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Resumen

El suero lacteo consiste en una substancia de color amarillento obtenido como subproducto del
proceso de la elaboracién de mantequilla, el mismo que es desechado y transportado junto con
las demas aguas residuales de la industria para su posterior tratamiento. Este desecho tiene
propiedades Unicas, ya que posee un alto contenido proteico y por ello a su vez es mas
complicado al momento de tratarlo en las PTAR. Entre los péptidos y proteinas que pudieron
ser extraidas y purificadas mediante precipitacion a temperaturas bajas y por SDS-PAGE
realizando una corrida con un voltaje constante de 150V, con una corriente entre 100 mA 'y
usando geles de apilamiento y separacion al 5% y 15% de una solucién de Bis — acrilamida
respectivamente, las proteinas encontradas en las muestras de suero de leche obtenido de la
produccion de mantequilla en la empresa Pasteurizadora Quito S.A. fueron la B-lactoglobulina
con un peso molecular igual a 18259,8 Da, la a-lactoalbumina con 14294,7 Da, y proteinas
séricas menores como la Lactoferrina con 82293,2 Da, la Transferrina con 75999,4 Day el
GMP con a 6256,7 Da.

Ademas, se concluy6 que las muestras obtenidas de la producciéon de mantequilla de la
empresa corresponden a las caracteristicas de un suero dulce o buttermilk, con valores iguales
a: 6,6 de pH, 0,27% de grasa, 1,027 de densidad, 0,12 % en masa de acido lactico, 2,74% de

proteina 'y 2,24% de caseina.

Palabras clave:
e SUERO DE MANTEQUILLA
e EXTRACCION DE PROTEINAS
e PURIFICACION DE PROTEINAS

e CARACTERIZACION.
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Abstract

Whey consists of a yellowish substance obtained as a by-product of the butter-making process,
which is discarded and transported along with other industrial wastewater for subsequent
treatment. This waste has unique properties, since it has a high protein content and therefore, in
turn, it is more complicated when treating it in the WWTP. Among the peptides and proteins that
could be extracted and purified by precipitation at low temperatures and by SDS-PAGE,
performing a run with a constant voltage of 150V, with a current between 100 mA and using
stacking and separating gels at 5% and 15% of a solution of Bis - acrylamide respectively, the
proteins found in the samples of milk whey obtained from the production of butter in the
company Pasteurizadora Quito SA were B-lactoglobulin with a molecular weight equal to
18259.8 Da, a-lactalbumin with 14294.7 Da, and minor serum proteins such as Lactoferrin with
82293.2 Da, Transferrin with 75999.4 Da and GMP with at 6256.7 Da. In addition, it was
concluded that the samples obtained from the company's butter production correspond to the
characteristics of a sweet whey or buttermilk, with values equal to: 6.6 pH, 0.27% fat, 1.027

density, 0 .12% by mass of lactic acid, 2.74% protein and 2.24% casein.

Keywords:
e BUTTERMILK
e PROTEIN EXTRACTION
e PROTEIN PURIFICATION

e CHARACTERIZATION.
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Capitulo 1: Introduccion

Planteamiento del Problema

En el Ecuador el nUmero de vacas ordefiadas es de aproximadamente 836.518 con un
promedio de 6 litros por vaca, y de esta cantidad de leche producida el 53% es destinado para
la industria formal, es decir para la elaboracién de leche de funda, quesos, mantequilla, yogurt,
crema, entre otros. En la produccion de quesos y mantequilla principalmente se obtiene un
estimado de 1,7 millones de suero de leche que no es aprovechado por las industrias en su
totalidad (Centro de Industria Lactea del Ecuador, 2018).

Al realizar un estudio en Medellin dirigido a la industria de alimentos, se concluye que el
lacto suero es una fuente econémica importante de proteinas, lo que a su vez confiere una
variedad de propiedades para su utilizacion a nivel de elaboracion de alimentos. Los productos
obtenidos a partir del suero tienen multiples beneficios, puesto que realzan tanto el color como
el sabor de los alimentos, mejoran la textura y las propiedades de flujo y muestran muchas
otras propiedades funcionales que aumentan la calidad de los productos alimenticios. Basados
en el valor nutricional del lacto suero, se han obtenido un sinnimero de usos comerciales como
complemento nutricional para ganado porcino o bovino, etanol, acidos organicos, bebidas no
alcohdlicas, bebidas fermentadas, biomasa, concentrados, aislados e hidrolizados de proteina,
peliculas comestibles, medio de soporte para encapsular sustancias, produccién de xantana,
enzimas, separacion de la lactosa como endulzante en alimentos, entre otras aplicaciones
(Parra, 2009).

Pese a que hoy en dia se ha optado por la busqueda de nuevas opciones para utilizar el
lacto suero como algunos estudios realizados en otros paises lo demuestran, aun persiste el
desecho del mismo, en el Ecuador solo una pequefia porcion es utilizado en alimentacién para
el ganado y la crianza de terneros o bovinos jovenes que ayudan al crecimiento de los mismos
gracias al concentrado de proteinas que presenta, sin embargo, la contaminacion y el

tratamiento del mismo sigue siendo un problema para estas industrias, por lo que se siguen
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realizando estudios para emplearlo en nuevos productos o a su vez obtener compuestos
benéficos y de esa forma también reducir la carga contaminante de esta sustancia y en general
de las aguas residuales de estas empresas encargadas de la produccion de lacteos y sus

derivados (Pais et al., 2017).

Justificacion del Problema

Puesto que la leche es la materia prima principal en la elaboracién de muchos
productos derivados como queso, mantequilla, entre otros, la industria lactea es considerada el
eje del sustento econdmico en algunos paises tanto industrializados como en desarrollo. Sin
embargo, durante su ciclo productivo se generan diferentes desechos, siendo uno de los méas
importantes el suero de leche (Guevara & Ledn, 2019).

El problema radica principalmente en las grandes cantidades de suero lacteo que
resultan de estas industrias, puesto que, si se eliminan directamente sin previo tratamiento al
medio, se descomponen porque pueden sufrir ataques microbianos, ocasionando el
crecimiento de patdégenos que causan infecciones y malos olores. Por otra parte, si el suero se
envia por los desagues, al momento en el que llegan a las plantas de tratamiento de agua
residual (PTAR), presentando una alta capacidad contaminante con un DBO que varia
aproximadamente entre 30,000 a 50,000 mg/L, desestabiliza los sistemas de tratamiento
biol6gico debido a la alta cantidad de materia organica que posee y disminuye el oxigeno
disuelto en el agua ocasionando la muerte de los organismaos especializados en el
tratamiento de efluentes (Guerrén, 2015).

Por ello es importante la busqueda de opciones para emplear este desecho y reutilizarlo
en la obtencion de proteinas o productos nuevos aprovechando la presencia de fragmentos de
la membrana del glébulo graso relacionada con propiedades beneficiosas para la salud y con
ello conseguir la reduccién a nivel de contaminacion por parte de las vertientes de estas

industrias (Valencia & Ramirez, 2009).



16

Objetivos
Objetivo general del proyecto
Desarrollar un bioproceso para la extraccién y purificacion de las proteinas que se
encuentran en el suero de leche de vaca obtenido en la produccion de mantequilla en la
empresa Pasteurizadora Quito S.A.
Objetivos especificos
— Realizar el analisis de las muestras de suero lacteo mediante pruebas fisicoquimicas
para la obtencion de las caracteristicas del mismo.
— Extraer las principales proteinas que se encuentran en el suero lacteo mediante la
precipitacioén con &cido Tricloroacético y ultrafiltracion de las muestras.
— Purificar las proteinas obtenidas mediante electroforesis SDS-PAGE para su
identificacion.
Hipotesis
Ho: El lacto suero obtenido en la produccién de mantequilla no contiene proteinas que
pueden ser extraidas y purificadas mediante el desarrollo de un bioproceso.
Hi: El lacto suero obtenido en la produccion de mantequilla contiene proteinas que

pueden ser extraidas y purificadas mediante el desarrollo de un bioproceso.
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Capitulo 2: Marco Teorico

Suero Léacteo

El suero de mantequilla también conocido como mazada, consiste en la fraccidon acuosa
de color amarillento liberada en la etapa de batido ya sea de la crema dulce o acida durante el
proceso de elaboracion de mantequilla. Este subproducto es diferente a cualquier otro
generado durante la produccién de una industria lactea porque contiene fragmentos de la
membrana del glébulo graso en el suero relacionados con propiedades benéficas para la salud
por su alto contenido fosfolipido y proteinas (Alayo, 2017).

Existen dos tipos de suero lacteo, que varian dependiendo del pH de los mismos, el
lacto suero dulce presenta un pH de 6 a 6,6 y el lacto suero &cido con un pH bajo de 4,3 a 4,7,
y aunque su pH es muy diferente los demas parametros en cuanto a su composicién son un

poco similares como se detallan en la Tabla 1 (Iniesta, 2020).

Tabla 1.

Composicién del suero

COMPONENTE (g/L) SUERO DULCE SUERO ACIDO

Solidos Totales 63,0—-70,0 63,0-70,0

Lactosa 46,0 - 52,0 44,0 - 46,0
Grasa 0,0-5,0 0,0-5,0
Proteina 6,0 -10,0 6,0 -8,0
Calcio 0,4-0,6 12-1,6
Fosforo 0,4-0.7 0,5-0,8
Potasio 1,4-1,6 1,4-1,6
Cloruros 20-2,2 20-2,2

Nota: Adaptado de Composicion de los sueros dulce y acido (p. 10), por P. Hermosa, 2021
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Por otro lado, de manera general la composicion del suero en porcentajes se puede
observar en la Figura 1, donde, aunque el mayor porcentaje corresponde al agua, también se
observa que las proteinas séricas ocupan de un 0,8 — 1,0% (Arroyo & Jiménez, 2013).
Figura 1.

Composicién porcentual general del suero lacteo.

* water-935%

/ protein - 0.8 %

fat - 0.3 %
minerals - 0.5 %
lactose - 49 %

Nota: Tomado de Composicion tipica del suero (p. 19), por Y. Arroyo & Y. Jiménez, 2013

Proceso productivo de mantequilla'y obtencién del suero

El proceso de elaboracién y obtencion de mantequilla inicia con la recepcion de materia
prima a los tanques de almacenamiento o silos, donde la leche receptada es analizada
inicialmente para garantizar la calidad y el buen rendimiento del producto final (FAO-PRODAR,
2014).

En la Figura 2 se detallan los pasos para la obtencién de mantequilla y como
subproducto la obtencién de suero.

Una vez la leche se considera apta para procesarla pasa a través de unos filtros o
cedazos para retirar cualquier impureza e ingresa a los tanques de descremado.

Este contenido de crema es separado de la leche descremada y pasa al tanque de
pasteurizacion, en donde es sometida a altas temperaturas para eliminar microorganismos

contaminantes. A continuacion, pasa al tanque de batido una vez se haya enfriado, en esta
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etapa, la nata es violentamente agitada con el objetivo de que los glébulos de grasa se rompan
y se formen los granos de mantequilla (Flores, 2015). La nata entonces es dividida en dos
fases: el cuajo o granos de mantequilla y el suero o mazada. Este segundo es desechado,
mientras que el cuajo pasa a los procesos de amasado, moldeado, empaquetado y
almacenamiento

Figura 2.

Diagrama de flujo de la elaboracion de mantequilla.

RECEPCION DE LECHE
¥
FILTRACION
3

DESCREMADO -—p | eche descremada
3
PASTEURIZACION
3
ENFRIAMIENTO
3
BATIDO
2
DESUERADO l—p Suero de mantequilla
L 3
AQUE LAVADO
¥
Sal —pf AMASADO
3
MOLDEADO
2
EMPAQUE

v
ALMACENAMIENTO

Nota: Adaptado de Diagrama de Flujo de Elaboracion de Mantequilla (p. 8), por A. Alayo, 2017.
Tomando en cuenta el proceso detallado anteriormente, la fase del desuerado es la mas

importante en este proyecto, puesto que es la etapa en la que se recolecta el suero o fase

acuosa con la ayuda de un colador para recoger las particulas de mantequilla que luego de

amasarlas formaran el producto final (FAO-PRODAR, 2014).
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Proteinas del suero de leche

Las proteinas del suero lacteo son sustancias nitrogenadas de alto valor bioldgico si se
las compara con las proteinas de la carne y del huevo. Ademas de la funcion biologica que
estas proteinas poseen, tienen accion enzimatica y como anticuerpos. En el lacto suero (LS)
las proteinas no son abundantes y representan apenas un 20% de las proteinas totales
presentes en la leche del bovino como se observa en la Tabla 2, donde se enlistan las

proteinas lacteas de manera general (Lapefia & Hierro, 2018).

Tabla 2.

Caracteristicas de las principales proteinas de la leche de vaca

Proteina Peso molecular (kDa)
Caseina (80%) 20 - 30
- Alpha sl-Caseina 23,6
- Alpha s2-Caseina 25,2
- Beta-Caseina 24
- Kappa-Caseina 19

Proteinas séricas (20%)

- Alfa-Lactoalbumina 14,2
- Beta-Lactoglobulina 18,3
- Seroalbumina 6,7
- Inmunoglobulinas 160
- Lactoferrina 80

Nota: Adaptado de Caracteristicas de las principales proteinas presentes en la composicion de

leche de vaca (p. 78), por S. Lapefia & E. Hierro, 2018.
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Se pueden distinguir tres grupos de proteinas séricas mediante la diferencia de
solubilidad que éstas presentan cuando se expone a agentes precipitantes como el acido

tricloroacético o sulfato de sodio y amonio descritos a continuacion:

Albuminas

Corresponden a la fraccibn mas representativa e importante del total de las proteinas
séricas con un 75% aproximadamente. Este grupo esta compuesto fundamentalmente por tres
proteinas a- lactoalbumina, B-lactoglobulina (B-Lg) y seroalbimina bovina (BSA).

La B-lactoglobulina (B-Lg) es la sueroproteina mas abundante puesto que constituye
cerca del 50% de las proteinas del lactosuero (LS). Su estructura consiste en una secuencia de
162 aminoacidos como se observa en la Figura 3 y un peso molecular aproximado a los 18 kDa
(Candioti, 1999). Es considerada importante, puesto que es empleada ampliamente en
diferentes productos alimenticios debido a sus propiedades emulsificantes y gelificantes

(Guevara & Le6n, 2019).
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Figura 3.
Estructura de la B-lactoglobulina de leche de vaca
10 20

H.Leu-lle-Val-Tre-Gin-Tre-Met- Lis-Gli-Leu-Asp-1le-Gln-Lis-Val-Ala- Gli-Tre-Trp- Tir-

30 40
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50 B
Wal-Tyr-Val-Glu-Glu-Leu- Lis-Pro-Tre-Pro-Glu-Gli- Asp-Leu-Glu-lle- Leu- LeufGln} Lis-
{variante CJ His

70 80
Trp-Glu-Asn{Aspl Glu- Cis -Ala-Gln- Lis-Lis-lle-lle-Ala-Glu-Lis-Tre-Lis-lle-Pro-Ala-
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SH 130 140
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Lis-Ala- Leu-Pro-Met- His-lle-Arg- Leu-Ser-Fen-Asn-Pro-Tre- Leu-Gin-Glu-Glu-Gln- Cis-

162
His-11e.0H

Nota: Adaptado de Estructura primaria de la 3-lactoglobulina bovina (p. 18), por M. Candioti,
1999.

Por otro lado, también se encuentra la a-lactoalbumina (a-La) representando un 4% de
toda la proteina lactea, la misma que es utilizada muchas veces en la elaboracion de férmulas
infantiles (Guevara & Leon, 2019). Esta proteina tiene un peso molecular entre 14,5 a 16,3 kDa
y estructuralmente esta formada por 123 aminoacidos como se puede observar en la Figura 4

(Candioti, 1999).
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Figura 4.

Estructura primaria de la a-lactoalbumina de leche de vaca
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Nota: Tomado de Estructura primaria de la a-lactoalbumina bovina (p. 15), por M. Candioti,
1999.

Las seroalbuminas finalmente son el ultimo tipo de proteinas que pertenecen a este
grupo y corresponden al 5 0 6% del grupo de las albuminas y tiene un peso molecular igual al
de la seroalbumina sanguinea de 69000. Estas proteinas tienen la capacidad de ligarse a una
gran variedad de sustancias o compuestos, en especial a moléculas pequefias como los acidos
grasos, con las que funcionan como transportador (Candioti, 1999).

Globulinas
Representan del 10 al 12% de las proteinas solubles del suero de leche y presentan

una actividad inmunoldgica importante. Estas proteinas son conocidas también como
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inmunoglobulinas, y se caracterizan por su actividad inmunoldgica la cual les permite
reaccionar con los antigenos apropiados (Arroyo & Jiménez, 2013).

Todas las inmunoglobulinas tienen una estructura basica similar, la cual esta compuesta
por cuatro subunidades y juegan un papel sumamente importante a nivel de la inmunidad que
puede otorgarse de madre a hijo. Las principales inmunoglobulinas (Ig) son las de clase G,

clase Ay clase M (Arroyo & Jiménez, 2013).

Proteinas menores

Son un grupo de proteinas que se encuentran en el suero en cantidades minimas, es
decir al menos un 5 % aproximadamente del total de sueroproteinas. Entre las mas conocidas
se encuentran la Lactoferrina con un peso molecular de 88000 Da, la Transferrina con un peso
entre 75000 — 77000 Da, la Microglobulina 8 de 43000 Da de peso y el Glicomacropéptido, el
mismo que ha sido estudiado en numerosas investigaciones para detectar las adulteraciones
en la los productos lacteos, presenta un peso molecular de 6000 a 8000 Da (Galindo et al.,

2006).

Procesos de extracciéon de proteinas

Actualmente existen diferentes mecanismos para extraer o recuperar las proteinas y los
péptidos del suero lacteo sin que estos sean desnaturalizados, entre los métodos que se
utilizan en mayor medida se encuentran la tecnologia de separacion o fraccionamiento con el

uso de membranas, cromatografias, técnicas de precipitacion y formacion de complejos.

Tecnologia de membranas

La tecnologia de membranas es una de las técnicas mas utilizada a nivel industrial,
principalmente porque ayuda en la retencion de particulas como proteinas, grasa y lactosa
presentes en el suero lacteo. Mediante la ultrafiltracion se pueden rescatar las proteinas del
lactosuero con facilidad y sin someterlas a ningun tipo de modificacion, siempre y cuando no

exista variaciones relacionadas a su pH y temperatura. Por otro lado, al considerar los otros
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tipos de filtraciébn como la nana filtracién y la micro filtracién, cada una cumplen una funcién
especifica, la primera da lugar a la desalinizacion del suero y la segunda ayuda en la reduccion
de la carga bacteriana. Las proteinas extraidas por este tipo de métodos aportan en la
formacion de emulsiones y geles y sobre todo presentan propiedades funcionales y

espumantes (Garcia et al., 2018).

Precipitacion en frio

Este proceso consiste en precipitar las proteinas mediante la interaccion con sustancias
como poli fosfatos o carboximetilcelulosa e incluso 4cidos como el TCA con intervencién de
bajas temperaturas y haciendo uso de termo centrifugas donde la temperatura pueda ser
controlada. Con esta técnica se puede evitar la desnaturalizacion de las proteinas y asi,

conservar sus propiedades funcionales.

Métodos de purificacién de proteinas

La purificacion de proteinas son una serie de procesos o0 técnicas que permiten
identificar y aislar un tipo de proteina de una mezcla compleja. La purificacion de proteinas es
muy importante para caracterizarlas y determinar su estructura, funcién e interacciones de las
proteinas ya sea con una enzima, un receptor o un anticuerpo.

Entre las técnicas mas empleadas se tienen:

Electroforesis

La electroforesis es una técnica utilizada para la separacion de moléculas segun su
peso y movilidad en un campo eléctrico, en el caso de las proteinas se utiliza como soporte un
gel, habitualmente de agarosa o de poliacrilamida (Ritchie, 2012). En esta técnica, las proteinas
se cargan cuando se unen con sustancias como el SDS, el cual es un detergente, cuya funcién
principal es la de aportar cargas negativas a la proteina de una manera dependiente de la
masa molecular. Al cargar la mezcla de moléculas o en este caso proteinas y aplicar un campo

eléctrico, estas se moveran e irdn pasando por el gel, por lo que las moléculas mas pequefias
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se moveran con mas rapidez y facilidad. Es decir que la movilidad de las proteinas esta
relacionada con la concentracion del gel, aquellos geles que tienen un porcentaje mas alto son
mas adecuados para la separacion de polipéptidos, por ejemplo. Asi, las mas pequefas
avanzaran mas y las mas grandes quedaran cerca del lugar de partida (Cubilla et al., 2020).
Por lo general, la parte superior del gel (stacking gel) en donde se ubican los pocillos
donde se colocan las muestras, tiene una concentracién del 5%, mientras que la seccion que
continta (Resolving Gel), va aumentando el porcentaje de su concentracion de forma lineal

hasta llegar a un 20% (BioTed, 2000).

Espectrofotometria UV

Es rapida y conveniente ya que no se requieren reactivos ni procesos adicionales, no
requiere estandar, no se consume la proteina y se obtiene una relacion lineal entre la
absorbancia y la concentracion de proteinas. De manera general se obtiene la concentraciéon
de la proteina expresada en mg/mL con las relaciones detalladas a continuacion:

Concentracion (mg/mL) = (1.55 x A280) - 0.76 x A260)

Concentracion (mg/mL) = (A205) /31

(Ritchie, 2012)
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Capitulo 3: Materiales y Métodos
Colaboradores cientificos

Director del proyecto:

Dr. Luis Enrique Truijillo, Ph. D.

Docente Investigador de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de
las Fuerzas Armadas — ESPE.

Area de estudio

El proyecto fue realizado en los laboratorios de Control de Calidad de la empresa
Pasteurizadora Quito S.A. en Quito — Ecuador, en el sector de Luluncoto y en los laboratorios
de docencia de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE en Sangolqui.

Obtencién de las muestras

Se realizo6 la toma de muestra del suero de leche durante 15 dias consecutivos de
produccién de mantequilla. Analizando tres muestras diarias de 250 mL para la caracterizacion
del suero en cuanto a los parametros fisicoquimicos y una muestra total de 300 mL para
realizar la extraccion y purificacién de proteinas.

Siguiendo el protocolo detallado en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 4, se mezclé
completamente el suero agitdndolo con ayuda de un agitador de disco e inmediatamente
mediante un cucharon se transfirié la muestra de 250 mL a un envase de vidrio totalmente
limpio y seco. Por otro lado, también se tomé una muestra de 300 mL en un frasco &mbar y se
lo colocd en un cooler para transportarla a los laboratorios de docencia de la universidad

(Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, 2017).
Determinacion de los parametros fisicoquimicos del suero de mantequilla
Medicién de pH
Esta prueba es un método analitico para medir la concentracién de iones H* en una

solucion con ayuda de un potenciometro digital. Para el andlisis se inicié tomando 50 mL de la
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muestra en un vaso de precipitacion y posteriormente se introdujo el electrodo para obtener la

lectura del pH una vez el valor en la pantalla fue estable (Lopez et al., 2016).

Determinacion del contenido de grasa por el método de Gerber

Este método consiste en determinar el contenido de grasa de manera manual,
empleando butirbmetros, de diferente tamafio y medicion, para cada producto analizado.
Tomando en cuenta una muestra de suero, en el butirometro se afiadio: 10 mL de acido
sulfarico (H2S04) al 90%, 11 mL de la muestra (tomada con una pipeta volumétrica) y 1 mL de
alcohol amilico (CsH11:0H) como se puede observar en la Figura 5 literal A. Finalmente,
después de taparlo con un corcho, se lo colocé en la centrifuga durante 5 minutos a 1200 rpm,
con el fin de que se distingan dos fases, siendo la parte superior el porcentaje de grasa como
se aprecia en la Figura 5 literal B (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion INEN, 1973).
Figura 5.

Butirometros con muestra de suero para determinacion del porcentaje de grasa.

Nota: A) Butirdmetro antes de la centrifugacion donde se observan las tres substancias (acido
sulfarico en la parte inferior, muestra de suero y alcohol amilico en la parte superior). B)
Butirbmetro después de la centrifugacion donde se observa la separacion de dos fases (en la

parte superior y de color amarillento el contenido graso).
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Densidad

Una vez agitada la muestra de suero a una temperatura de 15°C o lo més cercano en
un rango de 10 a 20°C, se la coloco en una probeta evitando la formacién de espuma e
inmediatamente se introdujo el termolactodensimetro. Después de que el lactodensimetro
permanecio inmovil, se realizo la lectura del valor por encima del menisco formado por el suero
y haciendo uso de la férmula detallada a continuacion se obtuvo el valor de la densidad como
se aprecia en la Figura 6 (Alayo, 2017).

p =L+ (A°T x 0.0002)

Donde:
p = densidad real del suero
L = grados del lactodensimetro
°AT = variacion de temperatura teniendo como referencia 15°C, ya sea menor 0 mayor a éste
0.0002 = factor de correccion que se aumenta o disminuye por cada grado que este sobre o
debajo alos 15°C
Figura 6.

Muestra de lactosuero en probeta con lactodensimetro para determinacion de la densidad
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Acidez Titulable

Segun Alayo (2017) se emplea el método descrito en 947,05 AOAC del 2005.

Con ayuda de una pipeta volumétrica se tomaron 10 mL de la muestra y se colocaron
en un vaso de precipitacion junto con 3 gotas de fenolftaleina y se realizé la titulacion con
Hidroxido de Sodio (NaOH) al 0.1 N agitando constantemente la muestra hasta que se observo
un color rosa palido persistente durante 30 segundos aproximadamente como se observa en la
Figura 7. Finalmente, se realizé la lectura del volumen consumido y empleando la férmula

descrita a continuacién se calculé la acidez en relacion al porcentaje de 4cido lactico:

VXN X100
Vo

A=fax
Donde:
A = acidez del suero en porcentaje
fa = factor del acido predominante (acido lactico = 0.090)
V = volumen de Hidréxido de Sodio (NaOH) en mL
N = normalidad de la solucion de Hidréxido de Sodio (NaOH)
Vo = volumen de la muestra

Figura 7.

Titulacion de la muestra de suero lacteo con NaOH
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Determinacion de sdlidos
Una vez conocido el contenido de grasay el valor de la densidad del suero, se pudo
calcular el porcentaje de sélidos indirectamente 0 de manera teorica haciendo uso de la formula

a continuacion:
L
ES =7+ (1.2 x G) 4+ 0.14

Donde:
ES = extracto seco (son los solidos totales de la muestra)
L = grados del lactodensimetro
G =% de grasa
(Alayo, 2017).
Determinacion de proteinas
Para determinar el porcentaje de proteinas presentes en la muestra de suero de
mantequilla, se colocaron 9 mL de suero en un vaso de precipitacién, se agregaron 3 gotas de
fenoftaleina y se titul6 con Hidréxido de Sodio (NaOH) 0.1 N hasta que se obtuvo un viraje de
coloracién a rosado persistente. A continuacion, se afiadieron 2 gotas de formol, se mezcl6é
completamente y se dejo reposar la muestra por 5 minutos, consiguiendo la perdida de color
rosado de la muestra y tornandose amarillenta. Una vez transcurrido este tiempo se titulé la
muestra nuevamente con Hidréxido de Sodio (NaOH) hasta que se consiguié un viraje de color
a rosa palido, siendo la lectura de este valor (V2) (Alayo, 2017). Para el calculo del porcentaje
proteico se emplearon las siguientes relaciones:
%Proteina = V2 x 2.00
%Caseina = V2 x 1.63
Extraccion de las proteinas del suero
Para poder realizar el analisis a nivel proteico se inici6 con la extraccion de las proteinas

de la muestra de suero. En primer lugar, se tomaron 50 mL de la muestra de LS y bajo
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agitacion constante por 2 minutos se agregé a ella lentamente 25 mL de una solucién de acido
tricloroacético (ATC) al 24%. Esta mezcla se dejo reposar por 60 minutos a temperatura
ambiente y transcurrido este tiempo se observo la formacion de dos fases. El sobrenadante
(proteinas séricas) fue separado del precipitado (caseina) mediante filtracién. A continuacién,
se colocaron 30 mL del filtrado en un vaso de precipitacion y se afiadieron 8 mL de una
solucién de &cido tricloroacético (ATC) al 50%, dejando esta etapa nuevamente en reposo,
pero esta vez se colocd la solucion bajo refrigeracion a una temperatura de 5°C durante 60
minutos. La suspension resultante se centrifugé a 7.000 r.p.m. a 5°C durante 10 minutos (Vega
et al., 2019).

El sobrenadante obtenido se descarto y el precipitado se lavé con 10 mL de una
solucién de etanol-éter (1:1) y luego se centrifugd nuevamente la solucién en las mismas
condiciones de la etapa anterior. Finalmente, se descarto el filtrado y el precipitado final se
suspendié en 300 uL de una solucion de TRIS-HCI 0,05 My EDTA 1 mM, ajustandose a un pH
igual a 7,2 y se guardo la muestra bajo congelacion a —20°C hasta realizar la corrida de las
muestras en la siguiente etapa (Galindo et al., 2006).

Purificacion de las proteinas

Las muestras que se obtuvieron del proceso de extraccion con acido tricloroacético
(ATC) fueron analizadas por electroforesis PAGE-SDS. En esta técnica 15 L de las muestras
de los extractos proteicos fueron cargadas con 3 pL de buffer de cargay 2 pL de -
mercaptoetanol como agente reductor, con un voltaje constante de 150V, con una corriente
entre 100 mA y usando geles de apilamiento y separacién al 5% y 15% de una solucién de Bis -
acrilamida, respectivamente. La corrida se la realizé en una cAmara de electroforesis vertical de
la marca Thermo Scientific OWL P81 con un buffer tris-glicina a pH 8,3 durante un tiempo de 90
minutos aproximadamente. En todas las corridas se emple6 un marcador de amplio espectro

de la marca Molecular Probes by Life technologies REF P6649 (Vega et al., 2019).
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Finalmente para visualizar las bandas de la proteinas encontradas, se realizé la tincion
de los geles con 0,125% de azul de Coomasie R — 250 una solucién de compuesta por 400 mL
de etanol, 100 mL de &cido acético y 500 mL de agua destilada a temperatura ambiente, por un
tiempo de 24 horas y una vez transcurrido este tiempo se realizé la decoloraciéon en una
solucién de etanol:acido:acético:agua (50:875: 75) (Galindo et al., 2006).

Analisis Estadistico

Para el disefio experimental y el analisis estadistico de las pruebas fisicoquimicas se
utilizé el programa SPSS, el mismo que ayudé en el calculo de la varianza de las muestras
obtenidas del suero lacteo durante 10 dias de produccién como se observa en la Tabla Al de
los anexos.

Por otro lado, el peso molecular de las proteinas separadas en el gel se calcul6
mediante la elaboracién de una curva de calibracion, la cual se graficé considerando el
logaritmo de la masa molecular de los marcadores y la movilidad relativa (Rf) de los mismos.
Una vez obtenida la ecuacién de los minimos cuadrados a partir de estos datos, se determiné

masa molecular aparente de las proteinas que forman parte del suero analizado.
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Capitulo 4: Resultados y Discusion

Pardmetros fisicoquimicos

Tomando en cuenta la produccién diaria con tres paradas de elaboracion de
mantequilla, se analizaron un total de 30 muestras, y para cada una de ellas se analizaron
todos los parametros fisicoquimicos, con los cuales se pudo identificar el tipo de suero que se
obtiene como desecho de esta produccion.

Considerando los valores recopilados en la tabla del Anexo 1, se realiz6 el analisis
estadistico haciendo uso del programa SPSS, mediante el cual se obtuvo el valor de media,
desviacion estandar y valores minimos y maximos para cada uno de los parametros.

Segun Alayo (2017), el pH de un suero obtenido de la produccién de queso es igual a
6,52, ademas arroja valores de acidez iguales a 0,08% de acido lactico, un contenido de grasa
de 0,42% y un contenido proteico igual a 1,2%. Estos valores son muy diferentes en relacion a
los que se obtuvieron en el desarrollo de la investigacion como se puede apreciar en la Tabla 2,
con lo que se podria afirmar que en lo que respecta a su utilizacion a nivel de enriquecimiento
de productos lacteos u otros productos de industrias como elaboracién de productos carnicos,
el suero de mantequilla puede ser una mejor opcién para aportar un mayor valor nutricional a
los mismos, sin embargo este subproducto sigue siendo desechado y en la empresa de la que
se tomaron las muestras se reutiliza una porcion Unicamente como complemento alimenticio y

el resto es desechado para ser tratado en las plantas de tratamiento.
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Tabla 3.

Datos del analisis estadistico para los pardmetros fisicoquimicos

Acidez
Extracto Proteina Caseina
Parametro pH % Grasa Densidad (% acido
Seco (%) (%)
lactico)
Valido 30 30 30 30 30 30 30

Media 6,60400 0,2667 1,028905 0,118320 7,68500 2,74467 2,23700

Desviacion

0,03838 0,0994 0,0007123 0,0067835 0,18303 0,10976 0,08960
Estandar
Varianza 0,001 0,010 0,000 0,000 0,034 0,012 0,008

Minimo 6,5500 0,1000 1,0270 0,1116 7,2600 2,5600 2,0900

Maximo 6,6700 0,4000 1,0300 0,1350 8,0000 3,1400 2,5600

Tomando en cuenta los resultados presentados en la Tabla 3, las muestras de suero
analizadas pertenecen a un suero de tipo dulce, puesto que presenta un valor de pH promedio
igual a 6,6 y una acidez de 0,12% expresada en porcentaje en masa de acido lactico. Esto se
corrobora con lo detallado en la Norma NTE INEN 2594:2011 (Anexo 2), en la que se indica
gue para considerarse suero dulce el rango de pH permitido es de 6,8 — 6,4, mientras que para
los valores de acidez, estos no pueden superar el 0,16% (Instituto Ecuatoriano de
Normalizacion, 2011).

Finalmente, segun la Norma NTE INEN 2594:2011 el suero de toda industria debe ser
analizado y cumplir con ciertos parametros, entre ellos ademas de la acidez y el pH que ya se
analizaron anteriormente, estan: 0,8%< de proteina, <0,3% de grasa. Al comparar estos valores
con los obtenidos en la investigacion el suero cumple con estos parametros, teniendo un 0,27%

de contenido graso y un 2,74 % de proteinas.
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Extraccion y purificacion de proteinas

El &cido tricloroacético (TCA) es un acido muy parecido al acido acético (AC), con la
Unica diferencia de que los tres atomos de hidrégeno del grupo metilo del AC han sido
reemplazados por atomos de cloro en el TCA. Este compuesto es ampliamente utilizado en
procesos de precipitacion de macromoléculas como proteinas, ADN y ARN
(Laboratoriumdiscounter, 2021). Este método ha sido utilizado en esta ocasién, en primer lugar,
para obtener la precipitacion de la muestra y separar los residuos de caseina de las proteinas
séricas (TCA24%) como se observa en la banda 1 de la Figura 9, y en segundo lugar para
analizar al GMP con una segunda precipitacion con TCA a un 50% de concentracion como se
aprecia en la banda 2 de la Figura 9.

Una vez realizada la destincion del gel, se obtuvieron unas bandas marcadas con
claridad como se observa en la Figura 9. Para obtener el peso relativo de las proteinas
presentes en el suero lacteo después de su tratamiento con TCA se realizé la medicion de la
distancia que recorrieron las proteinas en el gel y con ayuda de una regresion lineal segun los
datos del marcador molecular como se observa en la Figura 8, se determiné el Peso Molecular

de las mismas aplicando la ecuacion descrita a continuacion:

Log (PM) = 0,2658D + 3,698
Donde:
PM = Peso Molecular en Da

D = Distancia recorrida por las proteinas (bandas azules marcadas en el gel)
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Figura 8.
Gréfico de la regresion lineal obtenida con el Log(PM) vs. la distancia recorrida por las bandas

del marcador molecular.

Log(PM) = 0,2658D + 3,698
c R?=0,9797
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Las principales proteinas séricas identificadas en las muestras de suero obtenidas del
proceso productivo de mantequilla de la empresa Pasteurizadora Quito S.A. son la -
lactoglobulina, la a-lactoalbumina, y algunas proteinas menores.

Segun Rojas y sus colaboradores (2009) el GMP tiene una masa molecular aproximada
entre 6000 a 8000 Da, con lo que se comprueba la presencia de ese péptido en la muestra
como se observa en la Figura 9 en la banda 2, donde se sefiala una banda tefida de un color
leve que, mediante la ecuacion obtenida, arroja un valor igual a 6256,7 Da, el mismo que se
encuentra dentro del rango establecido segun bibliografia.

Por otro lado, se aprecian también algunas bandas mucho mas tefidas en la misma
figura en la banda 1, donde se identifican unos pesos moleculares iguales a 82293,2 Da,
75999,4 Da. Estos valores segun Galindo y sus colaboradores (2006) pertenecen a las
proteinas menores como la Lactoferrina, Trasnferrina respectivamente, puesto que, segun
varios estudios entre las proteinas menores del suero mas conocidas se encuentran la

Lactoferrina con un peso molecular de 88000 Da, la Transferrina con un peso entre 75000 —
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77000 Da, la Microglobulina-p de 43000 Da de peso, valores que son muy similares a los
obtenidos en la electroforesis realizada en este estudio.

Finalmente, y consideradas las mas importantes de las proteinas séricas, se pudo
obtener la B-lactoglobulina y a-lactoalbumina con unos pesos de 18259,8 Da y 14294,7 Da
respectivamente. Segun estudios realizados, las proteinas que predominan en las muestras de
suero por lo general de tipo dulce son de peso aproximado a 18 kDay 14,2 a 16 kDa,
correspondientes a f-lactoglobulina y a-lactoalbuimina respectivamente (Rojas et al., 2009).
Figura 9.

Perfil electroforético de proteinas de suero de leche
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Capitulo 5: Conclusiones

Las muestras obtenidas de la produccién de mantequilla de la empresa Pasteurizadora
Quito S.A. corresponden a las caracteristicas de un suero dulce o buttermilk, con valores
iguales a: 6,6 de pH, 0,27% de grasa, 1,027 de densidad, 0,12 % en masa de acido lactico,
2,74% de proteina 'y 2,24% de caseina.

El suero lacteo desechado en esta industria cumple con los pardmetros requeridos
segun la Norma NTE INEN 2594:2011, y aunque sigue siendo problema al momento de ser
tratado en la planta de tratamiento de aguas residuales es muy rico en proteinas por lo que se
considera una sustancia muy rica en nutrientes y puede ser reutilizada en la industria de
alimentos principalmente.

Después del proceso de extraccion y purificacion realizado, las proteinas encontradas
en las muestras de suero de leche obtenido de la produccion de mantequilla en la empresa
Pasteurizadora Quito S.A. fueron la B-lactoglobulina con un peso molecular igual a 18259,8 Da,
la a-lactoalbumina con 14294,7 Da, y proteinas séricas menores como la Lactoferrina con

82293,2 Da, la Transferrina con 75999,4 Da y el GMP con a 6256,7 Da.
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Capitulo 6: Recomendaciones

Este trabajo de investigacion esta orientado al analisis del suero desechado por esta
industria, por lo que se recomienda utilizar los resultados de este estudio como base o un inicio
para la busqueda de nuevas opciones en las que se podria disminuir el deshecho de este
subproducto y aprovechar sus excelentes caracteristicas no solamente como complemento
alimenticio para animales sino también como un crecimiento a nivel industrial, optando por la
elaboracion de nuevos productos a partir del suero como bebidas, concentrados proteicos,
entre otros.

Las muestras de suero son susceptibles a cambios bruscos de temperatura, por lo que
se recomienda transportar las muestras en un cooler y realizar la extraccion de proteinas el
mismo dia, evitando guardar las muestras por tiempos prolongados.

Después de haber analizado tanto las propiedades fisicoquimicas como las proteinas
presentes en el suero, se recomienda buscar alternativas a nivel productivo para poder

reutilizar este desecho, puesto que segun sus caracteristicas es muy rico a nivel proteico.



41

Capitulo 7: Bibliografia

Alayo, A. (2017). Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del suero obtenido de la
fabricacién de mantequilla de leche de vaca. Universidad Nacional de Truijillo.

Arroyo, Y., & Jiménez, Y. (2013). EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE LA ALFA
LACTOALBUMINA EXTRAIDA DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO. In Skripsi.
Universidad de Cartagena.

BioTed. (2000). Electroforesis vertical de proteinas. 11.

Candioti, M. (1999). RESPUESTA DE LAS PROTEINAS DEL SUERO DE LA LECHE BOBINA
A LA ACCION DE DIVERSAS ENZIMAS PROTEOLITICAS DE USO INDUSTRIAL.
Universidad Nacional del Litoral.

Centro de Industria Lactea del Ecuador. (2018). Datos del sector lechero. CILECUADOR.
https://e152f73b-81b4-4206-a6ee-
8b984hb6a13b0.filesusr.com/ugd/6cc8de_513a9bb8db76451a9a74586d7902bb3b. pdf

Cubilla, A., Flores, M., Barua, J., & Romero, M. C. (2020). Evaluacion de metodologias para el
andlisis de perfil de proteinas secretadas por aislados de Trichoderma spp. al medio de
cultivo. Investigaciones y Estudios - UNA, 11(1), 47-51. https://doi.org/10.47133/ieuna6

FAO-PRODAR. (2014). Fichas técnicas Procesados de lacteos.

Flores, P. (2015). ELABORACION DE MANTEQUILLA. Universidad Nacional de San Agustin.

Galindo, L. M., Valbuena, E., & Villarroel, E. (2006). ESTANDARIZACION DE LA DETECCION
DEL GLICOMAPEPTIDO POR PAGE-SDS DE LA LECHE. Redalyc, 16, 308-314.

Garcia, V., Sanchez, R., & Ramén, T. (2018). SUERO DE LECHE. La ciencia detras de su
rescate (G. Compas (ed.); Primera Ed).

Guerron, P. (2015). OBTENCION DE CONCENTRADO PROTEICO MEDIANTE TECNOLOGIA
DE MEMBRANAS A PARTIR DE SUERO LACTEO DE CABRA. Universidad Central del
Ecuador.

Guevara, L., & Leodn, R. (2019). Aprovechamiento del lactosuero dulce en la elaboracion de un



42

alimento enriquecido con Hordeum vulgare y Pasiflora edulis. (Vol. 6, Issue 3). Universidad
de Guayagquil.

Iniesta, D. (2020). Desarrollo De Nuevos Productos a Base De Suero De Queseria. Universidad
Politécnica de Valencia.

Instituto Ecuatoriano de Normalizacion. (2011). NTE INEN 2594 Suero de Leche Liquido,
requisitos. https://www.normalizacion.gob.ec/buzon/normas/2594.pdf

Instituto Ecuatoriano de Normalizacion. (2017). NTE INEN 0004: Leche y productos lacteos.
Muestreo.

Instituto Ecuatoriano de Normalizacion INEN. (1973). LECHE. DETERMINACION DEL
CONTENIDO DE GRASA - NTE INEN 12.

Laboratoriumdiscounter. (2021). Acido tricloroacético . Laboratoriumdiscounter.
https://www.laboratoriumdiscounter.nl/es/quimicos/a-z/t/acido-tricloroacetico/

Lapefa, S., & Hierro, E. (2018). Alergia a proteinas de leche de vaca. Pediatra Integral, 2, 76—
86.

Lépez, A., Barriga, D., Jara, J., & Ruz, J. M. (2016). Determinaciones Analiticas en Leche. In
JUNTA DE ANDALUCIA. Instituto de investigacion y formacion agraria y pesquera.

Pais, J., Nufez, J., Trujillo, L., Lara, M., Rivera, L., Abril, V., & Cuaran, M. (2017). Milk Whey-
From a Problematic Byproduct to a Source of Valuable Products for Health and Industry in
Ecuador: An Overview from Biotecnology. La Prensa Medica Argentina, 103(4).
https://doi.org/10.4172/Ipma.1000257

Parra, R. (2009). Lactosuero: importancia en la industria de alimentos. Revista Facultad
Nacional de Agronomia, Medellin, 62(1), 4967—-4982.

Ritchie, C. (2012). Purificacién de proteinas. Labome the World of Laboratory, 14-15.

Rojas, E., Valbuena, E., Torres, G., Garcia de H., A., Pifiero, M., & Galindo, L. M. (2009).
Aislamiento y rendimiento del GMP mediante precipitacion de lactosuero con acido

tricloroacético. Revista Cientifica, 19(3), 295-302.



43

Valencia, E., & Ramirez, M. (2009). La industria de la leche y la contaminacién del agua.
Redalyc, 16.

Vega, C., Chegwin, C., & Ardila, H. (2019). Condiciones para el analisis de proteinas del micelio
de Lentinula edodes obtenido por fermentacién en estado liquido. Revista Colombiana de

Quimica, 48(3), 3—12. https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v48n3.74843



Capitulo 8: Anexos

44



