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1. RESUMEN

Algunos autores reportan que al precalentar leche y suero se induce un
aumento en la actividad de B-galactosidasas neutras, aunque otros reportan no
haberlo encontrado. El objetivo de este trabajo fue demostrar si existe algan
efecto del tratamiento térmico de la leche sobre la actividad de lactasa de
Kluyveromyces lactis, e identificar los cambios en la leche responsables de tal
efecto. Sec dieron diferentes pretratamientos a leche y suero antes de
hidrolizarlos a 37 °C, encontrandose un maximo de actividad etnre 55 y 65 °C.
Arriba de 75 °C la actividad disminuy6, aunque en todos los casos fue mayor
que en el control. En suero la actividad disminuy6 en leche entre 55 y 75 °C; a
85 °C aumento significativamente. Dado que el calcio ha sido reportado como
un i6n inhibidor de la enzima, se evalué Ia posibilidad de que la disminucion
del calcio por precipitacion fuera la causa del cambio en la actividad
enzimatica. Por medio de patrones electroforéticos se demostrd que la
desnaturalizacion y/o precipitacion de algunas proteinas esta relacionada con el
cambio en la actividad, sugiriendo que algunas proteinas desnaturalizadas son
responsables del efecto. Ademas, se demostrd que el aumento en la exposicion
de grupos sulfhidrilo reactivos debido a la desnaturalizacion de algunas
proteinas del suero era responsable del aumento en la actividad, encontrandose
un alto coeficiente de correlacion (0.91) entre los grupos sulfhidrilo reactivos
después de los tratamientos térmicos, y la tasa de actividad de lactasa.



2. INTRODUCCION

La lactosa es el principal constituyente de los solidos de la leche, sin
embargo, su utilizacion esta limitada porque algunas de sus caracteristicas
fisicoquimicas representan inconvenientes para su consumo y transformacion.

La lactosa es un disacarido que no puede asimilarse en su forma natural,
es necesario hidrolizarla para poder asimilar los monomeros que se generan:
glucosa y galactosa. La capacidad de producir la B-galactosidasa, enzima que
lleva a cabo esta hidrolisis en el intestino delgado, se pierde a medida que el
individuo crece, y cuando llega a la edad adulta es probable que haya perdido
parcial o totalmente la actividad lactasica de su intestino. Esto provocara que
cuando consuma lactosa, ya sea en leche o sus derivados, se presenten cuadros
de flatulencia, dolor abdominal y/o diarrea (Lopez, y col., 1996).

A pesar de que un sujeto tenga deficiencias de lactasa, los sintomas
pueden o no presentarse, dependiendo de diversos factores como la cantidad de
lactosa ingerida, el vehiculo en el que se ingirio, y la naturaleza de la flora
bacteriana del intestino grueso. Se ha definido como malabsorbedores a
aquellos individuos sanos que aunque no hidrolicen (y por tanto no asimilen) la
lactosa, no presenten sintomas al ingerirla. A aquellos sujetos que si presenten
sintomas, ain con concentraciones bajas de lactosa se les denomina
intolerantes (Holsinger y Kligerman 1991; Lopez y col, 1996; Palma y
col.,1996).

En México, aproximadamente el 33 % de los adultos son
malabsorbedores, y entre el 20 y el 31 % son intolerantes (Rosado y col., 1994
ay b). De acuerdo con estos datos, la mitad de la poblacion adulta tiene algin
tipo de deficiencia lactdsica, y por lo tanto dificultad para digerir o utilizar
adecuadamente los nutrimentos de la leche fresca y sus derivados.

Aunado a eso, en algunos casos una persona tolerante puede llegar a
perder temporalmente la actividad lactasica del intestino principalmente por
enfermedades que afecten a las mucosas intestinales, como la diarrea, y
volverse intolerante, esto se denomina deficiencia secundaria de lactasa. La
deficiencia secundaria de lactasa acarrea problemas nutricionales,
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principalmente cuando se presenta en nifios, puesto que la leche es el principal
componente de su dieta y en algunos casos el tinico (Vega Franco, 1996).

Ademas de las inconveniencias fisiologicas de la lactosa, ésta puede
generar problemas tecnologicos al transformar la leche en sus derivados. En
algunos productos lacteos edulcorados el disacarido tiende a precipitar por su
baja solubilidad, formando grumos y arenosidades, pues ademas tiene alta
tendencia a cristalizar (Garcia-Garibay y col, 1993.).

La baja solubilidad de la lactosa, asi como su falta de sabor dulce y
tendencia a la cristalizacion limitan la cantidad de solidos no grasos que puede
usarse en helados, leches concentradas, algunos quesos fundidos, y muchos
otros productos. La hidrolisis de la lactosa en sus dos monosacéaridos por la
accion de la enzima pB-galactosidasa, puede ser una forma de resolver estos
problemas.

La hidrolisis enzimatica de la lactosa para la elaboracion de productos
deslactosados ha sido extensamente estudiada desde diversos puntos de vista,
como las caracteristicas que presentan las diferentes enzimas (pH y temperatura
Optimas, efecto de algunos componentes de la leche sobre su actividad, etc.),
sus usos y las fuentes de donde pueden ser obtenidas (Garcia-Garibay y Gomez
Ruiz, 1996).

El conocimiento de los factores que afectan la tasa de reaccion es
necesario en el desarrollo de los procesos en que se utiliza la enzima, pues
ayuda a evitar condiciones que puedan retardar la reaccion, y finalmente
controlar los tiempos necesarios para llegar a una hidrolisis determinada.

El efecto que el tratamiento térmico de la leche tiene sobre la actividad
de la B-galactosidasa ha sido poco estudiado, y los reportes que existen
presentan resultados controvertidos. En 1950 Van Dam y col. sugirieron que al
tratar con calor los productos que contengan lactosa podria aumentar la tasa de
actividad de la enzima, aunque no propusieron ninguna explicacion para ello.

Mas adelante, Wendorff y col. (1970) compararon la actividad
encontrada en una solucién de lactosa con aquella obtenida en leche y suero
con y sin tratamiento térmico, y observaron que en la leche y suero la actividad
aumentaba por el tratamiento térmico, mientras que en la solucion de lactosa
no, por lo que sugirieron que el efecto podia deberse a la desnaturalizacion de
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alglin inhibidor termolabil, o a la precipitacion de calcio (que funciona como
inhibidor de la enzima), o bien a algun cambio en la estructura de las proteinas.

Por otro lado, Kosikowski y Wierzbicki (1973) no observaron
diferencias significativas entre la actividad observada en leche con y sin
tratamiento térmico después de 24 h. a 4 °C, cabe mencionar que sus
experimentos no se enfocaban al estudio del efecto del tratamiento térmico, y
no siguio la cinética de la reaccion. Algunos autores (Mahoney y Adamchuck,
1980; Greenberg y col., 1985) no observaron ningun efecto al precalentar la
leche, aunque si al precalentar el suero; ademas descartaron la hipotesis del
inhibidor termolabil y estudiaron el efecto de calentar soluciones con proteinas
de origen no-lacteo, y en ese caso también observaron un aumento en la
actividad enzimatica (Greenberb y Mahoney, 1983), sugiriendo que el cambio
observado en suero podria explicarse por un cambio en las proteinas.

A la fecha no se ha establecido cual es el efecto del precalentamiento de
la leche sobre 1a actividad enzimatica, ni si esta relacionado con cambios en la
estructura de las proteinas, o con la precipitacion del calcio en forma de fosfato
de calcio coloidal.

El proposito de este trabajo es determinar cual es el efecto del
tratamiento térmico de la leche sobre la actividad de la B-galactosidasa, asi
como estudiar qué cambio se da en la leche, debido al tratamiento térmico, que
produzca tal efecto. Para ello se trabajara con base en dos hipotesis, que son:

a) La desnaturalizacion de las proteinas de la leche aumenta el ntimero
de grupos sulfhidrilo expuestos, y de esta manera la actividad hidrolitica de
lactasa.

B) Dado que el calcio es un inhibidor de la [-galactosidasa, si éste
reacciona formando fosfato de calcio durante el calentamiento, la actividad de
la enzima aumentara.



3. GENERALIDADES
COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE

La leche es un sistema coloidal en el que estan disueltos o en solucion
una gran variedad de compuestos: lactosa (5%), sales (0.7%), proteinas (3.2%)
y grasa (4%). Sin embargo, la composicion exacta no se puede definir en forma
general, puesto que varia en funcion de multiples factores, como son la raza, el
periodo de lactacion y la alimentacion del animal, entre otros (Alais, 1991).

La lactosa y las sales se encuentran completamente disueltos en el
medio, debido al tamafio pequefio de sus moléculas, y en el caso de las sales, a
que se encuentran ionizadas. Las proteinas, en cambio, se encuentran como una
suspension coloidal, que se estabiliza por la carga superficial de la molécula, y
puede desestabilizarse y precipitar al cambiar dicha carga; la grasa al no ser
soluble en agua, forma aglomeraciones que se encuentran suspendidas en el
sistema, pero que se desestabilizan facilmente y tienden a unirse, separandose
del resto del sistema (Riel, 1991).

La estabilidad del sistema depende de los factores que puedan afectar las
cargas de las moléculas arriba mencionadas, y por lo tanto su facilidad para
solvatarse o mantenerse en equilibrio. Algunos de estos factores pueden ser el
pH o la temperatura de tratamiento o almacenamiento de la leche. Se ha
propuesto que la estabilidad de la leche al tratamiento térmico se debe a una
reaccion que se da entre algunas proteinas del suero y la k-caseina, haciendo a
esta ultima mas estable y evitando la disociaciéon micelar (Singh y Fox, 1987).

Para entender los cambios que se llevan a cabo en la leche, y sus
repercusiones tanto en la estabilidad, como en la carga y poder de oxido-
reduccion del sistema es necesario conocer la quimica de sus componentes, que
se describe a continuacion.



3.1 Proteinas de la leche

Las substancias nitrogenadas (proteicas y no proteicas) constituyen la
parte mas compleja de la leche. Las substancias no proteicas se encuentran en
pequeilas cantidades y tienen pesos moleculares menores a 500, son dializables
y permanecen en solucion cuando las proteinas floculan. Entre ellas se
encuentran aminoacidos libres, urea, creatina, nucle6tidos y vitaminas.

Las proteinas de la leche son de las proteinas mas estudiadas de los
alimentos. Actualinente se conocen las estructuras primarias, secundarias, y en
algunos casos terciarias de las principales proteinas presentes en la leche, y de
sus variantes genéticas.

Las proteinas de la leche se clasifican en dos diferentes grupos, en
funcion de sus caracteristicas fisicoquimicas y funcionales. Estos dos grupos
son: a) Las caseinas, que constituyen aproximadamente el 80% de las
substancias proteicas de la leche, y que precipitan a pH 4.6 (punto isoeléctrico),
y b) Las proteinas del suero, que son solubles a ese pH, a menos que hayan

sido modificadas o desnaturalizadas por tratamientos, como el calor (Alais,
1991).

3.1.1. Caseinas

Aunque inicialmente se pensaba que la caseina era una sola proteina,
actualmente se sabe que en realidad comprende a un grupo de
aproximadamente 20 proteinas fosforadas, siendo las principales caseina o
(PM 23,600 Da , 42 %de las caseinas), caseina as; (PM 25,500 Da, 11 %), B-
caseina (PM 24,000 Da, 31 % ) y la k-caseina (PM 19,000 Da 11 % ), que se
encuentran en proporciones de 40:10:35:12 respectivamente, y se denominan
caseinas primarias. El resto de las caseinas se denominan menores, por que se
originan a partir de la ruptura o hidrdlisis (principalmente enzimdtica, por la
accion de algunas proteasas propias de la leche) de las caseinas primarias.
Estos polipéptidos incluyen a las y-caseinas (y', ¥ y ¥%), a la caseina A (PM
30,650 Da), que se deriva de la caseina o ; y a las proteosas peptonas, que
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anteriormente se consideraban como proteinas del suero pues son solubles a pH
4.6, sin embargo, provienen de la hidrolisis de las B-caseinas y por ello ahora
se les considera parte de la caseina. Se han encontrado por lo menos otros 30
péptidos que ain no han sido completamente caracterizados e identificados.
Estas ultimas se consideran caseinas minoritarias, y comprenden el 5% del total
de las caseinas (Fox, 1989; Riel, 1991).

Ademas de la variabilidad en la estructura de estas proteinas, en las
proteinas primarias se da la microheterogeneidad, que puede deberse a
variaciones en el grado de fosforilacion, glicosilacion, uniones de disulfuro,
polimerizacion de aminoacidos, etc, que alguna vez llevaron a pensar que eran
proteinas diferentes. Actualmente se ha demostrado que estas son variaciones
genéticamente controladas (Fox, 1989).

Por tener diferentes estructuras, no todas las proteinas que se cuentan
entre las caseinas son igualmente sensibles a los diferentes componentes del
medio, por ejemplo, las caseinas o, oz y B son sensibles al i6n calcio (Ca™),
que disminuye su solubilidad y consecuentemente precipitan en su presencia,
en cambio, las caseinas k y A son insensibles al Ca** , y juegan un papel
. g .y, . v 2+ .
importante en la estabilizacion de la micela de caseina frente al Ca™ (Riel,
1991; Schmidt y Morris, 1984).

Todas las caseinas contienen grupos prostéticos formados por ésteres
fosforicos de la serina, y en algunos casos de la treonina. La razon por la que
estas proteinas presentan diferente sensibilidad hacia el ion Ca** es que
contienen un namero diferente de grupos fosfato en sus moléculas. Aquellas
proteinas que contengan un gran nimero de residuos de fosfoserina, como las
caseinas o, 0s; ¥ B, tenderan a unirse a cationes polivalentes, principalmente
Ca®, lo que conlleva a la neutralizacion de sus cargas, y como se dijo al inicio
de este capitulo, son las cargas las que mantienen a las proteinas en suspension,
por lo que al neutralizarse precipitan.

Las caseinas o, y 04 son las que contienen mayor nimero de grupos
fosfato (8 0 9 P para a5 y 10 a 13 P para o). La variacion en el nimero de
grupos fosfato hizo que en alguna época se les considerara proteinas diferentes:
la o5 con 9 P se denominaba oy, y 1a a5 podia ser o, 0ss 0 O S1 presentaba
11, 12, o 13 grupos P. Actualmente se les denomina o op , 02 1195 Os2 120 , ¥
o2 13p . La B-caseina contiene 5 grupos fosfato, aunque también existen
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variantes genéticas que presentan 4. La k-caseina contiene solamente 1 grupo
fosfato (sus variantes contienen 2 o 3), lo que la hace altamente estable frente
al ion Ca2+, y es por esto que se encuentra en la parte exterior de la micela de
caseina (Fox, 1989).

En general, todas las caseinas tienen pocos grupos sulfhidrilo
(aproximadamente ‘%2 cisteina por molécula), pero estos grupos no se
encuentran libres, sino formando enlaces de disulfuro intramoleculares, o bien
con otra proteina (que en leche fresca es generalmente alguna de las caseinas),
al unirse dos moléculas cualesquiera de caseina foman otras proteinas, por
ejemplo, la caseina ays se forma a partir de la union de la o con la o3
(Schmidt, y Morris, 1984; Fox, 1989).

Debido al bajo contenido de grupos sulfhidrilo, y a que estos se
encuentran ligados formando puentes de disulfuro, las caseinas en general
tienen una dependencia estructural minima de los puentes de disulfuro y por lo
tanto presentan resistencia a la desnaturalizacion por tratamiento térmico, sobre
todo al compararse con las proteinas del suero, que por su alto contenido de
grupos sulfhidrilo son muy termolabiles (Schmidt, y Morris, 1984).

Otras caracteristicas comunes a todas las caseinas son que tienen una
alta incidencia de prolina y de cadenas hidrofébicas en su estructura, con los
aminodacidos escenciales predominando en regiones discretas de la molécula, y
que tienen alta incidencia de aminoacidos cargados, especialmente acido
aspartico y acido glutamico (cargados negativamente), estas cargas afectan la
solubilidad de este tipo de proteinas.

3.1.2. Micela de caseina

En la leche, las caseinas se asocian con el calcio, los fosfatos y otras
especies ionicas para formar estructuras esféricas grandes (40 -300 nm de
diametro), altamente porosas y solvatadas, denominadas micelas. Estas micelas
de caseina estan en equilibrio con la porcion soluble de la leche (el suero) (Fox,
1989; Schmidt y Morris, 1984).
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Las caseinas son anfolitos, presentan simultaneamente funciones acidas y
basicas. Al pH normal de la leche (6.6 - 6.8) estan del lado alcalino de su punto
isoeléctrico, y en consecuencia se comportan como acidos. Las principales
fuerzas de las que depende la estabilidad de la micela de caseina son la cargas
eléctricas y su grado de hidratacion (Schmidt, y Morris, 1984).

Las micelas de caseina consisten basicamente de proteinas (94%) y
algunos iones y sales (6%), estos son principalmente fosfato de calcio,
magnesio y citrato, y en conjunto se les denomina fosfato de calcio coloidal
(Alais, 1991) En la leche, las micelas de caseina se encuentran altamente
hidratadas, lo que ayuda a su solubilidad (Fox, 1989)

La estabilidad coloidal de las micelas de caseina se debe principalmente
a la k-caseina y al fosfato de calcio coloidal. Actualmente se acepta que la k-
caseina estabiliza la estructura de 1a micela por su naturaleza anfotérica, dada
por casi todos los aminoécidos cargados mas un residuo de carbohidrato en el
extremo carbonilo- terminal (Schmidt y Morris, 1984).

La k-caseina interactiia con las otras caseinas a través de puentes de
fosfato y citrato de calcio y magnesio, formando micelas termodinamicamente
estables (Riel, 1991)

De los muchos modelos propuestos para la estructura de la micela de
caseina, el mas plausible consiste en subunidades de micela unidas entre si al
azar, que se orientan a un interior hidrofobico y una superficie hidrofilica.

Las subunidades aparentemente forman agregados mayores de micelas a
través de puentes de fosfato de calcio coloidal. Aproximadamente el 70% de la
k-caseina reside en la superficie de la micela, mientras que el 30% tiene una
orientacion hacia el interior. Las k-caseinas en la superficie interactian
libremente con el solvente y previenen una agregacion mayor de las caseinas
as1, 052 Y B que se encuentran al interior de la micela y son altamente sensibles
al Ca®* (Schmidt, y Morris, 1984).



Las reacciones de gelificacion que involucran a la caseina micelar son
manifestaciones de la agregacion de caseina mediada por el calcio. Por lo tanto,
las condiciones que alteran a la superficie de la micela directamente (por
ejemplo proteolisis) o que alteran el equilibrio estructural (tratamiento térmico,
adicion de calcio, disminucion del pH) alteran la agregacion y condiciones que
llevan a la formacion del gel (Fox, 1989; Schmidt y Morris, 1984).

3.1.3. Proteinas del suero:

Entre las proteinas del suero de leche bovina, los principales
componentes son la B-lactoglobulina, o-lactoalbumina, la albimina sérica
bovina, inmunoglobulinas, lactoferrina, y algunas enzimas propias de la leche.
Para coagular estas proteinas no basta con neutralizar sus cargas, es necesario
disminuir su grado de hidratacion, ya sea por calor o por medio de alcohol
(Alais, 1991; Fox, 1989; Riel, 1991.)

De estas proteinas, la B-lactoglobulina y la o-lactoalbiimina estan
presentes en mayor concentracion y probablemente son las mas importantes en
cuanto a propiedades fisicoquimicas de los productos de proteina de suero
(Schmidt, y Morris, 1984).

La B-lactoglobulina es la mas importante de las proteinas del suero. Su
peso molecular es de 18,362 Da, aunque en la literatura se da a veces el de
36,000 Da, pues esta proteina tiende a formar estructura cuaternaria (dimeros)
entre unidades iguales, entrecruzados por dos puentes de disulfuro. Cada
monomero tiene un puente de disulfuro y un sulfhidrilo intramolecular en forma
de dos residuos de cistina y uno de cisteina. La B-lactoglobulina provee
aproximadamente el 90% de los grupos sulfhidrilo libres en la leche. La
estructura secundaria y terciaria de la B-lactoglobulina, ademas de cercania
fisica de los grupos sulfhidrilo con los puentes de disulfuro en la estructura de
la molécula, la convierten en la proteina de la leche mas susceptible a la
desnaturalizacion por calor, pues muy ficilmente puede darse un intercambio
entre los grupos sulfhidrilo libres y los que participan en el enlace de disulfuro,
desestabilizando a la molécula (Evans, y Gordon, 1980; Schmidt y Morris,
1984).



La a-lactalbamina es una globulina compacta, casi esférica, y de una
sola cadena (16,000 Da) que no contiene grupos sulfhidrilo. Los grupos
disulfuro (4 por molécula) no estan involucrados en el entrecruzamiento de las
distintas cadenas. La a-lactoglobulina no se considera una proteina susceptible
a la desnaturalizacion, pero si ésta llega a darse puede afectar de manera
importante la funcionalidad del suero para los diferentes usos (Evans, y
Gordon, 1980; Fox, 1989; Schimidt y Morris, 1984).

La albumina sérica representa el 5 % de las proteinas del suero. Es una
proteina de peso molecular 65,000 Da, y punto isoeléctrico de 4.7. Es
especialmente rica en lisina y cistina y contiene acido aspartico y alanina en
posiciones terminales (Evans, y Gordon, 1980).

La desnaturalizacion del suero por calor es un proceso de dos fases,
iniciando con un desdoblamiento reversible de la proteina que involucra la
ruptura de los puentes de hidrogeno y enlaces hidrofébicos; seguido de una
desnaturalizacion irreversible y la agregacion de las moléculas que se da a
temperaturas mas altas. Las reacciones irreversibles son de intercambio tiol-
disulfuro. Se ha sugerido una tercera fase, que depende de la interaccion del
calcio y resulta en la formacién de un agregado protéico mayor. La gelificacion
de las proteinas del suero puede describirse como la manifestacion fisica de la
desnaturalizacion inducida por el calentamiento de las proteinas cuando hay
una alta concentracion de las mismas (Hillier y col, 1979, Hillier y Lyster,
1979; lametti, 1995; Parris y col., 1991).

3.2. Lactosa

Los carbohidratos presentes en la leche son escencialmente lactosa y
algunos otros que se encuentran presentes en concentraciones muy bajas, como
la glucosa y la galactosa (0.1%).

La lactosa es un disacarido compuesto por a o B glucosa y P galactosa,
dependiendo del tipo de glucosa que intervenga en la molécula, la lactosa tiene
dos formas anoméricas (o o B), que tiene propiedades fisicoquimicas
completamente diferentes (solubilidad, cristalizacion, refraccion de la luz, etc.).
Estas caracteristicas fisicoquimicas pueden causar problemas tecnologicos en la
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manufactura de los productos lacteos, o fisiologicos, cuando un malabsorbedor
o intolerante consume este azicar (Garcia-Garibay y Gomez-Ruiz, 1996; Riel,
1991).

En la leche normal, estan presentes los dos isomeros de la lactosa, y la
relacion a:f es tal que los dos isomeros estén en equilibrio. En general, la
forma P es mas soluble que la a, lo que desvia el equilibrio hacia la forma B, y
a 25 °C el equilibrio es: 1a:1.58 B.

3.3. Calcio

La leche contiene varias sales y minerales, que aunque se encuentren en
concentraciones muy bajas (0.3 a 1 %), son importantes para conservar la
estabilidad del sistema. Entre estas sales y minerales destacan los citratos,
cloruros, fosfatos, magnesio Mn** (12 mg/100 g de leche), sodio Na* (50
mg/100 g de leche), potasio K* (150 mg/100 g de leche), calcio Ca** (130
mg/100 g de leche), fierro Fe** | cobre Cu** y zinc Zn*" | que se encuentran en
proporciones menores a 0.5 mg/100 g de leche. Todos los iones arriba
mencionados pueden encontrarse en solucion en la fase acuosa de la leche
(suero); el Mg”* y el Ca’* se encuentran, ademas, formando parte del sistema
coloidal de la leche (Alais, 1991; Badui, 1990; Riel, 1991).

El contenido total de Ca?* de 1a leche es de 130 mg/100 g de leche, este
valor es superior a la concentracion de saturacion en una solucion acuosa, y el
hecho de que no precipite en la leche se debe a que no todo el calcio presente
se encuentra en solucion. La mayor parte (67 %) se encuentra ligada a las
caseinas, formando fosfocaseinato de calcio, el cual es importante por que
ayuda a dar estabilidad a las micelas de caseina, pues se encuentra en las
uniones de las submicelas. Este tipo de calcio no esta en realidad disuelto en la
fase acuosa, sino suspendido como parte de la micela de caseina, y por lo tanto
no es ultrafiltrable (Alais, 1991; Badui, 1990).

El resto del Ca?* se encuentra en la fraccion ultrafiltrable de la leche,
aunque no todo estd en forma iénica: el 21.5 % del Ca’* total de la leche se
encuentra disperso formando sales como el citrato y fosfato calcio. El 11.5 %
restante es el que se encuentra verdaderamente disuelto en el suero, y esta
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ionizado. Es este ultimo el que se encuentra libre para reaccionar, y que podria
afectar a la actividad de la enzima (Badui, 1990).

Existe un equilibrio entre el calcio coloidal y el soluble , que depende del
pH y de la temperatura del sistemna, en condiciones &cidas hay un
desplazamiento del calcio coloidal al soluble que incrementa la inestabilidad de
las proteinas, mientras que a temperaturas elevadas se favorece la formacion de
calcio coloidal (Badui, 1990).

3.4. Cambios producidos en la leche por el tratamiento térmico

Haiming y Srnivansan (1994) y lametti y col. (1995) estudiaron los
cambios inducidos en los aislados de proteinas de suero al calentarlos a
temperaturas entre 70 y 90 °C. Observaron que cuando la concentracion de
proteina era baja (5%), se desdobla la estructura B-plegada de la proteina,
dandole a esta una estructura mas desordenada “al azar”, en cambio, cuando la
concentracion de proteina era mayor (9%), los cambios en la estructura

secundaria de la proteina eran menores, incluso a temperaturas mayores (90
°C).

Estudios mas profundos demostraron que al calentarse a 90°C, las
proteinas del suero se polimerizan (entrecruzan) via reacciones de intercambio
de sulfhidrilos-disulfuros, tal efecto es también dependiente de la temperatura a
la que se lleve la solucion. Estos cambios son de vital importancia en las
propiedades reologicas de estas proteinas, como son la viscosidad del gel que
se forma, que aumenta con el entrecruzamiento y la estabilidad de las espumas
que pueden formarse. Un conocimiento mas detallado de como se dan estas
reacciones y su dependencia con la temperatura podria ayudar a controlar y
optimizar los procesos industriales en los que se utiliza el suero de leche
(Elfagm y Wheelock, 1978; Haque y col., 1987; Haque y Kinsella, 1987 a y b;
Hillier y Lyster, 1979).

Hay un creciente interés en el procesamiento a altas temperaturas de la
leche y los efectos que pueda tener en la leche, principalmente por el desarrollo
de sabores a cocido y la desestabilizacion de las proteinas de la leche, que
provoca precipitaciones en el envase.



Se ha demostrado que la liberacion de los grupos sulfhidrilo de la leche
contribuye de manera importante en el desarrollo de estos sabores, ademas
también se le ha relacionado con la desestabilizacion de las proteinas de la
leche (Riel, 1991; Patrick y Swaisgood, 1976).

El calor altera el equilibrio salino de la leche. El calcio y fosfato
coloidales tienen la tendencia de separarse de la micela de caseina y a
precipitar en forma de fosfato tricalcico. Los tratamientos superiores a las
temperaturas de pasteurizacion pueden coagular las albiminas y las globulinas.
Los tratamientos térmicos aumentan la capacidad de retencion de agua (CRA)
de las proteinas en comparacion con la CRA de la proteina a temperatura
ambiente, probablemente por que los puntos reactivos de las cadenas
polipeptidicas quedan mas accesibles o debido a una mayor polimerizacion de
las proteinas (Riel, 1991).

Algunas investigaciones referentes al efecto que tiene el someter a la
leche a un tratamiento de ultrapasteurizacion (UHT) y  su posterior
almacenamiento sobre los grupos sulfhidrilo y disulfuro indican que del 6 al
15% de la cisteina (aminoacido que aporta una parte importante del azufre en la
leche) se pierde durante el tratamiento térmico fuerte (temperaturas de 85 °C o
mayores, durante 30 min), posiblemente por la volatilizacion de grupos
sulfhidrilo o por la ruptura de uniones disulfuro, a esta disminucion en la
cantidad de cisteina determinable, corresponde un ligero aumento en la
cantidad de grupos sulfhidrilo reactivos (Carbonaro y col, 1996; Patrick y
Swaisgood, 1976).

Esta pérdida puede reducirse al disminuir el tiempo de calentamiento ain
aumentando la temperatura. Estos estudios muestran ademas que después del
tratamiento térmico, durante el almacenamiento de la leche, se dan reacciones
de oxidacion de los grupos sulfhidrilos, que se asocian con el sabor a “cocido”
de la leche y con la inestabilidad de las proteinas de la leche, pues pueden
darse también reacciones de intercambio de grupos disulfuro. Con el tiempo de
almacenamiento de la leche, la cantidad de grupos sulfhidrilo reactivos va
disminuyendo, como resultado de la oxidacion de los grupos expuestos por el
tratamiento térmico (Carbonero y col., 1996; Pamell y col, 1988; Patrick y
Swaisgood, 1976).

La liberacion de grupos sulfhidrilos de la leche comienza a producirse
cuando el tratamiento térmico es superior a 70 °C/30 min o a 75 °C/3 min.
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Origina una disminucion del potencial de dxido-reduccion y el desarrollo de
sabores a cocido. La susceptibilidad de la leche para la liberacion de grupos
sulfhidrilo varia con la raza y el individuo (Riel, 1991; Parris y col., 1991).
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4. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

4.1. Caracteristicas de las B-galactosidasas

A la fecha, se han realizado diversas investigaciones en relacion a la
hidrolisis enzimatica de la lactosa, incluyendo las caracteristicas que presentan
las diferentes enzimas (pH y temperatura oOptimas, efecto de algunos
parametros, etc.), su utilizacion, y las diferentes fuentes de donde se pueden
obtener, que son: hongos como Aspergillus oryzae (Jackson y Jelen, 1989) o
Aspergillus niger (Giacin y col,, 1974); bacterias, como Streptococcus
thermophilus (Chang y Mahoney, 1989; Greenberg y Mahoney, 1983 y 1984) y
levaduras, entre las que se encuentran, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
marxianus, Candida Kefyr, Picchia jadinii (Mahoney y Adamchuk., 1980; Guy
y col.,, 1978; Garcia-Garibay y col., 1993). Sin embargo, existen ain muchas
incognitas por resolver.

Las caracteristicas y propiedades de las lactasas varian dependiendo de
la fuente, por ejemplo, las de origen fingico presentan mayor termoestabilidad
que las de levadura y bacterias, y su pH optimo de actividad cae dentro del
rango acido (4.5-6.5) y temperatura optima entre 35 y 55 °C (Garcia Garibay y
Gomez Ruiz,1996; Jackson y Jelen, 1989, Jackson y Jellen, 1989). Las
lactasas de levadura y bacterias son en general mas termolabiles, y su pH
optimo de actividad es cercano al neutro, por lo que se les llama lactasas
neutras. Estas lactasas tienen una temperatura optima alrededor de 37 °C, y
muestran una pérdida considerable de actividad a pH 5.3 al elevar la
temperatura a 55 °C, o bien la pierden completamente a pH 4.5 (Jackson y
Jelen, 1989).

Con respecto a la enzima lactasa de Kluyveromyces marxianus, se han
realizado estudios en cuanto a su estructura. Mahoney (1980b) propuso que
esta proteina tiene 6 grupos sulfhidrilo, de los cuales depende en gran medida
su capacidad hidrolitica, y que a medida que estos van desapareciendo o se van
oxidando a enlaces de disulfuro, la actividad va disminuyendo, principalmente
porque su modificacion conlleva cambios en la estructura terciaria de la
enzima. Estudios cinéticos con acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzéico) sugieren
que ninguno de estos sulfhidrilos estan en el sitio activo, pero su modificaciéon
resulta en una pérdida gradual de la actividad.
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4.2. Efecto del tratamiento térmico del medio (leche, suero, o
solucion amortiguadora) sobre la actividad de lactasa.

Desde hace varios aiios se reportd que al precalentar la leche
(pasteurizarla) se podia aumentar la velocidad de hidrélisis de la lactosa.
Estudios posteriores reportaron el efecto contrario, y trataron de relacionarlo
con los cambios en los constituyentes del medio de la reaccion, como son el
ambiente 16nico (minerales) o las proteinas, al tratamiento térmico de la misma
(Sfortunato y Connors, 1958; Wendorf y col, 1970 Y 1971; Kosikowski y
Wiezbicki, 1973; Guy y col., 1978; Mahoney y Adamchuk, 1980; Greenberg y
Mahoney, 1983 y 1984)

En 1958 se publicaron los primeros resultados que sugieren que al
someter a la leche a un tratamiento térmico previo a la hidrélisis con la enzima
B-galactosidasa, la actividad de la misma se incrementaba (Sfortunato y
Connors, 1958).

Wendorf y col.. reportaron en 1970 que en la leche descremada y
condensada la velocidad de la hidrolisis podia aumentar dependiendo del
tratamiento (calentamiento a diferentes temperaturas). Los tratamientos que
probaron fueron: 62.8, 68.3, 73.9, 79.5, y 85 °C durante 30 minutos, como un
primer calentamiento, y en esta etapa se obtuvo una hidrélisis hasta 10 veces
mayor en la leche tratada a 85 °C, que en la tratada a 62.8 °C (156 y 17 g de
lactosa hidrolizada en cada caso). Al dar un segundo tratamiento térmico a la
leche y medir la actividad enzimadtica en ella, no se observé un aumento
respecto al primer tratamiento, sino una disminucion en la actividad.

Para ayudar a determinar qué fracciones de la leche eran las principales
responsables de la variacion en la hidrélisis de la lactosa en las leches
precalentadas, Wendorf y col. (1970) realizaron otros experimentos poniendo
por separado leche descremada, suero, y una solucion al 5% de lactosa, los
cuales fueron tratados de la misma manera que la leche en el experimento
anterior. En la solucion de lactosa no se observo ninguna variacion entre los
diferentes tratamientos térmicos, sin embargo, en la leche descremada y el
suero si se observaron diferencias notables.
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De los resultados anteriores, era evidente que al calentar la lactosa en
presencia de las proteinas de la leche se obtenia un gran efecto en la actividad
hidrolitica de la enzima.

En 1971 Wendorf y col. propusieron como causa de las diferencias en la
velocidad de hidrdlisis algin cambio en el sistema proteico, por ejemplo la
propia desnaturalizacion de las proteinas, o bien, un aumento en el poder
reductor de las mismas por la exposicion de los grupos sulfhidrilo de las
proteinas del suero al desnaturalizarse. Sin embargo, con los experimentos
realizados no era posible determinar si la variacion se debia a las proteinas del
suero, a la caseina, interacciones proteina - proteina, a la presencia de algun
inhibidor termolabil o a alguna otra alteracion del sistema.

En 1973, Kosikowski y Wiezbicki, hicieron pruebas para comparar
actividad de lactasa en leche bronca (sin ningin tipo de tratamiento), y leche
pasteurizada, demostrando que después de 24 h de reaccion a una temperatura
de 4 °C y utilizando una concentracién de enzima de 25 mg/l se obtenian 80 y
75% de lactosa hidrolizada en leche bronca y pasteurizada respectivamente, y
al utilizar 100 mg/l en las mismas condiciones de reaccion, 95y 90 % de
lactosa hidrolizada en la leche pasteurizada y bronca respectivamente.

Los resultados de Kosikowski y Wiezbicki (1973) difieren de los
reportados por Wendorf'y col. (1970 y 1971), pues ellos habian encontrado que
al precalentar la leche se obtenia cerca de un 100% de aumento en la actividad
y Kosikowski obtuvo solamente una diferencia del 5%, aunque se debe tomar
en cuenta que los tiempos y temperatura de reaccion utilizados por Kosikowski
son de 24 h, a 4 °C, mientras que los que uso6 Wendorf son de 30 min, a 37 °C,
por lo que es posible que si en algin momento hubo alguna diferencia en la
velocidad de reaccion en el caso de Kosikowski, ésta pudo no evidenciarse por
el largo periodo de tiempo utilizado para la hidrolisis.

Cabe mencionar que en ambos estudios, la actividad hidrolitica se midio

utilizando unicamente un punto: la medicion de lactosa hidrolizada después de
cierto tiempo, y no se siguié la reaccion a través del tiempo.
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Wendorf y col. (1971) propusieron como posibles explicaciones para el
fendmeno, algin cambio en el sistema protéico de la leche, la precipitacion de
Ca®" (inhibidor de la enzima) en forma de fosfato de Ca** coloidal, o bien la
desnaturalizacion de algin inhibidor termolabil , pero no ahondaron mas en
ello.

Una de las teorias que se manejaban para explicar la diferencia en la tasa
de hidrolisis en las leches precalentadas suponia que en la leche sin tratar habia
algun inhibidor de la actividad que durante el tratamiento térmico se eliminaba,
sin embargo, al comparar la hidrolisis obtenida para leche bronca y leche
pasteurizada no se observa una diferencia significativa, lo que indica que a
largo plazo la inhibicion no es un factor importante en la leche bronca
(Kosikowski y Wiezbicki, 1973). Ademas, Mahoney y Adamchuck. (1980)
trataron de probar la existencia o ausencia del inhibidor termolabil, calentando
soluciones con diferentes fracciones de proteina (controlando totalmente los
componentes del medio) y observando el efecto del calentamiento. Al calentar
las proteinas de leche observaron un aumento en la actividad enzimatica, que
no podia deberse a la presencia de un inhibidor.

Otro aporte de Mahoney y Adamchuck (1980) es que la actividad
enzimatica no solo se incrementd al utilizar proteinas presentes en la leche, sino
que también al utilizar proteinas de origen no lacteo como la ovoalbumina, lo
que sugiere que el efecto activador se da por algiin cambio en las protéinas, sin
que éstas tengan que ser de leche.

En 1978, Guy y col. observaron que al pasteurizar la leche previo a la
hidrolisis con lactasa de Kluyveromyces lactis, aumentaba la tasa de hidrolisis
de la lactosa; también observaron que al concentrar la leche daba una reduccion
de la tasa de hidrolisis de aproximadamente 15%.

En contraste con lo establecido por Wendorf y col. (1970) y Sfortunato
y Connors (1958), Mahoney y Adamchuck en 1980 no obtuvieron diferencias
en la actividad de lactasa al precalentar leche a 85 °C, sin embargo, si
observaron este efecto al precalentar el suero a la misma temperatura, por lo
que concluyen que el aumento en la actividad se da por algiin cambio en las
proteinas del suero,
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Para definir si ese cambio era en la concentracion de la proteina,
Greenberg y Mahoney (1983) midieron la cantidad de la misma presente en las
muestras antes y después del tratamiento térmico. El precalentamiento de las
muestras no tuvo efecto en la concentracion de proteinas de la leche
descremada, pero causé una considerable desnaturalizacién y precipitacion de
las proteinas del suero. El calentamiento no afectd las concentraciones de
calcio soluble y magnesio de la leche y suero, los que sugiere que el aumento
en la actividad se debe a la desnaturalizacion de las proteinas del suero.

Cuando Greenberg y Mahoney y col.(1983) precalentaron las proteinas
del suero junto con iones manganeso, que se habian reportado como
activadores, el aumento en la actividad enzimatica no fue aditivo, sino
ligeramente menor, lo que tiene tres posibles explicaciones: 1.- Que haya
interacciones enzima manganeso, lo que limita la accion activadora de la
proteina; 2.- Que haya interacciones enzima - proteina, lo que limita la accion
activadora del manganeso; o bien 3.- que haya interacciones manganeso -
proteina, limitando el poder activador de ambos compuestos.

Mais adelante, Greenberg y Mahoney (1984) obtuvieron aumentos de 6 y
8% al comparar la actividad que se obtiene en leche bronca con la obtenida
en leches precalentadas a 63 y 85 ° C durante 30 minutos. Este no es un
aumento tan espectacular como el reportado por Wendorf y col. en 1970, pero
sugiere que si existe un cambio en la actividad enzimatica.

Para poder definir el efecto que tienen las proteinas del suero en la
activacion de la enzima, y el por qué después de un tratamiento térmico este
efecto aumenta, es necesario conocer los cambios que sufren dichas proteinas
con el tratamiento térmico. Sobre este tema, Haiming Zhu y Smivasan
publicaron en 1994 un estudio sobre los cambios conformacionales inducidos
por el calentamiento de las proteinas del suero.

Haiming y Srinivasan (1994) concluyeron que la magnitud de la
desnaturalizacion e insolubilizacion de las proteinas del suero depende de la
concentracion de las mismas, la temperatura y el tiempo de calentamiento.
Estos cambios se explicaron con mas detalle en el capitulo 3.3. y 3.4.
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4.2, Efecto de las proteinas sobre la actividad de lactasa

En cuanto al efecto de las proteinas, se han reportado diversos estudios:
Reed (1966) observd que en una solucion de lactosa la velocidad de reaccion
es mayor que en suero, y-en leche descremada. En contraste, Wendorf y col.
(1970) establecieron que la actividad hidrolitica es mayor en suero, que en
leche descremada y que la actividad en leche o suero es mayor que aquella
observada en una solucion de lactosa, aunque ninguno propuso explicacion
sobre el por qué de estas diferencias.

- En 1980 Mahoney y Adamchuk retomaron los trabajos de Wendorf y
col. e intentaron explicar las diferencias encontradas en los diferentes medios a
través de diversos factores, como son el ambiente iénico en el que esta diluido
cada substrato, y/o los efectos que éste pueda tener sobre las proteinas de la
leche. Observaron que la actividad enzimatica era ligeramente mayor en leche
descremada que entera; también que en ausencia de iones de manganeso todas
las fracciones proteicas de la leche aumentaban la actividad de lactasa varias
veces. Finalmente, para comparar el efecto de las diferentes proteinas las
diluyeron en solucion amortiguadora, y encontraron un aumento mayor para la
caseina que para el resto de las proteinas, sin embargo, el experimento se
realizo probando diferentes concentraciones de cada proteina, por lo que no es
posible comparar los incrementos encontrados, que pueden. deberse mas a la
concentracion de proteina que al efecto de la misma.

En 1984, Greenberg y Mahoney estudiaron el efecto combinado de las
proteinas y los iones, encontrando que las proteinas de la leche por si solas
aumentan ligeramente la actividad, pero aminoran el efecto del ambiente iénico
de la leche y el suero, induciendo asi un aumento en la tasa de hidrdlisis.

Yeh y col. (1990) comprobaron que al combinar varios factores (iones,
proteinas y precalentamiento), como el calentar una mezcla de iones Ca’',
Mg?*, y K* la actividad enzimatica se inhibia; y también que a pesar de que
aquella mezcla presentd capacidad inhibitoria, al agregar caseina o proteinas
del suero, tal efecto disminuye, posiblemente debido al efecto enmascarador de
las proteinas hacia los iones metalicos.
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Algunos resultados recientes publicados por Yeh y col. (1991) sugieren,
a diferencia de lo establecido por Mahoney y Adamchuck en 1980, que
algunas proteinas de la leche descremada y de la fraccion ultrafiltrada de la
leche descremada tienen un efecto inhibitorio de la actividad de lactasa. Ellos
observaron que la caseina y proteinas del suero preparadas por precipitacion
isoeléctrica, dialisis y liofilizacion resultaron inhibitorias para la lactasa. El
tratamiento de la caseina con enzimas colagenasa o tripsina no cambié su
poder inhibitorio, mas aiin, al calentar la proteina a 65 °C su efecto inhibitorio
se incremento ligeramente.

4.3. Efecto de los iones iones sobre sobre la actividad de la
enzima B-galactosidasa

Se han realizado una gran variedad de estudios con el fin de elucidar qué
efecto tienen los iones presentes en el medio sobre la actividad de las lactasas
(neutras y de hongos).

Diversos investigadores han observado diferentes efectos de los iones,
dependiendo del tipo de enzima de que se trate, principalmente la fuente de la
misma, y el tipo de solucion en que se haya medido la actividad (leche entera,
descremada, suero o soluciones amortiguadora).

Los resultados obtenidos varian en magnitud dependiendo del tipo de
solucion en que la enzima reaccione, pero no en el tipo de efecto (inhibidor o

activador) del i6n sobre la tasa de reaccion. Estos resultados se resumen en la
tabla 4.1:
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Tabla 4.1 Efecto de los diferentes iones sobre la actividad de la enzima B-
galactosidasa de diferentes fuentes.

FUENTE ACTIVADOR | INHIBIDOR AUTOR
Ca2+ Giacin y col, 1994.
HONGO Mg2+
Proteinas de alto|Giacin y col., 1974
y bajo  peso
molecular.
INa*, Mn*" Dickson y col., 1979
K*, Mg, Mn2+ Ca™, Na' Guy y col., 1978.
LACTASAS N Mahoney y Whitaker
. 2+ gt Na 1977
NEUTRAS Mn™, K Mahoney y Adamchuk
1980
Mn?* . Co?" Chen y Tsen, 1992,

M n2+

Tonyi Agebabi y
col., 1992,

Es asi, como después de muchas investigaciones ha quedado establecido
que tanto en solucion acuosa como en leche, los iones Mg, Mn*? y K* son
activadores de la reaccion de hidrélisis y que el Ca*? es un inhibidor; respecto
al sodio, existe todavia la controversia iniciada por Dickson y col (1979) y

Guy y col. en 1978.

Pivamik y Rand (1992) estudiraron el efecto de los diferentes iones,
pero comparando soluciones amortiguadoras con lactosa y leche; sus
resultados muestran que todos los iones (tanto activadores como inhibidores)
tienen mayor efecto cuando se encuentran en presencia de proteinas (leche

descremada).
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S. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar cudl es el efecto en la leche al someterla a un
tratamiento térmico, que induce un aumento en la actividad
hidrolitica de la enzima B-galactosidasa

5.2 Objetivos Particulares

5.2.1. Determinar cudl es el efecto del tratamiento térmico de
la leche sobre la actividad de la enzima p-galactosidasa

5.2.2. Determinar el efecto de la inactivacion del calcio soluble
al quelarlo con E.D.T.A. sobre la actividad de la B-galactosidasa.

5.2.3. Determinar si el aumento en la actividad hidrolitica se
debe a un cambio en las proteinas del suero o a las caseinas.

5.2.4. Estudiar la relacién entre el aumento en la actividad de
lactasa y el grado de desnaturalizacion de las proteinas del suero.

5.2.5. Estudiar la relacion entre la exposicion de grupos
sulfhidrilo reactivos debida al tratamiento térmico de la leche y el
cambio en la actividad enzimatica.

5.2.6. Estudiar el efecto de grupos sulfhidrilo exégenos

(cisteina y B-mercaptoetanol) sobre la actividad enzimatica en suero
y solucién amortiguadora.
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6. METODOLOGIA

Para el proyecto se utilizo leche bronca (a la que se dieron diferentes
tratamientos), que se obtuvo de una sola vaca perteneciente al Rancho Buena
Vista, en Zumpango del Rio, Edo de México.

Durante todo el proyecto se centrifugd en una centrifuga Beckman
modelo J2-MI, y se leyeron las absorbancias de las diferentes pruebas en un
espectrofotometro Shimadzu UV-160A.

6.1. Determinacion de lactosa en leche

La lactosa de las muestras se determind en leche sin hidrolizar, midiendo
azucares reductores por el método del acido dinitro-salicilico (DNS). Debido al
rango de deteccion de lactosa del método fue necesario diluir las muestras.

6.1.1, Técnica de determinacion de lactosa, precipitando las proteinas con
BaOH 0.3 My ZnSO, 0.3 M

- En un tubo de ensaye se colocod 1 ml de leche o suero y 1 ml de agua
destilada.

- Se tom¢ una alicuota de 0.2 ml del tubo anterior y se diluy6 en 1.8 ml
de agua.

- Defecado: Se agregd I ml de BaOH 0.3 M (Sigma). Se agito.

Se agregd 1 mi de ZnSO,4 0.3 M (Sigima). Se agito.
- Se centrifugo a 10,000 r.p.m. para separar el precipitado.
- Se tom¢ 1 ml de sobrenadante y se agregd a 1 ml de solucion de DNS
(Sigma).

- Se llevo a ebullicion por 5 minutos.

- Se enftio.

- Se agregaron 10 ml de agua. Se dejo reposar 15 minutos.

-Seleyo a A =540 nm, . -
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Durante la segunda etapa del proyecto, la precipitacion de las proteinas
presentes en la muestra se hizo con TCA (acido tricloroacético, Baker), de la
siguiente forma:

6.1.2. Técnica de determinacion de lactosa, precipitando las proteinas con

TCA (10%)

- Se tomo | ml de leche (o suero)
- Se agregd | ml de TCA al 10%

- Se centrifugo a 10,000 r.p.m. para separar el precipitado.

- Se tomo | ml de sobrenadante y se diluyd 1:50 en agua destilada
- Se agrego a | ml de esta solucion 1 ml de DNS
- Se llevo a ebullicion por S minutos.

- Se enftio.
- Se agregaron 10 ml de agua. Se dejo reposar 15 minutos.
- Seleyd a A =540 nm.

La curva patron se realizo suponiendo una concentracion de lactosa
aproximadamente igual a la de la leche entera, y con base en el limite de
deteccion del método (1.998 mg de lactosa/ml) se decidio diluir a {a leche 1:2

TUBO LACTOSA Abs método 6.1.2 | Abs método 6.1.3
{mg/ml) (A =540 nm) (A =540 nm)
1 8 0.099 0.016
2 16 0.158 0.114
3 24 0.217 0.183
4 32 0.274 0.233
5 40 0.345 0.324

La ecuacion de la curva para el método 6.1.2. fue:

L(img/ml) = (Absys4 -0.0405)/0.0079 r=0.9881

La ecuacion de la curva para el método 6.1.3. fue:

L (mg/ml) = (Absyss0 +0.0537)/0.0076 r=0.9983
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6.2. Determinacion de actividad enzimadtica

La actividad enzimatica se midio determinando el aumento de glucosa
liberada por la hidrolisis de la lactosa.

Las reacciones de hidrolisis se llevaron a cabo en matraces de 50 ml a
los que se agregaron 20 ml de leche, suero, o solucién amortiguadora cuyo pH
fue previamente ajustado a 6.6 para evitar que la acidez de la leche o suero
ejerciera algiin efecto inhibidor sobre la enzima. Los matraces se calentaron a
37 °C.

Se utilizé una solucion enzimatica de 0.1 ml de Maxilact LX-5000 (Gist-
Brocades) en 0.9 ml de solucion amortiguadora 0.1 M de fosfatos pH 6.6

Se tomaron muestras a los 3, 6, y 10 minutos y la reaccion se detuvo
agregando BaOH 0.3 M (Sigma) y ZnSO4 0.3 M (Sigma) o bien | ml de TCA
al 10 % para precipitar las proteinas.

La determinacion de glucosa se hizo por dos métodos:

- Método de Glucosa-Oxidasa (PGO) (SIGMA), que emplea las enzimas
glucosa oxidasa y peroxidasa y como compuesto colorido a la o-dianisidina.

- Método de Glucosa-Oxidasa (GOD-PAP) ( SPINREACT Co.), que emplea
las enzimas glucosa oxidasa y peroxidasa, y como compuesto colorido a la 4-
aminofenazona.

6.2.1. Método PGO (SIGMA)
* Reactivos:

- Preparacion enzimatica: Se disolvio el contenido de una capsula en 100
ml de agua destilada.

- Solucién de o-dianisidina: Se disolvio el contenido de un vial en 20 ml
de agua destilada.
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- Solucion de trabajo: Se mezclo la cantidad preparacion enzimatica con
la solucién de o-dianisidina (1.6 ml de colorante/100 ml de preparacion
enzimatica).

* Técnica:

- Se tomaron 0.2 ml de muestra y se diluyeron en 1.8 ml de agua
destilada.
Precipitacion de las proteinas:
- Se agrego 1 ml de BaOH 0.3 M. Se agito.
- Se agrego 1 ml de ZnS0,.0.3 M. Se agito.
- Se centrifugo a 10,000 r.p.m.
- Se tomaron 0.5 ml del sobrenadante.
- Se agregaron 5 ml de la solucion de trabajo.
- Se incubo 30 minutos a 37 °C.
- Seleydo a k=435 nn.

La curva patron se preparo utilizando una solucion de | mg/ml de
glucosa que se diluyo a diferentes concentraciones (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, y 1.0

mg/ml) para cubrir un intervalo de 0 a 1 mg/ml, de acuerdo con la sensibilidad
del método.

6.2.2. Método GOD-PAP (SPINREACT Co.)

* Reactivos:

- Solucién de trabajo: Disolver el contenido de un vial en 250 ml de
solucion de 4-aminofenazona.

* Técnica

- Se tomaron 0.2 ml de muestra y se diluyeron en 1.8 inl de agua
destilada.

30



oI
Fyte
g £
A
2t
r]

Precipitacion de las proteinas:
- Se agrego 1 mi de BaOH 0.3 M . Se agito.
- Se agrego | ml de ZnSO, 0.3 M. Se agito.
- Se centrifugd a 10,000 r.p.m.
- Se tomaron 30 pl del sobrenadante.
- Se agregaron 3 ml de solucidn de trabajo.
- Se incubo 30 minutos a 37 °C.
- Se leyd a A = 505 nm.

La concentracion de glucosa en las muestras se calculd comparando la
absorbancia de la muestra con la absorbaucia presentada por un estandar de
glucosa de 1.0 mg/ml, como lo indica el proveedor.

6.3. Determinacion de la proteina presente en las muestras
Se utilizé la técnica de Lowry:

* Reactivos:
a) Na,CO; (J.T. Baker) al 2% en NaOH (J.T. Baker) 0.1N
b) CuSO, (J.T. Baker) al 1% en H,O
¢) Tartrato de Na y K (J.T. Baker) al 2% en H,0O
d) Reactivo de Folin Cciocalteu (Sigma) 1:1 en agua.

* Técnica:

- Se mezclaron 50 volimenes de a) +1 volumen de b) + 1 volumen de c¢)
- Se tomaron 5 ml de esta solucion y se les agregd 1 ml de muestra.

- Se dejaron reposar 10 min en la obscuridad

- Se agregaron 0.5 ml de d)

- Se dejo reposar 30 min en la obscuridad

- Se leyo a A = 590 nm

La curva patrén se preparé una solucion de 500 mg/ml de seroalbumina
que se diluyo a diferentes concentraciones (100, 200, 300, 400, y 500 mg/ml)

para cubrir un intervalo de 0 a 500 mg/ml.
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6.4. Determinacion de grupos sulfhidrilo en el suero de leche

Para la determinacion de grupos sulfhidrilo se utilizé la reaccion de
Ellman, y se midi6 el nitrobenzoato (TNB") liberado por la reaccion del grupo
tiol con el acido 5-5’-Dinitrobenzoico (DTNB o reactivo de Ellman, Sigma).

6.4.1. Técnica:

- Se ajusto el pH del suero de leche a 8.0 con NaOH 1 N

- Se agregd una solucion de reactivo de Ellman (4 mg/ml en buffer de
fosfatos pH 8.0). Se agregd 1 ml de esta solucion por cada 7 ml de suero.
- Se dejo reposar los tubos durante 15 min para permitir que se llevara a
cabo la reaccion.

- Se centrifugd a 19,000 r.p.m. durante 30 min para precipitar la proteina.
- El sobrenadante se filtrd a través de un filtro Milipore de 0.45 um.

- Se leyeron los tubos a A =412 nm.

La concentracion de grupos sulfthidrilo se calculo a partir del coeficiente
de extincidn molar del ion liberado (§1up-=14,150 1/M cm) utilizando la
ecuacion de la ley de Lambert-Beer:

A= Ebc

6.5. Evaluacion del efecto de la temperatura del tratamiento
térmico de la leche en la actividad de la B-galactosidasa

La leche bronca se dividi6 en 6 lotes y a cada uno se le dio un pre-
tratamiento térmico diferente durante media hora: 55, 65, 75, 85 y 90 °C.

Cada uno de los lotes, asi como un control (sin tratamiento térmico
previo) se sometiéo a la hidrélisis de lactosa midiendo la actividad de B-
galactosidasa por el método explicado anteriormente.
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'6.6. Determinacion del efecto del calcio sobre la actividad de la
enzima lactasa

Previo a la hidrdlisis se adiciond 0.015 % de la sal disddica del
E.D.T.A. (Etilendiamintetraacetato de sodio, J.T. Baker, concentracion
equivalente a la de calcio soluble en la leche) a una leche que habia sido
previamente calentada a 85 °C durante media hora y a una leche sin tratamiento
térmico previo (control). Se agitd y posteriormente se les midio la actividad de
B-galactosidasa como se especificO anteriormente.

6.7. Obtencion del suero

Se calenté la leche bronca a 37 °C y entonces se agregé una preparacion
de quimosina (Cuamex), 10 gotas de preparacion/ | de leche. Se agit6 la leche
para distribuir la enzima uniformemente y se dejo actuar durante
aproximadamente 1 h. (Hasta la obtencion de un gel firme).

El gel se cortd en pedazos pequeiios con ayuda de una varilla de vidrio
para facilitar la separacion del suero. Una vez que el suero se separo, se filtré
a través de algodon y se centrifugdo a 10,000 r.p.m. durante 30 min para
precipitar la caseina que hubiera quedadu suspendida. El suero se filtré dos
veces mds a través de un filtro Whatman # 42 (filtracion media).

6.8. Déterminacién del efecto del tratamiento térmico de las
proteinas del suero en la actividad de la 3-galactosidasa

Para estudiar el efecto del calentamiento, el suero se separd en 5 lotes, y
cada uno se sometié a una temperatura diferente durante 30 min:

Lote 1 55°C
Lote 2 65°C
Lote 3 75 °C
Lote 4 85 °C
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Se midié la actividad que presentaba la enzima p-galactosidasa en
muestras de suero con los diferentes tratamientos térmicos arriba mencionados
y en un centrol (sin tratamiento térmico).

6.9. Evaluacion del grado de desnaturalizacion de las proteinas
del suero por efecto del tratamiento térmico

La evaluacion se llevo a cabo a través de electroforésis no
desnaturalizante. Se ha comprobado que por este método se pueden ver
cambios hasta de un solo residuo de aminoacido, al comparar los coeficientes
de corrida (Rf) obtenidos para cada banda. Debido a que se deseaba determinar
el peso molecular de las proteinas presentes en el suero, se Hevaron a cabo
electroforesis en geles con diferente contenido de acrilamida y bisacrilamida
(que se define como “% de T7), que fue de 5 a 15 %. Todos los geles tuvieron
una relacion de bisacrilamida/acrilamida (que se define como “C”) de 5% en el
gel de separacion.

6.9.1. Preparacion de reactivos:

Los geles se prepararon usando el sistema descrito por Goldenberg
(1990) para electroforésis en condiciones no desnaturalizantes.

- Gel de Separacion: Se prepard una solucion patron con 14.25 % de
acrilamida y 0.75 % de bisacrilamida (T = 15 % y ¢ = 5 %) en solucion
amortiguadora 0.375 M de tris-base, pH 8.8 y a partir de ésta se hicieron las
diluciones correspondientes para obtener la “T” deseada. Para polimerizarlo se
agregd persulfato de amonio al 10 % (50 pl/10 ml de gel) y N,N’,N’,N-
tetrametiletilendiamina (TEMED) (0.1 mi/100 ml de gel).

- Gel de Concentracion: Se prepardé una solucion con 2.5 % de
acrilamida y 0.625 % de bisacrilamida (T=3.125% y ¢=25) en solucion
amortiguadora 0.125 M de tris-base, pH 6.8. Para polimerizarlo se agregd
persulfato de amonio al 10 % (50 pl/10 ml de gel) y TEMED (0.1 ml/100 ml de

gel).
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- Solucion amortiguadora del electrodo (corrida); Se prepard con 3.6 g
de tris-base y 17. 28 g de glicina, se diluyo a6 1. El pH se ajustd a 8.3 con
HCI IN.

La muestra se diluyd 1 volumen de muestra y 0.5 volimenes de solucion
de glicerol (25 %), azul de bromofenol (0.1 %) y agua (74.9%) .

6.9.2. Corrida de las muestras

Se empled una camara de electroforesis mini-PROTEAN II cell (Bio
Rad). Los geles fueron soportados en placas de vidrio de 10 x 7 cm, se
emplearon separadores de 0.75 mm y un peine del mismo espesor. Para el

corrimiento electroforético se empled una fuente de poder Bio-Rad Power/Pac
300.

La electroforesis se realizo a voltaje constante de 200 v, hasta que el
colorante azul de bromofenol alcanzo la parte final del gel (aproximadamente
45 min)

Una vez realizado el corrimiento electroforético se fijaron y tifieron las
proteinas del gel sumergiéndolo >n una solucion fijadora de azul de Coomassie
(0.25 %) en una mezcla de agua-metanol-acido acético al 50-40-10 %v/v
durante 30 min.

Posteriormente se colocaron los geles en una solucion destefiidora de
acido acético-metanol-agua al 10-40-50 % v/v, de manera que se pudieran
identificar las bandas correspondientes a las diferentes proteinas.

Para la determinacion del peso molecular de los componentes de la
muestra se corrid junto con ésta un marcador estandar:

* Patron (Biorad):
Miosina (musculo de conejo) PM 205,000 daltones

B-galactosidasa (E.coli) 116,000 daltones
Fosforilasa (misculo de conejo) 97,400 daltones
Albumina bovina 66,000 daltones
Albimina de huevo 45,000 daltones
Anhidrasa carbonica (eritrocitos) 29,000 daltones
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6.10. Evaluacion del efecto de grupos sulfhidrilo exdgenos en el
suero

Para medir el efecto de grupos sulfhidrilo exogenos se agregaron grupos
sulfhidrilo (-SH) reactivos al suero en forma de B-mercaptoetanol o de cisteina.
Después se midio la actividad de la enzima en los diferentes lotes de suero y se
compararon los datos obtenidos en el suero con tratamiento térmico.

El suero se separd en 20 lotes, y a cada uno se le agregd una cantidad
diferente de PB-mercaptoetanol (B-ME) o cisteina para simular el aumento de
grupos -SH obtenido con los tratamientos térmicos (se utilizaron los datos de
-SH obtenidos con el tratamiento térmico del suero para definir las
concentraciones de -SH que se utilizarian):

Tabla 6.10.1. Cantidad de B-mercaptoetanol o cisteina agregados al suero

Concentracion de | ul B-mercaptoetanol/100| mg cisteina/100 ml
grupos sulthidrilo ml suero suero
(uM)
Control 0 0.00

100 0.70 1.21
150 1.06 1.82
200 1.41 2.42
250 1.76 3.03
300 2.11 3.63
350 2.46 4.24
400 2.82 4.84
450 3.17 5.45
500 3.52 6.05

36



6.11.  Determinacion del efecto del aumento de grupos
sulfhidrilo en una solucién amortiguadora sobre la actividad
enzimética

Debido a que el sodio es un inhibidor de la reaccion, para estas pruebas
se usaron soluciones amortiguadoras de fosfatos monobasico y dibasico de
potasio, que favorece la reaccion. Se agrego lactosa en polvo (SIGMA) a la
solucion amortiguadora de tal forma que la concentraciéon final fuera 5 %
(similar a la encontrada en leche).

La solucion amortiguadora se separd en lotes de 100 ml y a cada uno se
le agregd una cantidad diferente de B-mercaptoetanol o de cisteina (segin el
experimento) en concentraciones entre 100 y 500 pM.

Se midié la actividad enzimatica en cada uno de los lotes y se compard
con la obtenida en suero con tratamiento ténmico y en suero con grupos -SH
exogenos. -

Tabla 6.11.1 Cantidad de B-mercaptoetanol o cisteina agregados a la solucion
amortiguadora

Concentracion de ul B-Mercaptoetanol/100 | mg cisteina/100 ml
grupos sulfhidrilo m! solucién solucion
(M) amortiguadora amortiguadora
Control 0 0.00
100 0.70 1.21
150 1.06 1.82
200 1.41 2.42
250 1.76 3.03
300 2.11 3.63
350 2.46 4.24
400 2.82 4.84
450 3.17 5.45
500 3.52 6.05
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Seguimiento de la cinética de la reaccion de lactasa en leche
bronca a 37 °C

Para determinar el tiempo que deberia seguirse la reaccion y establecer
la metodologia para obtener la velocidad inicial de la enzima en los
experimentos siguientes, se muestreo una reaccion durante 30 minutos,
analizando los primeros minutos de la misma con mayor detenimiento. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura I.

Fig. 7.1. Cinética de reaccién en leche bronca
(PGO Sigma)

Glucosa (mg/mi)
8

8
N

0 ( i e p o
0 5 10 20 25 30

15
Tiempo (min)

38



Para asegurar que la reaccion enzimatica se encuentra todavia en la
etapa de velocidad inicial, es necesario que los puntos en los que ésta se mida
formen parte de una recta. Al aplicar una regresion lineal simple a los
resultados anteriores se observé que hasta los 10 primeros  minutos  se
tenia una r=0.9949, con velocidad inicial (Vo) de 3.850 (mg/ml.min), a
los 20 minutos el coeficiente de correlacion era r = 0.9591, con Vo de 0.2647
(mg/ml.min) y a los 30 minutos se tenia una r de 0.9548, y una Vo de 0.25178
(mg/ml.min) (figura 7.1.).

Estos resultados sugieren que durante los 10 primeros minutos de la
reaccion, ésta se encuentra en la fase de velocidad inicial; después de este
tiempo la curva de reaccion comienza a inclinarse. Es por ello que en los
experimentos siguientes la reaccion se evalu¢ solo durante los 10 primeros
minutos.
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7.2. Efecto del tratamiento térmico de la leche sobre la actividad
de lactasa

Con el fin de comprobar el efecto del tratamiento térmico en la actividad
enzimatica se pretrataron varios lotes de leche bronca a diferentes
temperaturas, que oscilaron entre los 55 y 85 °C, durante 30 minutos.

Para ver si las diferencias de actividad entre los tratamientos eran
detectables con este método, se hizo una comparacion entre las leches sin
tratamiento térmico (control) y con pretratamiento de 85 °C obteniéndose los
resultados mostrados en la figura 7.2.

Fig. 7.2 Comparacion de actividad en leche bronca y
leche pretratada a 85 °C, 30 min
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Al calcular las velocidades iniciales de los datos anteriores se obtuvieron
los siguientes valores: Voeonuor = 1.041 mg/mlmin, y Vogsc = 5.036 mg/ml.min
esto refleja un aumento de casi 5 veces en la tasa de reaccion (figura 7.2.), lo
que demuestra que es posible ver los cambios en la velocidad inicial de la
reaccion, y por ello se prosiguié a hacer un andlisis mas a fondo de los cambios
en la actividad enzimatica debidos al tratamiento térmico de la leche.

Al hacer pruebas con leclic proveniente de diferentes lotes se observaron
diferencias muy grandes en la cantidad de lactosa hidrolizada (i.e. una gran
variabilidad en los lotes), ain cuando la leche hubiera sido sometida al mismo
tfratamiento térmico y durante el mismo tiempo.

Estas diferencias pueden deberse a cambios en la composicion de la
leche; que puede variar tanto por la alimentacién, como por la etapa del ciclo
de lactacion, la exposicion del animal al sol, etc.

Los cambios observados en la actividad, por ejemplo, se muestran en la
tabla 7.1.y en la figura 7.3.

Tabla 7.1. Comparacion de actividad en leche de diferentes lotes
tratada a 85 °C

LECHE 1 LECHE 2 LECHE 3 LECHE 4
Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa
{(mg/ml) {(mg/ml) {mg/mi) {(mg/ml)
Yo
(mg/ml.min) 3.079 6.318 7.371 3.433
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Fig. 7.3. Conparadion de adividad en leche de diferertes ctes

pretratada a 85 °C durante 30 min
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Finalmente, se realizé un andlisis mas fino del efecto de la temperatura
del tratamiento térmico sobre la actividad enzimatica. Para ello se pretrato la
leche (de un solo lote) a cuatro diferentes temperaturas (55, 65, 75 y 85 °C)
durante 30 minutos, y se midio la actividad que presentaba la enzima en cada
temperatura, comparandola con la actividad determinada en una leche sin
tratamiento térmico (control); la figura 7.4. muestra los resultados obtenidos:
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Fig. 7.4. Comparacion de velocidades iniciales obtenidas en leche con
diferentes pretratamientos térmicos
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Al analizar los resultados anteriores se observa que en el rango de
temperaturas probadas la actividad presenta un “maximo” que se da entre 55
y 65 °C (no hay diferencia significativa entre estos dos tratamientos ) y a partir
de este punto comienza a disminuir (figura 7.4.), sin embargo, ain a 85 °C la
actividad detectada es significativamente mas alta que aquella encontrada ¢n la
leche sin tratamiento térmico.

Un analisis estadistico (andlisis de varianzas y prueba de Tukey),
demostré que todos los tratamientos elevan significativamente (o = 0.0001) la
actividad respecto a aquella medida en la leche control; las actividades
encontradas en las leches pretratadas a 55 y 65 °C no difieren entre si de
manera significativa, sin embargo, si difieren significativamente tanto del resto
de los tratamientos como del control.
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7.3. Efecto del calcio en la tasa de actividad de la enzima f3-
galactosidasa

Para comprobar si el aumento en la actividad de lactasa se debe a la
precipitacion del calcio (ion que inhibe a la enzima) en forma de fosfato de
calcio coloidal, se comparo la tasa de reaccion obtenida para leches pretratadas
a 85 °C y sin tratamiento térmico, ambas con y sin EDTA como quelante del
calcio. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.5.

Fig. 7.5. Efecto del calcio sobre la actividad de la B-galactosidasa
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En los resultados anteriores se observa que al quelar el calcio en una
leche sin tratamiento térmico, la velocidad inicial (Vo) de la reaccion
enzimatica aumenta de manera significativa (29.62 %, a=0.036) (figura 7.5.),
probablemente debido a la eliminacion del inhibidor i0nico. Sin embargo, este
aumento es mucho menor al obtenido en leche pretratada a 85 °C (68.02%,
a=0.0059), lo que sugiere que el aumento en la actividad no se modifica
(nicamente por la presencia o ausencia del calcio, sino que existe algin otro
factor (probablemente en las proteinas) que tiene efecto significativo sobre la
tasa de reaccion.

Cuando se agregd EDTA a leche pretratada a 85 °C la velocidad inicial
disminuy¢o significativamente (0=0.0232) respecto a la presentada en leche
pretratada a 85 °C. Esto podria deberse a algin efecto inhibidor del EDTA
sobre la tasa de reaccion, pues este compuesto se agregd considerando la
misma concentracion de calcio idnico soluble que en una leche sin tratamiento
térmico (0.015 %), v ya que el calcio precipita al formar fosfato de calcio
coloidal por el calor, el EDTA agregado pudo quedar libre y ejercer algin
efecto inhibitorio sobre la enzima.
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7.4. Desnaturalizacion de las proteinas del suero por el
tratamiento térmico

El hecho de que se presente un “maximo” de actividad al precalentar la
leche entre 55 y 65 °C, y de que la magnitud del cambio en la velocidad inicial
de la reaccion no pueda atribuirse por completo a la precipitacion del calcio
como fosfato de calcio coloidal, podria indicar que el aumento de la actividad
se debe al aumento en la exposicion de los grupos sulfhidrilo (-SH) de las
proteinas del suero, puesto que al desnaturalizarse por el tratamiento térmico se
van abriendo y los van exponiendo (Parnell-Clunies y col. , 1988; Singh y Fox,
1987).

Haque y Kinsella (1987 a y b), Haque y col. (1987), reportaron que
tratamientos térmicos a temperaturas altas producen una reaccion entre los
grupos -SH reactivos de la B-lactoglobulina y la k-caseina, formando puentes
de disulfuro entre éstas y ligando de esta forma a los grupos -SH reactivos (esta
reaccion se conoce como “forewarming”). En 1988, Parnell-Clunies, y col.
demostraron que la magnitud en la que se da esta reaccion depende
principalmente del tiempo que se expone la leche al calor: a pesar de que ésta
sea expuesta a temperaturas altas, si el tiempo es corto se formaran pocos
puentes de disulfuro entre las proteinas.

Pamell-Clunies y col. (1988) también reportaron que la concentracion de
grupos sulfhidrilo reactivos cambia dependiendo de la desnaturalizacion de las
proteinas:

-SH (umol/g)4

60 70 80 90 100

% Desnaturalizacion

Tomada de Parnell-Clunies y col. 1988

46



En los experimentos realizados se dio un tratamiento térmico largo (30
min), por lo que se promovié la reaccion de “forewarming”, lo que implica
que partir de 65 °C los grupos -SH comienzan a reaccionar y a formar puentes
de disulfuro, por lo que ya no estan disponibles para aumentar la actividad de
la enzima. El comportamiento de la actividad respecto al tratamiento térmico es
muy similar al reportado por Parnell-Clunies y col. 1988 para el cambio en los
grupos sulfhidrilo, lo que podria indicar que el cambio en la actividad esta
relacionado con los grupos -SH expuestos.

Con ¢l fin de evaluar si la desnaturalizacion de las proteinas del suero y
la consecuente exposicion de grupos sulfhidrilo reactivos estan relacionados
con el cambio en la velocidad inicial de la lactasa al pretratar la leche, se
separo el suero de una leche bronca (sin ninguna clase de tratamiento), y
después se le dieron diferentes tratamientos térmicos (55, 65, 75 y 85 °C). En
este suero pretratado se midieron el grado de desnaturalizacion de las
proteinas, la actividad que presentaba la enzima B-galactosidasa en funcion del
tratamiento térmico, y los grupos sulfhidrilo reactivos presentes en €l y se
compararon con los obtenidos para un suero control (sin tratamiento térmico).

La desnaturalizacion de las proteinas del suero se midio por el cambio en
el coeficiente de corrida (Rf) de las bandas caracteristicas de las diferentes
proteinas, ademas, se relaciono también con el cambio en la intensidad de las
bandas e incluso la desaparicion de algunas de ellas.

Las proteinas del suero son de bajo peso molecular, por lo que en los
geles con % T alto no se pudieron separar bien las diferentes bandas. Para
identificar las proteinas presentes en las diferentes bandas se utilizd el método
descrito por Hames (Hames, 1981), en el que se relacionan los Rf’s de
proteinas patron de peso molecular conocido con el contenido de acrilamida y
bisacrilamida del gel (%T), y se obtiene una recta en la que se extrapola la
pendiente obtenida al relacionar el Rf de las bandas problema con el % T del
gel. De acuerdo con esta recta se identifico claramente a las proteinas del
suero, como se muestra en la figura 7.6.
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El gel en el que se logro la mejor separacion de las proteinas fue el de
T=10%, y con este tamaiio de poro pudo observarse claramente como las
bandas correspondientes a la P-lactoglobulina (PM 18,000 Da) perdian
intensidad, lo que indica que su concentracion disminuia, ya sea por
precipitacion o desnaturalizacion de la proteina; ademas de la aparicion de
otras bandas correspondientes a pesos moleculares mas bajos conforme la
intensidad del tratamiento térmico aumentaba (Figura 7.6.).

En la Figura 7.6. Se muestran los patrones electroforéticos
obtenidos para suero con diferentes tratamientos térmicos y un coutrol (sin
tratamiento térmico).

Fig. 7.6. Patrones electroforéticos de suero con diferentes tratamientos térmicos

En la figura 7.6 se muestran los patrones electroforéticos obtenidos para suero con
diferentes tratamientos térmicos: carril 1; 55 °C;, 2: 65°C; 3: 75 °C; 4: 85 °C, y 5: control.
Se abserva que la banda correspondiente a la B-lactoglobulina B (sefalada por la flecha)
disminuye en intensidad (concentracion) conforme aumenta la temperatura del tratamiento
térmico, en algunos casos dicha banda desaparecié por completo. También se observa la
aparicion de bandas de pesos moleculares pequefios al aumentar el tratamiento térmico
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La electroforésis nativa 6 no desnaturalizante es una herramienta para
comprobar los cambios conformacionales que sufren las proteinas, puesto que
en este tipo de electroforésis, las moléculas corren por su configuracion
espacial, su carga y solubilidad en la fase movil, la cual se modifica con los
cambios en los residuos cargados.

Dado que se sabe que la B-lactoglobulina es una de las proteinas mas
termolabiles del suero, la mas abundante en esta fraccion de la leche, y que
ademds es la que aporta la mayor cantidad de grupos sulfhidrilo reactivos
(Patrick y Swaisgood, 1976; Carbonaro y col., 1996; Parnell-Clunies y col,
1988; lametti y col., 1995; Parris, y col., 1991)., se observaron con especial
atencion los cambios en el coeficiente de corrida (Rf) de esta proteina.

Coincidiendo con lo reportado por Parnell-Clunies y col. (1988), el
patron electroforético de la B-lactoglobulina (Figura 7.6.) fue el que cambid
mas, observandose que la desnaturalizacion inicia aproximadamente a 65 °C y
es casi completa después de un tratamiento de 85 °C durante 30 nin (la banda
practicamente desaparece, lo que indica que la proteina cambid totalmente su
estructura terciaria y/o sus cargas).

Los resultados obtenidos con los diferentes porcentajes de T para la
banda correspondiente a la B-lactoglobulina se muestran en la tabla 7.2:

Tabla 7.2. Coeficientes de corrida a diferentes % de T en el gel

TRATAMIENTO Rf Rf Rf
T=15% T=125% T=10%
Control 0.5116 0.725 0.641
55°C 0.4878 0.8158 0.725
65°C 0.525 0.8158 0.756
75 °C 0.5 0.8333 0.75
85 0C %ok %k * &% % % %

*** No se observo la banda, lo que indica que la proteina se desnaturalizo totalmente.
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La electroforesis nativa puede indicar que hay un cambio en al menos
uno de los residuos de aminodcidos (cambios de cargas, rompimientos de
enlaces, etc), y/o un cambio en la estructura terciaria; y a pesar de que no se
puede saber cudl es, si se puede determinar que existe, e incluso puede darse
un valor aproximado de su intensidad al calcular la magnitud del cambio en el
Rf que se debe al tratamiento térmico. Esto se logr6 con la siguiente formula:

% cambio = [(Rfcontrol - Rf tratamiento)/ Rfcontrol] x 100

Al observar el cambio en el Rf de las bandas (figura 7.6., tabla 7.2),
respecto al tratamiento térmico de las muestras, se puede tener una idea de
como se van desnaturalizando las proteinas. En el caso de las muestras de
suero con diferentes tratamientos térmicos, se considerd el porcentaje de
cambio en el Rf para ver la desnaturalizacion. La figura 7.7. muestra el grado
de desnaturalizacion (como % de cambio en el Rf) de la B-lactoglobulina,
proteina mas abundante del suero, y cuyo patron electroforético fue el que méas
cambio por el tratamiento térmico Los datos que se muestran son los obtenidos
para el gel con T = 10 %, porque fue aquel en el que se obtuvo la mejor
separacion de las bandas.

Fig.7.7. Desnaturalizaciéon de la R - lactoglobulina B
(expresado como % de cambio en ¢l Rf)

% de cambio en el Rf

Control §5C 65 °C 75°C 85 °C
Tratamiento
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A pesar de que no es posible definir exactamente de qué manera se esta
desnaturalizando la proteina, se observa que entre 55 y 75 °C hay una
desnaturalizacion parcial, y a 85 °C la desnaturalizacion es practicamente
completa.
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7.5. Efecto del tratamiento térmico del suero sobre la actividad
de lactasa.

Una vez establecida la técnica de determinacion del grado de
desnaturalizacion de las proteinas se procedid a medir la actividad enzimatica
en las muestras de suero pretratadas a diferentes temperaturas. La figura 7.8.
muestra los resultados obtenidos:

Fig. 7.8. Comparacion de velocidades iniciales obtenidas en suero con
diferentes pretratamientos térmicos
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En los resultados anteriores se observa que la velocidad inicial de la
reaccion tiende a disminuir paulatinamente (figura 7.8.), aunque no de manera
significativa, con los tratamientos entre 55 y 65 °C, conforme aumenta la
temperatura; al pretratar el suero a 75 °C se observa un descenso significativo
en la actividad enzimatica, y finalmente a 85 °C la tasa de reaccion aumenta de
manera significativa (3540 %, o=0.0503), este punto concuerda con la
temperatura a la cual desaparecia la banda de la B-lactoglobulina en los
patrones de electroforesis nativa, lo cual podria indicar que el cambio en la
actividad se debe a la desnaturalizacion de esta proteina.

Al comparar el cambio observado en la actividad del suero con el
cambio en el Rf de las manchas de P-lactoglobulina (Figura 7.9.), se observa
una gran similitud entre los dos patrones: mientras el cambio en el Rf es
minimo, el cambio en la actividad enzimatica también lo es. Se analizaron
estos datos con una prueba de correlacion de Pearson, obteniéndose un
coeficiente de correlacion r = 0.7126, lo que confirma que existe una relacion
entre el grado de desnaturalizacion de las proteinas y la actividad enzimatica.

Fig. 7.9. Comparacion del grado de desnaturalizacion de las proteinas
del suero con la actividad enzimatica
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7.6. Efecto del tratamiento térmico del suero en el contenido de
grupos sulfhidrilo reactivos

Los resultados obtenidos en los experimentos anteriores apoyan la
hipotesis de que el cambio en la velocidad enzimatica podria deberse a la
exposicion de grupos sulfhidrilo reactivos (-SH).

Con el fin de demostrar si efectivamente la concentracion de estos
grupos varia con el tratamiento térmico, se midié la concentracion de -SH en
las muestras de suero pretratadas.

La concentracion de grupos -SH reactivos se calculé utilizando la
reaccion de Ellman, ya que no se aplico ningan agente desnaturalizante en la
determinacion, el coeficiente de extincion molar que se utilizo fue & = 14,150
1/Mcm, que es el del ion "TNB libre, liberado por la reaccion de los grupos -
SH reactivos con el DTNB (Patrick y Swaisgood, 1976; Britten y col., 1994;;
Taylor y Richardson, 1980; Pamell Clunies y col., 1988).

Las concentraciones de -SH encontradas en los diferentes sueros se
muestran en la figura 7.10.:

Fig. 7.10. Contenido de Grupos Sulfhidrilo Reactivos en Suero con
Diferentes Pretratamientos Térmicos
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El contenido de grupos -SH reactivos en los sueros pretratados a
diferentes temperaturas disminuye conforme aumenta la intensidad del
tratamiento térmico, y finalmente aumenta significativamente cuando el
tratamiento es muy severo (85°C, 30 min), como se observa en la figura 7.10.

Como ya se ha mencionado, la B-lactoglobulina es la proteina del suero
que aporta la mayor cantidad de grupos -SH, por lo que es posible que el
cambio en el contenido de grupos -SH reactivos se deba a la desnaturalizacion
de la misma.

Cabe mencionar que cuando la proteina se desnaturaliza gradualmente
busca la conformacion energéticamente mas estable, por lo que puede llegar a
esconder algunos grupos reactivos a pesar de haberse desnaturalizado. Sin
embargo, cuando el tratamiento es muy fuerte (85 °C 30 min), la proteina se
desnaturaliza completamente y expone los grupos que antes estuvieron
fisicamente ocultos.

A pesar de que existen diversos estudios sobre el cambio en el contenido
de grupos sulfhidrilo reactivos debido a la desnaturalizacion de la B-
lactoglobulina por el tratamiento térmico (Pamell-Clunies y col., 1988; Parris y
col., 1991; Singh y Fox, 1987), estos fueron realizados dando tratamiento
térmico en leche entera y separando después el suero, por lo que se presentaba
la reaccion de “forewarming” y los datos obtenidos en este experimento no son
comparables con los estudios ya existentes.

Sin embargo, estos reportes (Parnell-Clunies y col., 1988, Parris y col.,
1991) mencionan el hecho de que la B-lactoglobulina comienza a
desnaturalizarse aproximadamente a 65 °C, y esta totalmente desnaturalizada a
85 °C, y es a 65 °C cuando empieza a notarse un descenso significativo en los
grupos sulfhidrilo determinados experimentalmente, y a 85 °C cuando este
valor se dispara, lo que sugiere que el cambio en la concentracion de -SH esta
relacionado con cambios conformacionales de la P-lactoglobulina. Esto
también puede evidenciarse comparando los resultados de electroforesis con el
cambio en el contenido de grupos -SH.
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El comportamiento de la concentracion de los grupos -SH reactivos es
muy similar al de la velocidad inicial de la lactasa(figura 7.11.): a una
disminucion en la concentracion de grupos -SH reactivos corresponde una
disminucion de la actividad.

En las temperaturas en las que se observa la concentracion de grupos
-SH mas alta y baja se encuentran también los maximos y minimos de la
velocidad inicial de la reaccidn, esto sugiere que hay una relacion directa entre
el contenido de grupos -SH del suero y la tasa de hidrolisis de la lactosa. Los
valores de Vo se comparan con el contenido de grupos -SH en el suero en la
figura 7.11.

Fig. 7.11. Comparacion del contenido de grupos sulfhidrilo y la
actividad obtenidos en suero con diferentes pretratamientos
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Al analizar los datos anteriores con una prucba de correlacion de
Pearson se obtuvo un coeficiente de r = 0.9167, es decir, el cambio en los
grupos -SH explica el 91.67 % del cambio en la actividad enzimatica, pudiendo
inferir de esta forma que el cambio en la actividad se debe principalmente al
cambio en los grupos -SH del suero (figura 7.11.).
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7.7. Efecto de la adicion de grupos sulfhidrilo exégenos al suero

Con la finalidad de verificar si el efecto del aumento en la exposicion de
grupos sulfhidrilo puede obtenerse al agregar grupos sulfhidrilo exdgenos al
medio, se seleccionaron dos compuestos que aportan grupos sulfhidrilo
reactivos: la cisteina y el B-mercaptoetanol. Estos compuestos se agregaron al
suero en un rango de concentraciones similar al obtenido con los tratamientos
térmicos, es decir, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 y 500 uM de
sulfhidrilo (cada molécula de estos compuesto aporta un grupo sulfhidrilo
reactivo).

Los resultados obtenidos al determinar la actividad de lactasa en suero
adicionado con sulfhidrilos se muestran en la figura 7.12.

Fig. 7.12. Velocidades iniciales obtenidas en suero adicionado con diferentes
concentraciones de cisteina y B-mercaptoetanol.

0.9 - ®
0.8 -+ SN -

07 é ..... L ‘o . o .
0.6
0.5
0.4 +
0.3
0.2 - evli—is
0.1 --®--ME
0 + | i e fomoe
0 100 200 300 400 500

Velocidad inicial (mg/ml.min)

Concentracion del compuesto (uM)

58



En la figura 7.12. se observa que cuando se agregan grupos sulfhidrilo
reactivos a el suero de leche, no hay ningin aumento en la actividad, incluso,
cuando se agrega B-mercaptoetanol la actividad tiene una ligera tendencia a
disminuir. Esto podria deberse a que cuando se agregan grupos -SH reactivos,
éstos reaccionan con los grupos -SH naturales en las proteinas del suero,
formando puentes de disulfuro que no pueden activar a la enzima. De esta
manera los grupos que aumentarian la actividad en un suero sin ningun
tratamiento, se encuentran unidos a otros y asi no pueden aumentar la
actividad.

La diferencia en las actividades presentadas en suero con cisteina y
suero con B-mercaptoetanol podrian deberse a que estos compuestos tienen
diferente reactividad: el B-mercaptoetanol, por ser una molécula mas
pequefia ( PM 78.13 g/inol ) que la cisteina ( PM 121 g/mol ) tiene mayor
facilidad para reaccionar con los grupos -SH de las proteinas y formar los
puentes de disulfuro.

Al medir los grupos -SH reactivos en los sueros a los que se habia
agregado cisteina se observo que la concentracion era significativamente
menor a la que se habia agregado (figura 7.13.), confirmando la hipotesis de
que los grupos -SH agregados reaccionaron con los grupos -SH de las
proteinas del suero.

Fig. 7.13. Comparacion de grupos sulfhidrilo agregados (cisteina)

y grupos sulfhidrilo medidos en suero
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Para determinar si el efecto observado se debia a una interaccion de los
grupos agregados con las proteinas del suero, se agregaron los mismos
compuestos y en las mismas concentraciones a una solucion amortiguadora
que no contenia proteinas y se midio la actividad de la enzima. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 7.14.

Fig. 7.14. Velocidades iniciales obtenidas en solucion amortiguadora
adicionada con f3-mercaptoetanol o cisteina.
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En estos casos se observé un claro aumento en la actividad altamente
correlacionado con la concentracion de los grupos sulfhidrilo agregada (figura
7.14)). Para el caso del B-mercaptoetanol la actividad aumentdo mas
drasticamente que con la cisteina, lo que podria deberse a la alta reactividad
del B-mercaptoetanol, en comparacion con la cisteina.
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Al comparar la actividad encontrada en suero adicionado con grupos -
SH con aquella obtenida en una solucion amortiguadora con la misma cantidad
de grupos -SH (figura 7.15), es claro que en el medio sin proteina la actividad
aumenta de manera directamente proporcional a la concentracion de grupos
-SH.

En el suero, en cambio, la actividad practicamente no cambia, lo que
puede explicarse por el hecho de que se encuentran presentes proteinas con
grupos -SH disponibles que reaccionan con los grupos -SH exdgenos formando
puentes de disulfuro, y por lo tanto no son capaces de aumentar la actividad
enzimatica.

Fig. 7.15. Comparacion de velocidades iniciales obtenidas en suero y solucién
amortiguadora con diferentes cantidades de grupos -SH exégenos agregadas.

N
N a

Vo (%hid/ml.min)
wn

BT /

/
N VR

4. A
PEEVIIA
- ~—'.~—..__.’. =d

05 ———.__.,..-—-.~‘_'/

61



8. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente proyecto puede
concluirse que:

- Al quelar el calcio de la leche se observa un aumento en la actividad de
lactasa, sin embargo, este no es comparable con el obtenido por el tratamiento
térmico de la leche, por lo que se infiere que el calcio no es la razon principal
del aumento en la tasa de reaccion de la enzima cuando este alimento se
somente al calentamiento.

- El tratamiento térmico de la leche previo a la hidrolisis aumenta la
actividad de la enzima p-galactosidasa principalmente a temperaturas
relativamente bajas (55 y 65 °C). Mientras que en suero el mayor aumento se
observa con un pretratamiento de 85 °C durante 30 minutos.

- El cambio en la actividad observado en la leche puede explicarse por
algin cambio en las propiedades del sistema, principalmente en la fase
protéica, como la exposicion de grupos sulfhidrilo antes de que se presente la
reaccion de “forewarming” que se da entre los grupos -SH de la B-
lactoglobulina y la k-caseina cuando la leche se calienta a temperaturas
mayores a 65 °C.

- El cambio en la actividad de la enzima [-galactosidasa al pretratar el
suero esta altamente correlacionado a la exposicion de grupos sulfhidrilo y a la
desnaturalizacion y/o precipitacion de algunas proteinas (principalmente la p-
lactoglobulina), como se demuestra en los patrones electroforéticos obtenidos
en gel no desnaturalizante.
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- Al desnaturalizarse gradualmente, las proteinas adoptan la
conformacion energéticamente mas estable, y ésta puede esconder a algunos
grupos reactivos (particularmente grupos -SH reactivos) y de esta forma no
aumentar la tasa de reaccion.

- Al desnaturalizarse completamente por un tratamiento térmico drastico,
la proteina expone sus grupos -SH, aumentando de esta forma la actividad
enzimatica.

- El comportamiento de la actividad esta estrechamente ligado a el
contenido de grupos -SH reactivos presentes en el suero, y varia en forma
proporcional a estos.

- Al agregar grupos -SH exdgenos al suero estos reaccionan con los
grupos presentes en la B-lactoglobulina fonnnandose puentes de disulfuro, los
cuales no poseen la capacidad de aumentar la actividad enzimatica.

- Al agregar grupos -SH exogenos (cisteina o 3-mercaptoetanol) a una
solucion amortiguadora, la actividad de la B-galactosidasa aumentara de
manera proporcional a la concentracién de grupos -SH agregados, hasta llegar
a un cierto limite, posiblemente por la saturacién de la enzima.
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