglobulina 0.3

Albumina de suero 0.6
Lactoferrina 0.1
Lactoperoxidasa 0.03
Proteosa-peptona 1
Glicomacropéptidos (GMP) 0.9
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2.3.1.1 B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina es la principal proteina del lactosuero, pertenece a las proteinas
coagulables por calor y representa aproximadamente el 50% de la proteina total y 10%
de la proteina de la leche. Su peso molecular oscila entre 18.20 kDa y 8.36 kDa; se
presenta como un dimero de dos subunidades idénticas formadas por un grupo
sulfhidrilo y dos enlaces disulfuro, compuestas por una cadena peptidica de 162
aminoacidos. La solubilidad de esta proteina depende del pH y la fuerza i6nica y su
desnaturalizacion por calor se produce entre 70-75 °C (Yadav et al.,, 2015).
Tradicionalmente, la B-lactoglobulina se separa por precipitacion fraccionada con
sulfato de amonio con o sin calentamiento para provocar la precipitacion de todas las
proteinas el lactosuero que no sea la B-lactoglobulina; aunque también existen
métodos cromatograficos como el intercambio iénico (Schlatterer, Baeker, &
Schlatterer, 2004).

Esta proteina es un importante nutriente activo natural, presenta una fuerte
sensibilidad al calor y desempefia un papel importante en la industria lactea no solo
como indice de intensidad de tratamiento térmico de la leche, sino también como
proteina marcadora de los alérgenos de la leche en los alimentos. La B-lactoglobulina
ha sido elegida como un buen ingrediente en las dietas destinadas a prevenir o mejorar
enfermedades metabdlicas como la obesidad, ya que disminuye el apetito y aumenta
la saciedad a través de varios mecanismos, como la regulacion de las hormonas y la
alteracion de la gluconeogénesis hepatica (Boscaini et al., 2020; Jakubowicz et al.,

2017).
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2.3.1.2 a-lactoalbumina

Representa el 11% del total de las proteinas del lactosuero, tiene una alta afinidad con
el calcio y una excelente fuente de aminoacidos esenciales representados
principalmente por presentar triptéfano y cisteina. Esta proteina puede considerarse
como homologa de la a-lactoalbumina humana porgque es analoga en un 72% respecto
a su estructura; sin embargo, en la leche humana no hay B-lactoglobulina, que es la
causa de las reacciones alérgicas (EI-Agamy, 2011). El peso molecular de la a-
lactoalbumina es de 14 kDa aproximadamente, esta compuesta por 123 polipéptidos
gue contienen 8 residuos de cisteina y muestra algunos beneficios como aumentar los
niveles de triptéfano en el plasma, lo que conduce a un mejor rendimiento cognitivo,
una buena oxidacion de los lipidos, una mejor absorcion de los minerales, actividad

antibacteriana, efectos inmunomoduladores y actividad antitumoral (Jiang et al., 2020).

2.3.1.3 Inmunoglobulinas (Ig)

Son las proteinas mas importantes del lactossuero de la leche y representan el 2% del
total de proteinas del lactosuero. Estas proteinas se componen de tres clases
principales: las inmunoglobulinas 1gG, IgA e IgM. Algunas de sus funciones son
encapsular bacterias, neutralizar toxinas e inactivar virus, ademas de favorecer la
digestidon gastrica, disminuir la presion arterial al reducir los niveles de colesterol y se
utilizan en formulas lacteas para nifios como sustitutos de la leche (Yadav et al., 2015).
2.3.1.4 Albumina sérica bovina (BSA)

La BSA representa aproximadamente del 5-6% del total de las proteinas del
lactosuero, su peso molecular oscila entre 66.26 y 66.5 kDa. Su temperatura de

desnaturalizacion es de >65°C ademas, es una fuente aminoacidos esenciales. La
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funcionalidad de estas proteinas ha sido reportada para el potencial inhibidor de las
células de cancer de mama humano, la actividad agonista opioide y la propiedad
antihipertensiva (Koh, Lee, Ramachandraiah, & Hong, 2019).

2.3.1.5 Lactoferrina

Es una glicoproteina que se une al hierro, pertenece a la familia de las proteinas de
transferencia y se encuentra generalmente en las secreciones exocrinas de la leche,
las lagrimas, el moco y la saliva de los mamiferos (B. Wang, Timilsena, Blanch, &
Adhikari, 2017). Tiene un peso molecular de 80 kDa y un punto isoeléctrico de 9.5-10.
Se compone de una cadena polipeptidica Unica de 700 aminoécidos, la cual puede
contener una o dos cadenas de carbohidratos, las moléculas de lactoferrina son
termoestables y resistentes a los acidos a pH 4; también es resistente a la accion de
la tripsina y la quimotripsina pero puede ser hidrolizada con pepsina (Q. Wang, Chen,
& Kentish, 2020). Su capacidad para ligar el hierro genera diversas funciones
biolégicas como la inhibicion del crecimiento de bacterias y hongos, promotor de
ciertas lineas celulares, prevencién de peroxidacion lipidica y buena absorcion del
hierro en el organismo. Sus aplicaciones incluyen suplementos para la salud,
alimentos, bebidas funcionales, formulas infantiles, cosméticos y productos para el
cuidado bucal (Q. Wang et al., 2020).

2.3.1.6 Lactoperoxidasa

Es una cadena polipeptidica Unica con 612 aminoacidos con un peso molecular de 78
kDa. Desempeiia un papel importante en la proteccion de la glandula mamaria del
lactante y del tracto intestinal de los neonatos contra microorganismos patdogenos;

puede utilizarse en combinacion con otros materiales para la produccion de peliculas
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para el envasado de alimentos. Ademas, participa en la degradacion de ciertos
carcindbgenos y en la proteccion de las células animales contra los efectos
peroxidativos. Todas estas propiedades funcionales permiten utilizar esta enzima en
la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica y agricola (Shokri & Ehsani, 2017;

Urtasun et al., 2017).

2.3.1.7 Proteasa-peptona

Se define como una mezcla heterogénea de proteinas del lactosuero; es termoestable
y soluble a valores de pH &cidos. Puede separarse mediante tratamiento térmico y
ajuste del pH a 4.6. La industria alimentaria estd interesada en ella porque ha
demostrado una buena actividad emulsionante y ademas, presenta excelentes
propiedades de formacion de espuma (Hogenboom, Rosi, & Monti, 2020) (Karamoko,

Renaville, & Blecker, 2016).

2.3.1.8 Glicomacropéptidos

Es un péptido soluble de 64 aminoacidos, su peso molecular es de 6.8 kDa y es la
forma glicosilada del macropéptido de la caseina. Contiene cantidades variables de
oligosacaridos, principalmente galactosamina, galactosa y acido sidlico, esta
disponible como ingrediente para su aplicacion en alimentos, bebidas, cosméticos,
suplementos funcionales y medicinales también se asocia con beneficios biolégicos y
actividades antiinfecciosas y antioxidantes (Chungchunlam, Henare, Ganesh, &

Moughan, 2014).
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2.3.2 Importancia biologica de las proteinas hidrolizadas provenientes del
lactosuero

La valorizacion de un residuo puede definirse como un proceso que transforma el
residuo por métodos fisicos, térmicos, quimicos o bioldgicos para crear productos que
puedan incorporarse a las cadenas de produccion, como parte de la economia circular
(Wainaina et al., 2020). La valorizacion del lactosuero de leche se centra en la
concentracion de la lactosa, las proteinas o cualquier otro nutriente presente en el
lactosuero, transformandolos en nuevos compuestos de valor afiadido (Sebastian-
Nicolds et al., 2020; Valdez Castillo et al.,, 2020). Se han desarrollado varias
tecnologias de proceso y enfoques biotecnologicos para convertir este subproducto en
un recurso de componentes valiosos (Lappa et al., 2019). Se han extraido algunos
compuestos de valor afiadido del lactosuero mediante diferentes procesos
(enzimaticos, microbianos, térmicos y otros), como los galacto-oligosacaridos
probioticos, los ésteres de acidos grasos de la lactosa, los biocolorantes y compuestos
aromaticos y la celulosa bacteriana (Granato et al., 2017)

Se sabe que la dieta es uno de los factores que influyen en la salud humana y en el
desarrollo de enfermedades. Las proteinas son un nutriente muy importante en los
alimentos y pueden hidrolizarse en una amplia gama de péptidos durante la digestion
gastrointestinal (Singh, Kaur, & Katyal, 2023). Algunos de estos péptidos comparten
caracteristicas que actuan en el organismo como hormonas, neurotransmisores o
péptidos reguladores (Hernandez-Ledesma, Garcia-Nebot, Fernandez-Tomé, Amigo,
& Recio, 2014). La importancia de los péptidos de la proteina del lactosuero esta
asociada a sus propiedades funcionales, algunos estudios han demostrado la accion

de estos péptidos como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
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en la regulacion de la presion sanguinea (Abadia-Garcia, Castafo-Tostado, Cardador-
Martinez, Martin-del-Campo, & Amaya-Llano, 2021). En la industria la alimentaria, los
péptidos de proteina de lactosuero presentan actividades antimicrobianas y
antioxidantes, asi como propiedades emulsionantes. Todas las propiedades
funcionales de los hidrolizados de proteinas de lactosuero estan relacionadas con el
peso molecular. Estas propiedades se encuentran en estado latente durante la
formacion del complejo de la estructura proteica y sélo se activan cuando esa
estructura se rompe o se hidroliza por diferentes métodos como la enzimatica, la
hidrolisis quimica y mediante la aplicacion de tecnologias emergentes como
ultrasonidos y los tratamientos térmicos (Dullius, Fassina, Giroldi, Goettert, & Volken

de Souza, 2020; Heo et al., 2018; Lee & Hur, 2017).

2.4 Colageno

El coldgeno es una de las proteinas mas abundantes producidas en el cuerpo humano,
es responsable de la estabilidad y resistencia de los tejidos del cuerpo al crear redes
de soporte a lo largo de las estructuras celulares (Avila Rodriguez, Rodriguez Barroso,
& Sanchez, 2018). Como principal componente de los tejidos blandos y duros, el
colageno es la proteina mas comun en los mamiferos, representando
aproximadamente un tercio de la masa de tejido proteico del cuerpo, distribuido en
varios tejidos, como los huesos, la piel, los tendones y los dientes (Hong, Fan,
Chalamaiah, & Wu, 2019). Hasta ahora se han identificado 28 tipos de colageno y cada
uno tiene diversas aplicaciones las cuales se enumeran en la Tabla 4. El contenido de

colageno tipo | es el mas abundante en la matriz extracelular, especialmente en los
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tendones y los huesos (Kamoun, Kenawy, & Chen, 2017). Los distintos tipos de
colageno tienen estructuras similares; especificamente, hay tres cadenas entrelazadas
(cadenas a-polipéptidos) con homotrimeros o heterotrimeros (Amirrah et al., 2022).
Estas estructuras estan determinadas por el tipo de colageno, donde cada cadena
tiene una conformacién similar a la de la polialanina Il. La composicion de triple hélice
resulta del triplete repetitivo Gly-X-Y, donde X suele ser una prolina (o cualquier otro
aminoacido) e Y suele ser hidroxiprolina (Seo, Lee, & Zuckermann, 2011). La glicina
es necesaria en una de cada tres posiciones debido a su pequefio volumen,

capturando el espacio limitado del centro de la triple hélice (Li et al., 2021).

Tabla 4. Tipos de colageno y sus aplicaciones en la industria o funciones en el cuerpo
humano (Avila Rodriguez et al., 2018).

Familia Tipo Distribucion en los Aplicacion / Funcién
tejidos
Formador de I Tendones, ligamentos, Membranas para Ila
fibrillas huesos y cornea regeneracion de
tejidos.
I Pulmén, cérnea, fibras Reparacion del
reticulares, cartilago, cartilago y tratamiento
[l ndcleo pulposo, hueso, de artritis.
cuerpo vitreo y piel. Hemostaticos y
selladores de tejidos.
Vv Materia prima como

biomaterial en el
Xl Cuerpo vitreo y cartilago tratamiento de cérnea.

Desarrollo de
Membranas IV Membrana basal anticuerpos

basales monoclonales (MAbs)

para la osteoartritis.
Microfibrilar Vi Dermis, placenta, Potenciador de la
pulmones, cartilago vy fijacion del cultivo
disco intervertebral. celular e indicador de

Vi nefropatia diabética.
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Fibrillas de
anclaje
IX
Colageno
asociado a
fibrillas con XIl
triple hélice
interrumpida XV
(CAFTI)
XIX
XX
XXI
XXII
Transmembrana
XVII
XV
Multiplexinas
XVI

Mucosa oral, cérvix,
uniones  dérmicas 'y
epidérmicas, piel.

Cérnea, cartilago vy
humor vitreo.

Tendon, ligamentos vy
pericondrio.
Placenta, pared del vaso,
higado, dermis y
pulmones.

Rabdomiosarcoma

humano.
Piel embrionatria,
tendones, epitelio

corneal y cartilago del
esternon.

Pared del vaso
sanguineo.

Foliculo del cabello,
intestino, higado,
uniones  dérmicas Yy

epidérmicas, epidermis y
pulmones.

Uniones dérmicas vy
epidérmicas.
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Procesos
hemostaticos.

Inyecciéon subdérmica
como tratamiento de la
epidermdlisis
ampollosa
(EAD).

Esta co-distribuido con
el tipo Il en cartilago y
cuerpo vitreo.

Asociado al colageno I,
colageno XIV y también
a regular el diametro
fibrilar en las etapas
tempranas de la
fibrilogénesis.

Se localiza en la zona
de lamembrana basal y
muestra propiedades
antiangiogénicas y
antitumorales.

Similar a los tipos XIl'y
XIV. Su funcion es poco
conocida.
Estrechamente
relacionado con los
colagenos Xll, XIV vy
XX.  Contribuye al
ensamblaje de la matriz
de la red vascular
durante la formacion de
vasos sanguineos.
Afecta la formacién de
hueso e interviene en la
inflamacion y la
vasculogénesis.
Estabiliza la adhesién
de las células
epiteliales a la matriz
extracelular
circundante.
Contribuye en la
formacioén de los
dientes.

distrofica
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XVIII  RIiAoN, células Forma un puente que
musculares lisas, une grandes fibrillas en
fibroblastos y pancreas. banda, probablemente

fibrillas que contienen

colageno |y 111

Puede utilizarse como
Queratinocitos y diana farmacologica o
fibroblastos. biomarcador.

Tiene importancia en la
Pancreas y pulmones. determinacién

estructural de laretinay
en el cierre del tubo
neural.

2.4.1 Estructuradel coldgeno

El coldgeno esta conformado por tres cadenas a entrelazadas denominada triple hélice
de colageno y es una repeticion casi continua de Gly-X-Y donde el aminoacido glicina
ocupa aproximadamente 33% de su composicion, X es principalmente prolina e Y es
hidroxiprolina juntos constituyen alrededor del 22%. El 45% restante se distribuye en
las posiciones X e Y, los cuales son responsables de limitar la rotacién del esqueleto
peptidico contribuyendo a la estabilidad de la molécula. Las tres cadenas entrelazadas
forman la super hélice, la cual representa la estructura del colageno conocida como
estructura cuaternaria (A. Holwerda & van Loon, 2022). Dicha hélice es muy estable
debido a los enlaces de hidrogeno intermoleculares entre la glicina de las cadenas
adyacentes, esta formada por una region triple helicoidal y dos regiones no helicoidales
en cada extremo de la estructura helicoidal con =300 kDa de peso molecular, 280 nm

de longitud y 1.4 nm de diametro (A Ledn-Lopez et al., 2019).
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Todos los tipos de colageno, participan en ensamblajes de orden superior incluyendo
redes, filamentos, microfibrillas o fibrillas. Los colagenos que se ensamblan en fibrillas
incluyen los tipos I, I, 1lI, V, XI, XXIV y XXVII. Las fibrillas son el principal elemento de
traccion y forman la base mecanica de las estructuras 0seas, cartilaginosas, fibrosas
y tubulares (Salvatore et al., 2021). Los colagenos fibrilares se sintetizan como
moléculas precursoras solubles de procolageno que contienen “propéptidos”
globulares en cada extremo de la triple hélice. Estos son eliminados proteoliticamente
por las proteinasas N y C del procolageno para producir colageno (Figura 1) (A. M.
Holwerda et al., 2017). Los colagenos finalmente procesados tienen triples hélices
ininterrumpidas de 300 nm de longitud flanqueadas por “telopéptidos” cortos que
contienen sitios de unién para el ensamblaje de las fibrillas de colageno (Holmes, Lu,

Starborg, & Kadler, 2018).

Procolageno N-proteinasas Procolageno C-proteinasas
(ADAMTS 2. 3, 14) (BMP1 / familia)

Y O
'C'A'.‘4’0’A'o"'A'o’)'t';'."';""’o"’Q'A'O'\'A'A j
’ 1] 1 N ~

y ' Procolageno ;
22 ' ' e
S P ' ' 5. lia Ve
N-propéptidos C- propéptidos
'A'c'é"o'«'.'o'c"'o'c’.'o'c'.'o'é.'o's'lo'«'.'
pNcolageno
pCcolageno —
Q.'o\'fo’c’lo'«"'o't'.'o’«’;'o'c"'A's"'A /
o
Colageno
’ L L \
’ . e b
K . Trple helice : .
: « » : \
. .
N-telopépudos C-telopéptidos

Figura 1. Conversion del procolageno en colageno mediante el corte de los
propéptidos terminales por las proteinasas N y C del procolageno. Los intermedios de
escision son el pNcolageno (que retiene los N-propéptidos) y el pColageno (que retiene
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los C-propéptidos). La molécula de colageno final contiene telopéptidos (ningun
péptido Gly-X-Y) que contienen sitios de unidn criticos para la formacién de fibrillas
(Holmes et al., 2018).

2.5 Colageno hidrolizado

El colageno hidrolizado (CH) son proteinas segmentadas de bajo peso molecular entre
1 kDay 10 kDa, se obtiene mediante la desnaturalizacion del colageno nativo seguido
de un proceso enzimatico que rompe las cadenas de proteinas en pequefios péptidos
escindiendo la proteina en enlaces amidicos especificos. El uso de péptidos naturales
como los hidrolizados de colageno ha sido ampliamente utilizado debido a su excelente
biocompatibilidad, facil degradacion y débil antigenicidad (Aguirre-Cruz, Ledn-Lopez,
Cruz-Gémez, Jiménez-Alvarado, & Aguirre-Alvarez, 2020).

El colageno hidrolizado se ha utilizado en complementos alimenticios y en la industria
farmacéutica porque muchos estudios clinicos han demostrado sus beneficios, como
la biodisponibilidad, la rapida absorcién en el tracto digestivo, el paso al torrente
sanguineo en forma de pequefios péptidos y la acumulacion en la piel 96 h después
de la ingestion (A. Holwerda & van Loon, 2022). Con un bajo peso molecular y una
rapida absorcion, los péptidos de colageno se distribuyen en diferentes tejidos como
la piel, donde se ha demostrado la eficacia y beneficio de los péptidos (Lupu,

Gradisteanu Pircalabioru, Chifiriuc, Albulescu, & Tanase, 2020).

2.6 Sistema inmunitario

El sistema inmunitario no s6lo protege al organismo contra los peligros del mundo
exterior (bacterias, virus, parasitos y hongos), sino que también mantiene la tolerancia
o controla la integridad celular detectando las células estresadas y malignas

(Nicholson, 2016). Una caracteristica clave del sistema inmunitario es la memoria
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inmunoldgica, es decir, la capacidad de responder rapidamente con mayor intensidad
ante un segundo desafia con el mismo antigeno. El sistema inmunitario esta
compuesto por una multitud de células y factores que son importantes para lograr una
respuesta inmune especifica, los componentes de este sistema se han clasificado
como innatos y adaptativos. La rama adaptativa comprende: linfocitos B, que producen
anticuerpos (inmunoglobulinas) y los linfocitos T, que son células efectoras especificas
de la inmunidad celular. Las células del sistema inmunitario innato, incluye
granulocitos, monocitos/ macrofagos, células linfoides innatas (CLI) y células asesinas
(NK), no expresen receptores especificos de antigenos como las células T y B, sino,
gue expresan una cantidad considerable de receptores activadores e inhibidores que
rifen su actividad funcional (Hillion et al., 2020). La activacién entre las células
inmunitarias y su activacion, migracion, proliferacion y diferenciacion esta en funcion
por una amplia gama de citoquinas, incluidas interleucinas y las quimiocinas ver Figura

2 (Bhat & Kabelitz, 2020).

2.6.1 Barreraintestinal

La superficie de la mucosa intestinal esta revestida de células epiteliales, que separan
fisicamente la luz intestinal del medio interno, evitando asi el paso de sustancias
potencialmente nocivas y manteniendo la absorcién de nutrientes y electrolitos (Di
Tommaso, Gasbarrini, & Ponziani, 2021). Es considerada un eficaz sistema defensivo
en que intervienen elementos intra y extracelulares, que interactian estrechamente

para favorecer el correcto funcionamiento del epitelio, las respuestas inmunitarias y la
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adquisicion de tolerancia frente a los antigenos alimentarios y la microbiota intestinal
(Thaiss Christoph et al., 2018).

La barrera intestinal estd compuesta por diferentes elementos, situados en el
compartimento luminal como en el interno. Al residir en el lumen (cavidad interna que
forma el intestino grueso y delgado), la microbiota restringe la colonizacién de
patdgenos e interactla con las células epiteliales, inmunitarias y neuronales para
promover la funcion de barrera mediante mecanismos que incluyen la adquisicion de
nutrientes, la regulacion de la energia, el metabolismo y la proliferacion celular (Albert-
Bayo et al., 2019). Los elementos luminicos extracelulares incluyen el pH, las enzimas
de las secreciones gastricas, pancreaticas y biliares, la capa de moco y las moléculas
liberadas por las células epiteliales e inmunitarias, entre las que se encuentran las
defensinas, la lisozima, los fosfolipidos, los péptidos de la familia del factor trefoil, las
catelicidinas, las ribonucleasas y las inmunoglobulinas, principalmente la IgA secretora
(Di Tommaso et al., 2021). Ademas, el peristaltismo y la secrecion de agua y cloro en
el lumen lavan el contenido y ralentizan la translocacién del antigeno a la lamina propia.
El epitelio incluye células especializadas que producen y secretan moco (células
calciformes), defensinas (células de Paneth), hormonas y neuropéptidos (células
enterocromafines); también incluye un tipo celular Unico especializado en la captacion
de antigenos del lumen (células M); para garantizar una barrera eficaz, las células
epiteliales estan estrechamente unidas entre si por medio de uniones intracelulares
(uniones estrechas, en el complejo de union apical, seguidas de uniones adherentes y
desmosomas) (Albert-Bayo et al., 2019).

La contribucidon inmunitaria en la barrera de la mucosa corre a cargo del tejido linfoide

asociado al intestino (GALT), distribuido en estructuras linfoides organizadas, como
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los foliculos linfoides, las placas de Peyer y los ganglios linfaticos mesentéricos, en los
gue se inician las respuestas inmunitarias. EI GALT también incluye una distribucion
difusa de células efectoras por todo el epitelio y la lamina propia de la mucosa
intestinal, compuesta principalmente por células plasmaticas, macréfagos, mastocitos,
linfocitos, eosinodfilos y células dendriticas (Kato, Kawamoto, Maruya, & Fagarasan,
2014).

Funcionalmente, la defensa inmunitaria de las mucosas puede dividirse en sitios
inductores y sitios efectores. Los sitios inductores, donde antigenos tomados de la
superficie de la mucosa activan los linfocitos de memoria T y B, consisten en nodos
organizados de foliculos linfoides e incluyen las placas de Peyer, foliculos linfoides
organizados y nodulos linfaticos mesentéricos. Los sitos efectores, donde las células
efectores, donde las células efectores posterior a su diferenciacion realizan su accion,
consisten en el epitelio y la ldmina propia donde los linfocitos estan dispersos por todo

el tejido (Ahluwalia et al., 2017; Eckmann & Bamias, 2022).

2.6.1.1 Células especializadas del epitelio

Las células calciformes y las células de Paneth ayudan a establecer funciones de
barrera mediante la secrecibn de mucinas y proteinas antimicrobianas (PAM),
respectivamente. Las mucinas altamente glicosiladas, definen la organizacion de la
capa epitelial, la capa de mucosa se organiza funcionalmente para ayudar a crear la
primera linea de defensa contra la invasiéon microbiana por otro lado las células de
Paneth refuerzan ain mas la barrera fisica mediante secrecién de PAM’s, incluyendo
defensinas, catelicidinas, fosfolipasa A2 secretora y lisozimas. Las PAM’s tienen una

actividad selectiva contra la pared celular y las membranas superficiales;
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colectivamente las células especializadas del epitelio funcionan para limitar la cantidad
y la diversidad de bacterias que llegan a la superficie epitelial y que entran en contacto
con la mucosa subyacente (Larsen, Cowley, & Fuchs, 2020; Peterson & Artis, 2014).
2.6.1.2 Lamina propia

Es la capa de tejido conectivo compacto que se encuentra debajo del epitelio, es el
lugar donde se encuentran la mayoria de células inmunitarias intestinales y también
contiene el suministro de sangre, el sistema de drenaje linfatico y suministro nervioso
de la mucosa. La lamina propia es un importante sitio efector de la respuesta
inmunitaria intestinal, por lo tanto, es importante para prevenir la entrada y propagacion
de patdgenos a través de la mucosa intestinal (Albores-Saavedra & Angeles-Angeles,
2012).

Dispersos en la lamina se hallan linfocitos libremente dispersos que estan
representados principalmente por células T CD4*, CD8" y células plasmaticas, que
son células B diferenciadas, que producen IgA polimérica (Mowat & Agace, 2014). Se
contempla que la lamina propia, junto con el epitelio es el lugar mas grande para las
células T en el organismo humano; la mayoria de estos linfocitos son células con
experiencia en antigenos, es decir, células que ya han estado en contacto con
antigenos en los sitos inductores. Ademas, se alberga una rica red de poblaciones de
células inmunitarias innatas que incluyen: células dendriticas, macrofagos, mastocitos,

eosinofilos y células linfoides innatas (Ahluwalia et al., 2017).

2.6.1.3 Placas de Peyer
Suelen encontrarse en el ileon distal, se consideran el principal lugar de induccion de

la respuesta inmunitaria de la mucosa de igual manera son estructuras organizadas
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gue consisten en grandes foliculos de células B con areas intermedias de células T
mas pequefias contenidas en una estructura en forma de cupula conocida como cupula
subepitelial (Bilek & Bayram). En este sitio se encuentran células B, linfocitos CD4* y
CDS8 *, células dendriticas, linfocitos B y T y macréfagos, todas ellas necesarias para

la respuesta inmunitaria (Ahluwalia et al., 2017).

2.6.1.4 Nodulos linfaticos mesentéricos

Se considera que tienen tres compartimentos: el paracértex, la corteza y la médula,
gue contienen un gran numero de linfocitos que se alojan en distintas areas dentro de
estos compartimentos, son los mayores nédulos linfaticos del cuerpo y su funcion
principal es filtrar la linfa procedente el intestino e iniciar la respuesta inmunitaria contra
los antigenos entrantes, ya sea en forma libre o llevados al nédulo linfatico por las

células dendriticas que migran desde la lamina propia (Buettner & Bode, 2012).
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Figura 2. Representacion esquematica del sistema inmunitario de la
mucosa del tracto gastrointestinal. Las células epiteliales intestinales y la
capa mucosa forman una barrera bioquimica y fisica que mantiene la
separacion entre el lumen intestinal y el sistema inmunitario de la mucosa.
El tejido linfoide asociado al intestino (GALT) esta conformado por las placas
de Peyer y los ganglios linfaticos mesentéricos que son los principales
lugares de induccién de las respuestas inmunitarias mientras que la lamina
propia y la capa epitelial se consideran lugares efectores. En conjunto, la
barrera epitelial, el tejido linfoide organizado, las células inmunitarias
dispersas por la lamina propia y el epitelio forman los componentes
primarios del sistema inmunitario intestinal. Célula M: célula microfoldada;
CSE: Cupula subepitelial; CD: Célula dendritica; PAM: Péptidos
antimicrobianos; LsLP: Linfocitos de la lamina propia; IESC: células madre
epiteliales intestinales. Modificado de: (Ahluwalia et al., 2017).

2.6.2 Captacion y reconocimiento del antigeno
Se ha considerado que la entrada de los antigenos (Figura 3) a los sitios de induccién

intestinales se podria producir por distintas vias:
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a)

b)

c)

d)

Los antigenos pueden entrar a través de las células de micropliegue (M) en el
epitelio asociado al foliculo (FAE) y pasar a las células dendriticas (McDole et
al.) que subyacen en la cupula subepitelial, las CD presentan al antigeno
directamente a las células T en las placas de Peyer. Otra posibilidad es que el
antigeno o las células con el antigeno lleguen a los nédulos linfaticos
mesentéricos a traveés de la linfa de drenaje y posteriormente se presenten a las
células T de los ganglios (Mabbott, Donaldson, Ohno, Williams, & Mahajan,
2013).

Otra ruta implica el muestreo directo del antigeno en el lumen intestinal por parte
de las células dendriticas que extienden las dendritas entre las células
epiteliales para alcanzar el lumen (Coombes & Maloy, 2007).

Ademas, los antigenos pueden entrar a través de los enterocitos del epitelio
asociado al foliculo que pueden pasar los antigenos a las células dendriticas o
posiblemente actuar como células presentadoras de antigeno locales a través
de la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |l
(Mabbott et al., 2013).

Investigaciones recientes demuestran que las células calciformes secretoras de
mucina pueden funcionar como un pasaje para la entrega de antigenos solubles
de bajo peso molecular a las células dendriticas de la ldmina propia (McDole et

al., 2012).
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Antigeno (b) ."f). Células

Protzinas da
funcidén estracha

fim:
propia

Figura 3. Vias potenciales de captacion y representacion de antigenos:
Modificado de: (Ahluwalia, Magnusson, & Ohman, 2017).

2.7 Actividad antioxidante

Los antioxidantes pueden ser sustancias naturales o sintéticas con la capacidad de
inhibir o retrasar el dafo celular oxidativo en sustratos oxidables a concentraciones
relativamente bajas. Se han aceptado varios antioxidantes quimicos sintéticos como
terbutil hidroguinona (TBHQ), hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado
(BHA), galato de propilo (PG) que presentan una fuerte actividad antioxidante como

aditivos alimentarios, los cuales evitan el deterioro y prolongan la vida atil de los
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alimentos. Sin embargo, también se ha considerado que tienen consecuencias
desfavorables para el ADN y el sistema enzimatico humano, por consiguiente su uso
debe ser estrictamente limitado (Borrajo et al., 2019).

La importancia antioxidante de los péptidos de proteinas reside en que permiten
reducir la degradacion oxidativa debido a que reaccionan rapidamente con las
especies reactivas del oxigeno. Los radicales libres al ser altamente reactivos
guimicamente pueden reaccionar con los componentes celulares y dafar las
proteinas, lipidos y el ADN (Gupta, Caraballo, & Agarwal, 2019). Los radicales pueden
ser inhibidos utilizando antioxidantes que actdan a través de dos mecanismos
principales: la transferencia de atomos de hidrégeno y la transferencia de electrones
simples (Lorenzo et al., 2018). Algunos métodos para evaluar la actividad antioxidante
se describen a continuacion:

El ensayo DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) es muy estable, reacciona con
compuesto que pueden donar atomos de hidrégeno y tiene un maximo de absorcion
UV-visible a 515 nm, la prueba se basa en la eliminacion de DPPH por parte de los
antioxidantes, que tras una reaccion de reduccién decolora la solucién de metanol de
DPPH. Por otra parte el test ABTSe+ (Acido 2,2 -azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) se basa en la decoloracion de dicho radical, reflejando asi la cantidad de
radicales ABTS que se eliminan en un periodo de tiempo determinado en relacién con
la de Trolox (acido-6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2-carboxilico), la capacidad total
de eliminacion de radicales de la muestra se calcula relacionando la disminucion de la

absorbancia de Trolox a 734 nm (Skrovankova, Misurcova, & Machu, 2012).
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2.8 Actividad antihipertensiva

La hipertension es una enfermedad cronica que afecta a millones de personas en todo
el mundo. De acuerdo con la ENSANUT (2020) realizada por la Secretaria de Salud
1 de cada 4 adultos en México padece hipertension es decir, el 2% de los cuales el
40% ignora que tiene la enfermedad y el 60% conoce el diagnostico pero decide no
llevar a cabo un tratamiento médico lo que repercute en su condicion de salud.

La presion arterial estd regulada por el sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA). El bajo flujo sanguineo renal o la baja concentracién de sodio en el plasma
inician la conversion de pro-renina en renina en las células yuxtaglomerulares de los
rifones, la renina en circulacion cataliza la conversién del angiotensinégeno en
angiotensina |, que posteriormente es convertida en angiotensina Il por la enzima
convertidora de angiotensina (ECA). La ECA se produce principalmente en los
pulmones y en otros lugares como el revestimiento endotelial de los tejidos vasculares,
el corazon, el cerebro, los rifiones, la placenta, la médula 6sea, el pancreas y los
testiculos (Rocha-Mendoza et al., 2021). La angiotensina Il es un potente
vasoconstrictor que hace gue los vasos sanguineos se estrechen, lo que provoca un
aumento de la presion arterial. Al mismo tiempo estimula la secrecion de la hormona
aldosterona desde la corteza suprarrenal, lo que hace que los tabulos renales
aumenten la reabsorcién de sodio y agua en la sangre, provocando la excrecion de
potasio (Bellomo, Zarbock, & Landoni, 2024). La inhibicion de la ECA disminuye la
secrecion de aldosterona mediada por la angiotensina Il desde la corteza suprarrenal,
lo que conduce a una disminucién de la reabsorcién de agua y sodio asi mismo, a una
reduccion del volumen extracelular que, progresivamente conduce a la vasodilatacion

y, finalmente a la reduccion de la presion arterial (Abuine, Rathnayake, & Byun, 2019).
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La hipertension es controlable con diversos farmacos antihipertensivos
convencionales sin embargo, provocan varios efectos adversos por o que se han
desarrollado alternativas naturales mas seguras y eficientes (Freeman, Vinh, &
Widdop, 2017). Entre las opciones naturales se encuentran los péptidos bioactivos que
podrian utilizarse como una estrategia funcional para el control y prevencion de la
hipertension. En una reciente investigacion realizada por Abdadia-Garcia y
colaboradores (2021) resaltan que las proteinas de lactosuero son sustratos complejos
debido a su estructura globular compacta que las hace resistentes a la accion
enzimatica, obteniendo grados de hidrolisis bajos impactando de esta manera en su
funcionalidad.
A continuacion, se describe la accion de cada componente implicado en el SRAA:
Renina: Las células yuxtaglomerulares presentes en las arteriolas aferentes del rifion
contienen pro-renina. La activacion de estas células provoca la escisién de la pro
renina en renina. El rifidn es el lugar de activacién de la pro renina que con ayuda de
las enzimas como la proconvertasa 1y la catepsina B. La renina madura se almacena
en los granulos de las células yuxtaglomerulares y se libera a torrente sanguineo por
cuatro estimulos principales (Kurtz, 2012).

» Cambios en la perfusion renal percibidos por el mecanismo transductor de

presion en las arteriolas aferentes.
» Aporte de sodio y cloruro al tubulo contorneado distal percibido por la macula
densa.
» Aumento del flujo beta-simpatico que actia a través de los receptores beta-1

adrenérgicos.
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» Retroalimentacion negativa de factores humorales como la angiotensina I, el
potasio y el ANP (péptido natriurético auricular).

Estas condiciones dirigen a una disminucion de la perfusion renal y a una reduccién
del contenido tubular de sodio probando la liberacién de la enzima renina a torrente
sanguinea, se tiene considerado que la semivida de la renina es de 10-15 minutos
(Fountain JH, 2023).
Angiotensindgeno: Esta molécula se sintetiza principalmente el higado y se segrega
de forma constitutiva. La renina se separa el extremo N-terminal del angiotensinégeno
y da lugar a la formacién de angiotensina | (Ciau-Solis & Betancur-Ancona, 2021).
Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA): Esta enzima se expresa en las
membranas plasmaticas de las células endoteliales vasculares, principalmente en la
circulacién pulmonar y divide los dos aminoacidos del extremo C-terminal de la
angiotensina | para formar el péptido angiotensina Il (Fountain JH, 2023).
Angiotensina Il: Es el principal mediador de los efectos fisioldgicos del SRAA, como
la presion arterial, la regulacion del volumen y la secrecion de aldosterona (D. F. Guo,
Sun, Hamet, & Inagami, 2001). Los efectos fisioldgicos de la angiotensina Il sobre el
volumen extracelular y la regulacion de la presiéon arterial se describen de cinco

maneras (Fountain JH, 2023):

» Vasoconstriccion pro contraccion del musculo liso vascular en las arteriolas.
» Secrecion de la aldosterona de la corteza suprarrenal en la zona glomerulosa,

mediado por la aldosterona sintasa.
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» Aumento de la reabsorcion de sodio a través de una mayor actividad del
antiportador Na-H del tubo contorneado proximal.

» Aumento del flujo simpatico del SNC.

» Liberacion de vasopresina desde el hipotalamo.
Aldosterona: Se sintetiza principalmente en la zona glomerulosa de la corteza
suprarrenal, su secrecion depende de la angiotensina Il, ACTH y la concentracion de
potasio extracelular. La aldosterona influye en la homeostasis de la sal y el agua
regulando la sed y el apetito de sal a través de los receptores mineralocorticoides
presentes en varias regiones del cerebro (Xue, Zhang, Roncari, Guo, & Johnson,

2012).

2.9 Andlisis Sensorial

El analisis sensorial estudia las propiedades (textura, sabor, gusto, aspecto, olor) de
un producto o alimento a través de los sentidos (vista, olfato, gusto, tacto y oido) de
los panelistas. Su evolucion la ha situado como una de las metodologias mas
importantes para la innovacion y aplicacion para asegurar la aceptacion del producto
final por parte de los consumidores, no solo las caracteristicas sensoriales son las que
determinan la aceptacion o el éxito de un nuevo producto; factores como el entorno,
los conocimientos nutricionales, la salud y el envase también tiene una influencia muy
importante (Ruiz-Capillas & Herrero, 2021).

Un mejor conocimiento de las experiencias sensoriales de los consumidores abre una
zona para la innovacion de alimentos, aunado a ello el andlisis sensorial se considera

actualmente como una de las herramientas mas utiles en las diferentes etapas del
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desarrollo de nuevos productos desde el disefio hasta la comercializacion, con el
objetivo mejorar la calidad de los mismos y garantizar el éxito de la innovacion en la
captacion de mercado entre los consumidores (Ruiz-Capillas & Herrero, 2021).

Los analisis sensoriales descriptivos se han aplicado ampliamente para describir las
caracteristicas de los productos alimentarios y en los dltimos afios han surgido
alternativas en los métodos descriptivos como: Libre eleccion, perfil flash y el método
Check All That Apply por sus siglas en ingles se conoce como CATA. Estas tres
metodologias consisten en una evaluacién rapida del perfil sensorial, bajo en costos y
reduce los tiempos de andlisis (Silva et al., 2020).

CATA es un enfoque de importantica debido a la rapida obtencién de caracteristicas
sensoriales de los productos basadas en el consumidor. En esta técnica, los
consumidores se enfrentan a una lista de términos sensoriales con el fin de que ellos
seleccionen aquellos que describan la muestra de forma facil e intuitiva,
proporcionando informacion valida y reproducible de la muestra (Ares & Jaeger, 2015).
Se requiere de un gran numero de participantes como lo son las pruebas enfocadas
en los consumidores, para garantizar validez general y minimizar las incoherencias en
las mediciones, entre otros puntos a considerar, la falta de entrenamiento sensorial
(Alexi et al., 2018; Silva et al., 2020).

Los métodos sensoriales como CATA y Projective Mapping se utilizan actualmente en
una amplia gama de aplicaciones, tanto en investigacion como en la industria. Ambas
pueden arrojar resultados similares a los métodos descriptivos tradicionales, con la
ventaja de que son mas flexibles y requieren menos tiempo (Galler, Nees, L. Almli, &

Varela, 2020).
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3 Objetivos e hipotesis

3.1 Objetivo general

Desarrollar una bebida a base de proteinas hidrolizadas de lactosuero y colageno

ovino, con propiedades funcionales.

3.1.1

Objetivos especificos
Obtener y caracterizar fisicoquimicamente los hidrolizados de las proteinas.

Establecer la formulacion de las bebidas de lactosuero con diferentes
concentraciones de colageno hidrolizado.

Caracterizar fisicoquimicamente la bebida funcional.

Evaluar la actividad microbiolégica para E. coli, Salmonella typhimurium,
mesofilos aerobios, hongos y levaduras.

Evaluar las propiedades antioxidantes mediante la inhibicidon de radicales ABTS
y DPPH de la bebida funcional.

Evaluar la biodisponibilidad in vitro del coldgeno hidrolizado en las bebidas.
Determinar la actividad antihipertensiva por prueba in vitro de la bebida
funcional.

Determinar si la bebida tiene actividad inmunoldgica por prueba in vivo.

Evaluar sensorialmente la bebida funcional mediante una prueba CATA.
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3.2 Hipotesis

Es posible desarrollar una bebida a base de proteinas hidrolizadas de lactosuero y
coldgeno ovino que posea propiedades funcionales
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencion e hidrolisis del lactosuero

El lactosuero se obtuvo como subproducto de la elaboracion de queso panela,
omitiendo la etapa de salado. El lactosuero se pasteurizé a 60°C por 30 min.
Posteriormente se hidrolizé con la enzima HT Proteolitic 200, en una concentracion de
0.1 g de enzima por cada 100 ml de lactosuero a 50°C por 3 horas. Las condiciones
de accion de la enzima fueron proporcionadas por el fabricante ENMEX, S.A DE C.V.

Se almacené a 4°C hasta su posterior analisis.

4.1.1 Anélisis proximal del lactosuero

Se caracteriz6 fisicoguimicamente a través del equipo FOSS Integrated Milk Testing
Milkoscan FT 6000 (Foss Electric, Hillerdd, Dinamarca) en el cual se determiné el
contenido de proteina, lactosa, materia grasa, sales minerales, punto crioscépico y

nitrdgeno no proteinico, el analisis se realizd por triplicado.

4.2 Obtencion e hidrdlisis del colageno

Para la obtencion del colageno se prepar6 una solucion de colageno: agua (1g:10 ml).
Posteriormente se homogeniz6é durante 5 minutos a 5 rpm en el equipo ULTRA-
TURRAX® IKA T25 digital. La mezcla fue transferida a una membrana de dialisis
molecular Spectra/Por® MWCO con un tamafo de poro 6-8 kDa. La membrana se
colocd en un vaso de precipitado de 600 ml cubierta por agua y se dejé en agitacion
constante durante 12 h con constantes cambios de agua cada 3 h. Finalmente se llevd

a cabo una hidrolisis térmica a 70°C por 3 h.

41



Materiales y métodos

4.3 Peso molecular de los hidrolizados proteicos por SDS-PAGE

Se siguié la metodologia descrita por Ledn- Lépez et al., (2019) de electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE) algunas modificaciones.
1ml de muestra se disolvio en tampoén Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 (1% SDS, 10% glicerol y
0.01% azul de bromofenol) y se coloc6 a ebullicion por 5 min. A continuacién, se
preparé un gel de resolucion al 17.5% y un gel de apilamiento al 4% que contenia los
carriles donde se colocaron 10 pl de la muestra desnaturalizada y 5 pl de marcador
con un peso molecular de 10 a 250 kDa (BenchMark Protein Ladeer, Thermo Scientific,
Pierce ™ MA, EE. UU). Se aplicé un voltaje de 50 V por 30 min, una vez que las
proteinas se movilizaron al gel de resolucion, se aumento el voltaje a 100 V durante

4h. El gel se tifid con azul de Coomasie por una hora.

4.4 Formulaciones de la bebida

En 100 ml de lactosuero hidrolizado se adiciond 5%, 10%, 15% y 20% (v/v) de
colageno hidrolizado, seguido de 2% cocoa (p/v) y 0.6% de sustituto de azucar (p/v) y
se homogeniz6 por 5 min de forma manual (Tabla 5). Los tratamientos se

pasteurizacion a 60°C por 30 min y se almacenaron a 4°C para posteriores analisis.

Tabla 5. Tratamientos con diferentes concentraciones de colageno hidrolizado.

Clave Tratamiento

CH Colageno hidrolizado

SH Suero hidrolizado

SC5H Suero hidrolizado + Colageno hidrolizado 5%
SC10 Suero hidrolizado + Colageno hidrolizado 10%
SC15 Suero hidrolizado + Colageno hidrolizado 15%
SC20 Suero hidrolizado + Colageno hidrolizado 20%
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4.5 Analisis Bromatologico

Se determinaron los pardmetros de humedad (950.27), grasa (2000.18), proteina
(9991.2) y ceniza (923.03) de acuerdo a la Asociacion Oficial de Quimica Analitica
(AOAC, 2019).

4.6 Determinacion de pH

Se llevé a cabo por el método 981.12 de la (AOAC, 2019), midiendo el pH con un
potencidometro (HANNA Instruments, modelo HI 2210; Limena, Italy).

4.7 Determinacion de color

El color de las bebidas y los blancos se determiné en la escala de CieLab mediante un
colorimetro, modelo CR-400/410 (Konica Minolta, Foster City, EE.UU). Se evaluaron
los pardmetros L, a* y b*.

4.8 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Los grupos funcionales se caracterizaron utilizando un espectrofotémetro Frontier FT-
MIR (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE.UU.) equipado con un accesorio de reflexion
total atenuada (ATR). Las muestras se colocaron en el cristal de diamante del ATR y
los espectros se registraron en modo de absorbancia en el intervalo de 4000 a 400 cm-
1 con una resolucién de 4 cmt combinando 32 barridos. El espectro de fondo del aire
se restd de todos los espectros. Las bandas principales se analizaron utilizando el

software Spectrum 10.4.2.

4.9 Andlisis Microbiolégicos

La determinacién de microrganismos indicadores de contaminacion Salmonella spp y
E. coli se llevé a cabo siguiendo la NOM-210-SSA-2014, utilizando Agar Salmonella
Shigella (Becton Dickinson; Heidelberg, Alemania) y Agar Eosina Azul de Metileno
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(Becton Dickinson; Heidelberg, Alemania), respectivamente. Para la determinacion de
hongos y levaduras en alimentos se siguio la metodologia de la NOM -092-SSA-1994
utilizando Agar Sabouraud Dextrosa. Para el recuento de bacterias aerobias (mesofilos
aerobios) se utilizé el agar para el Método Estandar. Las muestras se incubaron en
cajas petri (90x15 mm) durante 24 h en una estufa (FELISA modelo FE-131; Zapopan,
Jalisco. México) a 37°C+£2 °C. Los resultados se expresaron como presencia (+) o

ausencia (-) de microorganismos.

4.10 Actividad antioxidante por inhibicion de radicales ABTS y DPPH.

Para el radical ABTS se obtuvo mediante la reaccion ABTS 7 mM (Sigma-Aldrich; St.
Louis, MI, EE.UU) y persulfato potasico 2.45 mM (Sigma-Aldrich; St. Louis, MI, EE.UU),
incubando a temperatura 23 + 2 °C en oscuridad durante 16 h. Una vez formado el
radical ABTS se diluyé con metanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0.700 *
0.2 a 734 nm. A continuacion, se mezclaron 2 ml de muestra y 1 ml de solucién de
solucion radical ABTS estabilizado, transcurridos 6 min de reaccion se leyeron las
muestras en un espectrofotometro UV-Vis (Jenway Genova, Model 6705, Bibby
Scientific; Staffordshire, UK).

Para el radical DPPH se siguié el método de Brand-Williams, Cuvelier,& Berset,
(1995). Se mezclaron 0.5 ml de la muestra con 2.5 ml de la solucion de metanol con
DPPH (6 x 10-5 M); la mezcla se guard6 en la oscuridad durante 60 min a 4°C y
posteriormente se midié la absorbancia a 517 nm en un espectrofotbmetro UV-Vis
(Jenway Genova, Model 6705, Bibby Scientific; Staffordshire, UK). La actividad

antioxidante de los radicales se calcul6 siguiendo la siguiente ecuacion:
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Al — AF

1
Al x 100

% Inhibicion =

Donde:

Al= absorbancia inicial

AF= absorbancia final

4.11 Biodisponibilidad in vitro del colageno hidrolizado en bebidas

Se utilizé la metodologia de Minekus et al., (2014) con algunas modificaciones. Primero
se mezclaron 5 ml de la bebida con 20 ml de una solucién de CaClz (0.3 M) + HCI (0.1
M) y pepsina (40,000 unidades) se ajusté el pH 3 de la solucién con HClI 6 M y se
incubaron a 38°C en un bafio térmico con movimiento constante para simular la fase
gastrica durante 2 h. Para la fase intestinal se tomaron 12.5 ml de la fase anterior +
1.25 ml de la mezcla (Pancreatina, sales biliares en NaHCO3 0.1 M), ajustando el pH
a 7 con NaHCOs (0.5 M) las muestras se incubaron a 38°C por 2 h.

4.12 Contenido de hidroxiprolina

Se colocaron 2 ml de muestra en un matraz aforado de 25 ml en el cual se adicionaron
en el siguiente orden: 2 ml de CuSOa4 (0.05 M), 2 ml NaOH (1.25) y 2 ml H202 (6%), los
matraces se agitaron una vez por minuto durante 5 min y después se colocaron en un
bafio térmico a 40°C por 15 min para eliminar el exceso de peroxido de hidrégeno.
Transcurrido el tiempo se enfriaron rdpidamente en agua y se adicionaron 10 ml de
H2S04 (0.9 M) seguido de 5 ml de una solucién de CoH11NO (5%) los matraces se
llevaron a un bafio térmico a 70°C por 30 min. Se dejaron enfriar a 25 °C y se diluyeron
con agua destilada hasta la sefial de aforo. Las absorbancias se midieron en un

espectrofotometro  UV-Vis (Jenway Genova, Model 6705, Bibby Scientific;

45



Materiales y métodos

Staffordshire, UK) a 555 nm. Los resultados se obtuvieron mediante la siguiente

ecuacion y los resultados fueron reportados como porcentaje de hidroxiprolina:

Absorbancia de la muestra — Absorbancia de la curva estandar
0.0041

% Hidroxiprolina =

4.13 Actividad inhibidora de la ECA in vitro

La actividad inhibidora de la ECA fue evaluada por espectroscopia UV-Vis basada en
la formacion del acido hiparico del Hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) catalizado por la
ECA, siguiendo la metodologia de Rachmawati et al., (2016), donde 50 ul de ECA (6.25
mU/ml) fue incubada con 50 ul de la solucion muestra a una temperatura de 37°C por
10 minutos. Posteriormente, se adicionaron 150 ul del sustrato (8.3 mM de HHL en 50
mM del buffer borato de sodio conteniendo 0.5 M de NaCl, pH 8.3), la mezcla fue
incubada a 37°C por 30 minutos. La reaccion se detuvo adicionando 250 ul de HCI 1
M, después se adicionaron 1.5 ml de acetato de etilo, la mezcla se agité en voértex por
1 minuto y se dej6 reposar por 5 minutos y se tomaron 1 ml del sobrenadante en un
tubo y el solvente fue evaporado al vacio. El &cido hipuarico formado fue disuelto en 2
ml de agua destilada y fue medido en un espectrofotébmetro UV-Vis (Jenway Genova,
Model 6705, Bibby Scientific; Staffordshire, UK) a una absorbancia de 228 nm.
Lisinopril fue utilizado como referencia a una concentracion de 0.004 mg/ml. El
porcentaje de inhibicion de la ECA fue calculado por la siguiente formula:

L AbsCtrl — Abs Muestra
Inhibicion de la ECA = x100
AbsCtrl
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Donde:

Abs Ctrl: Absorbancia del control (Lisinopril)
Abs Muestra: Absorbancia de las muestras.

4.14 Actividad inmunolégicain vivo

La metodologia se basé en la previa investigacion realizada por Yazaki (2017). Para
evaluar la actividad inmunologica se trabajé con dos muestras el CH (colageno
hidrolizado) y la SC10 (colageno hidrolizado al 10%) derivado de los resultados de los
bromatolégicos. En un frasco de 100 mL de bebida al 10% se tienen 90 ml de
lactosuero y 10 ml de colageno hidrolizado por cada ml de lactosuero se tiene una
concentracion de 110 mg de CH. En el caso del tratamiento de CH si se tiene una
relacion 1:1, por cada mL de agua destilada se tiene una concentracion de 10 mg de
CH. Derivado de lo anterior se consideré que las dosis a suministrar a los ratones
fueron: 900 y 1800 mg/kg de peso del raton.

Estudios con ratones y consideraciones éticas: todos los estudios con ratones se
realizaron en condiciones especificas libres de patégenos. Se utilizaron 40 ratones
hembra CD-1 de 12-16 semanas de edad divididas en 6 grupos de 8 ratones cada uno.
Los grupos de estudio fueron:

Grupos control:

Grupo 1: Grupo Control sin tratamiento.

Grupo 2: Grupo Control inmnosuprimido, se administraron 25 mg/kg de Dexametazona
(DEX), por via intraperitoneal durante 3 dias para inducir la inmunosupresion.

Grupos experimentales:
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Grupo 3 y 4: Ratones del modelo inmunosupresor tratados con DEX, seguido de
administracion oral de colageno hidrolizado (CH) a dosis de 900 mg/kg y 1800 mg/kg,
respectivamente durante 7 dias.

Grupo 5 y 6: Ratones del modelo inmunosupresor tratados con DEX, seguido de la
administracion oral de bebida de colageno hidrolizado (BH) a dosis de 900 mg/kg y
1800 mg/kg, respectivamente por 7 dias.

Al dia 8 se extrajo sangre a través de puncion de la vena facial y se recolecté en tubos
vacutainer para determinar los niveles de linfocitos T CD4* y CD8*. Posteriormente, se
practico eutanasia por anestesia seguida de una dislocacion cervical, se obtuvieron y
pesaron los 6rganos: bazo y timo para su posterior analisis.

4.14.1.1 Andlisis de citometria de flujo

Se obtuvieron 25 ul de sangre de ratén y se preparé FACS Lysing 1X diluyendo 30 ul
de esta solucion en 270 ul de tampodn fosfato salino 1X por cada 25 ul de sangre. Tras
agregar el FACS Lysing diluido a la muestra de sangre se mantuvo en hielo por 15
min, se procedié a lavarla con 1 ml de tampdn fosfato salino (1X) y se centrifugé a
1,200 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se realizé la tincién de viabilidad
mezclando 1 ul de Zombie Aqua en 299 ul de tampon fosfato salino 1X y se afadio,
150 pl de esta solucion a cada tubo. Tras una incubacion de 15 minutos a temperatura
ambiente protegiendo las muestras de la luz, se lavé con 1 ml de tampon fosfato salino
1X, se centrifugd a 1,200 rpm durante 5 min y se decantd. Se colocé el panel de
anticuerpos correspondiente a cada tubo: anti-CD45 PE/Cy7, anti-CD4 APC y anti-

CD8a PE. Se incubaron a 4°C durante 20 minutos, seguido de la lectura en el citdmetro
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de flujo espectral Aurora, utilizando el software FlowJo para el analisis posterior de los

datos.

4.15 Evaluacion sensorial

Se desarrollé un estudio sensorial para determinar los criterios de aceptacion de dos
bebidas SC5 (5% de colageno hidrolizado) y SC20 (20% de colageno hidrolizado), e
identificar si existen diferencias entre ellas con respecto al resabio y debido al bajo
contenido de grasa que presentaron en el analisis proximal. Se realiz6 una previa
encuesta rapida para elegir a los evaluadores con el objetivo de seleccionar personas
gue consumieran de manera habitual productos lacteos o productos probioticos.
Posteriormente se contactaron a 85 evaluadores 55 mujeres y 33 hombres en un rango
de edad de 17 a 53 afios, todos estudiantes del Instituto de Ciencias Agropecuarias,
para participar en la evaluaciéon CATA a quienes sin conocer los detalles de las bebidas
se les presentaron muestras de 10 ml cada una a una temperatura de 4+1°C, en vasos
de plastico individuales del nimero cero n codificados con niamero de 3 digitos, y se
colocaron frente a cada panelista. Cada participante recibi6 las dos muestras, un lapiz,
un vaso de agua a temperatura ambiente para enjuagarse la boca entre muestras y un
par de cuestionarios (Anexo 1), para conocer sus impresiones sobre aspectos visuales,
olfativos, gustativos y gusto del consumidor por las bebidas.

Por naturaleza cualitativa de la investigacion, los valores ordinales de las variables se
recategorizaron (Anexo 2) de manera cuantitativa discreta, con la finalidad de facilitar

los andlisis estadisticos.
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4.16 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar y un analisis de varianza (Corbo
et al., 2014), todos los datos se realizaron por triplicado y se analizaron con el
programa estadistico SPSS version 23 incluyendo la prueba de Tukey con un nivel de

significancia de p < 0.05.

Para el analisis en la evaluacion sensorial se desarrollé un analisis de correlacion y un
analisis de componentes principales (ACP). Los valores de las variables fueron
estandarizados y jerarquizados por el método de correlaciones, ambos analisis se

ejecutaron en el software estadistico de libre acceso R-Studio.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Andlisis proximal del lactosuero

Aproximadamente el 50% de los solidos lacteos estan presentes en le lactosuero, la
lactosa representa la fraccidon predominante seguida de proteinas, minerales,
nitrdbgeno no proteico y otros compuestos en menores cantidades (Tsermoula,
Khakimov, Nielsen, & Engelsen, 2021).

El contenido de grasa representa un pequefio porcentaje (~0.05%), su composicion
es de aproximadamente 66% de lipidos no polares (principalmente triacilgliceroles y
diacilgliceroles) y 33% de lipidos polares (fosfolipidos) (Ferreiro & Rodriguez-Otero,
2018). Como se muestra en la Tabla 6, la concentracion de grasa en el lactosuero fue
de 0.15% mostrando un valor inferior a previas investigaciones en lactosuero de cabra
en polvo de 7.51% el bajo porcentaje podria estar relacionado al proceso de
descremado al que se sometié la leche previo a la elaboracion del queso (Pinheiro et
al., 2024).

Las proteinas del lactosuero son la fracciébn mas valiosa, con propiedades nutricionales
y biolégicas muy beneficiosas. Incluso su bioactividad se puede relacionar a
componentes como proteinas, enzimas y péptidos (Herreman, Nommensen,
Pennings, & Laus, 2020). El porcentaje de proteinas fue de 0.72%, resultados similares
fueron hallados por Minj (2020) con 0.8% y también describe que los principales
constituyentes de las proteinas del lactosuero son la a-lactoalbumina, B-lactoglobulina,
seroalbumina, inmunoglobulinas, lactoferrina bovina, lactoperoxidasa bovina y

pequefias cantidades de macropéptidos.
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La lactosa constituye el principal carbohidrato de lactosuero dulce, funciona como
fuente primordial de energia y tiene un alto valor nutricional porque favorece la
absorcion de Ca, Mg, P en el intestino y representa del 70-75% del total de solidos
(Tsermoula et al., 2021). EIl porcentaje de lactosa en el lactosuero fue de 4.93%
resultados similares fueron reportados por Pires et al., (2021) en distintas fuentes de
lactosuero: bovino (4.2-5.0%), ovino (4.3-6.1%), caprino (5.02-6.7%). La diferencia en
los porcentajes depende de la fuente donde se obtenga el lactosuero. Con respecto a
los solidos totales se obtuvo un porcentaje de 5.43%. Barros et al. (2021) reportaron
6.55% de sdlidos en concentrado de lactosuero proveniente del queso minas frescal.
Las caracteristicas y la composicion del lactosuero dependeran del origen de la leche,
los tipos de quesos fabricados (cuajo o coagulacion 4cida) y de los factores que afectan
a la composicion de la leche como raza, los ciclos estacionales, la alimentacion y la

fase de lactancia (Pires et al., 2021).

Tabla 6 . Analisis proximal del lactosuero.

Parametros de

Parametro evaluado Contenido referencia
Materia grasa (%) 0.15 0.1-0.3 %
Proteina (%) 0.72 0.8-1%
Lactosa (%) 4.93 4.8-5.0%
Sdlidos Totales (%) 5.43 6.0-7.0%
Crioscopia “Horvert 0.465 0.530-0.560
Sdlidos no grasos (%) 5.29 8.30%
Caseina 1.0 -
Urea (mg/dL) 5.12 --
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5.2 Peso molecular de los hidrolizados proteicos

En la Figura 4 se muestran las bandas representativas de las proteinas nativas e
hidrolizadas. CH presentd bandas cercanas a 15 y 11.5 kDa en comparacion con la
muestra del colageno nativo (CN) en donde no se observan bandas derivado de que
el marcador molecular que se utilizo fue de 10 a 250 kDa y de acuerdo con Ledn-Lépez
(2019) reporta que el peso molecular del colageno nativo es cercano a los =300 kDa.
El colageno se constituye por cadenas a-1, a-2 y 3 con un peso de +120 kDa, £110
kDa y £200 kDa respectivamente mostrando un peso molecular alto (=300 kDa)
(Nurilmala, Hizbullah, Karnia, Kusumaningtyas, & Ochiai, 2020). En previos estudios
realizados por Hou y Chen, (2023) quienes extrajeron colageno de piel de pez esturién,
el cual fue hidrolizado enzimaticamente y posteriormente, se le aplicé un tratamiento
térmico (40-50°C/5 h), se obtuvieron péptidos de menor peso molecular =1-2 kDa. Los
diferentes procesos que se apliquen al colageno para hidrolizarlo conducen a distintas
distribuciones del peso molecular, de tal manera que entre mas severos sean los
tratamientos que se le apliquen, la triple hélice se fraccionara en péptidos de pesos
moleculares mas bajos (Schmidt et al., 2020).

En el tratamiento SH se observaron bandas en 79.68, 61.6, 15y 11.07 kDa, y en la
muestra SN 79.68, 61.6, 12.3 kDa aproximadamente. Resultados similares se han
reportado por Xiong et al., (2020) en donde las bandas se atribuyen a las diferentes
proteinas caracteristicas del lactosuero: a-lactoalbumina (13 kDa), B-lactoglobulina (16
kDa), albumina de lactosuero bovino (65-70 kDa), lactoferrina (80kDa). La diferencia
en las bandas se puede atribuir al tratamiento de hidrdlisis del lactosuero y al tipo de

enzima empleada, ya que enzimas como las endoproteasas cortan el enlace peptidico
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dentro de la molécula de proteina, mientras que las exoproteasas rompen el enlace
peptidico del aminoacido terminal esto determina no solo la estructura y tamafio sino

también las propiedades funcionales de los hidrolizados (Cui, Sun, Zhou, Cheng, &

Guo, 2021).
Marcador CH SH SN CN
100 kDa s 6lekoa o
St 79.68 kDa
75 kDa T -
50 kDa T
37 kDa bes
25 kDa -
20kDa 15 kDa

15 kDa ' / !

m 12.3 kDa

11.07 kDa

11.5 kDa

10 kDa

Figura 4. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE de los tratamientos hidrolizados. CH:
Colageno hidrolizado; SH: Lactosuero hidrolizado; SN: Lactosuero nativo; CN:
Colageno nativo

5.3 Andlisis proximal de las bebidas
En la Tabla 7 se muestra la caracterizacion proximal de las bebidas elaboradas en la
presente investigacion. Se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre los

blancos y las bebidas con colageno con respecto al porcentaje de humedad, en la
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evaluacion de una bebida de lactosuero con sabor a fruta el porcentaje de humedad
fue de 82.03% (Gimhani & Liyanage, 2019) este porcentaje fue menor al de esta
investigacion, lo que puede atribuirse a la formulacion de la bebida.

Existe un incremento en el contenido de proteina en relacién al porcentaje de CH
adicionado. El porcentaje de proteina 1.03% fue menor al compararlo con una bebida
a base de lactosuero dulce con maracuya (1.09%) donde se evaluo la relacion de las
fracciones lipidicas y proteicas posterior al proceso digestivo (Garcia-Casas et al.,
2022). Resultados similares fueron reportados por Ledn-Lopez et al. (2020) en bebidas
de lactosuero enriquecidas con colageno hidrolizado y refieren que la variacion en el
porcentaje de proteinas puede ser desde 0.94%. Esto sugiere que la adicién de CH
aumenta el valor nutricional de las bebidas (Garcia-Casas et al., 2022; Arely Leon-
Lépez et al., 2020). El contenido de cenizas en las bebidas funcionales se relaciona
con la cantidad de minerales presentes en ellas. Lima et al., (2016) mencionan que los
minerales que se encuentran en forma de Oxidos son: sulfatos, fosfatos, nitratos,
cloruros y otros haluros, sin embargo, los minerales principales del lactosuero son el
sodio y el potasio. Previas investigaciones realizadas por Naik et al., (2023) registraron
un porcentaje de 7.83% en bebidas de lactosuero adicionada con jugo de zanahoria.
El contenido de grasa es un componente muy importante en los alimentos ya que son
necesarias para proporcionar energia al organismo; en una bebida a base de
lactosuero con zumo de cafia de azlcar el porcentaje de grasa fue de 0.86 (Zaman et
al., 2023). Saha et al., (2017) registraron un porcentaje 0.18 y 0.17 en bebidas de
lactosuero fermentado. Finalmente el contenido de carbohidratos de las bebidas de

esta investigacion fue mayor comparado con una bebida de lactosuero formulada con
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avena pasteurizada a 65°C por 30 minutos reportando un porcentaje de 2.36 (Herrera-
Ponce et al., 2022).

El contenido nutrimental de las formulaciones de la bebidas pueden variar con respecto
a las caracteristicas del lactosuero utilizado ya que éste presenta diferentes
caracteristicas nutricionales relacionadas al tipo de ganado, la dieta del animal, la

leche a patrtir de la cual se produce, las técnicas de proceso utilizadas y otros factores

Grasa (%) Proteina Carbohidratos

Tratamientos Humedad (%) Cenizas (%) (%) (%)
CH 98.5+0.192 0.26+0.01¢ 0.03+0.02° 0.47 £0.05¢ 0.71+0.20°
SH 97.7+0.05° 024 +0.06? 0.50+0.05° 0.64+0.019 1.48 +£0.38°
SC5 942+0.11% 044 +0.02°> 0.10+0.032 0.88+0.01¢ 3.85+0.1120
SC10 945+0.06° 051+0.092 0.11+0.012 0.98+0.02° 4.28 +0.07°
SC15 93.9+0.06¢ 050+0.017 0.12+0.022 0.98+0.05° 4.42 +0.082
SC20 94.11+0.02% 049 +0.05¢ 0.12+0.022 1.03+0.052 442 +0.022

ambientales (Minj & Anand, 2020).

Tabla 7 Analisis proximal de los blancos y las bebidas.

Diferentes letras representan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).
ANOVA de una sola via comparacién de medias por Tukey.

5.4 Determinacion de pH

El valor de pH del lactosuero depende del tipo de cuajo utilizado para coagular la
caseina en la fabricacién de quesos (Pires et al., 2021). El lactosuero utilizado para la
obtencion de las bebidas fue de tipo dulce, de acuerdo a las investigaciones realizadas
por Saglam et al., (2019) los valores de pH que se sitian entre 6-7 corresponden a
lactosuero dulce, cuando el lactosuero es sometido a fermentaciones, el pH del
lactosuero es inferior a 6.

Existieron diferencias significativas (p<0.05) del tratamiento control CH con respecto
a las bebidas con diferentes concentraciones de colageno (Tabla 8). Resultados
similares se reportaron en bebidas de leche desnatada con diferentes concentraciones

56



Resultados y Discusion

de aislados de proteina de lactosuero en las que se evaluo el efecto de tratamiento
térmico (precalentamiento 63°C y 77°C) en diferentes parametros fisicoquimicos, el pH
de las bebidas oscil6 de 6.54 a 6.87 (Kelleher et al., 2020). En bebidas de lactosuero
dulce y zumo de morera negra se reporté un valor de pH de 5.3, éste valor descendio
tras 21 dias de almacenamiento a 4°C debido a la actividad metabdlica de las bacterias
acido lacticas que producen acido lactico y galactosa por consumo de lactosa durante
el almacenamiento en frio (Abdulalim, Zayan, Campelo, & Bakry, 2018). La
combinacion de lactosuero dulce con zumo de nopal y zumo de caqui contribuyeron a
una disminucion en el valor pH de la bebida registrando un valor de 5.56 (Aly, Darwish,
& Tawfek, 2019).

En funcion del pH Tallapragada y Rayavarapu (2019), sugieren que el lactosuero dulce
presenta caracteristicas importantes como materia prima para las formulaciones de
bebidas lacteas dado que el lactosuero acido (pH < 5) puede provocar la sedimentacion
de las proteinas.

Tabla 8. Determinacion de pH en las bebidas.

Tratamientos pH
CH 6.48 £ 0.122
SH 6.68 £ 0.25°
SC5 6.67 £ 0.67°
SC10 6.68 £ 0.45°
SC15 6.66 £ 0.78°
SC20 6.67 £ 0.36°

Diferentes letras representan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).
ANOVA de una sola via comparacién de medias por Tukey.

5.5 Determinacion de color
El color como caracteristica sensorial y nutricional es un atributo importante que esta

relacionado con parametros como la calidad y la aceptacion del producto por parte de
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los consumidores (Pathare, Opara, & Al-Said, 2013). El efecto que tiene sobre el color
la adicion de cocoa a las bebidas se muestra en la Tabla 9. Los tratamientos
presentaron diferencias significativas (p< 0.05) exhibiendo mayor luminosidad el
tratamiento SH (37.05) en comparacion con la bebida SC20 (19.75) a la cual se le
adicioné mayor contenido de colageno. En las bebidas la coordenada a* mostré un
aumento con valor positivo indicando coloraciones rojizas y en la coordenada b* los
valores crecientes positivos mostraron tendencia a los colores amarillentos (Ly, Dyer,
Feig, Chien, & Del Bino, 2020). La investigacién realizada por Al-Aribah et al. (2020)
elaboraron una bebida de chocolate preparada con cacao en polvo baja en grasa,
obtuvieron valores menores en las coordenadas L, a* y b* comparadas con las del
presente estudio. La diferencia podria ser atribuida a los componentes de su bebida,
la cual estd adicionada con I-carragenano, k-carragenano y goma xantana. En una
infusion de cascara de cacao los valores de L, a* y b* oscilaron entre 24.40, 0.84 y
0.90 respectivamente, mostrando un color marron derivado de las melanoidinas que
otorgan pigmentos rojos, derivados de la reaccion de Maillard y proantocianidinas
(Delgado-Ospina et al., 2023).

La coloraciéon amarilla-verdosa de las bebidas a base lactosuero se debe
principalmente al contenido de riboflavina, la cual es susceptible a la degradacién por
efecto de la temperatura inclusive, puede aumentar cuando hay un contenido
considerable de minerales en la bebida, por lo tanto a mayor contenido de riboflavina
presente en el lactosuero el cambio de color sera modificado (Baba et al., 2016). Pero,
cuando a este tipo de bebidas se les adiciona otro tipo de aditivo (colorante,
saborizante) el color se vera alterado como en la investigacion realizada por Rocha et

al., (2019) donde las bebidas formuladas con lactosuero y adicionadas con
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antocianinas provenientes de jabitucaba (Syzgium cumini) presentaron tonalidades

gue iban del amarillo al rojo, con mayor inclinacion a coloraciones rojizas.

Tabla 9 Determinacion de color en las bebidas funcionales en la escala de CielLab.

Tratamientos L a* b*
CH 36.50+0.24*> 167 +040° 3.18 +0.03°
SH 37.05+0.12* 1.12+0.01 7.97+0.10°
SC5 1829 +0.20° 429+0.10° 4.09 +0.08°
SC10 18.70 +0.91*® 4.34 +0.30™ 5.73 +0.30°
SC15 19.14 £+ 0.22%® 447 +0.16%® 573 +0.28°
SC20 19.75+0.40" 4.80+0.20° 5.85+0.48"

Diferentes letras representan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).
ANOVA de una sola via comparacion de medias por Tukey.

5.6 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

La espectrofotometria infrarroja (FTIR), se basa en frecuencias vibratorias naturales
de los enlaces quimicos presentes en las moléculas y permite analizar sustancias sin
utilizar disolventes organicos (Fanelli, Zimmermann, Totdli, & Salgado, 2018). En la
Figura 5 se puede observar un desplazamiento gradual en el pico ~1637 cm™ que
puede ser atribuido a la amida | y puede estar relacionado con el aumento del
contenido de colageno. Un aumento en la cantidad de péptidos en la muestra se ve
reflejado en un aumento en la cantidad de aminoacidos hidroxiprolina y prolina,
fragmentos estructurales del colageno (Kristoffersen et al., 2023). Al comparar los

espectros de las bebidas con el espectro de colageno hidrolizado, se observan picos
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similares en 3300 cm™! puede asociarse la intensidad relativa de la amida A. El cambio
de intensidad sugiere que el grupo NH de un péptido esta involucrado en el enlace de
hidrogeno (Y. Zhang et al., 2021).Se observé una vibracion de tension de la Amida B
cercanaalos 2926 cm™y en 1565 cm se podria atribuir a la Amida Il con interacciones
intermoleculares, representando las vibraciones de estiramiento del grupo CN y la
deformacion del grupo NH de los enlaces amida (A. Ledn-Lopez et al., 2019).

Se evidencié una banda cercana a 1040 cm™ que podrian asignarse al estiramiento C-
O-C. La variacion con respecto a otros espectros se deben a la presencia de otras
macromoléculas (principalmente proteinas y lipidos) presentes en la matriz alimentaria
procedentes de los demdas ingredientes afiadidos a la formulacién de la bebidas de
lactosuero (Arruda, Silva, Pereira, Meireles, & Pastore, 2020).
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Figura 5. Espectros de FTIR de los blancos y bebidas.
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5.7 Anaélisis microbioldgico

La Tabla 10 muestra el analisis microbiolégico de los tratamientos al dia 0, 7,15, 30 y
60 reportando ausencia contra los microorganismos indicadores de contaminacion. La
hidrolisis de las proteinas del lactosuero puede generar péptidos bioactivos con
actividades antioxidantes, antimicrobianas, antihipertensivas y antidiabéticas. Los
péptidos de la B-lactoglobulina y a-lactoalbumina estan relacionados a una actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram positivas, incluidas algunas
variantes resistentes a los antibiéticos (A. Singh et al., 2023). Adicional a esta actividad
gue otorga el lactosuero, la presencia de colageno hidrolizado esta asociada a la
actividad antibacteriana contra bacterias Gram negativas (Salmonella, E. coli) siendo
los péptidos que provienen de la cadena a-1 del colageno tipo 1 (principal componente
proteinico), los responsables de esta funcionalidad (Atef et al., 2021). Estudios previos
de Vidal et al.,, (2022), sefialan que el colageno hidrolizado tiene actividad
antimicrobiana, esto podria atribuirse a péptidos de bajo peso molecular con carga
positiva y compuestos de moléculas anfipaticas (regiones hidrofilicas e hidrofébicas).
Natsir et al., (2021) describen que los péptidos antibacterianos de colageno siguen el
modelo de la alfombra. El cual comienza con las interacciones en las membranas
celulares posteriormente, pueden formar canales en una bicapa lipidica generando una
acumulacion en la superficie de la membrana afectando su integridad y asi provocar
la lisis celular.

La actividad antimicrobiana de los péptidos esta vinculada a su estructura, que
determina la carga y las propiedades anfipaticas. Se ha reportado que la anfipaticidad
de los péptidos determinada por la formacion de una estructura secundaria que

segregan residuos de aminoacidos polares y apolares puede favorecer la formacion
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de poros y la insercién del péptido a través de la membrana plasmatica, dafiando

consecuentemente la funcionalidad de las bacterias (Innocente et al., 2023).

Tabla 10. Andlisis microbiolégico de las bebidas evaluando la presencia o
ausencia de microorganimos indicadores de contaminacion (Salmonella
spp. E. coli, hongos y levaduras, mesoéfilos aerobios).

Los resultados se expresaron como presencia (+) o ausencia (-) de
microorganismos.

Tiempo CH SH SC5 SC10  SC15 SC20
Dia 0 : : : : : :
Dia 7 : : : : : :
Dia 15 : : : : : :
Dia 30 : : : : : :
Dia 60 : : : : : :

5.8 Actividad antioxidante

La funcion de los antioxidantes es neutralizar los radicales libres en las células
bioldgicas, que al metabolizar el oxigeno, crean especies reactivas de oxigeno (ROS),
generando un impacto negativo en los organismos vivos (Munteanu & Apetrei, 2021).
En la reaccion del ABTS en primer lugar se generan radicales de color verde azulado
mediante la reaccion de oxidacidén con persulfato potasico. A continuacién se afiaden
antioxidantes y, en funcién de la transferencia de electrones, el radical se reduce al
reactivo ABTS a incoloro (Haque, Morozova, Ferrentino, & Scampicchio, 2021). En la
Figura 6a) se puede observar que los tratamientos de las bebidas inhibieron al radical
ABTS =99% mostrando diferencias significativas (p<0.05). Arranz et al., (2019)
reportaron una inhibicién para éste radical del 40% aproximadamente en una bebida
a base de lactosuero de leche enriquecida con polifenoles de fuentes vegetales. Una

leche aromatizada y enriquecida con 2% de hidrolizados de proteina de lactosuero la
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actividad antioxidante aumentd hasta un 42% de inhibicion del radical, lo que puede
atribuirse a la presencia de aminoacidos con residuos aromaticos como la tirosina y el
triptéfano que pueden donar protones a los radicales deficientes de electrones (Mann
et al., 2015). Previas investigaciones realizadas por Corrochano et al. (2018)
describieron que diversas secuencias de aminoacidos en el lactosuero tienen
propiedades antioxidantes identificando principalmente a los péptidos B-Lactoglobulina
y a-Lactoalbumina como responsables de esta accion.

El DPPH es un radical libre basado en el nitrégeno, presenta un color violeta; cuando
este acepta un electron del compuesto antioxidante cambia a color amarillo
reduciéndose al radical difenilpicrilhidrazina (Dinkgi, Akdeniz, & Akalin, 2023). En la
figura 6b) se muestra el porcentaje de inhibicion para el radical DPPH, el tratamiento
SC20 mostro un valor de 69.19% (p<0.05) porcentaje mayor en comparacion con los
tratamientos CH y SH con porcentajes de 18.50 y 25.83, respectivamente. Estudios
realizados por Sharma et al. (2022) reportaron una inhibicion del 18.35% para éste
radical en bebidas a base de lactosuero proveniente de leche de camello y cabra,
combinadas con zumo de aloe vera, miel y sal negra. Por otra parte Silveira et al.
(2019) registraron un valor de 4.30% de inhibicion de éste radical en una bebida de
lactosuero con sabor a guayaba. Previas investigaciones realizadas por Dinkgi et al.
(2023) consideran que la B-lactoglobulina, a-lactoalbimina, la albumina de lactosuero
bovino, las inmunoglobulinas y la lactoferrina presentes en el lactosuero son las
principales fuentes responsables de la actividad antioxidante. La variabilidad de la
actividad antioxidante esta relacionada con diversos factores como el tipo y
composicion quimica del lactosuero, condiciones de proceso y tipo de enzimas

utilizadas para la hidrolisis (Kruni¢ & Rakin, 2022). La presencia de CH interviene en
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la actividad antioxidante, dependiendo de la conformacion de los péptidos, la
abundancia y la posicion de determinados aminoacidos dentro de las secuencias
peptidicas por ejemplo: la glicina y prolina aumentan la capacidad de captacién de
radicales y con ello aumenta la actividad antioxidante (Nakchum & Kim, 2016). Zhang
et al., (2019) han descrito que el residuo de glicina podria aportar una gran flexibilidad
al esqueleto de los péptidos y neutralizar las especies radicales activas, mediante la
donacion el tnico atomo de hidrégeno de su cadena lateral. La glicina es el aminoacido
mas abundante en el colageno, encontrando repeticiones en los tripéptidos (Gli-X-Y)
lo que podria contribuir a la actividad antioxidante (Zhao et al., 2018). Resultados
similares se reportaron en una bebida a base de extracto de rosa mosqueta con
colageno hidrolizado de pescado al 7% (p/v), exhibiendo una actividad antioxidante de
91.26% (Saati, llma, Wibawani, Winarsih, & Wahyudi, 2022).

Diversos estudios clinicos y nutricionales han sugerido que la ingesta de alimentos
ricos en antioxidantes tienen el potencial de reducir el riesgo de muchas enfermedades
como cardiopatias, osteoporosis, cancer, diabetes, sintomas menopausicos Yy

obesidad (Azi, Tu, Rasheed, & Dong, 2020).
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Figura 6. Actividad antioxidante de las bebidas a) Inhibicion del
radical ABTS; b) Inhibicion del radical DDPH. Diferentes letras
representan diferencias significativas con un nivel de confianza
del 95% (p < 0.05). ANOVA de una sola via comparacién de

medias por Tukey.
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5.9 Biodisponibilidad y determinacion de hidroxiprolina

La biodisponibilidad se puede definir como la cantidad relativa de un compuesto
bioactivo que atraviesa la barrera intestinal, llega a la circulacion sanguinea y esta
disponible para procesos metabdlicos o almacenamiento en el organismo (Sibilla,
Godfrey, Brewer, Budh-Raja, & Genovese, 2015). El objetivo de realizar esta prueba
fue conocer el porcentaje de absorcion en el organismo de CH. Los resultados de la
biodisponibilidad in vitro se muestran en la Tabla 11, en la que se puede observar que
el porcentaje de absorcion fue de 96-97% para las bebidas superando a los
tratamientos de SH (50.65%) y CH (95.83 + 0.05%), presentando diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos de las bebidas (p< 0.05). Previos
estudios realizados por Bilek et al. (2015) en bebidas de zumo de fruta con colageno
hidrolizado, indicaron que las bebidas de naranja (95.37%) y manzana (90.71%)
mostraron una mejor biodisponibilidad que la mezcla con zumo de uva blanca
(86.34%). La diferencia de la biodisponibilidad podria deberse a los compuestos
fendlicos del zumo de la uva blanca, debido a su capacidad de reducir la digestibilidad
de las proteinas ya sea por precipitacion directa o por inhibicién de la actividad
enzimatica. Una bebida de lactosuero fermentada y adicionada con colageno
hidrolizado (1%) reportd un porcentaje de absorcion de 58.95% (Arely Ledn-Lépez et
al., 2020).

Se ha reportado que, dependiendo del comportamiento de las proteinas en la digestion
gastrointestinal, se determinara la absorcion de los péptidos liberados. La pepsina
actia en los enlaces pépticos proximos a los aminoacidos aromaticos como la
fenilalanina, el triptéfano y la tirosina, mientras que la tripsina actia en los aminoéacidos

basicos argininay lisina, de esta manera debido a la diferente especificidad enzimatica,
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esta determinara el tipo de péptidos liberados durante la digestion gastrointestinal y en
consecuencia, sus propiedades fisiologicas (Amigo & Hernandez-Ledesma, 2020). Las
propiedades fisicoquimicas de la estructura primaria de los péptidos de las proteinas
alimentarias también pueden influir en la secuencia y la actividad de los péptidos
liberados (Jahan-Mihan, Luhovyy, EI Khoury, & Anderson, 2011).

Tripéptidos de tipo X-Hidroxiprolina-Glicina, procedentes de los hidrolizados de
colageno/gelatina son resistentes a las peptidasas y pueden llegar intactos al plasma
debido a la presencia de hidroxiprolina (Abeer, Trajkovic, & Brayden, 2021). Se ha
reportado la presencia de al menos once péptidos que contienen hidroxiprolina (Pro-
Hip, Hip-Gli, Ala-Hip, lle-Hip, Leu-Hip, Fen-Hip, Glu-Hip, Pro-Hip, Gli-Pro-Hip. Ala-Hip-
Gli y Ser-Hip,Gli) en el plasma humano tras la ingestiéon de colageno hidrolizado. El
péptido Pro-Hip representa aproximadamente el 50% de los péptidos de colageno de
origen alimentario presentes en el plasma sanguineo humano, seguido por el péptido
Hip-Gli (Sato, Jimi, & Kusubata, 2019).

Los péptidos de los hidrolizados pueden mejorar la funcién cardiovascular, digestiva,
inmunitaria, antioxidante, diabética, inflamatoria y sistema nervioso (Abeer et al.,

2021).
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Tabla 11 Porcentaje de absorcion de hidroxiprolina de las
bebidas adicionadas con lactosuero adicionadas con colageno
hidrolizado.

Tratamientos Absorcion de Hidroxiprolina (%)

CH 95.83 £ 0.05¢
SH 50.65 £ 0.09¢
SC5 96.58 £ 0.54°
SC10 97.18 £ 0.192°
SC15 97.48 + 0.182
SC20 97.43 +0.172

Diferentes letras representan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).
ANOVA de una sola via comparacién de medias por Tukey.

5.10 Actividad Antihipertensiva

La hipertension es una causa preponderante en el desarrollo de diversas
enfermedades como infarto al miocardio, la insuficiencia cardiaca, ictus y la
insuficiencia renal que derivan en la muerte. Diversas investigaciones han enfocado
los estudios a combatir estas enfermedades desarrollando farmacos antihipertensivos
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), vasodilatadores
periféricos, betabloqueantes y bloqueantes de los receptores alfa, entre otros
(Sangshetti et al., 2019). En la Figura 7 se muestra la actividad antihipertensiva de los
diferentes tratamientos, como control se utiliz6 IECA comercial (0.004 mg/ml) el cual
mostro la mejor actividad con 87.303+0.791%. La bebida SC20 fue el mejor tratamiento
comparado con las muestras CH, SH y SC5, donde se observaron diferencias
significativas (p<0.05) en virtud de que exhibié un porcentaje de inhibicion de la ECA

de 67.77+0.287 en contraste con el tratamiento SH que present6 un porcentaje de
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inhibicion de 63.350+0.344. En previas investigaciones donde se extrajo CH de piel
bovina sin curtir, los péptidos comprendidos entre 10-100 kDa revelaron una inhibicion
cercana al 90%, mientras que los péptidos de 5-10 kDa inhibieron a la ECA en un 70%
aproximadamente (Bayarjargal et al., 2021). En otra investigacion realizada por Pratiwi
et al., (2021) donde se obtuvieron hidrolizados de colageno de la piel de cabra Kacang
la inhibicion de la ECA oscil6 de 36.27-91.26% asociando esta actividad al hexapéptido
Trp-Tyr-Pro-Ala-Ala-Pro. La investigacion realizad por Yu et al., (2020) empleando el
colageno hidrolizado de pescado (fraccion peptidica de 600-1000 Da) impidio la
actividad enzimatica en un intervalo del 23-45%, la diferencia se puede atribuir a dos
factores: el primero el peso molecular y el segundo el fraccionamiento peptidico que
se empled para su analisis. Fracciones peptidicas como X-Hyp-Gli inhibieron la ECA,
previas investigaciones sugieren que se debe especialmente a los aminoacidos
alifaticos de cadena larga (Taga et al., 2018). La accion antihipertensiva presentada
en esta investigacion estaria respaldada por un mecanismo propuesto por Jogi et al.,
(2022), considerando que la via de administracién de los péptidos antihipertensivos es
oral, se presentan las fases para llevar a cabo dicha accién:

Fase 1 Digestion: inicia en el estbmago donde actua la pepsina en un rango de pH de
1.5-2.0.

Fase 2 Hidrolisis: las proteinas son hidrolizadas a pequefios oligopéptidos o
aminoacidos libres por efecto de las enzimas tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa
y elastasa, que son absorbidos por los enterocitos intestinales.

Fase 3 Absorcion: dependiendo de la longitud de su cadena se absorberan en

diferentes regiones del intestino delgado a un ritmo distinto. En el duodeno se
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impregnan facilmente los dipéptidos y tripéptidos, mientras que en le yeyuno se
absorben aminoacidos libres.

Etapa 4 Transporte: se considera que los responsables del transporte de los péptidos
son PepT1y PepT2, el primero transporta los di y tripéptidos inhibidores de la ECA-1
a través de la membrana del borde en forma de cepillo de los enterocitos intestinales
hasta el torrente sanguineo y el segundo que se encuentra en el riidn, pulmones
donde la sangre reabsorbe los péptidos.

Otra investigacion considera que los péptidos pueden transportarse de manera
paracelular, donde los péptidos atraviesan las uniones estrechas que existen entre el
epitelio de los enterocitos. Sin embargo, solo los oligopéptidos con tamafio <8
angstroms (A) pueden atravesar esta union estrecha ya que el radio de la unién es de
8 A. Por otra parte se contempla que, los péptidos pueden transportase por interaccion
hidrofébica con la bicapa lipidica de la membrana celular (transcitosis), a través del

epitelio intestinal (Jogi et al., 2022).
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Figura 7. Actividad antihipertensiva de las materias primas hidrolizadas y dos
formulaciones de bebidas. Diferentes letras representan diferencias significativas con
un nivel de confianza del 95% (p < 0.05). ANOVA de una sola via comparaciéon de
medias por Tukey.
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5.11 Actividad Inmunolégica
El timo es el principal 6rgano linfoide que regula ciertas funciones de los sistemas
inmunitario y endocrino, mediante el control de niveles de hormonas y citocinas. La
glandula de timo controla la proliferacion celular, la apoptosis, las hormonas y
neuropéptidos, ademas regula la diferenciacion y produccién de las células T (Al-
Suhaimi et al., 2021). El bazo es uno de los tejidos linfoides de mayor importancia en
el organismo, dentro de su estructura-en la pulpa roja tienen lugar varios procesos
como la filtraciéon de sangre, liberacion rapida de anticuerpos, entre otras y en la pulpa
blanca se desarrolla la inmunidad celular y humoral por lo tanto en el bazo se
desempefian regulaciones de la homeostasis inmunitaria (da Silva et al., 2021). De
acuerdo a la Tabla 12 con respecto al peso del timo se puede observar que hubo
diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo 2 y el grupo 6, el cual disminuy6 su
peso con respecto a los demas tratamientos. Con relacion al bazo, no se presentaron
diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos y los controles.

En previas investigaciones realizadas por Si et al., (2021), donde se suministré por 7
dias péptidos de colageno en diferentes concentraciones e inmunosuprimieron a los
ratones con dexametasona (25 mg/kg), reportaron que el peso del timo de los ratones
fue mayor en comparacién con los ratones que se les aplic6 dexametasona, los pesos
del timo se restablecieron en los ratones suplementados con péptidos de colageno.
Los resultados de esta investigacion coinciden con los reportados con el mismo autor,
donde los pesos del bazo no mostraron diferencias significativas entre los ratones

tratados con péptidos y los del grupo inmunosuprimido.
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Gao, et al., (2019) reportaron que los pesos de los bazos de los ratones dosificados
con una baja (50 mg /kg) y mediana (100 mg/kg) dosis de hidrolizados de colageno
provenientes de Yak (Bos grunniens) fueron significativamente superiores a los del
grupo inmunosuprimido con ciclofosfamida. Cuando se les administré una dosis alta
(200 mg/kg) de hidrolizados los pesos de timo y bazo no mostraron diferencias
significativas.

Los linfocitos B y T son contrapartes celulares interrelacionados del sistema
inmunitario adquirido, que se expresan como receptores de superficie que reconocen
antigenos especificos y tienen potencial de memoria inmunoldgica a largo plazo (Booth
& Toapanta, 2021). Los linfocitos se generan en la médula 6sea, donde solo los
linfocitos B maduran y se exportan a la periferia. Sin embargo, los linfocitos T, como
precursores hematopoyéticos migran al timo para crecer, desarrollarse y diferenciarse
de otras células (Thapa & Farber, 2019). En las Figuras 8, 9 y 10 se muestra el
porcentaje de células positivas para los linfocitos CD4, CD8 y CD45 las cuales no
tuvieron diferencias significativas con respecto al control. Los linfocitos CD4 y CD8 son
reconocidos como indicadores importantes para evaluar el estado inmunoregulador y
la respuesta a la homeostasis del sistema inmune intrinseco, la baja proporcion de
estas células se considera un signo de disminucion de la funcion inmunitaria (Hadrup
et al., 2006), lo que puede estar relacionado con el riesgo de adquirir infecciones (Yin
et al., 2015).

Las células CD4 efectoras proporcionan al huésped mecanismos defensivos contra
patogenos mediante la produccién de citoquinas efectoras que activan a otras células
inmunitarias como los macréfagos y las células CD8™* para destruir células infectadas

y ayudar a las células B a producir anticuerpos para mediar en las respuestas
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inmunitarias humorales. Por otra parte las dexametasona, esteroide sintético es uno
de los frecuentes glucocorticoides utilizados para inducir la inmunosupresion en
analisis experimentales (Zhu & Zhu, 2020). En ese estudio, la inyeccion de
dexametasona que se suministré durante tres dias no indujo cambios significativos
(p=0.05) en activacion de células. Sin embargo, en la Figura 9 se muestran diferencias
significativas (p<0.05) entre el tratamiento 1800 mg BH (Grupo 6) y el control, lo que
sugiere que la Dexametasona (DEX) podria inhibir la proliferacion de células en
ratones.

En esta investigacion la suplementacion con CH (Colageno hidrolizado) y BH (Grupo
5y 6) no genero efectos evidentes sobre los indices de bazo, timo y células de los
ratones control o inmunosupresores. Aungque se haya utilizado coldgeno procedente
de origen previamente reportado, si el método de obtencidn es distinto los péptidos
pueden presentar inactividad o su funcionalidad se vera transformada (A Leon-Lopez
et al., 2019).

Previas investigaciones han reportado, que tras la administracion oral de colageno
hidrolizado (5g disuelto en 100 ml de agua, con un peso molecular medio de 3-5kDa),
obtenido de tend6n bovino, aumenté la concentracion de péptidos en sangre, 4 horas
posteriores a la ingesta en comparacion con el colageno procedente de piel bovina,
exhibiendo actividad quimiotactica de fibroblastos (Taga et al., 2022).

La investigacion realizada por Si et al., (2021), administraron péptidos de colageno a
diferentes concentraciones (0, 300, 600, 600 mg/kg de peso corporal) por sonda
durante 7 dias, aumentaron el indice de proliferacién y la secrecion de interleucina-2 y

la proporcion de linfocitos CD4/CD8, los resultados sugieren que los péptidos de
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colageno podrian desempefiar un papel protector en la inmunosupresion. Esto sugiere
gue para futuras investigaciones es necesario considerar el tiempo de administracion
y las concentraciones de colageno en ratones para detectar cambios significativos en

organos y ceélulas.

Tabla 12 Peso de timo y bazo de los ratones clasificados en los diferentes

grupos.
Tratamientos Peso de Timo (g) Peso de Bazo (g)
Grupo 1 0.0408 £ 0.0152 0.143 £ 0.0322
Grupo 2 0.0533 £ 0.0282 0.178 £ 0.0512
Grupo 3 0.0422 £ 0.0253 0.140 £ 0.0322
Grupo 4 0.0356 £ 0.01520 0.130 £ 0.0322
Grupo 5 0.0427 £ 0.011ab 0.129 £ 0.0242
Grupo 6 0.0238 £ 0.010° 0.128 + 0.0452

Diferentes letras representan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).
ANOVA de una sola via comparacion de medias por Tukey.
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Figura 8. Activacion de células T CD4".
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Figura 9. Activacion de células T CD8".
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Figura 10. Activacion de células T CD45*.
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5.12 Anélisis Sensorial

La aplicacion de la técnica CATA es una alternativa rapida para recabar informacion
sobre la percepcion del consumidor de las caracteristicas sensoriales de alimentos
proporcionado informacion similar a la obtenida mediante los analisis descriptivos con
jueces entrenados. Aunque el formato para realizar la evaluacion es facil y rapido para
los participantes, las respuestas de la prueba CATA son fiables, derivado de que las
preguntas tienen un gran potencial para explorar la percepcion del consumidor en
aplicaciones tanto académicas como industriales (Ares & Jaeger, 2015).

Los coeficientes de correlacion no mostraron diferencias estadisticas (p=0.05). Sin
embargo, las mayores asociaciones se registraron entre las variables de resabio, sabor
y olor (Figura 11). La bebida de SC5 (5% de colageno hidrolizado) presenta mayor
preferencia cuando el sabor y resabio tienden a ser mas dulces, aun cuando las notas
de olor son més &cidas o agrias. Este aspecto es importante si se considera que los
consumidores prefieren bebidas con olores agradables y sabores dulces (Igor & Vigo,

2019).
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Figura 11. Relacion de las variables fisicas de la bebida SC5 y su preferencia.

El ACP (Analisis de Componentes Principales) determiné que en el Prin 1 con un
29.61% se agruparon principalmente las variables asociadas al sabor, resabio y
preferencia, mientras que en el Prin 2 con el 20.22% se englobaron las variables
visuales y de olor. En la Figura 12 se observa que la preferencia de la bebida SC5 es
indistinto del género; sin embargo, destaca que los jueces de género masculino
detectaron en la bebida sabores y olores mas dulces, visualmente lo asociaron a
tonalidades mas oscuras. De acuerdo con Quitral et al., (2015), encontraron que en
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general las mujeres son mas sensibles a los olores y que los hombres prefieren los

sabores dulces, determinando de esta manera la percepcion olfativa en las féminas.
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Figura 12. Diagrama de dispersion que muestra las variables que condicionan la
prefrencia de los 85 evaluadores que probabron la bebida CS5. Los valores para las
variables que se agrupan en cada componente se incrementan conforme se pasa
de la parte negativa a positiva en cada uno de los ejes (X: Prinl, Y: Prin2).
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A diferencia de lo encontrado en la bebida SC5, para la bebida SC20 (Figura 13) la
relacion entre preferencia y resabio fue estadisticamente significativa (p < 0.05), lo
que implica que la preferencia a consumir la bebida SC20 esta directamente asociada
al resabio dulce que deja la bebida después de ingerirla. Aldrete et al., (2017)
reportaron que uno de los factores que condicionan el consumo de bebidas

azucaradas, es el resabio a dulzura, incluso por encima del aspecto nutricional.
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Figura 13. Relacién de las variables fisicas de la bebida SC5 y su preferencia
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El ACP revel6 que en la Prin 1 se asociaron las variables asociadas a sabor, resabio
y referencia mientras que en la Prin 2 se concentraron las variables asociadas a
aspectos visuales y olfativas (Figura 14). De igual manera la preferencia de la bebida
SC20 fue indiferente al género pero la percepcion fue mayor en el género femenino

gue en el masculino.
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Figura 14. Diagrama de dispersion que muestra las variables que condicionan la
prefrencia de los 85 evaluadores que probabron la bebida CS20. Los valores para las
variables que se agrupan en cada componente se incrementan conforme se pasa de
la parte negativa a positiva en cada uno de los ejes (X: Prinl, Y: Prin2).

Las variables antes descritas condicionaron la aceptacion de las bebidas, lo que
justifica porque los consumidores prefirieron la bebida SC5 presentando mayores
frecuencias de aceptacion como se muestra en la Figura 15. Aldrete et al., (2017)
mencionaron que la aceptacion de las bebidas depende de factores como la
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consistencia, el sabor, el olor y el resabio son fundamentales para su consumo, un
aroma agradable en combinacién con un sabor dulce y que el resabio se mantenga

después de la ingesta, favorecen la aceptacion de las bebidas.
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Figura 15. Frecuencia de evaluadores por categorias de preferencia para cada una de
las bebidas evaluadas.
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6 CONCLUSIONES

La elaboracion de bebidas con posible accion funcional a base de hidrolizados
proteicos: lactosuero y colageno, contribuyeron a aumentar el valor nutricional debido
a la alta concentracion de proteina (1.03+0.05%), el contenido de grasa y
carbohidratos no mostraron diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos con
menor (SC5) y mayor (SC20) concentracion de colageno hidrolizado. El espectro de
FTIR mostré los grupos funcionales caracteristicos del colageno asociados a una
hidrélisis. Los resultados de los andlisis microbiol6gicos fueron satisfactorios en virtud
de que todas las formulaciones mostraron ausencia en los microorganismos
indicadores de contaminacion.

La determinacion de la accidon antioxidantes por inhibicion de radicales mostré
diferencia significativa (p<0.05) del tratamiento con mayor contenido de colageno
SC20, mostrando una inhibicion de 99% para ABTS y 69.19% para DPPH. El mismo
comportamiento fue detectado en la actividad antihipertensiva inhibiendo un 67.77 %
la ECA para los mismos tratamientos. Todos los tratamientos fueron sometidos a
andlisis de porcentaje de absorcion de hidroxiprolina in vitro, donde todas las
formulaciones de las bebidas mostraron una absorcion cercana al 97%. Esto hizo notar
gue cuanto mayor fue la concentracion de colageno hidrolizado adicionado, la actividad
funcional aumentd. De las dos formulaciones que se sometieron a analisis sensorial,
la de mayor agrado por los evaluadores fue la formulacion SC5 debido a que
detectaron sabores y olores dulces, éste comportamiento podria estar relacionado a la

concentracion de colageno hidrolizado.
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De acuerdo a los resultados reportados en esta investigacion, se puede considerar que
el mejor tratamiento fue SC20 en virtud de su aporte nutricional el cual se refleja en el
contenido de proteina. Aunque este tratamiento no fue el de mayor preferencia por los
evaluadores sensoriales presentd la mejor actividad antioxidante y antihipertensiva,
impactando de esta manera en la salud al ser ingerido. Si bien se puede ampliar la
evaluacion funcional, lo que se aqui se muestra puede ser tomado como referencia
para futuras investigaciones.

Cada afio se desechan grandes cantidades de lactosuero y pieles a nivel local, lo que
provoca un importante nimero de residuos incrementando la contaminacién del suelo,
agua y aire. La reutilizacion de subproductos agroindustriales como el lactosuero
puede ser una alternativa para la elaboracién de nuevos productos debido a su alto
valor nutricional y de esta manera transformar los residuos en ingredientes que
otorgaran funcionalidad a los alimentos donde se agreguen, ayudando a reducir

significativamente el impacto ambiental.
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8 ANEXOS

Anexo 1
" Instituto de Ciencias Agropecuarias
Lm H Area Académica de Ingenieria Agroindustria e Ingenieria en Alimentos é’ CA
' : Doctorado en Ciencias Agropecuarias p
FECHA: SEXO: EDAD:
ESCOLARIDAD: LUGAR DE PROCEDENCIA:

Los alimentas funcionales son aguellos que ofrecen la posibilidad de mejorar la salud y/o prevenir
ciertas enfermedades. Entre ellas se encuentran los productos enriquecidos con omega 3, con
fibra, bebidas o productos derivados de la leche.

Frente a usted se presenta la muestra 578 marque con una cruz las caracteristicas que la describan

1.- Obhserve la muestra iQué color identifica?

] color café con leche ] claro [ Intenso

] oscuro ] cColor café [] colorarena

[] opaco ] palido [] Brillante

] Luminoso ] Poco brillante [] Color café oscuro
|:| Grumoso |:| Sedimento |:| Olor café claro

] otros:

2.- Al oler la muestra éQué olores presenta?

L] Acido [] Leche [] Dulce
] Lactosuero (] Chocolate [] Agradable
(] Desagradable [] Agrio [] Queso fresco

[] Otros:

3.-éQué sabores percibe en la muestra?

[] salado [] amargo [] pulce

[ queso fresco [ vogur [] chocolate

] Acido [] Leche [] Fermentado

[] Lacteo [] café [] Lactosuero

[] Leche en polvo [] Agrio [] Astringente (sequedad en
boca)

[]otros:

4.- Al ingerir el producto éle deja un sabor especifico en |a garganta (Resabio)? |

[Dulce [Jamargo [JAcido ] Agrio [Jotro

5.- £Qué tanto le gusta el producto?
[ ]Me gusta mucho
[ ]Me gusta
[ ]No me gusta ni me disgusta
[ |Me disgusta
[ ]Me disgusta mucho
iGracias por su participacion!
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Anexo 2
Escolaridad Visual Olor Sabor Resabio Preferencia
Ordinal  Discreta Ordinal Discreta Ordinal  Discreta Ordinal Discreta  Ordinal Discreta Ordinal Discreta

Primaria 6 Café claro 1 Desagradable 1 Salado 1 Agrio 1 Me disgusta mucho 1
Secundaria 9 Arena 2 Agrio 2 Agno 2 Amargo 2 Me disgusta 2
Preparatoria 12 Palido 3 Acido 3 Amargo 3 Apido 3 Mo me gusta ni me disgusta 3
Licenciatura 16 Opaco 4 Lactosusro 4 Astringente 4 Dulce 4 Me gusta 4
Posgrado 13 Poco brillante 3 Queso fresco 5 Cafg 5 Me gusta mucho 5

Sedimento [ Leche & Acido 6

Grumoso 7 Chocolate T Fermentado 7

Luminoso 2 Dulce k3 Lactosuero g

Caf? con leche 9 Agradable 9 Licteo 9

Café 10 Leche en polvo 10

Erillante 11 Leche 11

Caf® oscuro 12 Queszo fresco 12

Intenso 13 Togur 13

Oscuro 14 Chocolate 14

Dulce 15
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Abstract: Waste generated from the agro-food industry represents a concerning environmental, social
and economic issue. The Food and Agriculture Organization of the United Nations defines food
waste as all food that decreases in quantity or quality to the extent that it is thrown out by food
service providers and consumers. The FAQ reports that 17% of worldwide food production may
be wasted. Food waste may include fresh products, food close to the expiration date discarded by
retailers and food products from household kitchens and eating establishments. However, food waste
offers different possibilities to extract functional ingredients from different sources, such as dairy,
cereals, fruits, vegetables, fibers, oils, dye and bioactive compounds. The optimization of agro-food
waste as an ingredient will help in the development and innovation of food products to generate
functional food and beverages to prevent and treat several diseases in consumers.

Keywords: food waste; agro-food industry; functional beverages; regulation

1. Introduction

At present, waste from the agro-food industry is now both an environmental prob-
lem and a major social and economic issue. The Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAQO) refers to food waste as all food that is compromised in
quantity or quality by food providers and consumers. Food waste comes in many forms:
(a) fresh products that are removed from the supply chain during sorting operations
and do not have the optimal size, color and/or other characteristics of the base product;
(b) food that is close to its expiry date and is discarded by retailers and consumers; and
(c) all food from household kitchens and food service operations [1-2]. Food waste
can also be food that has lost quantity, quality and /or safety at any stage of the food
processing chain, including during post-production processes such as handling, storage,
transport and processing, preservation and packaging [1,3]. Food waste mainly includes
vegetable waste such as peels, stems, seeds, shells, bran, pulp and residues. Animal
sources include waste from animal husbandry, dairy processing, seafood and the slaugh-
ter process [5,6]. The FAO reports that 17.0% of global food production is generated
as waste and 14.0% of food production is lost during the production chain. A total of
26.0% of food waste comes from the beverage industry, 21.0% from the dairy industry,
14.5% from fruit/vegetable production and processing, 12.5% from grain processing,
8.0% from meat processing and preservation, 3.5% from the animal and vegetable oil
industries and 0.5% from fish production and processing (Figure 1) [7=9]. Food waste is
usually disposed of in landfills or used to make compost, but the waste is a potential

Foods 2023, 12, 1583. hitps: / /doLorg /10.339%0/foods 12081583

htps:/ /www.mdpicom/joumal/foods
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