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RES|MEN

RESUMEN

El presente trabajo muestra una metodologia para la validacion del método de
electroforesis en gel de acril-bisacrifamida a partir de muestras de aislado de proteina
de soya.

En primera instancia, se realiz6 la cuantificacién del porcentaje de proteina presente en
la muestra de estudio, con el fin de detectar si contenia la cantidad de proteina

necesaria para ser considerada como un aislado proieico.

Asi mismo se realizaron ensayos electroforéticos previos, cuya finalidad consistio en
que, a partir de los resultados obtenidos en éstos, se pudiera determinar las

concentraciones de aislado de soya que se emplearian para la validacién.

Posteriormente, una vez establecido lo anterior, se efectuaron repeticiones de los
ensayos electroforéticos, para que, de esta manera se pudiera contar con los resultados

necesarios para realizar la validacion del métedo analitico.

Una vez que se tuvieron los datos necesarios, se procedié a aplicarles las diversas

técnicas estadisticas que se requieren para realizar la validacion del método.

Finalmente, una vez que se realizd el tratamiento estadistico, se efectud la
interpretacion de los resultados obtenidos en dicho tratamiento y con base en esto
posteriormente se practicéd un analisis de cada uno de los componentes que integran la
metodologia de validacién, logrando asi, validar el método de electroforesis en gel de
acril-bisacrilamida.



JUSTIFICACION

En la actualidad en la industria alimentaria se ha dado un auge en el uso de aditivos, los
cuales, tienen como principal funcién proporcionar a los alimentos caracteristicas tanto
organolépticas como nutricionales deseables para el consumidor. Debido a esto, la
normatividad que rige la producciéon de éstos estipula un intervalo permitido de

presencia de dichos compuestos, buscando con esto evitar posibles adulteraciones.

Uno de los aditivos mas empleados en la industria resulta ser la proteina de soya, ya
que es tan versatil que proporciona numerosas propiedades funcionales a algunos
alimentos, comao es el caso de los embutidos, saichicha, pan, entre otros y, del mismo
modo, es capaz de incrementar las propiedades nutrimentales de los mismos. Lo
anterior puede ser contraproducente, debido a que los productores pueden excederse
en el uso de éste aditivo logrando con ello emplear menos materia prima y con esto

obtener un producto a un menor precio pero de baja calidad.

En relacién con lo anterior, el precio final de un alimento esta integrado por diversos
costos, tales como materia prima, transformacion, distribucion, conservacién, entre
otros; sin embargo, en ocasiones se encuentran en el mercado productos terminados
cuyo valor total esta por debajo del de su maleria prima correspondiente, resultando un
tanto discordante, dado que en dicho precio no se aprecia ese valor agregado, lo cual
hace suponer la posible adiciéon de aditivos, como la proteina de soya, en cantidades

superiores a las permitidas , lo cudi constituye un fraude para el consumidor.

Debido a lo anterior, se hace necesario contar con técnicas que sirvan como
herramienta en la deteccion de éstas anomalias, siendo una de éstas, la electroforesis

en gel de acril-bisacrilamida, la cual ha sido estudiada desde hace mas de dos décadas.
Dado que ésta metodologia electroforética es muy utilizada en fa determinacion del

perfil electroforético presente en los alimentos, es importante contar con la seguridad de

que ésta técnica proporciona resultados confiables, por lo que, es indispensable evaluar

X1



JUSLIEICACION,

el comportamiento de dicha técnica, lo cuél se realiza mediante la validacion de!

método.

El presente trabajo tiene como finalidad principal estudiar el comportamiento def método
de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida frente a muestras de aislado proteico de
soya, con lo cudl se busca evaluar ciertos parametros gue intervienen en la validacion,
tales como precision, exactitud, repetibilidad, reproducibilidad, entre otros, a partir de los
cudles se pueda establecer si dicho método electroforético resulta confiable para

determinar la presencia de proteina de soya en los alimentos.

X1



INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas importantes en la elaboracién de alimentos es proporcionar a
éstos caracteristicas que resulten atractivas al consumidor, tales como color, textura,
aroma, sabor, valor nutritivo, vida de anaquel, entre otras. Es por ello que en la
actualidad se ha recurrido al uso de cierlas sustancias denominadas aditivos, los cuales
tienen como funcién principal mejorar dichas caracteristicas. Se puede definir de forma
genérica que un “aditivo es una sustancia que se adicicna a otra en cantidades
relativamente pequefias para mejorar o impartir propiedades deseables asi como para

suprimir propiedades indeseables”.* '*

Aunado a lo anterior, es frecuente encontrar a la venta productos gue presenten en su
formulacion un excedente no reportado de aditivos, ya que el uso de estas sustancias
constituye una opcidn que resulta redituable para los productores debido a que pueden
obtenerse alimentos con caracteristicas deseables a un menor costo.? Esta practica se
conoce como adutteracién y representa un fraude para el consumidor. Segun la FDA

(Food and Drug Administration) un alimento se considera adulterado:

» Si algtn constituyente importante de! alimento ha sido parcial o totalmente
eliminado del mismo.

> Si cualquier sustancia ha sido sustituida completamente o en parte.

» Si cualquier sustancia ha sido adicionada o mezclada con el fin de incrementar
su pesa o volumen, reducir su calidad, o bien, para aparentar un mejor producto

de lo que realmente es.

Con el fin de evitar la adulteracién de los productos, ha sido indispensable la creacion
de normas que regulen y garanticen que los alimentos cumptan con las especificaciones

establecidas.’

Existen diferentes tipos de aditivos, cada uno de los cuales, proporciona al alimento

cierta caracteristica proveniente de las denominadas propiedades funcionales que
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desarrollan dichas sustancias, y es aqui donde las proteinas juegan un papel primordial,
ya que ademas de ser Utiles para el crecimiento y nutricién, son utilizadas como aditivos
debido a las propiedades funcionales que desarrollan, mismas que aportan estructura,

sabor, color y textura a muchos alimentos.5 '

Dentro de! rubro de las proteinas utilizadas come aditivos, quiza la proteina de soya es
ta mas empleada, ya que, aunque inicialmente la soya era utilizada para consumo
animal, su uso se ha diversificado y hoy en dia los productos extraidos de esta
leguminosa, tales como harinas, concentrados, aislados y sus derivados, mismos que
se diferencian entre si por 1a concentracion de proteina que poseen, son utilizados en 1a
industria alimentaria debido no sélo a los beneficios nutricionales que estos confieren,

sino ademas por las numerosas propiedades funcionales que aportan.z' §.10

Debido a la necesidad de asegurar la calidad de los productos alimenticios, ha sido
necesario incorporar a las buenas practicas de manufactura diversas herramientas que

ayuden a constatar que los alimentos cumplan con los requerimientos establecidos en

ja normatividad > &'

Una de estas herramientas es la electroforesis en gel de poliacrilamida, que es un
método analitico relativamente facil de aplicar, rapido y de gran sensibilidad que se
utiliza para el estudio e identificacion de proteinas y acidos nucleicos en una muestra,
es decir, la aplicacion de este método resulta especialmente satisfactoria para
determinar la adulteracion de un alimento debida a la presencia de algun tipo de

proteina que no esté permitida por la fegislacion. ® *

Ademas de la implementacion de diversos métodos que aseguren la calidad de un
producto, es imprescindible contar con la seguridad de que éstos son verdaderamente
efectivos, razén por la cual fa validacion de métodos analiticos se ha convertido en un
instrumento que, con el paso del tiempo, ha ganado terreno dentro del area de

aseguramiento de calidad, ya que mejora la productividad reduciende costos de

L]



INTRODUCCION

produccién al mismo tiempo que asegura la confiabilidad del método o proceso

empleado > 3®

A groso modo, la validacién de un método debe incluir pruebas de selectibilidad,
linealidad, exactitud, precisién, rango, limite de deteccion, limite de cuantificacién y

robustez, entre otras.?3 *?

Es importante considerar que durante la validacion de un método, éste debe de
desarrcllarse bajo las mismas condiciones experimentales, es decir, no debe
efectuarse cambio alguno a lo largo de las repeticiones de la técnica, ya que de esta
forma es posible corroborar mediante la validacién si dichas condiciones son las
adecuadas o bien si es necesario hacer algun cambio en la metodologia, con lo cual,

seria necesario efectuar la revalidacion de la técnica *®
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar la validacién del método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida para

verificar su efectividad como técnica analitica en la deteccidn de adulteraciones en

alimentos originadas por la presencia de proteina de soya.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Determinar el contenido de proteina presente en la muestra de aislado de soya que
se utilizara durante la experimentacion para corroborar las especificaciones dadas
por el proveedor y con el fin de contar con un pardmetro base para calcular el peso
de la muestra requerido para efectuar la electroforesis.

Efectuar corridas electroforéticas a diferentes concentraciones de muestra de
aislado de soya hasta encontrar el intervaio de concentraciones en las cuales se
definan claramente los patrones electroforéticos para de ésta forma establecer las

concentraciones que se utilizaran durante la validacion.

Realizar las repeticiones del método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida a
las concentraciones establecidas en el objetivo anterior para de esta manera contar

con los perfiles electroforéticos necesarios para efectuar la validacion del método.

Aplicar a los datos obtenidos en las repeticiones electroforéticas las pruebas
estadisticas necesarias para realizar la validacion del método de electroforesis en
gel de acril-bisacrilamida y de esta manera poder evaluar su efectividad en la
deteccién de aislado proteinico de soya.

Analizar los resultados obtenidos en la validacion del método de electroforesis en gel
de acril-bisacrilamida con el fin de determinar la factibilidad de uso de éste métedo

analitico en la deteccion de adulteracién de alimentos originada por proteina de

soya.
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1. ANTECEDENTES
1.1 ADITIVOS

1.1.1 DEFINICION DE ADITIVO

Segun la legislacién “Se entiende por aditivos, aguellas sustancias que se afiaden a los
alimentos y bebidas, con el objeto de propercionar o intensificar aroma, color o sabor;
prevenir cambios indeseables o modificar en general su aspecto fisico. Queda prohibido
su uso para ocultar defectos de calidad”™ (Art. 657).%8

1.1.2 NORMATIVIDAD DE LOS ADITIVOS

En la industria alimentaria es indispensable tener en mente que es necesario conferirle
al alimento ciertas caracteristicas como color, textura, aroma, sabor, valor nutritivo, vida
de anaquel, etc; mismas que propician la aceptacion de un producto en el mercado.
Dichas caracteristicas se obtienen a partir de los ingredientes que se involucran en Ia
formulacion, sin embargo, en muchas ocasiones se requiere adicionar ciertos aditivos

que ayuden a potencializar o mejorar estas caracteristicas.

No obstante, debido al auge que han tenido estas sustancias, ha sido necesario crear
una legislacion que regule el adecuado uso de éstas, haciendo hincapi€é en que los
aditivos deben ser utilizados unicamente con el fin de ayudar a ta produccidn del

alimento y no para ocultar las deficiencias de un alimento de mala calidad.?

Con el fin de delimitar lo anterior, el Reglamento de 1a Ley General de Salud en Materia
de Contro! Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios, estipula lo

siguiente con referencia al empleo de aditivos:*®

» “Los aditivos deberan ajustarse a las especificaciones de identidad y pureza asi

como a los limites de contaminantes que la Secretaria establezca, y no deberan
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utilizarse en cantidades superiores a las autorizadas en la norma
correspondiente” (Art. 659).%

» “Se prohibe la utilizacion de aditivos para (Art. 664):
I. Encubrir alteraciones y adulteraciones en la materia prima o en el producto

terminado;

Il. Disimular materias primas no aptas para el consumo humano;

ll. Ocultar técnicas y procesos defectuosos de elaboracion, manipulacion,
almacenamiento y transporte;

IV. Reemplazar ingredientes en los productos que induzcan a efmor o engafio
sobre la verdadera composicion de fos mismos, y

V. Alterar los resultados analiticos de los productos en que se agreguen".s'a

Pese a lo establecido en la normatividad, es frecuente encontrar en el mercado
produclos que presentan en su formulacién un excedente, no reportade, en 1o que a
aditivos se refiere, lo cual constituye una violacidn a la legislacién y un engafio para el
consumidor. Lo anterior se da principalmente debido a que aditivos tales como las
proteinas y sus derivados, confieren al alimento caracteristicas deseables a un menor
costo. Es aqui donde interviene el término “Buenas Practicas de Fabricacion”, el cual es
definido en la Norma Oficial Mexicana NOM 119-SSA1-1994, ‘Bienes y Servicios.
Materias primas para alimentos, productos de perfumeria y belleza. Colorantes

organicos naturales. Especificaciones sanitarias”, de la siguiente manera:*®

“Buenas practicas de fabricacion: conjunto de normas y actividades relacionadas entre
si, destinadas a garantizar que !os productos tengan y mantengan las especificaciones

requeridas para su uso.”

Es decir, en e! area de alimentos es fundamental cumplir en todo momento cen las
buenas practicas de fabricacidn, ya que con esto se asegura que los productos
obtenidos siempre cumpliran con las especificaciones establecidas en fa legislacion

correspondiente, evitando asi posibles fraudes.
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1.1.3 USO DE LAS PROTEINAS COMO ADITIVOS
En el area de los aditivos se utiliza mucho el lérmino “propiedad funcional”, el cual hace
referencia a cierta caracteristica no nutricional que posee un ingrediente de la cual va a

depender el uso de éste en la elaboracién de un afimento.?

Las proteinas son utilizadas en diversas areas, tanto en la alimentacién humana como
animal, ya que son ntiles para el crecimiento, mantenimiento, regulacion de las
funciones de las células y en alguncs casos coma fuentes de energia. Aunado a esto,
se utilizan como aditivos debido, entre otras razones, a las propiedades funcionales que
aportan a muchos alimentos, tales como estructura, sabor, color y textura entre otras,

mismas que se derivan de las caracteristicas fisicoquimicas de cada proteina.?’

Estas propiedades funcionales pueden dividirse en tres grupos, que a su vez, pueden
actuar de forma independiente o bien interactuar entre sl para lograr determinada

propiedad. Estos grupos son los siguientes:” ®

1) Propiedades de hidratacién (las cuales dependen de la interaccién del
complejo proteina-agua): Dentro de este grupo se encuentran las propiedades
de absorcién y retencion de agua, las cuales son de gran importancia en lo que
se refiere a la textura de alimenics como carnes trituradas y pastas de
panaderia; el hinchado aporta propiedades de consistencia, espesamiento,

viscosidad y adherencia.

2) Propiedades estructurales y reoldgicas (las cuales dependen de la
interaccion del complejo proteina-proteina): Algunas de las propiedades que
corresponden a este tipo de interaccion son la elasticidad, cohesion,
precipitacion, gelificacion y formacion de otras fibras y pastas proteicas, mismas
gue ayudan a proporcionar cierta estructura a los alimentos, por le que son

empleadas para la elaboracion de productos sustitutos de carne principatmente.
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3) Propiedades superficiales (las cuales dependen de la interaccion del
complejo proteina-lipido): La accién de la union proteina-lipido da origen a las
propiedades funcionales de emulsificacion, estabilizacion y caracteristicas
espumantes que desarrolla una proteina, las cuales son utilizadas en embutidos,
productos batidos como crema chantilly y postres congelados gracias a la
consistencia que ayudan a desarrollar.

Ademas de las ventajas funcionales, las proteinas aportan tanto beneficios nutricionales
como economicos, ya que se utilizan para disminuir el contenido calérico del atimento,
incrementar el nivel de proteina, mejorar la calidad de las proteinas presentes, disminuir

los costos al incrementar la produccién debido a sus propiedades funcionales, entre
otros usos.™

1.2 LA SOYA

La soya {Glycine max) es una leguminosa que debido a su alto contenido en aceite
pertenece al grupo de las oleaginosas. La semilla de la soya esta conformada por tres
partes principales: la cascarilla, el hipocotilo y el cotileddn. Su composicion quimica va a
variar dependiendo de! tipo de cultivo, de suelo, temperatura, etc, sin embargo a
continuacion se muestra su composicion promedio (Tabla 1).2 2

TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DE LA SOYA
COMPOSICION (% P/P SECO)

CONSTITUYENTE
DE LA SEMILLA | PROTEINA HIDRATOS DE | (eni7ag

%) CARBONO s

TOTALES (%) '

SOYA TOTAL | 100 40 21 34 49
COTILEDON | %0 43 73 79 5.0
CASCARILLA 8 2] 1 86 4.4
HIPOCOTILO 2 a1 T a3 43

Badui D. Salvador, Quimica De Los Alimentas, Editonial Alnambra Mexicana (19863, pag. 617

La tabla 1 muestra los proporciones en las gue se encuentran divididos los

constituyentes de la semilla de soya, que son el cotileddn, |a cascarilla y el hipocotiio,
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los cuales representan e! 80, 8 y 2 % del peso total de la semilla respectivamente; asi
como las fracciones de proteina, grasa, hidratos de carbono totales y ceniza que

contienen dichos constituyentes.

Las proteinas de la soya estan compuesias por globulinas (60-75% del total) y
albuminas, las cuales son solubles en soluciones salinas y agua, tienen pesos
moleculares muy variades y presentan su punto isoeléctrico a un pH alrededor de 4.2 a
487

En términos generales, la proteina de soya presenta una deficiencia de aminoacidos
azufrados, caracteristica que estd mas acentuada en los aislados proteinicos, esto es
debido a que la concentracion de metionina y cistina disminuye durante la elaboraci6n
de estos productos, en cambio, la cantidad de lisina presente es elevada, lo cual hace
que !a soya sea adecuada para complementar las proteinas de los cereales. En la tabla

2 se muestra el perfil de aminoacidos correspondiente a la proteina de soya.?

TABLA 2. PERFIL DE AMIHOACIDOS DE LA PROTEINA DE SOYA
{GRAMOS DE AMINOACIDOS POR 16 g. DE NITROGENOQ)

HARINA

AMINOACIDO DESGRASAD CONCENTRADOS AISLADOS
Iscleucina 4.6 49 48
Leucina 77 8.0 7.8
Lisina 6.2 6.2 6.0
Metionina 4 1.3 13 1.0
Cistina 1.2 1.6 1.0
Fenilalanina 53 53 5.5
Treonina 4.2 4.3 3.7
Triptofano 1.4 1.4 1.3
Valina 4.9 50 4.8

Badui D. Salvador, Quimnica De Los Alimentos, Alhambra Mexicana (1986), pag. 618.

La tabla 2 muestra el perfil de aminoacidos esenciales de distintos derivados de la soya,
como la harina, concentrados y aislados. El contenido de éstos aminoacidos esta

expresado en gramos de aminoacido presentes por cada 16 gramos de nitrogeno.




AUTRCERELTES

A pesar de las numerosas ventajas que la soya ofrece, también produce, al igual que
ofros tejidos vegetales, algunos factores antifisiolégicos, como son los originados por
los inhibidores de 1a actividad proteolitica de la tripsina y que se conocen como
inhibidores de tripsina de Bowman-Birk y de Kunitz, los cuales han sido ampliamente
estudiados y cuyas principales caracteristicas se muestran en la tabla 3.2

TABLA 3. PROPIEDADES DE 1.OS INHIBIDORES DE TRIPSINA

PROPIEDAD KUNITZ BOWMAN-BIRK

PUNTO ISOELECTRICO 4.5 42
PESO MOLECULAR (DALTONES) 21,500 7,975
NUMERO DE AMINOACIDOS 197 72
ESTABILIDAD A LA ALTA TEMPERATURA, A LOS
INESTABLE ESTABLE
ACIDOS Y A LA PEPSINA
HIPERTROFIA PANCREATICA POSITIVA POSITIVA

Badui D. Salvador, Quimica De Los Alimentos, Alhambra Mexicana (1986), pég. 631,

La tabla 3 muestra algunos de los rasgos que distinguen entre si a los inhibidores de
tripsina presentes en la soya, como son el peso molecular y la estabilidad a alta

temperatura y en presencia de acidos, encontrando que el inhibidor de Bowman-Birk es
el que posee una mayor estabilidad.

Los factores antifisiclogicos se logran eliminar mediante tratamiento térmico, sin
embargo, es de vital importancia optimizar las condiciones de tiempo-temperatura para
combatir éstos, ya que un calentamiento excesivo provoca cambios dafincs en la

proteina, mismos que se reflejan en una disminucion de su relacién de eficiencia
proteica (PER).

En un principio, la soya era utilizada basicamente para el consumo de animales como
aves, cerdos y ganado, sin embargo, desde 1950 se introdujo su uso al area de la
alimentacion humana, haciéndose su utilizacién mas extensa debido a la produccién de

sus derivados (concentrados y aislados), mismos que se utilizan en la elaboracién de

alimentos.®



ANTECEDENTLS

1.21 DERIVADOS DE LA SOYA

Al percatarse de la enorme importancia tanto nutrimental como funcional que tienen las
proteinas, los tecndlogos se han enfocado en la necesidad de desarrollar técnicas que
contribuyan a aumentar la disponibilidad de éstas, es asi como descubren en la semilia
de soya una rica fuente de proteinas a partir de la cual obtienen, mediante procesos
controlados para conservar sus propiedades funcionales, subproductos como l0s que se

enlistan a continuacion:® 1°

» MOLIDOS Y HARINAS DE SOYA: Constituyen la forma menos refinada de
presentacion de los ingredientes de soya, se obtienen a partir de la molienda y
extraccion del aceite de las hojuelas de esta leguminosa ya sea antes o después

de la molienda. Su contenide de proteina oscila entre el 40 y 54%. 1

Asi mismo, de acuerdo al contenido de aceite presente, la harina y molido de

soya pueden clasificarse en:

1. Harina grasa de soya: Contiene alrededor del 40% de protelna y es
utilizada principalmente en la industria panadera y en ia produccion de

leche de soya.'®

2 Harina alta en enzimas: Contiene alrededor del 52-54% de proteina. Se
utiliza en la industria panadera ya que ayuda a incrementar la tolerancia al
mezclado, al blanqueado del pan y como materia prima para la preduccion

de aislados y concentrados de soya.'

3. Harina de soya desengrasada: Contiene alrededor del 52-54% de
proteina. Se utiliza en alimentos en donde se requiere un alto grado de

proteinas solubles. '



ANTECEDENTES

4. Harina de lecitina o reengrasada: Contienen alrededor del 0.5-30% de
lecitina o aceite vegetal y se utiliza en la industria panadera debido

principalmente a su habilidad para emulsificar.'®

» CONCENTRADOS DE PROTEINAS DE SOYA: Contienen un minimo de 70%
de proteinas y, debido a sus propiedades de adherencia, son empleados

principalmente como emulsificantes y estabilizantes de emulsiones.'®

> AISLADOS DE PROTEINAS DE SOYA: Tienen un contenido minimo de 90% en

su fraccién proteica. Se clasifican en:®

1. AISLADO ISOELECTRICO DE PROTEINA DE SOYA: La proteina se
extrae con agua a un pH de 85-9.0. Posteriormente se somete a
centrifugacion con el fin de remover el residuo insoluble. Para lograr la
precipitacion de las proteinas, el liquido extraido se ajusta a un pH de 4.5
y se somete a una segunda centrifugacion, el residuo se lava y se rocia en
$eco para obtener asi el aislado isoeléctrico, el cual tiene aplicaciones
nutricionales; sin embargo, este tipo de aislado presenta baja solubilidad y
una actividad funcional muy limitada, por lo que se requiere someterio a
un proceso de neutralizacion. '

2. AISLADOS NEUTRALIZADOS DE SOYA: Se obtienen a partir del aislado
isoeléctrico de soya, el cual es neutralizado con un alcali para formar
proteinatos de calcic, sodio o potasio, logrando asi un incremento en la
solubilidad del aislado. Se utilizan como agentes emulsificantes,

estabilizadores de emulsiones, adhesivos y como formadores de fibras.'°

» PROTEINA DE SOYA TEXTURIZADA (TSP): Debido a sus caracteristicas, tiene

la propiedad de simular {a estructura de la camne, pollo o productos marinos una

vez que es hidratada.'®
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1.2.2 APLICACIONES DE LOS DERIVADOS DE SOYA

Como se menciond anteriormente, los derivados de soya son utilizados en la industria
de los alimentos para el enriqguecimiento proteico de muchos produclos, asi como
también para reemplazar parcialmente algunos componenies y cominmente se
incorporan a los alimentos para proporcionarles mejores propiedades funcionales.® La
diversidad de usos que ofrece este aditivo esta dada por las distintas caracteristicas
fisicoquimicas propias de la soya, las cuales afectan el comportamiento de la proteina
logrando asi diferentes propiedades funcionales.'® Es asi que estos productos son
utilizados como emulsionantes, gelificantes, espumantes, etcétera. En la tabla 4 se
sintetizan algunas de las propiedades funcionales de las proteinas de soya y los

alimentos en los que se emplean.

Adicionalmente, debido a sus propiedades nutritivas, la soya se utiliza para la
fabricacion de complementos alimenticios, productos sustitutos de la leche humana,
derivados vegetales y otros productos que, en algunos casos, resultan economicamente
ventajosos para el consumidor ademas de que su calidad nutricional resulla benéfica

para los mismos ?
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TABLA 4. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS DE LA SOYA EN ALGUNOS

SISTEMAS DE ALIMENTOS

PROPIEDAD FUNCIONAL FORMA DE LA PROTEINA SISTEMA UTILIZADO
EMULSIFICACION
""""""" Formacisn | T UH/CUATTTTTTT| Saichichas, embutidos, salami,
panes, pasteles y sopas
"""""" Estabiizacion | UH/CUA T Productos batidos como crema
chantilly, postres congelados,
embutidos en general
ABSORCION DE GRASA
""""""" Promocion | TTTTTTUTHIC, AT Saichichas, embutidos y
hamburguesas
""""""" Prevencion | T TR AT T T T  Donas y baties
ABSORCION DE AGUA
B &~ N HC T Pasteles. panes y pastas
7 Retencion |7 T HC T Pany pasteles
TEXTURA
""""""" Viscosidad | TTTUHCUA T T  Sopas ysaisas
T Gelificamion T T AT Sustitutos de carne molida
"""" Formaciénde fibras | AT T T S ustitutos de came
FORMACION DE MASAS H,C A Productos de panificacion
FORMACION DE PELICULAS A Salchichas y salami
ADHESION C.A Embutidos, carnes frias y
productos carnicos
COHESION H, A Productos horneados,
macarrones y suslitutos de
camne
ELASTICIDAD A Productos homeados y
sustitutos de carne
CONTROL DEL COLOR
T Blanqueado T T e Pan T
""""" Oscurecimiento | R T ey Y derivados
AERACION A Productos batidos y confituras

H = harina; C = concentrado;

A = aislado

Badui D. Salvador, Quimica De Los Alimentos. Alhambra Mexicana (1986), pag 629
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En la tabla 4 se muestra una sintesis de las principales propiedades funcionales que
desarrollan las proteinas de soya, las diferentes presentaciones o formas en las que se
encuentran dichas proteinas en el mercado y que se utilizan para obtener la
funcionalidad deseada, asi como algunos de los alimentos en los que se emplean
cominmente éstos derivados de la soya, logrando con esto un producto de

caracteristicas deseables.

De igual forma, como se observa en la tabla 4, los derivados de la soya son utilizados
principalmente en la industria de los carnicos, razén por la cual, la legislacion oficial ha
establecido los limites de soya permitidos para este tipo de productos, siendo de hasta
un 2% de proteina de aislado de soya y de 3.5% de harina de soya con respecto a la

composicion total del alimento.> % 7

1.3 ADULTERACIONES EN ALIMENTOS

Debido a las ventajas funcionales y econdmicas que aportan los aditivos a ia industria
alimentaria, pudiera resultar comin hacer uso excesivo de éstos, haciendo a un lado las
especificaciones y cantidades permitidas que se marcan en la legisiacion

correspondiente, lo cual constituye un fraude para el consumidor.

Con el fin de evitar estas anomalias, en la legislacién mexicana vigente se establecen
ciertos lineamientos que ayudan a impedir la adulteracién de alimentos. Tal es el caso
del Reglamento de la ley general de salud en materia de control sanitario de

actividades, establecimientos, productos y servicios, en donde se establece que:58

> “Estd prohibida la venta o suministro de los productos o materias primas que
sean adulterados, contaminados o alterados durante cualquiera de las fases del
proceso. La infraccion de ésta disposicion originara la adopcién de medidas de
sequridad por parte de la Secretaria, ademas de las sanciones administrativas

que procedan” (Art. 32).
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» “Se considera adulterado un producto cuando:
l.- Su naturaleza o composicion no corresponda a aquéllas con que se etiquete,
anuncie, expenda, suministre o cuando no corresponda a las especificaciones
de su autorizacion, o
Il.- Haya sido objetc de tratamientc que disimule su alteracién o encubra defectos
€N su proceso o en la calidad sanitaria de las materias primas utilizadas” (Art.
33).

> “Se considera alterado un producto o materia prima cuando, por efecto de
cualquier causa, haya sido objeto de modificaciongs en su composicién
intrinseca que (Art. 35):
|- Reduzca su poder nutritivo o terapéutico;
Il.- Lo conviertan en nocivo para la salud, o
IN.-Modifique sus caracteristicas fisicoquimicas u organolépticas, rebasando los

limites autorizados por la Secretaria.*®

De lo anterior se resume que debido al papel tan importante que juegan los aditivos en
la industria alimentaria, entre los que se encuentran las proteinas, se hace necesaria la
implementacion de diversos métodos analiticos a través de los cuales sea posible la
identificacion de adulteraciones en los alimentos.?'

1.4 TECNICAS EMPLEADAS PARA LA DETECCION DE ADULTERACIONES EN
ALIMENTOS

Comc se menciond anteriormente, debido a la incidencia que se ha dado en la
adulteracidn de alimentos, se ha requerido establecer diversos métodos de anélisis que
permitan detectar dichas anomalias. Algunas de las técnicas que permiten la
identificacion de estas irregularidades son la conocida como reaccion en cadena de la
polimerasa {PCR) y la electroforesis, entre otras 2% 2% %

16
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La técnica de PCR fue descubierta por el Dr. Kary Mullis en la década de los 80’s.® Este
mélodo se utiliza para la deteccién y andlisis de secuencias de acidos nucleicos
especificos, es por esto que ha revolucionado el campo de la biolegia molecular, ya que
permite a los investigadores identificar la presencia de una secuencia especifica de
DNA y de una manera rapida y facil genera copias ilimitadas de cualquier fragmento del

material genético en cuestion. 4

Debido a las caracteristicas y funcionalidad que ofrece esta técnica, es utilizada en
diversos campos de la ciencia, tales como la medicina, ciencia forense y alimentos,

entre otros > *°

En la industria alimentaria, esta técnica es utilizada principalmente en la determinacian
de las especies de animales de las cuales procede cierto alimentg, para la identificacion
y cuantificacion de productos transgénicos presentes en algtn alimento, en la deteccidn
de microorganismos patdgenos o bien, como se menciond en un principio, para
determinar adulteraciones % 22 25. 26.31.32.37.39

La electroforesis es un método que se basa en la separacién de las proteinas o acidos
nucléicos presentes en una muestra de acuerdoe con ciertos pardmetros como la carga
neta y el tamafio de la molécula. Esta técnica analitica es utilizada en la industria
alimentaria para el monitorec de la composicion de los alimentos, sobre todo para la
deteccion de alimentos genéticamente modificados y para la identificacion de la adicién

de sustitutos o ingredientes no autorizados *® ¥

Aunque los dos métodos mencionados son empleados en el area de alimentos, resulta
interesante identificar algunas de las ventajas y desventajas que conlleva el uso de
dichas técnicas. En lo referente a la sensibilidad del método, diversos estudios
muestran que la técnica de PCR es tan sensible que es capaz de detectar la presencia
de DNA de soya en cantidades menores a 0.01 ng, mientras que la electroforesis
requiere de por lo menos 0.5 ng de muestra para la identificacién de alguna proteina.®®
32 La factibilidad de uso tiene mucho que ver con lo sofisticado del método, ya que una

desventaja de las técnicas basadas en el analisis de nucledtidos, como el PCR, es que

17
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requieren de instalaciones y de personal especializado para efectuarias, lo cual dificulta
su aplicacion en comparacion con la electroforesis, misma que se caracteriza por ser
relativamente facil de ilevar a cabo. Lo anterior se relaciona directamente con el costo
que implica efectuar alguna de éstas técnicas, siendo la PCR la opci6n que involucra un

mayor costo.?”

La especificidad que desarrolla un método resulta ser un factor
decisivo al momento de elegir el mas adecuado para efectuar un analisis, a este
respecto, debido a que la técnica PCR se enfoca en identificar secuencias especificas
de DNA, se considera que tiene una mayor especificidad. Finalmente, lo anterior ratifica
la confiabilidad del método de PCR, ya que la principal ventaja de los métodos basados
en el DNA sobre aguellos basados en las proteinas es la habilidad para obtener

resultados confiables alin con alimentos o muestras procesadas.?

En la tabla 5 se muestra un comparativc de las ventajas y desventajas de los métodos

PCR y electroforesis de proteinas.

TABLA 5. VENTAJAS Y DESYENTAJAS DE PCR Y ELECTROFORESIS

. FACTIBILIDAD ESTABILIDAD
METODO | SENSIBILI c ESPECIFIGIDAD FIA /
SIBILIDAD DE USO 0STO CONFIABILIDAD | S3IAE D
PCR
ELECTRO- _ + N N _
FORES!S -

En la tabla 5 se observa que las principales ventajas que ofrece el método PCR frente
al de electroforesis son que el primero ofrece una mayor sensibilidad, especificidad y
confiabilidad, sin embargo, al tener una menor factibilidad de uso ¥ un costo mas

elevado, estas dos dltimas caracteristicas constiluyen las desventajas de dicho método.

No obstante, el método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida resulta ser una
opcién viable para el andlisis de alimentos debido principalmente a su sencillez,
factibilidad de uso y a que, a pesar de ser un método menos sensible en comparacion
con PCR , sigue siendo muy confiable, es por ello que este trabajo experimental se

centra en el estudio de dicha técnica.
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1.4.1 ELECTROFORESIS
La electroforesis es una herramienta analitica que se ha ido aplicando desde 1937 y ha
evolucionado a tal grado, que en nuestros dias es uno de los métodos mas aplicados y

efectivos en lo que a separacién y caracterizacion se refiere * '

Se caracteriza por ser una técnica relativamente facil de aplicar, rapida y de gran
sensibilidad que se utiliza como un métode de separacién y para el estudio de las
propiedades de especies cargadas, tales como las proteinas y acidos nucleicos. Una
de las restricciones que presenta la técnica es que los componenties de la mezcla

deben tener forma idnica y una carga neta diferente.

Este método se basa en la migracidn de moléculas cargadas en una solucién al ser
sometidas a un campo eléctrico. Esta movilidad va a depender de diversos factores,
tales como, la resistencia que ofrece el campo eléctrico, la carga neta, el tamafio y
forma de tas moléculas, la resistencia idnica, viscosidad y temperatura del medio en el

cual se lleva a cabo el desplazamiento.®

En el caso de las proteinas, por tratarse de compuestos cuya carga neta esta dada por
el pH del medio en el cual se encuentra, si se localizan en una solucién con un pH
mayar a su punto isoeléctrico, adquieren carga negativa y se desplazan hacia el anodo,
mientras que si se encuentran en un medio con pH inferior a su punto isceléctrico, la

proteina es cargada positivamente y va a migrar hacia el catodo.”’

Esta separacion se lleva a cabo mediante el uso de un malerial de soporte, ya sea
s6lido o acuoso, el cual tiene como funcion contrarrestar los efectos de conveccién y
difusién que pudieran presentarse durante la migracion y al mismo tiempo, facilitar la

inmovilizacién de las proteinas que se separan.

En funcién del estado en que se encuentren las proteinas a lo largo del proceso
electroforético, la electroforesis puede clasificarse en electroforesis nativa o

desnaturalizante. La primera de éstas es la que somete a las proteinas a migracién sin
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desnaturalizacion. En esta situacion las proteinas migran en funcién de su carga, de su
tamafio y de su forma. La electroforesis desnaturalizante es la mas comun y consiste
en someler a las proteinas a migracion asegurando la completa desnaturalizacién
{pérdida de la estructura tridimensional). En esta situacion 1a migracién es proporcional
a la carga y al tamaro de la molécula pero no a su forma. El agente desnaturalizante

mas empleado es el scdicdodecilsulfato o SDS, un detergente.’?
Otra clasificacion de los métodos electroforéticos es la siguiente:*

> LIMITE MOVIL: Este método se utiliza para demostrar la pureza de una muestra
o bieﬁ para valuar las concentraciones de los solutos. Se caracteriza porque la
electroforesis se lleva a cabo en sclucion salina, es decir, las particulas se
desplazan en un medio conductor acuoso. Durante la técnica las moléculas
migran hacia el electrodo opuesto a su carga formando un borde con el cual se
evidencia la presencia de cada componente de una muestra, es decir, los limites
que se forman entre las particulas de soluto que se desplazan y la region del
canal que contiene la solucidon son indicadores del nimero de sclutos que se
encuentran en la muestra. Una desventaja de este metodo es que, por tratarse
de un medio acuoso, no es posible que los solutos lleguen a separarse por

completo unos de otros.

» ZONALES: Esta técnica requiere de un soporie sdlido en donde la migracion
puede llevarse a cabo de forma horizontal o vertical, dependiendo de la
conformacion del equipo. Es un métedo que ofrece mayores ventajas que el de
limite movil, razén por la cual es mas utilizado. Uno de los beneficios que ofrece
este método es que, ademas de caracterizar la pureza de un compuesto, permile
llevar a cabo la separacién de solutos, ya que estos pueden resolverse en zonas

discretas.*

Debido a que este procedimiento es mas ulilizado, se ha presentado una

evolucién en lo que a soportes se refiere, es decir, en un inicio se utilizaban tiras
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de papel filtro y en 1955 O. Smithies establecié el uso de geles porosos de
almidén, los cuales presentaban una resolucién mayor que otras técnicas. Pese
a las ventajas que este soporte ofrecia, resultaba relativamente complicada la
preparacién del mismo y los resultados obtenidos eran un tanto variables, razén
por la cual fue necesario desarroliar un soporte mas funcional, siendo asi como
en 1959 L. Ornstein y B.J. Davis encontraron en los geles de poliacrilamida la
opcidn mas adecuada para subsanar dichas desventajas. Estos geles se
caracterizan por ser porosos, |0 cual les confiere una funcionalidad tipo tamiz que
permite retardar u obstruir el movimiento de las macromoléculas mientras que las
de menor tamafno pueden desplazarse libremente, logrando asi su separacion

por tamafio de molécula.*!

Aunado a lo anterior, algunas otras ventajas que ofrece esie tipo de soporte se

enlistan a continuacion:*

Y

Resolucion comparable con la de los geles de almidon

Termoestables

Y

Transparentes
Durables

Relativamente inertes quimicamente

¥ ¥V V¥V V¥

No iénicos

Y

Faciles de preparar con distintos tamaros de poro.

1.4.1.1 ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRIL-BISACRILAMIDA

Es un método analitico que se basa en el tamizado y la migracién de moléculas dentro

de un campo eléctrico. Esta técnica es de tipo zonal, por lo que requiere de un gel de

poliacrilamida como soporte, cuya porosidad juega un papel primordial para el correcto

desempenio de la prueba y esta en funcién de las concentraciones de los componentes

del gel.
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La electroforesis en gel de poliacrilamida es empleada para determinar el peso
molecular, pureza de las proteinas, actividad enzimatica, y secuencia de aminoacidos,

entre otras, en ias que este método es de suma utilidad.'®

Presenta las siguientes ventajas:®
a) Los polipéptidos estandar y los de estudio pueden correrse en el mismo gel.

b) Uniformidad tanto en la polimerizacion como en el hinchado o encogimiento durante

el tefido y desteriido.
¢) Versatilidad en el manejo. Se puede someter a secado, auto-radiografia y fotograffa.
d) Mayor exaclitud en las determinaciones de peso molecular.

e) Los aparatos que se requieren son sencillos y relativamente econémicos, ademas

de que es factible su uso en casi cualquier laboratorio.

f) Requieren pequefias cantidades de proteina dependiendo del método de tincién que
se elija. En términos generales, la deteccion con azul de Coomasie requiere de 2-
10pg de muestra por banda, mienlras que para la deteccién con Plata se requieren

cantidades de 0.5-2pg por banda.

g} La muestra no requiere estar pura, ya que este método es capaz de separar

diferentes molécutas.®

Los geles de poliacrilamida estan conformados por los monémeros acrilamida
(CH=CH-CO-NH;) y N-N'-metilen-bis-acrilamida o bis-acrilamida (CH;=CH-CO-NH-
CH2-NH-CO-CH=CH,), asi como por una combinacion de los iniciadores persulfato de
amonio y TEMED (N,N,N' N'-tetrametilen-diamina) u ocasionalmente de riboflavina y

TEMED. La reaccion de polimerizacién se muestra en la figura 1.%
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FIGURA 1. REACCION DE POLIMERIZACION

Acrilamida Bis-acrilamida Poliacrilamida

CHQ—ClJH t+ CHy=CH ——> _CHZ_CH_CHQ_CH—CH'I-?H_
I 1 |

CIJ'O Cll'O (Il'O CII"'O CcC=0
]
NH> f:lH NH, NH2 NH i
CH» I
| CH;
NH |
1 NH
-0 L
CH,=CH ¢=0 ¢=0 ¢=0 |

| ]
- CHz— CH —CHQ— CH '_CHz‘ CH—

Menter, Paul, Acrytamide Polymerization. A Praclical Approach, Bio-Rad Laboralories (2600), pag 1.

La reacciéon de polimerizacion de estos dos mendmeros se inicia por una serie de
radicales libres generados a partir del persulfato de amonio y TEMED. Este dltimo
reactivo tiene como funcién principal acelerar la formacién de los radicales libres del
persulfato, los cuales actiian como catalizadores de la polimerizacion, ya que convierten
los mondomeros de acrilamida a radicales libres para que estos Gltimos reaccionen con
los mondmeros inactivos y asi iniciar la reaccion de cadenas de polimerizacién. Estas
cadenas se entrecruzan con la bisacrilamida dando come resultado un gel con
determinada porosidad, la cual esta determinada por las proporciones relativas de
poliacrilamida y bis-acrilamida, siendo menor el poro cuanta mas bisacrilamida en
comparacién con la acrilamida se emplee. Cominmente se utilizan geles con
concentracién al 15% de acrilamida, sin embargo, se ha visto que esta concentracién no
reporta resultados satisfactorios si se desea analizar péptidos con pesos moleculares
menores a los 15,000 daltones, por lo que para contrarrestar este problema, se han
desarrollado soluciones alternas, encontrando que para el andlisis de péptidos de
cadena corta se obtiene una mejor resolucion si se utilizan geles de poliacrilamida al
12% de concentracion, logrando con esto el analisis de polipéptidos cuyos pesos

moleculares estan dentro de un rango de 2,500 — 90,000 daltones.'?
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Existen dos sistemas electroforéticos, el discontinuo, que es el mas utlizado, y el
continuo. El sistema discontinuo esta formado por dos tipos de geles superpuestos uno
encima del otro, esto es, consta de un gel separador o de resolucién sobre el cua! se
encuentra un gel concentrador. FPor otro lado, el sistema continuo dnicamente esta
conformade por el gel concentrador. Cada uno de estos geles se obtienen a partir de

dos soluciones amortiguadoras diferentes.

Et gel de resolucion es en el cual as proteinas se separan y la solucién amortiguadora
de la que se obliene tiene un pH de 8.8. Por ofro lado, el gel concentrador utiliza una

solucién con un pH dos unidades menor que el de separacion (pH 6.8).

SDS-PAGE es la electroforesis de proteinas mas ampliamente usada. Su nombre
significa la electroforesis en geles de poliacrilamida que se realiza en presencia de SDS
(‘SDS-polyacrilamide gel electrophoresis'). Fue descrito por Laemmii y se trata de un
tipo de electroforesis desnaturalizante en la que las muestras se desnaturalizan por
calor en presencia de una tercera solucion amortiguadora que contiene agentes
desnaturalizantes como el beta-mercaploetanol, el cuil se encarga de reducir los
enlaces disulfuro a grupos sulfidrilo, de tal modo que si la muestra cuenta con este tipo
de enlaces, con la solucidn amortiguadora estos enlaces se rompen y al someterla a un
campe eléctrico, las moléculas electrificadas negativamente podran migrar unicamente
debido a su peso molecular. Otro agente desnaturalizante es el SDS, que es un
detergente anidnico que actua sobre la muestra cubriendo las cadenas polipeptidicas
desnaturalizando asi las proteinas de modo tal que éstas se desdablan en sus
polipéplidos constitutivos, l0s cuales se unen al SDS en una proporcion de 1.4 g de
SDS por gramo de polipéplido, este exceso trae como consecuencia que la carga del
péptido se considere imperceptible en comparacion con la carga negativa del SDS,
siendo de este modo como las motéculas presentan una carga practicamente idéntica y
su desplazamiento a lo largo del gel dependerd primordialmente de su tamafo

molecular.'> "> >
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Para una correcta determinacion del peso molecular de un polipéptido es necesarioc

tener en cuenta las siguientes consideraciones:®

» Todos los polipéptidos deben ligar la 6ptima cantidad de SDS y tener una carga
constante.

» Deben tener la misma forma o conformacion.

¥ La electroforesis tanto de los polipéptidos conacidos como los sujetos de estudio
deben correr bajo las mismas condiciones al mismo tiempo y preferentemente en

el mismo gel.®

Para lograr determinar el peso molecufar de un determinado compuesto es necesario,
en primera instancia aplicar la técnica tanto a una muestra que contenga proteina de
peso molecular conocido como a la muestra problema, esto con el fin de obtener una
comparacién entre ambas muestras, dicho de otra manera, existe una relacién lineal
entre el logaritmo del peso molecular del polipéptido desnaturalizado y el Rf, el cual se
define como la proporcion de la distancia que se desplazé la molécula durante la

electroforesis.

Es necesario construir una curva patrén con los datos obtenidos de la muestra de peso
molecular conocido y posteriormente interpolar los datos obtenidos de la muestra

problema con el “eje Y" obteniendo asi su peso molecular.**

En el mercado existen marcadores de pesos moleculares, los cuales se emplean para
construir una curva estandar o curva patron, misma que se va a utilizar, como se
mengcion6 anteriormente, para determinar el peso molecular de la proteina que esta

siendo analizada.

En la tabla 6 se muestran los datos correspondientes a un marcador de pesos

moleculares.'®
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TABLA 6. MARCADOR DE PESOS MOLECULARES

POLIPEPTIDO PESO MOLECULAR (Kda)

MIOSINA 212
a2-MACROGLOBULINA 180
B-GALACTOSIDASA (E.coli) 116
FOSFORILASA b 97 4
FOSFORILASA a {(MUSCULO DE CGNEJO) 925
FRUCTOSA-6-FOSFATO KINASA (MUSCULO DE CONEJO) B4
ALBUMINA DE BOVINOG 66-68
CATALASA ~ 575
FUMARASA (CORAZON DE PORCINO) 4B 5
OVOALBUMINA 43
ALDOLASA (MUSCULO DE CONEJO) 36.5
ANHIDRASA CARBONICA 2931
INHIBIDCR DE TRIPSINA DE SOYA )
MIOGLOBINA 17
a-LACTOALBUMINA (LECHE DE BOVINO) 144
LISOZIMA (HUEVO BLANCO) 143
CITOCROMO C 11.7
APROTININA 6.5
INSULINA B as
BACITRASINA 145

Rosemberg, [an M. Protein Analysis And Purification. Benchlop Techniques, Ed. Birkh#user (1996), pag. 76

La tabla 6 muestra los pesos moleculares en kilodaltones (Kda) correspondientes a
ciertos polipéptidos presentes en un marcador de pesos moleculares que se emplea en

la electroforesis.

1.4.1.2 PARAMETROS DE CONTROL EN LA ELECTROFORESIS EN GEL DE
ACRIL-BISACRILAMIDA

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida posee la ventaja de ser muy
reproducible. Las variaciones que se pueden llegar a presentar son debidas a la falta de

control sobre algunos parametros. Uno de estos lo constituye el cuidado que se debe
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tener con los reactivos que se utilizan para elaborar el gel, ya que pequerias variaciones

en pH o presencia de contaminantes pueden ocasionar diversos problemas a lo largo

de la electroforesis. A continuacion se enlistan algunos puntos de control en la

electroforesis.*®

» PUREZA DE LOS REACTIVOS

a}

b)

Acrilamida y bisacrilamida: Debido a que la acrilamida y la bisacrilamida son
los principales companentes en la solucién, estos reactivos representan una de
las principates fuentes de contaminacion, por lo cual es indispensable tener
especial cuidado en la calidad y pureza de estos componentes ya que pueden

llegar a contener alguno de los siguientes contaminantes:*

1.- ACIDO ACRILICO: Este componente puede copolimerizar con la acrilamida y
biscacrilamida dando como resultado un intercambio de las propiedades inicas
del gel resultante, lo cual trae como consecuencia un cambio de pH en el gel
originando resultados desfavorables, tales como la irreproducibilidad entre
corridas, precipitacién del algunas proteinas y dacidos nucleicos, asi como

manchas en las bandas.*®

2. POLIACRILAMIDA LINEAL: Este componente, que $e produce como
consecuencia de una autopolimerizacién originada por ciertos contaminantes que
tengan propiedades cataliticas, afecta la polimerizacion, ya que actua como
nucleo generando efectos indeseables come son la pérdida de reproducibilidad

en la porosidad del gel y movilidad de las proteinas y acidos nucleicos.*

3- CONTAMINANTES IONICOS: Estos incluyen tanto inhibidores como

aceleradores de la polimerizacion.®

Iniciadores de reaccion: La solucion TEMED esta propensa a sufrir oxidacion,

la cual afecta directamente su capacidad catalitica, requiriendo mayores
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cantidades del compuesto para lograr la polimerizacién. Del mismo modo, el
TEMED posee la facilidad de acumular agua dando como resultado una

aceleracion en la descomposicion oxidativa.

Por ofro lado, el persulfato de amonio es un componente sumamente
higroscdpico, lo cual resulta contraproducente, ya que al empezar a disolverse en
el agua, este componente comienza a romper sus enlaces. Asi mismo, al haber
una acumulacién de agua el persulfato sufre una rapida pérdida de reactividad,

razon por ta cual es conveniente utilizar solucién recién preparada.®®

> TIPO DE INICIADOR Y CONCENTRACION

En este sentido es importante prestar atencién a la concentracion de componente
iniciader que se agrega, ya gue de ésta van a depender las caracteristicas finales
del gel obtenido. Por ejemplo, si se adiciona TEMED y persulfato de amonic en
exceso, puede dar como resullado un descenso en el tamafio promedio de las
cadenas del polimero que se obtienen, originando un descenso en la elasticidad del
gel, un aumento en la turbidez del mismo o bien, en casos extremos, debido a ia
formacion de cadenas tan cortas, no se visualiza la gelificacion, dando la impresion

de que no se llevo a cabo la polimerizacion.

Por otro lado, si la concentracién de eslos componentes no es suficiente, el oxigeno
comenzara a interactuar con la solucion del mondémero inhibiende la polimerizacién
obteniendo asi geles demasiado porosos y de consistencia débil. Es por esto que el
tiempo éptimo para que se lleve a cabo la gelificacion en sistemas discontinuos, es
de 15-20 minutos después de haber adicionado los compuestos iniciadores. Si dicho
fendmeno toma mas de 20 minutes, los efectos inhibidores del oxigeno comenzaran

a hacerse presentes.*
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» TEMPERATURA

Un factor critico que afecta directamente la reproducibilidad de la polimerizacion es
la temperatura, ya que la reaccion de polimerizacion es de tipo exotérmico, el calor
generado induce a que la reaccidon se lleve a cabo mas rapido, de ahi que
normalmente la gelificacién se produzca rapidamente una vez que el proceso de

polimerizacién inicia.

Del mismo modo, la temperatura afecta las propiedades del gel, de tal forma que a
bajas temperaturas (0-4°C) se obtiene un gel turbio, poroso e inelastico y de
reproducibilidad dificil de lograr. Este fenémeno se debe a que a bajas temperaturas
se da un incremento de los puentes de hidrégeno con el monémero. Por otro lado, la
temperatura aptima para la polimerizacion es a 23-25°C, ya que es cuando se
obtiene un gel mas transparente, menos poroso y mas elastico. Si la temperatura es
més elevada se forman cadenas cortas del polimero originando que el gel sea

inelastico.®®
» OXIGENO

El oxigeno puede actuar como un inhibidor de la polimerizacion, ya que como ésta
reaccion se produce via radicales libres, el oxigeno presente en el aire aclia como

una trampa de radicales libres inhibiendo o previniendo asi fa polimerizacion.

Existen muchas formas de asegurar la reproducibilidad de la polimerizacién, uno de los
métodos mas sencillos consiste en monitorear el tiempo que tarda en presentarse ta
gelificacién, ya que un cambio significativo en este tiempo es un indicador de que

alguno de los parametros requeridos para la polimerizacion ha cambiado.:’s_
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1.5 VALIDACION

Hoy en dia se ha dado un auge en el uso de métodos analiticos en diversas areas y la
de alimentos no es la excepcion; esto es debido a los requerimientos que estipulan las
diferentes legislaciones vigentes, en |as cuales se hace hincapié¢ en el aseguramiento
de calidad.*?

Este término se define dentro de la CGMP (Current Good Manufacturing Practice) de la

siguiente manera:

“ Todas las actividades necesarias para verificar la calidad de un proceso que se aplica

para la manufactura de algun producto”.*?

Dicho de otra forma, para asegurar la calidad de un producto terminado es necesario
controlar numerosos factores a lo largo de la produccion de! mismo, como la seleccion
de la materia prima, formulacion, condiciones del proceso, entre otras. Debido a esto es
de vital importancia contar con métodos analiticos que permitan demostrar  si
efectivamente, se obtiene un alimento de calidad o, si por el contrario, dicho producto
ha sido objeto de diversas alteraciones o adulteraciones a lo largo de su proceso de
manufactura. No sélo basta con tener métodos de andlisis sino que los resultados
reportados a partir de éstos deben ser confiables, razén por la cual deben de ser

sujetos de un proceso de validacion.

Segun ISO (International Standards Organization) un método de validacion “Es el
proceso mediante el cual se establecen las caracteristicas de desempefio y limitaciones
de un método analitico, asi como la identificacién de las influencias bajo las cuales

puede darse un cambio en el desempefio de éste”.®’'

La FDA establece que un “proceso de validacién consiste en establecer evidencia
documentada, la cual proporciona un alto grado de confianza, de que un proceso
especifico originara determinado producto con determinadas especificaciones y

atributos de calidad.™’
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La validacién es una herramienta que, con el paso del tiempo, ha ganado terreno dentro
del area de aseguramiento de calidad. Esla metodologia surge como respuesta a la
necesidad de probar la seguridad de los productos y prevenir adulteraciones a los
mismos y, aunada a las buenas practicas de manufactura establecidas en 1976 por la
FDA, dan como resultado la obtencién de un producto cuya c:;lidad cumple con las

especificaciones establecidas en la legislacion vigente.

El aumento que se ha dado en la aplicacion de la validacién en diferentes rubros de Ia
industria es debido a la importante inversion que esta metodologia representa, ya que
por un lado mejora la productividad reduciendo costos de produccion al mismo tiempo

que asegura la confiabilidad del método o proceso. %

La validacién fue aplicada en un inicio a los procesos de esterilizacion y asépticos
(1979) y poco a poco fue involucrandose dicha metodologia a otras areas en donde el
aseguramiento de la calidad constituia un factor determinante, ya que los cientificos
cayeron en la cuenta de que la calidad de un productc debe forjarse a lo largo del

procesa de produccion y no Unicamente evaluarse al final del proceso.®

En la actualidad se considera que un método analitico debe validarse cuando se
requiere verificar si su desempefo es el adecuado para utilizarlo en un problema en
especifico, como pudiera ser el desarrollo de un nuevo método, para introducir mejoras

a un método ya existente, para demostrar la equivalencia entre dos métodos, etcétera ¥

Del mismo modo, dentro de a legislacion ya se plantea la impertancia de la validacion,
tal es el caso de la norma NMX-EC-17025-IMNC-2000 “Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y de calibracion”, en donde se establecen
los requisitos que los laboratorios de ensayo y calibracion deben cubrir si desean
demostrar que operan un sistema de calidad y que son capaces de generar resultados
validos, motivo por el cudl el laboratorio debe validar tanto los métodos no
normalizados, como los desarrollados o disefados por él mismo, para con esto

confimar que dichas metodologias se ajustan al uso propuesto.®*
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1.5.1 TIPOS DE VALIDACION
Dependiendo de la fase del proceso de produccién en la cual se aplique, existen 3 tipos

de validacién, los cuales se describen a continuacion:

1.5.1.1 VALIDACION PROSPECTIVA
“Es la validacion que se lleva a cabo antes de la distribucion o entrada de un producto
nuevo al mercado o bien, en el caso en que se hayan dado cambios en el proceso de

manufactura de un producto, lo cual pudiera habqr afectado sus caracteristicas.®’

Este tipo de validacion involucra una secuencia de pasos que se muestran en el

diagrama 1:%

DIAGRAMA 1. VALIDACION PROSPECTIVA

CALIFICACION DE INSTALACION (1Q)

i

CALIFICACION OPERACIONAL (0OQ)

o
—

CALIFICACION DEL DESEMPENO (PQ)
APROBACION DEL PROTOCOLO

i

EJECUCION DEL PROTOCOLO
!
ANALISIS DE DATOS
1
REPORTE DE ACTIVIDADES
]

APROBACION DEL REPORTE
CONCLUSIONES

20 OrIm@TCP0

Chapman Kenneth G. A History Of Validalion In The United Stales: Part 1.
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» CALIFICACION DE LA INSTALACION (IQ): La cual consiste en verificar que los
equipos y sistemas fueron instalados de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.

> CALIFICACION OPERACIONAL (0Q): Es la evaluacion que se basa en el correclo

funcionamiento de los equipos y materiales que se utilizan en un método.

> CALIFICACION DEL DESEMPERNO (PQ): Se refiere a la evaluacion que se hace al
proceso en si, es decir, establece la evidencia de que tanto el proceso como las
condiciones de operacion y los pardmetros establecidos son los adecuados para

obtener un producto con las especificaciones de calidad determinadas.®

1.5.1.2 VALIDACION RETROSPECTIVA

Consiste en la validacion de un proceso para un producto que ya se distribuye, es decir,
esta validacion establece la evidencia documentada que un proceso cumple con el
proposito para el que fue disefiado basada en la revisién y analisis de la informacion
histdrica acerca del producto. Esta validacién se lleva acabo con procesos establecidos

con anterioridad 3% &'

Este tipo de validacion involucra una secuencia de pasos que se muestran en el

diagrama 2.

[F%]
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DIAGRAMA 2. VALIDACION RETROSPECTIVA

GRUPO DE DATOS

REPORTES DE YNV‘ESTIGACIO\. l /EPORTES DE ANALISIS

PRUEBAS DURANTE EL ———p] ANALISIS DE DATOS

PROCESO [¢———— FRUEBAS AL

PRODUCTO

CALIBRACION

CALIFICACION
DEL SISTEMA

CALIBRACION CALIFICACION
CORRECTIVA PROSPECTIVA
DEL SISTEMA

Y

ELEGIR VALIDACION
PROSPECTIVA

!

y

DOCUMENTAR
RESULTADOS

v
CONCLUSIONES

CONTROL DE
PARAMETROS

Chapman Kemmeth G. A History Of Validation In The United States' Par{ 1.
Pharmaceutical Technology (1991), Vol. 15. Na. 10, pag 92
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1.5.1.3 VALIDACION CONCURRENTE
Es la evidencia documentada de que un proceso cumple con el propésito para el que

fue disefiado de acuerdo con la informacion obtenida durante su implementacién.35

1.5.2 CLASIFICACION DE LOS METODOS ANALITICOS

Es frecuente ver que al momento de validar un método se aplican a éste todas las
pruebas estadisticas que se sugieren en las guias de validacion, lo cual podria
desencadenar consecuencias tales como, mala toma de decisiones o retraso debido a
que se aplican lécnicas estadisticas innecesarias. Con el fin de evitar trabajo
innecesario y contar con la informacion adecuada para una toma de decisiones
cofrecta, es imporlante ajustar el disefio de validacion y evaluacion de resultados al
proceso o método en especifico al que va a ser aplicado. Para lograr esto, diversas
instituciones como la USP (United States Pharmacopea) y la ICH (The International
Conference on the Harmonization of the Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use) han realizado una categorizacion de los metodos

analiticos dependiendo de la aplicacion o propésito del mismo.*

La USP establece tres categorias para clasificar a los métodos analiticos y sus pruebas

estadisticas correspondientes (Tabla 7):"7
- CATEGORIA 1: Métodos que cuantifican el componente principal o ingrediente activo.

- CATEGORIA 2: Métodos que determinan las impurezas o degradacion de productos.
- CATEGORIA 3: Métodos que determinan las caracteristicas de desempefio.
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TABLA 7. CLASIFICACION DE LOS METODOS ANALITICOS SEGUN LA USP

PARAMETRO | CATEGORIA1 CATEGORIA 2 CATEGORIA 3
DESIlEDI\Ef]Il;EﬂO _

ANALITICO CUANTIFICACION
EXACTITUD si s - .
PRECISION ] ] NO s
ESPECIFICIDAD S sl ] -
LOD NO NO St *
LOQ NO ] NO .
LINEALIDAD SI sl NO ~
INTERVALO sl ] E -
ROBUSTEZ Sl S Si sl

*Pudiera ser requerido, dapendlando de la naturaleza de la prusba

LOD = LIMIT OF DETECTION = LIMITE DE DETECCION

LOQ = LIMIT OF QUANTIFICATION = LIMITE DE CUANTIFICACION

Swarlz, Michael. Analylical Melhod Development And Validation. Marcel Dekker, Inc. {1997). Pag. 69

1.5.3 DESARROLLO DEL METODO DE VALIDACION

Sin importar de que tipo de validacion se trate, el paso inicial consiste en seleccionar el
método que se desea validar, considerar sus requerimientos y realizar la eleccion del
tipo de equipe o instrumentacion que se va a utilizar. Asi mismo, es importante justificar
el motivo por el cudl se desea efectuar el desarrollo de un sistema de analisis, lo que
puede deberse, entre otras razones, a que los procedimientos existentes presentan
poeca exactitud, son muy caros o lardados, o bien, a la implementacion de nuevos
equipos o técnicas, etc. Una vez hecho lo anterior es importante establecer el alcance o

proposito de! método que va a ser sujeto de validacion,'"?°

Del mismo modo, el analista debe evaluar o considerar todos los factores que pudieran
llegar a afectar a lo largo de |a aplicacién del método sujeto de validacién, para de ésta
manera delimitar o especificar, tanto como sea posible, dichos parametros logrando asi
un mayor contral sobre la técnica, evitando con esto que se llegue a presentar alghna
variacion, lo cual podria repercutir en el resultado final poniendo en duda la
confiabilidad del método. Con respecto a lo anterior, es importante realizar la

investigacion de la muestra que sera utilizada durante |a técnica, esto es, definirla en
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términos de su composicidn, caracteristicas fisicas, quimicas, entre otras, para asi
poder establecer el intervalo de valores bajo el cual debe regirse el procedimiento y

para qué tipo de compuestos es aplicable el método que esta siendo validado.'” % ¢!

Para facilitar la identificacion de estos factores, se recomienda dividir el proceso en
operaciones, como se muestra en el diagrama 3. La finalidad de esto radica en
proporcionar una manera mas sencilla de establecer los parametros, ya que de esta
forma es posible examinar cada una de estas operaciones individualmente logrando asi

reconocer los parametros de control en cada etapa.’®

DIAGRAMA 3. IDENTIFICACION DE FACTORES CRITICOS EN EL PROCESO

ESPECIFICACIONES DE EQUIPC ESPECIFICACIONES DEL ANALISTA Il

METODO CONFIABLE EN LA PREPARACION DE MUESTRA
VERIFICAR LA PESO DE LA MUESTRA
CORRECTA INSTALACION PESO ESTANDAR
DEL EQUIPO COMBINACION REALIZAR DILUCIONES
ANALISTA/EQUIPO
: > ANALISIS DE LA
MUESTRA ’I
MANEJO DE DATOS

!

RESULTADOS FINALES

Hokanson, Gerard C. A Life Cycle Approach To The Validation Of Analytical Methods During Phammaceutical Product
Development: PART 2. Pharmaceutical Technology {1994), No. 10, pag. 94

En la etapa de validacton, se deben realizar ensayos con el fin de demostrar que el
método funciona con muestras del analito establecido obteniendo resultados con alto
grado de exactitud y precision. En las guias de validacion se incluyen diversas
propuestas para la validacion de un método, las cuales pueden aplicarse segun el
criterio del analista, es decir, no se puede aplicar la misma propuesta para todos los
métodos y el criteric del experimentador es de suma importancia al momento de
seleccionar la propuesta que pruebe de manera efectiva la correcta validacion de un

métedo, ya que de esto depende que la técnica validada sea aceptada por otras

(98]
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personas relacionadas al campo de estudio que concierne a dicho procedimiento. Las

propuestas de validacién se enlistan a continuacién:'’

» METODO DEL CERO OCULTO: Esta propuesta involucra a un salo analista, el
cual utiliza el método con muestras de concentracién o nivel conocidos para de
&sta forma demostrar la recuperacion, exactitud y precisiéon. Dentro de las
ventajas de |a aplicacion de este método se encuentran que es rapido, sencillo y
como una primera aproximacion o demostracion de la validacion eficaz con un
minimo de tiempo, personal y costo, resulta ser una opcién viable para iniciar
todo el proceso de validacién. Como desventajas se encuentra el hecho de que
se considera que este método puede ser sujeto de cierta parcialidad por parie
del analista, lo cual puede ocasionar cierta duda acerca de la correcta validacion

por parte del usuario final o por algin critico.

» METODO OCULTO SIMPLE: Esta técnica involucra a dos analistas, uno de los
cuales prepara diversas muestras a diferentes niveles o concentraciones
desconocidas para el 6tro investigador. Este ultimo aplica e! método a validar
con las muestras desconocidas y una vez que obtiene los resultados los coteja
con los reportados por el primer analista. Aunque al inicio ésta técnica es
imparcial, dicha caracteristica se pierde al momento de realizar la camparacion
de los resultados obtenidos por ambos investigadores. No obstante, se
considera que ésta propuesta de validacion es mucho mas confiables que la del

cero cculto.

» METODO OCULTO DOBLE: Esta propuesta involucra a tres analistas. El
primero de ellos realiza la preparacion de las muestras a niveles o
concentraciones conocidas, el segundo realiza el andlisis de las muestras con el
método sujeto de validacion y el ultimo compara los resuitados obtenidos de
forma separada por ambos analistas, quienes tnicamente tienen acceso a sus

datos obtenidos. Se considera que ésta propuesta es la mas objetiva.
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> ANALISIS DE LOS MATERIALES ESTANDAR DE REFERENCIA (SRM): Esta
es la propuesta de validacion comunmente aceptada. Para obtener estos
materiales es preciso acudir a instituciones tales como United States
Phammacopeia (USP) y National Institute of Standards and Technology (NIST),
entre ofras de origen privado, que se dedican a la preparacion, garantia y
mercadeo de materiales estandar de referencia de diversos analitos. Cuando se
hace uso de estos materiales el analista debe demostrar que el método sujeto

de validacién proporcicna mediciones con alto grado de exactitud y precision.

» ESTUDIO DE COLABORACION INTERLABORATORIOS: Esta propuesta es la
mas ampliamente aceptada para realizar la validacién de un método analitico,
sin embargo, es un procedimiento costoso y requiere de mucho tiempo, incluso

anos, para finalizar la validacion.

» COMPARACION CON UN METODO ACTUALMENTE ACEPTADO: Esta
propuesta es generalmente llevada a cabo por un solo analista y consiste en
utilizar los resultados de la técnica aceptada para corroborar o comprobar los

valores obtenidos con la nueva técnica sujeta de validacion."

Una vez que se efectud el nimero de repeticiones pertinentes de la técnica que esta
siendo validada (por lo menos 20 ensayos), el siguiente paso consiste en dar el
tratamiento de datos correspondientes, es decir, se deben aplicar las técnicas
estadisticas para evaluar los factores de precision, exactitud, reproducibilidad, etc. Para
realizar lo anterior es necesario en primera instancia categorizar el método que se esta
validando, para de este modo poder establecer las pruebas que se requieren
desarrollar, ya que como se mencioné anteriormente, no es necesario determinar todos

los criterios estadisticos que se establecen en las guias de validacion.

En la tabla 8 se muestra una sintesis de las técnicas y herramientas estadisticas que se

aplican en la validacién.” 25 %
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TABLA 8. TECNICAS Y HERRAMIENTAS ESTADISTICAS APLICADAS EN LA VALIDACION

TECNICA DE

VALIDACION

SELECTIBILIDAD

DEFINICION

Se define como la capacidad de un método para identificar
un analito especifico aun cuando este se encuentre en

presencia de otros componentes.

HERRAMIENTA
ESTADISTICA

Prueba de
hipotesis

LINEALIDAD

Se define como la habilidad de un método para obtener
resultados que sean proporcionales a las concentraciones
del analito de interés. La regresion lineal que se obtiene de
graficar la respuesta del analito vs. su concentracion,
aporta ciertos parametros que son fundamentales para la
aceptacion de la linealidad, estos valores son el coeficiente

de correlacion y la interseccion con el eje Y.

Regresién y
correlacién

EXACTITUD

Se define asi a la cercania que existe entre el valor
obtenide del mélodo a evaluar y un valor que es
considerada como verdadero. Existen cuatro formas de
evaluar este parametro. La primera de ellas consiste en
analizar una muestra de concentraciéon conocida con el
método sujeto de validacién y cotejar los resultados
obtenidos con los valores ideales o reales. Una segunda
opcion es realizar una comparacién entre los resultados
obtenidos con el nuevo método y aquellos que se recaban
a partir de un método alternativo que de antemano se sabe
de su exactitud. Las dltimas dos opciones se basan en la
recuperacion de cantidades conocidas del analito dentro

de una muestra.

Prueba de
hipétesis

INTERVALO

Se define asl al grupo de concentraciones dentro del cual
se presenlan valores aceptables de precision, exactitud y
linealidad. Una forma de obtenerlc es a partir de los

valores de linealidad y exactitud.

Prueba de
hipétesis

PRECISION

Se denomina asi a la dispersién o diferencia que se
presenta entre 'os resultados obtenidos de varics ensayos
de una muestra homogénea que se prepara bajo las

mismas condicicnes.

Coeficiente de
variacion
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Es la cercania que se da entre los resultados obtenidos de
mediciones sucesivas realizadas por un mismo operador
bajo las mismas condiciones experimentales en un periodo Analisis de
REPETIBILIDAD . . . -
de tiempo corto. Se obtiene a partir de la repeticidn del varianza
método con varias muestras preparadas de la forma en

que el método lo sefala.

Consiste en determinar la precision que existe enlre los

REFRODUCIBILIDAD | diferentes ensayos realizados por diferentes analistas en Anél‘isis de
diferentes dias a una misma muestra. varanza
LIMITE DE Se conoce asl a la concentracibn mas baja del analito que Desviacién
DETECCION es detectable. Estandar
LIMITE DE Es la concentracidn mas baja del analito cuya exaclitud y Desviacién
CUANTIFICACION precision pueden ser determinadas. Estandar
Se define como la habilidad para no mostrar cambio
alguno en los resultados al realizar la prueba con
Anélisis de

ROBUSTEZ pequeiios cambios en los parametros. Es importante

_ . bleques aleatorios
mencionar que para evaluar este parametro es factible

realizar uno o varios cambios a la vez,

La tabla 8 muestra los parametros que se cuantifican frecuentemente en la validacion, a
través de los cuales se obtienen los datos suficientes para establecer si el método que
esta siendo validado, en efecto proporciona resultados confiables, asi como también
para precisar las condiciones bajo las cuales la técnica proporciona mejores resultados.
Asi mismo, para cuantificar dichos parametros se utilizan diversas herramientas
estadisticas, tales como prueba de hipotesis, coeficiente de variacién, regresioén y

correlacion, andlisis de varianza, por citar fas mas usuales.

Aunado a lo anterior, es importante que se lleve a cabo por escrito un protocolo de
validacion, en el cual se reunan los datos obtenidos a partir del método, se reporten las

pruebas que se realizan a dichos datos asi como sus respectivos resultados.
Una vez realizada la validacion es necesario manitorear los cambios posibles que se

pudieran llegar a dar con el paso del tiempo, es decir, se requiere inspeccionar

frecuentemente el método validado con el fin de detectar cambios de condiciones,
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personal, equipo, material, etcétera, los cuales son indicativos de la necesidad de

plantear una revalidacién de éste %'
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2. DESARROLLO METODOLOGICO
En éste apartado se explica la metodalogia que se siguid durante la experimentacién, misma que se resume en &l

diagrama 4.

2.1 CUADRO METODOLOGICO

DIAGRAMA 4. CUADRO METODOLOGICO

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar la validaclén dal método da elsctroforesis en gel de acril-bisacrilamida para verlficar su efectividad como técnica analitica en la deleccién de
adulleraciones en alimantos orlainadas por la bresencia de protelna de sova.

Y

OBJETIVO PARTICULAR 1

Detarminar sl contenido de protelna presents en la muestra de aislado de soya que se utilizaré durante la experimentacién para comroborar las espscificaciones
dadas por sl proveedor y con el fin de contar con un pardmetro base para calcular el peso de la muestra requerido para efectuar la elactroforesls.

v

Y h 4
ACTIVIDAD 1 ACTIVIDAD 2
Beterminar sl contenide de protelna con la técnica micre-kjeldahl. Calcular el peso de |a muestra que sa requiere para la electroforesis.

[ ]
v

OBJETIVO PARTICULAR 2

Efectuar corridas electroforéticas a difarentes concentraclones de muestra de aislado de soya hasta encontrar el intervalo de concentracionses en las cuéles se
definan claramente los patrones electroforéticos para do ésta forma establecer [as concentraciones que se utilizardn durante la validacién.

v

Y A 4
ACTIVIDAD 3 ACTIVIDAD 4

Praparar reactivos. Preparar concentraciones de aislade de soya.

‘ J 4
ACTIVIDAD 5
Realizar electroforesis con las concentracionss preparadas en la actividad 4.

# ACTIVIDAD 7

ACTIVIDAD 6 .
. . . . Camblar concentraciones de alslade
Lectura e intarpretacién de los geles obtenidos en la actividad 5. da soya.

NO

¢ Perfiles electroforéticos
bien delinidos y legibles?

ACTIVIDAD 8
Elegir el intervala de concentraciones de aistado de soya que se utilizard en la validacion,

¥

OBJETIVO PARTICULAR 3

Realizar las repeticiones del mélodo da alectroforesis en gel de acrll-bisacrilamida % las concentraciones establecidas en el objelivo anterior para de esla
manera coniar con los parfiles elactroforéticos necesarios para efectuar la validacién del método.

¥

ACTIVIDAD 9
Efactuar 20 corrldas electroforéticas a las concentraciones astablecidas en la actividad 8.

il

X
OBJETIVO PARTICULAR 4

Aplicar a los datos obtenidos en las rapeticiones electroforéticas las pruebas estadisticas necesarias para realizar la valldacién del métedo de electroforesis en
gel de acril-bisacrilamida y de esta manera poder evaluar su efectlvidad en la deteccién de aislado proteinico de soya.

ACTIVIDAD 10 ACTIVIDAD 11 ACTIVIDAD 12 ACTIVIDAD 13
Calcular exactitud, rango y selactibilidad. Calcular linearidad Calcular la precisién Calcular repetibilidad y robustez.
[ ] ‘ ] ]
OBJETIVO PARTICULAR 5

Analizar los resultados obtanidos en la validacidn del método de electroforesis en gel da acril-bisacrilamida con el fin de determinar la factibilidad de uso de éste
método analitico en la deteccién de adulteracién de alimentos originada por protelna de soya.

v

ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIONES

¥

CONCLUSIONES




2.2 DESCRIPCION DEL CUADRO METODOLOGICO

En el diagrama 4 se muestra la metodologia seguida para la realizacion del presente
estudio, la cual consta de un objetivo general y de cinco objetivos particulares; éstos
tltimos cuentan con una serie de actividades y en conjunto buscan dar solucién al

objetivo planteado inicialmente (objetivo general).

El objetivo general consiste en desarrollar la validacion del método de electroforesis en
gel de acril-bisacrilamida con la finalidad de emplear dicha técnica analitica para la
deteccién de adulteraciones en alimentos proqucidas por proteina de soya. Para lograr
lo anterior se parte, como se menciona en el objetive paricular 1, de la determinacion
del contenido de proteina presente en la muestra de aislado de soya que sera utilizada
a lo largo de la experimentacion, para lo cual se utiliza el método micro-kjeldahl y la
prueba se efectuara por triplicado. Una vez que se sabe el porcentaje de proteina que
posee la muestra, este valor se toma como referencia para poder calcular la cantidad de

muestra de aislado de soya que se requiere para realizar los ensayos electroforéticos.

El siguiente paso en la metodologia corresponde al objetivo particular 2 y consiste en
establecer un intervalo de concentraciones de proteina de soya en el cual los perfiles
electroforéticos obtenidos estén claramente definidos, ya que dicho intervalo sera
utilizade para efectuar la validacion. Para lograr lo anterior es necesario preparar los
reactivos que se empiearan para realizar las corridas electroforéticas y del mismo
modo, partiendo de los calculos realizados en el objetivo particular 1, preparar fas
concentraciones de aislado de soya con las cuales se efectuara la electroforesis en gel
de acril-bisacrilamida. Después de haber obtenido los perfiles electroforéticos, se
procede a la determinacién de sus correspondientes pesos moleculares, para lo que
se requiere digitalizar los geles. Para realizar lo anterior se utilizé la camara digital
Kodak Digital Science DC120 y posteriormente, una vez que se cuenta con las
imagenes digitalizadas, la interpretacion de éstas se efectila con el sistema de analisis
EDAS 120, que es un software especializado en dicha tarea®®; en caso de que las
bandas electroforéticas no estén bien definidas y no sea posible su interpretacion, es

necesario replantear nuevas concentraciones de aislado de soya y repetir el ensayo
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electroforético y la posterior lectura de los geles obtenidos. Dicho procedimiento se
repite hasta encontrar el intervalo de concentraciones de muestra de aislado de soya en

las que los perfiles electroforéticos esten bien definidos y legibles.

El objetivo particular 3 tiene como funcién principal obtener los datos que se requieren
para realizar la validacion del método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida,
para lograr lo anterior es necesario efectuar, de acuerdo con l|a bibliografia, 20
repeticiones de la técnica de electroforesis bajo las mismas condiciones de trabajo para
cada una de las concentraciones de aislado de soya estabiecidas en el objetivo

particular 2. %

Una vez que se cuenta con los datos necesarios, el objetivo particular 4 busca utilizar
dichos valores para efectuar, con ayuda del software MINITAB, 1as diferentes pruebas
estadisticas que se requieren para la validacion del método de electroforesis en gel de
acril-bisacrilamida, tales como la prueba de hipétesis, coeficiente de variacidn, regresion
lineal y correlacion y coeficiente de varacion, y el andlisis de bloques aleatorios para
que, con estos resultados se pueda determinar la exactitud, selectibilidad, rango,

precision, linearidad, repetibitidad y robustez del método analitico.

Finalmente, se procede al objetivo particular 5, en el cual se realiza el andlisis de los
resultados obtenidos en el objetivo particular 4 para con esto determinar que tan factible
resulta el emplea de el método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida para la

deteccion de proteina de soya.

Después de analizar los resultados se establecen las conclusiones finales del trabajo,
las cuales van orientadas a establecer si el método de electroforesis en gel de acril-
bisacrilamida resulta ser una técnica efectiva en la deteccion de adulteracicnes en

alimentos originadas por la presencia de proteina de soya.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 ESPECIFICACION DE LA MUESTRA
La muestra que se utilizara a lo largo de la experimentacién se trata de un aislado de

soya, el cual fue proporcicnado por la empresa “ALIMENTARIA MEXICANA BEKAREM,
S A. DE C.V." y cuyas especificaciones se muestran a continuacion:5°

TABLA 9. COMPOSICION QUIMICA DEL AISLADO DE SOYA.

COMPOSICION (%)

PROTEINA HUMEDAD CENIZAS

91.5%" 50 % 38% 05% 02% 6.8

* = PORCENTAJE OBTENIDO EMPLEANCO UN FACTOR DE 6.25
Alimentaria Mexicana Bekarem, Ficha Técnica De Proteina Aislado De Soya 590

Durante la experimentacion el aislado de soya sera sometido, en primera instancia, a
una cuantificacion de su contenido proteico mediante el método micro-Kjeldahl y de esta
manera corroborar el contenide de proteina indicado en ia ficha técnica del producto,
para posteriormente determinar su perfil electroforético mediante la electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) y de ésta manera, contar con los elementos necesarios
para efectuar la validacion de dicho método.

2.3.2 DETERMINACION DE PROTEINAS CON EL METODO MICRO-KJELDAHL

Como se menciond anteriormente, la determinacién del porcentaje de proteina en la
muestra se realizd empleando el método de micro-kjeldahl, el cual es considerado como
la técnica mas confiable en lo que a determinacion de nitrégeno total se refiere, por lo
que se incluye en métodos oficiales y reglamentarios y esta aprobada por
organizaciones internacionales y asi mismo, frecuentemente se utiliza como referencia

para evaluar técnicas alternas para la determinacian de proteina,'" 2
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En la tabla 10 se enlistan los reactivos y cantidades de éstos que se requieren para
efectuar la técnica micro-kjeldahl para la determinacién del contenido de proteina en la

muestra de aislado de soya.

TABLA 10. REACTIVOS UTILIZADOS PARA EL METODO MICRO-KJELDAHL

REACTIVOS CANTIDAD
Sulfato de cobre 02g
Sulfato de sodio anhidro 15¢g
Acido sulfarico concentrado 2ml
Muestra (aislado de soya) 01g
Hidroxido de sodio al 40% 15 ml
Acido bérico al 4% 50 ml
Mezcla de indicadores rojo de metilo y
verde de bromocrescl ? gotas
Acido clorhidrico 0.01 N El necesario para iz titulacién

Pearson D. Técnicas De Laboratario Para El Anélisis De Alimentos. Ed. Acribéa (1858), p. 11

Esta metodologia se fundamenta en la combustion en hiumedo de la muestra por
calentamiento con &cido sulfurico concentrade en presencia de catalizadores metalicos
y de otro tipo, tales como el sulfato de cobre y el sulfato de sodio anhidro, que tienen
como funcion reducir el nitrégeno de la muestra hasta amoniaco, el cual queda en
solucién en forma de sulfato de amonio. El digerido, una vez alcalinizado con hidréxido
de sodio al 40%. se destila directamente o por arrastre con vapor para desprender el
amoniaco, mismo que es recolectado en una cantidad estandar de acido borico al 4% y
finalmente se titula con acido clorhidrico 0.01 N para obtener asi el contenido de

nitrégeno total presente en la muestra,'" ®

Esta determinacién se realizo por triplicade de acuerdo con lo establecido en la
bibliografia, en la cual se recomienda que las mediciones se deben llevar a cabo varias

veces (generalmente 3 o mas). "'

47



RESARRQULO METOROLCGICO.

2.3.3 PERFILES ELECTROFORETICOS

Debido a que se utilizara como muestra un aislado proteinico de soya, el perfil
electroforético que se busca en cada una de las repeticiones que se efectuaran es el
correspondiente al inhibidor de tripsina BOWMAN-BIRK, el cual, por bibliografia, se
sabe que es caracteristico de la soya y presenta un peso molecular aproximado de 8

kilodaltones, por lo que la banda de interés en cada gel obtenido serd la que se
aproxime a dicho valor.

Como se mencioné en el capitulo 1, para determinar el peso molecular de un
determinado compuesto, como en este caso, en que o que se busca es identificar la
banda caracteristica de ta proteina de soya, es necesario en primera instancia, realizar
una comparacion entre la muestra problema y una muestra de pesos moleculares
conocidos (también conocida como marcador de pesos moleculares) para
posteriormente utilizar una curva patron a partir de la cual se pueda obtener, mediante
una interpolacidn, los pesos moleculares de la muestra problema, dicha curva se

construye a partir de los valores proporcionados por el marcador de pesos moleculares.

En el presente trabajo se utilizé un marcador de pesos moleculares de marca BioRad,

cuyo intervalo de pesos moleculares que presenta resulta Otil para efectuar la
identificacion de la banda de interés,

En las siguientes secciones se describe el procedimientoc a seguir para efectuar la
técnica SDS-PAGE.

2.3.3.1 PREPARACION DE REACTIVOS

La electroforesis en gel de poliacrilamida requiere de ciertos reactivos, cuya preparacion
se describe a continuacion:'® 83
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» Solucién amortiguadora 4x pH =8.8

TABLA 11. FORMULACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA pH=8.8

REACTIVO CANTIBAD
Tris-OH 5.083g (1.5M)
SDS 20% 1.0ml
Agua desionizada *Cbp. 50 mi

*Cbp. = Cuanto baste para.

La tabla 11 muestra los compuestos necesarios para preparar 50 ml de esta

solucién amortiguadora. Para preparar 5 ml de SDS al 20 % se debe pesar 1g de

SDS y se disuelve con 4 ml de agua desionizada, dicha mezcla se adiciona a un

matraz volumétrico de 50 ml y posteriormente se agrega agua desionizada hasta

el afore.

Para preparar esta solucidn amortiguadora se pesa el Tris-OH, el cual va a ser

disuelto en 40 ml de agua desionizada, una vez concluide lo anterior, se toma 1

ml. del SDS al 20% y se mezcla con el Tris-OH, se ajusta el pH a 8.8 y finalmente

dicha mezcla se vierte en un matraz volumétrico de 50 m! y se adiciona agua

desionizada hasta aforar. Conservar a una temperatura de 4°C (durante 30 dias

como maximo).'% &

» Solucion amortiguadora 4x pH = 6.8

TABLA 12. FORMULACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA pH= 6.8

REACTIVO

c D

Tris-OH 3028g (O5M)
SDS 20% 1.0ml
Agua desionizada *Cbp. 50 ml

*Cbp. = Cuanto baste para.
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La tabla 12 muestra los compuestos necesarios para preparar 50 ml de ésta
solucion amortiguadora. E! procedimiento para conformar este reactivo es el
mismo gue el que se siguié en la solucion amortiguadora anterior, excepto que,
el pH en esta ocasion se ajusta a 6.8. Conservar a una temperatura de 4°C

(durante 30 dias como maximo). 'S 82

Solucién amortiguadora de corrida 10x

TABLA 13. FORMULACION DE LA SOLUCION DE CORRIDA 10x

REACTIVO CANTIDAD

Glicina 369
Tris-OH 759
sDS 25g

Agua desionizada Cbp. 250 ml

*Chp, = Cuanto baste para.

En primera instancia es necesario preparar la solucion de corrida madre (1x),
(cuyos reactivos se muestran en la tabla 13) para que, a partir de ésta, se pueda

obtener la solucidon 10x.

La preparacion comienza pesando la glicina, el tris-OH y el SDS para
posteriormente disolver dichos compuestos poco a poco en 240 ml de agua
desionizada. Una vez hecho lo anterior se ajusta el pH de la solucién a 8.3 y se
procede a aforar a 250 ml con agua desionizada, obteniendo asi la solucién 1x,
de la cual se van a tomar 50 ml y se adicionaran a un matraz volumétrico de 500
ml, mismo que se afora con agua desionizada formando asi la solucion de corrida
10x. Conservar a una temperatura de 4°C (durante 30 dias como maximo) en un

frasco ambar.'®



» Acril-bisacrilamida 30%

TABLA 14, FORMULACION DE LA ACRIL-BISACRILAMIDA 30%

REACTIVO CANTIDAD

Archilamida 609
Bisacrilamida 1749
Agua desionizada Cbp. 200 mi

*Chp. = Cuanto baste para.

La tabla 14 muestra los reactivos necesarios para obtener acril-bisacrilamida
30%. El procedimiento a seguir para esto consiste en pesar las cantidades
indicadas en la tabla de la acrilamida y la bisacilamida y diluir ambos compuestos
con 190 ml de agua desionizada, para finalmente verter la solucién en un matraz
volumétrico de 200 ml y de nueva cuenta con agua desionizada llevar al afore.
Conservar a una temperatura de 4°C (durante 30 dias como maximo) en un

frasco ambar.'® 53

» Persulfato de amonio

TABLA 15. FORMULACION DEL PERSULFATO DE AMONIO

REACTIVO CANTIDAD

Persulfato de amonio 125¢g

Agua desicnizada Cbp. 10 mI

*Cbp. = Cuanto basts para.

En la tabla 15 se enlistan los compuestos requeridos para cbiener la solucion de
persulfato de amonio. En primera instancia es importante mencionar que este
componente, debide a su propiedad higroscopica, debe someterse a un secado
durante 3 horas a una temperatura de 40°C. Una vez realizado lo anterior, se
pesa la cantidad indicada de persulfato de amonio y se disuelve en 8 ml de agua

desionizada, finalmente se adiciona esta solucién a un matraz volumetrico de 10
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ml y se afora con agua desionizada. Conservar a una temperatura de 4°C en un

frasco ambar.'* &2

» TEMED

TABLA 16. FORMULACION DEL TEMED AL 8.4%

REACTIVO CANTIDAD

TEMED 0.42 ml
Agua desionizada Cbp. 5ml
*Cbp. = Cuanto baste para.

En fa tabla 16 se muestra la cantidad de TEMED que se requiere, misma que se
disuelve en 4 ml de agua desionizada para finalmente llevar esta solucion al
afore con agua desionizada en un matraz de 5 ml. Conservar a una temperatura

de 4°C en un frasco ambar.'® 62

*> Solucién amortiguadora de muestra

TABLA 17. FORMULACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA

REACTIVO CANTIDAD

Solucidn amartiguadora de muestra 950 ul

Mercaptoetanol 50 pl

Para este reactivo es necesario mezclar los volimenes mencionados en la tabla
17 de la solucion de muestra y el mercaptoetancl. Conservar en un frasco ambar

a una temperatura de congelacion.® 63
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» Solucion tefiidora

TABLA 18. FORMULACION DE LA SOLUCION TENIDORA

REACTIVO CANTIDAD
Azil de Coomassie R-250 025g
Acido acético glacial 10 ml
Metanol 50 ml

Agua destilada Cbp. 100 ml

*Cbp. = Cuanto basts para.

En |a tabla 18 se enlistan los reactivos requerides para la solucién tefidora. El
procedimiento consiste en pesar la cantidad marcada de azul de Coomassie y
mezclarla con los volimenes mencionados de A&cido acética y metanol,
finalmente se lleva al afore con agua destilada en un matraz volumétrico de 100

ml. Conservarlo en un frasco dmbar a temperatura ambiente. '%-

» Solucion desteiidora

TABLA 19. FORMULACION DE LA SOLUCION DESTENIDORA

REACTIVO CANTIDAD

Metanol 250 ml
Agua destilada 200 ml
Acido acético 50 mi

La tabla 19 muestra los volimenes de metanol y acido acético que se requieren
para la sclucidn destefiidora, los cuales deben mezclarse y vertirse en un matraz
volumétrico de 500 mi para finalmente adicionar el agua destilada que se
requiera para llegar al afore. Conservarlo en un frasco ambar a temperatura

ambiente.'® 5
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2.3.3.2 MANEJO DE LA CAMARA DE ELECTROFORESIS

Una vez que se cuenta con los reaclivos necesarics para desarrollar la técnica, el paso
siguiente consiste en la preparacién de los geles (la cual se describe en la seccién
2.3.3.3) y su respectivo montaje en la camara de electroforesis, cuyo funcionamiento se
detalla en el apéndice A%

2.3.3.3 FORMULACION DE LOS GELES DE ACRIL-BISACRILAMIDA

Como se menciono en la seccion de antecedentes, para lograr una mejor separacion y
visualizacion de las bandas electroforéticas, en la fase experimental se correran las
muestras en geles de poliacrilamida al 12%. Es importante mencionar que la
preparacion de ambos geles (separador y concentrador) se debe llevar a cabo en una
superficie fria, esto con el fin de retardar el proceso de polimerizacidn y la subsecuente

gelificacion. La formulacién de estos geles es la siguiente:'® &

» Gel Separador

TABLA 20. FORMULACION DEL GEL SEPARADOR

REACTIVO CANTIDAD

Solucién amortiguadora pH=8.8 2500 pt
Acril-bisacrilamida 3755 pl

Agua desionizada 3745 pl
TEMED 100 pl

Persulfato de amonio 200 W

La tabla 20 muestra los reactivos y cantidades de éstos que se emplean para
obtener el gel separador.

En un vaso de precipitado de 50 mi se adicionan las cantidades sefialadas

anteriormente de los reactivos, en el estricto orden en que se enlistan,
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obteniendo asi una solucion que debe vertirse entre los cristales de la camara de

electroforesis, donde finalmente se llevara a cabo la gelificacion de ésta.'® &

» Gel Concentrador

TABLA 21. FORMULACION DEL GEL CONCENTRADOR

REACTIVO CANTIDAD
Solucién amortiguadora pH=6.8 1500 pl
Acrikbisacrilamida 1000 pl
Agua desionizada 3500 p!
TEMED 40 pl
Persuifato de amonic 80 ul

En la tabla 21 se muestran los reactivos que se utiizan para obtener et gel

concentrador, cuyo procedimiento es el mismo que el del gel separador. s &3

2.3.3.4 PREPARACION DE LA MUESTRA
Una vez que se cuenta con los geles dentro de la cAmara de electroforesis, se lleva a
cabo la preparacion de la muestra del aislado de soya, cuyo procedimiento se describe

a continuacidn:

En los tubos Eppendorf se colocan 15 ul de la diluciéon que conforma la muestra de
aislado de soya y 15 ul de la solucidon amortiguadora de muestra, cuya preparaciéon se
describid en el apartado anterior. Este procedimientc se repite para cada una de las
muestras que van a ser analizadas en la validacién, cuyas concentraciones son 0.5, 1, 2
y 3 pg de aislado de soya / ul. Posteriormente, dichas muestras se someten al calor a
lemperatura de ebullicion en bafo maria durante 4 minutos exactos. Transcurrido este
liempo se toman 15 pl de la muestra y se colocan en los carriles del gel con una

micropipeta automatica.
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Finalmente se cierra la camara de electroforesis de la manera en que se describe en el
anexo 1 y para de esta forma realizar la corrida aplicande una corriente constante de
120 volts durante 1.5 hrs.

Una vez transcurrido este tiempo, los geles se extraen de los cristales y se realiza el
revelado de las bandas electroforéticas, lo cual se logra al someter los geles a un
proceso de tincion durante 12 hrs. con una solucién de azul de Coomasie, y

posteriormente, con la solucién destefidora, se realiza la decoloracion del gel.

2.3.3.5 DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES MiNIMA Y MAXIMA

Para establecer las concentraciones minima y maxima con las cuales se trabajara para
realizar la validacién, fue necesario en primera instancia ralificar el contenido de
proteina de la muestra reportado por el proveedor (91.5%), lo cual se llevé a cabo
mediante el método micro-Kjeldahl. Dichos calculos se describen con mas detalle en la

seccion de resultados.

Una vez que se contd con este valor y sabiendo que la técnica de tincién que se
empleara en la electroforesis serd la de azul de Coomassie, [a cual, de acuerdo con la
bibliografia, requiere de 2-10ug de muestra por banda®, se efectuaron los calculos para
establecer {as concentraciones bajo las cuales se trabajé y finaimente se realizé una
corrida de ensayo con dichas concentraciones, esto con el fin de corroborar si la banda
de interés se aprecia claramente. En caso contrario, se replantearon los calculos, solo
que esta vez con otras concentraciones de muestra y se volvié a efectuar Ia
electroforesis a estas nuevas concentraciones. Este ciclo se aplico a un total de 21
concentraciones de aislado de proteina de soya diferentes, hasta encontrar el intervalo
de concentraciones bajo las cuales se logrd la identificacion de la banda

correspondiente a la soya.

Después de que se realizaron los ensayos electroforéticos necesarios para establecer

las concentraciones de proteina con las cudles se decidid trabajar para efectuar la
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validacién del método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida, se procedi6 a la
repeticion de los perfiles electrofaréticos para de esta forma contar con datos suficientes
para aplicar las pruebas estadisticas que se requieren en la validacion. Al respecto, se
corrieron un total de 20 geles, cada uno de éstos conformado por B carriles en los que
se colocan las distintas concentraciones de muestra de aislado de soya establecidas

previamente.

La secuencia de calcuto y procedimiento que se realizd para preparar las diluciones
correspondienies a las concentraciones de 0.5, 1, 2 y 3 ng / pl se desglosa a

continuacion:

1.- Pesar 1.2 g de aislado de soya y disolverloc en 50 ml de agua desionizada, para
cbtener una solucién de proteina de soya de 0.02 g/ ml, la cual es la dilucién 1.

12g 002¢g
50 ml ml

2.- Tomar 0.25 mt de la dilucién 1, lo que equivale a 0.005 g/ mi, y disolver en 10 mi de
agua desionizada, obteniendo asi la primer muestra a una concentracién de 0.5 pg / pl.

I mldedilucion (1)~ ------- 0.02 g de proteina
0.25mldedilucién (1) ----- X
X =0.005 g de proteina

0.005g=(0.700075g} 1000 mg | 1000 1g |g4| _05u
10l m! g tmg A 1000 1 ul

3.- Tomar 0.5 ml de ia dilucién 1, lo que equivale a 0.01 g/ ml, y disolver en 10 ml de

agua desionizada, obteniendo asi la segunda muestra a una concentracion de 1 ug/ pl.
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I ml de dilucion (1) -------- 0.02 g de proteina
0.5mldedilucién (1)----- X
X =0.01 g de proteina

0.0Ig_{0.0(}lg/J{lOOOmg’ 1000 4z Il }:mg

1gml | ml g N img A1000gl) al

4.- Tomar 1 ml de 1a dilucian 1, lo que equivale a 0.02 g/ ml, vy disolver en 10 ml de agua
desionizada, obteniendo asi la tercera muestra a una concentracion de 2 pg / pl.

1 ml de dilucién (1)-------- 0.02 g de proteina

0.02g_(0.002/gf lOOOn/g_}[lOOOpg 1l J_ng
m

1opfl L mi | Infg 1000 41

5.- Tomar 1.5 ml de la dilucién 1, lo que equivale a 0.03 g/ ml, y disolver en 10 ml de
agua desionizada, obteniendo asi la cuarta muestra a una concentracion de 3 ug / pl.

I ml de dilucién (1) -------- 0.02 g de proleina
1.5mldedilucion (1}----- X
X =0.03 g de proteina

0.03g=(0.003g][1000mg IOOO,ug}[ lrp(l J_Byg

iyml ml g tmg 1000 p1)  ul
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 PROTEINA

Como se mencioné en el capitulo anterior, la fase experimental inici6 con la
determinacién del porcentaje de proteina contenido en la muestra de aislado de soya a
partir de la técnica micro-kjeldahl, la cudl se realizd por triplicado y cuyos resultados

obtenidos se muestran a continuacion (tabla 22):

TABLA 22. CONTENIDO DE PROTEINA EN LA MUESTRA

MUESTRA PROTEINA (%)
1 91.38%
90.94 % 91.08 % 0.254 0.27 %
90.94 %

_'- UTILIZANDO FACTOR DE CONVERSION DE 8.25

X = VALOR DE LA MEDM

8 = VALOR DE LA DESVIACION ESTANDAR

C.V = VALOR DEL COEFICIENTE DE VARIACION
En los resultados del contenido de proteina, que se obtuvieron con el método micro-
kieldahl y que se muestran en la tabla 22, se observa que, de acuerdo con la desviacion
estandar (S) y el coeficiente de variacion reportado (C.V.), la dispersion que se
presenta entre dichos resultados es minima, lo cual indica que existe repetibilidad entre
éstos. Del mismo modo, se encuentra cierta concordancia entre el valor promedio (x) y
el que se reporta en la ficha técnica de la muestra de soya que esta siendo analizada, la
cual indica un contenide de 91.5% de proteina. Dicha similitud muestra que, de acuerdo
con lo reportado en fa seccion de antecedentes (pagina 12), en donde se establece que
un aislado de proteina de scya debe contener un minimo de 90% de fraccion protéica®,
la muestra estudiada cumple ccn este parametro, por lo cual, se considera como un

aislado proteico.
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3.2 GELES DE ACRIL-BISACRILAMIDA

El conocer el contenido proteico de la muestra resulta un parametro importante, ya que
a partir de éste es posible establecer las concentraciones que se utilizaran a lo largo de
la electroforesis, para lo cual se requiere realizar ensayos electroforéticos previos, cuya
finalidad radica en hallar las concentraciones de aislado de proteina de soya minima y
maxima bajo las cuales se aprecia bien el bandeo correspandiente. Lo anterior se
obtuvo mediante la realizacién de corridas electroforéticas a 21 diferentes
concentraciones, hasta encontrar aquellas en las que la banda de interés {inhibidor de
tripsina = 8Kda) se apreci6 claramente.

A continuacién se muestra unc de los geles obtenidos de los ensayos efectuados para
las concentraciones de 15, 20, 25y 30 ug/ ul. (Fig. 2).

Fig. 2 Ensayos iniciales para establecer las concentraciones

En la imagen anterior se muestra uno de los primeros ensayos realizados a algunas
concentraciones propuestas, las cuales no son las adecuadas, debido a que no se logra
apreciar la banda de interés y esto es debida a que en las muestras existe un exceso de
proteina, por lo que fue necesario ir disminuyendo las concentraciones de
experimentacion, hasta gue finalmente se efectué un ensayo con las concentraciones
de05adpnug/pul y de 5a12ug/pl Los geles obtenidos se muestran a continuacién
(Figs. 3y 4)
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Sug 6 Tag Bug Oap Wi Nag 12K

Como se observa en las figuras anteriores, los perfiles electroforéticos que se
obtuvieron a las concentraciones mencionadas son claramente perceptibles, ¢on lo cual
ya es posible reconocer la banda de interés para el presente trabajo, misma que
corresponde al inhibidor de ftripsina, cuyo peso molecular aproximado es de 8
kilodaltores y que se identificé a partir de la comparacién que se realizd entre los
perfiles obtenidos de la soya con los pertenecientes al marcador de pesos moleculares
(Fig. 5).

Fig. 5 Analisis electroforético para la identificacién de la banda de intanés

P.ML= PERFIL CORRESPONDIENTE AL MARCADOR DE PES0S MOLECULARES

- - -
L — | BANDA DE NTERES INHIBIDOR DE TRIPEINA = & Kda)
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En la figura anterior se muestra la comparacién realizada entre los perfiles
electroforéticos de la soya y el marcador de pescs moleculares, identificando asi la
banda correspondiente al inhibidor de tripsina a las diferentes concentracicnes, la cual
se localiza dentro del marco punteado.

Es importante mencionar que aun cuando en los geles de |as figuras 4 vy 5 se visualiza
la banda de importancia, dicho perfii es mas claro en la primera imagen.

Asi mismo, caon el fin de ratificar la concentraciéon minima a la cual la banda de intarés
se visualiza, se efectuaron otros ensayos electroforéticos en los que se emplearon
concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 png / pl y un carril més en los que s6io se
colocd la solucién amertiguadora de muestra (muestra en blanca). En la siguiente figura
(fig. 6) se muestran los bandeos obtenides a estas concentraciones.

Fig. 6 Ensayos con las concentraciones de 0.1,0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 pg / ul y ol blanco

r———-——-—-—-——-‘*,m

Lo )

-

PM.2 PERFIL CORNESPONDIENTE AL MARCADOR DE PESOS MOLECULARES
I . . BANDADE INTERES INHISIDOR DE TRIPSINA)
* = MUESTRA EN BLANGD

Como se observa en la figura antericr, la banda del inhibidor de tripsina sélo es visible a

la concentraciéon de 0.5 ug de aislado de soya / pul, ya que en los demas carriles se
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muesiran bandeos que no corresponden al que es de nuestro interés y cuya definicion

es deficiente.

Por lo anterior, se establecié que, debido a la mayor nitidez que presentaron en las
bandas electroforéticas, se emplearan las concentraciones de 0.5, 1, 2 y 3 pg de
proteina de soya / ul al efectuar las corridas para la validacién del método de
electroforesis en gel de poliacrilamida. Al respecto es importante mencionar que no se
seleccionaron concentraciones intermedias debido a que no se percibit diferencia
alguna en la claridad y coloracion de las bandas electroforéticas correspondientes a
estas concentraciones intermedias con respectoc a la banda obtenida de la
concentracion inmediata inferior o superior; no ocurriendo 1o mismo con el bandeo
resultante a las concentraciones 0.5, 1, 2 vy 3 pug / pl, ya que en éstos si se aprecian

ciertas diferencias en la intensidad de coloracion entre una concentracion y otra.
Como ya se menciond, una vez que se contd con las concentraciones de soya
adecuadas, se realizaron 20 repeticiones del métedo de electroforesis en gel de agcril-

bisacrilamida para con esto contar con datos suficientes para efectuar la validacion.

Las siguientes figuras corresponden a algunos de los geles obtenidos a lo largo de las

repeticiones (figs. 7 a 12).
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En las figuras anteriores se muestran algunos de los geles cbtenidos durante las
corridas electroforéticas realizadas a las concentraciones de aislado de proteina de
soya de 0.5, 1, 2, 3 ng / ul. Como se puede observar, la clara definicién de las bandas
electroforéticas a las diferentes concentraciones que se manejaron es constante en
cada uno de los geles, lo cual resulta positivo, toda vez que esto hacs posible la
correcta interpretacién de los geles, ya que de lo contrario, el programa que se utiliza

para la obtencion de los pesos moleculares podria proporcionar resultados erréneos.

Por otro lado, se presenta una diferencia en cuanto a la intensidad de coloracién de las
bandas de aislado de soya a las diferentes concentraciones manejadas. Como se
observa, existe una relacién entre la concentracién de soya y la coloracién presente en
la banda electroforética, es decir, el bandeo correspondiente a una concentracion de
0.5 g / ul presenta una menor intensidad en la coloracién que el de la concentracidn de
1 ug / pl, y asl continla gradualmente hasta la concentracion de 3 pg de proteina de
soya / pl. Es importante mencionar que al igual que la definicion, la intensidad en la
coloracion es un factor importante durante la interpretacion de los geles, ya que de
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haber un exceso o bien, una falta de pigmentacion en las bandas electroforéticas que
estan siendo analizadas, puede traer como consecuencia una lectura de pesos
moleculares equivocada. Tomando en cuenta lo anterior, se decidio que las bandas que
presentan una mejor definicion y coloracion son las que corresponden a las
concentraciones de aislado de proteina de soya de 2 y 3 ug / nl, ya que a las
concentraciones de 0.5 y 1 pg / pl, 1a banda de interés apenas fue perceptible, por lo
que podrian presentarse problemas durante la interpretacion de ésta debido a la baja

coloracion que presentd.

Después de haber realizado las repeticiones antes mencionadas (20), en las que se
corrid paralelamente con la muestras de soya un marcador de pesos moleculares
Standard comercial, se llevd a cabo la lectura de los pesos moleculares para cada gel
obtenido, para lo cual fue necesaric en primera instancia digitalizarlos y posteriormente
efectuar la interpretacion de las bandas electroforéticas mediante el uso de un software
especializado (Kodak Digital Science EDAS 120), el cual estructura una curva patrén a
partir de los valores reportados para el marcador de pesos moleculares empleado en la
experimentacion. Dicha curva es empleada por el mismo programa para extrapolar las
bandas electroforéticas de la muestra problema consiguiendo asi el registro de sus

respectivos pesos moleculares.®

En la siguiente tabla (tabla 23) se muestran los pesos moleculares que corresponden a
la banda de interés {inhibidor de tripsina), de cada uno de los geles obtenidos y a las

distintas concentraciones que se manejaron (0.5, 1, 2, 3 ug / ul).

(=)
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TABLA 23. PESOS MOLECULARES DE LA BANDA DE INHIBIDCR DE TRIPSINA
PESOS MOLECULARES (Kda) A DIFERENTES CONCENTRACIONES

0.5 ug/ 1pg/ul 2ug/pl 3ug/pl

8.012 8.011 8.011 8.010
§.000 8.000 8.000 8.000
7.976 7.977 7.979 7.979
7.973 7.973 7.973 7.972
7.984 7.983 7.9684 7.983
8.053 8.052 8.053 8.053
8.043 8.045 8.044 8.046
7.793 7.793 7.792 7.792
8.000 8.000 8.000 8.001
7.975 7.976 7.976 7.976
8.019 8.018 8.018 3.018
7.961 7.960 7.961 7.961
8.019 8.018 8.018 8.018
7.960 7.959 7.958 7.958
7.957 7.957 7.957 7.957
7.928 7.929 7.929 7.930
7.956 7.956 7.957 7.957
8.000 7.999 7.999 8.000
8.133 8.133 8.133 8.133
8.000 8.001 8.000 8.000
8.000 7.999 8.000 8.000
8.059 8.058 8.058 8.058
7.879 7.878 7.877 7.877
7.984 7.983 7.983 7.984
8.000 7.998 7.998 7.999
8.000 7.999 7.999 8.000
8.003 8.002 B.001 8.001
8.012 8.012 8.012 8.012
7.994 7.994 7.993 7.992
7.975 7.974 7.973 7.973
8.012 8.010 8.010 8.012
8.000 7.998 8.000 8.000
7.975 7.975 7.976 7.977
7.997 7.998 7.998 7.998
8.051 8.051 8.052 8.052
7.893 7.993 7.993 7.992
8.000 8.001 §.002 8.002
8.120 8.118 8.117 8.119
7.986 7.997 7.997 7.997
8.029 8.030 8.030 8.031
X =7.99552 X =7.99520 X =7.99528 X =7.89550
S = 0.05487 S =0.05476 S = 0.05485 S = 0.05502
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3.3 VALIDACION DEL METODO DE ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRIL-
BISACRILAMIDA

Una vez que se tuvieron los pesos moleculares correspondientes al inhibidor de tripsina
presente en las muestras, con ayuda del software estadistico MINITAB, se aplicaron a
dichos valores las pruebas estadisticas requeridas para evaluar cada unc de los
parametros que se determinan en la validacion del método de electroforesis en gel de
poliacrilamida, el cual se considera un método analitico de categoria 1. Estos

parametros y las pruebas estadisticas correspondientes se enlistan a continuacion:

« Exactitud, intervalo y selectibilidad: Para determinar estos factores se emplea
la prueba de hipotesis.

» Linearidad: Se obtiene al calcular la regresion lineal y correlacion de los valores
obtenidos en las repeticiones.

» Precisién: Este elemento se evalia a través del coeficiente de variacion.

« Repetibilidad y robustez: El analisis de varianza (ANOVA) es la herramienta

estadistica que se emplea para establecer estos parametros.

3.3.1 EXACTITUD, INTERVALO Y SELECTIBILIDAD

Esta herramienta estadistica tiene como finalidad comprobar alguna de las afirmaciones
que se hacen acerca de una propiedad de un conjunto de datos, para lo cual se
requiere en primera instancia establecer dichas aseveraciones, las cuales se conocen

como hipotesis nula (H,) e hipotesis alternativa (Hy)."® *>“®

De acuerdo con el objetivo experimental planteado, se establecen como hipotesis lo
siguiente:

H.: p=8Kda

Hi: p#8 Kda

Considerando un nivel de significancia de a=0.05 se obtienen los resultados que se

muestran en la tabla 24.

a7
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TABLA 24. RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDIENTES A LA PRUEBA DE HIPOTESIS

INT. DE

CONCENTRACION DESV.STD. | conFianza | PUNTAJE
DE LA MUESTRA (s) (95%) z
7.99552 0.05487 | 7.9785-8.0125
10 753520 005476 | 7.9782-8.0121 -055 0.580
20 7.98528 005485 | 7.9782-8.0122 -054 0.586
30 7.99550 005502 | 7.9784-8.0125 -052 0.605

La tabla 24 muestra los valores correspondientes a la media, desviacién estandar,
intervalo de confianza, puntaje Z y valor P para las distintas concentraciones de

muestra de aislado de soya utilizadas en la experimentacion.

Como se observa, los valores promedioc o medias obtenidas en las diferentes
concentraciones no presentan una diferencia significativa entre si y, al mismo tiempo,
cada uno de éstos valores se encuentra cercano al valor promedic planteado en la
hipdtesis nula (Hy,: p = 8 Kda).

Por otro lado, los valores de desviacion estandar obtenidos en cada concentracion,
indican que la variacién existente entre los pesos moleculares reportados y la media

obtenida es practicamente nulo.

El intervalo de confianza con un grado de significancia de a=0.05, indica que existe una
confianza del 95% de que los limites dados por el intervale de datos correspondientes a
los pesos moleculares obtenidos en las distintas concentraciones estudiadas, contienen

el valor de la media.

Por otro fado, existen diversas técnicas para realizar la prueba de hipétesis, algunas de
éstas son el método tradicional y el que se basa en el valor de P. El primer método
consiste en utilizar el valor o puntaje Z como date estadistico de prueba, mismo que se

compara con una region critica, la cual se calcula con base en el nivel de significancia;
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si Z esta dentro de la zona critica se rechaza la hipétesis nula, pero si Z no esta en esta

zona, |a hipdtesis nula se acepta.’®

El segunde método es el que se empled en este trabajo y consiste en calcular e
interpretar el valor de P, el cual mide la confianza para rechazar o aceptar la hipétesis

nula de acuerdo al siguiente parametro: *®

« Rechazar la hip6tesis nula: Si el valor P es menor que el nivel de significancia a,
oigualaél |

« Se acepta la hipttesis nula: Si el valor P es mayor que el nivel de significancia a.

Dado que el valor de P obtenido a las distintas concentraciones es mayor que el nivel
de significancia de 0.05 utllizado, se acepta la hipétesis nula, con lo cual se establece
que hay suficientes indicios para apoyar la afiracion que el peso molecular obtenido
con el método de electroforesis en gel de poliacrilamida en todas las repeticiones

realizadas a las distintas concentraciones de aisiado de soya es de 8 Kda.

La grafica 1 muestra un comparativo entre los valores de la media ( X ) a las diferentes

concentraciones que se manejaron (0.5— 3.0 pg / pl).

GRAFICA 1

GRAFICA COMPARATIVA DE LA MEDIA
DE LAS CONCENTRACIONES
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La grafica anterior muestra que los valores promedios o medias obtenidas a partir de los
pesos moleculares reportados para las muestras de aislado de soya a concentraciones
de 0.5, 1, 2y 3 pg / pl, son aproximadamente iguales y la dispersién de los datos es
muy similar, por lo que no se muestran diferencias notables entre los pesos moleculares
obtenidos a las distintas concentraciones, es decir, a partir de esta informaciéon se
establece que las muestras de aislado de soya que se analizaron a las distinias
concentraciones son iguales y no muestran diferencias significativas, por lo que, del
mismo modo, los pesos moleculares correspondientes a la banda de interés que se
obtuvieron en todas las repeticiones y a las diferentes concentfaciones son

practicamente iguales y coinciden con el valor esperado (8 Kda).

En las graficas siguientes se muestra la variacion existente entre el valor calculado de la

media y la hipdtesis nula en cada una de las concentraciones (graficas 2, 3, 4 y 5).

GRAFICA 2

GRAFICA COMPARATIVA ENTRE X Y Ho
A UNA CONCENTRACION DE 0.5 ug /

XrHo

1 T
7.9 8.0

PESO MOLECULAR (Kda)
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GRAFICA 3

GRAFICA COMPARATIVA ENTRE X Y Hp
A UNA CONCENTRACION DE 1 pg/ pl

X Hg
| | |
79 80 8.1
PESO MOLECULAR (Kda)
GRAFICA 4

GRAFICA COMPARATIVA ENTRE X Y Ho
A UNA CONCENTRACION DE 2 pug / pl

1 i 1
7.9 8.0 81

PESO MOLECULAR (Kda
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GRAFICA 5

GRAFICA COMPARATIVA ENTRE X Y Ho
A UNA CONCENTRACION DE 3 pg /

X  H,
] T T I
78 7.9 8.0 81
PESO MOLECULAR (Kda)

Como se puede observar, las graficas anteriores tienen practicamente el mismo
comportamiento y muestran, de manera individual para cada concentracién de aislado
de soya analizada, la variacion existente el valor de la media (X)) y la hipotesis nula
planteada (H,: p = 8 Kda). Como se puede abservar, no hay variaciones significativas
entre éstos dos valores, por lo que éstos graficos corroboran la afirmacion de que la
media de los pesos moleculares reportados a las distintas concentraciones es
aproximadamente de 8 Kda, el cual es el valor esperado; por lo tanto, de acuerdo con lo
anterior, se establece que es posible trabajar con cualquiera de las concentraciones
planteadas (0.5, 1, 2 y 3 pg / i), ya que al no existir grandes diferencias entre ellas, el
uso de cualquiera de estas resulta indistinto, por lo que independientemente de la

concentracion que se maneje, se obtendra el mismo resultado.

Como se menciond anteriormente, dentro de la validacion la prueba de hipstesis tiene la
finalidad de evaluar la selectibilidad, exactitud y rango que desarrolla un método
analitico. Para este caso en particular, debido a la sensibilidad que presenta, el método

de electroforesis en gel de acril-biscarilamida es utilizado como un método de
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separacion, por lo que para llevar a cabo la técnica no se requiere de una muestra pura,
debido a que es capaz de realizar la separacion de las diferentes moléculas de una
misma muestra de acuerdo al peso molecular que poseen y es ahi en donde se
involucra la selectibilidad del método, ya que una vez que se sabe el peso molecular del
analito de interés, que para este esiudio fue el inhibidor de tripsina, cuyo peso
molecular es de 8 Kda, es posible identificar en |a interpretacion que se realiza del gel
de acril-bisacrilamida la banda que se ajusta al peso molecuiar que posee el analito que
esta siendo estudiado. Dado que los resultados de la prueba de hipdtesis muestran que
a lo largo de las repeticiones de las corridas electroforéticas que se realizaron a las
diferentes concentraciones (0.5, 1, 2 y 3 ug / ul) siempre se obtuvo un peso molecular
practicamente igual al esperado (8 Kda), se deduce que el debido a la buena
selectibilidad del método fue posible identificar en todas las corridas el analito de

interés.

Por otro lado, dado que la exactitud que posee un métedo se define como la cercania
que existe entre el valor obtenido del método a evaluar y un valor que es considerado
como verdadera” 2% % el resultado de la prueba de hipétesis es indicativo de la gran
exactitud que desarrolla el método de electroforesis en gel de acril-bisacritamida, ya que
como se observa en la tabla 24, los resultados de las medias obtenidos a las diferentes
concentraciones son practicamente iguales al valor esperado (8Kda}, lo cual habla de la
exactitud que posee el método en si mismo, independientemente de la concentracion
que se utilice, es decir, esta prueba demuestra que el métoda analitico que esta siendo
validado presenta una misma exactitud para las diferentes concentraciones con las que

se trabajo (0.5, 1. 2y 3 ng / pl).

Otro parametro importante a evaluar mediante la prueba de hipdtesis es el intervalo que
posee el método analitico, el cual se define como el conjunto de concentraciones dentro
del cual se presentan valores aceptables de precision, exactitud y linealidad.” ** . A
éste respecto, dado que los resultados que se obtuvieron a las diferentes
concentraciones que se analizaron son praclicamente los mismos, se infiere que el

rango de concentraciones que es posible manejar para una correcta evaluacion de los
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pesos moleculares esta a las concentraciones que se encuentran entre 0.5 y 3.0 pg / pl

de aislado de proteina de soya.

3.3.2 LINEARIDAD

La correlacion tiene como funcion principal determinar la existencia de algdn tipo de
relacion enfre dos variables, y de haber ésta, cuantifica la intensidad de la misma
mediante el calculo del coeficiente de correlacion de Pearson. Para efectuar dicho
analisis es necesario establecer la hipdtesis nula y la hipotesis alternativa, las cuiles
giran en torno af valor del coeficiente de correlacion (r) obtenido a partir del grafico de
los valores que estan siende estudiados, que, para este caso en particular son los
pesos moleculares a las distintas concentraciones vs. Las repeticiones del método de

electroforesis en gel de acril-bisacrilamida ejecutadas. 1 5. 47. 46.52

Se establecen como hipdtesis nula y alternativa las siguientes afirmaciones:

Ho: r=0  {no hay correlacion lineal significativa)

Hi: r#0  (correlacion lineal significativa)

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del analisis de correlacion
(Tabla 25).

TABLA 25. RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDIENTES AL ANALISIS DE CORRELAGION

CONCENTRACION COEF. DE CORRELACION
(ng/pt) tr)
0.5 0.228 0.157
1 0228 0.158
3 0226 0.160
3 0229 0.155

Ya que el coeficiente de correlacion de Pearson (r} determina la exislencia de la

refacion entre dos variables, en este caso en particular, se busca establecer si existe
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cierta relacion entre el nomero de repeticiones efectuadas de la prueba de electroforesis
en gel de acril-bisacrilamida a las concentraciones de 0.5, 1, 2y 3 ug / pl y los pesos

moleculares obtenidos en dichas repeticiones.
Para interpretar los valores de r calculados, se sigue gel siguiente criterio: 18

Si el valor absoluto del valor calculado de r excede el valor de la tabla B.1 (apéndice B),
en el que se muestran los valores criticos para el coeficiente de correlacién de Pearson
(r), se concluye que existe una correlacion lineal significativa, En case contrario, no hay

suficientes indicios para apoyar la conclusién de que existe dicha correlacién.

La tabla B.1 establece que para un numero de 40 muestras analizadas y empleando un
nivel de significancia de 0.05 el valor critico de r es 0.312. Por lo que, dado que los
valores de r obtenidos a las diferentes concentraciones, mismos que se muestran en la
tabla 25, son menores que 0.312, se concluye que no existen suficientes indicios para
rechazar la hipétesis nula, debido a esto, se presume que no existe relacion lineal entre
el numero de repeticiones efectuadas de la prueba de electroforesis en gel de acril-
bisacrilamida a las concentraciones de 0.5, 1, 2 y 3 pg / pl y los pesos moleculares
obtenidos en dichas repeticiones, es decir, los resultados descritos anteriormente
muestran que no existe relacion alguna entre el numero de corridas electroforéticas que
se realicen a las concentraciones trabajadas y los pesos moleculares obtenidos en cada
una de éstas, por lo que, independientemente de la cantidad de veces que se repita una
corrida a cualquiera de las concentraciones estudiadas (6.5, 1, 2 y 3 pg / pl), el peso

molecular reportado siempre sera el mismo.

A continuacion se muestran las graficas de regresion lineal obtenidas a las diferentes

concentraciones (graficas 6, 7, 8 y 9).
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GRAFICA 6

REGRESION LINEAL
A UNA CONCENTRACION DE 0.5 pg / pl
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20 30
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¥ =7.97356 + 0.0010714 x

PESO MOLECULAR (Kda)

GRAFICA 7

REGRESION LINEAL
A UNA CONCENTRACION DE 4 pg / pl

T 1 T T T
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¥ =7.97333 + 0.0010666 x
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PESO MOLECULAR (Kda)
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GRAFICA 8

REGRESION LINEAL
A UNA CONCENTRACION DE 2 pg / pi

I T

20
REPETICIONES

10

§ = 7.97349 + 0.0010626 x

GRAFICA 9

REGRESION LINEAL
A UNA CONCENTRACION DE 3 pg / pl

T T T

10 20 30
REPETICIONES

¥ = 7.97340 + 0.0010782 x
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Las graficas mostradas anteriormente presentan un comporiamienta similar vy
corresponden a la representacion grafica de la relacién existente entre el numero de
repeticiones realizadas y l|os pesos moleculares reportados a las diferentes
concentraciones estudiadas. Se observa que no existe una relacién lineal entre los
valores con respecto al niumero de repeticiones, puesto que independientemente del
nimero de corridas efectuadas, éstos se encuentran dispersos dentro de un rango gue
va de los 7.8 a los 8.1 Kda aproximadamente, por lo que esto ratifica el hecho de que
los pesos moleculares obtenidos a las concentraciones de 0.5, 1, 2 y 3 pg / pl de
aislado de soya, se mantienen practicamente constantes, sin importar el nimero de

repeticiones efectuadas.

Del mismo modo, en cada una de las graficas se reporta la ecuacion de regresién
correspondiente, la cual describe la relacion entre las variables x (variable
independiente) y ¥ (variable dependiente). Estas ecuaciones corresponden al formato
general de ¥ = by + byx, en donde by corresponde a la ordenada al origen de la
ecuacidén de regresion, y by representa la pendiente de dicha ecuacién y representa el

cambio marginal de la variable ¥ cuando la variable x cambia una unidad.'®

Las ecuaciones obtenidas a las diferentes concentraciones coinciden en mostrar que el
valor de by es practicamente nulo, lo cual significa que los pesos moleculares
obtenidos en cada uno de los ensayos a diferentes concentraciones con practicamente

los mismos.

Por lo anterior se establece que no existe un comportamiento lineal en el método de
electroforesis en gel de acril-bisacrilamida, lo cual resulta positivo, ya que esto es
indicativo de que sin importar la concentracion con la que se trabaje (0.5, 1,2 0 3 pg /
pl) o el numero de repeticiones que se efectle de dicho método analitico, se espera

obtener siempre {a correcta identificacion del analito de inlerés.
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3.3.3 PRECISION
Esta herramienta se expresa como porcentaje y sirve para describir y comparar la

variabilidad o dispersion existente entre conjuntos de datos. ' 463

Los coeficientes de variacion obtenidos a las distintas concentraciones se muestran en
la tabla 26.

TABLA 26. COEFICIENTES DE VARIACION A DISTINTAS CONCENTRACIONES

0.5(pg/pi) 1(pg/pt) 2(pg/pl) I(ngipl)
MEDIA 7.9955 7.9952 7.9953 7.9955
DESVIACION
ESTANDAR 0.0549 0.0548 0.0549 0.0550
COEF. DE o
VARIACION 0.6866% 0.6854% 0.6866% 0.6878%

Como se puede apreciar en los resultados mostrados en la tabla 26, los coeficientes de
varacion obtenidos a las diferentes concentraciones estudiadas son muy simitares entre
si, lo cual indica que a! no haber variaciones significativas entre ellos el comportamiento

de las muestras es el mismo sin importar |a concentracion de la que se trate.

Por otro lado, se observa que la dispersion existente entre los pesos molecutares en
cada una de las concentracicnes es menor al 1%, lo cual es muestra clara de un
comporlamiento constante en cada una de las repeticiones, es decir, la variacién
existente entre los valores reportados no es significativa por lo tanto los resultados
obtenides a lo largo de las repeticiones y a las distintas concentraciones manejadas

(05,1, 2y 3 pg/ pl) son los mismos.

En lo relacionado con la validacion, el coeficiente de variacion nos indica la precision del
método que esta siendo validado, la cual se define como la diferencia o dispersién que
se presenta entre los resultados obtenidos de varios ensayos de una muestra que se
prepara bajo las mismas condiciones.” 2% % Por o anterior y tomando como base los

resultados obtenidos a partir de esta técnica estadistica se deduce que, dado que la
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variacion existente enitre los pesos moleculares reportados a las diferentes
concentraciones estudiadas es practicamente nula, el método de electroforesis en gel
de acril-bisacritamida presenta una precisibn deseable tanto para el numero de
ensayos gue se realicen como para las distintas concentraciones con las que se trabaje,
de tal forma que independientemente del nimero de repeticiones que se realice a
cualquiera de las concentraciones manejadas (0.5, 1, 2 y 3ug / ul), los pesos

moleculares obtenidos seran practicamente iguales.

3.3.4 REPETIBILIDAD Y ROBUSTEZ
E! analisis de la varianza de las muestras es un método utilizado para efectuar la

comparacion entre las medias de distintas poblaciones.

Para realizar dicha comparacion es necesaric parir del establecimiento de una

hipétesis nula y su alternativa correspondiente, las cuales involucran a las medias de

las poblacicnes que estan siendo evaluadas. '8 %3 45.49. 51

Las hipotesis establecidas son las siguientes:

Ho: Hos=Hi1=H2=§;

Hs: Al menos una media es diferente

En la tabla 27 se resumen los resultados obtenidos del analisis de varianza realizado a

las muestras de aislado de soya a las concentraciones de 0.5, 1,2y 3 pg / pt.

TABLA 27. ANALISIS DE VARIANZA A DISTINTAS CONCENTRACIONES

GRADOS DE | suma pe MEDIA DE
LIBERTAD (CUADRADOS | cuaDRADOs | VALOR [ VALOR
(DF) {ss) (MS)

TRATAMIENTC 0.00000 0.00000
ERROR 156 0.46978 0.00301 0.00
TOTAL 159 0.46979
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En la tabla 27 se muestra el valor P obtenidc para cada una de las concentraciones
analizadas (0.5, 1, 2 y 3 ug / pl), el cual, como se menciond anteriormente, tiene coma
finalidad medir la confianza para rechazar o aceptar la hipdtesis nula de acuerdo con el
nivel de significancia que se maneje, mismo que para este caso en particular es de
0.05.

Debido a que el valor de P obtenido a las distintas concentraciones es
significativamente mayor que el nivel de significancia, se acepta la hipétesis nula, con lo
cual se establece que no existen diferencias significativas entre los valores de las
medias reportados a las distintas concentraciones, por lo que, de lo anterior se deduce
que los pesos moleculares obtenidos en las repeticiones y a las concentraciones
estudiadas son practicamente iguales entre si (8 Kda. aproximadamente) y debido a ello
resulta factible utilizar de forma indistinta cualquiera de éstas concentraciones, ya gue

se obtendra el mismo resultado.

El analisis de varianza es una técnica estadistica de suma utilidad en Ia validacion, ya
que a partir de ésta se evalla la repetibilidad, reproducibilidad y robustez de un métedo
analitico. En lo referente a la primera, la cual se define como la cercania que existe
entre los resuitados obtenidos de mediciones sucesivas realizadas por un mismo

7. 28 80 55 resultados de las

operador bajo las mismas condiciones experimentales
desviaciones estandar calculadas a las diferentes concentraciones manejadas que se
muestran en la tabla 28, son un clare indicativo de la poca dispersién que presentan los
valores obtenidos durante las repeticiones con respecto a la media, por 1o que resulta
factible aseverar que el método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida posee una
repetibilidad favorable, por lo gue, mientras el método se ejecute bajo las mismas
condiciones experimentales se espera que los resultados obtenidos en las distintas
mediciones y a las concentraciones estudiadas sean los mismos. En cuanto a la
reproducibilidad, misma que determina que tanta dispersion existe entre los resultados
obtenidos en los diversos ensayos realizados por diferentes analistas, para este caso
en paricular no puede ser evaluada, ya que sblo se cuenta con los datos reportados

por un analista. Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de
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ANALISISDE RESULTAROS,

varianza, la robustez que presenta el meétodo de electroforesis en gel de acril-
bisacrilamida es adecuada, ya que al ser ésta la habilidad que posee un método para
no mostrar cambio alguno en los resultados al realizar Ja prueba con pequefios cambios
en los parametros, los datos estadislicos muestran que adn cuando se variaron las
concentraciones de aislado de proteina de soya, los pesos moleculares reportados a las

diferentes concentraciones estudiadas fueron los mismos.



4. RECOMENDACIONES Y CONCLUSIONES

4.1 RECOMENDACIONES

Tomando como base la metodologia experimental planteada para este trabajo asi como
los resultados obtenidos a partir de ella, se sugiere que, en lo referente a la fase
experimental, se preste especial cuidado en la preparacion de los reactivos que se
requieren para efectuar la electroforesis en gel de acril-bisacrilamida, debido a que de
esto depende que se desarrolle sin problema alguno la corrida electrofarética, por lo
que se convierte en un factor critico a controlar. Algunas de las dificultades que se
pudieran presentar como consecuencia de una mala preparacion de reactivos son,
entre otros, una mala polimerizacidn de los geles que se utilizan (gel concentrador y
separador), lo cual puede deberse a un error durante la preparacion del persulfato de
amonio o TEMED, o también por una mala estandarizacién de pH en las soluciones
amortiguadoras. Esta polimerizacidon deficiente puede traer como consecuencia el
hecho de que no se logre la gelificacion de las soluciones a partir de las cuales se
obtienen los geles que sirven de soporte a las muestras, o bien pueden existir
problemas en cuanto a la correcta separacion de la muestra a lo largo del gel debido a
una ma'a distribucién de los poros que conforman el gel separador. De igual manera,
se debe tener la precaucion de realizar correctamente la estandarizacion de pH a la
solucion amortiguadora de corrida, ya que, de no ser asi, un pH errdneo puede provocar
un sobrecalentamiento durante 'a ejecucién de la corrida electoforética, lo cual puede
traer como consecuencia la desnaturalizacién de las proteinas presentes en la muestra
que esta siendo analizada debido al exceso de calor, o bien dicho incremento en fa

temperatura puede daiiar la camara de electroforesis.

Por otro lado, ya que el proposito principal por el cual se desarrolio este trabajo de tesis
fue validar un meétodo analitico que sirviera como herramienta para poder detectar
adulteraciones en los alimentos y debido a que dichas anomalias comunmente se
realizan por la adicién de aislado protéico de soya, fue que se eligi6 trabajar con
muestras de éste aislado; no obstante se puede llegar a efectuar una adulteracion con

algtin otro tipo de proteina de soya, por lo que, resulta factible recomendar un estudio
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acerca del comportamiento que desarrollan ofras presentaciones de proteina de soya

con el método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida.
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4.2 CONCLUSIONES

La técnica de micro-kjeldahl fue Gtil para la determinacion del contenido de proteina de

soya presente en la muestra empleada, el cual fue del 91.08%. Dicho valor obtenido
corrobord la informacién proporcionada en la ficha técnica de dicha muestra, en la que
se hacia la aseveracion de que la muestra de soya empleada en el estudio se trataba
de un aislado proteico de soya. Del mismo modo, el resultade obtenido a partir de esta
téchica se convirtid en un elemento base para la subsecuente experimentacion, ya que
mediante éste fue posible calcular el peso de muestra de aislado de soya requerido

para efectuar 1a electroforesis en gel de acril-bisacrilamida.

Por otro lado, se realizaron corridas electroforéticas a un total de 21 concentraciones de
aislado de proteina de soya con el fin de hallar aquellas en las que se obtenia un
bandeo legible en los geles de acril-bisacrilamida, encontrando que las més adecuadas

fueron las de 0.5, 1, 2 y 3 ug de proteina de soya/ pl.

Asi mismo, se encontrd que concentraciones menores a 0.5 ug / pl no producen bandas
legibles y, de igual forma, concentraciones mayores producen bandas electroforéticas

coleadas no definidas.

Las concentraciones recomendadas para una mejor interpretacion de los geles son las

de2y3png/pul

Del andlisis estadistico aplicado a los resultados obtenidos para efectuar la validacion
del método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida, se obtuvo lo siguiente: Con
base en la prueba de hipétesis, en la que se aceptd la hipétesis nula, se infiere que este
método analitico posee una adecuada selectibilidad y exactitud y que el rango de
concentraciones que es posible utilizar para una correcta interpretacidn de los geles

esta entre las concentraciones de 0.5 a 3 g de proteina de saya / ul.
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La regresion lineal y correlacion demostraron que los pesos moleculares reportados a lo
largo de las repeticiones no son proporcionales al nimero de ensayos efectuados, es
decir, son independientes entre si.

En lo referente al coeficiente de variacion, se establece que el método analitico sujeto
de estudio presenta una precisién adecuada para el anilisis de las muestras de aisiado
profeico de soya, dado que los pesos moleculares registrados a lo largo de Ia

experimentacion son constantes.

Finalmente, el éhélisis de varianza muestra que, debido a que no se rechazé la
hipotesis nula, el método de electroforesis en gel de acril-bisacrilamida posee una
repetibilidad y robustez convenientes para realizar el analisis de una muestra de aislado
de proteina de soya a diferentes concentraciones.

Por todo lo anterior y de acuerdo con el objelivo general del presente estudio, se
deduce que la electroforesis en gel de acril-bisacrilamida resulta ser un método efectivo
para determinar la presencia de aislado de proteina de soya en alimentos, lo cual

resulta ser una herramienta muy Wil para identificar posibles adulteraciones en éstos.
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APLNDICES,

6. APENDICES

APENDICE A
MANUAL DE USO DE LA CAMARA DE ELECTROFORESIS

Para la fase experimental se utilizé la camara de electroforesis Mini-PROTEAN 3 de la

marca BIO-RAD, cuyo funcionamiento se describe a continuacion.

A.1 COMPONENTES DE LA CAMARA

> Plato separador: Es la placa de cristal mas grande en cuyos extremos se
encuentran fijos los separadores de cuyo grosor depende el espesor que se
obtiene del gel (Fig. 13).

Fig. 13 Plato separador

» Plato pequefio: Es la placa de cristal chica (Fig. 14), la cual junto con el plato

separador conforman el contenedor del gel (Fig. 15).

Fig. 14 Plato psquefic Fig. 15 Conteneder dsl gal
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AZENQICES,

» Armazén de formacién: Se utiliza durante la formacion del gel para alinear y
sujetar el cristal separador y el cristal pequefio para formar el contenedor del gel
(Fig 16).

Fig. 16 Armazén de formacién del gel

» Plataforma de formacién: Esta plataforma asegura el ensamble formado por el
armazén de formacién y el contenedor del gel durante la formacién de este dltimo
(Fig. 17).

Fig. 17 Plataforma de formacién

» Tapa plastica de amortiguador: Es un molde plastico que se utiliza como parte
del ensamble de la camara en el caso de que se desee correr un solo gel (Fig.
18).

Fig. 18 Tapa plastica de amortiguador
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ARENDICES.

» Monta-electrodos: En esta pieza se ensamblan en cada extremo los cristales
contenedores de los geles. En el centro se encuentran los electrodos y en parte

superior se localizan sus conexiones, el anodo y cétodo, los cuales se identifican

con el color rojo y negro respectivamente (Fig. 19).

>

Fig. 19 Monta-elactrodos

> Marco sujetador: Esta cavidad tiene como funcién principal sujetar en su interior
el monta-electrodos con los contenedores de geles (Fig. 20), formando asi el

ensamble interno de la camara de electroforesis.

Flg. 20 Marco Sujstador

» Mini tanque: Esta parte guarda el ensamble interno de la cdmara que se formd

con las piezas anteriormente descritas a lo largo de la electroforesis (Fig. 21).

Fig. 21 Mini Tanque
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APENDICES

En la siguiente figura (Fig. 22) se muestra un esquema general de las piezas que

compenen la cdmara de electroforesis y su correspondiente ensamble.

CONECTORES

ARODO KO

EUPAQUE

CRISTALES
FARA
GELES

ENSAMELE
5 INTERDR DE

LA CAMARA

GUJETADOR

SIMETADORES

MINITARQUE

Fig. 22 Ensambla de la camara de elactroforeats BIO-RAD

97



A.2 GUIA DE USO

» PREPARACION DEL CONTENEDOR DEL GEL

1.- Colocar el plato pequefio encima del plate
separador (Fig. 23}.

Fig. 23 E ble de los crl

2.- Deslizar ambos plates dentro del armazoén de

formacion, de tal forma que el cristal pequefo

quede al frente. Asegurarse que ambas placas

estén bien niveladas (Fig. 24). Fig. 24 Ensamblo do los cristales

dentro del armazson de formackén

3.- Asegurar los cristales con los sujetadores de

presion  del armazén (Fig. 25).

Flg. 25 Fijar los cristales al

armazon

4.- Colocar el armazan en la plataforma de formacién y
sujetarlo con las pinzas gue se encuentran en la

parte superior de esta ultima y presionaran los

cristales firmemente hacia abajo contra el

empaque, el cual actla como gel tapén para Fip, 26 Enssmbio del
impedir algin derrame (Fig. 26). Acto seguido, con armazén en la plataforma

ayuda de una micro-pipeta, se vierte el gel separador; una vez que gelificd, se
coloca el gel concentrador en estado acuoso (ver capitulo 2 seccién 2.3.3.3) vy,
antes de que ésle polimerice, se coloca en el borde superior el peine que

formara los carriles donde se colocaran las muestras.
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» ENSAMBLE DE LA CAMARA DE ELECTROFORESIS

5.- Una vez que se prepar6é el gel y éste polimerizé
dentro de los cristales, se deben extraer los cristales
contenedores del gel del armazon de formacion (fig.
27).

6.- Colocar los cristales a cada lado del monta-
electrodos, ¢ bien, en el caso de que se desee correr

un solo gel, colocar en el otro extremo la tapa

plastica del amortiguador (Fig. 28).

Fig. 28 Colocar los cristales
en el monta-olectrodos

7.- Deslizar el monta-electrodos dentro del marco
sujetador (Fig. 29).

Fig. 29 Enaambile del monta-
elsctrodos dentro del marco
sujetador

8.- Presionar el monta-elecirodos hacia abajo mientras

/_'
se asegura al marco sujetador. Entre los cristales //i{%gfb

vertir solucion amortiguadeora de corrida hasta el B, -

borde de los cristales. Con una micro-pipeta colocar I

la muestra (ver capitulo 2 seccién 2.3.3.4) en cada Fig. 30 Asegurar ol monta-

uno de los carriles que se formaron en e! gel (Fig. electrodos dantro dal marco
sujetador
30).
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ALENDICES,

9.- Introducir la camara interna al mini-tanque, vertir
solucidn amortiguadora de corrida hasta cubrir los
seguros de {a cdmara interna. Tapar la camara de tal

forma que coincidan los colores de los electrodos

con los de Ia tapa (rojo y negro). Conectar la cAmara  Fig- 31 Colocar la camara Interna

. i dentro dal mini-tanque
a la fuente de poder y regular al voltaje deseado (Fig.

31).



APENDICE B

TABLA B.1 VALORES CRITICOS PARA EL COEFICIENTE DE CORRELACION DE

PEARSON r

4 0.950 0.999
5 0878 0.959
6 0.811 0.917
7 0.754 0.875
8 0707 0.834
9 0.666 0.798
10 0632 0.765
11 0.602 0.735
12 0.576 0.708
13 0.553 0.684
14 0.532 0.661
15 0.514 0641
16 0.497 0.623
17 0.482 0.606
18 0.468 0.590
19 0.456 0575
20 0.444 0.561
25 0.396 0.505
30 0.361 0.463
35 0.335 0.430
40 0.312 0.402
45 0294 0.378
50 0.279 0.361
60 0.254 0330
70 0.236 0.305
80 0.220 0.286
90 0.207 0.269
100 0.196 0.256

Triola, Mario F. ESTADISTICA ELEMENTAL. Fearson Educacion Tabla A-G
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6. APENDICES

APENDICE A
MANUAL DE USO DE LA CAMARA DE ELECTROFORESIS

Para la fase experimental se utilizé la camara de electroforesis Mini-PROTEAN 3 de la
marca BIO-RAD, cuyo funcionamiento se describe a continuacion.

A.1 COMPONENTES DE LA CAMARA
» Plato separador: Es la placa de cristal mas grande en cuyos extremos se

encuentran fijos los separadores de cuyo grosor depende el espesor que se
obtiene del gel (Fig. 13).

Fig. 13 Plato separadar

» Plato pequefio: Es la placa de cristal chica (Fig. 14), la cual junto con el plato
separador conforman el contenedor del gel (Fig. 15).

Fig. 14 Plato pequefic Fig. 15 Contenaedor del gel
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ACENDICES,

> Armazdn de formaclén: Se utiliza durante la formacion del gel para alinear y
sujetar el cristal separador y el cristal pequefio para formar el contenedor del gel
{Fig 16).

Fig. 16 Armaz6n de formacion del gel

» Plataforma de formacién: Esta plataforma asegura el ensamble formado por el
armazén de formacion y el contenedor def gel durante la formacién de este dlitime
(Fig. 17).

Fig. 17 Plataforma de formacion

» Tapa plastica de amortiguador: Es un molde plastico que se utiliza como parte
del ensamble de la camara en el caso de que se desee comer un solo gel (Fig.
18).

Fig. 18 Tapa plastica de amortiguador
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ALLRICES,

> Monta-electrodos: En esta pieza se ensamblan en cada extremo los cristales
contenedores de los geles. En el centro se encuentran los electrodos y en parte
superior se localizan sus conexiones, el anodo y catodo, los cudles se identifican
con el color rojo y negro respectivamente (Fig. 19).

i ]

Fig. 19 Monta-skctrodos

» Marco sujetador: Esta cavidad tiene comoe funcion principal sujetar en su interior
el monta-glectrodos con los contenedores de geles (Fig. 20), formando asl el

ensamble interno de la cdmara de electroforesis.

Fig. 20 Marco Sujstador

> Mini tanque: Esta parte guarda el ensamble intemo de la camara que se formé
con las piezas anteriormente descritas a lo largo de la electroforesis (Fig. 21).

Fig. 21 Mini Tanque



A LENDICES,

En la siguiente figura (Fig. 22) se muestra un esquema general de las piezas que
componen la camara de electroforesis y su correspondiente ensamble.

CONECTORES
ANODO (RO

EMPARQUE

CRISTALES
PARA
GELES

PLACA DE
PRESION

SUJETRDORES

Fig 22 Ensamblo de la cdmara de slectroforests BIO-RAD
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A.2 GUIA DE USO

» PREPARACION DEL CONTENEDOR DEL GEL

1.- Colocar el platoc pequefio encima del plato
separador (Fig. 23).

2.- Deslizar ambos platos dentro del armazén de
formacion, de tal forma que el cristal pequefio

quede al frente. Asegurarse que ambas placas

estén bien niveladas (Fig. 24). Fig. 24 Ensamble de los cri

dentro dal armazén de formacion

3.- Asegurar los cristales con los sujetadores de -

presion  del armazén (Fig. 25). Y
J

Fig. 25 Fijar los cristales al
armazan

4.- Colocar el armazén en la plataforma de formacion y
sujetarlo con las pinzas que se encuentran en la

parte superior de esta ultima y presicnaran los

cristales firmemente hacia abajo contra el

empaque, el cual actia como gel tapén para Fig. 26 Ensamble da!
impedir algin derrame (Fig. 26). Acto seguido, con armazén an la plataforma

ayuda de una micro-pipeta, se vierte el gel separador; una vez que gelifico, se
coloca el gel concentrador en estado acuoso (ver capitule 2 seccién 2.3.3.3) v,
antes de que éste polimerice, se coloca en el borde superior el peine que

formara los carriles donde se colocaran las muestras.
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» ENSAMBLE DE LA CAMARA DE ELECTROFORESIS

5.-

Una vez que se prepard el gel y éste polimerizé
dentro de los cristales, se deben extraer los cristales
contenedores del gel del ammazén de formacion (fig.
27).

Colocar los cristales a cada lado del monta-

electrodos, o bien, en el caso de que se desee correr
un solo gel, colocar en el otro extremo la tapa
plastica del amortiguador (Fig. 28).

Deslizar el monta-electrodos denfro del marco
sujetador (Fig. 29).

Presionar el monta-electrodos hacia abajo mientras
se asegura al marco sujetador. Entre fos cristales
vertir solucion amortiguadora de corrida hasta el
borde de los cristales. Con una micro-pipeta colocar
la muestra (ver capitulo 2 seccidén 2.3.3.4) en cada
uno de los carriles que se formaron en el gel (Fig.
30).

Flg. 28 Colocar los cristales
on ol monta-siectrodos

;;.4,_:_ )-" e

Fig. 29 Ensambie del monta-
alactrodoa dentro del marce
sujetadar

Flg. 30 Asegurar of monta-
alactrodoa dentro del marco
sujatador
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9.- Introducir la camara interna al mini-tanque, vertir
solucién amortiguadora de corrida hasta cubrir los

seguros de la camara interna. Tapar la camara de tal

forma que coincidan los colores de los electrodos

con los de [a tapa (rojo y negro). Conectar la cAmara  Fig- 31 Colocar la cimara interna

dentro del minitanque
a la fuente de poder y regular al voitaje deseado (Fig.

31).
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APENDICE B

TABLA B.1 VALORES CRITICOS PARA EL COEFICIENTE DE CORRELACION DE

5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
25
30
35
40
45
50
80
70
80
90

100

PEARSON r

4 0.950 0.999

0.878
0.811
0.754
0.707
0.666
0.632
0.602
0.576
0.553
0.532
0.514
0.497
0.482
C.468
0.456
0.444
0.396
0.361
0.335
0.312
0.294
0.279
0.254
0.236
0.220
0.207
0.198

6.959
0.917
0.875
0.834
0.798
0.765
0.735
0.708
0.684
0.661
0.641
0.623
0.606
0.590
0.575
0.561
0.505
0.463
0.430
0.402
0.378
0.361
0.330
0.305
0.286
0.269
0.256

Triola, Mario F. ESTADISTICA ELEMENTAL. Pearson Educacién Tabla A6
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