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RESUMEN

RESUMEN

El objetivo de este trabajo es la obtencion de encapsulados de fracciones activas
(antioxidantes) a partir de hidrolizados de proteinas recuperadas de efluentes de la
industria lactea, a fin de mantener o prolongar la actividad biologica de los
hidrolizados hasta su liberacion final.

Para llevar a cabo el planteamiento anterior se recuperaron las proteinas de un
efluente industrial a través de un sistema de membranas de ultrafiltracién; dando
como resultado un concentrado proteico con un rendimiento de 60.105%,
posteriormente, el concentrado obtenido, se sometié a un proceso de hidrdlisis,
utilizando dos procesos enzimaticos. 1) con biomasa de B. subtilis y 2) con enzimas
comerciales: Termolisina de Geobacillus stearothermophilus y Proteinasa K de
Tritirachium. El monitoreo del proceso degradativo se realizd cada 2 h hasta llegar
a las 8 h. Como resultado de la hidrélisis de proteinas, se encontro, que alas 6 h la
mayoria de las fracciones alcanzaron su mayor actividad. A este tiempo el mayor
grado de hidrdlisis lo alcanzé la termolisina, seguido de B. subtilis y finalmente con
escasa accion la proteinasa por lo que para estudios posteriores se descartaron los
hidrolizados de proteinasa. Una vez seleccionados los hidrolizados con mayor
actividad, fueron fraccionados mediante una membrana de nanofiltracion para
obtener productos de alrededor de 3 KDa de peso molecular y se determind su
actividad antioxidante (AA), expresada en mg de acido ascérbico por mL de muestra
(VCEAC), posteriormente estas fracciones fueron encapsuladas en dos materiales
poliméricos compuestos pectina-gelatina (PG) y pectina-colageno (PC) con
fracciones de termolisina (PGT y PCT) o B. subtilis (PGS y PCS). Para evaluar la
eficiencia de los materiales de encapsulamiento en la proteccion y liberacion de las
fracciones encapsuladas, se realizé una simulacién gastrointestinal y se midio

nuevamente la actividad de los encapsulados

Los resultados mostraron que las fracciones encapsuladas PCS y PGS, permiten
mantener valores de actividad mayores que su contraparte no inmovilizada, las

cuales pierden gran parte de su actividad. Por otro lado, se observa que las
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fracciones PCT y PGT, no aportan ninguna proteccién ya que mantienen los valores
de actividad que tendrian las fracciones libres de termolisina. Lo anterior puede
atribuirse a interacciones entre los diferentes péptidos producidos por la
degradacion de los materiales y aquellos que se encuentran en las fracciones libres,
siendo los de B. Subtilis los que ademéas de mantener su actividad, logran una mejor

adaptacion con el material y su estructura, logrando con ello un aumento en su AA

Vi
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La industria lactea genera grandes volumenes de efluentes residuales, debido a la
diversidad de productos que elabora y a los diferentes procesos que estos
involucran, estos efluentes se caracterizan principalmente por tener una elevada
carga organica, asi como un alto contenido de grasas y solidos en suspension, lo
que los convierte en un problema de caracter ambiental, al no ser tratados de

manera adecuada.

Dada la riqueza en contenido de proteinas, algunos de estos efluentes pueden ser
aprovechados para obtener productos con valor agregado. En este caso destacan
los efluentes de suero lacteo provenientes de la elaboracion del queso. Sin
embargo, a pesar de que se conoce su rigueza nutricional, muchas industrias adn
llevan a cabo su vertido como residuo, o lo mezclan con las aguas de lavado y de
esta forma se conducen como un agua residual para su tratamiento. Otras industrias
conscientes del valor del suero lacteo lo comercializan como subproducto para su

uso en diversas aplicaciones.

Debido a esto, hoy en dia el suero lacteo es estudiado como fuente para la
elaboracion de subproductos con valor comercial, permitiendo disminuir el impacto
ambiental que éste genera. Uno de los usos que se le ha dado es como materia
prima para la obtencién de hidrolizados con péptidos biolégicamente activos o
moléculas nutracéuticas de gran aplicacion en la industria de alimentos y farmacos
(Muro et al., 2011). Sin embargo, sus beneficios in vivo son cuestionados debido a
su baja biodisponibilidad oral, ya que, al momento de entrar en el organismo, estas
sustancias son inactivadas por las enzimas del tracto gastrointestinal reduciendo el
tiempo de su efectividad, o se degradan facilmente antes de llegar a la circulacion
sanguinea y por ende al sitio de accion (Alvarado et al., 2016). Esta limitante ha
conducido al estudio del uso de sistemas de encapsulamiento efectivos que
permitan conservar y proteger las sustancias de interés para asegurar su beneficio
en el organismo, garantizando su absorcion y administracion en una dosis

adecuada.
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Debido a lo expuesto anteriormente, este trabajo tiene como objetivo, obtener
encapsulados de fracciones activas a partir de hidrolizados de proteinas de suero,

provenientes de efluentes de la industria lactea.

Como parte del objetivo general, se contemplan los siguientes objetivos especificos:
recuperar las proteinas de un efluente residual lacteo mediante concentracion por
ultrafiltracion, obtener hidrolizados de proteinas utilizando B. subtilis, termolisina y
proteinasa, fraccionar los hidrolizados utilizando membranas de nanofiltracion e
identificar las fracciones de mayor actividad biolégica, para posteriormente
encapsular los productos de mayor actividad y asi determinar la efectividad bioldgica
de las fracciones peptidicas encapsuladas y la capacidad de liberacion del sistema

de encapsulamiento en condiciones de simulacion gastrica.

Como hipotesis se tiene que, 1) a partir de proteinas provenientes de efluentes de
la industria lactea, es posible obtener fracciones con actividad antioxidante; 2)
mediante el encapsulamiento de las fracciones activas es posible prolongar su

actividad.

La presentacion del trabajo se distribuye en 1. Fundamentos, donde se abordan
conceptos generales sobre el tema de investigacion. 2. Método, donde se
establecen las etapas para llevar a cabo la investigacion. 3. Resultados, en los
cuales se muestran los resultados obtenidos para cada etapa establecida en el

método. Finalmente se hace un listado de las referencias consultadas.
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1. FUNDAMENTOS

Debido a la riqueza en contenido de proteinas, algunos efluentes de la industria
lactea pueden ser aprovechados para obtener productos con valor agregado. Entre
ellos se encuentran los efluentes de suero lacteo que provienen de la elaboracion
del queso, sin embargo, a pesar de que se tiene conocimiento de la riqueza
nutricional de este efluente, muchas industrias aun llevan a cabo su vertido como
residuo, o bien, permiten que se mezcle con las aguas de lavado, evitando que sea
aprovechado, considerandolo como un agua residual para su tratamiento. En
contraste, otras industrias conscientes del valor del suero lacteo lo han

comercializado como subproducto para su uso en diversas aplicaciones.

Hoy en dia, el lactosuero es estudiado como materia prima para la obtencion de
hidrolizados con péptidos biolégicamente activos o0 moléculas nutracéuticas de gran
aplicacion en la industria de alimentos y farmacos (Muro et al; 2011). Sin embargo,
sus beneficios in vivo son cuestionados debido a su carente biodisponibilidad oral,
ya que, al momento de entrar en el organismo, estas sustancias son inactivadas por
las enzimas del tracto gastrointestinal reduciendo el tiempo de su efectividad, o se
degradan facilmente antes de llegar a la circulacion sanguinea y por ende al sitio de
accion (Alvarado et al., 2016). Esta limitante ha conducido al estudio del uso de
sistemas de encapsulamiento a fin de conservar y proteger las sustancias de interés
para asegurar su beneficio en el organismo, garantizando su absorcion y

dosificacion adecuada en la zona deseada.

A la fecha, se encuentran disponibles diversas investigaciones sobre el
encapsulamiento de moléculas activas de origen natural como insulina,
carotenoides, licopeno, polifenoles y flavonoides, las cuales pueden ser consultadas
en Muro et al. (2014) y Alvarado et al. (2016). Sin embargo, estudios sobre
encapsulamiento de hidrolizados proteicos y/o moléculas activas provenientes de
éstos, son escasos y mas aun de suero lacteo, algunos de los trabajos de
investigacién sobre inmovilizacion, de proteinas o péptidos, son descritos por Van
et al. (2000); Saez et al. (2007); Dai et al. (2005); Mohan et al. (2016); Giroux et al.
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(2016); Gomez et al. (2016); Tamm et al. (2016), siendo un tema de interés actual y
de suma importancia, ya que permite el aprovechamiento de un residuo para

obtener sustancias activas.

1.1 Efluentes residuales de la industria lactea

La industria lactea es una de las principales fuentes de generacion de efluentes
industriales. Esta industria se basa en el procesamiento de leche cruda, en
productos como yogurt, helado, mantequilla, queso, y diversos tipos de postres por
medio de diferentes procesos, tales como pasteurizacion, coagulacion, filtracion,

centrifugacion, enfriamiento, entre otros (Rivas et al., 2010).

Los productos lacteos ademas de los componentes de la leche pueden contener
azucar, sal, colorantes, estabilizantes, entre otros, dependiendo de la naturaleza,
tipo de producto y tecnologia de produccion empleada. Todos estos componentes
aparecen en las aguas residuales en mayor o0 menor proporcion, junto con aguas
de limpieza y los productos que se empleen en éstas. De esta forma, las
caracteristicas de los efluentes lacteos pueden variar significativamente segun los
productos finales, el tipo de sistema y los métodos de operacion utilizados en la

planta de fabricacion.

Algunos de los efluentes generados, se componen principalmente de diferentes
diluciones de leche (o productos transformados) y agua de lavado que contiene
productos quimicos alcalinos y acidos, materia organica, sélidos en suspension,
aceites, grasas, detergentes y nitrégeno organico, procedentes de la limpieza de
botes, tanques y equipos de proceso (herramientas, bombas, etc.), (Carvalho et al.,
2013). Otro tipo de efluente es el vertido de las aguas de refrigeracion y purgas de
calderas, siempre y cuando el agua no esté en contacto directo con los equipos y

piezas a refrigerar, contiene sélidos en suspension y conductividades elevadas.

De todos los efluentes generados, es de gran interés aquel que se produce en la

fabricacion de quesos, debido a que contiene cantidades apreciables de lactosuero,

4
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lo que ademas de incrementar notablemente la carga contaminante, supone la

pérdida de un subproducto de alto valor econémico. Por tanto, es recomendable,

gue se evite la incorporacion del lactosuero al agua residual y que se destine a la

obtencién de sustancias aprovechables. En la Tabla 1.1, se resumen las

caracteristicas de los vertidos en funcidén de su origen, en ella se observa que los

efluentes de la industria lactea presentan un alto contenido en materia organica y

grasas, debido a estas caracteristicas, su tratamiento se lleva a cabo en plantas

convencionales, sin embargo, dado que algunos de los componentes de los

efluentes, pueden ser aprovechados, hoy en dia, se busca recuperar los de mayor

riqueza para diversas aplicaciones.

Tabla 1.1. Clasificacion de vertidos de la industria lactea en funcién de su origen
(Adaptado de Andrades, 2008)

Proceso
productivo

Leche

Nata y
mantequilla

Yogurt

Queso

Operaciones
auxiliares

Operaciones con
mayor generacion de
aguas residuales
Tratamiento térmico
Envasado

Pasteurizacion
Batido-Amasado
Envasado

Limpieza,
conducciones

Corte-Desuerado
Moldeo-Prensado
Salado

Limpieza y
desinfeccién
Refrigeracion

Contenido de los efluentes

Diluciones de leche.

Aguas de lavado (tanques, superficies, equipos, materiales).
Mazada o suero de mantequilla con alto contenido en
grasas.

Aguas de lavado de la etapa de batido y amasado con restos
de mazada.

Aguas de lavado, de limpieza final (equipos, materiales).

El agua de lavado del proceso de saborizado contiene
residuos de colorantes, saborizantes y estabilizadores.
Aguas de lavado, de limpieza final.

Lactosuero con un volumen y carga organica elevada.
Presencia de sélidos en suspension.

Conductividad elevada (debido al vertido de cloruro sédico
procedente del salado del queso).

Aguas de lavado

El volumen y carga contaminante de las aguas de limpieza
depende de la gestion que se realiza de las mismas.

Estas generalmente contienen solidos en suspension,
aceites, grasas, fosforo y nitratos (debido a los productos de
limpieza y desinfeccion).

El vertido de las aguas de refrigeracion depende del grado
de recirculacién, y contiene principalmente soélidos en
suspension y conductividades elevadas.
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1.1.1 Efluentes de suero lacteo

Los efluentes de suero lacteo se obtienen de la elaboracion del queso, una vez que
las proteinas de caseina de la leche son precipitadas. Se estima que a partir de 10
L de leche se puede producir de 1 a 2 kg de queso y un promedio de 8 a 9 kg de
lactosuero. Su composicion varia dependiendo de las caracteristicas de la leche
utilizada, el tipo de queso producido y el proceso tecnoldgico empleado en su
elaboracion, pero en general el contenido aproximado de los efluentes de suero
lacteo es de 93.1% de agua, 4.9% de lactosa, 0.9% de proteina cruda, 0.6% de

cenizas (minerales), 0.3% de grasa, 0.2% de acido lactico y vitaminas hidrosolubles.

Cerca del 70% de la proteina cruda que se encuentra en el suero corresponde a
proteinas con un valor nutritivo superior al de la caseina, como son -lactoglobulina,
a-lactoglobulina, inmunoglobulinas, proteosa-peptonas y enzimas nativas; su peso
molecular varia de 14 a 3000 KDa (Citado en Hannibal et al., 2015). La riqueza
nutrimental y actividad biolégica de estas proteinas ha llevado a su
aprovechamiento para la obtencion de nutraceuticos y péptidos activos que se
pueden utilizar en la preparacion de alimentos funcionales; sin embargo, estos
vertidos no siempre son aprovechados, convirtiéndose en efluentes residuales de

alto contenido en materia organica.

El vertido de efluentes de lactosuero en los ecosistemas provoca contaminacion, en
el caso de los suelos disminuye el rendimiento de las cosechas y propicia el
fenémeno de lixiviacion; en el caso del vertido en agua, reduce la vida acuética al
agotar el oxigeno disuelto, lo que lo convierte en un peligro para el ecosistema y los

seres vivos que alli habitan (Valencia y Ramirez, 2009).

1.2 Recuperacion de proteinas de los efluentes de suero lacteo

Los efluentes de suero lacteo por sus caracteristicas pueden ser aprovechados para

diversos usos, sin embargo, algunas de sus aplicaciones demandan el uso de sus
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componentes por separado, ya sea para aprovechar la lactosa o las proteinas,
siendo estas ultimas las que han despertado un gran interés debido a su potencial

como materia para la elaboracion de subproductos.

Las proteinas se pueden aislar de la lactosa por diferentes métodos, entre ellos
precipitacion, formacion de complejos, liofilizacion, cromatografia y filtracién con
membranas. El proceso més utilizado debido la rapidez con la que se lleva a cabo
es la precipitacion por calor o utilizando un medio acido; sin embargo, mediante esta
via, se presenta pérdida nutricional y actividad biolodgica de dichos aislados (Bylund,
2003, Tovar et al.,

procesos de membrana han desplazado a los anteriores, ya que obtienen un

2012). Como respuesta a esta limitante, actualmente, los
concentrado de proteinas integro, y pueden utilizarse a gran escala para este fin.
Las membranas utilizadas son generalmente de Ultrafiltracion o Nanofiltracion, a

través de las cuales se hace pasar el lactosuero impulsado por presion.

En la Figura 1.1, se muestra una imagen que representa la concentracion de

proteinas del suero mediante Ultrafiltracion.
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Figura 1.1. Proceso de Ultrafiltracién de suero lacteo para la concentracion de proteinas
(Adaptada de Gutiérrez, 2013)
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El concentrado de proteinas de suero o fase enriquecida en soluto “retenido”
contiene las proteinas cuyo peso molecular esta de 14-3000 kDa, y se obtiene como
un producto de retencidon o rechazo de la membrana; mientras que el filtrado
contiene agua, lactosa, vitaminas y sales del suero, con pesos moleculares menores
a 348 kDa (Gil, 2010). El uso de la tecnologia de membranas permite ademas
fraccionar un concentrado de proteinas obteniendo un conjunto de proteinas de bajo
peso molecular y otro de alto peso molecular para obtener un concentrado
especifico (Krzeminski et al., 2011; Dissanayake & Vasiljevic, 2009; Parra, 2009;
Baldasso et al., 2011).

1.3 Hidrdlisis de proteinas

Las proteinas se hidrolizan con el objeto de potenciar su actividad, mejorar su
funcionalidad, hacer a la proteina hipoalergénica o bien para obtener una cierta
aplicacion clinica. A través de este proceso las proteinas se fragmentan, obteniendo
péptidos de cadena mas corta con aminoacidos especificos, mejorando asi su

actividad bioldgica.

Los hidrolizados de proteina, pueden ser incorporados en los alimentos para
obtener productos funcionales o bien utilizarlos en la preparacién de formulaciones
farmacéuticas, una vez ingeridos pasan a la circulacién sanguinea generando algun

efecto terapéutico al participar en la regulacion de diferentes vias fisiologicas.

La hidrdlisis puede ser quimica o enzimatica. Esta Ultima presenta ventajas frente a
la quimica ya que las enzimas utilizadas tienen selectividad por un determinado
enlace y, por tanto, es posible obtener productos de actividad especifica,

conservando el valor nutritivo.

La hidrélisis enziméatica se puede llevar a cabo de dos formas: utilizando enzimas
comerciales o0 a través de cultivos proteoliticos. Las enzimas comerciales utilizadas
en este tipo de hidrdlisis pueden ser de origen animal, tales como la tripsina y

guimiotripsina; enzimas de microorganismos o enzimas de plantas como la alcalasa
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y la papaina, mientras que, si se hace por fermentacion con cultivos iniciadores

proteoliticos, generalmente se utilizan bacterias lacticas.

Dependiendo del sitio de accidén, las enzimas proteoliticas se clasifican en
endopeptidasas o0 proteinasas y exopeptidasas o peptidasas. Las primeras
hidrolizan enlaces peptidicos en el interior de la cadena polipéptida y las segundas
hidrolizan aminoacidos y dipéptidos de los extremos de las cadenas polipeptidicas
(Koolman y Klaushenrich, 2004; Guadix et al., 2000). Estas ultimas pueden dividirse
a su vez en aminopeptidasas si acttan por el extremo N-terminal o

carboxipeptidasas si lo hacen por el extremo C-terminal (Figura 1.2).

Cadena peptidica
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Endopeptidasas

r o proteinasas ‘l

a s a™D

Exopeptidasas o

‘ peptidasas

VAL i 6 an o

Aminopeptidasas Carboxipeptidasas
o dipeptidasas

Figura 1.2. Clasificacion de las enzimas segun su sitio de accion (Torruco et al., 2008)

Para determinar la eficiencia de la enzima o cultivo se determina el grado de
hidrolisis (GH) de las proteinas, el cual se define como el porcentaje de enlaces
peptidicos fragmentados en relacion con la proteina original y esta determinado por
las condiciones utilizadas, tales como, la concentracion de sustrato, la relacion
enzima/sustrato, tiempo de incubacion, condiciones fisicoquimicas (pH vy
temperatura), asi como la naturaleza de la enzima que determina su actividad

especifica.

El GH afecta directamente el peso molecular y la composiciéon de aminoacidos de
los hidrolizados (Kristinsson y Rasco, 2000). Diferentes GH indican diferentes

actividades biolégicas y propiedades funcionales de los hidrolizados.
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De acuerdo con el GH, los hidrolizados pueden ser limitados (grado menor del 10%),
o extensivos (grado mayor del 10%); los primeros son utilizados para mejorar las
propiedades funcionales de las proteinas y los hidrolizados extensivos se utilizan
para preparar alimentos funcionales, como suplementos nutrimentales, y para el

tratamiento de sindromes especificos (Benitez et al., 2008).

1.3.1 Hidrdlisis de proteinas con bacterias proteoliticas

Las bacterias proteoliticas, han sido utilizadas ampliamente en la industria como
cultivos iniciadores en la fermentacién de alimentos. Estas bacterias generan
péptidos bioldgicamente activos durante la fermentacion de la leche por enzimas
proteoliticas, algunas de estas son el Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus y
Lb. delbrueckii ssp. Bulgaricus. El sistema proteolitico de estas bacterias puede ser
dividido en 3 mecanismos: proteinasas, que degradan las proteinas en péptidos,
peptidasas, que degradan los péptidos en aminoacidos, y un sistema de transporte,

gue introduce en la célula los productos.

Articulos recientes y capitulos de libros han revisado la liberacién de diversos
péptidos bioactivos de proteinas de la leche a través de la protedlisis microbiana
(Gobbetti et al., 2004, Gobbetti, et al., 2002, Pihlanto et al., 1998; Matar et al., 2003).
La mayoria de estos estudios informan sobre la produccién de péptidos inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) o antihipertensivos, y también se

han identificado péptidos inmunomoduladores, antioxidantes y antimicrobianos.

Pihlanto et al. (1998) estudiaron la formacién potencial de péptidos inhibidores de la
ECA en suero de queso y caseinas durante la fermentacion con diversos iniciadores

comerciales de productos lacteos utilizados en la fabricacion de yogurt y leche agria.

Una importante bacteria estudiada en los ultimos afios, debido a su capacidad
proteolitica es el Bacillus subtilis. Las bacterias del género Bacillus constituyen un
grupo diverso de bacterias Gram-positivas en forma de varilla, caracterizadas por

su capacidad para producir esporas resistentes. Especificamente, las diferentes
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especies de Bacillus sintetizan y excretan una gran cantidad de enzimas
proteoliticas durante su crecimiento y esporulacion de forma extracelular. La
mayoria de las proteinasas extracelulares aisladas de varias cepas de B. subtilis
son de dos tipos las metaloproteasas neutras como la neutrasa que se activan a
valores de pH neutro y las serinproteasas como la subtilisina que se activan a pH
alcalinos. La eficacia de las proteasas bacterianas es mayor que las de origen
animal, las enzimas de cultivos proteoliticos poseen un efecto sinérgico que
favorece la hidrélisis en su actuacién conjunta (Guadix et al., 2000). Estas enzimas
actian en condiciones moderadas para la hidrélisis de proteinas, lo cual permite
fragmentar las proteinas, aumentando su actividad biologica. Debido a esas

caracteristicas, el B. subtilis ha sido utilizado para hidrolizar proteinas de leche.

1.4 Fracciones peptidicas bioactivas de hidrolizados de suero lacteo

Los productos de la hidrdlisis de las proteinas del suero lacteo son los hidrolizados,
los cuales se conforman por péptidos con diferentes secuencias de aminoacidos y
de menor peso molecular. Los hidrolizados pueden ser fraccionados mediante el
uso de membranas o cromatografia de exclusion o filtracion, para separar fracciones
de péptidos en funciéon de su tamafio, obteniendo productos que pueden tener
mayor actividad que los propios hidrolizados. En el caso de los péptidos del suero
de leche, la mayor parte de las actividades bioldgicas se deben principalmente a

péptidos de menor tamafio (3 a 10 aminoacidos) (Alvarado y Guerra, 2010).

1.4.1 Capacidad biolégica de los péptidos activos del lactosuero.

Debido a su contenido de aminoacidos esenciales, el valor biolégico de las proteinas
de suero de leche es elevado (Jovanovic et al., 2005), por lo que cuando son
hidrolizadas contienen un alto nivel de péptidos bioactivos y complejos minerales.

Los péptidos bioactivos han sido definidos como fragmentos especificos de
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proteinas, de origen animal o vegetal, que tienen un impacto positivo sobre
funciones o condiciones corporales y que pueden influir sobre la salud humana, mas
alla de una nutricion normal y adecuada. Dependiendo de la secuencia de
aminoacidos que contengan, los péptidos pueden presentar diferente actividad
biolégica, entre las que se encuentran la antihipertensiva, la cual juega un papel
importante en la regulacion de la presién sanguinea, la opioide, vinculada con el
control de la motilidad intestinal, comportamiento emocional, analgesia y saciedad,
antioxidante, la cual se describe como la habilidad de inhibir los dafios causados
por la oxidacion lipidica, capacidad para la eliminacion de radicales y las
propiedades de quelacibn de iones metalicos (Sarmadi y Ismail, 2010),
antimicrobiana, en la cual se altera y penetra la estructura lipidica de la membrana
celular del microorganismo, lo que conduce a su destruccion, haciéndola mas
permeable lo que permite la fuga del material del citoplasma y por ende provoca la
muerte del microorganismo, y finalmente la inmunomoduladora, la cual juega un

papel importante en la modulacién de la respuesta inmunolégica.

La actividad biolégica esta relacionada con la composicién y secuencia de los
aminoacidos que los conforman (Alvarado y Guerra, 2010). Las secuencias de
aminoacidos que contienen los péptidos dependen del proceso de hidrélisis
utilizado. En el caso de los procesos enziméaticos, depende de la selectividad de la

enzima para llevar a cabo el corte de los enlaces en la proteina.

1.4.2 Péptidos con capacidad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno se generan constantemente en los seres vivos
como resultado de las reacciones metabdlicas, pudiendo dafar proteinas, lipidos y
acidos nucleicos, este dafio ha sido relacionado con el desarrollo de diversas
enfermedades y con el proceso de envejecimiento (Vioque et al., 2006). En el caso
de los alimentos, la peroxidacion lipidica puede generar radicales libres que pueden

conducir a la descomposicion de acidos grasos, lo que puede reducir el valor
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nutricional y la inocuidad de los alimentos al producir sabores y sustancias téxicas
indeseables (Niki et al., 2005).

Una alternativa para reducir la oxidacion la constituyen los antioxidantes sintéticos,
sin embargo, el uso de estos compuestos ha sido altamente cuestionado, debido a
los riesgos que representan para la salud (Saiga et al., 2003), por lo que
actualmente se ha enfatizado el uso de productos naturales como fuente de

antioxidantes.

La vitamina A, C, E, licopeno, betacaroteno y algunos minerales, son fuentes de
antioxidantes naturales que pueden ser consumidos a través de alimentos que los
contienen. La vitamina A, se encuentra en cantidades importantes en muchos
vegetales de consumo cotidiano, generalmente en forma de betacarotenos, como
es el caso de las zanahorias, albaricoques, espinacas, melén, etc. También se
puede extraer de huevos, productos lacteos e higados de peces y animales. Los
alimentos con una mayor riqueza en vitamina C, son las frutas (citricos, guayaba,
kiwis) y las hortalizas (pimientos, perejil, coles, cebolla), para el caso de la vitamina
E, se encuentra en almendras, avellanas, coco, aceite de oliva, cacahuates, nueces,
entre otras, el licopeno se encuentra abundantemente en el jitomate y sandia y es
el responsable de impartir el color rojo a estos frutos. Los minerales son otros
potentes antioxidantes, entre ellos se encuentra el cobre, manganeso, selenio, zinc
y hierro, ejerciendo su funciéon antioxidante en diversos procesos y pasos

metabdlicos en el organismo (Vilaplana, 2007).

Por otro lado, el uso de proteinas de suero lacteo, para la obtencién de péptidos
bioactivos como antioxidantes naturales han atraido mucho interés debido a que
son considerados una fuente segura y con amplias propiedades de distribucion para
Su uso como antioxidantes naturales a diferencia de los antioxidantes sintéticos que
se usan bajo estrictas regulaciones debido a sus efectos téxicos (Zhang et al.,
2009).

Los péptidos antioxidantes generalmente consisten en 5-11 aminoécidos,

incluyendo aminodcidos hidrofobos, prolina, histidina, tirosina y/o triptéfano (Zhou
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et al., 2012). La actividad antioxidante de los péptidos generados por hidrolisis in
vitro de proteinas esta relacionada con un mayor nimero de grupos ionizables y
también con la exposicién de grupos hidrofébicos (Sarmadi & Ismail, 2010). La
relacion de la estructura/actividad de los antioxidantes que contienen histidina
puede ser atribuida a la habilidad de donacion del hidrogeno, al atrapamiento del
radical peroxil de lipidos, y/o a la habilidad de quelacion metalica del grupo imidazol
(Chan et al., 1994).

1.5 Encapsulamiento de fracciones peptidicas

Para el caso de fracciones peptidicas con actividad bioldgica, estas pueden obtener
in vitro una alta actividad biologica; sin embargo, de forma in vivo es diferente, ya
gue la efectividad bioldgica de éstas depende de su capacidad para llegar intactas
a su objetivo al paso por el organismo. Ademas de esto, las fracciones peptidicas
son inestables, de vida corta y facilmente degradables por las enzimas en su paso

por el organismo antes de cumplir su funcién (Madureira et al., 2010).

Cuando una substancia es administrada por via oral, debe atravesar la pared
intestinal y después circular hasta el higado, en estos dos sitios, se produce el
metabolismo del primer paso (inactivacion que puede ocurrir antes de que la
fraccion peptidica alcance la circulacién sistémica). Este problema se presenta en
la mayoria de las sustancias activas de origen natural, y es identificado como baja
biodisponibilidad oral. Otra causa importante de baja biodisponibilidad es no contar
con el tiempo suficiente en el tracto digestivo como para que se produzca la
absorcion adecuada. Si la sustancia no se disuelve con facilidad o es incapaz de
atravesar la membrana epitelial (por ejemplo, si esta altamente ionizado y es polar),
el tiempo de permanencia en los lugares de absorcion puede ser insuficiente. En
estos casos, ademas de ser baja, la biodisponibilidad suele ser muy variable. Para
superar la baja biodisponibilidad de las sustancias activas se ha sugerido el uso de
sistemas de encapsulacion a fin de proteger dichas fracciones del atague enziméatico

del organismo (Muro et al., 2014).
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La encapsulacién consiste en atrapar o envolver la sustancia de interés en una
matriz o membrana, la cual debe ser de un material y tamafio adecuado para cumplir
Su objetivo. Esta alternativa ha sido aplicada para la encapsulacién de preparados
farmacéuticos de origen natural, entre los que se encuentran la insulina, licopeno,
carotenoides y flavonoides; asi como farmacos de origen sintético, donde para
resguardar su estabilidad, ha sido necesario su encapsulamiento. Sin embargo,
ademas de la proteccion que deben brindar los sistemas de encapsulamiento en
ambientes adversos, estos también deben ser biodegradables, compatibles con el
organismo, y ser capaces de liberar la sustancia de interés de forma controlada en
sitios especificos. Razones por lo cual pocos sistemas han cumplido con ese

objetivo, y la investigacidén continua en auge.

En el caso del encapsulamiento de compuestos bioactivos como fracciones
peptidicas de suero lacteo, la investigacion es escasa, ya que de la gran variedad
de técnicas que se han desarrollado, solo algunas se ajustan a las caracteristicas
de las sustancias proteicas, esto debido a la fragilidad de estas moléculas frente a
condiciones experimentales. Algunas de las investigaciones enfocadas en esta
problematica son las desarrollados por (Mohan et al., 2016), quienes estudiaron la
influencia del peso molecular de péptidos bioactivos de suero de leche, en su
encapsulacién dentro de nanoliposomas derivados de la lecitina de soja.

Rao et al. (2016) encapsularon hidrolizados de caseina enriquecidos con péptidos
antioxidantes (AO-CH) utilizando materiales compuestos como maltodextrina-goma
arabiga (MD/GA) para superar los problemas relacionados con su aplicacion directa,
obteniendo una eficiencia de encapsulacién (EE) de 87%, reduciendo el amargor
del producto y obteniendo una maxima retencion de la actividad antioxidante de
93%, lo que junto con el estrecho rango de tamafio de particula obtenido, mejoré la
estabilidad de los encapsulados consiguiendo un aditivo alimentario prometedor

para su incorporacion en los alimentos funcionales.

Ma et al. (2014), obtuvieron un hidrolizado concentrado de proteina de suero
microencapsulado (WPCH) con el objetivo de reducir su sabor amargo y resistencia

a la higroscopicidad sin alterar su actividad inmunorreguladora mediante la técnica
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de secado por aspersion. Los resultados revelaron que el WPCH exhibi6
significativamente mayor actividad de proliferacion de esplenocitos (relacionada con
el aumento en la actividad inmunomodulatoria) que el propio concentrado de
proteina de suero (WPC) nativo, mostrando que el método de encapsulamiento no
tuvo un efecto negativo sobre la actividad inmunomoduladora de WPCH. Por lo que
se puede afirmar que el WPCH, posee un gran potencial para ser utilizado como

ingrediente en los sistemas alimentarios.

Debido a las limitaciones que conlleva el encapsulamiento de fracciones peptidicas,
se trabaja en la busqueda de nuevos sistemas de administracion, que permitan
aprovechar el potencial terapéutico de las proteinas con el minimo de

inconvenientes posible.

Entre las propiedades que se buscan mejorar a través de la inmovilizacion, se
encuentran: aumentar el tiempo de vida de las fracciones peptidicas en el
organismo, proporcionar una mayor estabilidad térmica y frente a la accion de las
proteasas y una disminucion de la dosis total requerida para un tratamiento debido

a una mayor eficiencia en el aprovechamiento de la dosis administrada.

1.5.1 Sistemas y técnicas de encapsulamiento

Las técnicas de encapsulamiento han sido utilizadas para la proteccién de una gran
variedad de ingredientes en la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética.
Estas técnicas se dividen en quimicas y mecanicas y su clasificacién se puede ver

esquematiza en la Figura 1.3.
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TECNICAS DE ENCAPSULAMIENTO

Procesos quimicos Procesos mecanicos
A4

e Coacervacion

e Co-cristalizaciéon

e Polimerizacion interfacial

e Gelificacion Iénica

e Incompatibilidad polimérica
e Atrapamiento por liposomas
e Inclusién molecular

e Secado por atomizacion

e Secado por
congelamiento/enfriamiento

e Extrusiéon

Figura 1.3. Técnicas de encapsulamiento (Parra, 2010)

De la gran variedad de técnicas de encapsulamiento que se han ido desarrollando,
sblo algunas han sido aplicadas a la obtencién de microesferas cargadas con
sustancias de naturaleza proteica; debido a la fragilidad de estas moléculas frente
a las condiciones experimentales de los procesos de encapsulamiento. Entre ellas
se encuentran la de coacervacion simple, el secado por aspersion, la polimerizacion
interfacial, la evaporacién del disolvente a partir de una doble emulsién y el
atrapamiento por liposomas (Saez, 2012). Debido a estas limitaciones, se trabaja
en la bausqueda de nuevos sistemas de administracién, que permitan aprovechar el

potencial terapéutico de las proteinas con el minimo de inconvenientes posible.

De acuerdo con lo anterior, los sistemas que se han aplicado con mayor éxito en
péptidos y proteinas son: los que se basan en la encapsulacion de las moléculas en
sistemas lipidicos (liposomas) o poliméricos (microesferas). En la Tabla 1.2, se
muestra un resumen de las ventajas y desventajas de estos sistemas de liberacion

controlada.
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Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de los sistemas de liberacion controlada de péptidos y
proteinas (Saez et al., 2007)

Sistema Ventajas Desventajas

Mejora la farmacocinética del producto  Debilitamiento vascular

: Disminuye la toxicidad del farmaco Dificultad para producir una

Liposomas . . . . . - . L
Permite el direccionamiento pasivo de estabilidad fisicoquimica de
farmaco larga duracién

Mantienen niveles séricos del farmaco
por largos periodos

Poca fluctuacién en la concentracién del
farmaco

Perfil de liberacién incompleto
Inestabilidad de las proteinas
frente a la microencapsulacion.

Microesferas

Los liposomas son vehiculos coloidales formados por una bicapa de fosfolipidos,
que encierran un interior acuoso (Figura 1.4a). Las estructuras Unicas de los
liposomas les brindan propiedades interesantes ya que son capaces de incorporar
a su estructura moléculas hidrofilicas, hidrofébicas y también las de caracter
anfifilico. Ademas, algunas de sus propiedades fisicas como carga superficial,
tamafio, permeabilidad y rigidez de la pared, o su capacidad de carga son facilmente
modulables debido a la variedad de fosfolipidos que tienen (Ruano, 2013). En los
tejidos, alteran la distribucion de los farmacos encapsulados: aumentan su eficacia

y disminuyen su toxicidad.

Los liposomas también se pueden usar en el direccionamiento pasivo de los
farmacos hacia los tejidos enfermos, en enfermedades asociadas con el incremento
de la permeabilidad capilar (cancer, infeccion, inflamacién), los liposomas se
concentran mas en las zonas afectadas que en los tejidos sanos, pues los capilares

sanos no dejan entrar a los liposomas (Saez et al., 2007).

Por otro lado, en el caso del uso de microesferas de polimeros biocompatibles como
sistemas de liberacion controlada de péptidos y proteinas, generalmente, el farmaco
esta distribuido en la matriz polimérica (Figura 1.4b) y es liberado por dos
mecanismos fundamentales: la difusién a través de la matriz, y por la degradaciéon

del polimero, que lleva a la erosion de las particulas. Para ello se han empleado
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polimeros naturales y sintéticos; entre estos Ultimos se destacan los copolimeros

del &cido lactico y del acido glicolico (Saez et al., 2007).

Bicapa de lipidos

L Red polimérica

‘:'qo/.

.0'0'0'
i

(5
o
§

W
.

” Material activo
disperso

Figura 1.4. Sistemas de encapsulamiento a) Liposoma, b) Microesfera (Adaptado de
Ruano, 2013; Matté & Rosa, 2013)

1.5.2 Materiales empleados en la encapsulacién

Independientemente de la técnica de encapsulamiento elegida, el primer paso en la
encapsulacion sera la seleccion del material adecuado. La variedad de materiales
que pueden emplearse para la encapsulacion se ha ampliado gradualmente en la
medida en que surgen nuevos biomateriales y se perfilan nuevas aplicaciones de
esta técnica. Muchas sustancias se emplean para recubrir o encapsular solidos,
liquidos o gases, de diferentes tipos y propiedades (Tabla 1.3). Sin embargo, las
regulaciones sobre aditivos de alimentos son mas rigidas que para productos
farmacéuticos. Los materiales utilizados para el disefio de las cdpsulas deben ser
grado alimenticio, biodegradables y capaces de formar una barrera entre la fase
interna y su alrededor (Nedovic et al., 2011). De modo general, los materiales
capaces de constituirse en microparticulas se clasifican en tres categorias: grasas

o lipidos, proteinas y polimeros.

Algunas de las grasas utilizadas en el encapsulamiento son: la cera de carnauba, el
alcohol estearilico y el acido estearico las cuales se funden a una determinada
temperatura y son erosionables por la accién de las lipasas que existen en la

cavidad gastrica.
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La gelatina fue el primer material proteico utilizado en la microencapsulacion, y es,
en la actualidad, un material con un importante potencial. La albumina y el colageno

también se han empleado en la obtencion de microparticulas.

Algunas de las investigaciones que se han centrado en el uso de materiales

proteicos, como materiales de encapsulacion, se nombran a continuacion.

Picot & Lacroix (2004); Reid et al. (2005); Livney (2010); Weibreck et al. (2010),
mencionan que las proteinas de la leche ofrecen propiedades funcionales para
usarse como recubrimiento en procesos de encapsulacion tales como: alta
solubilidad, baja viscosidad en solucion, buenas propiedades de emulsion y
formacion de peliculas, por lo que se han sido utilizadas como vehiculos para
células probidticas. Ariyarathna & Karunaratne (2015) reportan el uso de proteinas
aisladas de garbanzo para la encapsulacion de vitamina B9 en preparaciones
alimenticias, obteniendo una eficiencia de encapsulacion de 62.19 + 2.05% y una
mayor estabilidad en el suministro de nutrientes en relacion con la vitamina B9 no

encapsulada.

Como puede observarse, el uso de proteinas como agente encapsulante cada vez
es mas explorado, ya que no representan ningun peligro para el organismo que los
consume, adicionalmente, son biodegradables y pueden liberar el incipiente activo
con facilidad (Parra, 2010).

Debido a su gran versatilidad, la familia de los polimeros es la mas utilizada en la
microencapsulacion de sustancias. Dentro de ella estan los polimeros naturales, los
semisintéticos y los sintéticos. Los polimeros naturales principalmente son de
naturaleza polisacéarida, de origen animal y vegetal; de los cuales se destacan el
alginato, la goma arabiga y el quitosano. Los polimeros sintéticos mas utilizados son
los derivados acrilicos y los poliésteres y los polimeros semisintéticos engloban los
derivados de la celulosa, de los cuales existe una amplia variedad en el mercado

con diferentes caracteristicas de solubilidad.

De acuerdo con la aplicacion del producto que va a ser encapsulado, se selecciona

el material adecuado. Sin embargo, es imprescindible que sea soluble en el
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disolvente de eleccion; estable en las condiciones ambientales, e inerte frente a los
demas compuestos que estén en contacto con él, ademas si se destinan al disefio
de medicamentos, deben carecer de toxicidad y de actividad farmacoldgica (Saez
et al., 2007). En la Tabla 1.3 se muestran algunos de los materiales mas empleados

en la encapsulacion.

Tabla 1.3 Materiales empleados en la encapsulacion (Desai & Park, 2005)

Tipo de cobertura Cobertura especifica

Agar, alginato de sodio, carragenina,

Gomas o
goma arabiga.

. Almidon, dextranos, sacarosa, jarabes de
Carbohidratos J

maiz.
Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa,
Celulosas ) . .
nitrocelulosa, carboximetil-celulosa.
Ceras, parafinas, diglicéridos,
Lipidos monoglicéridos, aceites, grasas, acido
estearico, trisetearina.
Proteinas Gluten, caseina, albimina

Materiales inorganicos  Sulfato de calcio, silicatos.

1.5.3 Aplicaciones de la microencapsulacion

Las aplicaciones de la microencapsulacion se han ampliado, entre las cuales se
encuentran: enmascarar propiedades organolépticas indeseables que pueden
presentar algunas sustancias (olor, color, sabor desagradable), aislar algun
componente de una formulacion sensible a las condiciones ambientales, revestir
particulas que por su forma irregular son dificiles de comprimir, convertir principios
activos liquidos en sélidos facilitando asi su manipulacién y, sobre todo, en el disefio
de formulaciones de liberacion controlada de farmacos con diferentes fines.

Especificamente en el campo de la liberacion modificada de biomoléculas la
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microencapsulacion se emplea con el objetivo de alcanzar una o varias de las
siguientes ventajas (Freiberg & Zhu, 2004; Li & Poncelet, 2008):

X/
L X4

Disminucion de la frecuencia de administracion, lo que conlleva a una mayor
aceptacion por parte del paciente.

Aumento del beneficio terapéutico debido a la eliminacidon de las fluctuaciones
en los niveles séricos de la proteina.

Disminucion de la dosis total requerida para un tratamiento debido a una mayor
eficiencia en el aprovechamiento de la dosis administrada.

Disminucion de los efectos adversos ya que disminuye la magnitud de la

cantidad de proteina liberada en el organismo al momento de la aplicacion.
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2 METODO

METODO

Las actividades que conforman la presente investigacion se muestran en el

diagrama de la Figura 2.1.

OBTENCION DE ENCAPSULADOS DE FRACCIONES ACTIVAS A PARTIR DE HIDROLIZADOS
DE PROTEINAS RECUPERADAS DE EFLUENTES DE LA INDUSTRIA LACTEA.

\ 4

CARACTERIZACION DEL EFLUENTE LACTEO

v

RECUPERACION DE PROTEINAS DE EFLUENTES LACTEOS

]

HIDROLISIS DE PROTEINAS

v

7

ENZIMAS PURIFICADAS (TERMOLISINA, PROTEINASA) BACILLUS SUBTILIS

v

DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

\ 4

FRACCIONAMIENTO DE LOS HIDROLIZADOS

DETERMINACION DE LOS
PESOS MOLECULARES DE LAS
FRACCIONES HIDROLIZADAS

\ .
FRACCIONES DE MAYOR PESO FRACCIONES DE MENOR PESO
MOLECULAR MOLECULAR

A4

ENCAPSULAMIENTO DE LAS FRACCIONES
PEPTIDICAS CON MAYOR ACTIVIDAD

DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LIBERACION DEL SISTEMA DE
ENCAPSULAMIENTO EN CONDICIONES GASTRICAS SIMULADAS

Figura 2.1. Etapas de la metodologia de investigacion
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2.1. Caracterizacion del efluente lacteo

El efluente industrial utilizado para este trabajo fue proporcionado en un solo lote de
una muestra de 5 L, por una empresa de elaboracion de quesos artesanales,
compuesto principalmente por suero de queso. La muestra fue dividida en
recipientes de medio litro y almacenada a 4 °C para su uso posterior. Los
pardmetros determinados para su caracterizacion fueron: pH, acidez, calcio,
proteinas, solidos totales y cenizas. Estos parametros se evaluaron segun los

siguientes métodos.

1. Determinacion de pH. Se sigui6 el procedimiento descrito por la norma mexicana
NMX-F-317-S-19, el cual menciona que se debe mezclar cuidadosamente la
muestra hasta su homogeneizacion, posteriormente se ajusto la temperatura a 20 +
0.5 °C, se hizo la medicion del pH y se registraron los datos obtenidos, para ello se

utilizé un potenciometro marca HANNA HI 9126.

2. Determinacion de la acidez. Se siguid el procedimiento descrito por la norma
mexicana NMX-F-420-1982; se midieron 20 mL de muestra en un matraz
Erlenmeyer y se diluyeron agregando dos veces su volumen con agua libre de CO..
Posteriormente se afiadieron unas gotas de solucion de fenolftaleina y se titulé con
hidroxido de sodio 0.1 N hasta la apariciéon de un color rosado persistente de 15 a
30 segundos (Figura 2.2). Una vez terminada la titulacion se anot6 el gasto de mL
utilizados y se determiné la acidez en las muestras (expresada en g/L de &cido
lactico) usando la ecuacion 2.1.

V(N)(90)
M

A= (2.1)

A= Acidez (g/L de acido lactico)

V= Volumen de solucion de Hidréxido de Sodio 0.1 N gastado en la titulacion de la
muestra (mL).

N = Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio (eq g/L)

M= Volumen de la muestra (mL)
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90 = Equivalente del acido lactico (un cm® de NaOH 0.1 N es igual a 0.0090 g de

acido lactico).

Figura 2.2 Determinacion de acidez en el efluente lacteo

3. Determinacién de azucares reductores. Para esta prueba se prepararon dos
soluciones de Fehling (Fehling | y Fehling 1l). El procedimiento se describe a
continuacion. Para Fehling |, se pesaron 6.928 g de Sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO45H20) y se colocaron en un matraz volumétrico aforando con agua
destilada a 100 mL. Para Fehling Il, se pesaron 34.6 g de cristales de Tartrato de
sodio potasico (KNaCsH4Oe*4H20) y 5 g de hidroxido de sodio (NaOH) y se

colocaron en un matraz, aforando con agua destilada a 100 mL.

Para la determinacién de la titulacion con el reactivo de Fehling se prepard una
solucién de glucosa al 2%, para ello se pesé 0.5 g de glucosa la cual se colocé en
un matraz volumétrico y se afor6 con agua destilada hasta 250 mL. Posteriormente
se montd el equipo de titulacion y se coloco en la bureta la solucién de glucosa al
2%.

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 5 mL de la solucion de Fehling | y 5 mL de
la solucion de Fehling 11, se adicionaron 50 mL de agua destilada y 4 gotas de azul
de metileno como reactivo indicador; posteriormente, la solucion fue calentada
hasta ebullicibn con agitacion constante (la ebullicibn se mantuvo mientras se

adiciond la solucién de glucosa al 2%). El final de la titulacion debera alcanzarse en
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no mas de un minuto. El punto de vire esta marcado por el cambio de color del azul
cada vez mas intenso, hasta el rojo brillante impartido al liquido en ebullicién por el
oxido cuproso en suspension (Figura 2.3). El tiempo total de ebullicion se limité a

tres minutos.

Por ultimo, se repitio el proceso en el cual se sustituyé la solucion de glucosa al 2%
por el efluente y se anoto el gasto volumétrico en mL para ambos casos como datos

para el célculo de azucares reductores para lo cual se utilizo la ecuacion 2.2.

Figura 2.3 Determinacion de azucares reductores

R=2F (2.2)

R= cantidad de azucares reductores (g/L)
G’= Gasto de glucosa (2%) necesario para decolorar la solucién de Fehling (mL)
G= Gasto de efluente lacteo necesario para decolorar la solucion de Fehling (mL)

F= Factor de dilucién

4. Determinacion de Calcio. Para esta prueba se realiz6 el siguiente procedimiento.
Se colocaron 50 mL del efluente lacteo en un matraz Erlenmeyer, se agreg6

cuidadosamente NaOH 1 N hasta ajustar el pH entre 12 y 13. Posteriormente se
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adicionaron 0.01 g de murexida como reactivo indicador y se tituld con solucién
EDTA 0.01 N agitando continuamente hasta un vire de color de rosa a violeta como
se muestra en la Figura 2.4, el dato obtenido del gasto de EDTA se utilizé en la

ecuacion 2.3 para calcular la cantidad de calcio presente.

Figura 2.4 Etapa final en la determinacion de calcio

_ (A-B)(N)(40000)
o v

C (2.3)

C=mg/L de Ca*?

A= Volumen de EDTA gastado en la muestra (mL)
B= Volumen de EDTA gastado en el blanco (mL)
N= Normalidad del EDTA (eq g/L)

V= Volumen del efluente lacteo (mL)

Peso Molecular del Ca = 40.078

5. Determinacién de sélidos totales. La prueba se realizoé bajo la nhorma mexicana
NMX-F-426-1982. La cual menciona que se deben pesar tres capsulas de porcelana
en una bascula analitica, se transfieren a una estufa durante 30 min y
posteriormente al desecador por 15 min. Este procedimiento se repite hasta
mantener las capsulas de porcelana a masa constante. Posteriormente se midieron
2 mL de efluente lacteo y se colocaron en cada una de las cdpsulas colocandoles
encima una cama de gasa. La capsula fue puesta en un bafio de agua en ebullicién

hasta la sequedad, una vez hecho esto se transfirié la capsula con el contenido a
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una estufa de secado durante 3 h a 100 °C. Una vez fria, se determiné la masa del
residuo por diferencia de peso utilizando la ecuacion 2.4. El resultado final de la

determinacion de solidos totales se puede observar en la Figura 2.5.

S = %(1000) 2.4)

S = Solidos Totales (g/L)

P2= Masa de la capsula con residuo seco (g)

P1= Masa de la capsula con la cama de gasa. (g)
M= Volumen de la muestra (mL)

Figura 2. 5. Solidos totales del efluente lacteo

6. Determinacion de cenizas. Se hizo utilizando la norma mexicana NMX-F-066-S-
1978. Los sélidos totales obtenidos en la etapa anterior se calcinaron en una mufla
a 550 °C durante 3 h. Para efectuar el calculo de la cantidad de cenizas expresado
en porcentaje, se utilizdé la ecuacién 2.5. La Figura 2.6 muestra las cenizas del

resultado final de esta prueba.

Figura 2.6. Cenizas de lactosuero
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C= Ph‘d—p(100) (2.5)

C = Cenizas (%)
P =Masa de la cipsula con cenizas (Q)
p = Masa de la cdpsula vacia (g)

M= Masa de la muestra (g)

7. Determinacion de proteinas. Para este trabajo se utilizo el método de Biuret, como
una reaccion basada en la formacién de un compuesto de color violeta, debido a la
formaciéon de un complejo entre los iones Cu?*y los pares de electrones no
compartidos del nitrogeno que forma parte de los enlaces peptidicos, presentando

un maximo de absorcidon a 540 nm.

Para la determinacion de las proteinas del lactosuero, se realizé una curva de
calibracion, utilizando soluciones de albumina de diferente concentracion obtenidas
a partir de una solucion patron de Albumina de Suero Bovino (BSA) de
concentracion de 1 mg/mL. Se prepararon 11 tubos con solucién de BSA y agua

destilada como se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Volimenes de la solucion patron de albimina método de Biuret

AlbUmina

No. de patrén Agua | Volumen
tubo (mL) (mL) total (mL)
1 0 2.0 2.0
2 0.1 1.9 2.0
3 0.2 1.8 2.0
4 0.3 1.7 2.0
5 0.4 1.6 2.0
6 0.5 1.5 2.0
7 0.6 1.4 2.0
8 0.7 1.3 2.0
9 0.8 1.2 2.0
10 0.9 1.1 2.0
11 1.0 1.0 2.0
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A cada uno de los tubos de ensayo se le afladieron 2 mL del reactivo de Biuret, se
les colocé su tapa y se rotularon adecuadamente, se introdujeron en un bafio de
agua a 37 °C, dejando que se desarrolle el cambio de coloracion de azul a violeta o
rosa, durante 15 min. Se enfriaron los tubos en agua a temperatura ambiente y se
procedié a medir en el espectrofotometro marca Perkin EImer modelo Lambda 35

UV-Vis a una longitud de onda de 540 nm.

La curva patron se utilizo para determinar la concentracion de proteinas en las

muestras. En la Figura 2.7, se muestra la prueba de Biuret realizada al suero lacteo.

DEOROOE

Figura 2.7 Determinacion de proteinas con reactivo de Biuret

2.2. Recuperacion de proteinas del efluente lacteo por ultrafiltracion

La recuperacién de las proteinas del efluente se realiz6 mediante una membrana
de ultrafiltracion. Previo al uso de este proceso, se elimind la grasa y los soélidos
suspendidos de la muestra, por filtracion al vacio, utilizando papel filtro y tierra de
diatomacea como adsorbente (Figura 2.8). Este pretratamiento se hizo para evitar
la obstruccion de los poros de la membrana, y con esto evitar una disminucion en la

eficiencia del proceso.
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Figura 2.8. Filtracion del efluente

Para llevar a cabo la UF se utilizé el equipo mostrado en la Figura 2.9, el cual esta
compuesto por una membrana polimérica con un umbral de corte de 6 KDa. Las
condiciones de operacion durante el proceso fueron, un gasto de alimentacién
controlado con velocidad de la bomba de 40 rpm con una presion transmembrana

(PTM) de 7.5 psi y un volumen inicial de la muestra de 500 mL.

Manometro de entrada @
AL
Cc-P
XX ¥
-

Bomba peristaltica

c-P A-1

- A-1 Tanque de Alimentacién
e Co:lcenado protelco B-1  Bomba peristaltica
5_ F - CP-1 Concentrado proteico
= M-UF Membrana de ultrafiltracién
P-1 Permeado
D-1 Manémetro de entrada
D-2  Manémetro de salida

Permeado

Figura 2.9 Proceso de Ultrafiltracion
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2.2.1 Caracterizacion del concentrado proteico

El concentrado de proteinas obtenido del proceso de ultrafiltracion fue caracterizado

segun los procedimientos descritos para el suero lacteo en el apartado 2.1.

2.2.2 Determinacion del rendimiento de la UF en el concentrado de

proteinas

Se determin6 el rendimiento (Y) expresado en porcentaje de cada uno de los
pardmetros que representan la caracterizacion del concentrado de proteinas del
lactosuero utilizando la ecuacion 2.6.

V,C,
ViCq

Y = (100) (2.6)

Y = Rendimiento de los concentrados

C,= Concentracion final del parametro en el concentrado.
C,= Concentracion inicial del parametro en el suero.

V;= Volumen del suero inicial en la UF (mL).

V, = Volumen final en la UF (mL).

2.3 Hidrdlisis de proteinas de suero lacteo utilizando Bacillus subtilis,

Termolisinay Proteinasa

En este apartado se describen las condiciones de temperatura, pH y relacion

enzima-sustrato, en las que fue llevado a cabo el proceso de hidrdlisis.
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2.3.1 Proceso de hidrdlisis usando biomasa de B. subtilis

Para llevar a cabo el proceso de hidrdlisis mediante Bacillus subtilis, previamente
se realiz0 la propagacion de la cepa y se prepard biomasa en suspension a fin de
lograr su homogenizacion en medio liquido. Para la propagacion del B. subtilis, se
sembré el microorganismo en una caja Petri en medio de cultivo sdélido de
tripticaseina de soya, para ello se utilizé el método de siembra por estria en placa.
El B. subtilis fue incubado a 37 ° C durante 24 h. En la Figura 2.10 se muestra el B.

subtilis en una caja Petri.

Figura 2.10. Bacillus subtilis en medio tripticaseina de soya

Para la preparacion de biomasa en suspension de Bacillus subtilis, se tom6 una
caja Petri con biomasa joven de la bacteria, y se cortd en cuadros de
aproximadamente 1 cm?, para posteriormente ser colocados en un matraz de
capacidad de 250 mL, al cual se le agregaron 100 mL de suero lacteo previamente
filtrado. La mezcla se coloc6 en un agitador Heidolph inkubator 1000 bajo
condiciones estériles a 37 °C y 100 rpm por un periodo de 24 h. Una vez que finalizé
la agitacion, la suspension bacteriana se mantuvo en refrigeracion, para su uso
posterior, repitiéndose este proceso cada mes, esto con la finalidad de tener un
cultivo joven. En la Figura 2.11, se muestra la imagen de la suspensién bacteriana.

elaborada.

33



METODO

Figura 2.11. Biomasa suspendida de Bacillus subtilis en suero lacteo

Para llevar a cabo el proceso de hidrolisis usando biomasa libre de Bacillus subtilis,
se tomaron muestras de 100 mL de concentrado de proteinas y se sometieron a 24
h de hidrdlisis. Por cada 100 mL de concentrado se utilizaron 10 mL de biomasa de
B. subtilis.

En la hidrolisis con B. subtilis, se utilizé6 una temperatura de 50 °C y un pH de 7.
Durante el periodo de hidrdlisis se tomaron muestras a un tiempo de 2, 4, 6, 8y 24
h. Al finalizar el tiempo establecido, la enzima y el microorganismo fueron
inactivados por calentamiento a 85 °C durante 15 min, posteriormente cada muestra
se centrifugd durante 15 min a 5000 rpm y se mantuvo en refrigeraciéon a -20 °C

hasta su uso posterior.

2.3.2 Proceso de hidrdlisis usando Termolisina y Proteinasa

Las enzimas utilizadas para la hidrdlisis del concentrado de proteinas de suero
fueron enzimas comerciales purificadas; la Termolisina proviene de Geobacillus

stearothermophilus y la Proteinasa K, de Tritirachium, para lo cual se utilizé una

relacion de enzima sustrato (E/S) de 0.003% (p/V) en cada caso.
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Para llevar a cabo la hidrélisis se tomaron muestras de 100 mL de concentrado de
proteinas y se sometieron a 24 h de hidrolisis (Figura 2.12). Por cada 100 mL de
concentrado se utilizaron 0.30 mg de enzima pura.

Cada enzima se utilizé bajo las condiciones 6ptimas de actividad, sefialadas por el
fabricante. Para el caso de la termolisina se utilizé6 una temperatura de 70 °C y un
pH de 8, y para la proteinasa, una temperatura de 37 °C y un pH de 8. Durante el
periodo de hidrdlisis se tomaron muestras a un tiempo de 2, 4, 6, 8 y 24 h. Al finalizar
el tiempo establecido, la enzima fue inactivada por calentamiento a 85 °C durante
15 min, posteriormente cada muestra se centrifug6 durante 15 min a 5000 rpm y se

mantuvo en refrigeracion a -20 °C hasta su uso posterior.

Figura 2.12. Hidrdlisis del concentrado de proteinas

2.3.3 Determinacion del grado de hidrdlisis de los concentrados

proteicos

Una vez concluido el tiempo de hidrdlisis, se obtuvo el grado de hidrolisis, el cual se
determind mediante la cuantificacién de proteinas presentes en el sobrenadante

obtenido de cada muestra durante el periodo de dicha hidrdlisis.
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Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el método de Biuret, tomando como
referente una curva patrén de solucién de Albumina de suero bovino (BSA) a
concentracion de 1 mg/mL. Con los datos registrados de concentracion de proteinas

se calculo el porciento del grado de hidrdlisis utilizando la siguiente ecuacion.

GH = =% 100 2.7)
Co

GH = Grado de Hidrdlisis (%)
Co = Concentracion inicial de proteinas (g/L)

Cf = Concentracion de proteinas en el sobrenadante (g/L)

2.4 Fraccionamiento de los hidrolizados

La separacion y/o fraccionamiento de hidrolizados se llevo a cabo por Nanofiltracion
(NF), para ello se utilizé una membrana polimérica con un umbral de corte de 3 KDa
y un volumen inicial de la muestra de 150 mL de hidrolizados previamente
seleccionados, de acuerdo con el grado de hidrodlisis obtenido. Durante la NF se
recolect6 el concentrado o retenido (fracciones > 3 KDa) y el filtrado o permeado
(fracciones < 3KDa). Las condiciones de operacion durante el proceso fueron:
temperatura ambiente (22 a 23 °C), un gasto de alimentacion controlado con

velocidad de la bomba de 40 rpm y una presion transmembrana (PTM) de 7.5 psi

2.5 Determinaciéon de los pesos moleculares de las fracciones

hidrolizadas

Con el fin de identificar la masa molecular de las fracciones peptidicas de los
hidrolizados, se utilizé el método de electroforesis (SDS-PAGE). Para ello se
prepararon dos geles de poliacrilamida: un gel de separacion, con una
concentracion de 10% de poliacrilamida y un gel de empaguetamiento, con

concentracion de 4% de poliacrilamida.
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Para la preparacion del gel de separacién, se utilizaron los reactivos mostrados en
la Tabla 2.2, para lo cual, se colocaron los primeros cuatro reactivos en un frasco y
al momento de utilizarse el gel, se agregaron los dos reactivos faltantes, se puso en
agitacion suave, evitando la formacién de burbujas y la mezcla se coloco en las
placas de vidrio del equipo Thermo Scientific modelo P8DS. Se agrego una pequefia
cantidad de agua sobre el gel para evitar la formacion de burbujas y se dej6é que la
mezcla gelificara. Posteriormente, se retir6 la capa de agua y se realiz6 la
preparacion del gel de empaquetamiento, formado por los reactivos descritos en la
Tabla 2.2, donde, al igual que para el gel de separacion, inicialmente solo se
colocaron los primeros 4 reactivos y cuando el gel fue utilizado, se afiadieron los 2
reactivos finales para acelerar la polimerizacion, inmediatamente después de
colocar el gel de empaquetamiento en las placas, se colocaron los peines para la

formacion de los pocillos donde se colocaron las muestras y se dejo gelificar.

Tabla 2.2 Preparacion de los geles de separacion y empaquetamiento

Gel de Gel de
Reactivo separacion | empaquetamiento
al 10% (mL) al 4% (mL)
Agua desionizada 4 3
Poliacrilamida al 30% 3.33 0.65
Buffer Tris 2.5 (pH 8.8) 1.25 (pH 6.8)
SDS 10% 0.100 0.040
TEMED 0.010 0.010
Persulfato de amonio al 10% 0.050 0.050

Para la preparacion de las muestras, se utilizo 40 uL de muestra y 20 pL de solucion

buffer 4x para proteinas, la cual fue preparada de acuerdo con la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3 Preparacion de solucion buffer de la muestra 4x para proteinas

Reactivo Volumen (mL)
Buffer Tris 0.5 M,
pH 6.8 2.5
SDS 10% 2.5
2-Mercaptoetanol 2.5
Glicerol 2.5
Azul de bromofenol 1mg

Una vez preparadas las muestras, estas se coloraron en cada uno de los pocillos
formados en el gel de empaquetamiento, tomando como referencia un marcador
estandar de proteinas. Posteriormente se colocé el portaplacas de los geles de
poliacrilamida en la camara del equipo con solucion buffer de electroforesis tris-

glicina y se conectaron los electrodos a una fuente de poder, aplicando un voltaje

de 100 V durante aproximadamente 3 h (Figura 2.13).
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Figura 2.13. a) Equipo de electroforesis y muestras, b) migracion de proteinas c) tincion y

destefiido

Una vez terminada la corrida de las muestras, los geles se retiraron de las placas y
se enjuagaron. Posteriormente se realizé la tincién y destefiido de éstos. Todo el

proceso descrito anteriormente, se ve ilustrado en la Figura 2.13.

La preparacion de las soluciones utilizadas para este proceso se realizé de acuerdo
con la Tabla 2.4. Se adicion6 0.25 g de azul brillante de coomasie R250 en el caso

de la solucion de tincion.
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Tabla 2.4 Preparacién de los reactivos de tincidén y destefido

Solucion | Solucion de | Soluciéon de

Reactivo de tincion | decoloracién  decoloracion
(mL) rapida (mL) lenta (mL)
Acido a(.:etlco 10 30 30
glacial
Agua destilada 45 120 255
Metanol 45 150 15
Total 100 300 300

La tincion de los geles se realizd, colocando en un recipiente los geles de
poliacrilamida con solucion de tincidn en un volumen que permitié cubrir los geles.
Se dej6 bajo agitacion ligera durante 2 h y una vez concluido el tiempo de tincién,
se cubrié el gel tefiido con solucién de decoloracion rapida y se dejé agitando por
30 min. Posteriormente, se elimind la solucion de decoloracion rapida y se afiadié
un segundo volumen de ésta, hasta apreciar las primeras bandas. Finalmente, se
elimind la solucién de decoloracion rapida y se afiadio solucién decolorante lenta.
Se dej6 destifiendo a movimiento constante por lo menos 1 h, cambiando la solucién

por una nueva, hasta que las bandas de las proteinas fueron apreciadas.

Los pesos moleculares se estimaron a partir del uso de un marcador
correspondiente al concentrado de proteina de suero, con bandas de proteinas de

peso molecular conocido.

2.6 Determinacion de la actividad antioxidante de las fracciones

hidrolizadas

La actividad antioxidante, se determin0 usando el método descrito por Xiao et al.

(2014), para la eliminacion de radicales ABTS (acido 2,2’azinobis-(3-

etilbenztiazolina)-6-sulfénico), descrito a continuacion.
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Se prepard una solucion de ABTSe*, por la reaccion de una solucién acuosa 7 mM
de ABTS con una solucién acuosa 2.45 mM de K2S20s, llevada a cabo en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 16 h antes de su uso. La solucién de
ABTS-*, se diluy6 con etanol absoluto hasta obtener una absorbancia de 1.6 (+ 0.1)
a 750 nm (longitud de onda de maxima absorcion). Posteriormente, se hizo una

curva de calibracion del antioxidante de referencia (acido ascorbico).

Para la lectura de las muestras, se mezclaron 120 uL de muestra y se le afiadieron
5880 pL de solucion etandlica de ABTS+*, colocdndose en un bafio a 37 °C durante
5 min; después del tiempo transcurrido se midio la absorbancia a 750 nm usando
un espectrofotbmetro. Como blanco se utilizé 120 pL de etanol al 50% y 5880 uL de

la solucién etandlica de ABTSe,

La capacidad de eliminar el ABTS-", se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

Actividad de eliminacion del cation radical ABTS (%) = [M] x 100 (2.9)

Acontrol

Dénde:

Acontrol: Absorbancia del blanco sin muestra o acido ascorbico

Amuestra: Absorbancia en presencia de muestra o acido ascorbico

Los resultados de actividad antioxidante se expresaron en VCEAC (actividad
antioxidante equivalente a 4cido ascérbico como mg de &cido ascoérbico por litro de

muestra (mg/L).
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2.7 Encapsulamiento de fracciones activas

Las fracciones con mayor actividad antioxidante se encapsularon en matrices
compuestas de pectina-gelatina (PG) y pectina-colageno (PC) usando una relaciéon
de (0.1-0.5% p/v). Las fracciones (15% v/v con respecto al volumen total) se
dispersaron en las matrices compuestas; las muestras obtenidas se secaron a
40 °C y se pulverizaron, obteniéndose en cada caso, particulas sélidas cargadas de
fracciones con actividad biologica. Las particulas fueron identificadas como PG-T
(de la termolisina), PG-S (de B. Subtilis), PC-T (de la termolisina) y PC-S (de B.
Subtilis). Estas particulas fueron caracterizadas por la técnica de microscopia
electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés, Scanning Electron
Microscopy) y espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR, por sus
siglas en inglés, Fourier-Transform Infrared spectroscopy). La técnica de SEM se
utilizé con el fin de analizar la morfologia y distribucién de los materiales e identificar
la existencia de péptidos en las particulas (PG-T, PG-S, PC-T Y PC-S), mientras
qgue el objetivo de realizar un andlisis FT-IR fue de analizar los cambios en la
estructura quimica de los encapsulados con respecto a los materiales que la

componen.

2.8 Determinacion de la capacidad de liberacion del sistema de

encapsulamiento en condiciones gastrointestinales simuladas

Para determinar la capacidad de liberacién del sistema de encapsulamiento, las
particulas cargadas con fracciones activas fueron sometidas a una digestion
gastrointestinal in vitro de acuerdo con el método descrito por Alting et al. (1997)
con algunas modificaciones, el cual se describe a continuacion. Las fracciones
peptidicas (2 mL) de forma libre y encapsulada se incubaron con pepsina (0.06
mg/mL) en 10 mL de una solucién acuosa de pH=2 ajustada con HCl 10 N a 37 °C

y agitacion constante de 200 rpm durante 2 h, al término de este tiempo se tomaron
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2 alicuotas de 1 mL y fueron centrifugadas durante 15 min a 5000 rpm. El
sobrenadante fue analizado por espectrofotometria para determinar su actividad

antioxidante.

A la solucién restante (10 mL) se le agregd 0.05 mg/mL de tripsina y se ajusto a un
pH de 5 a 6 con NaHCO3 0.1 M y subsiguiente a un pH de 7.5 con NaOH 1 N a

37 °C y se mantuvo durante 2 h en agitacion suave (100 rpm).

Por ultimo, la reaccion se finalizo calentando las muestras durante 15 min a 85 °C
en un bafio de agua para inactivar la enzima y fueron centrifugadas durante 15 min
a 5000 rpm. Al sobrenadante restante se le midio la actividad antioxidante con el
método presentado en el apartado 2.6 en este documento.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacion del efluente lacteo

En la Figura 3.1, se presenta la imagen de una muestra del efluente analizado, el

cual es un liquido amarillento, turbio y con olor agradable. Los resultados obtenidos

de la caracterizacion de este liquido se muestran en la Tabla 3.1.

Figura 3.1. Efluente lacteo

Tabla 3.1 Resultados obtenidos en la caracterizacion del efluente lacteo

3 Efluente
Parametros .
lacteo
pH 6.06
Acidez (g/L acido lactico) 2.40
Calcio (g/L) 0.27
AzUcares reductores (g/L) 40.96
Sélidos totales (g/L) 125.30
Cenizas (%) 1.73
Proteinas (g/L) 11.67
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Tabla 3.2 Resultados reportados por diferentes autores, acerca de las caracteristicas de

suero lacteo

Autor Miranda Abaigar -I;;V;r C:![I(;jlas Romero Paertesles Alvarado
(2009) (2009) 2012) | 012 (2014) (2014) (2017)
Tipodesuero o o0 ga  sa ) SA SD  SA ) )
Parametros
pH 6.6 42 482 45 EY61E 482 67 45 582742 6.2
Acidez(@lL — (6e 030 445 7.8 4.45 0 1035 1.4-18 2.25
acido lactico)
Calcio (g/L) 053 051 12-14 064 025 028 048055 048
Azlcares
reductores 48.43 26 38.9 23.33
(g/L)
ElloSl el 717 55-65 717 51 86 62.7
(g/L)
Cenizas (%) 67 638 15.12 6.7 4 75  05-052 8.29
Proteinas (g/L) 9.6 94 21 712  12.13 21 37 | 33 6-10 10.18

SD Suero dulce. SA suero acido

Analizando los resultados obtenidos, en la Tabla 3.1 se observa que los valores
obtenidos para el efluente son similares a los reportados para suero lacteo (Tabla
3.2), lo que puede sugerir que el efluente analizado estd compuesto en su mayoria
por este componente, ademas el contenido de proteinas obtenido (11.67) que es de
gran interés, se encuentra en el rango de los datos publicados por Tovar et al.
(2012), Paredes et al. (2014) y Alvarado (2017).

En cuanto a los demas parametros analizados, el valor de pH obtenido es
ligeramente mayor a 6, por lo que el efluente se considera dentro de la clasificacion
de un suero dulce y sera analizado en base a ese criterio, el contenido de calcio
obtenido (0.27) se encuentra dentro del rango reportado en la literatura (0.25-0.64),
acercandose a los valores reportados por Romero (2014), el contenido de azucares
reductores (40.96) también se encuentran dentro de los rangos reportados (23.33-
48.43) al igual que los valores de cenizas (1.73) los cuales se encuentran cerca del
limite inferior (0.5-15.12) de los reportados por Paredes et al. (2014), por el contrario
el valor de sdlidos totales (125.3) se encuentran encima de los valores reportados
(51-62.7), lo que se atribuye a una elevada cantidad de materia organica en la

muestra, lo cual se ve reflejado en el parametro de cenizas.
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3.2 Recuperacion de proteinas del efluente lacteo por ultrafiltracion

Durante la separacion del efluente lacteo, a través del proceso de ultrafiltracion, se
obtuvieron dos corrientes de salida: un concentrado proteico y un permeado (Figura
3.2). El concentrado es un liquido amarillo-verdoso turbio, el cual contiene en mayor
proporcion moléculas de elevado peso molecular tales como proteinas, mientras
que el permeado es un liquido amarillo transparente, que contiene en su mayoria
lactosa, agua y sales, este ultimo no fue considerado en el estudio debido a que el

compuesto de interés son las proteinas.

Figura 3.2. Fraccionamiento del efluente lacteo. a) permeado, b) concentrado

3.2.1 Caracterizacion del concentrado proteico

Los parametros determinados en esta etapa se muestran en la Tabla 3.3.,

acompafnados de los valores del efluente inicial.

Tabla 3.3. Resultados de la caracterizacion del concentrado de proteinas

Efluente Concentrado

Parametros . .
lacteo proteico

pH 6.06 6.20

Acidez (g/L acido lactico) 2.40 2.61
Calcio (g/L) 0.27 0.24
Azlcares reductores (g/L) 40.96 23.95
Sélidos totales (g/L) 125.30 60.35
Cenizas (%) 1.73 0.65
Proteinas (g/L) 11.67 14.03
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Dentro de los parametros analizados en el concentrado, el parametro de mayor
interés son las proteinas, las cuales, se ven incrementadas como resultado del
proceso de ultrafiltracion; lo que convierte al efluente analizado en una fuente viable

para la recuperacion de proteinas.

En cuanto a los demas parametros, se observa que el valor de pH y acidez no
cambiaron significativamente en el concentrado; este comportamiento segun
Baldasso et al. (2011) indica que la solucion no fue degradada durante el tiempo de
experimentacion. También se muestra una disminucion considerable
(aproximadamente 50%) de los parametros de azucares reductores, solidos totales
y cenizas, lo cual se debe al proceso de ultrafiltracion al que fue sometido el efluente,
ya que estas membranas tienen alta permeabilidad para sales monovalentes (por
ejemplo, NaCl, KCI) y compuestos organicos de bajo peso molecular, y muy baja
permeabilidad para los compuestos organicos de peso molecular superior (Pan et
al., 2011).

Entre las investigaciones realizadas acerca de la concentracién de proteinas, se
encuentra el trabajo de Baldasso et al. (2011), quienes concentraron y purificaron
proteinas de suero utilizando ultrafiltracion (UF) en asociacion con diafiltracion
discontinua (DF), los resultados que obtuvieron mostraron que el proceso de UF es
adecuado para la produccion de concentrados proteicos, obteniendo un
concentrado de proteina superior al 70% en peso (base seca), con porcentajes de
cenizas cercanos a cero al final de la UF, mostrando que casi toda la ceniza fue

eliminada del concentrado de proteina.

Palatnik et al. (2015), investigaron la recuperacion de proteinas del suero de queso
caprino, utilizando procesos de membrana que incluyen microfiltracion vy
ultrafiltracién tangencial para purificar y concentrar la solucién de proteina,
alcanzando una concentracion de proteina de 91.4 g/100 g, convirtiendo estos

efluentes en ingredientes de valor agregado para la industria alimenticia.
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Das et al. (2016) mostraron que el proceso de UF es adecuado para la produccion
de concentrados de proteina a partir de efluentes lacteos residuales; obteniendo un
concentrado de proteina superior al 70% en peso (base seca).

3.2.2 Determinacion del rendimiento de la UF en el concentrado de

proteinas

La cantidad de componentes iniciales del suero lacteo se pueden comparar con los
obtenidos en el concentrado de proteinas a través del calculo del rendimiento de los
parametros fisicoquimicos reportados.

Los resultados de la Tabla 3.4 muestran la eficiencia en la concentracion de los
componentes del efluente después de haber sido sometido al proceso de UF, los
cuales indican que se obtuvo un rendimiento considerable, para el caso de las
proteinas como componente de interés, ya que se determind que aproximadamente
el 60% de éstas, fueron retenidas por la membrana utilizada. Otros componentes
como el calcio y acidez mostraron rendimientos menores ya que son particulas de
pesos moleculares menores que fueron separadas en la fraccidén del permeado. En

la Figura 3.3 se observa el rendimiento obtenido para cada parametro evaluado.

Tabla 3.4. Resultados del rendimiento del concentrado de proteinas

Efluente  Concentrado Rendimiento del

Parametros L 4cteo proteico concentrado

proteico (%)
Calcio (g/L) 0.272 0.242 44.485

Azlcares

reductores(g/L) 40.96 23.9493 29.235
Solidos totales (g/L) 125.3 60.35 24.082
Ceniza (%) 1.7326 0.6482 18.706
Proteinas (g/L) 11.6671 14.0250 60.105
Acidez (g/L) 2.4 2.6048 54.260
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Figura 3.3. Rendimiento de la ultrafiltracién en el concentrado proteico

De los resultados obtenidos, se observa que el porcentaje de rendimiento de
proteinas en el concentrado se encuentra dentro de los valores reportados en la
literatura que abarcan rangos de 35-80%, siendo mas cercanos a los reportados por
Tovar et al. (2012) y Muiii et al. (2005). Algunas de las investigaciones realizadas,

se muestran a continuacion.

Mufi et al. (2005) reportan el rendimiento en la concentracion de proteina de
lactosuero con una planta mévil de ultrafiltracién/nanofiltracién, donde el maximo
rendimiento de retencidn de proteina en el proceso de ultrafiltracion se obtuvo a la
presion de 487.46 KPa y fue de 71.60%, logrando un alto grado de fraccionamiento
del lactosuero que puede verificarse con los valores de proteina obtenidos en el

proceso de ultrafiltracion y de lactosa en el proceso de nanofiltracion.

Muro et al. (2010) destacan la influencia de la temperatura en la ultrafiltracion para
retener las proteinas, alcanzando el 80% de rendimiento con una membrana de 15
KDa operando a 2.4 L/ha 30°Cy 1.5 bar.

Baldasso et al. (2011), encontraron que, mediante el uso de suero dulce, se puede
alcanzar aproximadamente un 42 y 35% de rendimiento de proteina a una

temperatura de 50 °C, en una membrana de 10 kDa.

48



RESULTADOS

Tovar et al. (2012), reportaron el 53% de rendimiento en el proceso de UF para el
concentrado de proteinas de suero lacteo dulce utilizando una membrana ceramica

de 15 kDa y 1.5 bar de presion.

3.3 Hidrdlisis de proteinas de suero lacteo utilizando Bacillus subtilis,

Termolisinay Proteinasa

En este apartado se muestran los resultados obtenidos de la hidrélisis del
concentrado de proteina de suero por métodos enzimaticos, expresados en grado
de hidrolisis (GH).

N
o ©o

—e— B. Subtilis

o))
o

—o Termolisina

Ul
o

Proteinasa

8

Grado de Hidrélisi (%)
N
o

o
AN

0 2 4 6 8
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Figura 3.4. Grado de hidrdlisis obtenido por los diferentes medios enzimaticos

En la Figura 3.4 se muestra el GH obtenido por B. subtilis, termolisina, y proteinasa
en funcion del tiempo, que en términos generales puede entenderse como una
cinética la cual esté influenciada por la concentracion del sustrato. Analizando cada
uno de los medios enzimaticos utilizados se observa que la termolisina mostro la

mayor velocidad de reaccion, manteniendo un comportamiento lineal durante las

49



RESULTADOS

primeras 4 h y posteriormente existe un decaimiento de la linealidad, alcanzando un

valor maximo de GH de 97 % a las 6 h.

Para el caso del B. subtilis se observa que éste tiene una velocidad de reaccion
menor a la termolisina y un comportamiento lineal durante las primeras 6 h, donde
posteriormente existe una disminucion de su velocidad sin alcanzar su valor maximo
de GH a las 8 h, debido al comportamiento de una cinética enzimatica se espera
gue el aumento que exista sea ligeramente mayor haciendo innecesario aumentar
el tiempo de hidrdlisis. Finalmente, la proteinasa present6 la velocidad de reaccion
mas baja e inicialmente requirié de 2 h para presentar un comportamiento lineal que
mantiene hasta las 6 h, posterior a eso su velocidad decae, alcanzando un maximo

valor de GH de 59% a las 8 h, siendo el valor mas bajo obtenido.

De lo anterior se puede decir que los tres medios utilizados, siguen el
comportamiento de una cinética enzimatica, la cual muestra un aumento lineal al
inicio de la reaccién el cual disminuira a cero a medida que se termina el sustrato
manteniendo un valor constante o ligeramente menor de GH, siendo innecesario
usar tiempos de hidrolisis mayores. Debido a estos resultados se seleccionan los
hidrolizados obtenidos a las 6 h por B. subtilis y Termolisina para analisis

posteriores.

Algunas de las investigaciones realizadas sobre hidroélisis, se han hecho a tiempos
de degradacién menores, sin embargo, los resultados son semejantes a los
reportados, tal es el caso de Harriman et al. (2013), quienes encontraron un 47% de
hidrolisis en concentrados de proteina de suero lacteo durante 5 h con Aspergillus
Sojae y Bacillus licheniformis. Alvarado (2017) llevé a cabo la hidrolisis de un
concentrado de proteina de suero con B subtilis libre y encapsulado obteniendo
valores de 70% de GH a las 8 h y un valor maximo de porcentaje de hidrélisis de

85% a las 24 h con B. subtilis libre y de 83% con B. subtilis encapsulado.

Spellman et al. (2003) obtuvieron un grado de hidrdélisis de 20% con la enzima
Debitrasa HYW20, en un periodo de incubacién de 6 h, en suero de leche y de 15%

con Alcalasa en el mismo tiempo de incubacion.
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3.4 Fraccionamiento de los hidrolizados con una membrana de

Nanofiltracion

En la Figura 3.5, se muestran los productos obtenidos del fraccionamiento del
hidrolizado mediante una membrana de nanofiltracion, la cual dio como resultado
fracciones >3 kDa (liquido semitransparente, ligeramente amarillo cuya composicion
€S mayor en proteinas y menor en lactosa, agua y sales) y fracciones < 3 kDa
(liquido transparente e incoloro cuya composicion es mayor en lactosa agua y sales

y menor en proteinas).

—

Fracciones > 3 KDa Fracciones < 3 KDa

Figura 3.5. Fracciones del hidrolizado

3.5 Determinacién de los pesos moleculares de las fracciones

hidrolizadas

En este apartado se presentan los resultados del analisis de electroforesis para las
fracciones > 3 kDa provenientes de hidrolizados de 2, 4, 6, 8 y 24 h por termolisina
y B. subtilis. La Figura 3.6 muestra el diagrama de electroforesis obtenido en el cual
se observa el marcador correspondiente al concentrado proteico (3.6a) con pesos
moleculares conocidos, donde se pueden apreciar las principales bandas de las
proteinas de suero lacteo, entre las cuales se encuentran la inmunoglobulina (1g),
lactoferrina (Lf), albumina de suero bovino (BSA) y en mayor proporcion la B-
lactoglobulina (B-Lg) y a-lactoalbumina (a-La). Este marcador se utilizé para la

estimacion de los pesos moleculares de las proteinas encontradas en las muestras.

51



RESULTADOS

kDa
250 —

130 —
76

56

36 —
28—

k¥ W
M 2C 4C 6C 8C 24C 2C 4C 6C 8C 24C

a) b) c)

Figura 3.6. Resultados de Electroforesis SDS-PAGE. a) bandas caracteristicas de las
proteinas de suero lacteo presentes en el concentrado proteico, b) fracciones de
hidrolizado > 3 kDa obtenidas con termolisina y c) fracciones de hidrolizado > 3 kDa

obtenidas con B. subtilis para 2, 4, 6, 8 y 24 h de hidrdlisis

La Figura 3.6b muestra las fracciones de hidrolizado > 3 kDa obtenidas con
termolisina durante 24 h de hidrélisis, donde se observa una degradacion de las
proteinas de mayor peso molecular, obteniéndose fracciones <17 KDa que a
medida que transcurre el tiempo de hidrdlisis, se van haciendo mas tenues, lo que
indica la degradacién de éstas en fragmentos de menor tamafo, también puede
apreciarse una banda ligera de las 6 a las 24 h correspondiente a fracciones de 28
kDa. En la Figura 3.6¢, se muestran las fracciones de hidrolizado > 3 kDa obtenidas
con B. Subtilis las cuales muestran que de las 2 a las 24 h se degradaron las
proteinas de mayor peso molecular, observandose residuos de la B-Lg y la a-La

durante las primeras 4 h, encontrandose en mayor cantidad fracciones < 17 kDa.

Estos resultados comprueban que por ambos medios existio una hidrolisis
adecuada del concentrado de proteina. Debido a las limitaciones de los geles
utilizados no fue posible distinguir las fracciones < 3 KDa, sin embargo, se sabe que

se encuentran presentes debido al rango de proteinas obtenido.
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3.6 Determinacion de la actividad biologica de las fracciones

hidrolizadas

Los resultados correspondientes a la actividad antioxidante (AA) obtenida por las
fracciones < 3 KDa, se muestran en este apartado, para ello se realizé una curva
de calibracion del 4cido ascorbico (Figura 3.7), en la cual se grafic la absorbancia
en funcién de la concentracion y se utiliz6 como referencia para determinar la
actividad antioxidante de las muestras. La actividad antioxidante se expresé en
VCEAC (actividad antioxidante equivalente a acido ascérbico) como mg de acido

ascorbico por mL de muestra.

1.8
1.6
14
1.2

1
0.8

Absorbancia

0.6

0.4 y =-0.2626x + 1.652
R*=0.983
0.2

0
0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4 4.5

Concentracion de acido ascérbico (mg/mL)

Figura 3.7. Curva de calibracion de acido ascorbico para determinar la actividad

antioxidante

Los resultados obtenidos de este andlisis se describen en la Tabla 3.5 para las
fracciones < 3 KDa obtenidas por B. subtilis y termolisina durante el proceso de

hidrolisis.
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Tabla 3.5. Actividad antioxidante expresada en VCEAC de las fracciones < 3 KDa
obtenidas con B. subtilis (50 °C y pH de 7) y termolisina (70 °C y pH de 8)

B. SUBTILIS TERMOLISINA
. GH AA Fraccién < AA Fraccién <
Tiempo (%) 3 KDa (mg/mL) GH (%) 3 KDa (mg/mL)

0 0 1.6 0 1.6

2 30 1.9 40 15

4 53 1.8 84 3.0

6 71 2.9 97 3.2

8 87 1.6 88 2.7

En la Tabla 3.5 se puede observar que a las 6 h se obtienen los mayores valores de
actividad antioxidante, siendo de 3.2 mg/mL para la termolisina y 2.9 mg/mL para el
B. subtilis, por lo que las fracciones obtenidas a este tiempo seran las seleccionadas
para su encapsulamiento debido a que proporcionan valores de actividad

aceptables en un menor tiempo.

Los valores de AA obtenidos son resultado de la formacion de secuencias peptidicas
de menor tamafio causadas por la hidrélisis de las proteinas de origen, a estas
fracciones se les atribuye una mayor actividad biolégica, sin embargo, no solo el
tamafio de éstas determinara su actividad sino también la secuencia de

aminoacidos que forman.

Los resultados obtenidos con B. subtilis muestran que un mayor grado de hidrdélisis,
no siempre esta relacionado con una mayor AA, ya que sus fracciones alcanzan un
valor maximo de actividad a las 6 h y no a las 8 h, esto puede deberse a que un
mayor grado de hidrélisis implica una protedlisis extensiva de las proteinas, lo que
resulta en la formacidbn de aminoéacidos libres que no son efectivos como
antioxidantes (Smaranayaka & Li-Chan, 2011; Sarmadi & Ismail, 2010). Este
comportamiento también lo observaron Kamau y Lu (2011) con la enzima tripsina al
investigar la relacion entre el GH y la actividad antioxidante por el método DPPH

(1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), concluyendo que no hubo correlacion entre ambos.
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El B. subtilis, al ser una bacteria acido lactica produce varias enzimas, entre ellas:
neutrasa, subtilisina y corolasa, que actian a diferentes condiciones éptimas y
tienen diferente especificidad, por lo que liberan péptidos de diversos tamafios y
secuencia de aminoacidos, lo que podria ser una desventaja ya que, para ciertas
secuencias de aminoacidos, la presencia de otros aminoacidos puede conducir a
efectos antagonistas entre ellos, reduciendo su propia actividad de eliminacion de

radicales (Hernandez et al., 2005).

En el caso de la termolisina, se observa que alas 6 h las fracciones < 3 kDa obtienen
el mayor grado de hidrdlisis (97%), con un valor de AA de 3.2 mg/mL, estos
resultados ligeramente superiores a los de B subtilis se relacionan con la
especificidad que tiene la termolisina ya que ésta hidroliza los enlaces proteicos en
el lado N-terminal de los residuos de aminoéacidos hidrofébicos, con una division
preferencial como la siguiente: X- (sitio de division)-Y-Z, donde:

X = Cualquier amino&cido
Y = Leucina (Leu), fenilalanina (Phe), isoleucina (lle), valina (Val), metionina (Met),
alanina (Ala)

Z = Cualquier aminoéacido que no sea prolina (Pro)

La division N-terminal a Leu es preferida sobre la divisién N-terminal a Phe, que a

su vez es preferido sobre la division N-terminal a los otros aminoacidos.

De lo anterior se observa que la actividad antioxidante obtenida en las fracciones
de hidrolizados dependera de la especificidad de la enzima utilizada para hidrolizar
ciertos enlaces proteicos. Autores como Gallegos et al. (2013), reportan que la
mayor actividad de los péptidos comparada con la de los aminoacidos libres se debe
a las propiedades fisicoquimicas conferidas por sus secuencias, asi para que un
péptido tenga actividad antioxidante debera incluir en su estructura restos de
aminoacidos hidrofébicos como valina o leucina en el amino terminal, asi como
prolina, histidina, tirosina, triptéfano, metionina y cisteina en sus secuencias. Otros

autores como Saito et al. (2003) encontraron que los tripéptidos que contienen
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residuos de triptéfano o tirosina en el carbono terminal presentan una fuerte

actividad de captacion de radicales libres

Hernandez et al. (2005) investigaron la actividad antioxidante de hidrolizados de
proteinas de suero bovino a partir de las dos proteinas principales del suero, a-
lactoalbumina (a-La) y B-lactoglobulina (3-Lg), encontrando que la Termolisina y la
Corolasa PP fueron las enzimas mas adecuadas para obtener hidrolizados
antioxidantes. Otros autores que han estudiado la capacidad de obtener
hidrolizados con actividad antioxidante usando termolisina son Contreras et al.
(2011), quienes reportan que los hidrolizados de concentrado de proteina de suero
obtenidos con termolisina muestran una potente actividad de eliminacion de
radicales, obteniendo la mayor actividad antioxidante (2.57 mmol Trolox/mg
proteina) en un concentrado de proteina de suero después de 8 h de hidrdlisis a 80
°C y una relacién enzima/sustrato de 0.10 (p/p).

3.7 Encapsulamiento de fracciones activas

Las fracciones obtenidas con mayor actividad fueron encapsuladas en un sistema

polimérico compuesto. Los encapsulados obtenidos se muestran en la Figura 3.8.

Figura 3.8 Fracciones activas encapsuladas a) PG-T, b) PC-T, c¢) PG-S, d) PC-S

Las técnicas SEM y FT-IR permiten analizar las caracteristicas de las particulas
cargadas PC-T, PC-S, PG-T y PG-S. La técnica de SEM se utilizé con el fin de
analizar la morfologia de los materiales y poder identificar la presencia de péptidos

en las particulas. La Figura 3.9 muestra micrografias de las particulas obtenidas, en
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ellas se observa una superficie homogénea con presencia de péptidos de suero,
que corresponden a los puntos o depdsitos blancos, mostrando un mayor contenido
en PC-T, PC-S y PG-S, revelando una gran capacidad de éstos para atrapar
péptidos. Estos resultados se deben a la heterogeneidad estructural de las mezclas

de péptidos del material y las fracciones peptidicas.

BES 20kV WD10mm x500 50um =———  BES 20kV WD10mm

BES 20kV WD10mm X500 BES 20kV WD10mm X500  50um

Figura 3.9 Imagenes SEM de particulas cargadas a 500x. a) PC-T, b) PC-S, ¢) PG-Ty
d) PG-S
Los espectros FT-IR de las particulas cargadas se muestra en la Figura 3.10, en
ellos se muestran las bandas principales de los materiales de encapsulamiento,

junto con las bandas de las fracciones encapsuladas.
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Figura 3.10 Espectros FT-IR de los encapsulados con particulas cargadas de fracciones
activas, a) PG-T, b) PG-S, ¢) PC-T, d) PC-S

El espectro de la gelatina y el colageno al ser compuestos de estructuras quimicas

similares, muestran espectros FTIR parecidos, para el caso de la gelatina, se
observan sus bandas caracteristicas a 3300 cm™ (N-H), 3285 cm™ (O-H), 1634
cm™ (Amida I), 1540 cm™ (Amida Il), 1448 cm™ (anillos pirrolidinicos) y 1234 cm™
(Amida Il1). Para el caso del colageno sus bandas caracteristicas se encuentran a
3300 cm™ (N-H), 3278 cm™ (OH), 1634 cm™ (Amida I), 1536 cm™ (Amida Il), 1448

(anillos pirrolidinicos) y 1242 cm™ (Amida IIl). La pectina en cambio presenta
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bandas caracteristicas a 3246 cm™ (O-H), 1728 cm™ (C=0), 1611 cm™ (C=0),
1428-1330 cm™ (C—O—H) y 1300-1000 cm™ (C-O).

Por otro lado, dada la naturaleza proteica de los encapsulados (PC-T, PC-S, PG-T
y PG-S), su espectro mostrdé bandas similares a la gelatina y el colageno, aunque
centradas en numeros de onda ligeramente diferentes y en algunos casos se
presentd una superposicion de las bandas espectrales en las regiones de la amina
I (3300), amida | (1625-1645) y amida Il (1530-1550), mostrando un ligero
ensanchamiento y disminucién de la intensidad de los picos, lo que se atribuye a las
interacciones entre los péptidos de las fracciones y las matrices de encapsulamiento
(Gomez et. al, 2016). Por otro lado algunas de las bandas que se encuentran en la
region entre 1740-1730 cm* (C=0) correspondientes a los grupos carboxilo de la
pectina se ven cubiertas por otras las bandas mas intensas cercanas a ellas, en
este caso las de la region de 1625-1645 cm™ que también corresponde al grupo
(C=0) lo que indica que hubo una superposicion de las bandas, debida a la

contribucion de los materiales presentes.

Otra banda caracteristica de la pectina, que disminuye su intensidad en los
espectros FT-IR de las muestras es la que se localiza a 1010 cm™ correspondiente
al enlace C-O, la cual, a pesar de disminuir su tamafio, sigue presente en la region
de 1300-1000.

La informacion proporcionada por el andlisis FT-IR mostrd que existen interacciones
entre los péptidos del hidrolizado y las matrices de encapsulamiento durante el
proceso de encapsulacion, como se infiere. a partir de los cambios espectrales en
las bandas del encapsulado, resultados que coinciden con la investigacion

desarrollada por Gomez et al. (2016).
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3.8 Determinacion de la capacidad de liberacion del sistema de

encapsulamiento en simulacion de condiciones gastrointestinales.

Enla Tabla 3.6, se exponen los datos obtenidos en mg/mL de actividad antioxidante
(AA) de péptidos liberados por las particulas PC-T, PC-P, PG-T y PG-P no digeridas
y digeridas, péptidos libres de termolisina (FT) y péptidos libres de proteinasa (FP),
ya que estas muestras se utilizaron como control de ensayo y las matrices de

encapsulamiento sin fracciones peptidicas.

Tabla 3.6. Actividad antioxidante (mg/mL) obtenida en particulas cargadas digeridas, no
digeridas y péptidos libres

AA de
muestras no AA AA
Muestra digeridas (Digestién (Digestidn
(mg/mL) géastrica) gastrointestinal)
FT 3.151 1.378 1.992
FS 2.930 0.468 0.929
PC-T 1.135 1.614 1.966
PC-S 1.350 1.787 2.226
PG-T 0.493 0.541 1.4656
PG-S 0.473 0.662 1.479
PC 0.715 0.265 1.928
PG 0.243 0.084 2.416

En la columna final, se expresan los valores de AA, de las fracciones libres (FT y
FS), fracciones encapsuladas (PC-T, PC-S, PG-T y PG-S) y materiales de
encapsulamiento (PC y PG). En los datos presentados para las fracciones
encapsuladas, se realizé un ajuste a los valores finales, en los cuales, no se toma
en cuenta el valor de la matriz de encapsulamiento, esto con el fin de ver el

comportamiento de las fracciones, sin la contribucién de los materiales

La capacidad de liberacién de los sistemas de encapsulamiento se evalu6 en base

a los valores de actividad antioxidante, medidos en mg/mL obtenidos en cada etapa
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de la simulacion in vitro, mostrando que, durante la etapa final de la simulacion, las
fracciones libres reducen su AA inicial, siendo de 3.151 a 1.992 para el caso de la
termolisina y de 2.930 a 0.929 para las obtenidas con B. subtilis, en ambos casos
se observa que la AA de las fracciones libres, fue afectada por la agresividad de las
condiciones gastricas (pH, enzimas), siendo las obtenidas con B. subtilis las que

tuvieron una disminucion mayor de sus valores de AA.

Por el contrario, las fracciones encapsuladas (PC-T, PC-S, PG-T, PG-S) mostraron
un comportamiento distinto; para verificar que el encapsulamiento de los péptidos
activos, con los materiales propuestos, presenté alguna ventaja contra aquellos que
se utilizaron de forma libre, se comparo los valores de las fracciones libres con las
fracciones encapsuladas sin tomar en cuenta el valor de AA que afiade el material,
lo que muestra que las fracciones encapsuladas PCS y PGS, permiten mantener
valores de actividad mayores que su contraparte no inmovilizada, las cuales pierden
gran parte de su AA. Por otro lado, se observa que las fracciones PCT y PGT, no
aportan ninguna proteccion ya que mantienen los valores de actividad que tendrian
las fracciones libres de termolisina. Lo anterior puede atribuirse a interacciones
entre los diferentes péptidos producidos por la degradacién de los materiales y
aguellos que se encuentran en las fracciones libres, siendo los de B. Subtilis los que
ademas de mantener su actividad, logran una mejor adaptacion con el material y su

estructura, logrando con ello un aumento en su AA.

Estos resultados son consistentes con las investigaciones de Korhonen & Pihlanto
(2006); Vioque et al. (2006) y Sarmadi et al. (2010) quienes mencionan que
independientemente de la presencia de aminoacidos tales como prolina, cisteina,
histidina, lisina, triptéfano, tirosina y metionina, caracteristicos de péptidos
antioxidantes, la secuencia que presenten es la que delimita la actividad
antioxidante, siendo la secuencia Pro-His-His la que hasta el momento ha

presentado la mayor actividad.

Otra observacion importante es que en las fracciones peptidicas encapsuladas (PC

y PG), el material de encapsulamiento utilizado influy6 en los valores de AA
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obtenidos y no la fuente de obtencion de las fracciones, lo cual se verifica en cada
una de las etapas de la simulacion, donde, para todas ellas, los valores entre las
fracciones de PC seran muy similares, siendo el mismo caso para las fracciones de
PG, lo cual puede deberse a las semejanzas en la composicion de la gelatina y el

colageno.

De lo anterior puede concluirse que en el encapsulamiento de fracciones peptidicas,
no solo es importante considerar los materiales encapsulantes, sino también las
secuencias peptidicas que forman ya que al ser sometidas a una simulacion
gastrointestinal in vitro, sufren cambios en su estructura, interactuando
guimicamente con las fracciones peptidicas de los materiales utilizados (en el caso
de ser proteinas), lo que formara nuevas secuencias peptidicas de diferentes
tamafios con mayor o menor bioactividad (Erdmann et al., 2008; Korhonen &
Pihlanto 2006; Vioque et al., 2006 y Sarmadi et al., 2010).

Autores como Erdmann et al. (2008) llegaron a la conclusion de que la
biofuncionalidad de los péptidos bioactivos depende de sus propiedades
estructurales; asi los péptidos de cadena larga (10-51 aminoacidos) pueden ser
absorbidos intactos a través del intestino y producir alguno de los efectos
fisiologicos, disminuyendo su potencia entre mas grande sea la longitud de la
cadena; a diferencia de los péptidos cortos (2-3 aminoacidos), los cuales son

absorbidos mas rapidamente que los aminoacidos libres.

En cuanto a los materiales de encapsulamiento utilizados, se sabe que el coladgeno
y la gelatina también han demostrado ser una buena fuente de péptidos, exhibiendo
numerosas bioactividades como: actividad antioxidante, antihipertensiva/inhibidora
de la ECA (enzima convertidora de angiotensina), antimicrobiana, capacidad de
unién a minerales, efecto reductor de lipidos, actividad inmunomoduladora entre
otras (Hou et al., 2009; Guillén et al., 2010; Zhang et al., 2010), sin embargo no han

sido tan ampliamente estudiados como otras fuentes proteicas.

Mohan et al. (2015) menciona que una matriz basada en proteinas es un sistema

beneficioso para la nutricion, pues tiene propiedades funcionales, tales como
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capacidad de formacion de geles, emulsificacion y solubilidad; sin embargo, el
encapsulamiento de wuna sustancia de nucleo bioactivo con un material
quimicamente similar es un desafio debido a la similitud estructural, ya que el
material con el que se encapsula enfrentara problemas de inestabilidad similares al
compuesto bioactivo. Debido a esto los polisacaridos se pueden combinar con
proteinas para proporcionar estabilidad estructural al encapsulado. Algunos
estudios que demuestran la eficiencia del uso de sistemas poliméricos proteina-
polisacarido, son los realizados por He et al. (2016); Li (1998); Li et al. (2015)
quienes han demostrado que las proteinas, los péptidos o los hidrolizados de
proteinas, pueden ser liberados efectivamente a partir de gelatina y estructuras de

encapsulacion basadas en quitosano, en sistemas acuosos.

Tamm et al. (2016) evaluaron las propiedades funcionales y antioxidantes de un
hidrolizado de proteina de suero-complejo de pectina en emulsiones, observando
que los complejos interfaciales de B-Lg/pectina pueden reducir la formacion de
hidroperoxidos en el aceite de pescado microencapsulado mediante secado por
pulverizacion, con eficiencias de encapsulacion de = 95.2%. por lo que las
emulsiones bicapa que contienen dos biopolimeros con carga opuesta (pectina 'y B-
Lg) son sistemas potenciales para estabilizar quimica y fisicamente los ingredientes

lip6filos sensibles.
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La caracterizacion del efluente analizado mostré que éste se encuentra compuesto
en mayor proporcién por suero lacteo con un pH que lo coloca dentro de la
clasificacion de suero dulce y un contenido de proteinas que lo convierte en una
fuente potencial para la recuperacion de éstas. En cuanto a sus demas parametros
(acidez, calcio, azucares reductores y cenizas) se observa que todos los valores
obtenidos del efluente se encuentran dentro de los rangos reportados por los
autores con excepcion del de sdlidos totales, lo que se atribuye a la elevada carga
organica presente en el efluente y se ve reflejado en la disminucién del porcentaje

de cenizas.

Los rendimientos obtenidos durante el proceso de ultrafiltracion muestran la
eficiencia de los procesos de membrana en la recuperacion de proteinas, logrando
un incremento de éstas en el concentrado de 11.67 a 14.03 con un rendimiento del
60% Yy una disminucion significativa de la concentracion de sus componentes de

menor peso molecular

Como resultado de la hidrdlisis del concentrado de proteina se encontré que el
tiempo adecuado para que ésta se lleve a cabo fue a las 6 h ya que a este tiempo
se obtuvieron valores significativos de GH, 96 % para la termolisina 'y 71 % para el

B. subtilis, descartandose el uso de la proteinasa.

La determinacion de la actividad antioxidante mostré que a las 6 h las fracciones de
hidrolizado obtuvieron los mayores valores de AA por ambos medios, lo que se debe
a la formacion de fracciones de menor tamafio con secuencias especificas que se
relacionan con una mayor actividad, esto se ve confirmado por la determinacion de
los pesos moleculares, donde se observé la presencia de fracciones de menor

tamano.

El valor mayor de actividad obtenido por la termolisina se debe a la especificidad
que tiene para hidrolizar ciertos enlaces proteicos, generando péptidos con residuos

de aminoacidos hidrofobicos como Val o Leu, asi como Met en su secuencia; los
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cuales se relacionan con la generacion de péptidos antioxidantes. El B. subtilis por
el contrario al ser una bacteria proteolitica, libera distintos tipos de enzimas con
diferente especificidad, sin embargo, esto no limita su capacidad para formar
productos antioxidantes, por lo que ambos medios resultan adecuados en la
formacion de fracciones con actividad bioldgica.

La simulacién gastrointestinal de los péptidos libres obtenidos con termolisina (FT)
y B. Subtilis (FS) mostré una disminucion considerable de su AA que se atribuye a
una hidrdlisis extensiva de las proteinas durante el proceso de digestion, lo que lleva
a la formacion de fracciones con secuencias de aminoacidos de menor actividad o

bien a la formacion de aminoacidos libres que no son efectivos como antioxidantes.

Por el contrario, las fracciones encapsuladas (PC-T, PC-S, PG-T, PG-S) mostraron
un comportamiento distinto, para el caso de las fracciones PC-S y PG-S, se observo
gue ambos encapsulados aumentaron su AA al final de la simulacién con respecto
a su contraparte no inmovilizada, mientras que las fracciones encapsuladas PC-T y
PG-T, mantuvieron o disminuyeron su AA con respecto a las fracciones libres, por

lo que el encapsulamiento para éstas, no represento alguna proteccién o beneficio.

La diferencia de resultados entre las fracciones encapsuladas que aumentaron su
actividad y aquellas que la disminuyeron se debe a que durante el encapsulamiento
de éstas y su digestion, la estructura de las fracciones peptidicas se vio modificada
por interacciones quimicas entre las fracciones peptidicas encapsuladas y los
materiales de encapsulamiento, formando nuevas secuencias como lo describen los
autores (Hernandez et al., 2005; Gémez et al., 2016), siendo las obtenidas con B.
Subtilis aquellas que favorecen la formaciéon de péptidos con secuencias de

aminoacidos con mayor AA.

De lo anterior puede decirse que el trabajo de investigacion realizado cumplié con
el objetivo de obtener encapsulados de fracciones activas a partir de hidrolizados
de proteinas de suero, provenientes de efluentes de la industria lactea, siendo PCS
y PGS, aquellos que lograron mantener o aumentar su actividad en comparaciéon

con las fracciones libres.
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Encapsulation of active fractions of whey proteins
with antioxidant potential in pectin-collagen and
pectin-gelatin microparticles

Jazmin Castillo Sensbria’, Claudia Fossrio Muro Urista'", Foss Elena Ortega Aguilar |, Tavier
Tlescas', Marta del Canmen Dhisz Mava', Guillenmo Carbajal Franco'

! Ternolasioe Nacone) da Mexco Tsatere Tecnodosice de Toduca, Divsian de Esndios de Posterade o
Tretisaciin M

The aim of the present ressarch maEs 0 evalnafe peron-gelagpne and pecin-collsgen
pofvmerte conpounds 35 ancapsnplaans and ralagone nrricas fir nhay acote paptides prth
antosodany propertes. Actve pepodes mers obfzimed by bvdrofvsis of ndey profeims nigh
thermniysin and profeingse apmumes Fom B spbalis. The hydrolysares pers Facoonad amd
Mﬂpfﬂﬁmﬁpﬁ@mmﬁmtﬂubﬁm;ﬂmc&s loadad nrth acoive mbey
pepties. The composie particles were sanalysed by SEM and IR rechnaguas. In sdditon, thay
mere el fested under sinmlafed sasic copdidons fo evaluare the encapsulafon effigency
and delivarine poRer of the copposie omtagals The resulrs showed that both epcapsudzion
partcles were epcadlant suppores, because they retamed fo-the papades sndg merntsimed dheir
antroagdant footany dierims the sinedafed masiic process (120 meEn) Howerer, the pectin
Salsfine parficles pere dipesfed Serer than those of pecon-collsgen The papmdas fope
encapstieied I pecin-gelygne were refeased nithin this gme, showing ap oumemenr o dhe-
antioogdant acatry Peptides Fonr selanne profein mere 2l relegsed by the gasimic enmmes
and tes also they coptribened fo the apronodans @ cotsy; in addiion fo the abey pepoides.

1, INTRODUCTION

Since decades, many researchers have fooused on the stody of whey profeins
and its-their derived peptides, becanse they are considered bicactive molecules with
specific bealth benefits. Dme to their fumctional and therapentic properties. there are
several reports in the literature oo the actvity of peptides in anims]l model] systems, such
as antihypertencive activity, immmmomodulatory, antthrombotic and antibactertal
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actvity, which are of gZreat interest fo the pharmacenfical food and cosmefic aress-
indusiries [11].

In this perspective, bicactve pepides have mainly been incorporated as
inpredients in funcdonal foods, mufraceuticals, and they are currently also stodisd as
phammaceutical molscules to assist n the control and prevention of dizeases [2].
Hoarever, semm moleonles are considersd complex substances, as they are suscepiible o
diagradation and instability. In particular, it has been demonstoated, that when they are
oral delvermg, their mstability is imcressed and they are depraded by the gastric
enrymes; thns, these molecnles reach the gastrointestinal tract without activity, and
consequently, the effects im the body are null Accordmgly, warons enhsncernenis
sirategies have been studisd as altematives to incresse their stability and oral

The encapsulation of actve moleculss i= an opfon fo retained activiny in
profective on systems to safegmard them from the gasimic enrymes atiack, conimol their
Telease rate and ensure their benefits to health. The materiale most widely studied for the
release of actve substances and the protection of unstable therspeutic agents ame
biopolymers; they are utilized either alone or combined [2, 3]. However, few stadies
heave besn carmed ouwt on their applicatdon in the encapsulation of whey moleonles with
biological actmvity [4, 5].

The objectve of this work was to evaluate polymeric composite materials basad
on pectin-galatine and pectin-collagen as encapsalation mammices for fracdons with
antoxidant actvity obtained from whey protein pdrolyvsates, and their release in a

2 EXPERIMENTAL DETATLS

21 ogtein hvdrolveis and fractionation af b ie produocis

Bovine cheese whey was supplied by a dairy industry from Mewce, The whey
zamples were previously degressed and filtered Samples of 250 ml of whey were
conceniated by wlmafloation processes (UF), to cobimin whey protein coacenirate
(WPC). UF was performed by cross-flow polymernic membranes (15 kEDa out-pff and
0L020 m? effective mernbrane areas). The inlet and outlet pressures were adjusted and
conmolled to 0.5 bar and 0.8 bar respectively, reduocing the original sample volome n-
by@l-85% [§]. The protein composition snalysis of WPC was detenmined by Biuret
colorimesric meshod.

WPC hydrolysate:s were obtaimed by two enrymatic processes using;
thermolysin {70° C, pH &) or profeinase enryme from B. subtilis (307 C, at pH T) at
enrymesubstrate ratio of 02003 % (w'v). Both hydrolysis processes wese camed out in
Erenmeyer flacks under orbital stming at 200 pm, for hydrolysis tmes of 2, 4, § and &
h to obiain bydmolyzate products with differemt hydrolysis pescentages (DH %), The
protealyiic action was stopped by heating; the samples wers then cenmifuged and the
supernatants were separated snd identified as WPC hydrolysate products. The DH % was
measured by quaniifying the profein concentration m the supsmatant sample before and
after hydrolyzis. Biuret method was udlizad o measore the protein concenmation in all
Canas,

The hydrolysate products were fracdoned with 3 3 kDa membrane to obtain the
pepide fractioms < 3 kIda. The antioxidant actvity (AA) of the factions was measuored
according ARTSe+ method The AA results were expressed in VCEAC (antexidsnt
activity eguivalent to ascothic acid) sz mg ascorbic acid per ml of sample. The Biaret
and ABTS*+ methods are described in [7].
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2.2 Encapsnlation of w tide fractions

The fractions with the highest anotioxidant activity were eacapsulated in
Composite mamices of pecin-gelatine (PE) and pectincollagen (PC) (0.1-0.5 % piv).
The fractons ware dispersed in the composite matrices at 3 weight o of 13% v the
samnples were dred by spraying dry, to obtain loaded solid particles in esch case The
particles were identified as BG-T (ffom thermeolysin), PG-P (ffom proteinase), PC-T
(from thermolysin) and PC-P (fom proteinase). These particles weare characterized by
SEM and FT-IF. amalysis.

conditions

The loaded PG and PC particles were subjected to a digestion process, nsing
simmlated gasmic fluid. The gasoic flnid was prepared according the method reported by
Alting et al [8], with some modificatons. The gasiic fluid was prepared with 10 mL of-
agqueous solufion at pH=2 and .06 mg'ml. of pepsin enzyme. The weight of loaded
particles in-added to the gasmic fluds was 016 g The digeston experiments were
performed at 3 constant temperatire of 37°C with agitation at 200 rpm for 120 min. After
this time the amount of relessed peptides was meamred by the Biure: method. The
anfoxidant acovity of the relessed pepiides was measured by the ABTS+ methed. Free
{non-enc zpsulated) pepide fractons were utilized as sample conirols.

RESULTS AND DISCUSSION

31 otein hydrobyziz and fractionation of b te producis

The proteclytic action of thermolysin snd proteinsse enzyme: on WPC is
represented in Fiz 1, chowing the hydrolysis kinetic for each process. The kinetics of the
proteclytic actvity are described as the DH%, by quantifying of protein concentration in
the supsmatant over the & h of the hydrolysis procedure.

The dam mdicate that WPC hydrolysis by proteinsse and thermolysin reached
DH% valoes of 30 and 409 in 2 h, respactively. Afierwards, thermolysin produced
eradual mncrement in DH% unfil 3 maximum pdrolysis of 97% was reached afier § b
However, loss of acvity of this enrmyme was sesn in the nest hours. In confrast
proteinzss produced Linsar mcrements of DH % reaching 75 and 87 after 6§ and 8 B
respaciively. These results indicated that both processes wers adequate for WEC
hydrolysis
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Pegarding peptide fractionagen, Table 1, provides the antioxidant activity
(4A%) from the releasad peptides with a molecular size <3 kDia fior bydrolysis times of
2,4, 6and 8 b Both enzymes produced peptide fractons with high antioxidant activities;
but the macdomm AA% value was obsenved for the peptide relessed affer 6 b of
hydrolysis. After this tme, the AA decressed, indicating 3 loss of activity, possibly dus
to further depradation of the peptide fractons. On the basis of the sbove results, the § h
hydrolyzed products were used i the encapsnlation procedurs.

Tahl I Anticocidast activity (Ad) from released poptides = 3 kD im WPC kydrobds with theemsohaim and

protainae

Enryme Profenase Tharmaohnin
Bydolns | pes | aan DE% AA%
0 0 1893 o 18.83
2 30 2578 4 17.87
4 53 23.17 g4 4134
] 71 2037 Gé 3014
B B 2039 4 3745
3.2 Characteristics of loaded particles with w tide fractions

The appearance and composition of leaded particles BC-T, PC-P, PG-T and
PGP are showed m micrographs SEM images and FT-IR specoa. Micrographs
comesponding to PC-T (a), PC-P (&), PE-T () and PG-P (d) are provided m Figure 2.

ANEXOS
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Fagure T SEM mages for loadad parscles st 500X mugnification 8) PC-T, b) PC-P, ¢) PG-T = d) PGP

The surface of the composite particles revealed the presence of whey peptides
(as pomts or white deposits); a great contained mn PC was notorious, revealing a parual
homogenizadon of the muxmures of composite matenal and peptides. Whereas PG
exhibitad lower peptides content. attributing this event to complete muixture This result
was atributed to PG interaction with whey peptides. forming complex structures with
possible increment of particle size or agglomerations.

IR spectra for the loaded particles are provided in Figure 3. The spectra show
an overlap of most of the spectral bands due to the matenals present in the loaded
particles, namely gelatine, collagen and the peptides. The regions comesponding to
secondary amine (3300 cm™), amide I (1640 cm’™) and amide I (1540 cm™) show
changes more visible I the spectra. The vanations can be atributed to interactions
between the peptides of the fractions and the encapsulaton matrices [9].
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Datz for the AA4% of peptides ralessed from undigested snd digested loaded
particles PC-T, PC-PF, PG-T and PG-P are presented m Table 2. The AA% for the fres
pepides from thermolysin (FI) and from proteinass (FP) are also included, becauss
these samples were utlized as mal-conirels.

Tabla . AA%: for peptides mlkased from dipested amd endizasted loaded pasticlos and Sor free peptide coztrok
Sample AA% AN
#entification m

. ;
* m‘i

2 o 30.14 967

P 027 1768
BC-T =9 #1381
PCP 713 EER
BT 3049 432
PGP 32 T5.42

The data repomed in Table 2 reveals that the antioxdant scavify of the free
peptides FP and FT was affected by dipestive fluid az expacted because the gastric
enzymes degrade the peptdes quickly. It iz also clear that the composite PC and PG
protecied the pephdes, becanse, the anbowidant activity fom peptides released was
maintzined ungl the end of the-digestion The increment of 4A% from peptides PG-T,
PG-P and PC-P was atmibated to an addigonal contdibution from the encapsulation
matenals, which were also digested by the gasimc fhud.
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CONCLUSIONS

The hydrolysis of WPC by themmolysin and proteinazs enrymes reached the
highest DH % during § h. Fractions < 3 kDa from WPC hydrelysates revealed the
highest antioocddant actvity; thos these factions were encapsulated info Ccomposite
matenals of PC and PG to obtain loaded paricles of antoxidant peptides from whey
profeins.

SEM Dmeages revealad that the particles of PC showed the highest entraproent of
pepides, whereas the particles of PG inferacted possibly with the whey peptides.

The pardcles digestion revealed that free fractions were attacked by the gastric
environment relsasing peptides with low sntioxidant activity. On the contrary, it was
oboarved that the encapsulated peptides ware meleased in conmmolled form In addition
the released poptides showed sn anfipeddant actvity very close to those of the free
undigesied fTactions. Therefore the encapsnlating materizls PC and Pl protected the
active peptides Tactons of the attack of gasTic enrymes and aggressive pH. Also, some
released fractions from PC and PG increased their actviny with respect to the undigsstad
free fractons. This last result was due to, the digestion of PC and PG ralessed active
pepides, adding more antioxidant actvity to digested fractions of whey peptides.
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