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RESUMEN

Durante la elaboracién del queso, la k-caseina es hidrolizada
por la renina (Quimosina E.C.3.4.23.4) en el enlace peptidico
Fen'®-Met'® generando dos fracciones: la para-«-caseina y el
glicomacropéptido (GMP) que se libera al lactosuero. EIl GMP
presenta una estructura quimica particular donde predominan
los aminoacidos con cadena lateral ramificada, no presenta
aminoacidos aroméaticos y contiene carbohidratos unidos a re-
siduos de treonina; por esta razén se le ha atribuido una varie-
dad de actividades bioldgicas. Se ha estimado que en Vene-
zuela se generan alrededor de 713 toneladas de lactosuero
anualmente. Un volumen considerable de este subproducto se
produce en el estado Zulia, constituyéndose esto en una fuen-
te de péptidos y proteinas de alta calidad nutricional que esta
siendo subutilizada. Con el propésito de evaluar el aislamiento
y rendimiento del GMP a partir de la precipitacion de lactosue-
ro de ricotta con acido tricloroacético 50%, se realizaron 6 ex-
tracciones con este acido a 50 mL de cada tipo de suero anali-
zado: suero ricotta, suero comercial resuspendido y suero &ci-
do (control negativo). Se verific6 mediante pruebas quimicas y
PAGE-SDS 15% de manera indirecta, la presencia de GMP en
las preparaciones obtenidas. Se observaron bandas de 6,5;
18,3 y 19,0 kDa en suero ricotta y suero comercial resuspendi-
do. Las bandas de 18,3 y 19,0 posiblemente correspondan a la
forma trimérica del péptido. El rendimiento del GMP en térmi-
nos de proteinas fue en promedio 1,17 mg/50mL (1,17%) y
4,51 mg/50mL (0,81%), para suero ricotta y suero comercial,
respectivamente. Los resultados indican que es factible obte-
ner preparaciones del GMP, sin embargo, para plantear la pro-
duccién a escala industrial de este péptido para su aprovecha-
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miento, se requiere evaluar otros procedimientos donde se ob-
tenga a bajo costo una preparacién purificada del GMP.
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ABSTRACT

During cheese manufacturing «-casein is hydrolyzed by rennin
(Quimosine E.C.3.4.23.4) on peptidic bond Fen'®- Met'® re-
leasing two fractions: para-k-casein and glycomacropeptide
(GMP). GMP shows a particular chemical structure in which
ramified lateral chain aminoacids prevail, without aromatics ami-
noacids, but with carbohydrates short chains linked to some
threonine residues; because of this, a variety of biological activi-
ties have been attributed to molecule. It has been considered
that in Venezuela, 713 tons of whey are generated annually. An
important volume of this byproduct is produced in the Zulia
State, becoming itself a source of peptides and proteins of high
nutritional quality that has been subused. With the purpose of
evaluating GMP isolation and yield from ricotta whey precipita-
tion with 50% trichloroacetic acid treatment, 6 extractions where
performed with this acid to 50 mL of each analyzed whey: ricotta
whey, resuspended commercial whey and acid whey (negative
control). By means of chemical tests and PAGE-SDS 15%, indi-
rect presence of GMP was verified in all preparations. Bands of
6.5, 18.3 and 19.0 kDa were observed in ricotta and commercial
whey. Bands of 18.3 and 19.0 possibly correspond to the pep-
tide trimeric structure. GMP yield in terms of protein content was
1.17 mg/50mL (1.17%) and 4.51 mg/50mL (0.81%), for ricotta
and commercial whey, respectively. Results show that it feasible
to obtain preparations of GMP, however, in order to produce this
peptide industrially for its use, evaluation of low cost procedures
for GMP puirification is required.

Key words: Glycomacropeptide, PAGE-SDS, whey.
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INTRODUCCION

Durante la primera etapa del proceso de elaboracion de
quesos mediante coagulacion enzimatica, la renina (Quimosi-
na E.C.3.4.23.4) hidroliza el enlace peptidico Fen'%5- Met'% de
la k-caseina (169 a.a), originando dos fracciones: la para k-
caseina (1-105), que precipita junto al coagulo de caseinas, y
el glicomacropéptido o GMP (106-169), el cual permanece
soluble en el suero junto a otras proteinas séricas (-lactoglob-
ulina, a-lactoalbumina, albumina sérica bovina y otras protei-
nas minoritarias) [9].

El GMP es un péptido hidrofilico C-terminal constituido
por 64 residuos de aminoacidos que presenta una masa mole-
cular aproximada de 6000 a 8000 Da en su forma monoméri-
ca. Su estructura posee hasta cuatro cadenas glucosidicas de
acido sialico-galactosa-N-acetil galactosamina que estan uni-
das a residuos de treonina en seis posiciones diferentes (121;
131; 133; 136; 142 y 165). Los aminoacidos constituyentes de
este péptido son principalmente de cadena ramificada, carece
de aminoacidos aromaticos (Phe, Trp, Tyr) y ademas contiene
0,4% de fésforo [9, 31]. Investigaciones recientes estiman que
el GMP esta presente en el suero de queseria (o lactosuero)
en concentraciones de 1,2-1,5 g/L, lo cual constituye entre el
10 - 25% de la proteina sérica [24].

Este péptido presenta una solubilidad muy variable en
soluciones de acido tricloroacético dependiendo de la x-casei-
na de la cual derive, ya que ésta es una proteina heterogénea
con dos variantes genéticas (A y B) que presentan diferentes
grados de glicosilacion [29].

Diversos estudios [4, 12, 24] han reportado una variedad
de actividades biologicas para el GMP, entre ellas destacan: Inhi-
bicién del crecimiento de bacterias responsables de las caries
dentales, modulador de las secreciones gastricas, promotor del
crecimiento de bifidobacterias, actividad antiviral, prevenciéon de
diarreas infecciosas, supresion del apetito, entre otras. Ademas
se ha sefialado que este péptido puede ser el precursor de otros
péptidos con actividad antitrombotica [4, 24]. Todas estas activi-
dades han sido atribuidas a las propiedades quimicas-estructura-
les particulares de este péptido, principalmente a la presencia de
las cadenas heterogéneas de carbohidratos [4].

Desde 1990 se han venido desarrollando métodos para
detectar la presencia del GMP como indice de adulteracion de
leche por agregado de suero [7, 23, 25]. Otros estudios se han
orientado al aislamiento o purificacion del GMP a partir de
k-caseina o suero de leche de bovino aplicando cromatografia
de exclusion molecular [2, 30], cromatografia de interaccion hi-
drofébica [21, 28], cromatografia de intercambio i6nico [8, 26],
precipitacion con acido tricloroacético (ATC) [16] o mediante el
uso de membranas de dialisis o ultrafiltracion [1, 16]. La mayor
parte de dichas investigaciones han tenido como proposito es-
tudiar la secuencia de aminoacidos, estructura y variantes
existentes del GMP, pero no se han reportado tablas de purifi-
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cacion y/o el rendimiento de este péptido u otras proteinas a
partir de suero proveniente de la elaboracion de quesos por
coagulacién enzimatica. La precipitaciéon del GMP con acido
tricloroacético (ATC) al 50% ha sido uno de los métodos mas
usados. Basados en el principio que la mayoria de los pépti-
dos y proteinas forman sales insolubles en presencia de ATC,
en algunos estudios aislan el GMP en el sedimento después
de la precipitacion [1, 11, 16, 23, 26].

En Venezuela, y particularmente el estado Zulia, se ge-
neran aproximadamente 713 toneladas de lactosuero producto
de la elaboracién quesos palmita, mozarella, de afio, entre
otros; y de otros productos lacteos (ricotta, requesoén). Gran
parte de este lactosuero es utilizado directamente en la ali-
mentacion de cerdos (Sus scrofa). Otro uso que se le ha dado
es la fertilizacion de pastos al afadirlo al agua de riego y en
menor cuantia, es desechado en cuerpos de agua ocasionan-
do problemas de contaminacién al ecosistema [10].

Considerando que el lactosuero constituye una fuente
importante de péptidos y proteinas que esta siendo subutili-
zada, este trabajo tuvo como propésito aislar y recuperar el
GMP a partir de suero proveniente de la elaboracién de rico-
tta, mediante precipitacion con acido tricloroacético y PAGE-
SDS. Esto con la finalidad de evaluar uno de los métodos me-
nos laborioso y costoso para el aislamiento de este péptido,
de manera que a mediano o largo plazo, se establezcan las
condiciones experimentales que permitan producirlo de la
manera mas pura, a escala industrial.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron tres tipos de suero los cuales fueron deno-
minados de la siguiente manera:

a) Suero ricotta: lactosuero derivado de la elaboracion
de ricotta donado por la empresa Venelacteos C.A. ubicada en
Santa Rosa de Agua, municipio Maracaibo, estado Zulia. El
suero fue transportado hasta el laboratorio bajo refrigeraciéon
(-10°C) al cabo de 30 - 40 min.

La elaboracién de ricotta (en Venezuela y cualquier otro
pais) involucra la desnaturalizacion de las proteinas del lacto-
suero a temperaturas entre 85- 90°C y la precipitacion isoeléc-
trica de las caseinas residuales a pH 4,6 [18]; por lo que el
suero obtenido constituye un lactosuero parcialmente despro-
teinizado ideal para aislar el GMP ya que bajo estas condicio-
nes, el péptido se mantiene en solucién y se tiene menos inter-
ferencia con las otras proteinas séricas.

b) Suero comercial: se utiliz6 el producto Whey Protein
Natural Source BCAA de GNC® y se resuspendié para pre-
parar una suspension al 7% p/v en agua destilada, a fin de
reproducir la concentracion de proteinas presente natural-
mente en el lactosuero. La tabla nutricional de este producto
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indica la presencia de todos los componentes proteicos del
lactosuero, por lo tanto, éste se incluyé como control positivo
para el aislamiento del GMP.

c) Suero acido: obtenido por coagulacién de leche fluida
completa recién ordefiada, mediante adicién de acido acético
al 30%. Este suero, obtenido por hidrélisis quimica de la
k-caseina no contiene GMP, razén por la cual se incluyé como
suero control negativo.

De cada uno de los sueros se obtuvo aproximadamente
1L, se homogenizaron por separado mediante agitacion ma-
nual y se centrifugaron a 5000 g durante 30 minutos en centri-
fuga marca IEC modelo K3/4 HP (EUA), a fin de eliminar cual-
quier material insoluble. Para cada aislamiento se utilizé 50 mL
del sobrenadante de cada suero.

Se analizaron 6 muestras por tipo de suero, por lo que
se realizaron en total 18 aislamientos o extracciones de GMP.

Aislamiento del GMP

Para el aislamiento del GMP se sigui6é la metodologia
descrita por Olieman y Van den Benden [23]; Pinto y col. [25],
modificada por Galindo y col. [11]. A un volumen de 50 mL de
suero ricotta, suero comercial resuspendido y suero acido, se
agregd lentamente y con agitacion constante 25 mL de ATC al
24%, se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora.
El precipitado resultante se separ6 por centrifugacion a 4°C y
5300 g, utilizando una centrifuga refrigerada marca HETTICH
modelo 32R (Alemania), durante 10 minutos. A 30 mL del so-
brenadante se le agregd 8 mL de solucion de ATC al 50% y se
dej6 en reposo a 4°C durante 1 hora, las preparaciones fueron
centrifugadas bajo las condiciones descritas anteriormente y el
precipitado obtenido se lavé 3 veces con 10 mL de una mezcla
de etanol-éter etilico 1:1 mediante centrifugaciéon bajo las mis-
mas condiciones. El sobrenadante se dren6 por completo a fin
de eliminar los restos de la mezcla de solvente. El precipitado
se resuspendié hasta 200 pyL con buffer TRIS-HCI 0,005 M;
EDTA 1 mM; pH 7,2 y se mantuvo a -20°C hasta su uso.

Cuantificacién de proteinas totales

La concentracion de proteinas solubles totales de las dife-
rentes fracciones obtenidas en el aislamiento de GMP fue determi-
nada por el método de Bradford [3]. Para ello se prepard una
curva de calibracion de proteinas usando albumina sérica bovina
(BSA) como estandar en concentraciones desde 0 hasta 16
Mg/100uL y se midi6 la absorbancia en espectrofotdometro Smart
Spec 3000 marca BioRad (EUA), a 595nm. Utilizando la ecuacion
de los minimos cuadrados resultante de la curva de calibracién, se
calculé la concentracion de proteinas en cada muestra analizada.

Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato
de sodio (PAGE-SDS)

Los precipitados resuspendidos obtenidos del tratamien-
to de los sueros con ATC al 50%, fueron analizados por PA-

GE-SDS en una dimension y en condiciones disociantes, me-
diante el sistema buffer discontinuo de Laemmli [15]. Para ello
se utilizaron geles de 0,75 mm de espesor, el gel de apila-
miento al 4% contenia 1,3 mL de acrilamida: bis-acrilamida
(29,2:0,8); 2,5 mL TRIS/HCI 1M pH 6,8; 100 uL SDS 10%; 50
pL persulfato de amonio (APS) 10%; 10 yL N-N-N’-N’-Tetra-
metil-etilen-diamina (TEMED) y 6,1 mL de agua destilada (vo-
lumen final 10 mL). El gel de separacién al 15%, contenia 5
mL de acrilamida/bis-acrilamida (29,2:0,8); 2,5 mL de buffer
TRIS/HCI 1,5 M pH 8, 8; 100 pL de SDS al 10%; 50 uL de APS
al 10%; 5 yL de TEMED y 2,4 mL de agua destilada (volumen
final 10 mL). El ensamblaje del médulo de electroforésis, poli-
merizacion de geles, preparacion, aplicacion y corrida de las
muestras, se realizé siguiendo las instrucciones del manual de
la camara Mini Protean Il de BIO-RAD.

La tincién de los geles se realizd a temperatura ambien-
te y bajo agitacion constante con Azul de Coomassie R-250 al
0,2% en metanol: &cido acético: agua (25:10:65) durante 6-12
horas. Los geles fueron decolorados bajo agitacién, con una
solucién de metanol: acido acético: agua (25:10:65) hasta que
el fondo del gel se observara transparente. Después de deco-
lorarlos, los geles fueron mantenidos en una solucién de meta-
nol: acido acético: agua (5:10:85).

Las masas moleculares de las bandas de proteinas sepa-
radas en PAGE-SDS se calcularon a partir de una curva de cali-
braciéon construida al graficar el logaritmo de la masa molecular
de las bandas del estandar de amplio rango de BIO-RAD inclui-
do en cada gel, contra la movilidad relativa de los mismos.

Pruebas quimicas

A los precipitados obtenidos con ATC 50% se le aplicaron
las siguientes pruebas quimicas cualitativas segin describen
Robyt y White [26]. Bradford: 50 pL precipitado resuspendido y
500 pL de reactivo de Bradford. La aparicion de un color azul indi-
co la positividad. Sullivan: 100 pL de precipitado resuspendido y
100 pL de NaOH al 30%, se calent6é por 5 minutos a 100°C e in-
mediatamente se le adicionaron 50 pL de acetato de plomo. La
presencia de un precipitado negro indicé la positividad del ensayo.
Xantoproteica: se adicionaron 100 uL de precipitado resuspendi-
do y 100 pL de HNO; concentrado; se calenté por 5 minutos a
100°C. La aparicion de una coloracién amarilla indicé la positividad
del ensayo. Lowry: se agregaron 100 uL de precipitado resuspen-
dido y 500 pL de reactivo de Lowry (Na,COs al 2%; NaOH 0,1 M;
CuSOQO,4'5 H,O al 1%; tartrato de NaK al 2%) se dej6é reposar por
10 minutos y se agregd 100 pL de reactivo Fenol Folin-Ciocalteu
diluido 1:2 en agua destilada. El color azul indic6 un resultado po-
sitivo de la prueba. Molibdato-Vanadato: se adicionaron 100 pL
de precipitado resuspendido y 1 mL de reactivo molibdato-vanada-
to de amonio: mezcla 1:1 de una solucién 5% de molibdato de
amonio y 0,25% de vanadato de amonio. El color amarillo indico la
positividad de la prueba. Se incluyé H,PO4 como control positivo.

Con estos ensayos se verific6 de manera indirecta la
presencia o ausencia de ciertos grupos quimicos contenidos

297



Aislamiento y rendimiento del GMP mediante precipitaciéon de lactosuero con acido tricloroacético/ Rojas, E. y col.

en el GMP. En todas las pruebas se incluyé agua como control
negativo; BSA y k-caseina como controles positivos.

Recuperacion del GMP

La recuperaciéon del GMP fue calculada y expresada de
forma porcentual con base en la cantidad total de proteinas
contenidas en los sueros utilizados, constituyendo este valor el
100% de las proteinas presentes antes del aislamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del GMP

El GMP fue aislado a partir de 50 mL de suero ricotta y 50
mL de suero comercial resuspendido al 7% como se describid
en la seccion de materiales y métodos. En la TABLA | se mues-
tra la concentracion de proteinas de las diferentes fracciones
obtenidas en el aislamiento del GMP. Las proteinas totales en
las muestras de suero utilizadas fueron 90,66 + 7,82; 99,66 +
8,91 y 556,66 + 105,05 mg/50 mL para suero acido, suero rico-
tta y suero comercial, respectivamente, Valores equivalentes de
proteina sérica obtuvieron Mufi y col. [20]. Los precipitados con
ATC 50% (preparaciones finales donde se separa el GMP),
contenian 1,17 £ 0,33 y 4,51 £ 1,09 mg de proteinas, en el sue-
ro ricotta y suero comercial, respectivamente.

El tratamiento de suero ricotta y suero comercial resus-
pendido con ATC 24%, provoco la precipitacion de un porcen-
taje considerable (entre 45-46%) de las proteinas séricas pre-
sentes. Por otro lado, en el suero acido, el cual no contiene
GMP, toda la proteina sérica fue separada con ATC 24%, ra-

zén por la cual el tratamiento de este suero con ATC 50% no
presento precipitado alguno.

Estos resultados se corresponden con las observaciones
de Withney [31], quién ha sefialado que el GMP se encuentra
en el suero dulce pero no en el suero acido, debido a que la
acidificacion de la leche hasta pH 4,6 provoca la precipitacion
isoeléctrica de las caseinas en lugar de la hidrélisis de la
K-caseina.

PAGE-SDS de precipitados con ATC 50%

Se utilizé PAGE-SDS para separar y visualizar las bandas
proteicas presentes en las fracciones obtenidas del aislamiento
del GMP a partir de las muestras de suero utilizadas. En la
FIG. 1 se muestra el patrén electroforético de estas fracciones.

En el precipitado de suero ricotta y suero comercial con
ATC 50%, se observaron 3 bandas principales con masas mo-
leculares aparentes de 6,5; 18,3 y 19,0 kDa (bolsillos 3 y 6,
FIG. 1). Estas bandas probablemente correspondan a las for-
mas monomeéricas y triméricas del GMP, ya que es conocido
que el mondémero de GMP tiene una masa molecular entre
6,0-8,0 kDa (segun la variante de k-caseina de la cual derive)
y éste tiende a formar agregados a pH neutro que son obser-
vados en PAGE-SDS aun bajo las condiciones disociantes uti-
lizadas en este método. EI mecanismo de asociaciéon aun no
esta del todo claro y actualmente es tema de discusion y deba-
te entre investigadores del area, sin embargo, la hipotesis que
gana fuerza es la que sefiala la posibilidad de que los mono6-
meros que componen el agregado de GMP, estén firmemente
asociados a través de su porcion glucidica y sean resistentes
a la disociacion en PAGE-SDS [17].

TABLA |
CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LAS FRACCIONES OBTENIDAS DURANTE EL AISLAMIENTO DEL GMP A PARTIR
DE SUERO AClDO, RICOTTA'Y COMERCIAL/ PROTEIN CONCENTRATION IN THE OBTAINED FRACTIONS DURING GMP ISOLAMENT

FROM ACID, RICOTTA AND COMMERCIAL WHEY

Preparacion Volumen* Proteinas * Proteinas totales
(mL) (mg/mL) mg* %
Suero acido 50,00 + 0,00 1,81+£0,40 90,66 + 7,82 100,00
ppdo ATC 24% 2,56 + 0,56 13,07 £ 2,92 30,27 + 9,52 32,00
ppdo ATC 50% N.D N.D N.D N.D
Suero ricotta 50,00 £ 0,00 1,99 + 0,67 99,66 + 8,91 100,00
ppdo ATC 24% 3,21 +1,16 15,80 + 8,16 46,79 £ 6,22 46,00
ppdo ATC 50% 0,37 £ 0,09 3,07 £ 2,49 1,17 £ 0,33 1,17
Suero comercial 50,00 £ 0,00 11,13+ 7,63 556,66 + 105,05 100,00
ppdo ATC 24% 15,28 + 4,98 21,40 + 10,87 342,13 £ 53,83 45,70
ppdo ATC 50% 0,58 + 0,12 8,00 + 7,57 4,51 +1,09 0,81

*Promedio + 1 Desviacion estandar de 6 extracciones. N.D = No detectado.
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1: Estandar de amplio rango (BIO-RAD); 2: Suero &cido sin tratar (10 pg); 3:
Precipitado ATC 50% de suero ricotta (6 pg); 4: Suero ricotta sin tratar (10
Mg); 5: Suero comercial resuspendido sin tratar (7 ug); 6: Precipitado ATC
50% de suero comercial resuspendido (3 ug)/ 1: Broad range standard (BIO-
RAD); 2: Acid whey without treatment (10 pg); 3: Precipitate 50% TCA of rico-
tta whey (6 pg); 4: Ricotta whey without treatment (10 pg); 5: Resuspended
commercial whey without treatment (7 pg); 6: Precipitate 50% TCA of resus-
pended commercial whey (3 ug).

FIGURA 1. PATRON ELECTROFORETICO DE LAS FRAC-
CIONES OBTENIDAS DE LA PRECIPITACION DE LACTO-
SUERO CON ATC 50%/ ELECTROFORETIC PARTNER OF OBTAI-
NED FRACTIONS FROM WHEY PRECIPITATION WITH ATC 50%.

Los diferentes trabajos [5, 11, 17, 19] reportados en la li-
teratura con relacion a métodos de aislamiento, caracterizacion
y purificacién del GMP han observado a este péptido de diver-
sas formas, segun las condiciones experimentales empleadas.
En tal sentido, resultados similares a los reportados en este tra-
bajo, fueron obtenidos por Chow y Harper [5], quienes analiza-
ron suero dulce por PAGE-SDS, y caracterizaron el GMP me-
diante tratamiento con CaCl,, encontrando 2 bandas con masas
moleculares aparentes de 20,75 kDa y 18,38 kDa. Asi mismo,
se corresponde con los hallazgos de Morr y Seo [19], quienes
encontraron que el analisis del peso molecular aparente del
GMP mediante PAGE-SDS puede ser mayor a 18 kDa, ya que
las cadenas glucidicas de diferentes moléculas de GMP pueden
interactuar a través de enlaces por puentes de hidrégeno. Por
otro lado, Galindo y col. [11] analizaron suero dulce y mezclas
de suero-leche por PAGE-SDS, para estandarizar una técnica
de deteccion de GMP como adulterante de leche fluida, donde
el GMP se visualizd como una banda de 20,9 kDa y posible-
mente corresponda a la forma trimérica del péptido.

La presencia de la banda de 6,50 kDa en las preparacio-
nes de este estudio se correlaciona con los hallazgos de Kim y
col. [14], quienes caracterizaron y purificaron en un 94% el
GMP humano por cromatografia de intercambio iénico y PA-
GE-SDS, siendo este hallazgo confirmado por analisis de se-
cuencia de los aminoacidos N-terminal, observandolo como
una banda de 7 kDa. En concordancia a esto, Silva y col. [28],

aislaron el GMP a partir de leche de cabra (Capra hircus) utili-
zando cromatografia de interaccion hidrofobica y PAGE-SDS,
encontrando dimeros de 14,4 kDa y monomeros de 7,5 kDa;
una situacién similar observaron con el GMP aislado a partir
de leche bovina (Bos taurus-indicus).

Las formas agregadas del GMP fueron observabas tam-
bién por Kawasaki y col. [13], sin embargo, estos investigado-
res han sefialado que la masa molecular aparente del agrega-
do de GMP depende del pH; ellos analizaron GMP obtenido de
suero dulce mediante HPLC y encontraron que el peso mole-
cular aparente fue entre 20-50 kDa a pH 7 y entre 10-30 kDa a
pH 3,5, sin embargo, esto no ha sido confirmado por otros au-
tores.

La masa molecular de las bandas proteicas observadas
en las fracciones obtenidas en este estudio, se relaciona con
los hallazgos reportados en otros trabajos [5, 11, 17, 19], lo
que hace sugerir que las bandas de 18,3 y/o 19,0 kDa corres-
ponden a la forma trimérica del GMP y la de 6,5 kDa a su for-
ma monomeérica.

Pruebas quimicas en precipitados ATC 50%

Con el proposito de detectar la presencia de componen-
tes o grupos quimicos presentes en la estructura del GMP, se
realizaron las pruebas quimicas de Bradford, Sullivan, Xanto-
proteica, Lowry y Molibdato-Vanadato a las preparaciones con
ATC 50%, cuyos resultados se muestran en la TABLA II.

Los resultados de las pruebas quimicas indican que la
fraccion ATC 50% aislada a partir de suero ricotta es de natu-
raleza proteica, resultado que fue confirmado con la positivi-
dad de la reaccion de Bradford; esto se correlaciona con la
cantidad (1,17 + 0,33 mg) de proteinas presente en esta pre-
paracion (TABLA 1). Por otro lado, en esta fraccién no se de-
tectaron mediante la prueba de Sullivan, la presencia grupos
sulfidrilos o disulfuros sugiriendo que los aminoacidos cisteina
o cistina no estan presentes en esta preparaciéon; ademas la
reaccion de Molibdato/Vanadato fue negativa indicando que
ésta no contiene fosforo.

Los resultados de las pruebas quimicas en el precipitado
ATC 50% obtenido de suero comercial fueron similares a los
de suero ricotta. En el suero acido no se realizaron pruebas
quimicas ya que en éste, no se obtuvo precipitado con ATC
50% debido a que el GMP no esté presente en este tipo de
suero. Por otro lado, los resultados de las pruebas quimicas
en todos los controles positivos y negativos incluidos en los
ensayos, resultaron conforme a lo esperado.

Los resultados de las pruebas quimicas en correspon-
dencia con el PAGE-SDS evidencian que los precipitados ATC
50% contienen GMP. Se descarta que las bandas de 18,3 y
19,0 kDa correspondan a f-lactoglobulina o a-lactoalbumuna
(principales proteinas del suero) remanente ya que éstas pre-
sentan en su estructura quimica los tres aminoacidos aromati-
cos (Phe, Tyr, Trp) y contienen 2,8 y 5,8% p/p de cisteina, res-

299



Aislamiento y rendimiento del GMP mediante precipitaciéon de lactosuero con acido tricloroacético/ Rojas, E. y col.

TABLA Il
PRUEBAS QUIMICAS APLICADAS A PRECIPITADOS ATC 50% OBTENIDOS A PARTIR DE SUERO RICOTTA Y SUERO
COMERCIAL/ CHEMICAL ASSAYS OF 50% TCA PRECIPITATE OBTAINED FROM RICOTTA WHEY AND COMMERCIAL WHEY.

Pruebas Bradford Sullivan Xantoproteica Lowry Molibdato/Vanadato

Controles y

precipitados

Agua (H20) - - - - -
k-Caseina + + + +++ +

BSA + +++ + 4+ -

KH,PO, N.R N.R N.R N.R +++

50% ATC suero ricotta + - + ++ -

50% ATC suero comercial + - + + -

Negativo (-); Positivo débil (+); Positivo (++); Positivo fuerte (+++); No realizado (NR).

pectivamente. La presencia de estas proteinas en las prepara-
ciones hubiese mostrado un resultado positivo fuerte para las
pruebas de Sullivan, Xantoproteica y Lowry.

Cabe destacar que la positividad de las pruebas Xanto-
proteica y Lowry, las cuales detectan la presencia de anillos
bencénico y fenodlico, respectivamente, indican que posible-
mente en el sobrenadante de la fraccion ATC 24% permane-
cen trazas de otros péptidos del suero que contienen tirosina u
otro aminoacido aromatico, que luego precipitan con ATC
50%. Al respecto, otros investigadores han obtenido prepara-
ciones de GMP con cantidades trazas de aminoacidos aroma-
ticos. En tal sentido, Nakano y Ozimek [22], utilizando tres mé-
todos diferentes (cromatografia en gel sobre Sephacryl S-200
en acetato de sodio pH 7,0 y 3,5; tratamiento con cloruro de
cetilpiridinium, cromatografia sobre Sephacryl S-200 seguida
de Sephadex G-75 en condiciones disociantes y desproteiniza-
cién con ATC seguida de cromatografia en gel) obtuvieron pre-
paraciones de GMP con alta pureza que contenian trazas de
fenilalanina a razén de < 1 residuo por péptido. De igual mane-
ra, un producto comercial que muestra una pureza superior,
formulado por Davisco Foods Internacional Inc. como suple-
mento alimenticio, conocido como Glycomacropeptide Bioacti-
ve Whey Protein reporta un contenido de 0,5 y 0,1 g/100g de
fenilalanina y tirosina, respectivamente, aunque no especifica
el método de purificacion empleado [6].

Rendimiento del GMP

El rendimiento en términos de proteinas en las fraccio-
nes ATC 50% donde precipita el GMP fue de 1,17 y 0,81% en
suero ricotta y suero comercial, respectivamente. Con estos
resultados se puede estimar que para producir 100 gramos de
GMP mediante precipitacién con ATC, se requiere procesar
aproximadamente 4300 L de suero ricotta sin concentrar, u
860 mL de este suero concentrado 5000 veces.

Considerando que el GMP esta presente en suero de
queseria en concentraciones de 1,2-1,5 g/L, constituyendo
entre el 10-25% de la proteina sérica [24] y que los volume-
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nes de suero dulce que se generan en esta regioén son eleva-
dos, se hace factible establecer un método para la produccién
industrial de este péptido. Sin embargo, en las preparaciones
de GMP obtenidas en este trabajo, permanecen residuos de
ATC el cual es téxico y corrosivo, por lo tanto, debe ser elimi-
nado ameritando para ello, un procedimiento adicional que pu-
diese resultar en un menor rendimiento y mayor costo.

El uso de membranas de filtracion ha sido sefialado
como el método mas ampliamente usado a escala indus-
trial para la recuperacion de los diferentes componentes
del lactosuero [20], e incluso la combinacién del método de
ultrafiltracién y cromatografia aniénica pueden ser técnicas
convenientes y practicas para la produccion industrial de
GMP [27]; sin embargo, la aplicacion de estos métodos a
gran escala para producir GMP, resultan laboriosos y de
alto costo.

En la actualidad, los porcentajes de recuperacidon mas
altos en preparaciones de GMP han sido reportados por Li y
Mine [16], quienes obtuvieron 20,4% mediante precipitacion
etandlica; 33,9% utilizando ultrafiltraciéon y 6,7% mediante pre-
cipitacion con ATC, esto se correlaciona con el rendimiento
obtenido en las preparaciones de GMP de este trabajo.

En el presente trabajo se pretendi6é evaluar el aislamien-
to y rendimiento de la fraccion que contiene el GMP obtenida
mediante precipitacion con ATC 50%. Los resultados obteni-
dos sirven como punto de partida para disefiar un método o
una combinacién de ellos donde se aprovechen las propieda-
des fisico-quimicas del GMP para su separacion del resto de
las proteinas séricas y de esta manera, obtener de manera
sencilla y a bajo costo, una preparacion del péptido apta para
consumo humano y/o animal.

CONCLUSIONES

El tratamiento de suero ricotta y suero comercial con
ATC 24% permitio la precipitacion de un alto porcentaje de sus
proteinas solubles, mientras que las moléculas que permane-



cieron en solucién a esta concentracion de ATC, fueron sepa-
radas en el precipitado con ATC 50%.

Se evidenci6 de manera indirecta mediante pruebas qui-
micas y PAGE-SDS que el precipitado ATC 50% posiblemente
contiene GMP en su forma trimérica, debido a que este pépti-
do exhibe facilidad de agregacion bajo las condiciones de ais-
lamiento y separacion utilizadas.

El rendimiento en términos de proteinas, de la fraccion
que contiene el GMP fue relativamente bajo; sin embargo, es
factible obtener proporciones mayores del péptido si se aisla a
partir de volumenes mayores de suero o de suero previamente
concentrado.

La preparacion ATC 50% contiene trazas de aminoacidos
aromaticos y restos de ATC por lo que requiere un tratamiento
adicional que garantice la depuracion de este acido organico.

RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la utilizacion de otros métodos
(cromatografia de afinidad o exclusion molecular) que permi-
tan la obtencion a bajo costo, de un mayor porcentaje de GMP
de manera mas pura y libre de quimicos.
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