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RESUMEN

El complejo BAMLET (a-lactoalbimina bovina letal para las células tumorales) es el resultado de
la interaccion entre la a-lactoalbdmina bovina (a-LA) y el acido oleico (OA) que ha presentado
una alta actividad citotdxica in vivo e in vitro contra células tumorales, exhibiendo gran selectividad
al no danar las celulas sanas. El objetivo del presente trabajo, fue generar el complejo BAMLET
en calostro bovino para obtener un queso untable como alternativa de alimento funcional.
Primeramente, se caracteriz6 el calostro bovino nativo, determinando su composicién proximal,
pH, acidez y lactosa. Después se formé el complejo BAMLET mediante la adicion de cido oleico
en el calostro en condiciones de calentamiento y sonicacién hasta lograr la union de la a-LA propia
del calostro y el &cido oleico agregado. Posteriormente se obtuvieron los quesos untables con el
calostro que contenia el complejo verificando su retencion en el queso mediante una SDS-PAGE
del suero obtenido de los quesos untables, para demostrar que la a-LA no se encontrd presente en
el suero de queso untable manteniéndose retenida en forma del complejo BAMLET. Se caracteriz6
el calostro BAMLET, los quesos obtenidos y sueros resultantes mediante analisis proximales, pH,
acidez y lactosa, también se determiné la capacidad de inhibicion de la Enzima Convertidora de
Angiotensina | (ECA) y se realiz6 un analisis de textura a los quesos, asi como un anélisis sensorial
para determinar la aceptacién del consumidor. En general, se presentd un nivel mayor de proteina
en los productos resultantes de la segunda ordefia, tanto en calostro (8.02 +0.21), queso untable
(13.56% £0.02) y suero obtenido (1.74% £0.01). Los quesos untables con el complejo BAMLET
resultaron menos duros y menos adhesivos que el queso untable comercial con el que se comparo,
ademas, demostraron su funcionalidad al inhibir a la ECA un 57.52%+9.17 y 51.48%z1.07
(segunda y tercera ordefia, respetivamente), mientras que en el analisis sensorial, mostraron un
nivel de preferencia de “me gusta”, por lo cual, los quesos untables con el complejo BAMLET
podrian ser una alternativa como alimento funcional y complementario a tratamientos como el

cancer e hipertension.



ABSTRACT

BAMLET is a potent cytotoxic complex (Bovine Alfa lactalbumin Made LEthal for Tumor cells)
which results from the interaction between a-lactaloumin (a-LA) and oleic acid (OA) that has
exhibited high cytotoxic activity in vivo and in vitro against tumor cells, BAMLET is selectively
cytotoxic to malignant cells sparing the healthy ones. The objective of the present work was the
generation of the BAMLET complex in bovine colostrum to obtain a spreadable cheese as a
functional food alternative. Firstly, native bovine colostrum was characterized, determining its
proximal composition, pH, acidity and lactose content. Then the BAMLET complex was formed
by adding oleic acid to the colostrum under heated conditions and sonication until the binding of
the colostrum a-Lactalbumin (a-LA) and the added oleic acid was complete. Subsequently, the
retention of the BAMLET complex in the spreadable cheeses was verified by means of SDS-PAGE
of the whey. The assay was performed to prove that a-LA was not present in the spreadable cheese
whey since it is completely retained in the cheese in the form of the BAMLET complex. BAMLET
colostrum, the obtained cheeses and resulting whey were characterized by proximal analysis, pH,
acidity and lactose. The inhibition capacity of the angiotensin-converting enzyme (ACE) and a
texture profile analysis was carried out on the cheeses, as well as a sensory analysis to determine
consumer acceptance. In general, a higher level of protein is shown in the products resulting from
the second milking, both in colostrum (8.01% % 0.21), spreadable cheese (13.56% + 0.02) and
whey obtained (1.74% £ 0.01). BAMLET spreadable cheeses were less hard and less adhesive than
the commercial spreadable cheese with which it was compared, and they also demonstrated their
functionality by inhibiting ACE by 57.52% + 9.17 and 51.48% + 1.07 (second and third milking,
respectively), while that, in the sensory analysis, have a preference level of "likes". Therefore, the
spreadable cheeses with the BAMLET complex could be a complementary treatment for diseases
such as cancer and hypertension.



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

El cancer se ha pronosticado que sera la principal causa de muerte en todos los paises del mundo
en este siglo, en el 2015 la Organizacion Mundial de la Salud indicé que fue la primera o segunda
causa de muerte en personas menores de 70 afios, siendo el cancer de pulmén el mas frecuente
(18.4%), seguido por céncer colorrectal (9.2%), de higado (8.2%) y de estomago (8.2%) (Li et al.,
2019). Incluso a pesar de la intensa investigacion que se ha tenido para combatirlo sigue siendo
una gran amenaza mundial por su incidencia y mortalidad que crece rapidamente, en consecuencia,
la prevencion y el desarrollo de antitumorales es apremiante (Chowdhury et al., 2016) por lo tanto,
descubrir tratamientos eficaces contra el cancer es una prioridad en la investigacion ya que el
tratamiento tradicional con quimioterapia todavia utiliza farmacos muy citotéxicos que matan a
todas las células, incluso a las sanas y en consecuencia a la rapida division celular, la mayoria de
esos tratamientos tienen un bajo nivel farmacéutico produciendo efectos secundarios graves.
Teniendo esto en cuenta, existe una gran necesidad de desarrollar tratamientos contra el cancer con

mayor selectividad (Delgado et al., 2015).

El fendmeno de los complejos citotoxicos de proteina-acido oleico ha recibido atencion continua
en los Ultimos afos por su capacidad de matar selectivamente una amplia gama de células
cancerosas (Hakansson et al., 2011), en particular, el complejo HAMLET (Human Alfa-
lactalbumin Made LEthal to Tumor Cells) que fue informado por Hakansson et al. (1995) y fundé
las bases para que complejos similares fueran creados, tal es el caso del complejo BAMLET
(Bovine Alpha-lactaloumin Made LEthal to Tumor cells), presentando actividad anticancerigena
de amplio espectro (cancer de vejiga, ovario, pulmén, coldn, cerebro, papiloma, leucemia, por
mencionar algunos) con una gran capacidad para diferenciar a las células sanas sin dafiarlas

mediante un mecanismo de reconocimiento especifico (Rath et al., 2017).

Por lo anterior, el complejo BAMLET tiene un enorme potencial en el ambito de la salud, dado su
actividad y reconocimiento de células cancerigenas puede ayudar a disminuir los efectos adversos
de los medicamentos para tratar el cancer. En este trabajo se ha formado el complejo BAMLET en
calostro bovino al saber que contiene aproximadamente 3 g/L de a-lactoalbdmina, con el cual se

obtuvieron dos quesos untables como propuesta de alimento funcional exhibiendo ademas los
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beneficios propios del calostro bovino y una alternativa de uso, determinando sus propiedades
fisicoquimicas para caracterizar este producto nuevo, evaluar su capacidad funcional mediante la
determinacion de la inhibicion de la ECA (Enzima Convertidora de Angiotensina I), importante en
la regulacion de la presion arterial, asociada con hipertension y otras enfermedades, como
insuficiencia cardiaca, hipertrofia ventricular e infarto (Wu et al., 2014), ademas de determinar las
propiedades texturales y sensoriales de los quesos untables para la aceptacion del consumidor.
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CAPITULO 2
2. ANTECEDENTES

2.1. Calostro bovino

El calostro bovino es conocido como la primera leche o la primera secrecion producida por la
glandula mamaria bovina, que se obtiene dentro de las primeras 48 horas después del parto. Es una
mezcla compleja de proteinas, grasa, vitaminas, minerales, péptidos activos, componentes
inmunoldgicos y factores de crecimiento, los cuales son significativamente mas ricos que en la
leche madura (Dunnetal., 2017; Dzik et al., 2017; Altomare et al., 2016), por esta razon, el calostro
es considerado por Buttar et al., (2017) como el “elixir de la vida” al crear la base de la inmunidad
de por vida, pues se ha demostrado que sus compuestos brindan las propiedades nutricionales,
antimicrobianas y de crecimiento que son esenciales para estimular los sistemas de defensa inmune
celular y humoral que el recién nacido necesita para sobrevivir, proporcionando también proteccion
contra infecciones (Menchetti et al., 2016) y mejorando el sistema gastrointestinal (Eslamian et al.,
2018; Nikolic et al., 2017).

Las investigaciones sobre el calostro, se han enfocado en evaluar su composicion a través del ciclo
de lactacion (Mi et al., 2016; Kessler, Bruckmaier & Gross, 2014), o bien en las propiedades
bactericidas que son aportadas por sus proteinas como lactoferrina, lisozima y lactoperoxidasa,
comprobadas en modelos in vitro (Chae et al., 2017) e in vivo contra ciertos patdgenos
como Escherichia coli, Rotavirus y Cryptosporidium (Bagwe et al., 2015; Cairangzhuoma et al.,
2013). En vista de que la mayoria de sus propiedades se atribuyen a las proteinas presentes, se han
Ilevado a cabo estudios sobre su exploracion, evaluacion y deteccion (Cao et al., 2019; Abdel-
Salam et al., 2018; Nissen et al., 2017), incluso se ha estudiado el efecto del tratamiento térmico
sobre ellas (Tacoma et al., 2017), siendo las inmunoglobulinas las mas aclamadas por la comunidad
cientifica (Lopreiato et al., 2017; Abdel-Salam et al., 2014) incluido su escalamiento industrial
(Anamika Das & Seth, 2017).

La lactoferrina es otra proteina que ha tenido mucho impacto en la investigacion, a causa de exhibir
capacidad antimicrobiana (Murata et al., 2013), antiviral y terapéutica revisada por Moreno-
Exposito et al., (2018), ademas de que presenta propiedades anticancerigenas atribuidas a sus

péptidos generados durante la digestion del organismo por la accién de enzimas proteoliticas,
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también se ha demostrado que las células NK que se encuentran en el calostro proporcionan
resistencia contra tumores (Gianfranceschi et al., 2018).

Por otra parte, la a-lactoalbimina encontrada de manera natural en el calostro también es una
proteina que fue descrita con propiedades anticancerigenas siendo capaz de inducir apoptosis a las
células tumorales (Ebrahim et al., 2014). De acuerdo con Barreto et al., (2019), los multiples
beneficios del calostro son conocidos desde hace siglos, pero ha sido en los ultimos afios donde se
ha llevado a cabo una revision de su aprovechamiento en la alimentacion y la salud humana
principalmente por sus componentes biolégicos como los péptidos bioactivos, responsables de las
bioactividades que exhibe el calostro bovino incluyendo propiedades antitrombdticas,
inmunomoduladoras, antioxidantes, fijadoras de minerales, antimicrobianas, anticancerigenas,
promotoras del crecimiento y antihipertensivas (Fajardo-Espinoza et al., 2020; Awargal & Gupta,
2016; Sacerdote et al., 2013).

Estos péptidos estan presentes en las proteinas del calostro de forma inactiva, pero pueden activarse
al liberarlos durante su procesamiento o durante la digestion gastrointestinal, siendo
los péptidos antihipertensivos los que atraen una atencidn particular ya que tienen la capacidad de
actuar como inhibidores de la ECA, desempefiando un papel importante en las enfermedades
cardiovasculares debido a la prevalencia de la presion arterial alta en la sociedad. Con base a estas
observaciones, el calostro bovino es considerado como un alimento funcional y/o nutraceutico que
puede ser usado contra la prevencion de diversas enfermedades incluyendo a la hipertension y
como alternativa o terapia complementaria para algunos tipos de cancer (Bagwe et al., 2015).

2.1.1 Uso de calostro bovino como alimento funcional

Desde la domesticacion del ganado bovino, se ha utilizado el calostro en diversos procedimientos
médicos aprovechando sus propiedades antibacterianas (Buttar et al., 2017; Conte & Scarantino,
2013), pero de acuerdo con Jenny et al., (2010) fue hasta la década de 1990 cuando crecio el interés
por desarrollar productos alimenticios con calostro por su gran concentracién de componentes
bioactivos. Primero se comenzo por usarlo de manera natural tomado junto con la leche madura,
mostrando accion terapeutica contra la influenza en adultos mayores (Conte & Scarantino, 2013),
después se implementd como suplemento alimenticio en polvo (Godhia & Patel, 2013) en donde a

través de varios estudios en humanos y animales indicaron que puede combatir el SIDA, trastornos
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cardiovasculares, infecciones, heridas, combatir ciertos tipos de cancer (Buttar et al., 2017), de
igual manera reducir enfermedades respiratorias (Fenger et al., 2016) y problemas
gastrointestinales (Jones et al., 2016). Incluso se han realizado alimentos funcionales con calostro
bovino o enriquecidos con €l para aprovechar todos sus componentes, Saalfeld et al., (2012)
produjeron bebidas lacteas y mantequilla adicionando un fermentado de calostro bovino,
Assumpgcdo et al., (2015) elaboraron una bebida probidtica a base de soya, calostro y miel,
exhibiendo una gran capacidad antioxidante, Abdel-Ghany & Zaki (2018), Ayar, Sicrama & Cetin
(2016) y Ahmadi et al., (2011) realizaron un yogurt a base de calostro que presentd una buena
aceptacion sensorial por parte de los consumidores. Otros productos que también mostraron buena
aceptacion incluyen un helado descrito por Mouton & Aryana (2015) y leches fermentadas con
diferentes porcentajes de calostro bovino realizadas por Nazir et al., (2018). Por otra parte, Poonia
& Dabur (2012) elaboraron un postre tradicional indio llamado Khess, asimismo, Anamika Das &
Seth (2017) realizaron una cuajada adicionando calostro, mientras que, en el &mbito de tecnolégico
de alimentos, Ruiz et al., (2016) evaluaron las propiedades funcionales y la seguridad de las
bacterias acido lacticas aisladas del calostro de cabra para su aplicacion en fermentaciones de

alimentos con el fin de establecer su valor industrial como cultivos iniciadores.

Hasta el momento, el calostro es considerado una sustancia totalmente segura y debido a las
funciones gue tiene en el organismo proporciona nutrientes que fortalecen el sistema inmunitario,
mantienen la microflora intestinal y aceleran la regeneracion de tejidos, por consiguiente, el interés
en su inclusion en la alimentacion humana esta aumentando, a pesar de que su uso se ha visto
limitado por factores técnicos como la sensibilidad a la oxidacién de sus componentes lipidicos
(Silva et al., 2019). Sin embargo, en combinacion de tecnologias no térmicas, se ha buscado el
mejoramiento de sus propiedades y a la vez de su estabilidad, haciendo uso de técnicas como
ultrasonicacion, fermentacion, deshidratacion (Bartkiene et al., 2018), liofilizacion (Botéquio et
al., 2012), campos eléctricos pulsados, irradiacion (Borad & Singh, 2018) y altas presiones (Foster
et al., 2016). La investigacion cientifica subraya la importancia del calostro en la alimentacion de
los seres humanos e incluso se ha pronosticado que los productos basados en calostro pueden
desempefiar un papel importante en el mercado de productos funcionales en el futuro ya que cada

vez son mas importantes para el consumidor (Dzik et al., 2017).
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2.1.2 Produccién de calostro bovino

La ganaderia en México es una de las actividades productivas méas dindmicas y representa uno de
los componentes con mayor crecimiento del sector agropecuario a nivel mundial (FIRCO, 2017).
Segin SAGARPA en 2018, la poblacién de ganado productor de leche en México fue de 2, 489,696
de las cuales el estado de Hidalgo contaba con 198,933 cabezas ocupando el quinto lugar a nivel
nacional. En sistemas intensivos de produccion de leche, las vacas llegan a producir entre 45y 90
kg de calostro por cria (Mellado-Bosque, 2010), teniendo variaciones en el rendimiento entre vacas
multiparas y primiparas (Kessler, Bruckmaier & Gross, 2014), si se considera que el becerro solo
consume el 10% de su peso vivo durante los primeros tres dias de vida, en ciertas épocas del afio
se pueden acumular cantidades importantes de calostro. Scammell (2001) menciona que el calostro
bovino representa aproximadamente el 0.5% de la produccion anual de una vaca y que en algunos
paises es recolectado, procesado y comercializado por separado de la leche, a diferencia de México,
en el cual casi nunca es comercializado, mas bien, la parte que no es aprovechada por la cria en
sistemas intensivos de produccion, es desechado. Por lo tanto, el uso este calostro genera un nuevo

interés en su aprovechamiento por sus beneficios para la salud.

2.1.3 Composicion del calostro bovino

Sus componentes pueden clasificarse dentro de tres grandes categorias (Cuadro 1) de acuerdo con
Bagwe et al., (2015). Una de las caracteristicas principales del calostro, es que difiere de la leche
madura en composicion quimica y fisica (Cuadro 2) presentando una consistencia espesa, pegajosa
y color amarillento, igualmente por su elevado nivel de proteina, principalmente por la abundancia
de inmunoglobulinas, al mismo tiempo, contiene menos lactosa que la leche, de modo que puede
ser adecuado para personas con intolerancia a la lactosa (Abdel-Salam et al., 2018; Buttar et al.,
2017; McGrath et al., 2016).

También, se ha enfatizado que el calostro bovino es una fuente abundante de &cidos grasos en
comparacion con la leche madura y que algunas de ellos desempefian un papel en la prevencion de
cancer (Bagwe et al., 2015; Marnila & Korkohen 2011). El perfil de los &cidos grasos insaturados
mas relevantes en el calostro bovino se puede ver en el cuadro 3. De este modo, la participacion de
acidos grasos insaturados en beneficio de la salud humana ha llevado también a considerar al

calostro bovino como posible alternativa de alimento funcional (Masek et al., 2014).
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Cuadro 1. Principales componentes del calostro bovino

Componente Tipo

Usos

[ Vitaminas (A, B12, E),
Nutricionales | minerales, aminoacidos y aceites
esenciales

" Inmunoglobulinas

(A,D,E, Gy M)

Lactoferrina

Citoquinas
. FaCtofe? Lisozima
inmunoldgicos

Enzimas

Leucocitos

Oligopolisacaridos y

- glicoconjugados

r Factor de crecimiento epitelial,
Factores de | insulina l'y I, fibroblasto,
crecimiento 1 derivado de plaquetas,
transformante A y B y hormona
de crecimiento

Salud, vitalidad y crecimiento

IgG neutraliza toxinas y microbios

IgM destruye bacterias

IgE e IgD antivirales

Antiviral, antiinflamatoria, antibacteriana,
antifangica,  anticancerigena,  VIH,
sindrome de fatiga crénica y otras
Comunicacion célula-célula y produccion
de inmunoglobulinas.

Estimula sistema inmunoldgico, destruye
bacterias y virus
Lactoperoxidasa-tiocianato, Xantina
oxidasa y peroxidasa: oxidan las bacterias
liberando H20>

Produccion de interferon.

Inhibicion de patégenos

Mejoran el crecimiento celular y tisular
estimulando la formacion de DNA

Adaptado de Bagwe et al., 2015

Cuadro 2. Propiedades fisicas y composicion quimica del calostro bovino y la leche

Numero de ordefas postparto

Componente

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Leche

Gravedad especifica (gr mL™?)
pH

Acidez, % de &cido lactico
Solidos totales (%)

Grasa (%)

Solidos no grasos (%)
Proteina (%)

Caseina (%)
Inmunoglobulinas totales (%)
19G (%)

Nitrogeno no proteico (%)
Lactosa (%)

Ceniza (%)

1.056 1.040 1.085 1.033 1.032

6.17 628 628 6.38 6.5
046 028 025 0.23 0.14
23.9 17.9 141 139 12.9

6.7 5.4 3.9 4.4 4.0
16.7 12.2 9.8 9.4 8.8
14.0 8.4 5.1 4.2 3.1
4.8 4.3 3.8 3.2 2.5
6.0 4.2 2.4 - 0.09
3.2 2.5 1.5 - 0.06
8.0 7.0 8.3 4.1 4.9
2.7 3.9 4.4 4.6 5.0

111 095 087 082 074

Adaptado de Borad & Singh 2018
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Cuadro 3. Perfil de &cidos grasos insaturados del calostro bovino

Acidos grasos Calostro Leche madura
Palmitoleico C16: 10-9 1.57 +£0.08 1.73+0.11
Oleico C18: 1 -9 trans 0.76 £0.13 0.59 +0.06
Linoleico 18: 2 w-6 6.53 £ 0.39 7.06 £0.44
Linolénico 18: 3 ®-3 0.61 +£0.04 0.43 +0.05

Adaptado de Zou et al., 2015

2.1.3.1. a-lactoalbumina

La a- lactoalbimina es una de las principales proteinas del suero de leche producida por mamiferos,
la cual se encuentra en una concentracion de 1.2 g/L en la leche de vaca, mientras que en el calostro
bovino se encuentra en 3 g/L (Cuadro 4). Esta constituida por 123 aminoacidos, con 4 enlaces
disulfuro y un fuerte sitio de union al calcio, ademé&s de tener una afinidad también por otros
minerales como el zinc, manganeso, cadmio, cobre y aluminio (Layman, Londreal & Fernstrom
2018).

Cuadro 4. Principales proteinas del calostro bovino y la leche

Constituyente Concentracion Masa (kDa)
Calostro Leche

Caseina (os1-, o.s2-, B- Y k-) (g L) 26 28 14-22
B-lactoglobulina (B-1g) (g L™?) 8 3.3 18.4
a-lactoalbtimina (o-LA) (g L) 3 1.2 14.2
Inmunoglobulinas (1g) (g L™?) 20-150 0.5-1.0 150-1000
Lactoferrina (Lf) (g L) 1.5 0.1 80
Lactoperoxidasa (LP) (g L™?) 0.02 0.03 78
Lisozima (LZ) (g L™?) 0.0004  0.0004 14
AlbUmina sérica bovina (BSA) (g L™?) 1.3 0.3 66.3

Adaptado de Borad & Singh 2018

Su principal actividad metabolica es la biosintesis de lactosa (Fontana et al., 2015; Brinkmann et
al., 2011), al mismo tiempo mejora la absorcion de minerales y es fuente de péptidos con
propiedades antibacterianas, influyendo en el sistema inmunitario de los recién nacidos (Dopierata,
Krajewska & Prochaska et al., 2019). Recientemente se descubri6 que mediante la eliminacion de
su ion Ca "), el cual es logrado con ajustes de pH y tratamiento térmico, la o-LA pasa a un estado
descrito de “globulos fundidos” donde se convierte en su forma apo y puede ser estabilizada por
un cofactor como un &cido graso insaturado, formando complejos que muestran actividad

tumoricida (Nongonierma & FitzGerald 2015). Estos complejos llamados “liprétidos”, presentan
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una estructura con un nacleo micelar rodeado por una cubierta de la proteina parcialmente
desnaturalizada o desplegada (Frislev et al., 2016). EI nacleo principalmente esta conformado de
acidos grasos de 18 carbonos, monoinsaturados en la conformacion cis, como el acido oleico (C18:
1: 9), porque los acidos grasos trans y poliinsaturados no pueden formar los complejos descritos
(Delgado et al., 2015; Barbana, Sanchez & Pérez, 2011).

La caracteristica principal de estos complejos es la induccidén de muerte a células tumorales, el
primer complejo fue descubierto por Hakansson et al., (1995) formado con la o-LA humanay acido
oleico denominado HAMLET, el cual presentd una alta actividad citotoxica in vivo e in vitro,
diferenciando las células sanas e induciendo a apoptosis a células tumorales (Kim et al., 2016; Xiao
et al., 2013; Ho et al.,, 2012). Su descubrimiento causo gran impacto principalmente por su
funcionalidad, alta selectividad y afinidad a las células cancerigenas, por ello, se comenzé a
ejecutar protocolos para su formacion buscando las mejores condiciones para su estabilidad y sobre
todo para mantener su accion citotoxica. Recientemente fue descubierto (Dopierata, Krajewska &
Prochaska et al., 2019) que este complejo se puede formar de manera natural en el estomago del
recién nacido, propiciado por el bajo pH, promoviendo una proteccion contra tumores en la edad
infantil, también se ha sugerido que, durante la digestién de alimentos, las lipasas linguales y
gastricas hidrolizan algunos triglicéridos liberando &cido oleico (Nakamura et al., 2013).

Dado al éxito de HAMLET surgid el interés por descubrir proteinas alternativas (Rath et al., 2015),
a consecuencia de la limitacion de a-LA humana, se incluyeron ensayos de seroalbdmina humana,
apomioglobina, parvalbumina, lactoferrina bovina, albdmina de suero bovino, lisozima
recombinante de leche de perro, apo-mioglobina de corazon de caballo, ovoalbiimina de pollo, 32-
microglobulina recombinante, inmunoglobulina humana, lisozima equina (complejo ELOA), -
lactoglobulina (complejo BAGLET), a-lactoalbimina equina, porcina, ovina, camélida, caprina
(GAMLET) y bovina (Complejo BAMLET).

2.2 Complejo BAMLET (Bovine Alfa-lactalbumin Made LEthal to Tumor Cells)

El complejo BAMLET resulta de la interaccion entre la a-LA bovina y el acido oleico (Figura 1),
al cual se le ha atribuido el mismo efecto citotoxico del complejo HAMLET. Fang et al., (2014)
demostraron que la a-LA se une al acido oleico entre su dominio o-helicoidal y la lamina f,

mediante fuerzas de Van der Waals y enlaces de hidrégeno, observandose que cuando ocurre la
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interaccion con la a-LA, el acido oleico se encuentra en su forma de oleato desprotonado, mientras
que la a-LA funciona como portadora del &cido oleico el cual, confiere la citotoxicidad del
complejo perturbando la estructura de las membranas lipidicas de las células cancerigenas por su
alta afinidad hacia ellas, desestabilizandolas y alterando su funcién (Rath et al., 2015, Wen et al.,
2015; Fontana et al., 2013; Xiao et al., 2013; Fang et al., 2012; Permyakov et al., 2012)

OA

BAMLET complex

Figura 1. Formacion del complejo BAMLET
2.2.1 Preparacion del complejo BAMLET

Desde el descubrimiento de sus propiedades tumoricidas, surgio el interés por realizar el complejo
citotoxico con diversos protocolos. La forma de preparacion original se fundamenta en la técnica
de cromatografia, donde la a-LA en su forma apo, mediante la eliminacion de su ion calcio es
cargada en una columna de intercambio anionico precondicionada con acido oleico (Svensson et
al., 2000) mostrando una relacion de 1:8 de a-LA: OA, respectivamente (Brinkmann et al., 2011,
Pettersson-Kastberg et al., 2009). Se han sugerido otros métodos alternativos de preparacion del
complejo (Spolaore et al., 2010; Kamijima et al., 2008; Mok et al., 2007) mediante la simple mezcla
de los dos componentes con una relacion de 1:50 a-LA: OA (Fang et al., 2012). Es imprescindible
la formacion y estabilidad del complejo correctamente, mediante las condiciones necesarias como
ajuste de pH, un tratamiento térmico y sonicacion (Brinkmann et al., 2011) para conferir la
citotoxicidad caracteristica de estos complejos (Rath et al., 2018), porque se sabe que el
calentamiento es esencial para ello, por ejemplo, de forma natural en el organismo humano la
albumina se puede unir al &cido oleico en la sangre, pero no muestra actividad anticancerigena
(Kaspersen et al., 2014).

19



2.2.2 Actividad citotoxica del complejo BAMLET

El mecanismo de reconocimiento y sensibilidad del complejo se diferencia de los farmacos
anticancerigenos actuales, en que BAMLET tiene un objetivo celular particular para diferenciar a
las células cancerigenas y no dafiar a las células sanas. Se han propuesto mdultiples opciones que
incluyen canales de iones de membrana, histonas, mitocondrias, proteosomas, lisosomas,
citoesqueleto, a-actinina, anexina y ATP sintasa, no obstante, se ha confirmado que el objetivo
inicial de BAMLET es la membrana de las células cancerosas (Rath et al., 2018; Frislev et al.,
2017; Nadeem et al., 2015; Kataev, Zherelova & Grishchenko, 2013) que esta regulada por una
expresion de oncogenes incluidos Ras y c-Myc, simultaneamente enzimas glucoliticas que al
localizarlas se activan rutas de sefializacion especifica (Ho et al., 2012; Storm et al., 2011), entonces
el complejo libera el &cido oleico en la membrana de la célula, mediante un mecanismo descrito
como “descarga”, entrando en un estado citotoxico "solubilizado" y asociandose con la membrana
celular (Rath et al., 2017). Al entrar en las células cancerosas se acumula en el compartimiento
endolisosomal, induciendo a apoptosis mediante una via de muerte lisosomal a traves de la fuga
de catepsinas en el citosol permeabilizando a la membrana plasmaética para finalmente, acumularse
en el ndcleo celular interactuando con las histonas y alterando la estructura de la cromatina de

células dafadas (Brinkmann et al., 2011; Rammer et al., 2010).

El complejo BAMLET ha demostrado actividad anticancerigena de amplio espectro in vitro en mas
de 60 lineas celulares e igualmente, eficacia en la reduccién de los tumores sin observarse efectos
toxicos para el organismo sano, aun en concentraciones altas (Rath et al., 2018). Referente a los
ensayos in vivo se incluyen lineas celulares de tumores cancerosos en humanos, ratones y ratas, en
cancer de vejiga (Xiao et al., 2013), papiloma de piel, glioblastoma (Jghnke & Petersen, 2012),
celulas leucémicas humanas, carcinoma de ovario (Brinkmann et al., 2011), mesotelioma pleural
(Rath et al., 2018) y cancer de colon (Puthia et al., 2014) por mencionar algunos. Para lograr los
efectos sefialados del complejo BAMLET son necesarias concentraciones bajas, teniendo en cuenta
que Fang et al., (2014) encontr¢ la dosis letal media (LDso) de 50.18 uM para células de hepatoma
humano, 45.77 uM para células de tumor de colon y 47.60 uM para células de cancer de mama.
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2.3 Quesos untables

El queso untable es un tipo de queso que se conoce por su capacidad para untarse (Ghorbel et al.,
2016), se caracteriza por tener una consistencia suave, cremosa y un alto porcentaje de agua. Son
de color blanco y homogéneo, con un olor delicado y sabor ligeramente acido con un toque a
diacetilo (Lucera et al., 2018; Gammariello et al., 2008). Gracias a su sabor suave, textura
aterciopelada y versatilidad tienen un patron de alto consumo en varias partes del mundo sobre
todo en Europa por grandes sectores de la poblacion, especialmente en nifios, atribuyendo su
popularidad principalmente a su sabor y facil aplicacion, ya sea en pan, galletas, como aderezo en
ensaladas o incorporacion en postres (Lucera et al., 2018) confiriéndole una buena adaptabilidad
al comercio gracias al uso de empaques atractivos (Mohamed & Shalaby, 2016). Por lo general,
los quesos untables se fabrican mediante la coagulacion de la leche cruda o pasteurizada, agregando
un poco de agua para producir una masa homogénea y emulsionar la grasa hasta conseguir un
producto suave y estable (Ghorbel et al., 2016). El agua ayuda a disolver las sales quelantes de
calcio, hidratando las proteinas y dispersando los componentes, brindando la suavidad
caracteristica de este tipo de quesos. Todos los quesos untables tienen una humedad del 40% al
60%, por ello son susceptibles al deterioro (Gammariello et al., 2008).

A pesar de que la industria lactea, ha mostrado una creciente demanda para producir queso
funcional, todavia hay pocos estudios informados, entre ellos se destacan Marchiani et al., (2016)
quienes evaluaron la calidad fisicoquimica y nutricional del polvo de orujo de uva para fortificar
el queso semiduro, por otra parte Abd Elhamid et al., (2016) propusieron la adicién del salvado de
trigo en el queso Kariesh, mientras tanto, Lucera et al., (2018) agregaron subproductos de frutas
para fortificar el queso untable y Mohamed & Shalaby (2016) incorporaron zanahoria y pulpa de
chabacano para obtener un queso con mejores caracteristicas fisicoquimicas. No obstante, la
mayoria de los estudios se han centrado en estudiar sus propiedades reoldgicas, realizando
formulaciones enriquecidas con harinas de subproductos como fuentes de fibra y antioxidantes
(Lucera et al., 2018), asi como en la basqueda de mejorar su textura mediante la inclusion de
diversos productos, entre ellos, cereales, suero, proteinas lacteas, carbohidratos como B-glucano,
almidones modificados y quitosano (Gammariello et al., 2008), pues la textura es considerada una
propiedad importante que determina la aceptacion del consumidor (Weiserova et al., 2011; Zhang
et al., 2011; Cunha et al 2010).
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CAPITULO 3

3. JUSTIFICACION

En la actualidad la humanidad pasa por una crisis a nivel mundial, principalmente porque las
enfermedades estan rebasando las capacidades de la industria farmacéutica y la medicina, por lo
que una de las prioridades de la investigacion es crear nuevas alternativas que nos permitan mejorar
la condicion de vida de las personas. El desabasto de medicamentos contra enfermedades como
cancer, es muy fuerte en el pais, con altos costos y una gran limitacion para todos los pacientes,
ademas de que los tratamientos utilizados, por ejemplo, la quimioterapia, utiliza farmacos muy
citotoxicos que matan las células sanas del organismo y a causa de la répida divisién celular, la
mayoria de estos tratamientos tienen un indice farmacéutico bajo que produce efectos secundarios
graves. Por ello, el crear métodos alternativos eficaces para combatir esta enfermedad es una

necesidad creciente.

BAMLET es un complejo formado por la a-lactoalbumina bovina y &cido oleico que permite atacar
méas de 60 lineas celulares tumorales con una alta selectividad y sin dafar las células sanas.
Aquellas personas que tienen cancer en niveles avanzados, pueden revertir este proceso gracias a
la ayuda de este complejo, de manera que se pretende utilizar la a-lactoalbumina presente en el
calostro bovino para formar el complejo BAMLET vy elaborar un alimento funcional con él,
conociendo la actividad citotdxica del complejo, ademas de la naturaleza del calostro bovino que
puede ayudar a prevenir y combatir diversas enfermedades como la hipertension gracias a sus

componentes bioactivos.

Es por ello la realizacion de la presente investigacion, al brindar una alternativa natural con base
cientifica para usar el calostro bovino que no es aprovechado por los becerros recién nacidos y que
normalmente se desecha por los productores, al no cumplir con los parametros de calidad de la
leche madura, por lo tanto existe una considerable cantidad que se puede implementar en la
elaboracion de un producto alimenticio que desempefie un papel importante en el mercado de
productos funcionales ademas de actuar como fuente de a-LA para formar el complejo BAMLET

COmMo un nuevo agente anticancerigeno.
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CAPITULO 4
4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Generar el complejo BAMLET en calostro bovino para obtener un queso untable como alternativa

de alimento funcional.

4.2 Obijetivos especificos

1. Formar el complejo BAMLET agregando &cido oleico al calostro bovino para elaborar un
queso untable.

2. Corroborar la retencion del complejo BAMLET en el queso untable mediante una SDS-
PAGE aplicada en el suero obtenido del queso para su posterior evaluacion.

3. Caracterizar el calostro con el complejo BAMLET, el queso producido y el suero resultante
mediante analisis fisicoquimicos y proximales para determinar su composicion.

4. Determinar las propiedades de textura del queso untable mediante el texturometro para
compararlo con un queso comercial similar.

5. Evaluar la capacidad antihipertensiva del calostro, quesos y sueros obtenidos mediante la
inhibicién de la enzima ECA para confirmar sus propiedades funcionales.

6. Efectuar un analisis sensorial de los quesos untables mediante una prueba de preferencia

para establecer la aceptacion del consumidor.
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CAPITULO5

5. HIPOTESIS

La a-lactoalbumina presente en el calostro bovino forma el complejo BAMLET mediante la

adicién de &cido oleico, con el cual se obtiene un queso untable funcional.
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CAPITULO 6

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Recoleccion de las muestras

Las muestras de calostro se colectaron de la segunda y tercera ordefia de una vaca elegida con las
siguientes caracteristicas: saludable, de tercer parto y raza Holstein, proporcionada en el Rancho
Universitario del Instituto de Ciencias Agropecuarias en Tulancingo de Bravo, Hidalgo. Las

muestras de calostro fueron almacenadas y ultra congeladas a -50 ° C para su uso posterior.
6.2 Formacion del complejo BAMLET

6.2.1 Puro

Se siguid el protocolo descrito por Delgado et al., (2015) para estandarizar y controlar el método
para luego replicarlo en el calostro bovino. ElI complejo se form6 de manera pura, es decir
utilizando 0.0224 g de a-LA purificada disuelta en 5 mL de HCI 1M, agitando la mezcla 24 horas
atemperatura ambiente y a continuacion se calent6 a 85°C. Cuando la mezcla llegd a la temperatura
indicada, se requirieron 0.098 g de &cido oleico al 90%, disueltos en 5 mL de etanol, incorporados
inmediatamente a la mezcla, seguido de 2 minutos de sonicacion mediante el uso de un
ultrasonicador (Cole-Parmer, CPX-130, Vernon Hills, USA) al 85% de apertura con intervalos de
10 segundos, la mezcla fue agitada durante 30 minutos a 85°C y enfriada con agua a corriente. Se
dejo en agitacion constante por 24 horas a 4°C y se centrifugd (Thermo Scientific, Sorvall Legend
RT, Mundelein, Illinois, USA) 15 minutos a 2980 rpm a 4 °C; se separd el sobrenadante y se ajustd
su pH a 7 con NaOH 5M, seguido de 1 minuto de sonicacion, se centrifugd nuevamente por 20
minutos a 2980 rpm a 4°C y finalmente el precipitado se secé en una estufa a 60°C por 40 minutos,
registrando el peso obtenido en una balanza analitica. Para calcular la cantidad de &cido oleico

fijado a la a-lactoalbdmina, se utilizaron las siguientes formulas:
(D OA libre = Ps — Po

(2) OA unido = 0A agregado — OA libre
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Donde OA libre, fue el &cido oleico que no se unio a la proteina y quedo en el precipitado; Ps, fue
el peso seco del precipitado; Po, el peso del recipiente vacio a peso constante y OA unido, el &cido

oleico que se unid a la proteina.

Para conocer los umoles de &cido oleico unidos en el complejo se uso la siguiente formula:

m

Donde M, son los pmol de OA unidos; m, fueron los pgramos de OA unidos (10,100ug) y PM, es
el peso molecular del &cido oleico (282.47 pg/pmol). En tanto, para conocer los umol de proteina
afiadida se determind con la misma férmula (3) en donde M, fueron los umol de a-LA afiadida; m,
los pgramos de a-LA afiadida (21,250 pg) y PM, el peso molecular de la a-LA (14,175 pg/pmol).
Finalmente, para determinar los pumol de OA unidos por cada umol de proteina se uso la siguiente

relacion:

@ _ 1pmol a-LA unido * pmol OA obtenido
x= 1pmol de a-LA unido

Donde X, son los umol de OA unidos.

6.2.2 En calostro bovino

Una vez que se tuvo estandarizada y controlada la metodologia para la formacion del complejo
BAMLET, se prosiguio a realizarse en el calostro bovino de segunda y tercera ordefia con algunas
modificaciones. Se ajustd el pH de los calostros a 5.5 con &cido lactico al 85% (p/v), se calenté a
85°C en un bafio de agua (Fisher Scientific Co, PolyScience 5L, Niles, Illinois, USA) y se agrego
el &cido oleico calculado con la férmula (3), donde M, fueron los umol de a-LA unidos; m, los
ugramos de a-LA presentes en calostro bovino (3,000,000 ug) y PM, el peso molecular de la a-LA
(14,175 pg/pmol).

Para cuantificar los pmol de OA que reaccionaron por los umol de proteina unida, se realizo con

la siguiente ecuacion:

211.64pumol = 23.84umol OA
(5) X =

lumol de a-LA unido
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Y finalmente para calcular los pmol de OA que debian agregarse a 250 mL de calostro bovino se

determind con la siguiente ecuacion:

_ umol OA agregado a calostro x PM OA

(6) x lumol de OA

Por lo tanto, se pesaron 0.36 g de acido oleico (OA) y se disolvieron en 1 mL de etanol, seguido
de 2 min de sonicacion a 30°C. La reaccién se complet6 con agitacion constante durante 30 min a
85°C, luego fue enfriada bajo agua a corriente y se agitd durante 24 h a 4°C. Las muestras se
neutralizaron a pH 7 con NaOH 5M y finalmente se ultrasonicaron durante 1 minuto con las mismas
condiciones descritas anteriormente, obteniendo el calostro bovino con el complejo BAMLET listo

para elaborar el queso untable.

6.3 Elaboracion de queso untable de calostro bovino con el complejo BAMLET

La elaboracion de queso untable se realiz6 mediante la metodologia reportada por Rodriguez-
Gutiérrez (2014), con algunas modificaciones de acuerdo al esquema presentado (Figura 2),

realizando un queso para cada ordefia.

Calentamiento de calostro 38°C

\Z

Adicidn de CaCl, 0.30g/L calostro
A4

Coagulacion 4 mL L calostro, 30-35 min
A4
Corte de la cuajada y agitacion, 30 min, 38°C
\Z
Refrigeracion 12h, 4°C
A4
Centrifugacion 2980 rpm, 30 min, 4°C
2
Filtracion de suero

\Z

Eliminacion de suero y almacén 4°C

Figura 2. Esquema para elaborar queso untable de calostro bovino con el complejo BAMLET

El calostro con el complejo BAMLET se calent6 a 38°C, adicionando cloruro de calcio (0.30g/L
de calostro) y agitandose hasta su completa disolucién para llevar efectuar el proceso de

coagulacioén adicionando 4 mL de cuajo por litro de calostro, homogenizando la mezcla hasta la
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floculacién. Luego de transcurrir 30 minutos de reposo, se corto la cuajada realizando una agitacion
suave durante 30 minutos a 38°C, se dejo en refrigeracion por 12 horas para mas a delante
centrifugar (Thermo Scientific, Sorvall Legend RT, Mundelein, Illinois, USA) a 2980 rpm durante
30 minutos con el objetivo de desuerar el queso y obtener una consistencia mas firme. Se prosiguio
a filtrar el suero obtenido mediante un papel filtro Whatman #5 con la ayuda de una bomba de
vacio (Cole-Parmer, Air Admiral 79202-00, VVernon Hills, 1llinois, USA) para obtener finalmente

el queso untable.

El rendimiento de los quesos se calculd de acuerdo a lo reportado por Frau, Font de Valdez & Pece
(2014) con la siguiente formula:

Peso del queso (kg)
Peso de calostro (kg)

* 100

(7) Rendimiento del queso =

Finalmente, los quesos untables se almacenaron en ultra congelacién a -50°C para sus posteriores

analisis y también los sueros resultantes.

6.4 Electroforesis (SDS-PAGE)

Para verificar que el complejo BAMLET se formo correctamente y se retuvo en el queso untable,
se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes mediante la
metodologia propuesta por Laemmli (1970). Se mezclaron 100uL de las muestras, las cuales
consistieron en: a-LA pura, suero de calostro nativo de segunda y tercera ordefia, asi como los
sueros obtenidos de los quesos con el complejo BAMLET, con 100 pyL del buffer de muestra
sometidos a ebullicidn por 5 minutos. Se colocaron 10 pL de las muestras en los carriles con gel
concentrador al 5% Yy gel separador al 13%, sometiéndose a una corriente constante y sucesiva a
120V por 1 h 40 min en el buffer de corrida Tris-Glicina; los geles fueron tefiidos con una solucion
de azul de coomassie R250 con agitacion por 15 minutos, luego fueron destefiidos con una solucion
de metanol, &cido acetico y agua durante toda la noche. Las bandas obtenidas se compararon con

un marcador de peso molecular de amplio rango Broad Range 61-0317 (BIO-RAD).
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6.5 Analisis fisicoquimicos en calostro, quesos y sueros obtenidos

6.5.1 pH

La medicion del pH en calostro y suero del queso elaborado, se realizd directamente con un
potenciometro (Hanna Instruments, H1 2211, CDMX, México). Respecto al queso untable, se
insertd el electrodo de vidrio directamente en la pasta del queso y se realizo la lectura de acuerdo
con Conte & Scarantino (2013).

6.5.2 Acidez titulable (% acido lactico)

Para determinar la acidez en calostro y suero se empled la técnica reportada por Alves et al., (2015)
titulando 10 mL de la muestra con 0.1N de NaOH usando fenolftaleina como indicador y el
resultado fue expresado en grados Dornic (°D).

Para la determinacién de acidez en queso se utiliz6 10 g de queso diluido en agua templada a 40°C
hasta obtener un volumen total de 105 mL, se filtrd y se valoro en porciones de 25 mL con solucion
de NaOH 0.1N. El acido lactico se calcul6 de acuerdo a la AOAC 920.124.

6.1.5.3 Densidad

La densidad del calostro y suero de queso de calostro bovino se obtuvo mediante el método del
picnometro, realizado bajo el principio gravimétrico de masa por unidad de volumen reportado por
Rudosvsky et al., (2008).

6.5.4 Lactosa

La lactosa se determind mediante el método de fenol sulfirico, el cual describe que los
carbohidratos son sensibles por naturaleza a acidos fuertes y a altas temperaturas, por lo que al
ocurrir la reaccion de hidrolisis acida se producen monosacaridos y otros subproductos que forman

compuestos coloridos, reportado por Dubois et al., (1956).
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6.5.5 Andlisis quimicos proximales

Los andlisis fueron determinados de acuerdo con la AOAC (2000), humedad (927.05), cenizas
(33.5.05), proteina (991.20) por el método Kjeldahl utilizando el factor de conversion de 6.38
(Vasek, Mazza & Giori 2013) y grasa por el método Gerber (2000.18, 33.7.02).

6.6 Analisis de textura

Se efectu6 mediante dos compresiones usando el analizador de textura Brookfield CT3
(Brookfield, Middleboro, Massachusetts, USA) equipado con una celda de carga de 4.5 kg usando
un cono TA15/100 de 45° de acrilico transparente de 75 mm de profundidad y 35 mm de longitud.
Se analizaron los quesos untables obtenidos del calostro bovino con complejo BAMLET de la
segunda y tercera ordefia, ademas se analiz6 un queso untable comercial. Se determinaron las
caracteristicas mecanicas primarias de dureza, trabajo dureza terminado y adhesividad mediante el
software Texture Pro CT version 1.4 (Brookfield, Middleboro, Massachusetts, USA), colocando

las muestras a temperatura ambiente y con 5 repeticiones cada una (Hussein & Shalaby, 2014).

6.7 Determinacion de la propiedad funcional antihipertensiva del queso untable con el
complejo BAMLET

Se realiz6 mediante la determinacion de la inhibicion de la ECA (Enzima Convertidora de
Angiotensina 1) siguiendo la metodologia reportada por Cushman & Cheung (1971), primero
tomando una muestra de 0.5 mL calostro y suero, asi como 0.5 gr de queso, diluidas en relacion
1:10 con agua destilada, ajustando su pH a 8.3, pH déptimo de la reaccion; se mezclé 80 pL de las
muestras con 200 uL de buffer de sustrato, el cual const6 de hipuril histidil leucina HHL (5mM)
disuelto en buffer de boratos (0.1M pH=8.3) con NaCl 0.3 M.

La mezcla se pre-incubo a 37°C por 3 minutos, iniciando la reaccion con la adicion de 20 pL de la
ECA (0.20U/mL), agitando la mezcla de reaccion durante 30 segundos en un vortex y se incubé a
37°C durante 30 minutos; la reaccion se detuvo con la adicion de 250 uL de HCI 1N, se agregd
1.7mL de etil acetato a los tubos de reaccion para extraer el acido hipurico, volteando 3 veces los
tubos y centrifugandolos (Thermo Scientific, Sorvall Legend RT, Mundelein, Illinois, USA) a
4000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Una vez terminada la centrifugacion, se tomaron 800 pL de la
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fase organica y se calentaron en bafio a 92°C por 30 minutos para eliminar el etil acetato,
resuspendiendo el contenido de los tubos en 1 mL de agua destilada, con agitacion durante 1 minuto
para finalmente leer las muestras a 230 nm en un espectrofotometro (GENESY'S 10S Vis, Thermo

Scientific, Madison, USA). El porcentaje de inhibicidn se calculo con la siguiente formula:
) AL (%) = [2=%] + 100

Donde, Al fue la actividad inhibitoria; A, fue la absorbancia de la muestra con el componente
inhibidor y la ECA; B, la absorbancia de la ECA sin la muestra (100% de inhibicion de la ECA);
C, la absorbancia de la mezcla de reaccion sin la ECA (0% de actividad de la ECA) y 0% Actividad

corresponden a 20 pL de agua destilada en lugar de la enzima.

6.8 Andlisis sensorial

Para esta evaluacion se realizé una prueba de aceptacion utilizando una escala hedoénica con 7

puntos para el atributo de sabor (Figura 3).

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
Lm H _Instituto de Ciencias Agropecuarias ‘é’CA
ANALISIS SENSORIAL DE QUESO UNTABLE p

Nombre: Edad:

Instrucciones: Frente a usted tiene dos muestras de queso numeradas con tres cifras distintas,
pruebe cada una de ellas y entre cada muestra tome un poco de agua, posteriormente marque
con “X” la opinion que tenga al respecto de cada una.

NUmero de muestra
457 138

Me agrada en extremo

Me agrada mucho

Me agrada

No me agrada ni me desagrada
Me desagrada

Me desagrada mucho

Me desagrada en extremo
Comentarios:

iGRACIAS!

Figura 3. Formato usado para la aplicacion del analisis sensorial

Para el desarrollo de esta prueba fueron requeridos 100 panelistas no entrenados, de 17 a 51 afios,
miembros de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo a quienes se les proporcionaron las
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dos muestras de queso untable obtenido del calostro bovino con complejo BAMLET elaboradas
un dia anterior a la prueba y en porciones aproximadas de 3 g presentadas en una galleta natural
sin sabor, cada una identificada con un cddigo aleatorio de tres digitos de acuerdo a Macias- Mejia
etal., (2019).

6.9 Analisis estadistico

Los resultados fueron integrados en una base de datos para ser analizados mediante el software
SPSS (IBM SPSS Statistics, version 20, USA). Para el analisis del perfil fisicoquimico de las
muestras se aplico un disefio completamente al azar, mediante un Analisis de Varianza (ANOVA)
de una via, para el caso de los resultados del analisis de textura de los quesos obtenidos y el queso
comercial, se realiz6 una comparacion de medias mediante la prueba Tukey con un nivel de

significancia de 0=0.05.

Los resultados de la capacidad antihipertensiva se analizaron con una prueba de t de comparacion
de medias de muestras emparejadas con un nivel de significancia de a=0.05. Los datos del analisis
sensorial se analizaron primero, con una prueba de Kolmogorov-Smirnov, un valor de p<0.05 se
considero una distribucion no normal, por lo que se aplicé una prueba no paramétrica de Wilcoxon

(0=0.05) para verificar la preferencia de los jueces en el sabor de los quesos elaborados.
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CAPITULO 7

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Perfil fisicoquimico de calostro bovino nativo

El perfil fisicoquimico del calostro bovino nativo se presenta en el cuadro 5. Los datos obtenidos
indican que existen diferencias significativas (p<0.05) en todos los pardmetros determinados, como
se puede observar la presencia de proteina en el calostro de segunda ordefia (6.60%) fue mayor

comparado con la tercera ordefia (4.08%).

Cuadro 5. Propiedades fisicas y quimicas del calostro bovino nativo

Calostro bovino nativo

Segunda ordefia Tercera ordefia
Extracto seco (%) 16.48+0.052 14.1840.24°
Humedad (%) 83.52+0.05° 85.82+0.24°
Cenizas (%) 1.010.00? 0.89+0.01°
Proteina (%) 6.60+0.29? 4.08+0.28°
Grasa (%) 4.98+0.02° 4.55+0.15°
Lactosa (%) 3.15+0.20% 4.21+0.24°
Acidez (%) 0.42+0.00? 0.38+0.00°
pH 6.19+0.012 6.17+0.00°
Densidad (g/mL) 1.038+0.00° 1.036+0.00°

Las literales a y b indican diferencia significativa (p<0.05) para cada determinacion.

Las diferencias presentadas en las caracteristicas fisicoquimicas se atribuyen principalmente a que
el calostro con mejor calidad y con la maxima concentracion de componentes, es obtenido en la
primera ordefia, a medida que las ordefias avanzan las cantidades de extracto seco, cenizas,
proteina, grasa, acidez, pH y densidad disminuyen hasta que el calostro se convierte en leche, entre
tanto, los parametros de humedad y lactosa aumentan hasta alcanzar los valores estandar de la leche
madura. La informacion obtenida en esta caracterizacion fue similar y coherente a lo reportado por
Borad y Singh (2018), aunque pueden presentarse algunas variaciones en los parametros
principalmente por los factores fisioldgicos propios de las vacas, en donde se incluyen el nimero

de partos, la edad y la alimentacion (Conte & Scarantino, 2013).

33



7.2 Formacion del complejo BAMLET

7.2.1 Puroy en calostro bovino

Las cantidades de &cido oleico (OA) y a-lactoalbumina (a-LA) que formaron el complejo
BAMLET se presentan en el cuadro 6. Se encontré que 23.85 umol de OA reaccionaron por cada
1 umol de a-LA al formar el complejo de manera pura, obteniendo la misma relacion en el calostro

bovino de las dos ordefias.

Cuadro 6. Cantidades de acido oleico y proteina unidas en la formacion del complejo BAMLET

puro y en calostro bovino

Complejo BAMLET

Puro Calostro bovino
OA unido (umol) 35.76 5,048.25
a-LA unida (umol) 1.50 211.64
Relacion pmol OA: 1 pmol a-LA 23.85 23.85

Estas proporciones obtenidas de a-LA: OA se encuentran dentro del rango reportado por Dopierata,
Krajewska, & Prochaska (2019) para la formacion de complejos similares a BAMLET, puesto que
describen una unién de 8.5 a 48 umoles de acido oleico por cada pmol de a-LA. La importancia
de esta investigacion radica en la adecuada adaptacion y eleccion que se tuvo dentro de las diversas
metodologias reportadas en la literatura, para poder formar directamente el complejo BAMLET en
el calostro bovino con la a-LA presente en él, ya que de acuerdo con Permyakov et al., (2011) para
preparar el complejo citotoxico de manera exitosa, se puede hacer por mezcla directa de la proteina

y &cido oleico en condiciones alcalinas, bajo calentamiento y con agitacion.

7.2.2 Comprobacidn de la retencion del complejo en el queso

En la figura 4 se muestran los perfiles electroforéticos realizados a la proteina a-LA, al suero de
calostro bovino nativo y el suero obtenido de los quesos untables con el complejo BAMLET. En
el gel (a) se observa en el carril 2'y 7 una banda en los 14,200 kDa indicando la presencia de la a-
lactoalbdmina, proteina que fue usada como control, la cual también se muestra en el carril 3y 6,
cargados con el suero de calostro nativo de segunda ordefia, mientras que dicha banda estuvo

ausente en el carril 4 y 5 que contenian el suero del queso untable con el complejo BAMLET de
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segunda ordefia. En el gel (b) se colocaron las muestras de la tercera ordefia, igualmente
observandose que la banda de la a-LA se mostré presente en el suero de calostro nativo (carriles 3

y 6) pero ausente en los sueros del queso untable con el complejo BAMLET (carriles 4y 5).

1 2 3 45 6 7 8 1 2 3 45 6 7 8
200,000 Da- .

a) Bandas de proteinas: rriles 1y 8, marcadores  (b) Bandas de proteinas: carriles 1y 8a-LA; 2y T:

MM; 2 y 7: a-LA; 3y 6: suero de calostro bovino  marcadores MM; 3 y 6: suero de calostro bovino
nativo; 4 y 5: suero de queso untable con complejo  nativo; 4 y 5: suero de queso untable con complejo
BAMLET. BAMLET.
Figura 4. Perfil electroforético obtenido durante la elaboracion del queso untable de calostro

bovino de segunda (a) y tercera (b) ordefia con complejo BAMLET

Como se puede observar la banda de la a-LA no se encuentra presente en los sueros de los quesos
untables elaborados del calostro con el complejo BAMLET, a consecuencia de que esta proteina
se uni6 con el &cido oleico y se mantuvo retenida en forma del complejo dentro de la matriz
alimentaria. No obstante este hecho no ocurre convencionalmente en un proceso de elaboracién de
queso con leche madura, debido a que la mayor parte de la a-LA se pierde en la fraccién del
lactosuero, Galindo-Amaya et al., (2006), lo comprobaron en un perfil electroforético de suero
obtenido de un queso fresco, donde muestran que la banda de la a-LA esté presente en los 14,200
kDa y que incluso, al ser una proteina caracteristica del lactosuero, normalmente es aprovechada
como un estabilizante en diferentes alimentos (Fontana et al., 2015; Herndndez-Rojas & Vélez-
Ruiz, 2014). Por lo anterior se puede confirmar que el complejo BAMLET fue creado
adecuadamente en el calostro y que ademéas pudo mantenerse retenido en el queso untable

exitosamente.
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7.3 Perfil fisicoquimico de calostro bovino con el complejo BAMLET

El perfil fisicoquimico del calostro bovino con el complejo BAMLET se indica en el cuadro 7. Los
resultados muestran diferencias significativas (p<0.05) en todos los parametros determinados,
excepto en lactosa y pH, ademas, las fracciones de proteina y grasa son mayores en el calostro de
segunda ordefa (8.01% y 12%, respectivamente) a diferencia del calostro de tercera ordefia (5.17%

y 4.82, respectivamente).

Cuadro 7. Propiedades fisicas y quimicas del calostro bovino con el complejo BAMLET

Calostro bovino BAMLET

Segunda ordefa Tercera ordefia
Extracto seco (%) 16.61+0.45? 15.39+0.30°
Humedad (%) 83.39+0.45? 84.61+031°
Cenizas (%) 1.20+0.03% 1.06+0.00°
Proteina (%) 8.01+0.212 5.17+0.00°
Grasa (%) 12.00+0.00? 4.82+0.05"
Lactosa (%) 3.37£0.702 3.54+0.292
Acidez (%) 0.72+0.022 0.52+0.07°
pH 7.00£0.002 7.00£0.00?
Densidad (g/mL) 1.05+0.00? 1.03+0.01°

Las literales a y b indican diferencia significativa (p<0.05) para cada determinacion.

El aumento de grasa en comparacién con el calostro bovino nativo, se puede atribuir a la adicién
del &cido oleico para formar el complejo y en cuanto al incremento de proteina, sugiere que el
tratamiento térmico realizado para formar el complejo, concentro a las proteinas presentes. Por otra
parte, el NaOH utilizado para neutralizar el calostro a pH 7, influy6 en la generacion de algunas
sales, al igual que el acido lactico empleado para bajar el pH al inicio de la reaccién, lo cual
ocasiono el aumento del parametro de cenizas. Diversas metodologias descritas para la preparacién
del complejo BAMLET y similares (Delgado et al., 2015; Fang et al., 2014; Brinkmann et al.,
2011) coinciden en ciertos factores que contribuyen a la formacién correcta del complejo
citotoxico, incluidos un pH bajo y un tratamiento térmico, el cual conduce a una mejor union del
acido oleico motivado por la desnaturalizacion de la a-LA (Liskova et al., 2010; Mossberg et al.,
2010), generando que la proteina deje expuesto su ndcleo hidrofébico donde se une el acido graso,
ademas de que ésta desnaturalizacion, es la clave del efecto antitumoral del complejo BAMLET
(Pettersson et al., 2009) mientras tanto, se conoce, que el pH influye en la conformacion proteica,
para el acoplamiento de la a-LA:OA (Law & Leaver, 2000).
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7.4 Obtencion de quesos untables con el complejo BAMLET

En la figura 5 se presentan los quesos untables obtenidos a partir del calostro bovino con el
complejo BAMLET de la segunda ordefia (a) y de la tercera ordefia (b). EI queso obtenido con la
segunda ordefia, mostrd un color ligeramente mas amarillo y una consistencia méas espesa que el

de la tercera ordefia.

Figura 5. Quesos untables de calostro bovino de segunda (a) y tercera ordefia (b) con complejo
BAMLET

Estas caracteristicas fisicas estan influenciadas por el contenido de grasa que fue mayor en el
calostro de segunda ordefia en contraste con el calostro de tercera ordefia (12% y 4.82%,
respectivamente), ademas de los carotenoides presentes en el calostro bovino (McGrath et al.,
2016) que le dan el color caracteristico amarillento diferenciandolo de la leche madura (Abdel-
Salam et al., 2018). Sin embargo, la trascendencia de este trabajo radica en la formacién y retencion
exitosa del complejo en el queso untable para ser considerado una fuente potencial de alimento
funcional, bajo esta consideracién es importante su estabilidad al momento de su consumo para
que el complejo llegue adecuadamente a las células blanco y realice su funcién. Se ha informado
previamente (Dopierata, Krajewska & Prochaska et al., 2019) que la a-LA presenta una vida util y
prolongada en el tracto gastrointestinal en presencia de fosfatidilcolina, siendo relativamente
resistente a las proteasas digestivas como la pepsina y tripsina, que es conferida por estructura
compacta y globular, por lo cual se puede sugerir que este complejo se mantendria estable al
momento del consumo, hasta llegar al lugar requerido para efectuar su accién citotdxica. Por otra
parte, es importante hacer mencion del rendimiento del queso, obteniendo un 40% en el queso
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untable de segunda ordefia y un 30% para el queso de tercera ordefia, los cuales son mucho mayores
que el rendimiento habitual obtenido para un queso fresco elaborado con leche madura, reportando
un aproximado de 17.6% por Ochoa-Flores et al., (2013). El rendimiento del queso depende de la
cantidad y proporcion de los constituyentes de la materia prima, principalmente de las proteinas
presentes (Meza-Nieto et al., 2013), siendo el calostro diferente de la leche madura porque presenta
una mayor concentracion de sélidos, proteinas y grasa, es razonable el incremento del rendimiento
obtenido (Marnila & Korkohen, 2011).

7.5 Perfil fisicoquimico de quesos untables con el complejo BAMLET

El perfil fisicoquimico de los quesos obtenidos del calostro bovino con el complejo BAMLET, se
resume en el cuadro 8. Los valores obtenidos de proteina y grasa revelaron que los quesos difieren
significativamente entre si (p<0.05) asimismo, el queso untable BAMLET de segunda ordefia

mostr6 un mayor contenido de proteina (13.56%) en contraste con el de la tercera ordefia (11.00%).

Cuadro 8. Propiedades fisicas y quimicas de queso untable con el complejo BAMLET

Queso untable con complejo BAMLET

Segunda ordefia Tercera ordefia

Extracto seco (%) 25.44+0.502 24.00+1.452
Humedad (%) 74.56+0.50% 76.00+1.452
Cenizas (%) 1.81+0.012 1.80+0.042
Proteina (%) 13.56+0.02° 11.00+0.11°
Grasa (%) 6.75+0.25% 9.5+0.00°

Lactosa (%) 6.71+0.812 7.05+0.48?
Acidez (%) 0.23+0.002 0.26+0.002
pH 6.77+0.052 6.79+0.01%

Las literales a y b indican diferencia significativa (p<0.05) para cada determinacién

Los quesos obtenidos exhibieron mayor proteina en comparacion del calostro empleado para
elaborarlos, pues la union de la a-LA con el acido oleico al formar el complejo, mantuvo esta
proteina retenida en la matriz alimentaria, sin perderse en el suero como en un proceso
convencional (Lappa et al. 2019) de modo que se reflejé en el nivel proteico del queso. Ghorbel et
al., (2016) caracterizaron quesos untables comerciales de leche madura, mostrando una cantidad
de proteina menor (8.66%-10.13%) al de los quesos untables con el complejo BAMLET, lo cual
es atribuido a la composicion del calostro, que confiere la aportacién de un mayor contendido

proteico, principalmente por las inmunoglobulinas presentes (Kamel et al., 2015). Por otro lado,
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los quesos untables con el complejo BAMLET también se caracterizaron por bajo porcentaje de
grasa (6.75% y 9.5%) y acidez (0.23% y 0.26%) diferenciandose de un queso crema elaborado con
leche madura reportado por Brighenti et al., (2018) y a los quesos untables caracterizados por
Ghorbel et al., (2016) donde reportan mayor cantidad de grasa (60.68%-59.44%), caracteristicas

atribuidas a la metodologia para la formacion del complejo.

7.6 Perfil fisicoquimico del suero de quesos untables con el complejo BAMLET

Los analisis fisicoquimicos realizados en los sueros obtenidos de los quesos con el complejo
BAMLET arrojaron los datos reportados en el cuadro 9. Se aprecian diferencias significativas
(p<0.05) en los pardmetros cenizas, proteina y acidez. El contenido de proteina también es mayor

en el suero del queso de segunda ordefia (1.74%) que en el de tercera ordefia (1.59%).

Cuadro 9. Propiedades fisicas y quimicas del suero de queso untable con el complejo BAMLET

Suero de queso untable con complejo BAMLET

Segunda ordefia Tercera ordefia
Extracto seco (%) 7.15+0.532 7.12+0.592
Humedad (%) 92.85+0.53? 92.88+0.59?
Cenizas (%) 1.02+0.08? 0.88+0.01°
Proteina (%) 1.74+0.01° 1.59+0.04°
Grasa (%) 0.20+0.00% 0.30+0.002
Lactosa (%) 3.55+0.46% 3.63+0.402
Acidez (%) 0.44+0.012 0.31+0.01°
pH 6.79+0.06% 6.83+0.012
Densidad (g/mL) 1.04+0.00? 1.04+0.00?

Las literales a y b indican diferencia significativa (p<0.05) para cada determinacion.

La cantidad de proteina presente en el suero obtenido del queso de segunda ordefia se mostrd
influenciada por la materia prima, es decir el calostro de esta ordefia presenté mayor proteina y,
por consiguiente, los productos resultantes a partir del él. Un estudio realizado por Tarango-
Hernandez et al., (2019) sobre el lactosuero obtenido de queso fresco elaborado con leche madura
mostrd un inferior porcentaje en minerales, proteina y grasa, suscitado por la limitacion de estos
nutrientes en la leche a diferencia de la composicion del calostro, en consecuencia, el suero
obtenido de un queso de calostro tendra un nivel mayor de nutrientes (Dzik et al., 2017). Diversos
autores (Lollo et al., 2014; Guerrero, Ramirez & Puente, 2011; Rodrigues, Texeira & Mendes Da
Silva, 2011) han mencionado que el suero de queso puede desempefiar un papel importante en la
integridad y motilidad intestinal, fortalecer el sistema inmunolégico, el sistema cardiovascular,
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mejorar el desempefio atlético e incluso regenerar el masculo, por tanto, el suero del queso con el
complejo BAMLET puede tener futuras aplicaciones, por ejemplo en bebidas o formulas infantiles
por sus componentes presentes brindando una alternativa a este subproducto (Pandey et al., 2019;
Herndndez-Rojas & Vélez- Ruiz, 2014).

7.7 Analisis de textura

En el cuadro 10 se muestra la informacion obtenida del analisis de textura realizado en los quesos
untables con el complejo BAMLET y en un queso untable comercial. Se observa que entre los
quesos con el complejo BAMLET no existen diferencias significativas (p>0.05), mientras que, en
el parametro de adhesividad, el queso de segunda ordefia presenta un valor similar (0.28N) respecto
al queso untable comercial (0.40 N). También se aprecia una menor dureza de los quesos con el
complejo (1.64 N, 0.87 N, segunda y tercera ordefia, respectivamente) a diferencia del queso
untable comercial (13.40 N).

Cuadro 10. Pardametros medidos en el Analisis de Textura

Queso untable con complejo BAMLET Queso untable
Segunda ordefia Tercera ordefa comercial
Dureza (N) 1.64+0.40? 0.87+0.222 13.40+2.26°
Trabajo dureza terminado (J) 0.01+0.002 0.004+0.00? 0.07+0.00°
Adhesividad (N) 0.28+0.08%° 0.17+0.042 0.40+0.01°

Las literales a y b indican diferencia significativa (Tukey; p<0.05) para cada determinacion

Las diferencias entre los quesos con el complejo BAMLET vy el queso untable comercial, se
atribuyen al proceso de elaboracion y la formacién del complejo, percibiéndose varios factores
cuya influencia es notoria en la textura de los productos untables, siendo el caso de las condiciones
de procesamiento, incluyendo la temperatura, la agitacion, la homogenizacion, la velocidad de
enfriamiento, al igual que la composicion fisicoquimica del producto, incluido el porcentaje de
humedad y de sales, no obstante, la proteina y la grasa son los constituyentes principales que rigen
sus propiedades de textura (Bayarri, Carbonell & Costell, 2012; Dimitreli & Thomareis, 2008).
Hussein & Shalaby (2014) atribuyen a la grasa la lubricidad y la suavidad del queso, a pesar de que
el queso comercial reporta un mayor contenido de grasa en su etiqueta nutrimental (18%) resultd
mas duro que los quesos untables con el complejo BAMLET los cuales se caracterizaron por un

menor contendido de grasa (6.75% y 9.5%, segunda y tercera ordefia, respectivamente), ya que se

40



han descrito otros factores que contribuyen a la suavidad de los productos untables, de acuerdo con
Korish & Abd-Elhamid (2012) una mayor humedad confiere una menor dureza al producto, como
se pudo observar en el perfil fisicoquimico de los quesos con el complejo, presentaron niveles altos
de humedad (74.56% y 76%, segunda y tercera ordefia, respectivamente) mientras que el queso
comercial reporta en su etiqueta una humedad menor (60%), ademas Lee & Klostermeyer (2001),
también atribuyen a que la dureza disminuye con la elevacién del pH, dado que el pH de los quesos
con BAMLET oscilan entre 6.77 y 6.79 (segunda y tercera ordefia, respectivamente) en contraste
con el pH del queso comercial que encuentra alrededor de 4.5. De igual forma, Kaminarides et al.,
(2006) atribuyen una mayor dureza el adicionar sal (NaCl), de esta manera, al no ser salados los

quesos con el complejo BAMLET, resultaron méas suaves.

Respecto a la adhesividad, que es definido como el trabajo necesario para superar la fuerza de
atraccion entre el alimento y la superficie, o bien, aquel que simula el grado en que el queso se
adhiere a los dientes durante la masticacion se ve aumentada a menor proteina y grasa (Zheng, Liu
& Mo, 2016). Contrariamente, los quesos con el complejo BAMLET resultaron menos adhesivos
que el queso comercial (22% proteina) a pesar de presentar menor proteina y grasa (13.56% vy
11.00%; 6.75% y 9.5% segunda y tercera ordefia, respectivamente), esto podia explicarse por el
contendido de sal ya que es un factor influyente en el aumento de la adhesividad de acuerdo con
El-Bakry et al., (2011), comprendiendo por qué el queso comercial fue mas adhesivo que los quesos
untables con el complejo BAMLET los cuales no fueron salados. Sin embargo, su baja adhesividad
manifestaria una ventaja en el futuro empaque del producto, puesto que una adhesividad
excesivamente alta causa problemas de adherencia del pagquete de queso (Juan et al., 2007). Se
conoce que los quesos untables se caracterizan por su capacidad de untarse y, por lo tanto, la textura
es una propiedad importante que determina la aceptacion del consumidor de un alimento (Ghorbel
et al., 2016).

41



7.8 Evaluacion de la propiedad funcional antihipertensiva del queso untable con el complejo
BAMLET

En la figura 6 se presentan la inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina | (ECA) para
evaluar su funcionalidad del alimento determinando su capacidad antihipertensiva. Se puede
apreciar que no existen diferencias significativas (p>0.05) en las muestras de segunda ordefia,
asimismo, el calostro nativo (CN) de segunda ordefia es el que presenta la mayor inhibicion
(72.27%), mientras que el calostro con el complejo BAMLET (CB) de tercera ordefia es aquel con
menor capacidad de inhibicion (50.11%) de la ECA.
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CN= Calostro bovino nativo, CB= Calostro bovino con el complejo BAMLET, QB= Queso untable obtenido con el calostro bovino con complejo
BAMLET, SB= Suero del queso untable obtenido con el calostro bovino con complejo BAMLET

Figura 6. Inhibicion de la ECA por queso untable con complejo BAMLET

La mayor actividad se observé en calostro nativo de segunda ordefia (72.27%), la cual se podria
atribuir a la liberacién de péptidos bioactivos (Layman et al., 2018) y en el caso de calostro con el
complejo BAMLET, queso untable BAMLET y suero BAMLET de ambas ordefias, la actividad
fue menor que el calostro nativo, lo que indica que un tratamiento térmico a alta temperatura como
el que se realizo para la generacion de BAMLET, ademas de un cambio en pH alcalino, deteriora
la estabilidad de los péptidos inhibidores de la ECA (Wu et al., 2014), sin embargo no se perdid

esta bioactividad, solo disminuyd, pues se conoce que la actividad inhibitoria de la ECA puede
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resistir pH 1.0-8.0, pero no condiciones alcalinas pH 9.0-12.0 ni altas temperaturas (110-120 ° C).
Aun asi, no hubo una diferencia significativa (p>0.05) entre las muestras de segunda ordefia.

Por otra parte, el inhibidor sintético utilizado en la prueba fue el captopril, el cual mostré que 21.79
mg inhibieron el 66.19% de la ECA, mientras que una porcién de 0.5 g de queso con complejo
BAMLET de la segunda ordefia fue suficiente para inhibir el 57.52%+9.17 y un 51.48%z1.07 el
queso de la tercera ordefia. Adeghate et al., (2010) informaron que la dosis inicial recomendada
para el captopril para pacientes a largo plazo es de 75 mg/ dia, sin embargo, los inhibidores
sintéticos como el captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril y ramipril, tienen la desventaja de
presentar efectos secundarios como tos, alteraciones del gusto y erupcion cutanea (Chen et al.,
2013).

Por lo mencionado, se ha buscado identificar inhibidores de la ECA provenientes de fuentes
naturales como la leche, soya, pescado y cereales (Ibrahim et al., 2017; Wu et al., 2014), en este
caso proponiendo a los quesos untables de calostro bovino, que ademés contienen el complejo
citotoxico BAMLET, sugiriendo una alternativa natural para el tratamiento de la presion arterial
como alimento funcional. Ademas de que los quesos untables mostraron la bioactividad
antihipertensiva, 0.52 g de suero obtenido del queso de la segunda ordefa inhibi6 el 55.80%6.49
de la ECA vy por otro lado, el suero del queso de la tercera ordefia inhibi6 58.01%+9.86 de la
enzima, es por ello que este suero puede desempefiar un papel importante en la prevencién o el
tratamiento de diversas enfermedades, demostrando que las proteinas de suero contienen una
amplia gama de secuencias de péptidos bioactivos (Herrera-Ponce et al., 2019) que pueden
desempefiar otras funciones en el sistema cardiovascular, nervioso, digestivo o inmunitario que
incluyen propiedades antimicrobianas, reductoras de la presién arterial (o inhibidores de la ECA),
capacidad reductora del colesterol, actividades antitromboéticas y antioxidantes, aumento de la
absorcion de minerales y biodisponibilidad de los mismos, efectos inmunomoduladores, asi como

caracteristicas opioides (Tavares et al., 2012).
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7.9 Andlisis sensorial

En la figura 8, se muestra el grado de satisfaccion de sabor de los quesos untables con el complejo
BAMLET. En este parametro evaluado, no se encontré diferencias significativas mediante la
prueba no paramétrica de Wilcoxén (a=0.05). Se puede observar que la mayor frecuencia de ambos
fue en el punto “me gusta” mientras que el queso untable elaborado con la segunda ordefia tuvo un

mayor nivel de agrado, puesto que no hubo panelistas que lo calificaran en el punto “me desagrada

mucho”.
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Figura 7. Histograma de frecuencias para el andlisis sensorial aplicado a muestras de queso untable

con el complejo BAMLET

Los niveles de preferencia de los quesos con el complejo BAMLET, se pueden atribuir a la
composicion del calostro bovino, dado que contiene mas grasa que la leche, proporcionado una
mayor untuosidad al producto agradable al paladar de los consumidores, los cuales normalmente
estan acostumbrados al sabor de quesos elaborados con leche normal 0 madura, ademas se sugiere
que el acido oleico usado para la formacion del complejo, también mejord las caracteristicas
sensoriales de los quesos. El queso realizado con la segunda ordefia tuvo mayores frecuencias entre
los puntos situados de “me gusta mucho” y “no me agrada ni desagrada” que se puede atribuir a
gue presentd una menor cantidad de grasa (6.75%) en comparacion con el de la tercera ordefia

(9.5%) ya que los consumidores que evaluaron las muestras mostraron un promedio de edad joven

44



(24.8 afios) informandose previamente (Markey et al., 2017) que este tipo de consumidores pueden
ser mas sensibles a los cambios en el perfil de composicion del queso. El andlisis sensorial es una
contribucion importante e influyente para su posible comercializacion que ofrece una perspectiva
de la aceptacion del consumidor potencial (Mohamed & Shalaby et al., 2016), en este caso, por los
resultados obtenidos, ambos quesos untables podrian competir en el mercado de alimentos

funcionales.
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CAPITULO 8

8. CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente estudio indican que fue efectiva la metodologia desarrollada para
la formacion del complejo BAMLET en calostro bovino y se logré exitosamente la
obtencidon de un queso untable preparado a partir de él.

Se corroboré que el complejo BAMLET se mantuvo retenido en la matriz alimentaria
mediante una SDS-PAGE realizada en el suero del queso obtenido mostrando que la banda
de a-LA estaba ausente y por lo tanto unida al acido oleico en forma del complejo.

Se present6 un aumento en el contenido proteico en el calostro con el complejo BAMLET
respecto al calostro nativo, al igual que en los quesos untables obtenidos, ademas mostraron
un menor porcentaje de grasa en comparacién con un queso comercial, asi mismo, el suero
resultante del queso aln se encontré mas rico en proteinas, grasas y minerales que un suero
de queso normal elaborado con leche madura.

Las propiedades de textura del queso untable con el complejo BAMLET sugirieren que se
tuvo una mejoria en cuanto a la dureza y adhesividad presentadas, al compararlos con el
queso comercial.

La evaluacion de la capacidad antihipertensiva mediante la determinacion de la inhibicién
de la enzima ECA en el calostro, quesos y sueros obtenidos con el complejo, comprobé que
poseen una adecuada capacidad.

El analisis sensorial de los quesos untables con el complejo mostrd una buena aceptacion

del consumidor para el queso proveniente de calostro de segunda ordefia.
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