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tulo Uno Resumen

RESUMEN

La lactoferrina (LF) es una de las protefnas con mayor valor agregado del suero de
leche debido a que ejerce importantes funciones en el ser humano; entre las principales se
encuentran la actividad anticancerigena y la capacidad de acarrear minerales como el Fe%,
sin embargo, purificarla del suero de leche es complicado, debido a que varias protefnas
del mismo poseen una forma y un peso molecular muy parecido a ella.

El objetivo del estudio fue desarrollar un polfmero estampado molecularmente
(MIP) que permitiera la recuperacién de la LF. Para ello se utiliz6 un patrén de LF
comercial; se determin6 que el contenido de protefna era de 56 %, ademas por medio de
electroforesis nativa (EFN), se demostr6 que la muestra se encontraba contaminada. Se
realiz6 una separaci6n de la muestra por isoelectroenfoque, obteniéndose a la LF pura en
las fracciones 11-14 con un pl de 8.0-84.

Para desarrollar el estampado molecular se utiliz6 como plantilla a la LF pura, y se
sintetizaron 3 polimeros diferentes: el 1° hecho con 4-VYP! (MIP4), el 2° con 4-VYP y MAA2
(MIP3), ambos a 60° C y el 3° con 4-VYP y MAA con luz UV (MIP3). Estos polimeros se
enfrentaron a soluciones impuras de LF y se determin6 la disminuci6n de protefna en los
sobrenadantes. Solo el MIP1 mostr6 capacidad de sorcién de lactoferrina.

Con la finalidad de estudiar si el MIP; liga especificamente LF o bien a cualquier
otra protefna se probaron técnicas mas especificas para la determinacién de LF, como la
EFN y la determinacién del Fe** por acomplejamiento con el i6n SCN-. Al comparar estos 2
métodos se observo que la EFN presenta una gran variabilidad a concentraciones altas de
protefna, mientras que la reaccién con SCN- fue mds precisa. Al comparar la concentracién
de LF en las soluciones enfrentadas al MIP; se observé una disminucién significativa (a=
0.6728) del 27% con respecto a la soluci6n original; por otro lado, al analizar los resultados
obtenidos para el blanco se observa que la LF no disminuyé significativamente,
demostrando que solo el MIP posee la capacidad de ligar especificamente LF.

En este trabajo se logr6 sintetizar un polimero capaz de ligar LF a partir de una
solucién compleja; aunque todavia se requieren estudios mas profundos, se demostr6 que
el estampado molecular es una técnica ttil para lograr la purificacién de protefnas de alto

valor agregado.

'"WYP= vinilpiridina.
MAA= acido metacrilico
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INTRODUCCION

2.1 Marco Tebrico y Justificacién

El suero de leche es el liquido resultante de la coagulacién de la leche durante la
elaboracion del queso. Representa una mezcla muy variada de protefnas entre las que
resaltan la B-lactoglobulina, a-lactoalbmina, seroalbimina y lactoferrina. Debido a que
son protefnas globulares, compactas y poseen un PM muy parecido, lograr su separacién a
partir del suero de leche resultar ser muy complicado (Garcfa-Garibay y col., 1993).

La lactoferrina es una glicoprotefna, monomeérica, bilobal, que pertenece a la familia
de las transferrinas. Tiene un peso molecular (PM) alrededor de 80 kDa y un pl = 8
(Farnaud y Evans, 2003). Estd presente en secreciones como: lagrimas, saliva y fluidos
seminales asf como también abunda en el calostro y suero de leche (Tsuda y col., 2000). Es
denominada la protefna roja de la leche debido a que posee dos sitios activos para ligar a la
molécula de Fe** que es el que le da su color caracteristico (Blackberg y Hernell., 1980).

Se ha demostrado que la lactoferrina ejerce importantes funciones biolégicas en el
organismo, por ejemplo: funciona como bacteriostatico, ya que secuestra el hierro que
necesitan las bacterias para su crecimiento (Tomé y Debabbi, 1998). Por otro lado una de
las funciones que méas auge ha tomado, es su actividad anticancerigena; los estudios que se
han realizado han demostrado que una dieta suplementada con lactoferrina retarda la
incidencia de céncer en el colon en ratas tanto jévenes como maduras (Buchhoz y Scheper,
2000). Existen reportes de que funciona como anti-inflamatoria, antioxidante y
antimutagénica (Farnaud y Evans, 2003).

El estampado molecular es una técnica que se ha propuesto para la impresioén de
moléculas sencillas. Usualmente se ha reportado su uso en moléculas de bajo peso
molecular, por ejemplo: azticares, esteroides, drogas o péptidos pequefios, aunque todos
los estudios publicados se han realizado en pequefia escala (Rachkov y Minoura, 2001;
Piletsky y col.,, 2001). A la fecha existen gran variedad de metodologfas y monémeros
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propuestos, pero no se ha establecido una técnica especifica, por lo que es necesario probar
diferentes mon6meros y condiciones dependiendo de la molécula a estampar.

El estampado molecular consiste en la seleccion de la molécula a estampar o
plantilla, la cual se mezcla con una variedad de mon6meros funcionales, de manera que
formen un complejo, el cual es entrecruzado para fijar la posicién de los monémeros
funcionales alrededor de la plantilla. La remocién de esta molécula da paso a una cavidad
que es selectiva para la plantilla y que no reconoce a cualquier otra molécula (Takeuchi y
Haginaka, 1999).

En general la dificultad para fabricar materiales estampados se incrementa con el
tamafio de la molécula seleccionada (Rachkov y Minoura, 2001), por tanto, si se logra
establecer un método especifico que permita la recuperacién de la lactoferrina, entonces se
obtendran numerosas ventajas, como por ejemplo, un aumento en el valor comercial de
esta proteina.

El presente proyecto de investigacién tiene como objetivo general desarrollar un
polimero estampado molecularmente para lograr la recuperacién de la lactoferrina, la cual
es una de las protefnas con mayor valor agregado del suero de leche.
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2.2 Objetivos

2.21 Objetivo general
% Desarrollar un polimero estampado molecularmente para la recuperacibn de
lactoferrina.

2.2.2 Objetivos especificos:

< Caracterizar el patrén de lactoferrina comercial, determinando pardmetros como
concentracién de protefna, azticares reductores y totales, y pureza de la muestra.

+ Purificar el patr6n de lactoferrina comercial utilizando la técnica de isoelectroenfoque.

#+ Sintetizar un polimero estampado molecularmente, utilizando diferentes
combinaciones de monémeros funcionales.

+ Comprobar que el polimero estampado molecularmente es capaz de absorber
lactoferrina a partir de una solucién compuesta por varias protefnas, entre ellas la LF.

2.3 Hipétesis
Si el polimero estampado molecularmente es capaz de absorber lactoferrina a partir
de una solucién compuesta por varias protefnas, entonces se pueden crear nuevas técnicas

que permitan la recuperacién de esta protefna a partir del suero de leche o derivados.
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ANTECEDENTES
3.1 Importancia de la leche como alimento funcional

La leche es un liquido de composicién compleja, blanco y opaco, de sabor
ligeramente dulce y pH cercano a la neutralidad (Alais, 1998). Es la secrecion de la
glandula mamaria de una o mas vacas sanas después de diez dfas del parto. Es un
alimento conveniente, aceptable y extremadamente versétil ya que tiene propiedades que
van més alld de ser un simple alimento.; posee un alto valor nutricional, por la riqueza y
concentracion de todos sus nutrimentos. Ademds, contiene todo lo necesario para permitir
el desarrollo del recién nacido, como 4cidos grasos indispensables, vitaminas, minerales y
proteinas, por ello es el alimento que mas se acerca a ser un alimento “ideal”, (Garcia-
Garibay y col., 1993).

Ademés, la leche es un producto natural cuya funcién es servir como alimento
durante la primera etapa de la vida cuando se debe sostener un crecimiento acelerado. El
consumo humano de leche y productos lacteos de otras especies es tan antiguo que es
imposible establecer su inicio histérico.

Por todo esto, desde tiempos inmemoriales el hombre ha hecho de la leche parte
fundamental de su dieta por la gran cantidad de nutrientes que brinda y como materia
prima de alto valor para la fabricacién de diversos productos (Garcfa-Garibay y col., 1993).
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3.2 Composicién quimica y caracteristicas de la leche.

De las méas de 4000 especies de mamiferos que existen, se ha analizado la leche de
aproximadamente 180, de estos andlisis s6lo cerca de 50 son considerados confiables. Por
obvias razones, las leches mejor caracterizadas son aquellas de las principales especies de
rumiantes y la humana (Fox y McSweeney, 1998).

La composicion de la leche, atin dentro de la misma especie, puede variar en funcién
de diferentes factores (Walstra y col., 2001) como son:
a) Factores genéticos como son la especie (tabla 1), 1a raza y el individuo.
b) La fase de lactacion, la edad del animal, el nimero de lactaciones y la gestacion. Es
decir, factores fisiol6gicos.
c) Los estados patolégicos.
d) La alimentaci6n, el clima, el sistema de ordefio, esto es, factores ambientales y de

manejo.

La leche es ademas un alimento funcional, pues aporta ciertos beneficios a la salud
del recién nacido: mediante la leche la madre suministra a su crfa todos los nutrientes que
necesita, tanto para cubrir sus necesidades de energfa (en forma de aztcares o grasa), como
de protefnas, vitaminas y minerales. También le suministra sustancias biolégicamente
activas, como enzimas, factores de crecimiento y agentes protectores frente a los
microorganismos. Hay que tener en cuenta que en los momentos inmediatamente
posteriores al nacimiento, la crfa no tiene todavia establecidos sus mecanismos
inmunol6gicos de defensa, ni siquiera una flora intestinal propia, por lo que la leche
contiene componentes que favorecen la proliferacién de la flora beneficiosa e impiden la
proliferacién de una flora patégena (Spreer, 1992).

Muchas de las protefnas que se encuentran en la leche tienen funciones biol6gicas
especializadas. Algunas de ellas actGan en la glindula mamaria, participando en la
elaboracién de componentes como la lactosa y la grasa.
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Otras facilitan la asimilacién por el lactante de algunos componentes de la leche, o
intervienen en la proteccién del recién nacido frente a los microorganismos causantes de
infecciones. Aunque estas protefnas se encuentran en pequefias cantidades, su funcién
bioldgica es claramente muy importante. Algunas de ellas pueden extraerse y emplearse
en productos destinados a la mejora de la salud humana (Pedersen y Mollerup, 2003).

La Tabla 1 muestra la composicién tipica de la leche de las especies més explotadas
en el mundo occidental, y de la leche humana. Su composicién resulta muy notable, ya que
la mayoria de sus componentes no se encuentran en ninguna otra parte del organismo. Asf,
la lactosa, que es el azticar de la leche, no se encuentra en cantidad significativa en ningtin
otro tejido, animal o vegetal. Por lo que respecta a las protefnas, sucede lo mismo: las méas
abundantes son también exclusivas de la leche (Garcfa-Garibay y col., 1993).

Tabla 1. Composicién de las principales leches comerciales y la humana (g/100g)

(Garcia-Garibay y col.,1993).
Especie | Agua | ST' | SNG? | Grasa | Proteinas | Lactosa | Minerales |
Vaca | 876 | 124 | 87 | 37 | 33 | 47 | 06 |
Cabra | 870 | 130 | 85 | 45 | 33 | 46 | 06 |
Borrega | 816 | 184 | 109 | 75 | 56 | 44 | 09 |
Humana| 871 | 129 | 88 | 41 | 13 | 72 | 03 |

1ST = Sélidos totales, 2SNG= Solidos no grasos

Ademés de los componentes mencionados en la tabla 1, la leche contiene cientos de

micro componentes, entre ellos estin: vitaminas, iones metélicos, enzimas, etc.

10
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3.3 Proteinas de la leche.

Las protefnas son la parte més compleja de la leche; en general se caracterizan por
tener un elevado peso molecular comprendido entre 15,000 y 200,000 Da y por presentar
un conjunto de propiedades que se derivan de su tamafio y su estructura peptidica. No
atraviesan las membranas dializables y se precipitan ficilmente en solucién por diversos
reactivos, asf como con sales minerales en concentraciones elevadas (Alais, 1998).

La leche de vaca contiene aproximadamente 3.5% de protefna en condiciones
normales, sin embargo, este porcentaje varfa dependiendo de las especies de mamiferos,
entre 1 y 24%. Su funcién natural es proveer a los mamiferos jévenes de los aminoacidos
esenciales necesarios para el desarrollo de tejido muscular y de algunas otras protefnas con
propiedades biolégicas (Fox y McSweeney, 1998)

Ademés, la parte proteica de la leche es muy importante por las siguientes razones
(Alais, 1998):

1. Las propiedades fisicoquimicas méas importantes de la leche, especialmente las
relacionadas con su estabilidad, derivan de la presencia de protefnas.

2. Desde el punto de vista nutricional las protefnas constituyen la parte mas
importante de la leche.

3. Algunas protefnas del suero de leche tienen actividades biol6gicas: enzimas,
anticuerpos, inhibidores, etc. Las proteinas de la leche son caracteristicas de cada

especie por sus propiedades inmunolégicas.

Las protefnas de la leche se dividen en dos grandes grupos: las casefnas y las
proteinas del suero. Las casefnas constituyen el 80 % del total de protefnas en la leche de
vaca, sin embargo, la proporcién relativa entre protefnas del suero y casefnas varfa
dependiendo de la etapa de lactacién (Varnam y Sutherland, 1994).

A continuacién se daréa una breve explicacién de estos dos grupos de protefnas de la
leche, refiriéndonos especificamente al caso de la leche de vaca.

11
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3.3.1. Caseinas

Las caseinas de la leche estin en forma de un complejo proteico fosforado, de
caracter 4cido, que precipita a pH de 4.6 y son susceptibles a coagulacién enzimética en
presencia de calcio (Amiot y col., 1992).

Las casefnas son hidrof6bicas y tienen muchos residuos de prolina (17, 5, 17 y 12
mol% en la a1, as2, P y K respectivamente), y pocos de cistefna (las casefnas as1 y B carecen
de ellos y las casefnas a2 y k tienen dos cada una). Todas las cadenas polipeptidicas de
casefna tienen al menos un enlace éster-fosfato por molécula (Walstra y Jenness, 1987).

Estas protefnas solo forman hélices a cortas y casi no presentan estructura terciaria,
lo cual no significa que las moléculas se encuentren enrolladas aleatoriamente, pero en
soluciones diluidas las cadenas estan parcialmente desplegadas. Como quedan expuestos
muchos grupos hidrofébicos, se establecen facilmente interacciones hidrofébicas entre las
moléculas. Por ello, las casefnas muestran amplias asociaciones, tanto en el interior de una
misma molécula como entre ellas, formando las micelas de casefnas. Al contener poca
estructura secundaria y terciaria, las moléculas de casefna no pueden ser desnaturalizadas,
es por ello que la casefna no se insolubiliza por el calentamiento a temperaturas iguales o
inferiores a 100 °C; la leche puede ser calentada por 24 h a 100 °C sin la coagulacién de
estas protefnas, sin embargo, el calentamiento severo ocasionard cambios en la leche que
eventualmente provocaran la precipitacién de las casefnas (Walstra y col., 2001).

Los grupos fosfato que en su mayorfa estdn esterificados con residuos de serina y le
proporcionan una alta densidad de carga negativa a las casefnas; al pH de la leche, estos
grupos se encuentran ionizados, por lo que ligan fuertemente a iones divalentes como el
Ca?. La cantidad de calcio ligado es proporcional al contenido de grupos serinfosfato. Por
esta razon, las casefnas a«1 y £ precipitan a concentraciones de calcio i6nico bastante bajas
(Walstra y col., 2001).
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En la actualidad se admite que existen cuatro especies de casefnas bovinas: ay, a2, B
y K (Amiot y col., 1992). La tabla 2 muestra los tipos de casefnas, su concentracion en la
leche, el porcentaje que representan del total de las proteinas de la leche y algunas
caracterfsticas.

Tabla 2. Caseinas presentes en la leche de vaca ! (Walstra y col., 2001).

Profeina | gkgde | g/100gde | Peso Aminoacidos ‘ Caracteristicas '
| leche | proteina | Molecular
| 1 (Da) | |
Casefna | 26 :f 785 | : | plaprox.4.6 |
Caseinaay | 1.0 31 | 23600 | 199 | Fosfoproteina
Caseinaas | 26 : 8 | 25200 207 | Algunascon-SS-
Caseinaf} | 93 j 28 ! 23,983 209 | Fosfoproteina -
Casefnax | 33 10 . 19550 169 | Glicoproteina |

— ] ) d e

1 Composicién aproximada. pI= pH isoeléctrico.

a). Caseina as1

La casefna as1 contiene 8 atomos de fésforo por molécula. La composicién en
namero de restos de amino4cidos pone de manifiesto un claro predominio de los grupos
acidos (7 Asp, 25 Glu, 8P), sobre los grupos basicos (14 Lis, 6 Arg, 5 His). La proporcion de
cadenas laterales no polares es elevada, por lo que se considera una protefna hidréfoba
(aunque menos que la casefna f) y sensible al calcio en todas las temperaturas. La molécula
estd constituida por una simple cadena peptidica, donde existe una regién hidrofilica entre
los restos 45 y 89, donde se encuentran reunidos méas de la mitad de los restos 4cidos y 6 de
los restos fosf6ricos, agrupados en dos partes (46-48 y 64-68), (Alais, 1985).

La variante casefna asx que se encuentra en la leche en una cantidad muy pequefia,
tiene un grupo fosfato més que la casefna as1 (Walstra y col., 2001).

13
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b). Caseina as2

La casefna as estd compuesta por 207 aminoacidos, dos de los cuales son cisternas.
A causa de la variacién del contenido en residuos fosféricos, el peso molecular varfa entre
25 150 a 25 390 Da. Se distingue de las otras casefnas por su bajo contenido en prolina y por
su débil hidrofobicidad. Se considera como la casefna més sensible al calcio, sin embargo,
la casefna x le proporciona estabilidad como a las demas casefnas.

Gracias a la presencia de cistefna, las moléculas de caseina as2 pueden asociarse en
dimeros que a su vez se agregaran entre ellos por medio de interacciones electrostaticas,
para formar polimeros (Alais, 1985).

c). Caseina p

Presenta analogfas con la as1; peso molecular proximo, cadena peptidica tinica, no
contiene cistefna ni gltcidos; también es rica en prolina, muy hidré6foba y sensible al calcio.
El contenido en prolina es excepcionalmente elevado: un resto de cada seis es Pro, por lo
que esta casefna cuando se encuentra en solucion no presenta estructura secundaria del
tipo a hélice.

La casefna B es atn mas hidrofobica que la casefna asi; la proporcién de cadenas
laterales no polares es del 53%. Por el contrario, es menos 4cida, s6lo contiene 5 grupos
fosféricos por molécula, 4 de ellos se encuentran en el mismo enlace que la caseina as:.

La casefna B no es sensible al calcio méas que a la temperatura ambiente, hacia 20°C y
por encima de ésta (Alais, 1985).

d). Caseina x

La casefna x contiene 169 restos de amino4cidos, por lo que su peso molecular es de
19 000 Da. Esta caseina es soluble en presencia de calcio a todas las temperaturas, por lo
que posee un poder estabilizante sobre las otras casefnas cuando se encuentran frente al
calcio. Tiene el papel de “coloide protector”; permite la formacién de micelas estables en
presencia de calcio (Alais, 1985).
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La casefna x contiene un enlace Fen-Met muy labil; constituye el sustrato especifico
de la quimosina (cuajo) en el curso de la fase primera que precede a la coagulacién de la
leche. La ruptura especifica de este enlace (105-106), da lugar a la formacién de un péptido
denominado “casefno-glico-péptido”, el cual tiene un carécter hidrofflico. La protefna
residual, insoluble, es llamada “paracasefna x*“, y es més hidréfoba que la precedente. Por
estas caracteristicas la casefna x es una molécula tipicamente “anfifila” (Alais, 1985).

3.3.2 Proteinas del suero de leche.

El suero de leche o suero de queso, es el liquido resultante de la coagulacién de la
leche durante la elaboracién del queso. Se obtiene tras la separacién de las caseinas y de la
grasa. Constituye aproximadamente el 90% del volumen de la leche y contiene la mayor
parte de los compuestos hidrosolubles de ésta. Su composicién varfa dependiendo de las
caracterfsticas de la leche y de las condiciones de elaboracién del queso de que proceda. La
tabla 3, muestra la composicién general del suero de leche (Garcfa-Garibay y col.,1993).

Tabla 3. Composicién quimica del suero de leche (g/100) (Garcia-Garibay y col., 1993).

Lactosa% | Proteina | Cenizas% | Grasa% | Acidolictico| Agua% |
Cruda % | % | J
49 | 09 | 0.6 | 03 | 02 | 931 |

Las protefnas del lactosuero representan el 14-24% del total de las protefnas en la
leche. Aproximadamente el 70% del nitrégeno total (protefna cruda), corresponde a la
protefna verdadera, la cual tiene un valor nutricio superior al de la casefna y est4
compuesta por la f-lactoglobulina, la a-lactoalbmina, las inmunoglobulinas, la proteosa-
peptona, la lactoferrina, y las enzimas nativas; el resto lo forman aminoécidos, urea,
creatina, amoniaco y 4cidos nucleicos. Ademis el suero contiene las vitaminas
hidrosolubles de la leche (Alais, 1998).
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La tabla 4 muestra cuéles son las proteinas del lactosuero, su concentracién en leche,
y el porcentaje que representan del total de proteinas de la leche (Garcfa-Garibay y col.,
1993).

Tabla 4. Proteinas del suero presentes en la leche de vaca’ (Garcia-Garibay y col., 1993).

Nombredela | Aminoicidos | Concentracion | PM | % total proteina
proteina | N (Da) | en leche
B-lactoglobulina | 162 i 24 | 18283 | 9 |
A-lactoalbGmina | 123 | 1-15 | 14176 | 3.5 |
Albamina sérica 582 0.1-04 66,267 | 1
_ bovia | el |
Proteosa peptona | i 0.6-1.8 4,000- | 2
i 40,000 | |
inmunoglobulinas | Existen varios tipos 0.6-1 | Variable 3 ’
de !. z
e o ) Femmwopiobubiess ) F. |
Lactoferrina | 125 | 01 | 80000 | |
Total de prot. de | ! 30-35 [ ‘ 100 |
leche | R | |
Protefnas del | 5-7 ? ?. 14-24 |
N suero j I N |
! Composicion aproximada

A diferencia de las caseinas, las proteinas del suero son compactas, globulares con
un peso molecular que varfa entre 14,000 y 1, 000,000 Da y son solubles en un intervalo de
pH muy amplio (incluso a pH écidos, siempre y cuando no se hayan desnaturalizado por
el calor). En estado natural no se asocian con las casefnas, pero en las leches tratadas
térmicamente y homogenizadas, hay una fraccién que sf lo hace (Badui, 1993).

En general son muy sensibles a las temperaturas altas y en menor grado al pH écido
(situaci6n contraria a lo que sucede con las casefnas) debido a que su mecanismo de
estabilidad es por hidratacién y no por carga eléctrica; son las primeras protefnas de la
leche en desnaturalizarse y su calentamiento libera grupos sulfhidrilo que reducen el
potencial de oxidacién-reduccién, que puede llegar a inhibir parcialmente las reacciones de
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oxidaci6n; contienen la mayoria de los aminoécidos y tienen un mejor balance de éstos que

las propias casefnas, por lo que su valor nutritivo es mejor (Badui, 1993).

a.- p -Lactogloblulina:

La p-lactoglubulina (f-lg), es insoluble en agua destilada, soluble en soluciones
diluidas de sales y precipitable por las altas temperaturas y por la accién de soluciones al
50% de sulfato de magnesio o de amonio; es la fraccién protefnica que se ha estudiado con
més detalle ya que ejerce una influencia decisiva en la estabilidad térmica de los productos
lacteos. Suma aproximadamente 45% del total de las protefnas del suero y existe como
dimero unido no covalentemente al pH normal de la leche (PM 36,520 Da como dimero),
pero Timasheff y col. (1960) mostraron que la f-lg se disocia en monémeros de 18 kDa,
cuando el pH es menor a 3.5.

Al igual que con otras proteinas globulares, los aminoédcido hidréfilos, los
hidré6fobos y los ionizables se encuentran homogéneamente distribuidos a lo largo de la
molécula, provocando que los no polares (tirosina, triptofano, leucina, fenilalanina, etc.)
tiendan a unirse dentro de la molécula estableciendo una hidrofobicidad elevada en el
centro; esta caracteristica hace que se hidrate fuertemente en el exterior y que no se puedan
unir entre ellas en forma hidréfoba. Su grupo disulfuro coadyuva a la estabilidad de
estructura terciaria, y el sulfhidrilo libre la hace muy reactiva; de hecho es la fuente mas
importante de sulfhidrilos en la leche (Badui, 1993).

La B-lactoglobulina que no se encuentra en la leche materna, se considera como
responsable de las reacciones alérgicas que se observan en infantes alimentados con leche
de vaca; por esta razén, en los productos comerciales que imitan a la leche humana se
utiliza suero de queso al que se le ha eliminado esta fraccién protefnica mediante
diferentes técnicas como puede ser una precipitacion selectiva con polifosfatos o filtracién
el gel (Sawyer y col., 1999).
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b.- a-lactoalblimina:

La a-lactoalbimina, es por orden de abundancia, la segunda protefna del suero y
tiene actividad biol6gica, ya que es parte constitutiva del sistema enzimatico requerido
para la sintesis de la lactosa, por lo que también se conoce como protefna B de dicho
sistema. No contiene grupos sulfhidrilo libres, pero sf cuatro disulfuros provenientes de
cistinas, lo que la hace tener 2.5 veces mas azufre que las casefnas (Sharma y col., 2001).
Entre sus caracteristicas se encuentran su bajo peso molecular y su alto contenido de
triptofano (Badui 1993).

c.- Albiimina sérica bovina:

La fraccién de albmina sérica bovina es la misma que la que se encuentra en el
suero sanguineo; sus principales caracterfsticas qufmicas son: que contiene un alto nimero
de cistinas (17 por mol) y un grupo sulfhidrilo libre, y que es facilmente desnatauralizable
atin a bajas temperaturas. Su funcién no es muy clara, sin embargo, se piensa que al igual
que en la sangre, sirve como un transportador de compuestos orgdnicos como &cidos
grasos o farmacos (Fox y McSweeney, 1998).

d.- Inmunoglobulinas:

Por su parte, las inmunoglobulinas suman aproximadamente 10 % del total de
protefnas del suero; provienen de la sangre del animal, constan de moléculas de
glucoprotefnas con un alto contenido de grupos azufrados con actividad biolégica de
anticuerpo. La crfa (humano o becerro) obtiene cierta inmunidad a través del calostro que
consume, ya que éste contiene una gran cantidad de inmunoglobulinas. Originalmente se
llamaron  lactoglobulinas y posteriormente se conocieron como euglobulina y
pseudoglobulina; actualmente se designan con abreviaturas como IgM, IgA, IgG e IgGa.
La fraccién IgM es un pentdmero integrado por cinco cadenas de polipéptidos, mientras
que la IgA es un dimero de la IgG.
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Las inmunoglobulinas son componentes muy importantes de la membrana del
glébulo de grasa, promotoras del fenémeno de cremado de la leche que, ademas,
contribuyen a las propiedades antibacterianas naturales de la leche que no ha sido
sometidaa tratamientos térmicos (Badui, 1993).

e.- Lactoferrina

La lactoferrina es una glicoprotefna, monomérica, bilobal, y pertenece a la familia de
las transferrinas; tiene un PM alrededor de 80 kDa y un pl = 8 (Farnaud y Evans, 2003). Su
estructura se compone de 5310 amino4cidos, 124 4tomos de carbohidratos, 2Fe**, 2COs* y
50 moléculas de agua (Moore y col., 1997).

Estd presente en secreciones como: lagrimas, saliva y fluidos seminales, asf como
también abunda en el calostro y suero de leche. La concentracion de LF puede variar
dependiendo de la etapa de lactacién asf como la estacién del afio (Tsuda y col,, 2000;
Ohashi y col., 2003). Se ha reportado que la concentracién de lactoferrina presente en la
leche humana es alrededor de 1000 pg/mL siendo que en el calostro hay 7 veces mas LF, lo
que indica que su concentracién es de 7000 pg/mL (Riechel y col., 1998; Hsiang y Hsiung,
1999).

La estructura tridimensional de la lactoferrina se muestra en la figura 1 y 2. La
protefna abarca dos I6bulos homoélogos, los cuales se encuentran conectados
covalentemente por tres a- hélice envolviendo residuos de aminoécidos. Cada l6bulo se
subdivide ma4s a fondo en dos dominios, con un sitio-hierro cada uno, el cual esta situado
entre las caras internas de la hendidura del inter-dominio (Sharma y col., 1998; Moore y
col., 1997). Los atomos de cada hierro (Fe**) son coordinados a cuatro ligandos de la
protefna los cuales corresponden a 2 Tyr, 1 Asp, y 1 His, (figura 1) y también a un anién
sinérgico como el carbonato (Farnaud y Evans, 2003; Abdallah y Chahine, 2000).
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Figura 1. Representacién tridimensional de la lactoferrina bovina, donde se observan los sitios-
hierro de cada 16bulo (lineas verdes) coordinados a cuatro ligandos, los cuales corresponden a 2
Tyr, 1 Asp, y 1 His (Moore y col., 1997). Representacién realizada por el programa RASMOL.
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Figura 2 Diagrama esquematico de la molécula de lactoferrina. Las a- hélices estin
representadas como cilindros, las p como flechas y los &tomos de hierro como circulos.
Representacién tridimensional realizada por el programa MOLSCRIPT, (Moore y col., 1997).

La lactoferrina es denominada la proteina roja de la leche debido a que posee dos
sitios activos para ligar a la molécula de Fe* que es el que le da su color caracterfstico; asf
mismo permite que el hierro sea més asimilable para el humano. Se ha demostrado que los
recién nacidos absorben méds facilmente el hierro de la leche humana que de la leche
proveniente de bovinos o cualquier ofra especie, y la razon es que la leche humana
contiene alrededor de diez veces més lactoferrina que la leche de vaca (Blackberg y
Hernell, 1980).
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3.3.3 Bioactividad de las proteinas del suero de leche.

El suero de leche representa una mezcla muy variada de proteinas, las cuales poseen
maltiples funciones, siendo las mas importantes las que se mencionan a continuacién:

v" Proveen amino4cidos indispensables, los cuales son necesarios para el crecimiento y
desarrollo (Tomé y Debbabi 1998; Farnaud y Evans, 2003).

¥ La liberacién de aminoacidos y nitr6geno depende del intestino del organismo y del
funcionamiento en los diferentes procesos intestinales, incluyendo el gastrico y
motilidad intestinal (Tomé y Debbabi 1998; Farnaud y Evans, 2003).

¥ Se ha observado, una vez que son digeridas parcialmente, contienen una variedad de
péptidos bioactivos, los cuéles facilitan la asimilacién de nutrientes y regulan la
actividad fisiol6gica. La naturaleza de los péptidos producidos durante la digestién de
las protefnas de la leche depende del proceso digestivo, y de los procesos de absorcién
gastrointestinal (Tomé y Debbabi 1998; Farnaud y Evans, 2003).

v’ Las propiedades biologicas de las protefnas del suero de leche y péptidos derivados
poseen una actividad antibacterial especificamente en la lactoferrina (Tomé y Debabbi,
1998; Farnaud y Evans, 2003).

v Confieren inmunidad del recién nacido contra enfermedades (Farnaud y Evans, 2003).

v" Ademés, estas protefnas tienen implicado un gran nimero de efectos biolégicos que se
han observado en humanos y en animales de estudio, como por ejemplo: una actividad
anticancerigena contra el cdncer de colon. Esta dltima funcién de las protefnas del suero,
eslaque ha tomado gran auge entre los cientfficos, pues ha sido investigada durante un
largo tiempo tomando como modelo animales de estudio como las ratas. En 1998 se
realiz6 un estudio, el cual consistia en observar el efecto que poseen las protefnas de la
leche en animales que intencionalmente se les produjo tumores en el colon
inyectadndoles dimetilhidrazina (sustancia que induce cdncer en el colon). Los resultados
que se obtuvieron demostraron que las protefnas de la leche, particularmente las del
suero, tuvieron efectos benéficos retardando la incidencia del cancer de colon tanto en

ratas jévenes como en ratas maduras, en comparacién con otras protefnas como las de
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la carne o las de soya, (Buchhoz y Scheper, 2000). Esto sugiere que las dietas
suplementadas con lactoferrina o B-lactoglobulina ejercen una alta proteccién contra el
desarrollo de tumores en el intestino. El mecanismo aparente de ésta actividad
anticancerfgena se le atribuye a que las protefnas del suero de leche son ricas en
aminoacidos sulfurados como cistefna y metionina en lo que corresponde a su estructura
primaria. La hip6tesis que han establecido es que éstos aminoéacidos tienen una actividad
potencial enorme, actuando como un sistema protector frente al DNA (Buchhoz y Scheper,
2000).

La tabla 5, resume las funciones méas importantes que ejercen las protefnas del suero de

leche en el organismo.

Tabla 5. Resumen de la Actividad Biol6gica de las proteinas del suero de leche
(Buchhoz y Scheper, 2000).
Proteina | Actividad Funcional
| Protefnas totales del | Anticancerigenas
| suero de leche | Estimuladoras del sistema inmune
| B-lactoglobulina | Funcién digestiva
i | Precursor de péptidos bioactivos ,
| | Antioxidante | _
| a-lactoalbtimina Anticancerigeno |
Inmunomodulacién |
Lactoferrina Efecto antimicrobiano |
Regulacion en el transporte de Fe |
i
|

Estimuladora del sistema inmune
Anti-inflamatoria
Prolifera células para el crecimiento
Anticancerigena

| Antioxidante

| Antimutagénico
[ | Prebi6tico

| Estimula la respuesta inmune
| Lisozima | Antimicrobiano
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Como se puede observar en la tabla 5, la lactoferrina es la protefna que ejerce mas
funciones en el organismo, por esta razén los cientificos han enfocado su atencién en esta
protefna y han realizado numerosas investigaciones a cerca de sus propiedades y
funcionalidad.

3.3.4 Bioactividad de la lactoferrina.

Experimentos in vitro indican que la lactoferrina es el componente mas importante
de la leche con un sistema bacteriostatico, debido a que en condiciones fisiolégicas, tiene
muy poco hierro unido, y es capaz de fijar el que se encuentra en el medio, de tal forma
que los microorganismos no disponen de €l para su proliferacién por ello se dice que tiene
efectos inhibitorios en el crecimiento de varias bacterias como: Escherichia coli, Klebsiella
preumonia, Salmonella enteritidis, Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus thermophilus,
Corynebacterium ammoniagenes, Bacillus subtilis o Bifidobacterium infantis (Tomé y Debabbi,
1998). El efecto bacteriostdtico es aumentado por los anticuerpos anti-bacterianos
especificos de la leche debido a que hay una asociacion de la lactoferrina con otras
protefnas, como la lisozima y la lactoperoxidasa, (Farnaund y Evans, 2003), mientras que
es suprimido por la desnaturalizacién de la protefna o por una saturaci6n del i6n ferrico
(Blackberg y Hernell, 1980).

En investigaciones recientes se ha visto ademés que la lactoferrina también puede
tener un efecto bactericida al interaccionar con la pared de los microorganismos,
desestabilizandola y causando su muerte. A través de estos dos mecanismos, y quiza de
algtin otro, la lactoferrina puede desempefiar un papel esencial en la proteccién del recién
nacido frente a infecciones gastrointestinales (Tomé y Debabbi, 1998).

Asf mismo tiene propiedades anticancerigenas, anti-inflamatorias, anti-virales asf
como también estimula el sistema inmune (Hsiang y Hsiung, 1999).

Ademas forma parte del sistema que favorece el crecimiento de flora no patégena en
el intestino: lactobacilos y bifidobacterias, por lo tanto funciona como prebi6tico (Tsuda y
col., 2000).
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Es ademés un hecho interesante el que los fragmentos de lactoferrina que se
producen durante la digestibon son todavia capaces de fijar hierro. Incluso, se ha
encontrado lactoferrina fntegra en las heces de nifios alimentados con leche materna, lo que
indica que puede mantener su actividad biolégica a lo largo del tracto gastrointestinal
(Farnaund y Evans, 2003)).

La lactoferrina bovina puede recuperarse de subproductos como el lactosuero de
queserfa, y afadirse a productos para la alimentacién animal 0 humana. Actualmente, en
Jap6n se comercializan ya leches para alimentacién infantil enriquecidas con lactoferrina
bovina, para aprovechar su efecto protector en el intestino del recién nacido.
Naturalmente, lo ideal serfa que los productos para alimentacién infantil contuvieran
lactoferrina humana, pero su obtencién a partir de leche humana es practicamente
imposible. Este es un objetivo que los avances de la biotecnologfa han hecho alcanzable
(Pedersen y Mollerup, 2003).
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3.4 Técnica de Estampado Molecular.

En el estudio e imitacibn de la naturaleza, un atractivo aprovechamiento de la
bioimitacién es la tecnologfa del estampado molecular o “Molecular Imprinting Polymer”
(MIP), que puede ser descrita, como una manera de fabricacion artificial de “cerraduras”
para “llaves moleculares” (Armendariz, 2001).

El primer paso es la seleccién de la molécula a estampar o plantilla, la cual se mezcla
con una variedad de monémeros funcionales para construir un complejo monémero-
plantilla (llave-cerradura). Las interacciones entre los monomeros funcionales y la
molécula objetivo es lo que permite a ambos atarse entre si. De esta manera, el complejo
formado, es entrecruzado para fijar la posicién de los mon6meros alrededor de la plantilla.
La remocién de la misma da paso a una cavidad que es selectiva para la molécula
estampada y que no reconoce a cualquier otra molécula (Takeuchi y Haginaka, 1999;
Ulbricht y col., 2002).

La molécula objetivo o plantilla puede ser en principio, cualquier tipo de molécula;
desde moléculas sencillas de bajo peso molecular, hasta moléculas grandes como proteinas
o 4cidos nucleicos. Actualmente se han reportado impresiones moleculares de moléculas
como: azhcares, esteroides, drogas o péptidos pequefios, aunque todos los estudios
publicados se han realizado en pequefia escala. La dificultad de fabricar materiales
estampados se incrementa con el tamafio de la molécula seleccionada (Rachkov y Minoura,
2001; Chen y col., 2001).

En la figura 3, se muestra la representacién esquematica del proceso de estampado
molecular. Un monémero (o mezcla de monémeros) con funcionalidades quimicas
complementarias a la plantilla al mezclarse en una solucion forman complejos a través de
interacciones covalentes reversibles 0 no covalentes. La polimerizacién se lleva a cabo con
una agente entrecruzante, seguido por la remocién de la plantilla dando paso a la
formacién de sitios de reconocimiento complementarios en forma y funcionalidad a la
molécula plantilla (Nicholls y col., 2001).
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Figura 3. Representacién esquematica del proceso de estampado molecular
(Nicholls y col., 2001). T= Template (plantilla).
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Antecedentes

3.4.1Monémeros Funcionales.

Varios sistemas poliméricos pueden ser desarrollados para usarse en la tecnologia
de estampado molecular. Por baratos, los sistemas mas utilizados son los basados en
poliacrilatos o basados en poliacrilamidas. En la tabla 6 se muestran los monémeros
funcionales com@inmente utilizados (Armendaériz, 2001).

Tabla 6.Monémeros funcionales com@nmente utilizados en la preparacién de polimeros

estampados (Armendariz, 2001).

Mondémeros Funcionales

Tipo de Interaccién

R

Acidos acrilicos
(R =H, CH,, CF,, CH,COOH)

Acidos vinibenzoicos

Acidos Acrilamidosulfonicos

Aminometacrilamidas
R=H,, C,Hy

Vinilpiridinas

Viniimidazoles

Acrilamidas

Cargas lénicas
Enlaces de Hidrogeno

Cargas lénicas
Enlaces de Hidrogeno

Cargas lénicas

Cargas lonicas

Cargas lonicas
Enlaces de Hidrogeno
Transferencia de Carga

Cargas lonicas
Enlaces de Hidrogeno
Coordinaci6n de Metilica

Enlaces de Hidrogeno
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3.4.2 Agentes Entrecruzantes.

El grado de entrecruzamiento necesario para lograr especificidad es 70 - 90 % por
ello, solo un ntimero limitado de agentes entrecruzantes pueden ser utilizados (figura 4).
No obstante, algunas diferencias entre los agentes de entrecruzamiento han sido probadas
con diferentes grados de éxito.

Originalmente isémeros de divinilbenceno han sido utilizados para el
entrecruzamiento de estireno y otros mon6meros funcionales en poli-estireno. Después se
encontré que sistemas basados en 4cido acrilico o metacrilico pueden ser preparados con
mayor especificidad si se utiliza como agente entrecruzante etilenglicol dimetacrilato
(EDMA) y trimetilopropano trimetacrilato (TRIM) (Armendariz, 2001). En la figura 4 se

muestran los agentes entrecruzantes comtnmente utilizados.

= g i
T RS

4- dvinil benzeno N,N'-metilen-bisacrilamida
H
N
YO L
9 "‘”\," \)J\ = /ﬂ\/
N — N N
H N H
N,N'-fenilen-bisacrilamida 2 6-bisacrilamidopiridina

o]

Fad
)\”/0\/\0% 0
I o )Y
0
etilen glicol dimetacrilato

o]
trimetilolpropano trimetacrilato

Figura 4. Agentes entrecruzantes cominmente utilizados en la técnica de
Estampado Molecular (Armendériz, 2001).
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4.2 Preparacion del patrén de LF comercial.

Se utiliz6 un patrén de LF comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.) como fuente de LF
(figura 5). En algunos casos fue necesario realizar diluciones de la preparacion en agua
desionizada, segtin lo que cada método requirio.

Figura 5. Patrén de lactoferrina comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.).
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4.3 Caracterizacion del patrén de LF comercial.

Para caracterizar el patr6n de lactoferrina comercial fue necesario determinar como
primer paso la concentracién de protefna presente en el mismo mediante el método de
Lowry. Asf mismo, se realiz6 una cuantificacién de aztcares totales (por fenol sulftrico),
azucares reductores (por DNS) y cenizas porque generalmente los aztcares as{ como las
sales i6nicas al ser moléculas que contienen grupos cargados pueden afectar el campo
eléctrico evitando que las protefnas corran de forma adecuada al momento de realizar una
electroforesis en gel de poliacrilamida.

Para determinar la pureza del patrén de LF comercial se utilizé la técnica de
electroforesis nativa en gel de poliacrilamida T=10%.

4.3.1 Concentracién de proteina total por el método de Lowry.

Se basa en el desarrollo de un color azul debido a la reaccién de Biuret. Para
aumentar la sensibilidad de la reaccién del biuret, el complejo protefna-Cu?* se hace
reaccionar con el reactivo de Folin. Esta coloracién se atribuye a la reduccién del 4cido
fosfomolibdico/fosfottngstico a azul de heteropolimolibdeno de composicién no definida,
por medio de los residuos tirosilos, triptofanilos, y en menor grado, cisteinilos e histidilos
de las proteinas que forman el complejo con el Cu?*. Su rango de sensibilidad es de (0-500
ug/mL) (Lowry y col., 1951).
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Reactivos:

A.- Carbonato de sodio (J.T. Baker, México) al 2% en NaOH 0.1 N (Reactivos
Analiticos REASOL, México) y agua desionizada.

B.- Sulfato de cobre (J.T. Baker, México) al 1% en agua desionizada, almacenado a
temperatura ambiente.

C.- Tartrato de sodio y potasio (J.T. Baker, México) al 2% en agua desionizada,
almacenado a temperatura ambiente.

D.- Reactivo de Folin (Aldrich, EU.A.) 1:1 en agua desionizada, almacenado a
temperatura ambiente.

Procedimiento:

1.- Mezclar 50 voltimenes de A + 1 volumen de B + 1 volumen de C. A esta mezcla
se le denomina solucién de trabajo.

2.- Tomar 5 mL de la soluci6én de Trabajo + 1 mL de muestra.

3.- Reposar 10 min en la oscuridad.

4.- Agregar 0.5 mL de D 1:1 con agua destilada.

5.- Reposar 30 min en la oscuridad.

6.- Leer absorbancia a 590 nm.

La curva patr6n de seroalbtimina (SA sigma, E.U.A.) (apéndice I inciso 1) se prepar6
en un intervalo de 100 a 500 pg/mL obteniéndose la siguiente ecuacion:

P (ug/mL)= ( AbS 550am - 0.0497 ) / 0.001965
R =0.9976
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4.3.2 Determinacién de Aziicares reductores por el método de DNS.

La base del método consiste en la reduccion del acido dinitrosalicilico (DNS) por los
az(cares reductores formando un compuesto coloreado amarillo cuya densidad 6ptica es
proporcional a la concentracién de azticares reductores. Su rango de sensibilidad es de 0-
2000 pg/ mL (Miller, 1959).

Reactivos:
1.- Acido dinitrosalicilico (J.T. Baker, México) almacenado a temperatura ambiente.
2.- Tartrato de Sodio y Potasio (J.T. Baker, México) almacenado a temperatura
ambiente,
3.-Hidr6xido de sodio (Reactivos Analiticos REASOL, México) almacenado a
temperatura ambiente.

Preparaci6n del reactivo DNS.
Disolver 1.6g de hidr6xido de sodio y 30 g de tartrato de sodio y potasio en 50 mL
de agua destilada con agitacién y calentamiento a 60° C. Posteriormente agregar en
forma lenta 1 g de 4cido dinitrosalicilico, dejar enfriar y colocar la solucién en un
matraz aforado de 100 mL afiadiendo agua destilada hasta completar el aforo.

Procedimiento

1.- Tomar 1 mL de muestra y adicionarlo en un tubo de ensaye.
2.- Agregar 1 mL del reactivo DNS y agitar el tubo.

3.- Ebullir durante 5 min.

4.- Enfriar al chorro de agua.

5.- Agregar 10 mL de agua destilada.

6.- Reposar 15 min.

7.- Leer absorbancia a 540 nm.
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La curva patrén de glucosa (Apéndice I inciso 2), se prepar6 en un intervalo de 300 a
2000 pg/ mL obteniéndose la siguiente ecuacién:
P (ug/mL)= ( Abs 540nm - 0.069019 ) / 0.00062634
R =0.99967

4.3.3 Determinacién de Azficares totales por el método de Fenol sulffirico.

Esta técnica consiste en la determinacién de aztcares usando fenol-4cido sulftrico;
esta basado en la adsorcién a 490 nm de un complejo aromético coloreado formado entre el
fenol y el carbohidrato. Su rango de sensibilidad es de 0-100 pg/mL (Dubois, y col., 1956).

Reactivos:
1.- Solucién de Fenol (J.T. Baker, México) al 5% en agua desionizada, almacenada a
temperatura ambiente.
2.- Acido Sulftirico concentrado (J.T. Baker, México) almacenado a temperatura
ambiente.

Procedimiento
1.- Mezclar 1 mL de muestra + 1 mL de solucién de Fenol.
2.- Adicionar con precaucién 5 mL de 4cido sulftrico por la paredes del tubo.
3.- Esperar de 10 a 15 seg y agitar.
4.- Leer absorbancia a 490 nm.

La curva patrén de glucosa (Apéndice I inciso 3) se prepar6 en un intervalo de 20-
100 pg/ mL obteniéndose la siguiente ecuacion:

P (ug/mL)= ( AbS 190am - 0.22415) / 0.0100165
R = 0.99564
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4.3.4 Pureza y determinacién de PM por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida
seglin Goldenberg (1990).

La determinaci6n de pureza por medio de electroforesis se basa en la separacién de
proteinas gracias a su tamafio, forma y carga neta, a través de un gel de poliacrilamida con
un cierto tamafio de poro y sometido a un campo eléctrico determinado (Scopes, 1986).

Reactivos:

1.- Soluci6n Stock de acrilamida al 30 % almacenada a 4 °C en frasco ambar: N,N-
metilen-bis-acrilamida, acrilamida ( Bio Rad, Hercules, E.U.A.) y agua desionizada.
2.- Solucién amortiguadora Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 almacenado en frasco 4mbar a 4°
C: Tris (Reactivo grado electroforesis) (Bio Rad, Hercules, E.U.A.), agua desionizada,
HCl16 N (].T. Baker, México).

3.- Solucién amortiguadora Tris- HC1 0.5 M pH 6.8 almacenado en frasco 4mbar a 4°
C: Tris (Reactivo grado electroforesis) (Bio Rad, Hercules, E.U.A.), agua
desionizada, HC1 6 N (].T. Baker, México).

4.- Persulfato de amonio al 10 % (Bio Rad, Hercules, E.U.A.) conservado en frasco
admbar y dentro de desecador.
5.- TEMED, N,N,N’,N"- Tetrametilentilendiamina (Bio Rad, Hercules, E.U.A.) en
frasco &mbar a 4° C.
6.~ Solucién amortiguadora de corrida pH 8.3 almacenada a temperaturas de 0°C 6
menores: tris y glicina (Reactivo grado electroforesis) (Bio Rad, Hercules, E.U.A.),
agua desionizada, HC1 6 N (].T. Baker, México).

7.~ Solucién amortiguadora de la muestra o colorante mantenida a temperaturas
menores de 0° C: solucién amortiguadora pH 6.8, glicerol (J.T. Baker, México) y azul
de bromofenol (Bio Rad, Hercules, E.U.A.).
8.- Solucién destefiidora almacenada a temperatura ambiente: metanol y &cido
acético glacial (]. T. Baker, México ).
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9.- Azul de Coomassie al 1 % en solucién destefiidora a temperatura ambiente:
Coomassie Brilliant blue R-250 (Bio Rad, Hercules, E.U.A.).

10.- Marcador de peso molecular: SDS-Page estdndar de peso molecular de amplio o
bajo rango (Bio Rad, Hercules, E.U.A.) almacenado a -20°C.

11.- Soluci6n de seroalbimina 96-99% (Sigma Chemical Co, St. Louis, E.U.A.) de 2
mg/mL almacenada en un vial a temperatura de congelaci6n ( < 0° C).

Procedimiento:
1.- Montar el equipo para electroforesis limpio y seco.
2.- Preparar el gel de separacién a las proporciones de T y C que requiriera cada
experimento; desairear por 15 min en una bomba de vaci6 y colocar en el equipo de
electroforesis.
3.- Preparar el gel de concentracion T= 4%, C= 1.5, siguiendo el mismo
procedimiento que el anterior.
4- Una vez listo el gel, montar el equipo para correr, vaciar la solucion
amortiguadora de corrida e inyectar las muestras (20 uL de colorante por cada 40 pL
de muestra), la seroalbtimina como referencia y el marcador de pesos moleculares,
seglin sea el caso.
5.- Correr durante aproximadamente una hora a 200 V, manteniendo la cdmara a
bajas temperaturas.
6.- Colocar los geles en azul de Coomassie por 30 min.
7.- Retirar y pasar a 30 mL de solucién destefiidora por una hora o hasta que se
logren ver las bandas en el gel (se puede cambiar varias veces a solucion destefiidota
limpia).
8.- Identificar las bandas y obtener los pesos moleculares de las protefnas a través de
la curva patrén de pesos moleculares ( Log PM vs. rf).
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4.3.5 Identificacién de proteinas en gel de electroforesis utilizando Sypro Orange,
Protein Gel Stain de acuerdo al instructivo del reactivo utilizado.

El mecanismo exacto de interaccion entre las protefnas y el Sypro Orange no ha sido
esclarecido completamente, pero la interaccién es dependiente de la uni6n inicial entre SDS
(dodecilsulfato de sodio) y las protefnas; el reactivo se une al SDS y debido a su
fluorescencia es posible detectarlo con luz ultravioleta.

En este caso las muestras se corrieron en un gel no desnaturalizante , T=10%, bajo la
metodologfa detallada en el punto hasta el paso 5; la tinica diferencia es el tipo de tincién
en los geles después de la corrida.

Reactivos:

1. Soluci6n de &cido acético glacial (J.T. Baker, México) al 7.5% en agua desionizada
conservada a temperatura ambiente.

2. Soluci6n de 4cido acético (J.T. Baker, México) al 7.5% con 0.05% de dodecilsulfato de
sodio (SDS) (Reactivo grado electroforesis) (Bio Rad, Herculeas, E.U.A.) conservada
a temperatura ambiente.

3. Sypro Orange, Protein Gel Stain (Bio Rad, Hercules, E.U.A.) conservado en frasco
dmbar a temperaturas menores a 0° C.

Procedimiento:
1.- Después de la corrida, sumergir el gel en solucién de 4cido acético con SDS por
30 minutos aproximadamente en agitacion ligera o hasta eliminar el frente.
2.- Enjuagar el gel con solucién de 4cido acético al 7.5% para eliminar los restos de
SDS.
3.- Sumergir el gel en 25 mL de solucién de 4cido acético al 7.5 % con 5 pL de Sypro
orange por una hora con agitacién ligera.
4.- Analizar la imagen por fluorescencia en luz UV y realizar los an4lisis de volumen

y concentracion si es necesario.
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4.4 Purificacién del Patrén de LF comercial por isoelectroenfoque de acuerdo al manual
del equipo utilizado.

Este método de purificacién utilizando el Rotofor (Bio Rad) se basa en el hecho de

que todas las protefnas tienen una carga neta dependiente del pH. Al ser sometidas a un
gradiente de pH migrarén hasta llegar a su punto isoeléctrico (carga neta igual a cero),

haciendo posible su separaci6n.

Reactivos:

1.
2,

Bio-Lyte 3/10 Ampholyte, 40% s6lidos (Bio Rad, Hercules, E.U.A.).

Solucién de é4cido fosforico 0.1 N conservada a 4 °C: 4cido fosférico 85.6% (J.T.
Baker) y agua desionizada.

Soluci6én de hidréxido de sodio 0.1 N conservada a 4°C: Hidréxido de sodio lentejas
industrial (Reactivos Analiticos REASOL, México) y agua desionizada.

Procedimiento:

1.- Montar el equipo en el siguiente orden: preparar cdmaras, montarlas en el
ensamblador junto con la celda y asegurar bien con los tornillos; colocar el
ensamblador en el Rotofor y tapar.

2.- Inyectar 20 mL de la muestra que constara del patrén de LF comercial (con una
concentracién de 5 mg/mL de LF y un total de protefna de 10 mg/mL a inyectar),
anfolito al 2 % y el resto agua desionizada.

3.- Tapar la celda y después el Rotofor.

4.- Conectar las mangueras del refrigerante y prender.

5.- Conectar el Rotofor a la fuente de poder y correr a 15 W (constante) por 4-6 horas.
6.- Inyectar las fracciones obtenidas en tubos limpios y secos.
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4.5 Técnica desarrollar el polimero estampado molecularmente (MIP).

Para desarrollar el polimero estampado molecularmente se decidi6 utilizar como

monémeros funcionales dcido metacrflico y 4-vinilpiridina y etilen gligol dimetacrilato

como agente entrecruzante porque se ha demostrado que los sistemas basados en este tipo
de moléculas producen polfmeros con mayor especificidad.

Reactivos:

1.

Acido Metacrflico (MAA) (Mallinckrodt Organic Reagent, E.U.A.) almacenado en
refrigeracion.

4-Vinilpiridina (VYP) (Aldrich, E.U.A.) almacenada en frasco dmbar y en
refrigeracion.

Acetonitrilo (J.T. Baker, México) almacenado en frasco 4mbar y en refrigeracion.
Etilen glicol dimetacrilato (EGDMA) (Aldrich, E.U.A.) conservado en refrigeracion.
Persulfato de potasio (J.T. Baker, México) conservado en frasco ambar y dentro de
desecador.

Azobisisobutironitrilo (AIBN) (Aldrich, E.U.A) almacenado a temperatura
ambiente.

Nitrégeno gaseoso (AGA, México), pureza grado industrial.

. Solucién de hidréxido de sodio al 3% conservada a 4°C: Hidréxido de sodio lentejas

industrial (Reactivos Analiticos REASOL, México) y agua desionizada.
La molécula plantilla en este caso es el patrén de LF (Bioferrin™ 2000, E.U.A.)
purificado por isoelectroenfoque.
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Procedimiento:
1.Montar el reactor correspondiente limpio y seco.
2. Preparar dos mezclas de reaccién por separado:
La 1* contiene el medio de reaccién (acetonitrilo), el entrecruzante (EDGMA), los
monémeros funcionales (VYP o MAA) y la molécula a estampar (Patr6n de LF
purificado por isoelectroenfoque).
La 2* mezcla contiene acetonitrilo y el iniciador (persulfato de potasio); la cual se
debe mantener en un bafo de agua a 60 °C.
3. Burbujear nitrégeno en ambas mezclas durante 5 minutos.
4. Mezclar ambas soluciones; burbujear nitr6geno durante 5 min y dejar reaccionar
durante 16 h en un bafio de agua a 60 °C.

4.5.1 Remoci6n de la plantilla.

Después de haber desarrollado el polfmero estampado molecularmente fue
necesario realizar un lavado del polimero con una solucién de metanol:acido acético, esto
con la finalidad de remover la plantilla (patr6n de LF comercial (Bioferrin™ 2000, E.U.A.)
purificado por isoelectroenfoque).

Reactivos:

1. Solucién de lavado: metanol (J.T. Baker, México):acido acético (J.T. Baker,
México) al 10% del volumen total de metanol, almacenada en refrigeraci6n.
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Procedimiento:
1. Adicionar al polimero 12 mL de la soluci6én de lavado.
2. Dejar reposar la mezcla1 h.
3. Centrifugar la muestra durante 10 min.
4. Recolectar el sobrenadante del lavado.
5. Repetir el procedimiento por lo menos 5 veces.
6. Secar el polimero en un desecador.

4.5.2 Enfrentamiento del polimero estampado molecularmente con una solucién
compleja de LF (Bioferrin™ 2000, E.U.A.).

Reactivos:
1. Solucién del patrén de LF comercial (Bioferrin™ 2000, E.U.A.) a una
concentracion de 15 mg/mL.

Procedimiento:
1. Tomar una muestra del MIP y agregar 1 mL de la solucién del patr6n de LF
comercial (Bioferrin™ 2000, E.U.A.).
2. Agitar la mezcla en un vortex.
3. Dejar reposar la mezcla durante 48 horas.
4. Medir la concentracién de protefna en el sobrenadante del polimero.
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4.6 Técnica de complejacién del Fe 3*y el i6bn SCN--

Son bien conocidos varios iones complejos de hierro (III). Cuando se adiciona el i6n
tiocianato a una solucién de un hierro (III) acuoso, se forma un complejo color rojo sangre.
El i6n se ha utilizado en el anélisis de hierro (Ebbing, 1997).

Reactivos:
1. Tiocianato de potasio (J.T. Baker, México) 0.05 M en agua desionizada almacenado a
temperatura ambiente.

2. Acido nitrico concentrado (J.T. Baker, México) conservado a temperatura ambiente.

Procedimiento:
1.- Agregar 1 mL de muestra + 1 mL de 4cido nitrico concentrado.
2.- Anadir a la solucién 1.5 mL de KSCN 0.05 M.
3.- Esperar 160 s, para formar el complejo color rojo sangre
4.- Leer absorbancia a 505 nm.
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4.7 Equipo utilizado.

En todos los anélisis se utilizaron micropipetas de 0.1 -10 pL, 40-200 pL y 200-1000
uL . Las absorbancias se leyeron en un espectrofotémetro Shimadzu UV-160 A y en los
casos en los que fue necesario mantener la temperatura constante se utiliz6 un controlador
de temperatura Shimadzu TCC-240 A.

En las electroforesis se utiliz6 una camara de electroforesis Mini-Protean III con una
fuente de poder Power /Pac 300 (Bio Rad, E.U.A.). Los geles se agitaron e incubaron para
lograr la eliminacién del frente y la tincién en un Incubador Shaker Series 25 (New
Brunswick Scientific Co. Inc, E.U.A.). Para el andlisis de los geles se utiliz6 un equipo Gel
Doc 1000, Single Wavelength Mini- Transilluminator (Bio Rad, E.U.A.) con una interfase a
una computadora Pentium con el Molecular Analyst Software, version 1.5.

Para la purificacién del patrén de lactoferrina comercial se utiliz6 un Rotofor con
una fuente poder Power / Pac 3000 (Bio Rad, E.U.A.) y un sistema refrigerante a4 ° C.

Para realizar el polimero estampado molecularmente se utiliz6 un equipo
Semimicro Kem-Kits (Kontes, E.U.A.) y cuando fue necesario realizar la polimerizacién
por UV, se utilizaron 2 lamparas de UV (Blas-Ray, modelo B100 AP, E.U.A.).

4.8 Diseiio experimental y modelo estadistico

Las curvas patrén se realizaron por triplicado, utilizando una regresion lineal para
obtener la ecuacién de la recta y tomando como referencia de confiabilidad el coeficiente
de correlacion (R) de cada ecuacién (con un valor 2 0.9).

Cada experimento se realizé por triplicado y los resultados se sometieron a un
andlisis de varianza (ANOVA) y en algunos casos a una prueba de comparacién de medias
de Tukey - Kramer y Duncan, con un rango de error (a « 0.05), utilizando el software NCSS
para Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 I1dentificacidn, caracterizacion y purificacién del Patron de LF comercial.

5.1.1 Caracterizacién e Identificacién del patr6n de LF comercial.

Para cumplir los objetivos planteados en el presente proyecto de investigacion, fue
necesario realizar una caracterizacion sobre el patr6on de lactoferrina comercial,
determinando los siguientes parametros: concentracién de proteina por el método de
Lowry, cuantificacién de azticares reductores por DNS y totales por Fenol Sulftrico, asf
como una determinacién de cenizas. Es importante mencionar que no se realiz6 un
andlisis composicional completo porque solo se querfa conocer si el patrén de LF
(Bioferrin™ 2000, E.U.A.) contenfa aztcares o sales i6nicas. Se sabe que estas moléculas al
contener grupos cargados pueden afectar el campo eléctrico evitando que las protefnas
corran de forma adecuada al momento de realizar una electroforesis en gel de
policacrilamida. Los resultados del anélisis se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Determinaciones realizadas al patrén de LF comercial
(Bioferrin ™ 2000, E.U.A.).

Proteina (%) Azficares Azficares Cenizas (%)
reductores (%) totales (%)
56.37 342 6.21 1.98

Los resultados de estos andlisis arrojaron informacién muy importante acerca del
patrén de LF comercial, ya que se encontré que solo el 56.37 % es protefna. Asf mismo, el
porcentaje de cenizas y aztcares totales fue de 1.98 y 6.21 respectivamente, lo cual significa
que el patrén de LF contiene una baja cantidad de estos componentes y por tanto no serdn
un factor que afecte la electrofofesis.
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Para la identificacién del patrén de LF comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.) se

realizo una electroforesis nativa en un gel de poliacrilamida T=10%, inyectando las
siguientes muestras (fig 6): carril 1.- Patr6n de pesos moleculares que iban de 45 a 200 kDa,
obteniéndose la siguiente curva patr6n de PM, (Apéndice I inciso 4):

PM (kDa) = 10 " ( 5.4132 - 1.1019 rf)

Asf mismo, en el carril 3.- Patr6n de LF comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.); carril 5

y 7.- seroalbmina y B-lactoglobulina como protefnas patrén; carril 9.- WPC 34 (Whey

Protein Concentrate), con la finalidad de encontrar la banda correspondiente a la LF.

1162

IR
0l

Fig 6. Electroforesis nativa en gel
de Poliacrilamida T=10%, tefiido
con Sypro Orange Protein Stain.

Carriles: 1.- Patron de PM; 3.- Patrén
de LF comercial (Bioferrin ™ 2000,
EUA) (mg/mL); 5- BLG
(3mg/mL); 7.- SA (2mg/mL); 9-
WPC 34.
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Se calcularon los pesos moleculares de cada una de las bandas presentes en cada
carril (fig 6), con base en sus respectivos rf’s utilizando la ecuacién de PM obtenida a partir
de la curva patr6n (Apéndice I inciso 4). Los resultados se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Pesos moleculares estimados de cada una de las bandas presentes

- en cada carril (figura 6).
Muestra No. Banda of PM estimado
_ (kDa)

1 ! 0.0526 ! 226.589 l

Patron de LF comercial 2 1 0.1157 :f 193.028

(Bioferrin ™ 2000, 3 0.2 :__ 155.890
EUA) 4 04315 | 86.642 |
Seroalbtmina | 1 05789 | 59608 |

1 0.1157 : 193.0679

WPC 34 2 03789 | 89.0125

_ 3 | 04842 . 75.7983

Con base en los resultados obtenidos en el gel de electroforesis (fig. 6), se puede
observar la banda correspondiente a la LF, la cual se identifica como la banda mé4s intensa
y ancha del carril 3, que de acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 8, le corresponde
un PM de 86.6 kDa, lo cual es un resultado aceptable ya que el PM teérico de la LF es
aproximadamente 80 kDa, sin embargo, también se observa que el patrén de LF comercial
(Bioferrin ™ 2000, E.U.A.) se encuentra contaminado, ya que se observan otras 3 bandas
que por su PM probablemente sean Inmunoglobulinas; de hecho son las protefnas méas
grandes del suero de leche ( Alais, 1998).

Asf mismo, también se logré identificar LF en el WPC, la cual se identifica por ser la
2a. banda del carril 9, con un PM de 89.01 kDa. Este es un resultado interesante ya que el
WPC podrfa ser la fuente de donde se recupere posteriormente la lactoferrina.
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5.1.2 Purificacion del Patron de LF comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.).

El Estampado molecular es una técnica basada en la especificidad, por lo que
requiere que la molécula a estampar posea un alto grado de pureza, por ello, se realiz6é una
purificacién del patr6n de lactoferrina comercial (Bioferrin™ 2000, E.U.A.); de esta manera
serfa mas facil formar el complejo entre la molécula a estampar y los monémeros
funcionales, para posteriormente remover la molécula objetivo y dar paso a una cavidad
especifica que reconozca tnicamente a la lactoferrina cuando se realicen las pruebas
correspondientes.

Todas las protefnas presentan una carga neta que es dependiente del pH. Esta carga
est4 determinada por la secuencia de aminoacidos de la protefna y por el pH del ambiente
en el que se encuentra. El isoelectroenfoque es una técnica que aprovecha esta propiedad
de las proteinas para separarlas.

En el isoelectroenfoque, las protefnas son sometidas a un gradiente de pH al que se
le aplica cierto voltaje, provocando la migracién de las proteinas hasta alcanzar el pH en
donde la carga neta es cero, en este punto las protefnas dejan de migrar y se dice que se
han centrado o concentrado en su punto isoeléctrico (pl).

El Rotofor utiliza el isoelectroenfoque para la separacién de las protefnas en una
determinada muestra, junto con un anfolito que tienen la funci6n de estabilizar el
gradiente de pH.

Se corri6 la muestra en el Rotofor y se obtuvieron 20 fracciones de
aproximadamente un mL. Primero se les determin6 el pH a las fracciones obtenidas por
medio de un potenciémetro para saber el punto isoeléctrico (pl) de las protefnas presentes,
y como segundo paso fue la cuantificacion de protefna por el método de Lowry con la
finalidad de calcular la concentracién presente de protefna en cada una de las fracciones,

haciendo uso de la curva patrén de protefna anteriormente descrita.
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Enla tabla 9 y la gréfica 1 se muestran los resultados de la purificaciéon del patrén
de lactoferrina (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.), donde se observan los valores de pH, asf como
la concentracién de proteina en pg/mL de las 20 fracciones recolectadas.

Tabla 9. Valores de pH y concentracién de proteina de las 20 fracciones obtenidas después de
someter el patrén de LF comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.)
a una purificacién por isoelectroenfoque.

| Concentracion
Fraccién pH promedio de
proteina pg/mL
1 | 366 | 399.54 |
2 | 38 | 226.06 |
3 | 514 | 431.35 |
4 | 597 | 412.645 |
5 | 642 | 463.995 |
6 | 669 | 526.615 |
7 | 704 | 570665 |
8 | 734 | e |
9 | 765 | 648.55 |
10 | 7% | 647 .66 |
11 | 805 | 289.01 |
12 | 806 | 640.255 |
13 | 815 | 450915 |
14 | 839 | 499.59 |
15 | 86 | 502.515 |
16 | 87 | 582.825 |
17 | 882 | 708.7 |
18 9.23 6243 |
19 | 973 | 512.975 |
20 | 1003 | 457.225 |
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Griéfica 1. Purificacion del patrén de LF comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.) por la técnica

de isoelectroenfoque. Nfimero de Fraccién contra concentracion de proteina (pg/mL) y pH.

En la gréfica 1 se muestran los resultados obtenidos de la purificacién del patrén de
LF comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.), al graficar el nimero de fraccion contra pH (linea
azul), se observa un comportamiento lineal, lo cual significa que la corrida del rotofor se
realiz6 correctamente. Asf mismo, se observa que a diferentes valores de pH, se tiene una
concentracién de protefna distinta (linea rosa). Las fracciones 11 a 14 con pH de 8.05 a 8.39
son las mas cercanas al pl de la LF (pI=8) por lo que se observa un pico en sus

concentraciones, lo que sugiere presencia de LF en dichos valores de pH.
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Posteriormente, para comprobar el proceso de purificacién fue necesario realizar
una electroforesis nativa en gel de poliacrilamida T=10% para determinar la pureza de las
fracciones. Es importante mencionar que para la realizacion del gel de electroforesis, se
tomaron en cuenta aquellas fracciones en las que el pH fuera cercano al punto isoeléctrico
de la LF pI= 8. Asf mismo, otro factor para la eleccién de las muestras fue la coloracién
rojiza que presentaban las fracciones 15 - 20. Se sabe que la lactoferrina es la protefna roja
de la leche debido a que posee dos dtomos de Fe** que son los que le dan el color
caracteristico, por lo que se intuy6 presencia de esta protefna en las fracciones coloridas.

Por lo tanto, las fracciones utilizadas para la realizacién del gel fueron: 11 a 14
basadas en un pH cercano al pl de la LF y las fracciones 15 a 20 basadas en la presencia de
un color rojo. Asf mismo, se inyectaron las protefnas patrén seroalbimina y B-
Lactoglobulina asf como un patrén de pesos moleculares que iban de 45 a 200 kDa (fig 7),
obteniéndose la siguiente curva patrén de PM ( Apéndice I inciso 5).

PM (kDa) = 10 " (5.38 - 1. 3371 rf)
R= 0.9836

En la figura 7 se muestran los resultados del gel de electroforesis.

Fig 7.~ Electroforesis nativa en gel
200KDa_ LE poos .
S i de poliacrilamida T=10% teiido con
ne2__{ S azul de coomassie.
4 | " e

Carriles: 1.-Patrén de PM; 2.-5A (2mg/mL);
3 y 4-8LG (3mg/mL); 5.-Fraccién 11; 6.-
Fraccién 12; 7.-Fraccién13; 8.-Fraccion 14;
9.- Fraccién 15.

* e i
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Fig 8.- Electroforesis nativa en gel
de poliacrilamida T=10% tedido con

azul de coomassie.

Carriles: 1.- 8LG (3mg/mL); 2.- SA
(2 mg/mL); 3.- Patr6n de PM;
4-6LG (3mg/mL); 5.-Fraccién 16;
6.-Fracciéon 17; 7.- Fraccion 18;

8.- Fracci6n 19; 9.- Fracci6n 20.

En el gel de electroforesis (figura 7) se observa que las fracciones 11-14 con un pH

cercano al pl de la LF son las tinicas que presentan una sola banda, lo cual sugiere que la

LF se encuentra pura en dichas fracciones, aunque existe la posibilidad de que se encuentre

diluida ya que es una banda tenue y delgada y por tanto no se perciben la presencia de

otras bandas. En la figura 8 se puede observar que las fracciones 15-20 (muestras coloridas)

efectivamente contienen LF incluso en mayor concentracién sin embargo, estas muestras

no se encuentran puras ya que se observa la presencia de otras tres bandas lo que indica

que las fracciones se encuentran contaminadas con otras tres protefnas.
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Se calcularon los pesos moleculares de cada una de las bandas presentes en el gel de
acuerdo con los rf's de cada muestra (es importante mencionar que Gnicamente se les
calcul6 el PM a las fracciones puras 11 a 14) (Tabla 10), mediante la ecuacién de PM
obtenida a partir de la curva patrén (Apéndice I inciso 5). Es importante mencionar que
cada vez que se realiza un gel de electroforesis con un marcador de PM, se debe realizar
una gréfica de rf del estdandar de PM contra el log PM, debido a que no todos los geles son
iguales, ni corren de la misma forma; existen muchos pardmetros que pueden contribuir a
que las muestras corran diferente, como por ejemplo: el campo eléctrico, o las cargas de las
protefnas.

Tabla 10. Pesos moleculares estimados de las bandas correspondientes
a las fracciones 11 -14 (figura 7).

Muestra No.Bandas | Rf . PM estimado |
_ (kDa) |
- sar | 1 0429 64.030 |
Fraccién11l | 1 0.339 84.474 |
Fraccion12 | 1 0.339 84474 |
Fraccion13 | 1 0.339 84.474 |
Fraccion14 | 1 0.339 84474 |

1SA= Albimina sérica bovina

Al realizar los célculos correspondientes, efectivamente se comprob6é que las
fracciones de la 11 a la 14 corresponden a la lactoferrina ya que tienen un PM que coincide
con el PM teérico (80kDa); con ello se comprueba la pureza de las muestras; ademas estas
fracciones son las que poseen el pH més cercano al punto isoeléctrico de la LF ( pI= 8).

Haciendo uso de la cuantificacién de protefna de cada una de las fracciones
recolectadas del rotofor segtin la tabla 9 y tomando en cuenta el factor de dilucién y el
volumen final de cada muestra, se determiné la concentracién total de LF purificada por
isoelectroenfoque, (fracciones 11-14). El resultado obtenido fue de 9.32 mg cantidad de LF
que se utiliz6 como plantilla para realizar el estampado molecular.
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5.2 Desarrollo del Polimero estampado molecularmente (MIP).

Para desarrollar el estampado molecular se utiliz6 como plantillaa la LF pura, y se
sintetizaron tres polimeros diferentes con los siguientes mon6meros funcionales:
El11° se realiz6 utilizando VYP y se le denomin6 MIP:.

El 2° fue una combinacién de mon6meros MAA y VYP denominandolo MIP:.

En ambas polimerizaciones se utiliz6 como agente entrecruzante EDMA y como

catalizador de la reaccién K25:0s. Las condiciones de polimerizacién en cuanto a tiempo y
temperatura fueron de 60 °C durante 16 h. Los dos polimeros estampados molecularmente
se observan en la figura 9.
El 3° se realiz6 utilizando los mismos monémeros funcionales, asf como el mismo
entrecruzante que en el 2° polimero, sin embargo, las condiciones de trabajo fueron
diferentes: se polimeriz6 con luz ultravioleta en tubos de cuarzo durante 16 h y se utiliz6
como catalizador de la reacci6én AIBN. A este polimero se le denomin6 MIPs.

A cada polimero estampado molecularmente (MIP1, MIP,, y MIP3) se le sintetiz6 su
respectivo blanco (B), el cual consiste de los mismos monémeros funcionales que
componen a cada MIP, pero no contiene la molécula plantilla (LF pura), denominéndolos
B1, Bz y Bs respectivamente. Esto se realiz6 con la finalidad de comparar la capacidad de
sorcién de cada MIP con la de sus blancos. En teorfa se sabe que los blancos al no tener
plantilla que estampar, no poseen una cavidad especifica capaz de ligar LF, a diferencia de
los MIP’s que si la tienen, por tanto se esperaba que la capacidad de sorci6n de los B’s
fuera menor que la de los MIP’s.
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5.2.1 Remocién de la plantilla (patrén de LF comercial ificado por isoelectroenfoque).

De acuerdo a la literatura y por las condiciones de trabajo utilizadas al momento de
realizar el estampado molecular las interacciones que se producen entre el polimero y la
plantilla son de caracter débil como lo son: los puentes de hidrégeno, interacciones i6nicas
e hidrof6bicas entre otras. Por tanto es posible remover la plantilla del polimero realizando
lavados extremos con una solucién metanol:4cido acético.

Para comprobar la remocién de la plantilla se recuper6 el sobrenadante de cada
lavado y se le determiné concentracién de protefna por los métodos de Bradford y Lowry,
los cuales se basan en la presencia de grupos amino y anillos arométicos respectivamente.
Sin embargo, los resultados obtenidos después de realizar numerosos experimentos
incluso hasta agotar las muestras, eran bastante ilégicos por lo que se llego a la conclusién
de que probablemente el anillo aromético asf como el grupo amino que compone a la
vinilpiridina interfirieron en las determinaciones evitando asf comprobar la remocién de la
plantilla de los polfmeros estampados molecularmente. Sin embargo, como se verd mas
adelante existe evidencia de que éste suceso sf ocurri6, ya que uno de los tres polimeros es

capaz de ligar especificamente LF a partir de una mezcla compleja de proteinas.
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Figura 9. Polimeros Estampados Molecularmente MIP;, MIP;
asi como sus respectivos Blancos.

5.2.2 Enfrentamiento del limero estampado molecularmente con una solucién
compleja de LF.

Los MIP’s (MIPy, MIP2, y MIP3) asf como sus respectivos blancos (B, B2 y Bs), fueron
enfrentados a una solucién compleja de concentracién conocida (patrén de LF comercial
Bioferrin ™ 2000, E.U.A. a 15 mg/mL), para determinar la capacidad de sorcién de los
polimeros sintetizados mediante una disminucién de protefna libre. Es importante
mencionar que para la determinacién de este pardmetro fue necesario centrifugar los
polimeros para después tomar una alicuota de los sobrenadantes (SN) restantes,
determinando en ellos la disminucién de protefna por medio de una electroforesis nativa
en gel de poliacrilamida, analizando los resultados mediante el programa Molecular
Analyst Software, version 1.5,
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Los resultados en cuanto a la capacidad de sorcién de los MIP’s y sus B’s se
presentan en la grafica 2.

E‘

]
§

LF inicial MP1 B1 MF2 B2 MF3 B3

Griéfica 2.- Concentracién de proteina (determinada por electroforesis nativa utilizando el
programa Molecular Analyst Software, versién 1.5) (ug/mL) presente en los SN de los polimeros
estampados molecularmente (MIP;, MIP,, y MIP;) asi como la de sus respectivos blancos (By, B2 y

B3) después de haber sido enfrentados al patrén de LF comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.).
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Al observar la grafica 2, aparentemente la concentracion de proteina en los SN’s de
cada MIP, asi como la de sus blancos, es diferente en comparacién con la del patré6n inicial
de LF; sin embargo, el andlisis estadistico aplicado a estos datos arroj6 que solo la
concentracion del SN perteneciente al MIP; era diferente (a=0.006), por tanto no existe
diferencia significativa en las demas concentraciones, incluyendo la de su propio blanco
(B1) con respecto al patrén inicial.

Por tanto la disminucién de proteina en el SN del MIP; demuestra que solo éste
polimero es el tnico que posee la capacidad de absorber proteina después de enfrentarse a
una solucién compleja de LF, por lo cual para el resto de la investigacién solo se utiliz6 el
MIP;.

Se utiliz6 la técnica de electroforesis nativa (EFN) con la finalidad de evaluar la
especificidad del MIP;, ya que por medio de su uso se puede conocer si el MIP; liga
especfficamente LF o bien, a cualquier otra protefna. Ademés permite conocer la

proporcion en que lo hace.

5.2.3 Eficiencia en la capacidad de sorcién del MIP, y B; sobre el patrén de LF comercial

(Bioferrin™ 2000, E.U.A.). Determinada por Electroforesis nativa.

Para comprobar el efecto del MIP; después de haber sido enfrentado al patrén de LF
comercial (Bioferrin ™ 2000, E.U.A.), se realiz6 una electroforesis nativa en gel de
poliacrilamida T= 10 %, inyectando solo los SN’s pertenecientes al MIP; y B; asf como una
solucién del patrén de LF a una concentracién de 1.5mg/mL (hay que recordar que ésta
consta de 4 protefnas distintas), por lo tanto, con este ensayo se comprobarfa la

funcionalidad del polimero asf como su especificidad. Los resultados se presentan en la
figura 10.
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Fig 10. Electroforesis nativa en gel de
i Poliacrilamida T=10% tenido con Sypro
l § - - Orange Protein Stain.
L .« w
Carriles: 1.-Patrén de LF inicial (Bioferrin™
2000, E.U.A. 1.5mg/mL); 3.- SN del MIPy;
5.- SN del B,
1 3 5

Se pueden observar en el gel de electroforesis (fig 10) las bandas correspondientes a
los SN’s del B: y MIP;; éstas se observan menos intensas que las bandas del patr6n de LF,
lo cuél indica que hay una disminucién en la concentracion de protefna en los
sobrenadantes de los polfmeros enfrentados, y por tanto, ambos polimeros absorbieron
protefna.

Si comparamos entre sf las bandas de LF de los SN B1y MIPy, se observa que en éste
altimo la banda de LF es menos intensa, por tanto el polimero estampado molecularmente
MIP; absorbi6 mayor cantidad de LF. Probablemente este resultado se debe a que el MIP;
posee una cavidad que liga especificamente LF a diferencia de su blanco, por lo que al
momento de haber sido enfrentado a la solucién compleja de protefnas, éste absorbi6
mayor cantidad de LF.
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Para realizar un estudio cuantitativo sobre las concentraciones de los sobrenadantes
de los polimeros, se utiliz6 el programa Molecular Analyst Software version 1.5, donde se
tom6 en cuenta cada una de las bandas presentes en cada carril, obteniéndose asf la
concentracion total de cada muestra; asf mismo, se calcularon las proporciones de cada una

de las proteinas presentes. La comparacién de los resultados se presentan en la tabla 11,

Tabla 11. Concentracién de proteina presente en cada una de las bandas
observadas en el gel de electroforesis (figura 10).

‘ Muestra | No. Concentracién Proporciones ‘
| | Bandas (mg/ml) | %
| PatréondeLF | 1 0.031382598 2092173214 |
| inicial | 2 0.099455431 6.630362069 |
| 3 0.140138373 9342558185 |
4(LP) 1.229023598 81.93490653 |
I | | Total=15 ,
| SNMIP; ‘ 1 | 0.011007755 6.85127531 |
: : 2 0.029193712 1817029509 |
! 3 0.020769607 12.92709533 ‘
4L 0.099696169 62.05133581
I Total=0.160667 |
SN B1 1 0.056670884 9.619317476
2 0.037469494 6.360072985 ‘
3 0.065498888 1111778173 |
4(LF) 0.429496973 7290282801 |
] Total=0.589136 ]

Con los resultados de la tabla 11 se observa que ambos polimeros absorbieron
protefna, sin embargo, el MIP; fue el que absorbi6 mayor cantidad de protefna.
Comparando las concentraciones de cada una de las bandas, se obtiene que la banda de LF
perteneciente al patr6n de LF tiene una concentracién de 1.23 mg/mL, lo que representa el
82% de la concentracién inicial de protefnas, mientras que la del SN del MIP: tiene 0.01
mg/mL lo que representa el 62%, esto significa que hubo una disminuci6én del 24.26 % con
respecto a la concentraci6n original.

60



Capitulo Cinco Resulta Discusién.

La concentracién de LF en el SN del B; es de 0.43 mg/mL, lo que representa el 73%
por tanto, se obtiene una disminucién del 11.02%.

Con los resultados de la tabla 11, se comprueba que efectivamente el MIP1 posee
mayor capacidad de sorcién frente a la lactoferrina, y se confirma también que tiene
especificidad por la misma, ya que al observar la columna de proporciones solo el valor
correspondiente a la LF en el MIP; disminuye, mientras que los otros valores aumentan.
Este comportamiento también se observa en el B; sin embargo, la diferencia entre estos dos
polimeros en cuanto a su capacidad de sorcién frente a la LF es considerable.

Para observar mejor este comportamiento se graficaron los resultados como se
muestra en la gréfica 3, tratando de ilustrar la disminucién de protefna en cada una de las
bandas de los SN del MIP1 y By, con respecto a las del patrén de LF comercial (Bioferrin ™
2000, E.U.A.), después de haber sido enfrentados.
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Concentracién (mg/mL)

B1

MP1 Banda 3

Grifica 3.- Disminucién de proteina de cada una de las bandas de los SN del MIP; y B, después
de haber sido enfrentados a una solucién del patrén de LF comercial (Bioferrin™ 2000, E.U.A.).

Como se puede observar en la grafica 3, en general hay un comportamiento
decreciente de la concentracién de protefna de cada una de las bandas, incluyendo la LF de
los SN’s pertenecientes al B1 y MIPy, con respecto a la concentracién inicial.

Sin embargo, si comparamos entre si la banda correspondiente a la LF del SN del B;
con la del SN del MIPy, se observa que existe una diferencia significativa en la
concentracién de LF, lo que comprueba la especificidad del MIP; para ligar LF a diferencia
de su propio blanco, que también absorbe, pero es notorio que su funcionalidad es baja,
pues no absorbe la misma cantidad de LF.
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5.2.4 Eficiencia en la capacidad de sorcién del MIP; y By sobre el patrén de LF comercial
(Bioferrin™ 2000, E.U.A.). Determinada por complejacion del Fe3* con el i6n SCN-.

La lactoferrina es la tinica protefna del suero de leche que posee dos dtomos de Fe3*
dentro de su estructura, por ello se decidi6 aprovechar esta propiedad para cuantificar de
manera indirecta la cantidad de LF presente, utilizando una reaccién muy comin en la
industria de alimentos:

Fe* + SCN- ~—” [FeSCN]?>»
(rojo)
Cuando se adiciona el i6n tiocianato a una solucién de un hierro (III) acuoso, se

forma un complejo de color rojo sangre.

Como primer paso se determiné el espectro de absorcién del complejo [FeSCIN]?*
para encontrar la longitud de onda a la cual presentaba la maxima absorbancia, el cual se

presenta en la grafica 4.

—— 505 nm

o
@

absorbancia
(=]
[+}]
T

0.4 -
0.2 1
0 L) T T
0 200 400 600 800
nm

Grafica 4 .Espectro de absorcién del complejo [FeSCN]*-
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La longitud de onda donde se observé la mixima absorcion fue de 505 nm, longitud

a la cual se midieron todas las determinaciones posteriores.

Se sabe que el color rojo absorbe a una longitud de onda alrededor de 500-515nm,

sin embargo, en este experimento no se sabfa si la intensidad del color rojo del complejo

formado era proporcional a la concentracién; por tanto se realizé una curva patrén de LF

para observar si efectivamente el comportamiento era de forma lineal. La curva patrén

obtenida se muestra en la grafica 5.

5 z: Patron Absy ‘ Abs; ‘ Abs;
£ de LF 505 nm 505nm 505 nm
2 04 (mg/mL) ] o)
' 8 03 20 | 01375 | 01422 | 0.1350
8 - 40 | 02107 | 02103 | 0203 |
2 60 | 04058 | 03230 | 02993 |
e 80 | 04165 | 04203 | 03960 |
5 i it 35 100 | 04412 | 05029 | 04982 |
Patr6n de LF (mg/mL)
Grafica 5.- Curva patrén de LF

P (mg/mL)= (Abs sos - 0.0498)/0.0044
R =0.9920
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Como se muestra en la gréfica 5, la intensidad del color rojo es proporcional a la
concentracion de LF, por tanto a los sobrenadantes del MIP; y By, asf como a una solucién
que contenfa al patrén de LF comercial (Bioferrin™ 2000, E.U.A.), se les aplico la técnica de
complejacion anteriormente descrita; los valores de absorbancia obtenidos del complejo
formado se interpolaron en la curva patr6n de LF, obteniéndose indirectamente la cantidad
de lactoferrina presente en los sobrenadantes del MIP: y Bi. Los resultados de estas

determinaciones se presentan a la tabla 12.

Tabla 12. Concentracién de LF presente en los sobrenadantes del MIP;, B,
y patrén de LF comercial.
Valores determinados por complejacién del Fe 3* y el ién SCN-.
Muestra X Lactoferrina | Disminucién de |
| (mg/mL) proteina

%

Patrén de LF comercial 31.66
(Bioferrin™ 2000, EU.A.)

MIP, 23.04 2722

B colde o UMK . SL6L.

El andlisis estadfstico aplicado a los resultados anteriores arroja que la concentracién
de LF en el SN del MIP1 es significativamente menor (a= 0.07285) ala del patr6n inicial
de LF. Asf mismo, la concentracion de LF en el Bl es igual a la del patrén de LF.
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Analizando graficamente los resultados, se observa claramente el efecto del MIP1 y
B1 con respecto a la concentraci6n inicial de LF (gréfica 6).

LF (mg/mL)

LF inicial LF final MIP LF final B

Grifica 6 . Efecto del MIP; y B, sobre el patrén de LF comercial (Bioferrin™ 2000, E.U.A.).
Comparaci6n de lactoferrina presente en los sobrenadantes del MIP; y B; con respecto a la del
patrén de LF. Determinada por complejacién Fe’*y el ién SCN-.

Observando el efecto del MIP: sobre el patrén de LF comercial, se encuentra que la
concentracién de lactoferrina disminuy6 el 27% con respecto a la concentracion inicial de
LF, aunque en el B se observa una disminucién del 1.06%, estadisticamente, éste tltimo es
igual al patrén de LF comercial (a » 0.1), lo que significa que el MIP: posee la capacidad de
absorber especificamente lactoferrina.
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Realizando una comparacién de los resultados obtenidos por la técnica de
electroforesis nativa (gréfica 3) con los obtenidos en la gréfica 6, se obtienen los datos de la
tabla 13.

Tabla 13. Comparaci6n porcentual de los valores obtenidos por
electroforesis y por complejacién del Fe 3 y el ién SCN-.

Disminucién de LF i
B en los SN’s %.
| Técnica oM | B
i Electroforesis nativa |  24.26 e
| Reaccion del Fe* con | 27.22 ‘ 1.61

Como se puede observar en la tabla 13, los resultados obtenidos por ambas técnicas
en cuanto a la disminucién de lactoferrina del SN MIP; coinciden; no existe diferencia
significativa entre ambos; sin embargo, hay una discrepancia con los obtenidos en el By, ya
que el valor obtenido por EFN es 11 veces menor que el obtenido por la técnica del Fe3*.

Por ello fue necesario realizar un estudio que permitiera analizar estas dos técnicas,
con la finalidad de conocer cuél de ellas es la que arroja resultados mas confiables.

El estudio consisti6 en realizar una curva patrén de LF por las técnicas de EFN y por
la del Fe** con el i6n SCN-, con el fin de comparar los coeficientes de correlacién, ya que
éstos arrojarfan informacién sobre cual de estas dos técnicas es la que presenta una mejor
linearidad.

Posteriormente fue necesario graficar la concentracién de LF determinada por EFN
contra la concentracién de LF determinada por la técnica del Fe*, asf como sus respectivas
desviaciones estdndar, para asf poder determinar cual de estas dos técnicas es la que
presenta mayor dispersion. Los resultados se presentan en las graficas 7, 8 y 9.
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Capitulo Cinco
Cunva Patron de LF por Electroforesis
30000.0-
1 Y=21159 X - 3907.25
- i R=0.7485
O 225000
s ]
o 1
F ~
® 150000
g
o
= I
O 750001
00+
0.0 300 60.0 90.0 1200
concentraciéon LF (mg/mL)
Grifica 7.- Curva patrén de LF determinada por la técnica de EFN.
e F
Curva Patrén de LF por determinacion de Fe
1.0
i Y=10.0102 X - 0.0635
E 4 R=10.9859 .
B s
o I
o
o 1
m -
£ 0.5
o 4
7 |
Q
< ]
0.3
4
1
_I
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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concentracion LFmg/mL
Grifica8.- Curva patron de LF determinada por la técnica del Fe* con el i6n SCN-.
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y = 0.965x + 2.0545

Concentracién LF (mg/mL) por Fe3+

0 . . . - v v v v T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Concentracion LF mg/mL por EFN

Grifica 9.- Relacién grifica de la concentracién de LF obtenida por la técnica de EFN y la
obtenida por la técnica del Fe** con el ién SCN- asi como sus respectivas
desviaciones estindar..

Si comparamos entre sf las curvas patron (gréficas 7 y 8), se puede observar que la
curva obtenida por EFN presenta una gran dispersion en los datos, a diferencia de la
grafica 8, donde la dispersion es muy pequefia; asf mismo, los coeficientes de correlacién
nos indican que existe una mejor linearidad en los datos obtenidos por la técnica del Fe*,
lo que significa que esta técnica es mucho mas precisa y confiable en los resultados que
arroja, que la técnica de EFN.

En la gréfica 9, se demuestra que efectivamente la técnica menos precisa es la de
EFN, debido a que presenta desviaciones estdndar muy grandes (lineas rosas), en
comparacién con las del Fe>* (lineas azules), lo que indica que existe una alta probabilidad
de error en los resultados que arroja. Asf mismo se observa que, a concentraciones altas de
protefna, la técnica de EFN se vuelve més imprecisa, ya que no distingue diferencias entre

concentraciones mayores a 50 mg/mL.
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se obtuvieron tres polimeros estampados molecularmente,
donde solo uno demostré poseer la capacidad de absorber lactoferrina.

Con los resultados obtenidos se demostré que el MIP; es el tnico capaz de ligar LF
de una solucién compleja de protefnas, en una proporcién del 27%, mientras que su blanco
solo es capaz de ligar el 1.02% de LF respecto a la concentraciéon original, lo cual es un
resultado importante pues se demuestra que la técnica de Estampado Molecular podrfa
servir para la recuperacién de la lactoferrina por lo que se comprueba la hip6tesis
planteada. Se tiene claro que a las condiciones a las que fueron sintetizados los MIP’s son
condiciones de desnaturalizacién para la LF por lo tanto, no se podrfa obtener un
estampado molecular completo de la molécula de LF. Sin embargo, estos resultados
sugieren que probablemente solo una parte de la LF es la que fue estampada, tal vez sea
un péptido pequeiio, un dominio, los aztcares que la componen o el mismo Fe** son los
que esta reconociendo especificamente el polimero (MIP;) al momento de enfrentarlo con
una solucién compleja de LF.

Por otra parte, se sugiere que se logré la remocién de la plantilla del MIP; debido a
que las interacciones que se producen entre el polfmero y la plantilla son de caracter débil
asf mismo, el grado de entrecruzamiento de las moléculas del polimero formado
probablemente no era muy grande, ya que permiti6 remover la molécula plantilla (LF
pura) al momento del lavado; esto puede ser porque la vinilpiridina es una molécula
grande que al momento de enlazarse con otras moléculas deja espacio entre las mismas,
permitiendo que sea més flexible la remocién de la plantilla, dando asf lugar a que se
forme la cavidad que solo reconoce a la LF. Posteriormente, al enfrentar el polimero a una
solucién que contenfa la molécula estampada, éste tuvo la capacidad de absorberla
especificamente debido que a tenfa libre la cavidad formada. Probablemente en los otros
dos polimeros: MIP2 y MIP;, el grado de entrecruzamiento de las moléculas fue tan grande
que atraparon a la plantilla (LF pura) y no permitieron removerla al momento del lavado,
una razon de ello podria ser, que estos dos polimeros fueron hechos con vinilpiridina y
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4cido metacrilico, donde éste Gltimo es una molécula muy pequefia que al unirse a otras
moléculas form6 una red muy compacta evitando la remoci6n de la plantilla; por lo tanto,
cuando se enfrentaron a la solucién patrén, la cavidad se encontraba ocupada y por eso no
fue posible la sorci6n.

El presente estudio sirvi6 para abrir puertas a otras investigaciones que tengan el fin
de mejorar la técnica establecida para asf obtener mejores resultados en la recuperacién de
la lactoferrina u otras moléculas complejas.
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PERSPECTIVAS

El grado de complejidad para lograr el objetivo general del presente estudio de
investigacion era muy alto: lograr desarrollar un polfmero estampado molecularmente que
sorbiera una molécula de gran tamafio no es nada sencillo, debido a que este campo falta
mucho por investigar sobre la técnica de estampado molecular; sin embargo, los resultados
obtenidos en este estudio son muy buenos y satisfactorios, ademas de que son el comienzo
de otra investigacion posterior, porque demuestran que realmente la técnica funciona, y si
se perfecciona se pueden llegar a obtener mejores resultados.

Para lograrlo, propongo realizar diferentes polimerizaciones variando la cantidad
de entrecruzante, asf como probar distintos medios de reaccién (solventes); lo importante
es que todos los compuestos utilizados sean solubles en el solvente, sin embargo, entre mas
polar sea el medio, menos especifico serd el polimero. Asf mismo, se puede variar la
cantidad de la molécula a estampar: obviamente entre mas grande sea, mayor sera la
probabilidad de interaccién con los monémeros funcionales.

Si se llega a mejorar el resultado obtenido y se logra recuperar la lactoferrina a partir
del suero de leche, entonces existirdn un sinfin de metas por cumplir, por ejemplo: se
puede disefiar una leche enriquecida con lactoferrina para aquellos bebés que sus madres

no pueden proporcionarles leche materna.

72



Capitulo Ocho Bibliografia

BIBLIOGRAFIA

t1 Abdallah F. y Chahine J. (2000). Transferrins : Iron release from lactoferrin. Journal of
Molecular Biology 303, 255-266.

EQ Alais C. (1998). Ciencia de la leche. Principios de la técnica lechera. Continental, SA de
CV. México, pp 40-50, 70-90.

() Alais C. (1985). Ciencia de la leche. Principios de técnica lechera. 4° edici6n. Reverte, SA
de CV. Espafia, pp 122-149.

(3 Amiot J., Bergeron L., Blais A., Bonin G. y Boudreaw A. (1992). Ciencia y Tecnologia
de la leche. Principios y Aplicaciones. Acribia, SA. de CV. Espatfia, Zaragoza, pp 1-3, 20-
25, 31-32.

£ Armendariz M. (2001). Molecularly imprinted polymers; new molecular recognition,
materials for selective solid-phase extraction of organic compounds. Fresenius Journal of
Analytical Chemistry 370, 795-802.

£3 Badui D. (1993). Quimica de los Alimentos. 3" edicion. Alhambra. México, pp 321-340.

(0 Blackberg L. y Hernell O. (1980). Isolation of lactoferrin from human whey by a single
chromatographic step. FEBS Letters 109, 180-184.

L Buchhoz H. y Scheper T. (2000). Whey Proteins of milk; components functional in foods.
International Dairy Journal 9, 226-231.

(d Chen W,, Sung C. y Lin F. (2001). Molecular recognition in imprinted polymers;
thermodynamic investigation of an analyte binding using microcalorimetry. Journal of
Chromatography A 923, 1-6.

0 Dubois M., Gilles K., Hamilton ]., Rebers P. y Smith F. (1956). Colorimetric method
for determination of sugar relates substances. Analytical Chemistry 28 (3), 350-356.

£ Ebbing D.(1997). Quimica General. 5* edici6én. McGraw-Hill. México, DF., pp 979.

(0 Farnaud S. y Evans R. (2003). Lactoferrin a multifunctional protein with antimicrobial
properties. Molecular Immunology 40, 395-405.

L3 Fox P.y McSweeney P. (1998). Dairy Chemistry and Biochemistry. Blackie Academic
and Professional. Reino Unido, pp 1,21-40, 56-62.

73



Capitulo Ocho Bibliografia

(1) Garcfa-Garibay M., Quintero R. y Lopez M. (1993). Biotecnologia Alimentaria. Limusa.
Meéxico, DF., pp 153-156, 196-198.

(3 Goldenberg D. (1990). Analysis of protein conformation by gel electrophoresis en Protein
Structure: a Practical Approach. Creighton. T. E. Oxford University Press. Inglaterra,
PP 225-250.

(d Hsiang S. y Hsiung Y. (1999). Various forms of mouse lactoferrins, purification an
characterization. Journal of Chromatography B 726, 45-52.

(1 Lowry O., Rosebrough N., Farr A. y Randall R. (1951). Protein measurement with the
folin phenol reagent. Journal of Biological Chemistry 193, 265-275.

(0 Miller G. (1959). Use the Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing
Sugar. Analytical Chemistry 31, 426-428.

(1 Moore S., Anderson B., Groom C., Haridas M. y Baker E. (1997). Three-dimensional
Structure of diferric bovine Lactoferrin at 2.8 A Resolution. Journal of Molecular Biology
274, 222-236.

£ Nicholls 1, Adbo K., Andersson H., Ankarloo ]. (2001). Can we rationally design
molecularly imprinted polymers?. Analytica Chimica Acta 435, 9-18.

(0 Ohashi A.,, Murata E., Yamamoto K., Majita E. y Sano E. (2003). New functions of
lactoferrin and B-casein in mammalian milk as cysteine protease inhibitors. Biochemical
and Biophysical Research Communications 306, 98-103.

EQ Pedersen L. y Mollerup J. (2003). Whey proteins as a model system for chromatographic
separation of proteins. Journal of Chromatography B 790, 161-173.

(1 Piletsky S., Alcock S. y Turner A. (2001). Molecular imprinting: at the edge of the third
millennium. TRENDS in Biotechnology 19 (1), 9-12.

1 Rachkov A. y Minoura N. (2001). Towards moleculary imprinted polymers selective to
peptides and proteins. The epitope approach. Biochimica et Biophysica Acta 1544, 255-
266.

3 Riechel P., Weiss T., Weiss M. y Ulber R. (1998). Determination of the minor whey
protein bovine Lactoferrin in cheese whey concentrates with capillary electrophoresis.
Journal of Chromatography A 817, 187-193.

74



Capitulo Ocho Bibliografia

(3 Sawyer L., Kontopidis G. y Wu S. (1999). p-lactoglobulin a three dimensional perspective.
International Journal of Food Science and Technology 39, 409-418.

(1 Scopes R. (1986). Protein Purification. Principles and practice. E.U.A., pp 240-243, 245-
253.

(0 Sharma A., Paramasivam M., Srinivasan a., Yadav M. y Singh T. (1998). Three-
dimensional Structure of Mare Diferric Lactoferrin at 2.6 A Resolution. Journal of
Molecular Biology 289, 303-317.

(Q Sharma S., Kumar P., Betzel C. y Tej P. (2001). Structure and function of proteins
involved in milk allergies. Journal of Chromatography B 756, 183-187.

(1 Spreer. (1992). Lactologia Industrial. 6* edici6n. Acribia, SA. de CV. Espafia, Zaragoza,
pp. 527-530.

(8 Takeuchi T. y Haginaka . (1999). Separation and sensing based on molecular recognition
using molecularly imprinted polymers. Journal of Chromatography B 728, 1-20.

(0 Timasheff S, Townend R. y Weinberger L. (1960). Molecular interactions in p-
lactoglobulin IV. The Dissociation of p-lactoglobulin below pH 3.5. Journal of the
American Chemical Society 82, 3175-3179.

(J Tomé D. y Debabbi H. (1998). Physiological Effects of Milk Protein Components.
International Dairy Journal 8, 383-392.

tQ Tsuda H., Sekine K., Kuhara T. y Takasuka N. (2000). Milk and dairy products in
cancer prevention; focus on bovine Lactoferrin. Mutation Research 462, 227-233.

€3 Ulbricht M., Belter M., Langenhangen U. y Weigel W. (2002). Novel molecularly
imprinted polymer MIP, composite membranes via controlled surface and pore
functionalizations. Desalination 142, 293-295.

0 Varnam A. y Sutherland J. (1994). Milk and milk products. Technology, chemistry and
microbiology. Chapman and Hall. Gran Bretaiia, pp 10-15.

(3 Walstra P. y Jenness R. (1987). Quimica y Fisica Lactoldgica. Acribia, SA de CV.
Espafia, pp 24-30, 90-102.

1 Walstra P., Geurts T., Noomen A., Jellema A. y Boekel M. (2001). Ciencia de la leche y
tecnologia de los productos ldcteos. Acribia, SA de C.V. Espafia, pp 39-43, 108-114.

75



Capitulo Nueve Apéndice

9.1 Curvas Patrén

1) Curva Patrén de proteina (Lowry).

P (ug/mL)= ( Abs ss0- 0.0497) / 0.001965

R =0.9976
12
SA Abs: Abs;
g 14 (ug/mL) | 59 nm | 590 nm |
g-:' 100 | 02378 | 02379 |
é 0‘4“ 200 | 04603 | 0.429% |
g 0'2_ ..300.,._ { 0‘6357 [ 0'&339 |
4 . . 400 | 08348 | 0.9087 |
0 200 400 600 500 | 1.0042 | 1.0010 |
Concentracién SA (pg/mlL).
SA= Albumina sérica bovina
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2) Curva Patron de Aziicares Reductores (DNS).
P (ug/mL)= ( Abs s« - 0.069019 ) / 0.00062634
R = 0.9997
£ 15
E glucosa Absz
g 1] (p_yml.“ 540nml
g 300 | 02444 | 0.2446 |
£ %% 500 | 039%1 | 03821 |
3, 1000 | 07205 | 0.7061 |
0 500 1000 1500 2500 1500 | 09897 | 1.0106 |
aziicares reductores ( pg/mL ) 2000 | 13347 | 13046 |

3) Curva Patr6n de Aztcares Totales (Fenol-Sulftrico).

P (ug/mL)= ( Abs 40 - 0.22415) / 0.0100165

150

R =0.9956

14 =
E 12
=
g '
= 0.8
[*]
E 06

0.4
3 0.2 1

0 - .
0 50 100
concentracién (pg/mL)

glucosa | Abs: | Absz E
' (pg/mL) | 490nm | 490 nm |

20 | 04511 | 04089 |
40 | 05916 | 06334 |
60 | 08201 | 08816 |
|
I

80 | 09749 | 1.0029
100 | 1193 | 1.2939
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4) Curva patrén de peso molecular 1 (alto rango, T=10%).
PM (kDa) = 10 " (5.4132 - 1.1019 rf)

R= 0.9914
5.4
53
5.2 - —_—
55‘1- Proteina | PM | of ‘
5 1 | kDa |
z :‘g' Miosina | 200 | 013 |
o B-Galactosidasa | 11625 | 03 |
48 Fosforilasab | 974 | 038 |
45 : ‘ - Sercalbimina | 662 | 05 |
0 0.2 0.4 06 0.8 Ovoalbimina | 45 | 072 |
fF esténdar
5) Curva patrén de peso molecular 2 (alto rango, T=10%).
PM (kDa) = 10 " (5.38 - 1.3371 rf)
R= 0.9836
5.4
53{ e
=3 52 3 SR R
] Proteina | PM ‘ rf ‘
=
- | kDa
S io Miosina | 200 | 0099 |
4k ¢ RGalactosidasa | 11625 | 0216 |
47 = Fosforilasab | 974 | 0273 |
456 1 _ Seroalbimina | 662 | 0386 |
45 T T T Ovoalbtmina | 45 | 0575 |
0 0.2 0.4 0.6 0.8
f estandar
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