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RESUMEN 
   

El suero es un subproducto de la industria del queso que, debido a su contenido 

proteico y lactosa, puede ser utilizado en diversas aplicaciones. Sin embargo, aún es 

vertido en muchos lugares como residuo, y por su alto contenido en materia orgánica 

y principalmente en lactosa, tiene un alto poder contaminante. Para evitar este 

problema ambiental, actualmente se promueve su venta y aprovechamiento 

principalmente para la elaboración de productos alimenticios, fármacos y cosméticos. 

 

Particularmente, en últimas décadas se ha descubierto su potencial como fuente de 

proteínas que al  hidrolizarse liberan péptidos con actividades biológicas, los cuales al 

ser suministrados pueden contribuir al tratamiento y prevención de enfermedades 

como la hipertensión, obesidad y cáncer.  

 

Un inconveniente para el aprovechamiento de estos hidrolizados o péptidos como 

sustancias con poder biológico, es que son moléculas sensibles que pierden 

rápidamente su actividad y al ser administradas por vía oral, en su paso por el tracto 

gastrointestinal, son degradadas antes de alcanzar el objetivo para el que fueron 

suministradas. Para superar este obstáculo, se han estudiado diferentes alternativas, 

entre las que se encuentran el encapsulamiento de las moléculas activas en 

biopolímeros. A través del encapsulamiento se busca proteger dichas sustancias y 

utilizar el sistema de encapsulamiento como un medio de liberación de éstas.    

 

Este trabajo tuvo como objetivo la encapsulación de péptidos con propiedad biológica 

antihipertensiva, identificados por su actividad inhibitoria de la ECA (enzima 

convertidora de angiotensina), en polímeros biodegradables. Para ello se llevó a cabo 

las siguientes actividades. 1) Se obtuvo un concentrado de proteínas de suero lácteo 

de muestras provenientes de la industria de queso, a fin de marcar la posibilidad de su 

aprovechamiento como materia prima de obtención de péptidos activos.  2) A partir de 

dicho concentrado se obtuvieron hidrolizados proteicos, mediante la hidrólisis de 

proteínas lácticas durante 6 h, utilizando biomasa encapsulada de Bacillus subtilis 

como microrganismo proteolítico. 3) Posteriormente, los hidrolizados obtenidos fueron 
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fraccionados mediante una membrana de nanofiltración para obtener productos de 

peso molecular alrededor de 3 kDa, y se determinó su contenido y tipo de aminoácidos, 

así como la actividad de inhibición de la enzima ECA. 4) La fracción de mayor actividad 

antihipertensiva se encapsuló en tres biopolímeros compuestos, utilizando como 

matriz alginato de sodio y como fase complementaria se probaron los materiales, 

colágeno, goma arábiga, y gelatina, cada uno por separado. 5) Para verificar la 

conservación de la actividad antihipertensiva durante el tiempo mencionado y 

determinar la liberación de los péptidos, se realizó una simulación gastrointestinal 

utilizando fluidos, enzimas y pHs gástricos.  

 

Entre los resultados logrados se encuentran la obtención de hidrolizados, cuyas 

fracciones peptídicas de peso molecular < 3 kDa, mostraron 82.3 % de actividad 

inhibitoria ECA; probablemente derivada en su mayoría, de proteínas lácticas β-lg y α-

la, de acuerdo al resultado de electroforesis. Además la detección de la presencia de 

los aminoácidos como prolina, valina, leucina, tirosina, isoleucina, arginina, 

confirmaron la actividad antihipertensiva de las fracciones obtenidas, ya que dichos 

aminoácidos son identificados como principales precursores de la inhibición de la ECA.  

 

En la simulación gástrica, se encontró que en 4 h de digestión, los encapsulados 

liberaron péptidos con actividad inhibitoria ECA. La mayor liberación de péptidos fue 

proporcionada por el encapsulado de alginato-goma arábiga (AG) con 77.3 %, seguido 

de 73.7 % proveniente de alginato-colágeno (AC), y 70.4 % de alginato-gelatina (AGE). 

  

Los péptidos activos liberados del mismo encapsulado mostraron 80.35 % de actividad 

inhibitoria ECA con respecto a la actividad de los péptidos libres, lo cual indicó una 

pérdida del 10 % de actividad. Mientras que en los otros encapsulados se obtuvo una 

pérdida del 30-50 %. Estos resultados revelaron que el sistema AG mantuvo la mayor 

actividad de los péptidos del suero lácteo, y resultó el mejor sistema de liberación. 
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 INTRODUCCIÓN 

 

Hoy en día, la industria láctea es uno de los sectores más importantes de la 

economía de países industrializados y en desarrollo. En especial, el queso es uno 

de los productos que más se comercializa a nivel mundial. 

Con la producción de queso también se producen grandes cantidades de suero 

lácteo 9 kg de suero por 1 kg de queso con alto contenido nutricional, (lactosa, 

proteínas séricas, lípidos, vitaminas y minerales). Sin embargo, a pesar de que este 

producto es una sustancia valiosa para la elaboración de concentrados, 

suplementos alimenticios, extracción de lactosa y producción de ácido láctico entre 

otras, aún muchas empresas lo consideran como residuo y por tanto, se encuentra 

formando parte de aguas residuales industriales. En situaciones drásticas, también 

es vertido al suelo o cuerpos de agua causando una alta contaminación. 

Derivado de esta situación, se ha promovido su aprovechamiento a fin de disminuir 

dicho problema, y del cual han emanado diferentes vertientes de investigación. 

Entre las que se encuentran, estudios sobre el uso de las proteínas del suero lácteo 

como fuente de péptidos con actividad biológica, debido a que mediante su hidrólisis 

es posible obtener productos activos antihipertensivos, antioxidantes, 

antitrombóticos e inmunomoduladores, entre otros, lo cual significa un aporte de 

gran interés para el sector alimentario, farmacéutico y cosmético.  

A lo largo del tiempo, los estudios sobre este tema han sido variados, y se han 

resuelto diferentes problemas para su aplicación; también han surgido otros 

problemas que actualmente ocupan la investigación en diferentes perspectivas.   

Una vertiente es la investigación referente a las limitaciones que muestran los 

péptidos como agentes terapéuticos, es su inestabilidad fisicoquímica, el gran 

tamaño de las biomoléculas, corto tiempo de vida media en el organismo, y su 

aplicación como biomoléculas terapéuticas; ya que en su administración vía oral, 

son degradadas en el tracto gastrointestinal, antes de alcanzar el objetivo para el 

que fueron suministradas.   
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En respuesta a este problema, se ha sugerido la encapsulación de péptidos como 

una alternativa para controlar su entrega espacial y temporal en el cuerpo humano 

y protegerlos contra procesos de inactivación. Sin embargo, aún son pocas las 

investigaciones realizadas en esta línea.    

 

Bajo lo expuesto anteriormente, el trabajo de tesis que aquí se expone, tuvo como 

objetivo evaluar el encapsulamiento de péptidos antihipertensivos de suero lácteo 

en sistemas poliméricos compuestos, para determinar su capacidad de 

conservación de la actividad y como medios de liberación. Los objetivos específicos 

fueron los siguientes. 

 

I. Obtener un concentrado proteico a partir de suero lácteo proveniente de una 

industria de elaboración de queso, para utilizarse como materia prima en la 

obtención de péptidos con actividad antihipertensiva.  

II. Obtener hidrolizados activos a partir de concentrados proteicos de suero 

lácteo utilizando un microorganismo proteolítico encapsulado, a fin de 

mejorar el proceso enzimático de hidrólisis para liberar péptidos 

antihipertensivos. 

III. Separar y fraccionar los hidrolizados mediante una membrana para obtener 

dos tipos de productos de peso molecular definido, con grupos de 

aminoácidos activos y propiedades antihipertensivas.  

IV. Identificar los grupos de aminoácidos mediante HPLC y determinar su 

porcentaje de actividad antihipertensiva 

V. Encapsular los productos de mayor actividad antihipertensiva en 

biopolímeros compuestos para conservar su actividad y utilizarse como 

medio de liberación de péptidos activos. 

VI. Simular condiciones gastrointestinales para determinar la efectividad del      

encapsulamiento de los productos antihipertensivos 
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Como hipótesis se estableció, que el encapsulamiento de péptidos antihipertensivos 

derivados del suero lácteo en biopolímeros compuestos, es una alternativa útil para 

mantener su actividad y como medio de liberación.  

Para establecer la validez de la hipótesis planteada, la investigación se llevó a cabo 

experimentalmente en base a los objetivos específicos indicados, obteniéndose en 

cada caso, los resultados correspondientes.  

 

El trabajo de tesis, se presenta mediante tres apartados. 1) Los fundamentos que 

implican los conceptos que enmarcan el desarrollo de la investigación; incluyendo 

el estado del arte, inmerso en cada uno de los tópicos que se abordan. 2) La 

metodología que describe a detalle la investigación experimental realizada y 3) Los 

resultados obtenidos, su análisis y conclusiones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

1 FUNDAMENTOS 

 

En diversos procesos de elaboración de productos lácteos se tiene como 

subproducto el suero de la leche, el cual se obtiene por la precipitación de la 

caseína. Este subproducto representa, aproximadamente, un 85-95 % del volumen 

de materia prima utilizada en la producción quesera y retiene un 55 % de los 

nutrientes de la leche, entre los que destacan como componentes principales, la 

lactosa y la fracción proteica formada por las proteínas y péptidos lácteos más 

hidrofílicos, por lo que el suero lácteo es calificado de alto valor nutricional. Sin 

embargo, aún con esas características, este producto es identificado como un 

residuo en pequeñas industrias y empresas rústicas elaboradoras de queso, por 

tanto constituye parte de las aguas residuales y, en condiciones drásticas, sobre 

todo en zonas rurales, es vertido sin piedad al suelo o cuerpos de agua. Mientras 

que, en las grandes empresas solo el 50 % es aprovechado como suero seco y la 

cantidad restante es considerada residuo, por tanto, tiene el mismo destino que lo 

ya descrito, causando una alta contaminación en suelo y agua. Su alto contenido en 

materia orgánica y principalmente en lactosa, causan una DBO > 35000 mgL-1 y 

DQO > 60000 mgL-1) en agua, lo cual dificulta su tratamiento y encarece el proceso.  

Lo anterior, ha promovido mayor aplicación y aprovechamiento del suero lácteo y 

sus componentes. Uno de ellos son las proteínas, también llamadas proteínas 

séricas o lácteas, ya que estas proteínas poseen un alto índice de valor biológico 

en comparación con otras fuentes de proteína como las del huevo, carne bovina y 

soya.  

Dada su composición las proteínas lácteas representan una excelente fuente de 

oligopéptidos, péptidos y aminoácidos con diferentes propiedades nutricionales 

(aminoácidos esenciales), propiedades funcionales (de hidratación, espumante, 

gelificante, emulsionante), así como, propiedades biológicas (antimicrobiana, 

antioxidante, antitrombótica, antihipertensiva). Además, el suero lácteo contiene 

elementos minoritarios como, carbohidratos, lípidos, vitaminas y minerales, que lo 

hacen aún más rico en nutrientes.  
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En la actualidad existen en el mercado diferentes productos de suero seco o 

concentrado de proteínas que proporcionan beneficios específicos para la salud. 

Además, por su alto valor nutricional son utilizados como sustitutos de alimentos y/o 

como una gran fuente proteica para atletas, personas que tienen un gran desgaste 

físico o requieren de un alto rendimiento (Muro et al., 2013). Sin embargo 

recientemente, gran parte del interés científico en el suero se ha enfocado en 

encontrar hidrolizados y/o péptidos que contribuyan en el tratamiento y prevención 

de enfermedades degenerativas, enfermedades ocasionadas por virus y bacterias. 

Los hidrolizados son obtenidos a partir de una proteína o un conjunto de éstas, 

mediante procesos enzimáticos o químicos, el cual produce rompimiento de las 

moléculas proteicas para formar grupos o secuencia de aminoácidos llamados 

péptidos, los cuales son característicos de la proteína precursora (Muro et al., 2011). 

Los péptidos heredan y/o mejoran las propiedades funcionales de las proteínas. 

Dependiendo del grupo de aminoácidos que los conforman, se obtienen péptidos 

con diferente actividad biológica (Pihlanto-Leppälä, 2001; Florisa et al., 2003; 

Meisel, 2005; Hartmann y Meisel, 2007).  

Entre los efectos conocidos que se han atribuido a los péptidos séricos, se 

encuentran las propiedades antimicrobianas, antioxidante, antitrombótica, 

antihipertensiva e inmunomodulatoria, entre otras (Gill et al., 2000; FitzGerald et al., 

2004; Virtanen et al., 2007; Muro et al., 2011). 

Los péptidos con secuencias específicas son aislados de los hidrolizados mediante 

separaciones finas, de tal forma que el estudio de la producción, separación y 

caracterización de estos hidrolizados de proteínas es altamente prometedor en el 

área de los alimentos funcionales y como moléculas terapéuticas. Por esta situación 

se genera un interés centrado en la identificación y caracterización de los 

componentes biológicamente activos.  

La actividad de los péptidos se basa en la composición y secuencia de aminoácidos. 

El tamaño de las secuencias activas puede variar de 2 a 20 residuos de aminoácidos 

y muchos de ellos se han detectado con funciones biológicas múltiples (Erdmann et 

al., 2008).  
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La actividad biológica de los péptidos depende de la composición del suero, del 

proceso de hidrólisis y del proceso de separación de los péptidos, por lo que, a 

pesar de que existen varias investigaciones sobre el tema, tan solo la calidad del 

suero o proceso de elaboración del queso marca la diferencia en la obtención de 

distintos grupos de aminoácidos.  

El proceso que se sigue para aislar las proteínas del suero y para la obtención de 

los péptidos también es una variable que determina la actividad de los mismos. Los 

métodos tradicionales para la concentración de proteínas de suero lácteo, como la 

precipitación por cambio de pH o temperatura afectan el rendimiento del proceso, 

las propiedades nutricionales de los productos y su actividad biológica por la 

desnaturalización de las proteínas. El proceso de hidrólisis también influye en los 

resultados obtenidos sobre la secuencia peptídica y su actividad (Tovar et al., 2012). 

No obstante, del avance científico que se tiene en la producción de péptidos de 

origen lácteo, el desafío tecnológico actual radica en encontrar el método de 

enriquecimiento más efectivo para aislar péptidos específicos de la mezcla peptídica 

total, así como la conservación de su estabilidad. Teniendo en cuenta que los 

péptidos funcionales están presentes en mezclas complejas que contienen un gran 

número de fracciones de proteínas hidrolizadas, su separación y purificación es 

tema prioritario (Muro et al., 2013). 

Estabilizar y mantener la actividad de los péptidos es otro tema importante, ya que 

al ser biomoléculas tienen un gran tamaño y presentan inestabilidad y pérdida 

temprana de su actividad. Además, un problema que se presenta con la 

administración oral de este tipo de sustancias naturales es su rápida degradación 

en el tracto gastrointestinal y baja biodisponibilidad, llegando al objetivo de acción 

con nula actividad. Este hecho, identifica a las biomoléculas como sustancias de 

gran sensibilidad (Muro et al., 2014; Alvarado et al., 2016).  

   

Una alternativa que ha sido estudiada en la última década para proteger la actividad 

de moléculas sensibles, es la encapsulación. Ésta ha sido estudiada como medio 

de protección y liberación de sustancias activas de algunas proteínas, vitaminas, 



7 
 

enzimas, probióticos y prebióticos en el campo de la alimentación, y como moléculas 

terapéuticas en la industria de fármacos de moléculas terapéuticas como la 

penicilina, hormonas y vacunas (Alvarado et al., 2016).  

 

Sobre este tema, se han reportado múltiples e interesantes investigaciones que 

demuestran la eficiencia de la encapsulación para proteger dichas moléculas de las 

condiciones de producción, del medio ambiente o de su propia ingesta. Sin embargo 

son pocos los trabajos que están referidos a la encapsulación de péptidos o 

hidrolizados de proteínas de suero lácteo. Al respecto, Muro et al. (2014), ha 

sugerido, un mayor esfuerzo en la investigación en esta línea, a fin de incrementar 

las investigaciones que ayuden a mejorar las condiciones de administración de los 

péptidos activos de suero lácteo como moléculas terapéuticas. 

 

En este sentido, este trabajo pretende aportar conocimiento dando a conocer los 

resultados sobre el comportamiento obtenido de la encapsulación de péptidos 

antihipertensivos del suero lácteo en biopolímeros, bajo condiciones de simulación 

gástrica, a fin de definir sus propiedades de protección y sistema de liberación de 

los péptidos activos. 

  

 

1.1 Suero Lácteo 

 

El suero lácteo o lactosuero proviene de la leche, se obtiene de los procesos en los 

que la leche es sometida a una hidrólisis para precipitar la caseína, que deja como 

remanente el suero; por tanto, éste se define como la fracción de la leche que no 

precipita durante dicho proceso.  

 

De esta manera, el suero lácteo es propiamente un residuo de la elaboración de 

queso, por lo que su obtención se asocia a este sector industrial, el cual ha ido en 

aumento a nivel mundial, ya que es un producto de alto consumo tanto en países 

desarrollados, como en aquellos que no lo son.   
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Tan solo, información del año 2008, indica que la generación de suero ascendió a 

186 millones de toneladas, mostrando un crecimiento del orden del 2 % entre 2002 

y 2008 debido al alto consumo de queso (Cruz et al., 2008). 

 

A la fecha, debido a que el suero lácteo tiene gran riqueza alimenticia, puede ser 

utilizado como materia prima para múltiples aplicaciones, en función de su calidad 

nutricional. Sin embargo, una mínima cantidad es aprovechada y, por tanto en 

muchas empresas, principalmente en las pequeñas, o aquellas que producen el 

queso a nivel artesanal, el suero continúa considerándose como residuo y es vertido 

como efluente en las aguas residuales.   

 

El suero lácteo se compone principalmente de lactosa, proteínas séricas y 

minerales; su contenido depende principalmente del proceso de elaboración del 

queso (métodos térmicos, preconcentración y recuperación de los finos de caseína, 

entre otros) y de la composición química de la leche de la que proviene (Sanmartín, 

2010), que, a su vez depende del tipo de animal (bovino, caprino y ovino), raza, 

estado fisiológico, tipo de alimentación del rebaño y etapa de la lactación promedio.  

 

Pese a las diferencias mencionadas, existe información sobre la composición 

aproximada del lactosuero, tales como, de 93.1 % de agua, 4.9 % de lactosa, 0.9 % 

de proteína cruda, 0.6 % de cenizas (minerales), 0.3 % de grasa, 0.2 % de ácido 

láctico y vitaminas hidrosolubles (Valencia y Ramírez, 2009). Sin embargo, la 

composición del suero puede cambiar según el proceso de elaboración del queso y 

da origen a dos tipos de suero; dulce y ácido. El suero ácido, de pH 5 o menor, que 

se genera luego de la fermentación o agregado de ácidos orgánicos o minerales, y 

el suero dulce, de pH entre 6 y 7, que se obtiene de la acción de enzimas 

coagulantes (Hernández y Vélez, 2014). Cada especie bovina, caprina, ovina, 

búfala, camella, produce suero con sus propias características en cuanto a 

concentraciones de proteínas, lactosa y minerales.  

De acuerdo Panesar et al., (2007), la composición de suero dulce y ácido de origen 

bovino, varía según los datos mostrados en la tabla 1.1, donde se observa que dicha 
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variación es encontrada ligeramente en el contenido proteico, siendo mayor en 

suero dulce, seguido de la cantidad de calcio, fosfatos y lactatos, que en este caso 

son mayores en suero ácido.  

 

Tabla 1.1. Composición de suero ácido y de suero dulce (Panesar et al., 2007) 

 

Componentes Suero dulce (g/L) Suero ácido (g/L) 

 Sólidos totales 63.0-70.0 63.0-70.0 

Lactosa 46.0-52.0 44.0-46.0 

Proteínas 6.0-10.0 6.0-8.0 

Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6 

Fosfatos 1.0-3.0 2.0-4.5 

Lactatos 2.0 6.4 

Cloruros 1.1 1.1 

    

 

1.1.1 Lactosa 

La lactosa o azúcar de la leche es el único glúcido libre que existe en cantidades 

importantes en todas las leches. De los componentes de la leche es el más 

abundante (40 % de los sólidos de la leche de origen bovino).  

La lactosa se sintetiza en la mama a partir de la glucosa sanguínea y en los 

rumiantes, a partir de ácidos volátiles. Éste factor limita la producción de leche. Para 

los seres humanos y para numerosos animales, la lactosa es prácticamente la única 

fuente de galactosa.  

La lactosa es un disacárido formado por la unión de una molécula de glucosa y otra 

de galactosa. Concretamente interviene una β-D-galactopiranosil y una β-D-

glucopiranosa, unidas por los carbonos 1 y 4 respectivamente. Al formarse el enlace 

entre los dos monosacáridos se desprende una molécula de agua. Además, este 

compuesto posee el hidroxilo hemiacetálico, por lo que da la reacción de Benedict, 

es decir es un azúcar reductor. 
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La lactosa es conocida químicamente como (β-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa), 

es una hexobiosa de fórmula condensada C12 H22 O11, con un peso molecular de 

342 g/gmol. Existe como dos formas isómeras: α y β, que se diferencian únicamente 

en la posición de un grupo –OH en el carbono C1 de la glucosa (isomería ciclónica) 

que está en posición β. Además, se conoce la forma hidratada (α C12 H22 O11 •H2O). 

 

La lactosa es menos dulce y soluble que la sacarosa y no siempre puede ser 

absorbida por el sistema digestivo humano, ya que se requiere de enzimas lactasas 

para su óptima degradación; por lo que su consumo es restringido, a menos que 

sea degradada a galactosa y glucosa. 

  

 

1.1.2 Proteínas del suero lácteo 

 

La leche es un alimento completo debido a la alta calidad de sus proteínas. Badui, 

(2006), las divide en dos grandes grupos, debido a su estado de dispersión: las 

caseínas que representan el 80 % del total y las proteínas del suero o seroproteínas 

con el 20 % restante, las cuales se distribuyen como se muestra en la tabla 1.2. 

 

Tabla 1.2. Distribución y características de las proteínas de la leche (Badui, 2006) 

 

Proteínas de la leche Total de 

Proteínas 

(%) 

Peso 

Molecular 

(kDa) 

Número de 

aminoácidos 

Punto 

isoeléctrico 

Caseínas 80    

αs1-CN 34 23.615 199 4.1 

αs2-CN 8 25.226 207  

β-CN 25 24.023 209 4.5 

κ-CN 9 19.037 169 4.1 

Γ-CN 4 19.006  5.8 

Proteínas del suero 20    

β-lactoglobulina 9 18-20 162 5.3 

 α-lactoalbúmina 4 14.2 123 5.1 

Inmunoglobulinas 2 140 500> 4.5-8.3 

Seroalbúmina 1 69 582 4.7 

Lactoferrina   76.11 682 8.81 

Proteasa peptona 4 10<   
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Al respecto, se considera que cerca del 70 % de la proteína cruda que se encuentra 

en el suero corresponde a proteínas con un valor nutritivo superior al de la caseína. 

 

Las proteínas del suero lácteo bovino representan el 20 % de las proteínas de la 

leche, se definen como aquellas que se mantienen en solución tras precipitar las 

caseínas a un pH de 4.6 a 20 oC. Estas proteínas son compactas y globulares; su 

peso molecular varía de 14 a 1000 kilo Dalton (kDa) y son solubles en un intervalo 

de pH amplio incluso pH ácidos (Badui 2006; Acevedo 2010). 

 

Las proteínas mayoritarias en el suero son β-Lactoglobulina, α-Lactoalbúmina, 

además contiene una serie de proteínas en menor cantidad como la 

lactoperoxidasa, la lactoferrina, las inmunoglobulinas y la seroalbumina. Otros 

componentes como la proteasa-peptona y las enzimas nativas también han sido 

identificadas en el suero (Valencia y Ramírez, 2009). Las proteínas lácteas tienen 

20 clases de aminoácidos diferentes, los cuales se unen por medio de un enlace 

covalente para formar un enlace amida entre los grupos α-amino y α-carboxilo. Este 

enlace suele llamarse enlace peptídico y la reacción que se presenta de esta unión 

es la formación de una amida mediante la pérdida de una molécula de agua, los 

productos formados a partir de esta unión se llaman péptidos. A continuación, se 

describen las principales proteínas del suero lácteo 

 

1.1.2.1 β-Lactoglobulina 

La β-Lactoglobulina (β-Lg), con una masa molecular promedio de 18-20 kDa (Tovar 

et al., 2012). La secuencia de aminoácidos de la β-Lg consta de 162 residuos de 

aminoácidos y una pI (Punto Isoeléctrico) de 5.1 a un pH neutro y temperatura 

ambiente (Acevedo, 2010). La β-Lg es Insoluble en agua destilada, soluble en 

soluciones diluidas de sal, precipitable por altas temperaturas y por la acción de 

soluciones al 50 % de sulfato de magnesio o de amonio; representa 

aproximadamente el 45 % de las proteínas totales del suero.  
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No se encuentra en la leche materna y se les atribuye las reacciones alérgicas a los 

infantes alimentados con leche de vaca (Acevedo, 2010). 

 

 

1.1.2.2 α-Lactoalbúmina 

  

La α-Lactoalbúmina (α-La) es, por orden de importancia, la segunda proteína del 

suero y tiene una actividad biológica ya que está constituida del sistema enzimático 

requerido para la síntesis de la lactosa. Es la proteína láctea de mayor poder 

alergénico, tiene 123 aminoácidos con una masa molecular de 14.2 kDa, su pI esta 

entre 4.2-4.5. Entre sus características se cuenta su bajo peso molecular y su alto 

contenido de triptófano, mientras que es pobre en fenilalanina, en tirosina y en 

cisteína (Brines et al., 1997; Acevedo, 2010). 

 

 

1.1.2.3 Lactoperoxidasa 

 

La lactoperoxidasa es una enzima del suero que ha sido cristalizada y purificada. 

Constituye un ejemplo de obtención bioquímica laboriosa y de muy bajo 

rendimiento, con 100 litros de leche se obtienen 0.2 g de enzima cristalizada. La 

leche contiene 0.07 g de lactoperoxidasa por litro lo que significa el 0.2 % del total 

del contenido proteico. Resiste bien el calentamiento pues es preciso mantener  

70 oC por 15 minutos o 80 oC por 30 segundos para poder destruirla. Su actividad 

biológica es interesante en la ciencia lechera ya que es un inhibidora de algunas 

bacterias lácticas (Alais, 1985). 

 

 

1.1.2.4 Lactoferrina 

 

La lactoferrina (Lf) es una proteína con un peso molecular de 88 kDa y tiene gran 

solubilidad. La presencia de hierro en la molécula la hace más resistente a los 
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procesos desnaturalizantes (tratamiento térmico y sustancias químicas) y a las 

enzimas proteolíticas. Su actividad bacteriostática ha sido probada, ya que posee 

“bactereostasa ferriptiva” que actúa sobre los gérmenes infecciosos peligrosos para 

los lactantes. La leche de vaca contiene aproximadamente 0.1 g/L de esta proteína 

(Alais, 1985). 

 

  

1.1.2.5 Inmunoglobulinas 

 

Las inmunoglobulinas (Ig) son proteínas que se caracterizan porque son de las 

moléculas más grandes que se encuentran en la leche. Dentro de las 

inmunoglobulinas se encuentran las IgG, IgA, IgM. Son las primeras en 

desnaturalizarse con el calentamiento de la leche y representan un papel 

fundamental en la transferencia de anticuerpos de la madre al ternero recién nacido 

(Alais, 1985). Las IgG constan de dos cadenas ligeras de 20 kD y dos cadenas 

pesadas de 50 kD y pueden resistir la digestión gástrica, la IgA y la IgM son similares 

a la IgG y se ha demostrado que aglutinan bacterias, neutralizan toxinas e inactivan 

virus (Gil, 2010). 

 

 

1.1.2.6 Seroalbúmina 

 

La seroalbúmina cuenta con 582 aminoácidos, con una masa molecular de 66 kDa 

(Garrido et al., 2006) y presenta la cadena más larga de péptidos simple de las 

proteínas del suero y, enlazada con moléculas de ácido graso, actúa como una 

proteína transportadora de ácidos grasos insolubles en el sistema circulatorio de la 

sangre. 
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1.1.2.7 Proteasas-peptonas 

 

Son péptidos que provienen de la hidrólisis de la β-caseína. Constituyen una 

fracción heterogénea que todavía no está muy bien definida. Poseen un peso 

molecular inferior a los 10 kDa. Se les ha definido como una fracción de las proteínas 

de la leche que no precipita por calentamiento a 95 oC por 30 minutos, seguida de 

una acidificación de 4.6. Son importantes en la industria quesera porque su 

presencia se atribuye a sabores amargos (Gil, 2010). 

 

 

1.2 Procesos de aislamiento y/o concentración de las proteínas del 

suero de leche 

 

Las proteínas del suero lácteo se aíslan de los demás componentes, principalmente 

de la lactosa, por medio del uso de distintas técnicas como son, precipitación, 

formación de complejos, liofilización, cromatografía y concentración con 

membranas.  

En un importante estudio reportado por Tovar et al., (2012), se evaluaron seis 

métodos de separación para la concentración de proteína de suero lácteo. Se 

compararon la composición nutricional y las actividades biológicas de los 

concentrados proteicos obtenidos por cada método. Los tratamientos de separación 

fueron por adición de sal, precipitación con acetona, precipitación con HCl, 

precipitación térmica, liofilización y concentración por procesos de membrana. El 

mejor resultado fue el obtenido por este último proceso de separación, ya que se 

obtuvo un valor de 35.44 g de proteínas/100 g de polvo. La liofilización fue el 

segundo método más eficiente en este estudio, el cual proporcionó 12.04 ± 0.2 g de 

proteínas/100 g de polvo, mientras que los restantes dieron muestra de la 

degradación que sufren las proteínas durante su aislamiento. Los resultados de 

electroforesis y solubilidad de las proteínas revelaron que el método de UF ofrece 

la ventaja de mantener las proteínas en su estado nativo. 
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Actualmente, los procesos de UF se usan en aplicaciones a gran escala, mientras 

que la cromatografía se utiliza para pequeñas muestras de suero. Sin embargo, 

algunas veces por economía, se utiliza la desnaturalización por calor, aun cuando 

algunas proteínas son degradas, presentándose pérdida en la capacidad biológica 

de dichos aislados (Gösta, 2003; Tovar et al., 2012). 

 

 

1.2.1 Procesos de concentración de proteínas del suero lácteo con 

membranas 

 

Los procesos de separación de membranas se aprovechan para concentrar o 

fraccionar un líquido, que se hace pasar a través de una membrana semipermeable, 

tras crear un gradiente que actúa como la fuerza impulsora y separa el fluido con 

partículas en dos corrientes de diferente composición: el retenido o concentrado y 

el permeado o filtrado (Lewis, 2008). 

Cuando la fuerza que impulsa a los componentes que atraviesan la membrana, es 

la presión, se distinguen cuatro tipos de procesos, microfiltración (MF) la UF, 

nanofiltración (NF) y osmosis inversa (OI).  

La UF separa eficazmente macromoléculas como las proteínas y partículas como 

micelas de las proteínas y glóbulos de grasa, para dar concentrados proteicos de 

lactosuero (Gil, 2010). Para un concentrado de 85 % de proteína se recomienda 

llevar a cabo una UF en promedio de 20-30 veces, hasta un contenido de sólidos 

aproximadamente del 25 % (Gösta, 2003; Gil, 2010; Tovar et al., 2012). 

Según Selgas (1990), el concentrado proteico es un producto obtenido por la 

remoción de los constituyentes no proteicos del suero después de haber sido 

sometido a procesos de clarificación y ultrafiltración. Así, el proceso de UF consiste 

en separar los componentes de alto peso molecular (proteínas), de los compuestos 

de bajo peso molecular (sales minerales, vitaminas, carbohidratos y agua). 
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1.3 Hidrólisis de proteínas 

 

La hidrólisis de proteínas es un proceso en el cual se produce la ruptura de la 

estructura primaria. Es decir, la hidrólisis rompe la secuencia normal de una 

proteína, para convertirlas en aminoácidos. La fragmentación de proteínas se puede 

controlar, por tanto, puede ser parcial o total, lo cual permite la liberación de 

aminoácidos o grupos de éstos y da origen a mezclas de diferente peso molecular 

e hidrolizados enriquecidos en aminoácidos que pueden tener actividad biológica y 

funcional (Muro et al., 2011).       

 

Básicamente existen dos métodos para llevar a cabo la hidrólisis: química (ácida o 

alcalina) y enzimática a través de proteasas puras o microorganismos que las 

producen.  

Independientemente del método utilizado, en la hidrólisis se rompe el enlace 

existente entre los aminoácidos que componen una cadena peptídica, 

consumiéndose una molécula de agua por cada rompimiento de enlace, como se 

indica en la siguiente reacción.  

 

P1- CO-NH-P2 + H2O   →   P1 – COOH+ NH2 – P2 

 

La hidrólisis del enlace peptídico supone la liberación de los grupos amino y 

carboxilo terminales mediante los siguientes equilibrios ácido base en el medio; por 

tanto, el estado de protonización de una proteína depende del pH del medio (Prieto, 

2007).  

NH2 - P2 + H+↔ NH3-P2     P1 –COOH ↔ COO- + H+. 

 

La hidrólisis de las proteínas da lugar a las siguientes especies intermedias, 

conformadas siempre por moléculas más pequeñas (Teijon, 2001):  

 

Proteínas →   proteosas   →     peptonas →      péptidos →    aminoácidos 
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Los péptidos son compuestos nitrogenados que se conforman por secuencias de 

aminoácidos provenientes de las proteínas. Constan de 3-20 aminoácidos y se 

liberan de la proteína original después de la hidrólisis (Möller et al., 2008).  

Las secuencias de aminoácidos liberadas dependen del proceso de hidrólisis 

utilizado y su actividad biológica es atribuida a la proteína de origen.  

En el caso de las péptidos del suero de la leche, la mayor parte de las actividades 

biológicas se deben principalmente a péptidos de menor tamaño (3 a 10 

aminoácidos) (Alvarado y Guerra, 2012). 

 

Cada una de estas especies se puede diferenciar por su solubilidad y su 

correspondencia con los pesos moleculares medios y contenido de nitrógeno amino, 

tal como se muestra en la tabla 1.3. 

 

Tabla 1.3 Nitrógeno amino/ nitrógeno total de las especies proteicas, Prieto (2007). 

 

Especie proteica Peso 

molecular 

(g/mol) 

Nitrógeno 

amino/nitróge

no total 

Proteínas        >20000 <0.01 

Proteosas 5000-10000 <0.01 

Peptonas 1000-6000 0.1-0.5 

Péptidos 200-500 0.5-0.8 

Aminoácidos 75-200 0.8-0.9 

 

La hidrólisis química, ácida o alcalina, consiste básicamente en la acción de alguno 

de estos compuestos para romper los enlaces peptídicos con ayuda de altas 

temperaturas. Sin embargo, por su rápida acción y difícil control, en muchos de los 

casos, este tipo hidrólisis destruye totalmente ciertos grupos de aminoácidos.  

 

En el caso de la ácida, destruye el triptófano y puede alterar otros como la cisteína 

y la tirosina (Battaner, 1993). En la hidrólisis alcalina con NaOH a temperatura de 

ebullición, el triptófano no se destruye, pero sí un porcentaje de cisteína, cistina, 

serina, trionina, asparraguina y glutamina (Badui, 2006). En ambos métodos 
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químicos se obtiene un producto de bajo valor nutricional ya que se presenta la 

destrucción de aminoácidos esenciales en las proteínas.  

 

1.3.1 Hidrólisis enzimática  

A diferencia de la hidrólisis química, la hidrólisis enzimática de proteínas se 

consigue por medio de la acción de una enzima pura o por fermentación, lo cual 

sucede al poner en contacto el sustrato proteico con biomasa de microorganismos 

proteolíticos que segregan la enzima para llevar a cabo la hidrólisis por su afinidad 

al sustrato (Gil, 2005).  

La hidrólisis con enzimas puras tienen varias ventajas: 1) un alto rendimiento de 

hidrólisis por la acción catalítica directa de la enzima sobre las proteínas, 2) La 

especificidad de acción de la enzima, lo que posibilita el control de las 

características en el producto final y 3) Las condiciones de reacción son suaves, en 

comparación con la química, lo que permite obtener un producto soluble de elevada 

calidad. Sin embargo, una de las desventajas, es el costo de las enzimas puras y la 

necesidad de su inactivación una vez concluida la hidrólisis, lo que puede generar 

productos indeseados porque se utilizan altas temperaturas o condiciones extremas 

de pH para lograr dicha inactivación.  

 

En la tabla 1.4 se resume la información sobre algunas enzimas que se han utilizado 

para hidrolizar proteínas del suero lácteo y el sitio en el que actúan. Dependiendo 

del sitio de acción en el que actúan la enzima (sitio activo). Las enzimas que 

hidrolizan proteínas se clasifican en a) endopeptidasas, las cuales pueden ser 

serinoproteasas, cisteínproteasas, metaloproteasas y aspartatoproteasas y b) 

exopeptidasas, clasificadas como aminopeptidasas, carboxipeptidasas o 

dipeptidasas. Las primeras hidrolizan enlaces al azar en el interior de la cadena 

polipeptídica, y las segundas, separan aminoácidos y dipéptidos de los extremos de 

las cadenas polipépticas (Koolman y Klaushenrich, 2004; Badui, 2006). 
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Tabla 1.4 Tipos de enzimas proteasas, fuente, sitio activo y condiciones en las que 

actúan Benítez et al., (2008)  

 
Tipo de proteasa Nombre Fuente Temperatura 

(°C) 
Interval
o de pH 

Sitio activo 

Serinproteasa  

Animal Tripsina  30-60 7-9 Lisina o arginina 

Quimiotripsina 
 

Bovino,  Porcino 45-55 8-9 Triptófano 
leucina, tirosina 
o fenilalanina 

Elastasa  6-10 Alanina 

 

Bacteriana 

Subtilisin 

Carlsberg 

B licheniformis 50-60 6-10  

Alcalasa24L B licheniformis 55-70 6.5-8.5 Aminoácidos 
hidrófobos 

Subst.BPN B Amyloliquefaciens 40-55 6-10  

Subtilisin Novo B Amyloliquefaciens 40-60   

Cisteinproteasas  

Plantas  Papaína Papaya 40-75 5-8 Leucina, valina 
o fenilalanina  

Bromelaína Piña 20-65 5-8 Aminoácidos 
hidrófobos 

Ficina Látex de ficus   5-8  

Aspartato proteasas  

Animal Pepsina Porcino, bovino 30-60 1-4 Leucina, tirosina 
o fenilalanina 

Quimisina Becerro 50-60 4-6 Triptófano, 
fenilalanina o 
tirosina 

Fúngica Aspergilllus 
peptidasa A 

Aspergillus saitoi 35-40 2-5 Ácido glutámico, 
ácido aspártico 
o Leucina 

Mewlasa Rhisopus sp 40-50 3-6 Leucina, tirosina 
o fenilalanina 

Metaloproteasas  

Animal Carboxipeptidas
a A 

Páncreas  7-8 Carbonilo 
terminal de los 
aminoácidos 
excepto para 
pro, arg y lys 

Bacteriana Neutrasa Bacillus 
amyloliquefaciens 

40-55 6-7.5 Leucina, valina 
o fenilalanina 

Termolisina B.Thermoproteolytic
us 

 7-9 Leucina, valina 
o fenilalanina 

Preparaciones 
enzimáticas 

 

Mezcla de papaína, 
quimopapaína y 
lisozima 

Papaína cruda Fruto de la papaya  5-9 Todos los 
aminoácidos 

Mezcla de tripsina, 
quimiotripsina, 
elastasa y carbopepxi 
Dasa 

Pancreatina Páncreas (bovino y 
porcino) 

30-40 7-9 Todos los 
aminoácidos 

Mezcla de serin 
aspartato y 
metaloproteasas 

Verón P  
Sumicina LP 

    
Todos los 
aminoácidos Biocina A Aspergillus oryzae 40-55 4-8 

Mezcla de endo y 
exoproteasas  

Pronasa Streptomyces 
griseus 

 7-9 Todos los 
aminoácidos 
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1.3.1.1 Hidrólisis con biomasa microbiana                              

La hidrólisis con biomasa microbiana puede hacerse mediante dos tipos de 

microrganismos. 1) Microorganismos probióticos 2) Microorganismos con sistemas 

enzimáticos proteolíticos.  

Cuando la hidrólisis se lleva a cabo con probióticos, las bacterias lácticas se 

adicionan como biomasa viva al alimento y este es consumido conjuntamente con 

dicha biomasa, ya que dichos microorganismos tienen efectos positivos para los 

consumidores. Los probióticos pueden ejercer beneficios en el tracto digestivo, en 

el sistema inmunológico, en el sistema cardiovascular y en el tracto urogenital 

(Bensussan, 2002; Guarner, 2002).  

Los probióticos hidrolizan las proteínas del alimento proteico hasta la liberación de 

péptidos, los cuales pueden tener actividad biológica y contribuir a los efectos 

benéficos para la salud (Silva y Malcata, 2005).  

Algunos probióticos conocidos del genero Lactococcus son L. lactis, sp lactis y L. 

lactis sp cremoris; del género Lactobacillus, Bacillus subtilis, L. acidophilus, L. 

brevis, L. casei sp casei y L. delbrueckii sp delbrueckii; y del género Streptococcus, 

S. thermophilus, entre otros.  Los probióticos se emplean para elaborar diferentes 

tipos de queso y yogurt.  

  

En el otro caso de hidrólisis con biomasa microbiana, el proceso tiene lugar debido 

a la secreción de enzimas intracelulares o extracelulares provenientes del 

microorganismo, por lo que la hidrólisis no es atribuida a una sola de sus enzimas, 

sino a un conjunto de las mismas. Este tipo de hidrólisis tiene ventajas por la 

cantidad de enzimas que pueden secretar en contacto con el sustrato y puede ser 

controlada para la liberación de péptidos deseados. La biomasa se retira al final por 

filtración.     

En la tabla 1.5 se listan los microorganismos más usados en el sector comercial 

como productores de enzimas proteolíticas y las condiciones físicas en las que 

actúan. Éstos han demostrado un alto rendimiento en la generación de enzimas, 
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sus productos son inocuos, ya que no sintetizan de forma paralela agentes tóxicos 

o antibióticos (Badui, 2006).  

Tabla 1.5 Microorganismos más usados comercialmente en la obtención de 

enzimas proteolíticas y las condiciones de acción de la enzima 

 

Microorganismo Enzima pH T(°C) 

B. licheniformis Alcalasa 0.6L 4 -11.5 50 – 60 

B. subtilis Neutrasa 6 - 8 45 – 55 

B. subtilis Protease 660L 7 - 10 50 – 70 

B. subtilis Corolase 7089 6 - 8.5 55 – 60 

A.oryzae Fungal-protease 6 - 9 45 – 55 

A.oryzae Colorase PS 5 - 7 50 – 60 

A.oryzae Corolase 7092 6 - 9 35 – 40 

A.oryzae Corolase 7093 7 - 9 40 – 50 

A.niger Corolase 7107 2 - 3 30 – 50 

 

En la actualidad, la mayoría de los procesos de hidrólisis de proteínas, se realizan 

con enzimas purificadas y su investigación se realiza para ser más eficiente el 

proceso y el control de la hidrólisis.     

Una importante bacteria estudiada en los últimos años, debido a su capacidad 

proteolítica es el B. subtilis. 

 

El B. subtilis pertenece a la familia de Bacillaceae; es una bacteria Gram (+), en 

forma de varilla. Posee un flagelo que le permite una motilidad más rápida, es 

anaerobio facultativo y tiene la capacidad de generar endoesporas que le permiten 

tolerar condiciones ambientales extremas (Olmos y Paniagua,  2015).                            

 

Específicamente, las diferentes especies de Bacillus sintetizan y excretan una gran 

cantidad de enzimas proteolíticas durante su crecimiento y esporulación de forma 

extracelular. La mayoría de las proteinasas extracelulares aisladas de varias cepas 

de Bacillus subtilis son de dos tipos: 1) Las metaloproteasas neutras como la 

neutrasa que se activan a valores de pH neutro y 2) La serin proteasas como la 

subtilisina que se activan a pH alcalinos (Millet, 1970; Castro et al., 1996).   
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De acuerdo a la tabla 1.4, ambos tipos de enzimas tienen afinidad por sitios activos 

correspondientes a aminoácidos como prolina, lisina, arginina y fenilalanina, entre 

otros.  

 

 

1.3.1.2 Inmovilización de biomasa microbiana   

La inmovilización de biomasa proveniente de los microorganismos se puede definir 

como el confinamiento de las células en una cierta región física delimitada con un 

material, en los cuales se retienen sus actividades catalíticas. Esta alternativa es 

utilizada para mejorar los procesos biocatalíticos.  

En el caso particular para hacer más eficiente el proceso de hidrólisis de las 

proteínas, ya que mejora la capacidad de secreción de enzimas, su liberación es en 

forma controlada, el crecimiento de la biomasa también es controlado y su 

separación de los productos hidrolizados también es más sencillo, evitando su 

contaminación por biomasa microbiana, así como el uso de condiciones extremas 

(pH y temperatura) para la inactivación de enzimas, cuando se trata del uso de 

enzimas puras.     

La forma de inmovilizar la biomasa de los microorganismos puede ser por 

atrapamiento o inclusión en membranas.  

El atrapamiento consiste en fijar la biomasa en las cavidades interiores de una 

matriz o pared sólida porosa.  

En la inclusión en membranas, la biomasa se encuentra introducida en dichas 

membranas, las cuales forman generalmente cápsulas de confinamiento de la 

biomasa en forma de esfera u otras figuras geométricas llamadas sistemas de 

encapsulamiento. Por tanto, estos sistemas deben ser porosos para que permita el 

contacto del microorganismo con el sustrato. 
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1.3.1.2.1 Materiales utilizados para inmovilización de biomasa 

microbiana  

Entre los materiales más utilizados para llevar a cabo el encapsulamiento de 

biomasa de microorganismos, se encuentran los biopolímeros (García et al., 2015). 

Sin embargo, debido a su frecuente fragilidad mecánica, éstos son utilizados 

generalmente como materiales compuestos o compósitos, los cuales resultan de la 

unión de dos o más polímeros, ya sea por integración de éstos o por superposición 

de capas.  

Los compósitos son preparados de acuerdo a las características que deben de 

conservar los sistemas encapsulantes, ya que son utilizados para mejorar las 

características que los polímeros poseen de forma individual. En el caso de su 

aplicación en la encapsulación de biomasa, los compósitos deben proporcionar al 

encapsulado, porosidad, resistencia mecánica a la agitación, hidratación y un medio 

de proliferación de biomasa entre otros.  

Casi todos los compósitos están constituidos por dos fases, una, sustentante o 

matriz, y otra, complementaria, que está inmersa o firmemente adherida a la 

primera. La matriz es la que soporta a los demás polímeros; suele encontrarse en 

mayor cantidad en el compósito y es frecuentemente, la menos resistente. La fase 

complementaria, por tanto, mejora las propiedades de la matriz. Dentro de los 

polímeros utilizados como fase matriz en la preparación de compósitos destinados 

a encapsular la biomasa microbiana, se encuentran los polisacáridos como el 

alginato de sodio, quitosano, celulosa, almidón, dextrano, agar y agarosa. Mientras 

que la fase complementaria puede ser, proteínas fibrosas como el colágeno, la 

gelatina y la queratina. Pero además, los mismos polisacáridos pueden ser 

materiales de fase complementaria.  

En algunos casos, como fase complementaria, también se utilizan biopolímeros 

sintéticos como, poliamidas, poliésteres, policarbonatos, poliuretanos, poli (alcohol 

vinílico), polietilenglicol, entre otros. Estos polímeros se unen para proporcionar o 

incrementar las propiedades estructurales (dureza, resistencia mecánica), 
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resistencia a la temperatura, estabilización (inhiben la degradación del polímero, 

protegiéndolo de la luz, oxígeno y temperatura) y plastificantes por medio de 

entrecruzamientos.   

Particularmente los alginatos de sodio son frecuentemente utilizados como fase 

matriz en un compósito o bien como polímero único en un material encapsulante, 

debido a que por su naturaleza aniónica, pueden formar geles resistentes por 

uniones tipo caja de huevo en presencia de cationes divalentes como calcio, bario 

y estroncio, formando membranas encapsulantes (Neira et al., 2013). En la figura1.1 

se muestra una imagen que representa la estructura química del alginato de sodio 

y su unión con calcio.   

 

Figura 1.1 Estructura química del alginato de sodio y su unión con iones calcio 

 

Otro polímero natural utilizado para el mismo fin, es el quitosano. Este polímero es 

un polielectrolito catiónico debido a los grupos amino (–NH3
+) que contiene (Alfaro, 

2012). Su capacidad catiónica depende de esos grupos que se encuentren libres. 

El quitosano desacetilado, posee un elevado número de cargas, elevando su 

capacidad de agregación con compuestos polianiónicos. La forma desacetilada 

también le confieren al quitosano la propiedad de solubilidad, de manera que solo 

es soluble si se tiene más del 80-85 % de grado de desacetilación. Además, cuando 

el pKa se aproxima a un valor de 6.5, es soluble en soluciones de ácidos minerales 

y orgánicos como el ácido acético, el fórmico, el cítrico, el clorhídrico y algunos otros 

que tengan un pH menor de 6.5.  
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En la figura 1.2 se muestra una imagen de la estructura química del quitosano.  

Cuando el quitosano se combina con el alginato, se forma un compósito de dos 

polisacáridos cuyas propiedades iónicas se potencializan, debido a que entre ellos 

se unen por enlaces covalentes proporcionando mayor resistencia mecánica al 

compósito; ya que al conjuntarse poseen terminaciones catiónicas y aniónicas que 

permiten mejorar su capacidad de gelificación y de resistencia. 

 

 

Figura 1.2 Estructura química del quitosano. 

 

Al aceptar cationes o aniones dentro de su estructura posibilitan la formación de un 

complejo polielectrolito delimitado por las interacciones electrostáticas de carga 

aniónica y catiónica preparados para la inserción de cationes como el Ca2+, Fe2+, 

Mn2+, K+, –NH3
+

, =NH2
+

 y aniones como –COO—, –CSS— y –SO3
—. Otras 

interacciones que se presentan provienen de puentes de hidrógeno, las 

interacciones hidrofóbicas y las fuerzas de Van der Waals (Cárcamo, 2005, 

Chowdhury et al., 2011).       

 

Por otro lado, algunos de los polímeros que se utilizan en la preparación de 

compósitos, como fase complementaria del quitosano e incluso como reticulante, 

son el polietilenglicol (PEG) y glutaraldehído. La capacidad reticulante que poseen 

ambos materiales, es aprovechada para formar estructuras resistentes, 

particularmente con quitosano.  

 

El glutaraldehído es un dialdehido saturado se reconoce como un compuesto 

intermedio entre los alcoholes y los ácidos. Es un agente alquilante modificador de 

grupos funcionales. La reticulación o entrecruzamiento del glutaraldehído con el 
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quitosano, le disminuye su capacidad para absorber agua. Esta reticulación se lleva 

a cabo entre los grupos amino y aldehído formando un enlace imino muy estable 

(Monteiro y Airoldi, 1999). Su aplicación debe ser controlada en pequeñas 

cantidades, ya que puede ser tóxico para los microorganismos en concentraciones 

altas. 

  

El polietilenglicol (PEG) es un poli éter lineal o ramificado con un grupo hidroxilo en 

cada extremo (Mayolo et al., 2010). Su fórmula es H-(OCH2 CH2) n –OH; es 

altamente soluble en agua, así como en varios solventes orgánicos y está aprobado 

por la administración de alimentos y fármacos (FDA) para su administración en 

seres humanos es inerte no tóxico, y no es inmunogénico además es desechado 

fácilmente por el cuerpo a través del riñón e hígado. 

En la figura 1.3 se muestran imágenes de las estructuras químicas del 

glutaraldehído y del PEG. 

 

 

 

Figura 1.3 Estructuras químicas del glutaraldehído y del PEG 

 

Los estudios siguientes muestran los resultados obtenidos con el uso de 

glutaraldehído y PEG en diferentes compósitos de alginato y quitosano.  

Baysal et al. (2013), demostró que un compósito de alginato y quitosano utilizando, 

N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC), como reticulante, permitió la unión covalente 

de las dos macromoléculas. Thakkar (2005), preparó matrices esféricas de gelatina 

con dos agentes de reticulación, el glutaraldehído y el formaldehido. Además, 

agregó PEG como agente antiagregante. Nnamonu et al. (2012) utilizaron matrices 

de quitosano o almidón reticulado con alginato a través de la interacción iónica entre 
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los residuos carboxilo de alginato y los terminales del amino del quitosano. La 

interacción también podría ser a través de enlaces de hidrógeno intermoleculares 

que es el mecanismo de reticulación alginato-almidón. 

La reticulación o entrecruzamiento reduce la capacidad del quitosano para absorber 

agua. El estudio de la reticulación del quitosano con el glutaraldehído fue hecho por 

Monteiro y Airoldi (1999). La modificación del polímero se llevó a cabo entre los 

grupos amino del quitosano, los cuales interactúan con los grupos aldehído de 

glutaraldehído para formar un enlace imino muy estable. Asi Baysal et al. (2013) 

obtuvo un polímero hibrido de alginato y quitosano utilizando, N,N-

diciclohexilcarbodiimida (DCC), como reticulante el cual permitió la unión covalente 

de las dos macromoléculas. Thakkar (2005), preparó matrices esféricas de gelatina  

con dos agentes de reticulación: el glutaraldehído y el formaldehido. Además agregó 

polietilenglicol como agente antiagregante.  

 

 

1.4 Liberación de péptidos por la acción de la hidrólisis de proteínas  

 

El seguimiento y control de un proceso de hidrólisis de proteínas, se evalúa 

mediante el grado de hidrólisis (GH) o liberación de péptidos de las proteínas. Éste 

es un criterio cuantitativo para la medida del avance de la reacción proteolítica y se 

define como el porcentaje de enlaces peptídicos fragmentados en relación al total 

de enlaces peptídicos de la proteína original (Guadix et al., 2000).  

El GH está determinado por las condiciones utilizadas tales como la concentración 

de sustrato, la velocidad enzima sustrato, el tiempo de incubación y las condiciones 

fisicoquímicas (pH, temperatura). Otro factor que determina el GH es la naturaleza 

de la enzima, caracterizada por su actividad específica y su tipo de actividad.  

Existen diferentes métodos para la estimación del GH (Spellman et al., 2003), los 

cuales se basan fundamentalmente en, 1) Determinación de nitrógeno soluble tras 

la precipitación de la proteína con ácido tricloroacético (TCA), o la cuantificación 

directa de proteínas contenidas en el sustrato o remanente después de la hidrólisis. 

2) Determinación de los grupos α-amino libres. 3) La valoración del protón liberado 

tras la ruptura de enlace peptídico a determinados valores de pH.  
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Los hidrolizados de proteínas se utilizan ampliamente en la industria alimentaria por 

sus propiedades funcionales, en nutrición infantil y clínica, así como una fuente de 

péptidos bioactivos. En general, los hidrolizados pueden clasificarse por su grado 

de hidrólisis en dos grupos. 1) Hidrolizados con un bajo grado de hidrólisis (inferior 

a 10 %). Se emplean fundamentalmente como modificadores de las propiedades 

funcionales de los alimentos. 2) Hidrolizados con un alto grado de hidrólisis (superior 

a 10 %). Se utilizan como fuente de nitrógeno en la formulación de alimentos 

infantiles y dietas especiales, así como para la obtención de moléculas terapéutica 

 

 

1.4.1 Propiedades biológicas de los péptidos  

La actividad biológica de los péptidos es la capacidad de respuesta que presentan 

en el organismo, una vez que son suministrados o ingeridos (Clare y Swaisgood, 

2000). En función de los grupos o terminación de los aminoácidos, los péptidos 

presentan diferentes propiedades biológicas, las cuales se describen a 

continuación. 

    1. Péptidos antihipertensivos (Hipotensivos). Juega un papel importante en la 

regulación de la presión sanguínea en mamíferos. 

2. Péptidos opioides. Están vinculados con el control de la motilidad intestinal, 

comportamiento emocional, analgesia y saciedad. 

3. Péptidos antioxidantes. Son aquellos péptidos, de 4 a 20 kDa, que tienen la 

habilidad de inhibir los daños causados por la oxidación lipídica. 

4. Péptidos antimicrobianos. Alteran la bicapa lipídica de los microrganismos, 

causando una modificación similar a la de la célula.  

5. Péptidos inmunomoduladores. Estos pueden jugar un papel importante en la 

modulación de la respuesta inmunológica. 

 

A la fecha, pocos estudios han reportado el papel que juegan algunas fracciones 

peptídicas del lacto suero sobre la salud de los consumidores, en comparación con 
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las derivadas de las caseínas, que han recibido mayor atención (Alvarado y Guerra, 

2012). 

 

 

1.4.1.1 Péptidos antihipertensivos 

 

La hipertensión arterial es la elevación persistente de la presión que ejerce la sangre 

bombeada por el corazón sobre los vasos sanguíneos (Hong et al., 2003) y está 

asociada de forma proporcional, tanto a la magnitud como a la duración de la 

hipertensión, a daños ocasionados en órganos vitales como el corazón, cerebro, 

retina y riñón. Los niveles normales de presión arterial de una persona sana deben 

ser de 120/80 mmHg (presión sistólica/diastólica). Sin embargo, una presión arterial 

alta se considera cuando los niveles sobrepasan de 130/85 mmHg. Para el control 

de la hipertensión se han desarrollado diferentes tipos de inhibidores de la enzima 

convertidora de angiotensina (IECA). Los IECA actúan en el sistema renina-

angiotensina-aldosterona (SRA) inhibiendo la enzima convertidora de angiotensina 

(ECA). La ECA es una enzima multifuncional localizada en diversos tejidos, la cual 

cataliza la conversión de angiotensina I, un decapéptido inactivo, en angiotensina 

II, un octapéptido de potente acción vaso constrictora; provoca la contracción rápida 

de las arteriolas y, por tanto, el incremento de la presión arterial (Mulero et al., 2011).   

 

Los fármacos IECA más utilizados en la actualidad son péptidos sintéticos como el 

captopril, lisinopril, ramipril o enanpril. Sin embargo, el uso de medicamentos 

sintéticos para el control de la hipertensión puede causar diversos efectos 

secundarios en el organismo tales como, tos, salpullido en la piel, perturbación en 

el sabor, entre otros (Torruco et al., 2008). 

 

Algunos estudios que hacen referencia a secuencias de aminoácidos con actividad 

antihipertensiva, se muestran en la tabla 1.6. 
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Tabla 1.6 Algunos péptidos obtenidos de hidrolizados de proteínas del suero de 

leche con propiedades antihipertensivas 

 

 

Así, en los últimos años, los científicos han centrado sus estudios en la obtención 

de péptidos naturales con diferentes actividades biológicas derivados de diversas 

fuentes proteicas de alimentos, entre ellas las proteínas de suero de leche en las 

cuales se han encontrado péptidos con actividad antihipertensiva y otras.  

 

A la fecha existen varios reportes que muestran la actividad antihipertensiva in vitro 

de péptidos derivados del suero lácteo. La mayoría se basa en estudios de 

Proteína Enzimas 

Microorganismos 

Secuencia de 

péptidos 

Actividad 

biológica 

Referencias 

β-Lg,   
β-caseina, k-
caseína 

Pepsina PEQSLACQCL, 
QSLVYPFTGPI, 
ARHPHPHL 

Antihipertensiva Ibrahim et al. 2017 

Hidrolizados 
leche de buffala 

Papaína 
Pepsina 
Tripsina 

FPGPIPK 
IPPKIVPN 
QPPQ 

Antihipertensiva Abbel-Hamid et al. 
2017 

β-caseina Endoproteinasa 
de Aspergillus 
niger 

IQA 
VEP 

Antihipertensiva Norris et al. 2014 

caseína Subtilisina 
Basilolisina 
tripsina 

MKP Antihipertensiva Yamada et al. 2013 

β-caseina, k-
caseína 

Neutral proteasa RYPSYG 
DERF 

Antihipertensiva Jiang et al. 2010 

Caseina Pepsina RYLG 
AYFYPEL 
YQKFPQI 

Antihipertensiva Del mar-Contreras et 
al. 2009 

Na-Caseina, Pepsina, tripsina,  

proteinasa-K, 

termolisina 

LYQQP  Antihipertensiva Otte et al. 2007 

Caprine β-Lg Termolisina LQKW, LLF, 

LVRT 

Antihipertensiva Hernández et al.  

2007 

β-caseina y 
 k-caseína de 
Yack 

Acalasa PLPLL 
PPEIN 

Antihipertensiva Mao et al. 2007 

Lactoferrina  Pepsina, tripsina 

y quimotripsina 

LRPVAA Antihipertensiva Lee et al. 2006 

β-Lg, α-La Tripsina LDAQSAPLR, 

VFK, 

VGINXW, LAHK 

Antihipertensiva Pihlanto-Leppälä et 

al. 2001 

α-La Pepsina y tripsina YGLF Antihipertensiva Nurminen et al. 2000 
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liberación de péptidos por la actividad proteolítica de bacterias lácticas en leches 

fermentadas comerciales (González et al., 2011) utilizando Lactococcus lactis 

subsp. cremoris NCFB 712 (Figueroa et al., 2012).  

 

El potencial antihipertensivo de un péptido depende de su capacidad para alcanzar 

la circulación sanguínea sin ser degradado por las enzimas intestinales o 

sanguíneas, e inhibir la ECA (Hernández et al., 2009; Muro et al., 2013). Una 

propuesta para que esta acción se lleve a cabo es la encapsulación de los péptidos 

con actividad biológica. 

 

 

1.5 Encapsulación de péptidos con actividad biológica derivados de las 

proteínas del suero 

 

Los péptidos de suero lácteo son biomoléculas que pueden poseer actividad 

biológica; por tanto llegan a considerarse como moléculas terapéuticas. Sin 

embargo, por su naturaleza, sufren de inestabilidad, pérdida de actividad temprana 

y degradación en el tracto gastrointestinal una vez que se administran. Por lo que 

sus beneficios al organismo se han visto drásticamente cuestionados y los estudios 

clínicos que demuestran dichos beneficios son escasos (Muro et al., 2011).    

Recientemente, la encapsulación se ha sugerido como una alternativa importante 

de protección y liberación controlada de este tipo de sustancias (Muro et al., 2014; 

Alvarado et al., 2016). No obstante, pese a que en la literatura existen muchos 

trabajos sobre encapsulamiento de biomoléculas terapéuticas, en el caso de la 

encapsulación de proteínas y péptidos del suero, las investigaciones aún son muy 

pocas, ya que estos se encuentran actualmente en el círculo de moléculas 

biológicas sensibles, en el que muchas de este tipo de fármacos siguen en estudio, 

tal es el caso de la insulina cuya administración aún permanece realizándose por 

vía intravenosa (Muro et al., 2014).  
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La encapsulación de estas sustancias significa la incorporación de la biomolécula 

en diferentes sistemas de confinamiento como son esferas, liposomas, emulsiones, 

dendrímeros y películas entre otros. Los cuales son utilizados para dos fines 

principalmente; protegerlos contra procesos de inactivación y para controlar su 

entrega espacial y temporal en el cuerpo humano (Bosio, 2012, Muro et al., 2014).  

Tanto el método de encapsulamiento, como la selección del material para llevar a 

cabo dicho proceso, depende del tipo de molécula que se desee incluir, así como 

de la aplicación y propiedades del producto que se requiera obtener. Para ello, se 

han utilizado diferentes materiales como grasas (cera de carnauba, alcohol 

esteárico, ácido esteárico); proteínas (colágeno, gelatina, queratina, albúmina, y 

proteínas de suero lácteo); biopolímeros tipo polisacáridos (alginato, quitosano, 

celulosa, almidón, dextrano, agar, agarosa, pectina, goma arábiga, goma xantana, 

k-carragenina); otros biopolímeros como el poli(ácido láctico, policaprolactona, poli 

(alcohol vinílico) (PVA), poli (ácido láctico- co-glicólico) (PLGA). Además de 

polímeros sintéticos como poliestireno, poliacrilatos y poliacrilamidas. 

Los compósitos a base de los anteriores materiales son actualmente los más 

estudiados. Destacan los biopolímeros de naturaleza polisacárida que 

frecuentemente son utilizados como fase matriz en el compósito. La síntesis de los 

compósitos de encapsulamiento puede ser resumida en cuatro mecanismos 

básicos: entrecruzamiento covalente, entrecruzamiento inotrópico, formación de 

complejos polielectrolitos, y auto ensamblaje de polisacáridos modificados (Gandini, 

2010; Bosio, 2012). 

En la tabla 1.7, se presentan algunos de los resultados encontrados sobre el 

encapsulamiento de péptidos y proteínas de origen láctico, donde se incluye el 

sistema encapsulante y material utilizado.   
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Tabla 1.7 Investigaciones sobre la encapsulación de proteínas y péptidos de leche 

 

Referencias Material y sistema 
encapsulante 

Proteínas y 
péptidos de 

suero de leche 

Resultados 
 

Mohan et al. 
2016 

Nanoliposomas 
de lecitina de 
soya  

Péptidos 
bioactivos de 
suero de leche 

Los péptidos mostraron una interacción con 
las regiones polares internas y externas de los 
liposomas mejorando la eficiencia de 
encapsulación.  

Zhang et al.  
2016 

Esferas de 
alginato  

Proteínas de 
suero lácteo 

La atracción electrostática de las proteínas y 
el alginato se mantuvieron fuertes a pH 3 
permitiendo una buena retención y un 
debilitamiento a  pH 7 demostrando una alta 
liberación de los péptidos. 

Bokkihim et 
al. 2016 

Esferas de 
alginato 

Lactoferrina El estudio mostro que la encapsulación 
protegió de la acción de la pepsina en el fluido 
gástrico simulado y permitió su liberación en 
el fluido intestinal    

Gomez-
Mascaraque 
et al. 2016 

Microcápsulas de 
gelatina o 
quitosano  

Hidrolizados de 
concentrados de 
proteínas de 
suero 

El quitosano fue más efectivo que la gelatina 
como encapsulante mantuvo la estabilización 
de los péptidos sin afectar su perfil.  

Rao et al. 
2016 

Microcápsulas de 
maltodextrina-
goma arábiga  

Hidrolizados de 
caseína  

Los hidrolizados encapsulados mostraron una 
retención de actividad antioxidante del 93 % 
con respecto a los hidrolizados libres.  

Kavianinia et 
al. 2014 

Microesferas de 
quitosano con 
dianhídrido 
piromelítico (Cts-
PMDA)  

Albúmina de 
suero bobino 

Las esferas de Cts-PMDA mostraron un gran 
potencial para la liberación de BSA en el colon 
de 80-84 %  de liberación de la albumina 
después de 12 h.  

O´Neill et al. 
2015 

Microcápsulas de 
suero lácteo  
 

Riboflavina,  
péptidos y 
aminoácidos 

Se obtuvieron una mayor eficiencia de 
encapsulación debido a las Interacciones 
hidrofóbicas entre el compuesto y la 
microcapsula  

Ma et al. 
2014 

Microcapsulas de 
alginato 
 

Hidrolizados de 
proteínas de 
suero 

El encapsulado no influyó en la actividad 
inmunomodulatoria de los hidrolizados y 
redujo el sabor amargo de los mismos. 

Yang et al. 
2012 

Encapsulados de 
maltodextrina y β-
ciclodextrina 

Hidrolizados de 
proteínas de 
suero  

La encapsulación mejoró la estabilidad de los 
hidrolizados y atenuó su sabor amargo. 

Yu et al. 2009 Micropartículas de 
quitosano, 
alginato y pectina  

Seroalbúmina 
bovina (BSA) 

La liberación in vitro mostró una alta 
sensibilidad de las partículas al pH exhibiendo 
una liberación lenta a pH 1.2 y pH 5 y una 
liberación rápida a pH 7.4. 

 

 

 

 

 



34 
 

2 MÉTODO 

En la Figura 2.1 se muestra el diagrama que contiene las etapas que conforman la 

investigación y enseguida se hace la descripción de cada una de ellas. 

 

 2.1 Diagrama con las etapas de la investigación 
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2.1 Caracterización del suero lácteo 

 

El suero lácteo fresco fue proporcionado por una empresa artesanal de elaboración 

de queso. Fue almacenado para su conservación en recipientes de plástico de un 

litro a 4 oC para su posterior caracterización y uso. Los parámetros considerados en 

la caracterización fueron pH, acidez, densidad, cenizas, sólidos totales, calcio, 

azúcares reductores y proteínas. Estos fueron determinados de acuerdo a los 

siguientes métodos.  

1. Para la determinación de pH. Se consultó la norma mexicana NMX-F-317-S-19, 

la cual propone el procedimiento siguiente: se homogenizó el lactosuero mediante 

agitación y se tomó lectura de la muestra con un potenciómetro portátil marca 

HANNA HI 9126, calibrado previamente con soluciones reguladoras de pH 4 y pH 

7, la lectura fue leída y registrada a una temperatura de 20 ± 0.5 °C. 

2. Determinación de acidez. Esta prueba se realizó de acuerdo como se indica en 

la norma mexicana NMX-F-420-1982. Se colocaron 20 cm3 de muestra en un matraz 

Erlenmeyer se diluyeron hasta aumentar dos veces su volumen con agua libre de 

CO2.  Posteriormente se añadió un cm3 de solución de fenolftaleína como indicador. 

Se tituló con hidróxido de sodio (NaOH) 0.1 N hasta la aparición de un color rosado 

persistente de 15 a 30 segundo. Se anotó el gasto de NaOH para determinar la 

acidez de la muestra. Este ensayo se realizó por triplicado y el cálculo se hizo de 

acuerdo a la ecuación 2.1.  

 

A =
(V)(N)(90)

M
                                                                              (2.1) 

 

A= Acidez en gr/L del ácido láctico 

V= Volumen de solución de hidróxido de sodio 0.1N gastado en la titulación en mL. 

M= Volumen de la muestra en cm3 

N = Normalidad del NaOH 

 

3. Determinación de la densidad. Esta determinación se realizó bajo la norma 

mexicana NMX-F-424-S-1982. Se colocó una muestra de 450 mL, homogénea de 
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lactosuero a temperatura de 15 °C en una probeta de 500 mL, el densímetro de 

Quévenne fue introducido en el suero lácteo para hacer la lectura. 

4. Determinación de azucares reductores. Se prepararon dos soluciones de Fehling 

y una solución de glucosa al 2 % (p/v). Fehling I, 3.5g de sulfato de cobre 

pentahidratado en 50  de agua destilada. Fehling II, 17.5g de tartrato de sodio 

potásico y 5g de hidróxido de sodio en 50mL de agua destilada. Se preparó el licor 

de Feheling con 5 mL de solución Fehling I y 5 mL de solución Fehling II más 50 mL 

de agua destilada y 4 gotas de azul de metileno, la solución se calentó hasta 

ebullición con agitación constante y se tituló con solución de glucosa al 2 %. Se 

repitió el proceso en el cual se sustituyó la solución de glucosa al 2 % por el 

lactosuero y se anotó el gasto del mismo, como datos para el cálculo de azucares 

reductores de acuerdo a la ecuación 2.2. 

 

R =  
(2G)(F)

G´
                                                                                (2.2) 

 

R= Cantidad de azucares reductores (g/L) 

G= Gasto de suero necesario para decolorar el licor de Fehling 

G´= Gasto de glucosa (2 %) necesario para decolorar el licor de Fehling 

F= Factor de dilución 

 

5. Determinación de Calcio. Para esta determinación se siguió el siguiente 

procedimiento. Se colocaron 50 mL de suero en un matraz erlenmeyer, se agregó 

NaOH 1 N hasta ajustar el valor de pH entre 12 y 13, se le adicionó 0.1 g de murexida 

y se tituló con solución 0.01 M EDTA con agitación continua hasta un vire de color 

de rosa a violeta, el dato obtenido del gasto de EDTA se utilizó en la ecuación 2.3 

para calcular la cantidad de calcio presente.  

 

C =  
(A)(N)(20.04)(1000)

V
                                                                   (2.3) 

 

C= mg Ca+2 /L 



37 
 

A= Volumen gastado de EDTA en mL  

N= Normalidad del EDTA 

V= Volumen de suero en mL 

 

6. Determinación de sólidos totales. La prueba se realizó bajo la norma mexicana 

NMX-F-426-1982. Se pesaron tres cápsulas de porcelana en una báscula analítica, 

se transfirieron a una estufa durante 30 minutos y posteriormente al desecador por 

15 minutos este procedimiento se repitió hasta mantener las cápsulas de porcelana 

a masa constante. Se añadieron 2 cm3 de leche a cada una de las cápsulas y se 

colocaron en un baño de agua en ebullición hasta sequedad. Las cápsulas se 

secaron durante 3 horas a 100 °C.  Una vez fría, se determinó la masa del residuo 

por diferencia de masas utilizando la ecuación 2.4. 

 

S =  
(M2− M1)(1000)

M
                                                                       (2.4) 

 

S =Sólidos totales en gr/L 

M2= Masa de la cápsula con residuo seco 

M1= Masa de la cápsula 

M= Volumen de la muestra en mL. 

 

7. Determinación de cenizas. La determinación de cenizas se hizo de acuerdo a la 

norma mexicana NMX-F-066-S-1978, la cual indica el siguiente procedimiento: los 

sólidos totales obtenidos en la etapa anterior se calcinaron en una mufla a 550 °C 

durante 3 horas. Para efectuar el cálculo de la cantidad de cenizas expresado en % 

se utilizó la ecuación 2.5. 

 

C =  
(P−p)(100)

M
                                                                            (2.5) 

 

C = Cenizas en % 

P =Masa de la cápsula con cenizas en gramos 
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p= Masa de la cápsula vacía en gramos 

M= Masa de la muestra en gramos 

 

8. Determinación de proteínas. Para determinar las proteínas del suero lácteo 

empleado en este trabajo se utilizó el método de Biuret, como una reacción basada 

en la formación de un compuesto de color violeta entre los iones Cu2+ y los pares de 

electrones no compartidos del nitrógeno que forma parte de los enlaces peptídicos, 

presentando un máximo de absorción a 540 nm. Este ensayo fue llevado acabo de 

la siguiente manera: primero se realizó una curva patrón como referente, para lo 

cual se utilizó una solución de Albumina de suero bovino (BSA) a concentración de 

1 mg/mL, para ello se prepararon 11 tubos con solución de BSA y agua destilada 

como se muestra en la tabla 2.1. 

 

Tabla 2.1. Volúmenes de la solución patrón de albúmina método de Biuret 

 

No. de 
tubo 

Albumina 
patrón (mL) 

Agua 
(mL) 

Volumen 
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 

 

A cada tubo se le añadió 2 mL de reactivo de Biuret, se dejaron reaccionar durante 

15 minutos en un baño de agua a 37 °C. La concentración de proteínas se midió en 

un espectrofotómetro marca Perkin Elmer modelo Lamda 35 UV-Vis a una longitud 

de onda de 540 nm. 

La curva patrón se utilizó como referente para las pruebas repetidas en la selección 

de un factor de dilución adecuado para la determinación de proteínas en las 

muestras. 
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2.2 Concentración de proteínas del suero lácteo utilizando ultrafiltración 

 

Para el concentrado de proteínas se utilizó un equipo de ultrafiltración (UF) con una 

membrana cerámica microporosa con capa de óxido de titanio cubierta de carbón 

con un umbral de corte de 15 kDa. Las condiciones que se aplicaron en el proceso 

después de algunas pruebas fueron: un gasto de alimentación controlado con 

velocidad de la bomba de 40 rpm con una presión transmembranaria de 1.5 kg/cm2. 

La temperatura y el pH del suero inicial fueron de 21 °C y pH de 6.3, 

respectivamente. El volumen inicial de la muestra fue de 500 mL. 

 

 

2.2.1 Obtención y caracterización del concentrado proteico 

 

El concentrado proveniente del proceso de UF de proteínas, se caracterizó con los 

procedimientos utilizados en la caracterización del suero lácteo, los cuales fueron 

mencionados en el apartado 2.1.  

 

Además se determinó el rendimiento  (Y) expresado en porcentaje de cada uno de  

parámetros que representan la caracterización del concentrado de proteínas del 

lacto suero mediante la ecuación 2.6. 

 

Y =  
(V2)(C2)(100) 

(V1)(C2)
                                                                        (2.6) 

 

Y = Rendimiento de los concentrados 

C2= Concentración final del parámetro en el concentrado. 

C1= Concentración inicial del parámetro en el suero. 

V1= Volumen del suero inicial en la UF. 

V2 = Volumen final en la UF 
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2.3 Encapsulación de la biomasa de Bacillus subtilis  

 

En esta etapa se encapsuló la biomasa de B. subtilis para su aplicación en la 

hidrólisis de las proteínas del suero lácteo, con el objeto de mejorar el proceso 

enzimático y evaluar su reúso en diferentes ciclos de hidrólisis.   

Para llevar a cabo esta prueba se consideraron tres etapas: 1) Propagación y 

preparación de biomasa de B. subtilis, 2) encapsulación de biomasa del B. subtilis 

en diferentes polímeros compósitos y 3) caracterización de los sistemas de 

encapsulación. A partir de esta etapa, se seleccionaron las cápsulas más 

adecuadas para este propósito. 

 

 

2.3.1 Propagación y preparación de biomasa de B. subtilis 

 

Para llevar a cabo la propagación del B. subtillis, se sembró el microorganismo en 

una placa Petri en un medio de cultivo sólido, agar de soya tripticaseina, para este 

fin se utilizó el método de siembra por estría en placa. El B. subtilis fue incubado a 

37 °C durante 24 h. La figura 2.2 muestra una caja Petri con B. subtilis. 

 

 

Figura 2.2 Caja Petri con Bacillus subtilis 
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La biomasa suspendida fue preparada en un matraz estéril en el cual se vació el 

contenido de una placa Petri seccionada en cuadros de aproximadamente un cm2, 

se le agregaron 100 mL de suero lácteo previamente filtrado con agitación suave. 

Posteriormente fue colocado en un agitador orbital a 100 rpm y 37 °C durante 24 h. 

La figura 2.3 muestra la biomasa suspendida de B. subtilis. 

 

 

 

Figura 2.3 Biomasa suspendida de B. subtilis 

 

 

2.3.2 Encapsulamiento de B. subtilis 

 

Con la finalidad de obtener matrices de encapsulación adecuadas para inmovilizar 

la biomasa bacteriana de B. subtilis y llevar a cabo la hidrólisis de los concentrados 

proteicos, se procedió a preparar matrices poliméricas de encapsulamiento, se 

evaluaron diferentes materiales y técnicas para obtener esferas resistentes a 

temperaturas de 50 °C, con agitación de 200 rpm y a pH básico que corresponde al 

pH en que actúan las enzimas del microrganismo. 

 

Los materiales utilizados para la preparación de las matrices de encapsulación 

fueron alginato de sodio y quitosano, a las cuales se les adicionó un material 
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complementario como sílica gel, sílica coloidal, carboximetilcelulosa, glutaraldheido 

y polietilenglicol.  

El alginato de sodio se utilizó al 3 % (p/v) en agua y el quitosano al 1 % agregado 

en la solución del alginato. En esta mezcla se incorporó el material complementario 

para obtener los compósitos de cada uno de ellos. Una vez obtenida la mezcla, en 

condiciones asépticas, se adicionaron 10 mL de biomasa suspendida de B. subtillis 

y se homogenizó mediante agitación suave.  

 

Posteriormente, la mezcla fue goteada, en la solución de cloruro de calcio, para 

formar esferas de encapsulamiento. Las esferas se dejaron reticular durante 24 

horas, se lavaron con agua destilada y conservaron en refrigeración a 4 °C.  

 

En el caso de las esferas recubiertas de quitosano, éstas se sumergieron en 100 

mL de solución de quitosano con agitación suave durante 40 minutos. Los 

encapsulados recubiertos fueron lavados y guardados en agua a 4 °C.  

 

 

2.3.3 Caracterización de los sistemas de encapsulación de B. subtilis 

 

Las esferas de encapsulamiento se caracterizaron mediante tres pruebas: 1) 

resistencia mecánica, 2) análisis FT-IR y 3) determinación morfológica y tamaño de 

poro. A continuación, se describe el método utilizado para cada prueba. 

1) Para la resistencia mecánica 100 esferas de alginato y quitosano fueron 

sometidas a condiciones similares a las que sufrirán durante su uso en la hidrólisis 

de proteínas del suero, se consideraron la deformación y/o fractura de las esferas, 

así como el desprendimiento de material de las mismas debido a su permanencia 

en 200 mL de agua, a 50 °C y 200 rpm en agitación, durante 7 días.  

Al finalizar el tiempo de prueba, las esferas fueron filtradas y observadas con el fin 

de separar aquellas que se mantuvieron sin deformarse, que fueron resistentes a la 

ruptura y no presentaron desprendimiento de material durante la agitación. Las 

matrices que cumplieron estas propiedades fueron seleccionadas para realizarles 

otras pruebas de caracterización y de reúso en la hidrólisis. 
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2) Análisis FT-IR. A las matrices con las mejores propiedades mecánicas fueron 

seleccionadas de la prueba anterior. Se les realizó un análisis IR en un equipo varian 

FT-IR spectroscopy, a fin de verificar la integridad de las matrices mediante la 

identificación de los grupos funcionales de cada material utilizado en la preparación 

de éstas. Para llevar a cabo el análisis se colocó una pequeña cantidad de material 

seco en el porta-muestras y se le hizo incidir el haz del infrarrojo para generar el 

espectro correspondiente en un intervalo de longitud de onda de 2.5-16 µm y se 

midió en % de transmitancia. 

 

Para este análisis, se tomó de 5-10 g de muestra de esferas tratadas previamente 

mediante deshidratación y trituración en un mortero hasta obtener un polvo fino. Se 

colocó una pequeña cantidad de cada muestra en el porta-muestras propio del 

equipo y se procedió al análisis. En la figura 2.4 se presenta el equipo y algunas 

muestras de prueba. 

 

 

Figura 2.4 a) Muestras, b) equipo para el análisis de FT-IR, c) porta muestras d) 

espectro de transmisión de quitosano por FT-IR. 

    

3) Análisis morfológico. El análisis morfológico de las esferas se realizó mediante la 

técnica de microscopía electrónica de barrido (SEM) con un equipo marca jeol 
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modelo JSM-6610LV mostrado en la figura 2.5.  Para llevar a cabo el análisis en el 

SEM, se tomaron pequeñas cantidades de muestra que equivalen a 3-4 g de 

esferas, las cuales fueron previamente deshidratadas en una mufla a 100 °C durante 

40-50 minutos. Unas esferas de cada tipo fueron adheridas con cinta de carbono 

doble cara sobre el porta muestras circular propio del equipo.  

 

 

Figura 2.5. Microscopio electrónico de barrido   

 

Con la finalidad de determinar las dimensiones del poro de las esferas, éstas fueron 

también sometidas a un análisis mediante la técnica BET, con un sortómetro 

BELSORP-max marca BEL Japan, Inc. mostrado en la figura 2.6. 

 

Para el análisis en el BET, se tomaron 3-4 g de esferas, también previamente 

deshidratadas en una mufla a 100 °C durante 40-50 minutos. Las esferas fueron 

pretratadas a una temperatura de 80 °C durante 22 horas para retirar la humedad.  

Posteriormente, las celdas fueron ubicadas en la parte superior del sortómetro y la 

cámara de inundación fue provista de nitrógeno líquido. La cámara de inundación 

cubrió las celdas y las esferas con N2, por un periodo de 11 a 12 horas. La interface 

mediante una gráfica del equipo mostró los resultados del análisis. 
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Figura 2.6 a) Sortómetro BELSORP-max, b) posición de las celdas en el 

sortómetro y gráficas de adsorción y desorción de nitrógeno mostradas por el 

equipo 

 

 

2.4 Hidrólisis del concentrado de proteínas con biomasa encapsulada 

de B. subtilis   

 

Para llevar a cabo la hidrólisis, se tomaron cuatro muestras de concentrados de 

proteínas de 100 mL y se colocaron en un matraz. A cada matraz se le adicionó 20 

g de cápsulas de biomasa contenida en cada compósito. Como blanco se utilizó, 

suero, y como testigo se utilizó una muestra de suero y concentrado de proteínas 

con biomasa libre de B. subtilis. Por cada 100 mL de muestra se utilizaron 10 mL de 

biomasa de B. subtilis o para el caso de biomasa encapsulada. Los matraces 

preparados se taparon y se colocaron en un agitador orbital a 200 rpm y 50 °C, 

durante 8 h, como se muestra en la figura 2.7. En ese tiempo se tomaron muestras 

a cero, 2, 4, 6 y 8 horas. Al finalizar el tiempo establecido, cada muestra se 

centrifugo durante 15 min a 5000 rpm.  
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Figura 2.7 Hidrólisis del suero utilizando B. subtilis  

 

Una vez concluido el tiempo de hidrólisis, los encapsulados de microorganismos 

fueron lavados y almacenados en agua a 4 °C para las pruebas de su posterior uso 

y determinación de ciclos de reúso. Como datos de éste experimento se obtuvo el 

porcentaje de hidrólisis y el peso molecular de proteínas presentes en los 

hidrolizados por electroforesis (SDS-PAGE). 

 

 

2.4.1 Determinación del grado de hidrólisis de los concentrados 

proteicos    

 

El grado de hidrólisis de los concentrados de proteínas, se determinó mediante la 

cuantificación de proteínas presente en el sobrenadante obtenido de cada muestra 

durante el periodo de dicha hidrólisis. Para la cuantificación de proteínas se utilizó 

el método de Biuret con distintos factores de dilución (FD) de 5,10 y 20, con base 

en la curva patrón de BSA ya descrita en el punto 2.1.  Con los datos registrados de 

concentración de proteínas se calculó el porciento del grado de hidrólisis mediante 

la ecuación 2.7. 

 

GH = 
(C0− Cf)(100)

C0
                                                                       (2.7) 

 

GH = Grado de hidrólisis en % 
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Co = Concentración inicial de proteínas. 

Cf = Concentración de proteínas en el sobrenadante 

 

 

2.4.2 Determinación de pesos moleculares de hidrolizados de 

concentrados proteicos  

 

Con el fin de identificar las proteínas contenidas en los hidrolizados de concentrados 

se utilizó el método SDS-PAGE, descrito por Laemmli (1970), en presencia de 

dodecil sulfato sódico. Para ello se prepararon dos geles de poliacrilamida con 

diferente tamaño de poro: el gel de separación tiene una concentración del 10 % de 

poliacrilamida y el gel de empaquetamiento una concentración del 4 % de 

poliacrilamida. Para la preparación del gel de separación, los reactivos 

correspondientes dados en la tabla 2.2, se suministraron a un matraz por las 

paredes. Una vez que se agregaron los 3 primeros reactivos, se eliminaron las b  

urbujas de aire con un sonicador, se agregó a la mezcla el persulfato de amonio al 

10 % y el tetrametiletilendiamina (TEMED). La mezcla se agitó ligeramente y se 

colocó en las placas de vidrios del equipo Thermo Scientific modelo P8DS. Se dejó 

que la mezcla gelificara durante 30 minutos. 

 

Tabla 2.2. Volumen de los reactivos para la preparación de geles de 

poliacrilamida, separación y empaquetamiento  

 

Reactivo Gel de 
separación al 

10 % (mL) 

Gel de 
empaquetamien
to al 4 % (mL) 

Agua desionizada 4  3  

Poliacrilamida al 30 % 3.33  0.7  

Buffer Tris  2.5 (pH 8.8) 1.25  (pH 6.8) 

DSS 10 % 0.100  0.050  

TEMED 0.010 0.005 

Persulfato de amonio al 10% 0.050  0.035 
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De la misma forma, se preparó el gel de empaquetamiento, siguiendo los mismos 

pasos que para el gel de separación, en el cual se asentó cuidadosamente el peine 

para formar los pocillos en donde se colocarán posteriormente las muestras.  

En la preparación de las muestras se utilizaron tubos eppendorf en los cuales se 

vertieron 40 µL de muestra y 20 µL de una solución buffer 4x para proteínas el cual 

fue preparado como se muestra en la tabla 2.3.  

 

Tabla 2.3 Preparación de solución buffer de la muestra 4x para proteínas 

 

 

 

 

 

                                  

Las muestras se vaciaron en los pocillos formados en el gel de empaquetamiento 

para su corrimiento junto con el marcador estándar de proteínas benchMark 

Proteins Ladder proporcionado por Invitrogen con peso molecular de 10-250 kDa.  

Para el corrimiento de las proteínas se colocó el portaplacas de los geles de 

poliacrilamida en la cámara del equipo con solución buffer de electroforesis tris-

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

100 V como se muestra en la figura 2.8.  

 

 

Figura 2.8 a) Muestras, b) equipo de electroforesis, c) corrimiento de las proteínas 

y tinción 

 

Reactivo Volumen 
en (mL) 

Buffer Tris 0.5M, pH 6.8 2.5  

DSS 10 % 2.5  

2-Mercaptoetanol 2.5  

Glicerol 2.5  

Azul de bromofenol 1mg 
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Al concluir la corrida, los geles se retiraron de los vidrios y se prosiguió a la tinción. 

Las soluciones de tinción y desteñido se prepararon como se muestra en la tabla 

2.4. Se adicionó 0.05 g de azul de coomasie en el caso de la solución de tinción 

 

Tabla 2.4 Preparación de los reactivos de tinción y destinción 

 

       Reactivo Solución de 

tinción (mL) 

Solución de 

desteñido (mL) 

Ácido acético 10 21 
Agua desionizada 40 264 
Metanol 50 15 
Total 100 300 

 

Se colocaron los geles en un recipiente con solución de tinción durante 3 horas en 

agitación a 100rpm. Por último, los geles se lavaron por dos horas en agitación 

sumergidos en solución de desteñido para lograr su revelado.  

 

 

2.4.3 Determinación de ciclos de reúso de encapsulados en la hidrólisis de los 

concentrados de proteínas 

 

En esta etapa se determinaron los ciclos de uso de los encapsulados en B. subtilis. 

La hidrólisis del suero lácteo se llevó acabo con los mismos encapsulados, a fin de 

determinar cuántos ciclos se pueden llevar a cabo con un mismo encapsulado.  

En cada ciclo se determinó la resistencia mecánica de los encapsulados y su 

efectividad para realizar la hidrólisis. Como referente se tomaron 5 ciclos. 

  

La hidrólisis del suero lácteo se llevó a cabo como se indicó en el apartado 2.4, a 2, 

4, 6 y 8 horas de hidrólisis para completar un ciclo. Al término de éste, las esferas 

fueron recuperadas, lavadas con agua destilada estéril y utilizadas nuevamente. 

Este proceso se efectuó durante cinco ciclos, o bien se detuvo, si las esferas 

sufrieron daños, como roturas, o bien que disminuyera la actividad proteolítica del 

microorganismo medido por el grado de hidrólisis obtenido. 
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2.5 Obtención de fracciones peptídicas activas de hidrolizados por 

membranas de nanofiltración 

 

En esta etapa se utilizó un proceso de Nanofiltración (NF) para fraccionar los 

hidrolizados de proteínas. Para ello se utilizaron 500 mL de hidrolizados 

previamente seleccionados de acuerdo al grado de hidrólisis obtenido. El 

hidrolizado fue centrifugado y filtrado con filtros de 0.45 µm (Millipore La membrana 

utilizada fue de NF, material polisulfona, con un corte de peso molecular de 3kDa. 

Durante la operación de NF se recolectó el concentrado o retenido y el filtrado o 

permeado. Las condiciones del proceso fueron: temperatura ambiente (22-23 °C), 

pH de 6.7, presión de entrada de 0.3 Kf/cm2 y presión de salida 0.5 Kf /cm2.  

 

2.5.1 Determinación del peso molecular de las fracciones peptídicas 

mediante SDS-PAGE 

 

Con el fin de identificar las proteínas contenidas en las fracciones peptídicas de los 

hidrolizados de acuerdo su masa molecular, se utilizó el método SDS-PAGE, 

descrito en este documento en el apartado 2.6.2. 

 

 

2.5.2 Determinación del perfil de aminoácidos de las fracciones 

peptídicas mediante HPLC 

 

Para el análisis de los productos derivados del proceso de NF se utilizó 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) en un cromatógrafo de líquidos 

Waters1525. El procedimiento fue el siguiente: en la columna Hi-Pore RP-318, de 

dimensiones 250 x 4.6 mm (Bio-Rad), se inyectaron 50 µL de muestra con una 

concentración de 2 mg/mL, la cual fue previamente filtrada con filtros millipore (0.45 

µm). Las faces móviles A y B fueron mezclas de agua y ácido trifluoroacético (TFA) 

al 0.1 % y acetronitrilo y TFA (0.1 %), respectivamente. El flujo fue de 1 mL/minuto.  
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El gradiente fue lineal del 0 al 50 % del solvente B en 60 minutos. La detección se 

llevó a cabo en un UV vis a 214 y 280 nm. 

 

 

2.6 Determinación de la actividad inhibitoria de la ECA de los productos 

obtenidos 

 

La actividad inhibitoria de la ECA se determinó de acuerdo con el método descrito 

por Cushman y Cheung (1971) con alguna modificación como se describe en las 

siguientes etapas. 

a) Preparación del Histidil-Hipuril-Leucina (HHL), sustrato de la ECA. 54mg de HHL 

se disolvió en 25 mL de una solución buffer de fosfato de potasio dibásico 0.1 M y 

cloruro de sodio 0.3 M con pH de 8.3. La concentración final obtenida fue de 5 mM 

del HHL con pH de 8.3. 

b) Preparación de la enzima convertidora de angiotensina (ECA).  0.5 mg de enzima 

fue disuelta en 1mL de solución de glicerol al 50 % (v/v). 

c) Preparación de las soluciones para la determinación de la inhibición de la ECA 

(IECA) 

 Solución blanco (B). En un tubo para centrifuga se agregaron 100 µL de HHL, 

40 µL de muestra y 40 µL de agua destilada. Se preparó una solución blanco 

por cada muestra cuya actividad inhibitoria se requiere determinar. 

 Solución control (C). En un tubo para centrífuga se agregaron 100 µL de HHL, 

40 µL de solución buffer y 40 µL de enzima ECA. 

 Solución muestra (M). En un tubo para centrífuga se agregó 100 µL de HHL, 

40 µL de muestra y 40 µL de enzima ECA. Se preparó una solución para 

cada muestra en estudio. 

d) La reacción de las soluciones se llevó acabo a 37 °C durante 30 minutos. 

Posteriormente se inactivó la enzima adicionando 150 µL de HCl 1N. 

e) Para la determinación del ácido hipúrico se adicionó a cada tubo de las 

preparaciones anteriores, 1 mL de acetato de etilo, se agitaron en un bortex y se 

centrifugaron por 10 minutos a 4000 rpm. Se tomaron 750 µL del sobrenadante (fase 
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orgánica) y se evaporó por calentamiento a 95 °C durante 15 minutos. Al residuo 

obtenido se le adicionó 2000 µL de agua destilada agitando de forma circular. Por 

último se midió la absorbancia a 228 nm. 

f) El % de actividad inhibitoria de calculó mediante la ecuación 2.8 (Gobbetti et al., 

2000). 

 

 % de inhibición = 
(AC−AM)(100)

AC−AB
                                                             (2.8) 

 

 AC es la absorbancia de la reacción control con ECA, sustrato (100 % de actividad               

inhibitoria).  

AM es la absorbancia de la reacción muestra con ECA, sustrato e inhibidor. 

AB es la absorbancia de la prueba blanco con sustrato sin ECA ni inhibidor, 0 % de                           

actividad. 

 

 

2.7 Encapsulación de fracciones peptídicas  

 

Con la finalidad de establecer matrices de encapsulamiento adecuadas para la 

protección de las fracciones peptídicas contra procesos de inactivación, se procedió 

a preparar esferas poliméricas con diferentes materiales. Los materiales utilizados 

para la preparación de las matrices de encapsulación fue alginato de sodio como 

base, al cual se le adicionó otro componente como goma arábiga, colágeno y 

gelatina.  

 

El alginato de sodio se utilizó al 1 % (p/v) en agua, sobre el cual se incorporaron los 

demás materiales para obtener mezclas de distintas características. Una vez 

obtenida la mezcla fue goteada sobre una solución de lactato de calcio (C6 H10 Ca 

O6) al 5 % para la formación de matrices esféricas. Se dejaron en agitación suave 

por 30 minutos y se lavaron para quitar el exceso de lactato. 
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2.7.1 Obtención del tamaño de poro de los sistemas de encapsulación 

de las fracciones peptídicas 

 

Con la finalidad de determinar las dimensiones del poro de las esferas, éstas fueron 

también sometidas a un análisis mediante la técnica BET, con un sortómetro 

BELSORP-max marca BEL Japan, Inc., descrita en el apartado 2.4 de este trabajo. 

 

 

2.8 Determinación de la capacidad de liberación de péptidos por los 

sistemas encapsulantes y su actividad antihiperensiva 

 

La prueba de liberación de péptidos se llevó a cabo en simulación in vitro, bajo 

condiciones gastrointestinales (GI). Para ello se utilizó el método propuesto por 

Alting et al., (1997) con algunas modificaciones. Las fracciones peptídicas (2 mL) 

de forma libre y encapsuladas en matrices se incubaron con pepsina (0.06 mg/mL) 

en 10 mL de una solución acuosa de pH 2 ajustada con HCl 10 N a 37 °C y agitación 

constante de 200 rpm durante 2 horas, al término de este tiempo se tomaron 2 

alícuotas de 1 mL, fueron centrifugadas durante 15 min a 5000 rpm. 

 

El sobrenadante fue analizado por espectrofotometría a 580 nm usando el método 

de Biuret, para determinar el contenido de péptidos. A la solución restante (10 mL) 

se le agregó 0.05 mg/mL de tripsina. Se ajustó la solución a un pH de 5-6 con 

NaHCO3   0.1 M y subsiguiente a un pH 7.5 con NaOH 1N a 37 ºC y se mantuvo 

durante 2 h en agitación suave (100 rpm).  

 

Por último, la reacción se finalizó calentando durante 15 minutos en un baño de 

agua para inactivar la enzima. Las muestras fueron centrifugadas durante 15 min a 

5000 rpm. 2 mL del sobrenadante fue analizado por espectrofotometría a 580 nm 

usando el método de Biuret, para determinar el contenido de péptidos.  

Al sobrenadante restante se le midió la actividad inhibitoria de la ECA con el método 

presentado en el apartado 2.6 de este documento. 
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3 RESULTADOS 

 

En esta etapa del trabajo se presentan los resultados obtenidos de la 

caracterización del suero, la concentración de proteínas mediante ultrafiltración y su 

rendimiento. Además, contempla los resultados sobre la hidrólisis de estos 

concentrados con sistemas de diferentes matrices de encapsulación de biomasa de 

Bacillus subtillis o enzimas, para lo cual se llevó a cabo previamente una selección 

de dichas matrices, de acuerdo a sus características físicas y mecánicas, porosidad 

y tamaño de poro, entre otras. También se reporta la eficiencia del proceso de 

encapsulación por medio del reúso de los encapsulados a través de su resistencia 

mecánica y su utilización en los hidrolizados del suero lácteo, la obtención e 

identificación de fracciones peptídicas activas y su respectivo análisis. 

 

3.1 Caracterización del suero lácteo 

Se ilustra en la figura 3.1 el suero lácteo utilizado para esta investigación en 

presentación de 1 litro. Se observa que el líquido es de color amarillo turbio de buen 

aspecto, de olor fermentado agradable y sabor fresco débilmente dulce. Los 

resultados obtenidos de su caracterización se muestran en la tabla 3.1. 

 

Figura 3.1 Suero lácteo 

De acuerdo al resultado obtenido, este suero se puede clasificar como suero dulce 

(SD) ya que predominan los parámetros que lo clasifican en esta categoría tales 
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como el valor del pH, cantidad de calcio, sólidos totales, cenizas y proteínas como 

lo reportan trabajos de Miranda et al., (2009) y Panesar et al., (2007). Sin embargo, 

la cantidad de acidez del suero en estudio muestra la presencia de ácido láctico en 

mayor concentración, 2.25 g/L, que la reportada para sueros dulces y mucho menor 

que la reportada para sueros ácidos como se observa en la tabla 3.2, respecto a los 

trabajos de Miranda et al., (2009), Abaigar (2009), Tovar (2012) y Romero (2014). 

 

        Tabla 3.1 Resultados obtenidos en la caracterización del suero lácteo 

 

Parámetros  Suero lácteo 

pH 6.2 

Acidez (g/L ácido láctico) 2.25 

Calcio (g/L) 0.48 

Densidad (g/L) 1022 

Azucares reductores (g/L) 23.33 

Sólidos totales (mg/L) 62.7 

Cenizas (%) 8.29 

Proteínas (g/L) 10.18 

 

La cantidad de proteínas contenidas en el suero fue de 10.18 g, valor que coincide 

con los reportados por otros autores presentados en la tabla 3.2 y mayor que la 

obtenida por Romero (2014).  

Tabla 3.2 Resultados reportados de otros autores de las características de 

suero lácteo 

 

Autor Panesar et al.,  
(2007) 

Miranda 
(2009) 

Abaigar (2009) Tovar 
(2012) 

Romero 
(2014) 

Tipo de suero SD SA SD SA SD SA SD SD SA 

Parámetros 

pH 6.5 >5 6.6 4.2 <6 >4.5 5-6.6 6.7 4.5 

Acidez (g/L 
ácido láctico) 

 
 

 0.08 0.32 0-0.3 7-8  0 10.35 

Calcio (g/L) 0.4-0.6 1.2-1.6 0.53 0.51 0.4-0.6 1.2-1.4 0.64 0.25 0.28 

Densidad (g/L)        1010 1023 

Azúcares 
reductores (g/L) 

      48.4 26 38.9 

Sólidos totales 63-70 63-70   55-75 55-65  51 86 

Cenizas (g/L)     4-6 6-8  4 7.5 

Proteínas (g/L) 6-10 6-8 9.6 9.4 9-14 7-12 12.1 3.7 3.3 

SD Suero dulce SA suero ácido 
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3.2 Concentración de las proteínas del suero lácteo utilizando 

ultrafiltración 

   

En este proceso de separación se obtuvieron dos fracciones el permeado y el 

concentrado; el permeado fue desechado por no ser requerido para este estudio. El 

concentrado mostró un color amarillo verdoso y de olor agradable.  

 

 

3.2.1 Obtención y caracterización del concentrado de proteínas 

 

Los parámetros determinados en esta etapa se muestran cuantitativamente en la 

tabla 3.3.  

Tabla 3.3.  Resultados obtenidos de la caracterización del concentrado de 

proteínas del suero lácteo 

 

Parámetros Concentrado de 
proteínas 

pH 6.4 

Acidez (g/L de ácido láctico) 1.8  

Calcio (g/L) 0.2725 

Densidad (g/L) 1025 

Azúcares reductores (g/L) 11.77  

Sólidos totales (g/L) 60.95   

Ceniza (%) 3.102 

Proteínas(g/L) 8.182  

 

La cantidad de componentes iniciales del suero lácteo se pueden comparar con los 

obtenidos en el concentrado de proteínas a través del cálculo del rendimiento de los 

parámetros fisicoquímicos reportados, el cual se presenta a continuación.  

Los resultados de la tabla 3.4 muestran la eficiencia en la concentración de los 

componentes del suero después de haber sido sometido al proceso de UF; estos 

indican que se obtuvo un rendimiento considerable. Por ejemplo, en el caso de las 

proteínas como un componente importante para este trabajo, se determinó que 

aproximadamente el 80 % de ellas fueron retenidas por la membrana utilizada. Otros 

componentes como el calcio y la lactosa mostraron rendimientos menores, ya que 
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son partículas de pesos moleculares más pequeños, y fueron separados en la 

fracción del permeado. 

 

Tabla 3.4. Resumen de resultados del rendimiento del concentrado de proteínas 

 

Parámetros Suero 
g/L 

Concentrado de 
proteínas g/L 

Rendimiento del 
concentrado proteico 

(%) 

Calcio (g/L) 0.48 0.2725 56.7 

Azucares reductores(g/L) 23.33 11.77 50.45 

Sólidos totales (g/L) 62.7 60.95 97.2 

Ceniza (%) 8.29 3.102 37.41 

Proteínas (g/L) 10.18 8.182 80.37 

 

Los autores que han trabajado con concentrados proteicos reportan diferentes 

rendimientos en proteínas, Tovar et al., (2012) en el proceso de UF para el 

concentrado de proteínas de suero lácteo dulce, reportó el 53 % de rendimiento al 

usar una membrana cerámica de 15 kDa y 1.5 bar de presión.  

Baldasso et al., (2011) encontraron que, mediante el uso de suero dulce, se puede 

alcanzar aproximadamente 42 % y 35 % de rendimiento de proteína a una 

temperatura de 50 ºC, con una membrana de 10 kDa.  

Rektor et al., (2004) desarrollaron un sistema de filtración (UF-NF-OI) para el 

procesado del suero obtenido de queso mozzarella. La UF retuvo completamente la 

materia grasa, la retención de proteínas fue del 75 % en NF y la pérdida de lactosa 

del 41 %, la retención de sales minerales, se complementó con OI.  

Cuartas (2005), en su estudio de desmineralización del suero lácteo por NF, utilizó 

un proceso previo de UF, para concentrar las proteínas del lactosuero dulce, en 

donde reporta un rendimiento del 78 % de proteínas y 13 % de lactosa, con una 

membrana de polietersulfona a 16 °C, pH de 6.1 y (0.3-0.6) mPa de presión.  

La diferencia de estos rendimientos se puede adjudicar a las condiciones utilizadas 

en el proceso o el tipo de membrana utilizada. Sin embargo, todos los estudios 

revelan que los procesos de membranas son eficientes para concentrar las 

proteínas. 
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3.3 Encapsulación de biomasa de Bacillus subtilis  

 

Como resultado de este experimento se obtuvieron sistemas esféricos de 

encapsulamiento con 12 materiales compuestos, los cuales se muestran en la figura 

3.2. Los materiales compuestos fueron los siguientes: Alginato-Agar (AAg), 

Alginato- Sílica Coloidal (ASC), Quitosano-Gel de sílice (QS), Alginato–Quitosano 

(AQ), Alginato-Quitosano recubiertas con Quitosano (AQR), Alginato-Quitosano-

Carboximetilcelulosa (AQC) Alginato-Quitosano-Glutaraldehído (AQG), Alginato-

Quitosano-Polietilenglicol (AQPEG), Alginato-Quitosano-Óxido de Silicio (AQS), 

Alginato-Quitosano-Poliamida (AQP), Alginato-Quitosano-Acrilamida (AQA), 

Alginato-Quitosano-Trietilenglicol (AQT). 

 

 
Figura 3.2 Esferas obtenidas con diferentes matrices 1) AAg, 2) ASC, 3) QS, 4) 

AQ, 5) AQR, 6) AQC, 7) AQG, 8) AQPEG, 9) AQS, 10) AQP, 11) AQA, 12) AQT 

 

Los sistemas de encapsulamiento esféricos presentaron diferente consistencia, 

coloración y, en algunas veces, dificultad para su mezcla y formación.  
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3.3.1 Caracterización de los sistemas de encapsulamiento 

 

En este apartado se reportan resultados de la resistencia mecánica, análisis 

FT-IR, análisis morfológico, determinación del área superficial y dimensiones 

del poro. 

  

1) Resistencia mecánica 

 

En la tabla 3.5 se presenta el resultado de las pruebas de resistencia mecánica de 

los encapsulados.  

 

Tabla 3.5 Características de resistencia mecánica obtenidas para diferentes 

sistemas de encapsulación 

 

Sistemas de 
encapsulación 

Resistencia a la 
temperatura y 
agitación 

Desprendimiento 
de material 

Hinchamiento 

1 AAg NO NO SI 

2 ASC SI NO SI 

3 QS NO NO NO 

4 AQ SI NO SI 

5 AQR SI NO NO 

6 AQC NO NO NO 

7 AQG SI NO NO 

8 AQPEG SI NO NO 

9 AQS SI NO NO 

10 AQP SI SI NO 

11 AQA SI SI NO 

12 AQT NO NO NO 

 

 

En esta tabla se reportó que solo 4 de los sistemas de encapsulación presentaron 

fallas por resistencia mecánica al exponerse a temperatura de 50 °C y agitación de 

200 rpm. Estas fallas fueron debido a desprendimiento de material. Es decir, si se 

rompió la esfera o sufrió alguna deformación durante la prueba. Los resultados 

encontrados permitieron seleccionar 4 matrices denotadas por AQG, AQPEG, AQS 

y AQR que fueron sometidas a los siguientes análisis de caracterización FT-IR, 

morfológico, área superficial y dimensión de poro.  
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2) Análisis de FT-IR 

 

En la figura 3.3 se muestran los espectros del alginato sódico y quitosano, así como 

las diferentes formulaciones que constituyen las matrices en estudio, AQG, AQPEG, 

AQS y AQR. De los espectros, se puede observar que todos presentan bandas 

características de alginato sódico y del quitosano, debido a que son los principales 

constituyentes o matriz base de los encapsulados.  

Las bandas del alginato se pueden asociar a la vibración de tensión O-H (3250       

cm-1) vibración de tensión asimétrica y simétrica del COO- (1593- 1404 cm-1) y la 

banda de C-O-C de (960-1100 cm-1) como lo muestra (Rizzo et al., 2008; Das et al., 

2010; Saha y Ray 2013; Chandrasekar et al.,2017). 

 

En el quitosano se observa el estiramiento de O-H (3414 cm-1) la banda de C-H 

(1664 cm-1) el grupo –NH2 aparece en (3215 cm-1), la vibración de tensión de C-N 

aparece a (1316 cm-1) y el estiramiento C-O-C glucosídico se observa en las 

frecuencias de (894 -556 cm-1). 

 

Figura 3.3 Espectroscopia comparada del FT-IR de las diferentes formulaciones 

con mezcla física de los sistemas de encapsulación 
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En estos resultados se destaca también que los encapsulados estudiados 

conservaron las bandas características del alginato y quitosano, lo cual significa que 

durante la preparación de los encapsulados esféricos no hubo cambios químicos en 

los polímeros constituyentes. 

 

Otros estudios de FTIR como los de Lee et al., (2000), Cardona et al., (2013), Macea 

(2015) y Baysal et al., (2013), reportan espectros IR similares de quitosano y 

alginato.  

 

3) Análisis de SEM 

 

Los resultados obtenidos por SEM con ampliaciones de 50X (columna izquierda), 

500X (columna central) y 2000X (columna derecha), se muestran en la figura 3.4  

En las micrografias se observa que la matriz ASC presenta gránulos visibles de 

material en la superficie de la esfera, posiblemente por la diversidad del material y 

su no homogenización en la mezcla, ya que se presentaron grandes dificultades de 

incoporación. En la matriz de AQR se observa  que la esfera presenta poros de 

varios tamaños, superficie rugosa con  grietas, tambien se observa que la 

distribución de sus componentes  se presenta más uniforme que en la micrografía 

anterior y por tanto, es notoria su porosidad. En la micrografia de AQC se observan 

gránulos de carboximetilcelulosa adheridos a la esfera, por lo que tambien en este 

caso se considera que los componentes no se encuentran distribuidos de manera 

uniforme y la porosidad es poco perceptible. 

 

En la figura 3.5  se muestran las micrografias de las  matrices de AQG, AQPEG y 

AQS,  en las cuales se observa una dispersión mas homogénea en el material, al 

igual que la distribución de poros.  
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Figura 3.4 Micrografías obtenidas en el SEM con ampliaciones por columna de 

50X, 500X y 2000X de izquierda a derecha. Por renglón las matrices formadas de 

(ASC), (AQR) y (AQC) 
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Figura 3.4 Micrografías obtenidas en el SEM con ampliaciones por columna de 

50X, 500X y 2000X de izquierda a derecha. Por renglón las matrices formadas de 

(AQG), (AQPEG) y (AQS) 
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De acuerdo a lo anterior, las matrices seleccionadas para la siguiente etapa fueron 

aquellas que mostraron mejor uniformidad en la dispersión del material,  

presentaron poros visibles, mayor homogeneidad de material (no presentan material 

disgregado en la superficie), ya que el hecho de que los materiales no se encuentren 

homogenizados o bien incorporados en la matriz, indica que ésta es susceptible a 

su desprendimiento, lo que implica una pobre resistencia mecánica en alguno de 

los ciclos de uso para la hidrólisis del suero. 

 

4) Análisis de BET 

 

Por otro lado, los resultados obtenidos del equipo BET de medición de área 

superficial, volumen de la esfera, volumen y diámetro del poro de las matrices de 

prueba, se muestran en la tabla 3.6. 

 

Tabla 3.6 Características superficiales de las esferas y del poro 

 

  Área superficial de 
la esfera (m2/g) 

Volumen de la 
esfera (cm3/g) 

Volumen del 
poro (cm3/g) 

Diámetro del 
poro (µm) 

1 ASC 4.45 10.23 0.14380 0.01290 

2 AQR 0.045 0.010 0.00015 0.01378 

3 AQC 1.93 0.447 0.0031 0.00649 

4 AQG 0.29 0.067 0.00035 0.00472 

5 AQPEG 0.39 0.089 0.00045 0.00464 

6 AQS 78.9 18.47 0.2809 0.01423 

 

De los resultados obtenidos se observa que las matrices que presentan mayor 

diámetro de poro son las 1, 2 y la 6. En lo que se refiere al área superficial, la matriz 

6 también destaca por presentar una mayor área, lo cual se puede atribuir a una 

deformación de la matriz, debido a que las micrografías correspondientes muestran 

heterogeneidad en sus componentes. Las matrices restantes se encuentran en un 

rango de área superficial entre 0.3-4.4 m2/g.  

Cabe mencionar que las matrices que contienen sílice, 1 y 6: ASC y AQS, son 

difíciles de homogenizar y se dificulta su goteo para la formación de esferas, lo cual 

pudiera explicar los resultados anteriores.  
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Respecto a los otros parámetros, también se observa inconsistencia en los datos 

en esas mismas matrices, por lo que se confirma que el componente disgregado 

afecta la determinación de las dimensiones del poro y el área superficial de la matriz. 

Por tanto, las matrices que tuvieron un comportamiento similar y datos de dimensión 

de poro congruentes fueron la 4 y 5: AQG y AQPEG, estos resultados se pueden 

explicar debido a que tanto el glutaraldehído como el polietilenglicol son compuestos 

que retículan al quitosano proporcionado una mayor resistencia mecánica debido a 

los enlaces iónicos y covalentes que se forman entre ellos.  

Por otra parte, las matrices que se obtuvieron fueron matrices mesoporosas de 

acuerdo a su diámetro del poro ya que tienen un diámetro entre 0.002-0.050 µm. 

Esta característica es importante para la selección de las matrices de 

encapsulamiento en la inmovilización de las bacterias, ya que el diámetro de la 

esfera (0.00464-0.014 µm) es menor que el tamaño de la bacteria (1-3 µm de 

longitud y 0.6 µm de altura) y las enzimas de 0.01-0.1 µm, lo cual permite que la 

bacteria sea retenida en el interior de la matriz.  

A partir del resultado anterior, únicamente se seleccionó el sistema encapsulante 

AQPEG de B. subtilis para llevar a cabo la hidrólisis, ya que ofrece diámetros de 

poro y área superficial congruente, su morfología es uniforme y presentó una 

resistencia mecánica adecuada, acorde a las condiciones estudiadas. En la figura 

3.6 se muestra una imagen de capsulas de AQPEG. 

 

 

Figura 3.6 B. subtilis inmovilizado en matriz de AQPEG 
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Resultados semejantes fueron reportados por Baysal et al., (2013) el cual obtuvo 

hidrogeles de alginato quitosano para el desarrollo y proliferación de células, 

Taqieddin y  Amiji (2004), inmovilizaron la enzima β- galactocidasa en esferas de 

alginato quitosano para mantener su estabilidad, Wang et al., 2011 encapsuló en 

matrices de alginato quitosano la glucosa oxidasa (GOX) con una alta eficiencia de 

encapsulación y retuvo su actividad durante dos meses de encapsulación. Takka y 

Gürel (2010), evaluaron matrices de alginato quitosano y lo propusieron como 

opción en la liberación de proteínas.  

 

 

3.4 Hidrólisis del concentrado de proteínas con biomasa bacteriana 

encapsulada   

 

En esta sección se presentan los resultados de porcentaje de hidrólisis contra 

tiempo para los concentrados proteicos y el análisis de electroforesis de los 

hidrolizados.  

 

 

3.4.1 Obtención del grado de hidrólisis de los concentrados de proteínas    

 

En la figura 3.7 se presentan la cinética del grado de hidrólisis del concentrado de 

proteínas con B. subtilis para diferentes experimentos a) biomasa libre en suero 

lácteo (BLs) como blanco, b) biomasa libre en concentrado de proteínas (BLc), c) 

biomasa encapsulada en AQPEG en suero lácteo como blanco (BEs) y d) biomasa  

encapsulada en AQPEG en concentrado de proteínas (BEc).  

En los resultados obtenidos se observaron valores cercanos al 20 % de hidrólisis a 

las 2 horas en las muestras de BLs, BLc y BEs y del 9 % en el BEc. Con respecto a 

las 4 horas de hidrólisis, se observa que la biomasa libre causó de 30 a 50 % de 

hidrólisis, mientras que encapsulado fue de 17 % y 30 % para concentrado y suero 

respectivamente. En este caso se observa un promedio de porcentaje de hidrólisis 

de 40 %. Para las seis horas, es notorio que la biomasa encapsulada para los 
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concentrados de proteínas tiene un efecto similar que en forma libre ya que alcanzó 

un promedio de 43 %. En un tiempo de 8 horas, todas las muestras presentan 

aproximadamente el 70 % de hidrólisis, independientemente del uso de biomasa 

libre o encapsulada. Finalmente, a las 24 horas el máximo porcentaje de hidrólisis 

resultó de 85 % con B. subtilis libre en concentrados de proteínas seguido por 83 % 

de B. subtilis encapsulado con el mismo sustrato. Estos resultados muestran que a 

partir de las seis horas de hidrólisis el B. subtilis encapsulado actúa de manera 

semejante que, en forma libre, por lo que se considera que el encapsulamiento no 

afecta su actividad catalítica.  

 

 

 

Figura 3.7 Grado de hidrólisis del concentrado del suero lácteo obtenido con B. 

subtilis libre (BL) y encapsulado (BE)  

 

De los hidrolizados obtenidos se seleccionaron los de seis horas, debido a que se 

presentó un comportamiento similar en microorganismo encapsulado y libre, 

además de considerar que a las 8 y 24 horas los hidrolizados podrían contener 

fracciones peptídicas degradadas.  
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El porcentaje de hidrólisis obtenido con el B. subtilis es semejantes al reportado por 

Harriman et al., (2013). Estos autores encontraron 44.7 % de hidrólisis en 

concentrados de proteínas de suero lácteo en cinco horas, con Aspergillus Sojae y 

Bacillus licheniformis. Spellman et al., (2003) obtuvo un grado de hidrólisis de 20 % 

con la enzima Debitrasa HYW20, en un periodo de incubación de 6 horas, en suero 

de leche y de 15 % con Alcalasa en el mismo tiempo de incubación. Otros autores 

como Guo et al.,(2009) utilizaron Lactobacillus Helveticus LB13, incubado durante 

8 horas con lo que obtuvieron un grado de hidrólisis de aproximadamente 20 %. 

 

 

3.4.2 Obtención de los pesos moleculares de hidrolizados de 

concentrados proteicos 

  

En la  figura 3.8 se muestran los diagramas de electroforesis SDS-PAGE para B. 

Subtilis libre y encapsulado. El marcador (M), el concentrado (C) como testigo y los 

hidrolizados obtenidos a las 2, 4 , 6, 24 horas, con el propósito de observar los pesos 

moleculares de las proteinas contenidas en cada tiempo, y la posible degradación 

a las 24 horas.  

 

Figura 3.8  SDS-PAGE. Efectos de los hidrolizados del concentrado de proteínas 

utilizando para su obtención B. subtilis libre en y B. subtilis encapsulado en 

matrices de AQPEG. 
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Los resultados indican que en un tiempo de dos horas de llevar a cabo la hidrólisis 

del concentrado proteico con B. subtilis libre, las proteínas Ig y Lf de peso molecular 

de 130 kDa y 76 kDa, respectivamente, se degradaron total o parcialmente, el 

mismo fenómeno se observó con los microorganismos encapsuados. 

La proteína BSA de 56 kDa de peso molecular se degradó a las 4 horas, tanto en la 

biomasa libre como en la inmovilizada. 

A la seis horas se observó la permanencia de las proteínas β-Lg y α-La  de  14 y 18 

kDa de peso molecular. Respectivamente tanto en la biomasa libre como en la 

biomasa encapsulada. El hidrolizado con microorganismo libre a las 24 horas no 

mostró cambios con respecto al de las 6 horas. 

En general, el comportamiento de electroforesis con microorganismo libre y 

Resultados similares de degradación de las proteínas a las 24 horas fueron 

obtenidos por Sponton et al., (2014) β-Lg con α-quimiotripsina inmovilizada en 

agarosa.  

 

 

3.4.3 Ciclos de reúso de encapsulados en la hidrólisis de los concentrados 

proteicos 

 

Los resultados correspondientes al grado de hidrólisis expresado en porcentaje, 

durante una incubación de B. subtilis encapsulado (AQPEG) a las 2, 4, 6 y 8 horas 

se expone en la figura 3.9, en donde se muestran cinco ciclos que corresponden a 

un período de incubación del microorganismo de 8h.  

 

Los resultados muestran que el GH es de 7.3 % en las dos primeras horas, de 20.5 

% a las 4 horas, 39.8 % a las 6 horas y de 44.8 % en 8 horas. Los ciclos de hidrólisis  

subsecuentes muestran una degradación parecida al del primer ciclo, por lo cual se 

puede observar que la actuación del microorganismo ha sido similar en los 5 ciclos 

de prueba. Sin embargo cabe destacar que la actuación del microorganismo en el 

periodo de incubación de seis horas ha sido de forma constante ya que el grado de 
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hidrólisis ha oscilado en un promedio de 34 %, muy similar en los cinco ciclos, esto 

pudo ser debido a que el microorganismo no tuvo interferencia celular con el 

material de inmovilización.  

 

 

Figura 3.9 Grado de hidrólisis con Bacillus subtilis encapsulado en AQPEG  

 

Algunos autores que trabajaron con microorganismo o enzimas inmovilizadas 

mostraron que éstas mantienen su actividad catalítica hasta en un 80 %. Romo et 

al., (2014) mostró en su estudio que después de 19 reutilizaciones, la celulasa 

inmovilizada en quitosano ostenta 64 % de su actividad inicial y la xilanasa después 

de 6 ciclos muestra una actividad de 81 %, en condiciones óptimas para estas 

enzimas. Silva et al., (2015), inmovilizaron la tripsina en esferas de PET/PLA; las 

esferas mantuvieron una actividad mayor de 57 %, después de 30 días de 

almacenamiento a 4 °C. Fueron utilizadas 8 veces sin perder su actividad.  

 

La matriz de encapsulación que fue utilizada en cinco ciclos de hidrólisis con un 

tiempo de incubación de 8 horas se ilustran en la figura 3.10, en la cual se observó 
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que no presentó fractura o cizallamiento; su apariencia es parecida a la inicial, lisas 

y poco o ningún hinchamiento. 

 

 

Figura 3.10 Matriz de encapsulación del B. subtilis al término 5 ciclos de hidrólisis 

en AQPEG 

 

Esto puede ser explicado debido al entrecruzamiento que se presenta en los 

materiales utilizados, según Berger et al. (2004) y Segale et al. (2016). Los 

hidrogeles de quitosano entrecruzados covalentemente presentan una estructura 

porosa, una mayor resistencia mecánica y menor hinchamiento. Esta modificación 

química del quitosano puede ser llevada a cabo con polímeros biocompatibles 

solubles como el alginato y polietilenglicol que permiten la unión mediante enlaces 

iónicos y covalentes Zia et al., (2017).  Otras interacciones que se presentan en la 

formación de estos polímeros son puentes de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas 

y fuerzas de Van der Waals (Cárcamo, 2005). 
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3.5 Obtención de fracciones peptídicas activas de hidrolizados por NF  

 

En la figura 3.11 se presentan las muestras obtenidas del fraccionamiento del 

hidrolizado mediante una membrana de NF; el permeado del hidrolizado (HP) un 

líquido transparente, incoloro y con un olor agradable y el concentrado del 

hidrolizado (HC) un líquido semitransparente de color amarillo claro de olor 

agradable.  

 

 

Figura 3.11 Concentrado y permeado, fracciones del hidrolizado 

 

3.5.1 Peso molecular de las fracciones peptídicas mediante SDS-PAGE 

 

En esta etapa se reportan los resultados del análisis de electroforesis de las 

fracciones obtenidas en el proceso de NF, HC de pesos moleculares > 3kDa y HP 

de peso molecular < 3 kDa, mediante el diagrama dado en la figura 3.12.  

 

En el esquema se observa que el hidrolizado (H) contiene aún proteínas β-Lg y α-

La y fracciones peptídicas menores a 11 kDa. 

En el caso de las fracciones peptídicas HP Y HC se observa únicamente posibles 

fracciones entre 3 y 5 kDa. 
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Figura 3.12  SDS –PAGE del hidrolizado (H) y sus fracciones, concentrado (HC) y 

permeado (HP) 

 

3.5.2 Perfil de aminoácidos de las fracciones peptídicas mediante HPLC 

 

En la tabla 3.7 se presenta el perfil de aminoácidos (aa) de las fracciones peptídicas 

del hidrolizado HC y HP mediante HPLC, la cantidad de aminoácidos está dada en 

mg aa/100 mL de muestra. En la tabla también se muestra en las primeras columnas 

el nombre del aminoácido, su simbología y peso molecular expresado en Daltones 

(Da).  

En esta tabla se puede observar que la cantidad de aminoácidos presentes en el 

HP (5.16 mg/100 mL de muestra) y HC (4.48 mg/100 mL de muestra) fue similar. 

Sin embargo, las cantidades de los aminoácidos de manera individual es diferente. 

Por ejemplo, la arginina es de 0.05 en el HP y de 0.19 en HC, la treonina de 0.25 en 

el permeado y no aparece en el HC y así sucesivamente. La serina, metionina e 

histidina no están presentes en ninguna de las fracciones. 

Las fracciones HP probablemente provenientes de β-Lg y α-La son péptidos 

pequeños menores a 3 kDa y las fracciones de HC, probablemente provenientes de 
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las mismas proteínas, son péptidos pequeños mayores a 3kDa; ambas fracciones 

con diferentes combinaciones de aminoácidos.  

Tabla 3.7 Perfil de aminoácidos HP y HC 

Aminoácido Pesos 

Moleculares 

(Da) 

Símbolo (HP)mg 

aa/100mL  

de muestra  

 (HC) mg 

aa/100mL  

de muestra 

Treonina 119.1 Thr o T 0.25 ND 

Ácido aspártico 133.1 Asp o D 0.06 0.03 

Serina 105 Ser o S ND ND 

Ácido glutámico 147.1 Glu o E 3.68 3.01 

Glicina 75 Gly o G 0.09 0.06 

Alanina 89  Ala o A 0.21 0.10 

Cisteina 121.1 Cys o C 0.01 ND 

Valina 119.1 Val o V 0.06 0.18 

Metionina 149.2 Met o M ND ND 

Isoleucina 131.2 Ile o I ND ND 

Leucina 131.2 Leu o L 0.07 0.28 

Tirosina 181.2 Tyr o Y 0.05 0.18 

Fenilalanina 165.2 Phe o F 0.63 0.46 

Lisina 146.2 Lys o K ND ND 

Histidina 155.1 His o H ND ND 

Arginina 174.2 Arg o R 0.05 0.19 

Total -------- -------- 5.16 4.48 

               ND no detectado  

Los aminoácidos como la valina, la leucina, la fenilalanina, la tirosina y otros forman 

parte de las fracciones peptídicas con actividad antihipertensiva según, Hernández 

et al., (2002) las fracciones peptídicas obtenidos de β-Lg caprina están formados 

por cadenas de aminoácidos LQKW, LLF, LVRT, con actividad antihipertensiva 

considerable. Otte et al., (2007) reportó péptidos con actividad antihipertensiva o 

inhibitorios de la ACE con fracción peptídica LYQQP, a partir de hidrolizados de 

caseína con termolisina. 
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Pihlanto-Leppälä et al., (2001) obtuvieron péptidos inhibitorios de la ACE con 

fracción peptídica LDAQSAPLR, VFK, VGINXW, LAHK con β-Lg, α-La a partir de 

hidrolizados de tripsina.  

 

3.6 Actividad inhibitoria de la ECA de las fracciones peptídicas 

 

Los resultados de actividad antihipertensiva del hidrolizado de proteínas de suero 

(H) y sus fracciones HC y HP, obtenidos con encapsulados de B. subtilis, se 

presentan en la tabla 3.8, expresados en porcentaje de inhibición de la ECA. 

  

Tabla 3.8 Inhibición de la ECA del hidrolizado y sus fracciones expresado en 

porcentaje 

 

Fracción H HP HC 

Inhibición de 

la ECA (%) 

40.27 82.3 66.37 

 

Los valores obtenidos indicaron que HC y HP presentaron una buena inhibición de 

la ECA. Las fracciones que presentaron mayor actividad fueron las HP, seguidas de 

HC y H. Este resultado se esperaba debido a que en HC se encuentran los péptidos 

de menor tamaño (<3kDa), los cuales han sido identificados como inhibitorios de la 

ECA en varias investigaciones. Ronquillo et al., (2012) obtuvieron fracciones por 

debajo de 2.4 kDa con la mayor actividad antihipertensiva; Pihlanto Leppälä (2001) 

reportó que la fracción de mayor actividad de péptidos se presentó en aquellas con 

2 a 3 residuos de aminoácidos, con un peso molecular de 0.3 kDa.   

Por otro lado, el resultado de inhibición que se obtuvo en las fracciones fueron 

similares a los reportados por otros autores en hidrolizados de diversas proteínas y 

bajo condiciones diferentes, esto indica que tanto el microorganismo B. subtilis y la 

estrategia de su encapsulamiento no limitaron su acción proteolítica, y que el tiempo 
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de hidrólisis de 6 h fue también suficiente para obtener hidrolizados 

antihipertensivos.  

Algunas investigaciones cuyo reporte muestra similar actividad antihipertensiva, son 

los siguientes. Hernández et al., (2002) reportó 82.5 % y 77 % de inhibición en 

hidrolizados de β-Lg ovina mediante termolisina, incubada durante 2 h y 8 h, 

respectivamente. A su vez, Ronquillo et al., (2012) obtuvieron la mayor actividad de 

51 % de inhibición en fracciones de hidrolizados de proteínas de suero de leche con 

Lactobacillus casei shirota a las 15 h de fermentación; mientras que en hidrolizados 

con Streptococcus thermophilus sólo se obtuvo el 22 % a las 42 h, con el mismo 

sustrato. Mullally et al., (1997) obtuvieron 73.1 %, 77.7 % y 78.2 % en hidrolizados 

de WPC, de la α-La, y de β-Lg con la enzima Corolase a las 4 h de incubación.  

Además del tamaño de los péptidos, los resultados obtenidos sobre la actividad 

antihipertensiva se atribuyen a la presencia de aminoácidos Val, Ala, Fe, Leu, Arg y 

Tyr en HP y HC, encontrados en mayor cantidad algunos de ellos en HP.  

La actividad antihipertensiva se asocia a la inhibición de la ECA, la que, a su vez, 

se relaciona con la interacción del extremo C-terminal de la secuencia del sustrato 

(en este caso proteínas lácteas) con el centro activo de la ECA, bloqueando dicho 

centro para prevenir que angiotensina-I se una a éste, lo cual provoca la acción 

antihipertensiva. El C-extremo terminal, que bloquea el centro activo de la ECA, se 

caracteriza porque contienen residuos de aminoácidos alifáticos (Val, Ile y Ala), 

básicos (Arg) y aromáticos (Tyr, Fen), siendo sustratos específicos de la ECA, 

mientras que los residuos aromáticos (Trp, Tir, Fen y Pro) y alifáticos (Ile, Ala, Leu 

y Met) favorecen la unión a la enzima cuando están situados en la última posición 

del extremo C-terminal del péptido (Hayes et al., 2007). Otros aminoácidos con la 

misma acción y de carga positiva son la Arg, Lys o Leu interaccionan también, 

aunque en menor medida, con el centro activo de la ECA, identificándose como 

sustratos competitivos de esta enzima.  

De acuerdo a los autores Hernández (2002), Quirós (2007) y Ronquillo (2012) la 

actividad inhibidora de los dipéptidos con Tir es mayor que la de aquellos con Phe, 

aunque inferior a la de los que tienen Pro en el extremo C-terminal. Lo anterior fue 

demostrado cuando se administraron de forma oral, dipéptidos con Tir y con Phe en 

modelo de ratas SHR, y se encontró que la presión arterial fue reducida lentamente. 
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En cambio, los dipéptidos con Phe disminuyeron la presión arterial más rápida, pero 

de más corta duración.  

En la tabla 3.9 se muestran algunos trabajos en los que se reporta la secuencia de 

aminoácidos hidrofóbicos (Trp o W, Pro o P, Phe o F, Ala o A) o aminoácidos con 

carga positiva (Lys o K y Arg o R) con actividad antihipertensiva, así como la enzima 

utilizada.  

Tabla 3.9 Secuencia de aminoácidos Inhibidores de la ECA  

 

 

 

3.7 Encapsulación de fracciones peptídicas  

 

Los sistemas de encapsulamiento mostrados en la figura 3.13 Alginato (A) alginato-

colágeno (AC), alginato-goma arábiga (AG) y alginato-gelatina (AGE) exhibieron 

una consistencia blanda y una textura suave de color blanco o transparente de 

tamaño esférico regular de aproximadamente 1-2 mm de diámetro y de apariencia 

semejante.  

 

Proteína Enzimas 
Microorganismos 

Secuencia de 
péptidos 

Actividad Referencias 

β-Lg, α-La Tripsina LDAQSAPLR, VFK, 
VGINXW, LAHK 

Antihipertensiva Pihlanto-Leppälä et al. 2001 

N α-Caseina, Pepsina, tripsina, 

proteinasa-K, 

termolisina 

LYQQP  Antihipertensiva Otte et al. 2007 

Caprine β-Lg Termolisina LQKW, LLF, LVRT Antihipertensiva Hernández et al.  2007 

β-Lg 

BSA 

Proteinasa K IPA, FP Antihipertensiva Abubakar et al. 1998 

 

α-La Pepsina y tripsina YGLF Antihipertensiva Nurminen et al. 2000 

Lactoferrina 

de bobino  

Pepsina, tripsina y 

quimotripsina 

LRPVAA Antihipertensiva Lee et al. 2006 

K-caseina 

 

Quimosina RYPSYG 

NQRF 

Antihipertensiva Jiang et al. 2010 
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Figura 3.13 Esferas obtenidas para la encapsulación de fracciones peptídicas 

activas utilizando diferentes matrices de encapsulación. De izquierda a derecha, A, 

AC, AG y AGE.  

 

 

3.7.1 Obtención del tamaño de poro de los sistemas de encapsulación 

de las fracciones peptídicas 

 

Los resultados de volumen de poro y diámetro del poro se especifican en la tabla 

3.10. 

En este caso se observa que todos los sistemas de encapsulamiento de los péptidos 

antihipertensivos estudiados, fueron porosos; lo cual es importante para 

considerarlos como sistemas de liberación. En particular, los sistemas de materiales 

compósitos AC, AG y AGE presentaron un menor diámetro de poro en comparación 

con el sistema A; evidenciando que la incorporación de los materiales C, G y GE en 

A, fue adecuada, ya que disminuyeron el tamaño del poro, cumpliendo su función 

de materiales de relleno. En este caso se destaca que el compósito AGE dio como 

resultado un menor tamaño, mientras que los compósitos AC y AG fueron 

semejantes.    

Lo anterior se explica por la formación de complejos polielectrolitos, en el caso de 

la unión de A con C y GE (proteínas), y en la unión de A con G mediante el ácido 

gulurónico.    
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Tabla 3.10 Área superficial y tamaño del diámetro de poro de los encapsulados, A, 

AC, AG y AGE 

Material del sistema 
de encapsulación 

Volumen de la 
esfera (cm3/g) 

Volumen del 
poro (cm3/g) 

Diámetro del 
poro (µm) 

1 A 2.765 0.1139 0.0092 

2 AC 0.3228 0.0019 0.0055 

3 AG 0.2486 0.0016 0.0061 

4 AGE 0.4489 0.0018 0.0038 

  

 

3.8 Capacidad de liberación de péptidos por los sistemas encapsulantes 

 

El resultado de la liberación de los péptidos encapsulados en AC, AG y AGE en 

condiciones gastrointestinales se muestra en la tabla 3.11 estos resultados 

expresados en porcentaje se midieron a las dos horas en solución de pH 2 

(condiciones de fluidos gástricos) y a las 4 h a pH 7.5 (condiciones de fluidos 

intestinales), tomando como referencia el contenido inicial de péptidos en los 

sistemas de encapsulación.  

Además, en la figura 3.13 se presentan las cápsulas de cada sistema, después de 

4 horas de ser sometidas a la simulación gastrointestinal. 

 

Tabla 3.11 Porcentaje de péptidos liberados por los sistemas de encapsulamiento 

A, AC, AG y AGE bajo condiciones gastrointestinales durante 2 y 4 h. 

 

Tiempo 

(h) 

Fracciones peptídicas  
encapsuladas 

 A AC AG AGE 

2 15.3 25.4  29.1 20.1 

     4 14.8 73.7 77.3 70.4 

 

Los datos de la tabla 3.11, muestran un porcentaje de liberación de péptidos para 

el sistema A, de aproximadamente 30 % en 4 h. Mientras que para los sistemas AC, 
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AG y AGE, el porcentaje de liberación fue entre 20-29 % a las 2 h, y entre 70-77 % 

a las 4 h.  

En la explicación a los resultados anteriores, se destaca el pobre porcentaje de 

liberación obtenido por el sistema A (utilizado como sistema control), probablemente 

atribuido a dos factores. i) Debido a las posibles interacciones de A y los péptidos; 

desarrollándose sistemas de encapsulamiento más compactos que no permitieron 

la liberación. ii) Debido a la fuga de péptidos a través de los poros, y su posterior y 

rápida degradación por la enzima gástrica y el pH en los fluidos.  

La primera suposición fue confirmada en la figura 3.14, donde se muestra que las 

cápsulas del sistema A, no presentaron degradación, desgaste, rompimiento o 

erosión en 4 h de digestión, por el contrario se observan cápsulas firmes; indicando 

presumiblemente interacción entre los péptidos y el alginato. 

 

 

Figura 3.14 Encapsulados de fracciones peptidicas con A, AC, AG Y AGE al 

termino de la simulacion gastro intestinal 

En el caso de los sistemas compósitos AC, AG y AGE, se considera que la liberación 

fue dosificada y en similar proporción, y dentro de este rango, el mayor porcentaje 

de liberación fue encontrado en AG con 77.3 %. 
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 Por tanto, los compósitos cumplieron su función de sistemas de liberación 

controlada. Este resultado se atribuye a la adecuada porosidad de los sistemas, 

pobre interacción de los péptidos con los materiales de los sistemas, y a la 

resistencia mecánica de éstos, contra la acción de los fluidos gástricos. Resultados 

semejantes fueron reportados por Erdinc et al., (2011) los cuales obtuvieron una 

liberación de 35 % de seroalbumina bobina microencapsulada en matriz de 

quitosano glicol alginato, en 2 h de contacto con los fluidos gástricos. Y una mayor 

liberación en 4 h en fluidos intestinales.  

Por otro lado, Kavianinia et al., (2014) reportaron 37 % a 40 %, también de liberación 

de seroalbumina bovina encapsulada en quitosano después de 2 h y el resto, 

después de 8 h en condiciones de simulación gástrica. Mientras que en Rao et al., 

(2016) se presenta una liberación de hidrolizados de caseína encapsulados en 

goma arábiga con maltodextrina de 84 % después de 2 h y de 20 % de liberación 

después de 4 h en las mismas condiciones gastrointestinales; este resultado se 

asoció a la rápida degradación de la goma y maltodextrina por las enzimás 

gástricas. 

 

 

3.8.1 Actividad antihipertensiva de los péptidos liberados 

 

Los péptidos liberados de los encapsulados mostraron los valores de porcentaje de 

la actividad inhibitoria ECA que se presentan en la tabla 3.12. Los valores 

corresponden a los péptidos liberados después de 4 h de digestión en los fluidos 

gástricos y tomando como referencia la actividad inhibitoria ECA del 82.3 %. 
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Tabla 3.12 Porcentaje de la actividad inhibitoria de la ECA de las fracciones 

peptídicas encapsuladas en A, AC, AG y AGE bajo condiciones gastrointestinales 

durante 4 h.  

Fracciones 

peptídicas 

libres (%) 

Fracciones peptídicas  
encapsuladas (%) 

5.1 
A AC AG AGE 

13.3 68.7 80.35 49.56 

 

La actividad inhibitoria de la ECA de los péptidos libres (sin encapsular y utilizados 

como control) en condiciones de simulación gástrica, mostraron un menor 

porcentaje de actividad como era de esperarse, ya que las enzimas gástricas los 

degradan rápidamente, lo cual pudo haber sucedido desde las primeras dos horas. 

Algo parecido sucedió con la actividad de los péptidos liberados por el sistema de 

encapsulación A, ya que su actividad fue de 13.3%, correspondiente probablemente 

a los escasos péptidos que fueron liberados en 4 h de digestión.    

Por otro lado, los péptidos liberados por los sistemas compósitos mostraron una 

actividad mayor. Así, estos encapsulados retuvieron y mantuvieron péptidos con 

actividad inhibitoria ECA del 60 % en AGE, 83 % en AC y 97 % en AG; resaltando 

este último dato, como la actividad mayor alcanzada por este encapsulado.  

Por tanto, el sistema AG dio como resultado, un sistema adecuado de liberación de 

péptidos de hidrolizados de proteínas de suero lácteo < 3 kDa y de retención de 

actividad inhibitoria ECA (antihipertensiva), lo cual se asocia a la porosidad del 

sistema, escasa interacción péptidos-material y su degradación gradual en 

condiciones gastrointestinales.  

 

Comparando los datos encontrados en este trabajo, con los obtenidos por otros 

autores, en relación con el encapsulamiento y liberación de moléculas activas 

provenientes del suero lácteo en simulación gástrica, Bokkhim et al., (2016) 

reportaron una liberación de 41-58 % de lactoferrina en fluidos gástricos y de 76-89 

% en fluidos intestinales. Mientras que Rao et al., (2016) obtuvieron 93 % de 

retención de actividad antioxidante en péptidos de hidrolizados de caseína 
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encapsulados en G-M (goma arábiga y maltodextrina; en este caso, los autores 

indicaron los beneficios del material para la retención de actividad antioxidante, 

confirmando que la goma arábiga interviene en la retención de la actividad de los 

péptidos de leche.   
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CONCLUSIONES 

Como conclusiones de la investigación sobre la obtención de péptidos 

antihipertensivos de suero lácteo y su encapsulación, se destacan las siguientes. 

El proceso enzimático de hidrólisis de proteínas de suero lácteo, mediante biomasa 

encapsulada de B. subtilis fue adecuado para la obtención de péptidos activos. En 

este caso, el comportamiento enzimático del microorganismo encapsulado en 

alginato-quitosano-polyetilenglicol fue gradual, pasando de 20 % de hidrólisis en 2h, 

hasta obtener una máxima de alrededor del 50 % en 6 h, obtenido productos 

hidrolizados del 50 % con fracciones peptídicas. 

En comparación con el microorganismo libre, la hidrólisis obtenido fue del 40 % en 

2 h; alcanzando un máximo de 60 %, también en 6 h. Lo cual significa que la 

encapsulación de biomasa en este material, no inhibió la acción enzimática del B. 

subtilis.  Además, los mayores beneficios obtenidos de la encapsulación de este 

microorganismo, se encontraron en la fácil separación de los encapsulados de los 

productos hidrolizados, así como el reúso de dichos encapsulados de hasta cinco 

ciclos de hidrólisis; sugiriendo el uso de biomasa encapsulada en la hidrólisis de 

proteínas, debido al costo-beneficio que puede resultar, en comparación con el uso 

de enzimas purificadas, que son de mayor costo, y además pueden originar 

sabores, texturas y pérdidas de actividad del producto hidrolizado.  

Por otro lado, de acuerdo al análisis de electroforesis, las fracciones peptídicas 

mostraron degradación de las proteínas de mayor peso molecular como la Ig, Lf y 

la BSA, por lo que probablemente, dichas fracciones contenían péptidos activos en 

su mayoría provenientes de las proteínas β-Lg y α-La.    

A partir de los hidrolizados obtenidos, se encontró que las fracciones peptídicas de 

peso molecular menores a 3 kDa, mostraron mayor actividad inibitoria de la ECA del 

82.3 % (antihipertensiva); identificando en estas fracciones, un mayor contenido de 

aminoácidos como la valina, leucina, fenilalanina, tirosina, los cuales son 

reconocidos como aminoácidos promotores de inhibición de la ECA. 
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Con respecto a la encapsulación de las fracciones peptídicas activas, el sistema 

alginato-goma arábiga, permitió una liberación gradual de dichos péptidos en fluidos 

gástricos, obteniéndose una mayor liberación en 4 h, debido al rompimiento del 

encapsulado, dada su degradación por los fluidos intestinales.  

En análisis de la actividad inhibitoria ECA de los péptidos activos liberados en 4 h, 

arrojó 77 % de esta actividad, por tanto, el sistema de encapsulamiento 

mencionado, retuvo dicha actividad, durante el tiempo que permanecieron intactas 

las cápsulas. Además, dada la liberación gradual de péptidos, se estableció, que 

este sistema de encapsulamiento puede ser utilizado como medio de liberación de 

péptidos activos en condiciones gastrointestinales. Sin embargo con respecto al 

sistema encapsulante, son necesarios más estudios sobre su comportamiento 

cinético de degradación en fluidos gástricos, interacción con los péptidos activos y 

viabilidad para su suministro al cumplir con las condiciones de biocompatibilidad y 

biodisponibilidad de moléculas activas. Por lo cual es recomendable continuar con 

este tipo de investigaciones.     
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