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Resumen

Ante la demanda de métodos analiticos que garanticen la autenticidad y la calidad
de los productos lacteos se busco extender el alcance del método de prueba
descrito en la NMX-F-736/1-COFOCALEC-2012, relativo a la deteccion y
cuantificacion de las principales proteinas de la leche por electroforesis capilar de

zona (ECZ), para el analisis del yogur natural batido.

Todas las muestras de yogur cumplieron con los valores establecidos de acidez
titulable y pH. Sin embargo, estos valores no se traducen en indicadores efectivos

gue aseguren que un producto con la denominacién de yogur lo sea.

Se determind la sinéresis tanto a muestras comerciales de yogur como a muestras
elaboradas en el laboratorio a partir de leche enriquecida con leche en polvo,
caseinatos y suero de queseria desmineralizado. La mejor consistencia se logro
utilizando leche en polvo y la de menor viscosidad correspondio a la elaborada con
el suero. A mayor contenido de proteina menor sinéresis, siempre y cuando se
conserve la relacion natural de las proteinas propias de la leche de bovino: caseinas

80 % y proteinas del suero 20 %.

En los perfiles proteinicos de las muestras de yogur obtenidos mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) de la fraccion soluble e insoluble, se detectaron agregados de alto peso
molecular (AAPM) resistentes a los agentes reductores, por lo que podrian ser

productos del entrecruzamiento de las proteinas.

En los electroforegramas de la fraccion soluble de las muestras comerciales del
yogur se observé una deformacion de las sefiales, menor altura de los picos y
modificacion en la linea base, encontrando que la abundancia varia entre el 87 % al

90 % y de 11 % al 9 % para las caseinas y proteinas del suero, respectivamente.

viii



Estos resultados indicarian que las proteinas sufrieron un tratamiento térmico

excesivo.

En conclusion, la metodologia de la NMX-F-736/1-COFOCALEC-2012 se logro
aplicar al estudio de la fraccion proteinica del yogur natural batido y se pudo detectar
la aplicacion de un tratamiento térmico excesivo a la leche usada en la elaboracién
del yogur. Sin embargo, es necesario seguir trabajando para optimizar el método y
analizar yogur en otras presentaciones (bebible, con fruta, con mayor o menor

contenido de proteina).



1. Introduccién

Los habitos alimenticios de la poblacion a nivel mundial se han modificado con el
paso de los afos, como resultado del cambio del estilo de vida. La gente ahora
muestra mayor interés en su salud y vigila su dieta para prevenir problemas médicos
futuros o para tratar algun padecimiento médico actual (Shiby y Mishra, 2013).
Como consecuencia, recientemente se ha presentado una marcada tendencia hacia
el consumo de productos minimamente procesados, saludables y/o funcionales
(Sloan, 2015), tal y como es el caso del yogur, el mas popular de los productos

lacteos fermentados.

El contenido proteinico del yogur, y en general de los productos lacteos, eleva su
valor comercial y nutricional, por lo que es imprescindible verificar que las proteinas
no se reemplacen con proteinas no lacteas de menor valor nutricional y de menor
costo, con el consiguiente fraude al consumidor (Scholl et al., 2014). De igual forma,
es necesario asegurarse gue las proteinas de estos productos no presenten dafio
térmico, resultado de la aplicacibn de un calentamiento excesivo durante el
procesamiento o de que fueron elaborados a partir de ingredientes con dafio térmico

previo.

Una de las consecuencias del dafio térmico de las proteinas lacteas es la formacién
de compuestos insolubles de alto peso molecular (> 500 kDa) entre las proteinas y
los demas componentes de la leche, que son resistentes a la accion de las enzimas
digestivas lo que reduce el valor biolégico de las proteinas (Waday Lonnerdal, 2014;
Manzo et al., 2015).

Dentro de la variedad de yogures que se comercializan en el pais, no todos cumplen
con las especificaciones minimas necesarias que garanticen su calidad
(PROFECO, 2006). Los parametros establecidos en la normatividad vigente (NOM-
185-SSA1-2002, NOM-181-SCFI-2010, NMX-703-COFOCALEC-2012) que regulan



la produccion y comercializacion del yogur son ambiguos al no establecer en un solo

documento las caracteristicas que debe cumplir este producto lacteo.

La autenticidad y la calidad de los alimentos son temas de gran relevancia entre los
consumidores, los investigadores, la industria y los 6rganos reguladores. Se dice
que una materia prima o un producto terminado es auténtico cuando la informacién
contenida en la etigueta o en los envases es veraz, y se describe y se presenta de
forma tal, que no induce al error con respecto a la naturaleza y caracteristicas del
producto, principalmente en términos de los ingredientes y la tecnologia de
produccioén (De La Fuente y Juarez, 2005). Por su parte, la calidad de un alimento
se refiere al conjunto de caracteristicas que lo hacen agradable a los sentidos,
adecuado para su consumo e inocuo (Martinez et al., 2004).

De lo anterior, surge la necesidad del desarrollo de métodos y normas que permitan
garantizar la autenticidad y la calidad de la leche y de los productos lacteos. Ante
tal situacion, las técnicas electroforéticas se proponen como una alternativa para
analizar la fraccion proteinica del yogur, mismas que se han aplicado para la
separacion, identificacion y cuantificacion de las proteinas lacteas, entre ellas, la
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
(Kinghorn et al., 1995; Veloso et al., 2002; Patel et al., 2007; Lin et al., 2010; Wada
y Lonnerdal, 2014) y la electroforesis capilar (EC) (De Jong et al., 1993; Recio et al.,
1995; Recio et al., 1997a; Recio et al., 1997b; Miralles et al., 2000).

Estudios previos demostraron inequivocamente la presencia de proteinas de soya
en leche a un nivel de adicién del 5 % por SDS-PAGE y se demostrd6 mediante un
estudio interlaboratorios que el método instrumental es selectivo y especifico para
cuantificar simultaneamente a las principales proteinas lacteas, por lo que el perfil
proteinico representa la huella digital con el que se puede caracterizar a la leche
(NMX-F-736/1-COFOCALEC 2012), de ahi el interés en extender su aplicacion al

analisis de la fraccion proteinica del yogur natural batido.



2. Planteamiento del problema

El yogur es el alimento lacteo fermentado de mayor consumo en México, cuyo valor
nutrimental y comercial estd dado por su contenido de proteina, por lo que es

necesario vigilar que no sea adulterado por la adicion de proteinas no lacteas.

Desafortunadamente, la normatividad vigente que regula la produccion,
comercializacion y métodos de prueba para el analisis del yogur es confusa, ademas
de que las pruebas fisicoquimicas que se usan como indicadores de autenticidad y
calidad son insuficientes para asegurar que un producto con la denominacién de

yogur lo sea, dificultando la inspeccion de las autoridades.

La falta de herramientas analiticas que permitan verificar la calidad y autenticidad
del yogur fue lo que impulsé el desarrollo de esta investigacion. Se tomé como
referencia la NMX-F-736/1-COFOCALEC 2012, en la cual se describe la
metodologia para detectar y cuantificar a las proteinas lacteas mediante ECZ,
técnica con gran auge internacional pero poco aplicada en el pais. Para
complementar el analisis la fraccion proteinica del yogur también se analizé
mediante SDS-PAGE.

Se encontré que la metodologia de la NMX-F-736/1-COFOCALEC 2012 es util para
el andlisis del yogur natural batido y determinar si existe adulteracion con proteinas
de diferente origen. Adicionalmente, mediante los andlisis electroforéticos se pudo
evidenciar la aplicacion de un tratamiento térmico excesivo a la leche durante la
manufactura del producto. Estos resultados son importantes porque son los
primeros que se tienen reportados sobre el uso de las técnicas electroforéticas para

el andlisis del yogur en nuestro pais.



3. Objetivo general

Ampliar el alcance de las técnicas de electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida y electroforesis capilar de zona para el estudio de la fraccion
proteinica del yogur natural batido y obtener informacion en torno a su calidad y

autenticidad.

4. Objetivos especificos

Determinar la acidez titulable y el pH en muestras de yogur natural batido siguiendo
la metodologia descrita en la normatividad vigente.

Medir la sinéresis y el contenido de proteina soluble en las muestras de estudio.

Obtener el perfil electroforético de las principales proteinas lacteas de muestras de
yogur natural batido empleando la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida

con dodecil sulfato de sodio.

Identificar y cuantificar las principales proteinas lacteas presentes en el yogur
mediante electroforesis capilar de zona, extendiendo el alcance del método de
prueba descrito en la NMX-F-736/1-COFOCALEC 2012, relativo a la deteccion y

cuantificacion de las principales proteinas de la leche de bovino.
5. Hipotesis
Si en la elaboracion de yogur natural existe la adicion de sdlidos no lacteos o de

proteinas que han sido expuestas a un tratamiento térmico excesivo, se podra

evidenciar tal situacion mediante los andlisis electroforéticos.



6. Antecedentes

6.1 Proteinas de laleche de bovino

Caseinas

Las proteinas de la leche estan constituidas por las caseinas (80 %) y las proteinas
del suero (20 %). Las caseinas son una familia de fosfoproteinas integradas por
alfa-caseina-si1 (as1-CN), alfa-caseina-sz2 (as2-CN), beta-caseina (B3-CN) y kappa-
caseina (k-CN), en una proporcién aproximada de 4:1:3.5:1.5, respectivamente
(Dalgleish y Corredig, 2012).

Las caseinas se encuentran asociadas en estructuras de forma casi esférica,
llamadas micelas de caseina, compuestas por aproximadamente 92 % de proteina
y el 8 % restante constituido por sales solubles (v.g., sodio, potasio, cloruro) y en
estado coloidal asociados intimamente a las proteinas (fosfato de calcio, fosfato de

magnesio, citrato de calcio, citrato de magnesio) (Fox y Kelly, 2012).

Las micelas tienen diametros comprendidos entre los 50 nm a 500 nm y un peso
molecular que varia de entre los 10® Da a 10° Da (Horne, 2014). El tamafio de las
micelas de caseina depende de la proporcién entre las caseinas. Mientras menor
sea el tamafio de las micelas de caseina, mayor sera el contenido de k-CN y menor
el de B-CN, independientemente del contenido de as1-CN y as2-CN (Ferrandini et al.,
2006). Los anterior sugiere que k-CN esta localizada predominantemente en la
superficie de la micela, B-CN en el interior y as1-CN y as2-CN distribuidas en toda la
estructura (figura 1) (Dalgleish y Corredig, 2012). El hecho de que k-CN esté
predominantemente en la superficie permite el reconocimiento del enlace formado
por la fenilalanina (Pheios) y la metionina (Metios) por parte la quimosina, y
proteasas con actividad similar. Ademas, su ubicacién permite que interactie con la
B-lactoglobulina (B-LG) desnaturalizada lo que da pauta a la formacién de los

agregados solubles e insolubles (Rasmussen et al., 1992; Horne, 2014).
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Figura 1. Micela de caseina de leche de bovino. A. Imagen obtenida mediante
microscopia electronica de barrido de emision de campo y B. Representacion
esquematica de la organizacion de las fosfoproteinas y el fosfato de calcio coloidal.
Adaptado de Dalgleish y Corredig, 2012.

La k-CN le confiere estabilidad a la micela de caseina frente a la agregacién, debido
a que los residuos de aminoacidos del extremo carboxilo terminal (residuos106 a
169) que conforman el glicomacropéptido, presentan un caracter hidrofilico y se
extienden desde la superficie micelar formando una capa de entre 5 nm a 10 nm de
espesor. Esta capa conocida como “peluda” es la responsable de la estabilidad de

las micelas de caseina por impedimento estérico (Dalgleish y Corredig, 2012).

Las caseinas contienen altos niveles de prolina (v.g., B-CN es especialmente rica
en este aminoacido, con un contenido de 35 de sus 209 residuos de aminoéacidos),
esto explica la ausencia de estructuras secundarias y terciarias y como
consecuencia la mayoria de sus residuos de caracter hidrofébico estan al
descubierto (Farrell, 2011). La falta de estructuras secundarias y terciarias también
es responsable de su mayor estabilidad térmica (v.g., la leche puede someterse
hasta 140 °C durante 25 min sin ninguna modificacion visual aparente) (O"Mahony
y Fox, 2014).



Las caseinas son insolubles a un pH de 4.6, por lo que la precipitacion isoeléctrica
es explotada en la elaboracion de productos lacteos fermentados y quesos
obtenidos mediante coagulacion &cida (Farrell, 2011).

Proteinas del suero

Las proteinas del suero se componen principalmente de B-lactoglobulina (B-LG) y
de a-lactoalbumina (a—LA), cuyas abundancias varian entre el 55 % al 60 % y del
15 % al 20 %, respectivamente. Estdn presentes otras proteinas en menor
concentracion como: la albumina sérica bovina (BSA) (del 5 % al 10 %), las
inmunoglobulinas (lg) (del 8 % al 10 %) y la lactoferrina (Lf) (< 0.1 %) (Ambrosi et
al., 2016). Las proteinas del suero contienen aproximadamente 1.7 % de azufre en
su estructura y contienen mayor cantidad de cisteina (Cys) y cistina que las
caseinas; ademas, a diferencia de las caseinas no son estables al tratamiento
térmico y son desnaturalizadas por completo a 90 °C por 10 min (O"Mahony y Fox,
2014), como consecuencia ocurre la disociacion de los oligdbmeros, el
desplegamiento parcial de su estructura nativa y la exposicion de aminoacidos
reactivos (Huppertz, 2016).

La B-LG es una proteina globular constituida por 162 residuos de aminoacidos cuyo
peso molecular es de 18.3 kDa. Esta proteina puede estar presente como
mondmero a un pH menor de 3.5 y a pH mayor a 7.5; como dimero, a valores de
pH de entre 5.5 a 7.5, y como tetramero en un intervalo de pH de 3.5 a 5.5. Se han
identificado diez variantes genéticas de la B-LG, siendo las mas abundantes Ay B,
que difieren por la sustitucién de dos aminoacidos en la posicién 64 y 118; la variante
A tiene acido aspartico (Aspss) y valina (Valiis) mientras que la variante B presenta

glicina (Glyes) y alanina (Alaiis), respectivamente (Edwards y Jameson, 2014).

La estructura primaria de la B-LG presenta un grupo tiol libre, dos puentes disulfuro
intramoleculares entre los residuos de cisteina: Cyses-Cysiso Y CyS106-CyS119 Y UN

sulfhidrilo libre en el residuo de Cysi21 (O"Mahony y Fox, 2014). La Cysi21 juega un



papel determinante en el proceso de desnaturalizacion térmica pues puede
reaccionar con los grupos disulfuro de las posiciones 11 y 88 de la k-caseina
afectando la coagulacion de la leche en el proceso enzimético de elaboracion del
queso (Ambrosi, 2016).

La a-LA es una proteina globular constituida por 123 residuos de aminoacidos (14.2
kDa) que esta presente en la leche de todos los mamiferos y es responsable de
regular la sintesis de la lactosa. Sin embargo, a diferencia de p-LG no contiene

grupos tiol libres (Brew, 2013).

La estructura nativa de la a-LA se compone de dos l6bulos: el a-l6bulo constituido
por el extremo amino terminal hasta el residuo 34 y por los residuos 86 al 123 y el
B-l6bulo que se extiende por los residuos 35 al 85. La estructura se estabiliza
mediante cuatro enlaces disulfuro: Cyss-Cysi20 y Cyszs-Cysi11 en el a-I6bulo; Cyseo-
Cys77 en el B-l6bulo, mientras que Cys73-Cyseo mantiene los dos Iébulos juntos
(Edwards y Jameson, 2014).

En la zona donde se unen los dos I6bulos, formada por los residuos 79 a 88, se
localiza el sitio de unién al calcio, ésta union le confiere a la proteina una mayor
estabilidad ante el tratamiento térmico en comparacion con las otras proteinas del
suero (O"Mahony y Fox, 2014).

El i6n Ca?* es coordinado por cinco &tomos de oxigeno, tres pertenecientes a los
grupos carboxilo de la cadena lateral del Aspsz, Asps7, Aspss y dos mas por el
oxigeno de los grupos carbonilo de los residuos de lisina (Lys), Lys7o y del Aspsa.
Dos moléculas de agua también participan en el enlace de coordinacién, formando
una bipirdmide ligeramente distorsionada con los grupos ligando de la proteina
como se observa en la figura 2. Cuando el pH es menor a 5, el grupo carboxilo del

Asp se protona y disocia por lo que deja de unir el calcio (Brew, 2013).



Figura 2. Sitio de unién de la a-LA al calcio. El Ca?* (esfera roja) es estabilizado
por 7 enlaces de coordinacion con los &tomos de oxigeno (lineas azules punteadas)
de los residuos de Asps2, Asps7, Aspss, Lys7e y Aspss y por dos moléculas de agua
(esferas azules). Adaptado de Edwards y Jameson, 2014.

La estructura primaria de la BSA contiene 582 aminoacidos y tiene un peso
molecular de 66 kDa. Aparentemente su funcién es transportar moléculas
hidrofébicas (v.g., acidos grasos a través de la membrana) (Ambrosi et al., 2016).
Por su parte, las inmunoglobulinas (Ig) son una familia de proteinas, siendo la IgG
la predominante en el ganado bovino; la IgG esta formada por dos cadenas, una
ligera y una pesada unidas por enlaces disulfuro, su funcioén es conferir inmunidad
pasiva al neonato mientras que su propio sistema inmunolégico se desarrolla
(Edwards y Jameson, 2014).

Finalmente, la lactoferrina (Lf) es una glicoproteina monomérica globular que tiene
una masa molecular de aproximadamente 80 kDa, ésta proteina une hierro (Fe3)
por lo que presenta actividad antimicrobiana al privar a los microorganismos de este

metal y es usada cémo nutracéutico en formulas infantiles (O"Mahony y Fox, 2014).



Tabla 1. Caracteristicas principales de las proteinas de leche de bovino*

x> > > > o
O O ks v o X
o5 o ¥ &£ g e 2 © v
Peso
molecular 236 25.2 23.9 19 18.4 14.2 66.4 16.1 80
(kDa)
No. de
residuosde 199 207 209 169 162 123 583 508 689
aminoacidos
_Pl(punto 49 53 5.2 55 52 48 47 - 8.9
isoeléctrico)

lAdaptado de Edwards y Jameson, 2014; O"Mahony y Fox, 2014.

6.2 Efecto del tratamiento térmico sobre las proteinas lacteas

Por su valor nutricional, la leche es un excelente medio para el crecimiento de los
microorganismos, por ello es necesario la aplicacion de tratamientos térmicos como
la pasteurizacion o la esterilizacién en orden de proporcionar un nivel de seguridad

aceptable y aumentar la vida util del producto (Claeys et al., 2002).

Durante el tratamiento térmico de la leche ocurren una serie de cambios entre las
proteinas y los deméas componentes de la leche, siendo las proteinas del suero las
mAas susceptibles.

A temperaturas superiores a los 70 ° C, las proteinas del suero se desnaturalizan y
comienzan a agregarse. Las proteinas del suero desnaturalizadas forman
complejos con la k-CN y en algunos casos con la as2-CN (Dalgleish y Corredig,
2012), estas interacciones pueden conducir a la formacion de AAPM (> 500 kDa)
(Patel et al., 2007) mediante interacciones hidrofébicas o enlaces disulfuro (Manzo
et al., 2015), lo que provoca efectos adversos sobre las propiedades sensoriales,
nutricionales y fisicoquimicas de la leche y los productos lacteos (Patel et al., 2006;
Anema, 2014).
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La as2-CN a diferencia de k-CN no reacciona facilmente con las proteinas del suero
desnaturalizadas, aunque se han reportado algunas interacciones cuando se
alcanzan temperaturas superiores a los 100 °C (Patel et al.,, 2006). Esta baja
reactividad se atribuye a la ubicacion de as2-CN en el interior de las micelas de
caseina, caso contrario a k-CN que se encuentra en la superficie de micelas de

caseina por lo que es mas accesible (Dalgleish y Corredig, 2012).

El grado de interaccion de las proteinas del suero desnaturalizadas con las micelas
de caseina depende de varios factores, tales como: el tiempo, la temperatura y la
velocidad de calentamiento, la concentracion de las proteinas y el pH de la leche
(Anema, 2014).

En estudios de electroforesis en gel aplicados a muestras de leche que fueron
expuestas de entre 90 °C a 120 °C se encontrd que las bandas correspondientes a
BSA, IgG y Lf desaparecen, y disminuy®¢ la intensidad de las bandas de B-LG, a-LA,
K-CN y en menor proporcion as2-CN (Anema, 2014). Esto se acompaia con la
formacién de agregados en el gel concentrador (> 500 kDa). Con la adicién de
agentes reductores, el patron de bandas es comparable con el de la leche antes de
la aplicacion del tratamiento térmico, con lo que se comprob6 que las interacciones
inter e intramoleculares es mediada mediante la formacion de enlaces disulfuro
(Patel et al., 2006; Patel et al., 2007).

A partir de los 70 °C se despliegan las estructuras terciarias y secundarias de las
proteinas favoreciendo su digestibilidad (Anema, 2014), sin embargo, conforme el
tratamiento térmico es mas drastico, se han observado modificaciones no
enzimaticas en las proteinas lacteas, lo cual repercute negativamente en sus
propiedades nutricionales (Wada y Lonnerdal, 2014). Un ejemplo es la reaccion de
Maillard, en la que los grupos €-amino de la Lys reaccionan con el grupo carbonilo
de la lactosa para formar los productos de Amadori como la lactulosil-lisina o
fructosil-lisina, que posteriormente tras oxidarse forman Né-carboximetil lisina (Wada
y Lonnerdal, 2015).
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El bloqueo de los grupos €-amino de los residuos de Lys obstaculiza la digestion
triptica, asi como la accion de otras enzimas digestivas, por lo que Lys deja de ser
biodisponible, lo que reduce el valor biologico de las proteinas. También ocurren
reacciones de B-eliminacion a los residuos de la fosfoserina y cisteina o cistina, que
dan origen a la dehidroalanina, misma que reacciona con los residuos de Lys, Cys
e histidina (His) formando productos de entrecruzamiento como la lisinoalanina,
lantionina e histidinoalanina respectivamente (figura 3) y que no son hidrolizados

por las proteasas (Wada y Lonnerdal, 2014).
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Figura 3. Productos de entrecruzamiento de las proteinas. Adaptado de

Pellegrino et al., 2011.

Los componentes de la leche son afectados negativamente cuando es sometida a
tratamientos térmicos excesivos, por lo que resulta importante evaluar el impacto de

dichos tratamientos. Para ello se ha propuesto monitorear dos tipos de indicadores:

1. La degradacion, desnaturalizacién o inactivaciéon de compuestos termolabiles
como son las proteinas del suero. Las proteinas del suero muestran diferente
estabilidad térmica, siendo la a-LA la mas estable seguida de B-LG, BSA e IgG, por
lo que la completa fraccion proteinica del suero, asi como sus componentes
individuales, se pueden utilizar como indicadores de tratamiento térmico (Claeys et

al., 2002). La desnaturalizacion de la a-LA es un buen parametro para evaluar
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tratamientos de esterilizacion; por su parte, la desnaturalizacion p-LG es util para
monitorear los tratamientos térmicos desde la pasteurizacion hasta la

ultrapasteurizacion (Mallik et al., 2015).

2. La formacion de nuevos compuestos como la furosina, que es el producto de la
hidrolisis de la lactulosil-lisina o la lactulosa, resultante de la isomerizacion de la
lactosa (Lan et al., 2010). Normalmente la lactulosa no se produce en leche fresca
ni en la leche pasteurizada, sino solo en leche ultrapasteurizada (LUHT) y leche
esterilizada, por lo que el contenido de lactulosa se considera un indicador

adecuado para este tipo de tratamientos térmicos (Mallik et al., 2015).

6.3 Breve historia del yogur

Las leches fermentadas se han producido y consumido en el Oriente Medio, India 'y
Europa oriental por siglos. Se cree que la version ancestral del yogur aparecio
probablemente hace 9 000 u 8 000 afios a. C., después de que los seres humanos
pasaran de ser recolectores a cultivar sus alimentos y a domesticar animales

(Tamime y Robinson, 2007).

Originalmente, este tipo de alimentos resultaron de la fermentacion espontanea de
la leche tras almacenarla en bolsas de piel de cabra durante los dias célidos, lo que
provoco su acidificacion y coagulacion, dando por resultado una manera eficiente

de preservar este alimento vulnerable al deterioro (Corrieu y Beal, 2016).

Si bien el origen exacto de las leches fermentadas no esta claro, algunos
historiadores concuerdan con que pudieron surgir en Asia Central y posteriormente
se extendieron al Oriente Medio, el noreste de Africa y a los paises balcanicos
(Weerathilake et al., 2014; Corrieu y Beal, 2016). En Europa las leches fermentadas
se difundieron con la llegada de los pueblos némadas asiaticos, asi como con los
pueblos germanicos y nordicos. En Australia y América estos productos fueron

conocidos después de que los nativos fueron colonizados (Condony et al., 1988).
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La palabra yogur probablemente se deriva del turco, "jugurt" que significa "cuajado
o coagulado" (Weerathilake et al., 2014). Aungue no hay registros disponibles sobre
el origen del yogur, la creencia de su efecto benéfico sobre la salud humana ha
existido en distintas civilizaciones a través del tiempo. De acuerdo con la tradicion
persa, Abraham debia su fecundidad y longevidad a la ingestion regular de leches
fermentadas. Durante el siglo | d.C. Plinio “El viejo” llamé al yogur el alimento
milagroso y recomendo el consumo de leches fermentadas para el tratamiento de

infecciones gastrointestinales (Tamime y Robinson, 2007).

Se dice que en el siglo Xl Genghis Khan, el unificador del imperio mongol,
alimentaba a su ejército con yogur a lo cual atribuia sus victorias (Weerathilake et
al., 2014). Durante el siglo XVI, el emperador Francisco | de Francia dijo que se
habia curado de una diarrea severa gracias al consumo de yogur de leche de cabra,
con lo que introdujo los beneficios que aportaba el yogur a la salud en el mundo
occidental (Tamime y Robinson, 2007).

A lo largo de los siguientes siglos, el conocimiento para hacer yogur y leches
fermentadas fue regional o local. La contribucion del cientifico ruso Ilya Metchnikoff,
quien trabaj6 en el Instituto Pasteur, fue fundamental para que el consumo del yogur

se extendiera (Condony et al., 1988).

Metchnikoff sostenia la hipotesis en sus publicaciones “Nature of man, studies in
optimistic philosophy” (1903) y “The prolongation of life” (1907) sobre lo que él
denominaba la putrefaccion intestinal, de que en el tracto gastrointestinal habitaban
microorganismos dafinos para nuestra salud, mismos que producian toxinas y que
para disminuir su efecto, otros microorganismos benéficos debian ser introducidos
al colon (Stoilova, 2015). Metchnikoff tomé un particular interés en el consumo de
yogur como un tratamiento alternativo para los problemas intestinales y relacion6 su
consumo con la longevidad de las personas en ciertas comunidades de Bulgaria por
lo que sugirié que el yogur retrasaba el proceso de envejecimiento, impulsando asi

el consumo de este alimento (Weerathilake et al., 2014; Stoilova, 2015) (figura 4).
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Figura 4. Caricatura parodiando el entusiasmo de Metchnikoff por los

probidticos como una panacea. Fuente: Gordon, 2008.

Paralelamente en 1905, el médico bulgaro Stamen Grigoroff publicé en la revista
Revue Médicale de la Suisse Romande su trabajo en el que identific6 a los
microorganismos responsables de la transformacién de la leche en yogur (Danone,
2013). Grigoroff buscé aislar al microorganismo que provocaba la fermentacion de
la leche, y descubri6 tres diferentes microorganismos a los que llamé bacillo A,
micrococo B y estreptobacilo C. El bacilo A era el causante de la produccion del
yogur y lo denomind “bacillus acido lactico”, el otro microorganismo que también
intervenia en la fermentacion fue clasificado como un estreptococo y mas tarde se

le nombré Streptococcus thermophilus (Stoilova, 2015).

Si bien el origen de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii
subespecie bulgaricus es incierto, una hipétesis apunta a que quiza provengan de
Bulgaria. Los resultados del estudio de Michaylova et al., (2007) demostraron que
las bacterias del yogur estan presentes en algunos arbustos silvestres con flores de
ese pais, tales como: Cornus mas (cornejo macho), Ononis spinosa (espinilla),
Berberis vulgaris (abrilla) y Paliurus aculeatus (espina santa).
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Originalmente el yogur se elaboraba a partir del extracto de las raices de plantas y
leche de oveja, que se dejaba fermentar por cierto tiempo, pudiendo ser transferida
esta técnica de conservacion de la leche a otros paises y haber sido utilizado como
inodculo para la produccion de lo que ahora conocemos como yogur (Michaylova et
al., 2007). No estd claro como Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii subespecie bulgaricus crecen y sobreviven en las plantas, y si estas
bacterias son transferidas de otros sitios por insectos. Tampoco esté claro cémo
adquirieron la capacidad de desarrollarse en la leche y como se establecio la
simbiosis entre las dos especies bacterianas (Markoff, 1925, citado en Michaylova
et al., 2007).

La industrializacion del yogur se llevdé a cabo en Barcelona en 1919 por Isaac
Carasso con su empresa Danone, nombrada asi en honor a su hijo Daniel a quien
llamaban “Danon”. Carasso comercializé los primeros productos en farmacias
(figura 5), pues debido a la influencia de Metchnikoff, el yogur era considerado en

ese entonces como un producto medicinal que prolongaba la vida de quienes lo
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consumian (Weerathilake et al., 2014).

Figura 5. Anuncio de yogur en el periodico La Vanguardia, 1911. Fuente: La
Vanguardia 2016.
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En 1929 Daniel Carasso, con 23 afios de edad, fundé la Sociedad Parisina del yogur
Danone, e inauguré el primer punto de venta en la calle André Messager de Paris.
También lanzé el primer eslogan publicitario de la marca “Delicioso y sano, Danone

es el postre para una buena digestiéon” (Danone, 2015).

El yogur se introdujo en los Estados Unidos de América a principios del siglo XX,
sin embargo, se hizo popular en 1942 cuando Daniel Carasso fundé Dannon Milk
Product Inc., en Nueva York (Weerathilake et al., 2014). La variedad de sabores que
conocemos hoy en dia también fueron introducidos a lo largo del siglo XX: la adicion
de mermelada de frutas ocurrié en 1933, el yogur con frutas se comercializé en
1937, y el yogur batido en 1963 (Danone, 2013).

Otro evento que promovié el consumo del yogur fue la comercializacion del
refrigerador después de la Segunda Guerra Mundial, lo que permitié almacenar y
conservar los alimentos frescos por mas tiempo (Tamime y Law, 2001). A partir de
1950, el yogur pasé a venderse en lecherias y poco después en tiendas locales,
convirtiéndose asi en el producto lacteo fermentado de mayor consumo (Tamime y
Law, 2001).

6.4 Definicién de leche fermentada

La leche fermentada es el producto lacteo obtenido por medio de la fermentacion
de la leche, que puede haber sido elaborado a partir de productos obtenidos de la
leche con o sin modificaciones en su composicion segun las limitaciones de lo
dispuesto en la seccién 3.3 de la Norma para las leches fermentadas 243-2003 del
Codex, por medio de la accion de los microorganismos adecuados y teniendo como
resultado la reduccion del pH con o sin coagulacion (precipitacion isoeléctrica).
Estos cultivos de microorganismos deben ser viables, activos y abundantes en el
producto hasta la fecha de duracion minima (FAO/ WHO, 2011).
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El yogur es el producto lacteo obtenido a partir de la fermentacion de la leche por
medio de la accibn de dos bacterias acido lacticas (BAL): Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus que deben de ser
viables en concentraciones minimas de 10 millones por g o mL (1 x 10’ UFC/g o
mL) (FAO/ WHO, 2011; Corrieu y Beal, 2016). Desde el punto de vista reoldgico, el
yogur es un gel formado por la agregacion de las micelas de caseina mediante la
acidificacion de la leche dando origen a un producto de mayor viscosidad (Karam et
al., 2012).

En el mercado mexicano también se comercializa la leche acidificada, que es el
producto obtenido mediante la acidificacién de la leche a través de la accion de
agentes acidulantes permitidos (v.g., &cido citrico, acido lactico, etc.) (NXM-F-703-
COFOCALEC-2012), por lo que resulta importante hacer la distincion de estos

productos para evitar confusion entre los consumidores.

6.5 Mercado mundial y nacional del yogur

La leche y los productos lacteos forman parte importante de nuestra dieta. En 2015,
el consumo total de leche en México fue de 16, 980 millones de litros equivalentes
(volumen que ocupa la leche en polvo al hidratarla a un contenido de solidos totales
de aproximadamente 11.8 % para la leche entera y del 8.5 % de soélidos no grasos
para la leche descremada), de estos, 11,395 millones fueron de produccién nacional
y 5,586 millones fueron importados (CANILEC, 2015).

La produccién mundial del yogur y de las leches fermentadas alcanzé los 35
millones de toneladas en 2012. Durante 2015 el mercado global fue de US$67 mil
millones. En ese mismo afo, la produccién anual de Europa fue de 9.3 millones de
toneladas siendo Alemania, Francia y Espafia los principales productores, con un

20 %, 18 % y 9 % de la produccion, respectivamente (Corrieu y Beal, 2016).
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Durante los ultimos 5 afios en Europa, la produccion total de este producto se
incrementd en un 10 %, mientras que, para los ultimos 30 afios en Francia, el
aumento fue del 38 %. Ademas de Europa, los principales productores de yogur son
China, Rusia, Iran y los Estados Unidos de América, con 4.0, 2.5, 2.2 y 2.0 millones
de toneladas por afo, respectivamente. La produccion de centro y sudamérica (1.5
millones de toneladas por afio) y de Africa (0.4 millones de toneladas por afio) es
menor (Corrieu y Beal, 2016).

El incremento en el consumo de este alimento surge debido a la tendencia de los
alimentos “listos para comer”, asi también, por el significativo aporte de proteina que
brinda a la dieta y por los efectos benéficos de las BAL en el aparato digestivo
(Oliveira, 2014).

En México, el 8.5 % de la poblacién consume yogur, principalmente los nifios en
edad preescolar (Rivera et al., 2014). El incremento en la ingesta de este alimento
se refleja en un aumento de la produccion del 14.25 % durante los ultimos cinco
anos, de acuerdo a los resultados de la encuesta mensual de la industria
manufacturera del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (EMIM, INEGI 2016)
(figura 6).
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1 Produccion de enero a junio ® Yogur con frutas y/o cereales Yogur bebible  ®Licuado de Yogur

Figura 6. Produccion de yogur en México del afio 2010 a la primera mitad del
afio 2016. Con datos de la encuesta mensual de la industria manufacturera del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.
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6.6

Proceso de elaboracion del yogur

El proceso de produccion de yogur se resume en la siguiente secuencia de

operaciones: estandarizacion de los sélidos totales de la leche, homogeneizacion,

tratamiento térmico, inoculacién, incubacion, enfriamiento, manipulacion y embalaje

(Behare et al., 2016). El diagrama general del proceso se presenta en la figura 7.
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Figura 7. Esquema general del proceso de elaboracion de yogur. Adaptado de

Oliveira 2014 y Behare et al. 2016.
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6.6.1 Estandarizacién de lagrasay de lo sélidos no grasos

Se inicia con el descremado de la leche, seguido de la normalizacién del contenido
de grasa y de sélidos no grasos (SNG) (Hill y Kethireddipalli, 2012). Para aumentar
el contenido de SNG, la leche se concentra mediante evaporacion. Otra alternativa
es adicionar leche en polvo descremada (entre 3 % a 4 % m/m), suero de leche en
polvo o caseinatos (entre 1 % a 2 % m/m) (Karam et. al., 2013). Los solidos afiadidos
modifican la cinética de acidificacion, previenen la sinéresis y modifican la

consistencia logrando una mejor sensacion en la boca (Oliveira, 2014).

La adicién de estabilizantes es también una practica comun, éstas sustancias se
agregan a niveles de 0.1 % a 0.5 % como compuestos individuales o una mezcla de
ellos (Oliveira, 2014). Los mas empleados son: almiddén, carrageninas, grenetina,
pectina, goma guar y goma de algarrobo. Actian como agentes gelificantes o
espesantes, ademas de que estabilizan a las proteinas de la leche en una red que
retarda el movimiento del agua libre (Hill y Kethireddipalli, 2012).

En nuestro pais, la normatividad permite adicionar estabilizantes en una
concentracion maxima de 5000 mg de estabilizante/kg de producto final, ya sea de

manera individual o como una mezcla de ellos (NOM-185-SSA1-2002).

6.6.2 Homogeneizacion

Esta etapa se realiza en un homogeneizador empleando presiones de entre 15 MPa
a 20 MPa y temperaturas de entre 55 °C a 65 °C, con lo que se reduce el tamafio
del gldbulo de grasa a aproximadamente 2 ym y en consecuencia se incrementa su
area (Corrieu y Beal, 2016). Esta “nueva superficie” se cubre con las caseinas y las
proteinas del suero, como se muestra en la figura 8. Lo anterior minimiza la
coalescencia e incrementa la estabilidad del producto durante el almacenamiento
(Hill y Kethireddipalli, 2012).
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Figura 8. Representacion esquematica de la coalescencia de la grasa de la
leche y de su recubrimiento después del proceso de homogeneizacion.
Adaptado de Lopez 2005.

6.6.3 Tratamiento térmico

La leche enriquecida se calienta a 85 °C durante 30 min o a 95 °C por 10 min,
obteniéndose mejores resultados a menor temperatura por tiempos mas
prolongados (Early, 1998). Con el tratamiento térmico se eliminan los agentes
patégenos y los microorganismos que causan el deterioro de la leche; también se
propician las condiciones favorables para el crecimiento del cultivo iniciador al
reducirse la cantidad de oxigeno disuelto, propiciando un ambiente microaerofilo, y
se logran cambios favorables en las propiedades fisicoquimicas de la leche a través
de la desnaturalizacion de las proteinas del suero y la formacion de una red
tridimensional entre las proteinas del suero y las caseinas a través de enlaces
disulfuro (Karam, 2013, Tamime y Law, 2001).

6.6.4 Inoculacion con las bacterias acido lacticas

La mezcla homogeneizada se enfria de 45 °C a 40 °C y se afade el cultivo iniciador
formado por Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie
bulgaricus en una concentracion de entre el 3 % al 5 % m/m respecto a la cantidad
de leche empleada (Hill y Kethireddipalli, 2012; Oliveira, 2014).
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6.6.5 Fermentacion

Se realiza en envases individuales (yogur firme) o en tanques (yogur batido),
posteriormente se mantiene en reposo de 2 h a5 h a 42 °C. Se monitorea el pH 'y
la acidez titulable (AT) (Corrieu y Beal, 2016). A medida que el pH desciende a 4.6
(figura 9A), la carga negativa de las micelas de caseina disminuye (figura 9B) y
aumenta la solubilidad del calcio idnico, lo que causa el colapso de la k-caseina
debido a que las interacciones intra e intercatenarias del glicomacropéptido ya no
son suficientes para mantener la estabilidad estérica (Dalgleish y Corredig, 2012).
Lo anterior provoca la disminucién de la repulsion electrostatica y se incrementan

las interacciones caseina-caseina (Karam et al., 2013).

Se forman enlaces disulfuro entre las proteinas del suero desnaturalizadas con las
caseinas (figura 9C) debido a los dos puentes disulfuro y al grupo sulfhidrilo libre

que B-LG presenta en su estructura nativa (Patel et al., 2007).

El conjunto de interacciones entre las caseinas y las proteinas de suero
desnaturalizadas conducen a la formacion de una red tridimensional que retiene
agua (figura 9D) (Karam et al., 2013).

Con la formacion de un gel continuo, el yogur se enfria a aproximadamente 5 °C y

se almacena o procesa para producir otros tipos de yogur. Finalmente, el producto
se distribuye y comercializa a baja temperatura (Corrieu y Beal, 2016).
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Figura 9. Disminucion del de pH durante el proceso de fermentacion y su

efecto en las proteinas de la leche. Adaptado de Karam 2013.

6.7 Beneficios del consumo de yogur

Las bebidas lacteas fermentadas poseen diversas propiedades nutricionales y
terapéuticas. Las BAL desempefian un papel importante en dichos efectos positivos
para la salud (Shiby y Mishra, 2013).

Existe controversia sobre si las BAL empleadas en la elaboracién de yogur son o no
probiéticas debido a que no sobreviven el paso a través del tracto intestinal (Loures-
Hattingh y Viljoen, 2001). Por un lado, quienes apoyan que Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus son probiéticas, lo
hacen basandose en que el consumo del yogur causa efectos benéficos contra
enfermedades intestinales, tales como el estrefiimiento y el sindrome del intestino
irritado (Sarkar, 2008). Ademas de que en el yogur se ha detectado la presencia de
péptidos bioactivos, a los cuales se les atribuyen efectos positivos en el equilibrio
intestinal, el sistema inmune, y en la prevencion de cancer (Meydani y Ha, 2000;
Piaia et al., 2003).
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Asimismo, se encontré que personas con intolerancia a la lactosa mejoraron la
digestion y absorcion de este azucar tras el consumo de yogur. Sin embargo, el
beneficio sobre la absorcién de lactosa también se demostré en sujetos sin
problemas de intolerancia (Rizkalla et al., 2000; Guarner et al., 2005).

Por otro lado, se ha reportado que al adicionar probiéticos al yogur se mejoran los
beneficios aportados por el consumo de este alimento (Loures-Hattingh y Viljoen,
2001). Sefora et al.,, (2016) encontraron que al suplementar al yogur con
Lactobacillus casei PRA205 se liberaron péptidos antihipertensivos y antioxidantes.
El consumo del yogur adicionado de Bifidobacterium bifidum y Bifidobacterium
infantis mostré una reduccién de los niveles de colesterol entre un 17 % al 31 % y
gue los personas que participaron en el estudio pudieron remover de manera mas

eficaz en el colesterol esterificado (Sarkar, 2008).

Otro punto a resaltar, es que el consumo de yogur aporta mayores niveles de calcio
y de potasio (200 mg de calcio/100 g y 255 mg potasio/100 g) que la leche (125 mg
de calcio/100 g y 150 mg potasio/100 g) como consecuencia del ajuste de SNG.
Finalmente, el contenido de acido félico (vitamina B9) es el doble en el yogur (80
Mg/L) en comparacién con la leche (40 pg/L) (Corrieu y Beal, 2016).

6.8 Métodos electroforéticos

6.8.1 Desarrollo historico de los métodos electroforéticos

La electroforesis se define como el movimiento o desplazamiento diferencial de
especies con carga, sustancias neutras 0 migracion pasiva, por atraccion o

repulsion, bajo un campo eléctrico continuo (Castagnino, 2000).

La electroforesis es una técnica analitica de separacion que ha tenido gran auge
internacional (Pifiero et al., 2011), pero poco aplicada en nuestro pais, de ahi el

interés de extenderla al estudio de la fraccion proteinica del yogur.
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La electroforesis se ha empleado en diversas areas de la investigacion para la
separacion y cuantificacion de moléculas pequefias (iones metélicos), biomoléculas
(aminoécidos proteinas, hidratos de carbono) y macromoléculas (fragmentos de
ADN) (Castillo et al., 2005).

Los fundamentos de la técnica se remontan al siglo XIX (Vesterberg, 1989;
Santarén, 2004) con las aportaciones de Reuss (1809) sobre el desplazamiento de
sustancias bajo la accion de un campo eléctrico. Posteriormente, en 1897
Kohlrausch formul6 las ecuaciones que describen el comportamiento de un campo
eléctrico en una interfase, lo que resulté fundamental para el posterior desarrollo de
la isotacoforesis. Para el afio de 1899 Hardy descubri6 el punto isoeléctrico, lo que

sento las bases de la técnica del enfoque isoeléctrico.

Las aportaciones continuaron con Tiselius, quien publicé su tesis doctoral “El
método del frente mévil en el estudio de electroforesis de proteinas” en 1930.
Tiselius realizé sus experimentos utilizando un tubo en forma de U en cuyo interior
las proteinas ionizadas se movian liboremente y sus frentes de avance se detectaban

y fotografiaban usando luz ultravioleta (Santarén, 2004).

En el afio de 1950 Haglund y Tiselius describieron un aparato a escala preparativa
en el que la electroforesis se llevaba a cabo en un tubo vertical lleno de esferitas de
vidrio para contrarrestar la conveccion, mismo que Flodin y Kupke mejoraron
después remplazando las esferas de vidrio por celulosa tratada con etanol y HCI
(Vesterberg, 1989).

A partir de 1950 se empled papel filtro como medio de soporte, Smithies empled
geles de almidon mientras que Raymond, Weintraub, Davis y Ornstein utilizaron a

la poliacrilamida como soporte (Santarén, 2004).

En 1964 Davis y Ornstein introdujeron la electroforesis discontinua usando

disoluciones amortiguadoras con diferentes valores de pH (Vesterberg, 1989).
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Posteriormente, en 1967 Shapiro, Vifiuela y Maizel describieron la relacion existente
entre la movilidad electroforética de las proteinas en un gel de poliacrilamida en
presencia del dodecil sulfato de sodio (SDS) y su peso molecular (Shapiro et al.,
1967). Este trabajo fue retomado en 1969 por Weber y Osborn, quienes
demostraron la determinacion del peso molecular de proteinas graficando su
movilidad electroforética contra el logaritmo del peso molecular de proteinas de

peso molecular conocido (Weber y Osborn,1969).

Laemmli (1970), incorpord SDS al 0.1 % en las disoluciones amortiguadoras usadas
por Ornstein y Davis, y ademas empled un paso desnaturalizante en la preparacion
de muestra al usar calor y un agente desnaturalizante (2-mercaptoetanol al 5 %)

El SDS es un detergente anionico que se une a las proteinas desnaturalizandolas
en una conformacion extendida. Como consecuencia, la carga de las proteinas
queda enmascarada por la mayor carga del SDS que las recubre en una relacién
aproximada de 1.4 g SDS/g de proteina (Reynolds y Tanford, 1970). Por lo tanto, la
movilidad electroforética de la proteina depende exclusivamente de su peso

molecular (Voet y Voet, 2007).

Los avances continuaron en el afio de 1967 con Hjertén, quien introdujo el uso de
capilares de vidrio con didmetros internos (d.i.) de entre 1 mm a 3 mm. Para prevenir
el flujo electroosmoético (FEO), la capa interna del capilar se recubria de
metilcelulosa (Castillo et al., 2005). Para 1979 Mikkers, Everaerts y Verheggen
llevaron a cabo separaciones empleando capilares de 200 ym de d.i., elaborados
con vidrio y teflon, respectivamente (Vesterberg, 1989). Para 1981 Jorgenson y
Lukacs utilizaron tubos capilares de 75 um de silice fundida, popularizandose de

esta manera el uso de la electroforesis capilar (EC) (Castagnino, 2000).
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6.8.2 Fundamentos de la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil

sulfato de sodio

La electroforesis en gel se emplea para separar moléculas en funcién de su tamafio
y carga eléctrica, siendo la fuerza motriz la diferencia de potencial aplicada a los

electrodos en ambos extremos del gel (Carrillo et al., 2013).

La poliacrilamida es el soporte mas empleado en el analisis de proteinas, debido a
gue es quimicamente inerte, se puede preparar de manera rapida y reproducible,
ademas de qué forma geles con estabilidad mecénica, transparentes e insolubles
en agua (Garcia, 2000).

Los geles de poliacrilamida utilizados constan de dos partes, y se preparan sobre
moldes de vidrio: un gel concentrador (de poros grandes) que provoca el apilamiento
de las proteinas antes de que se resuelvan y un gel separador (de poros pequefos)
gue permite la separacion de las proteinas por su tamafio (Garcia, 2000). La
composicién quimica de las disoluciones amortiguadoras utilizadas en ambos geles

es igual pero el pH y la concentracion de estas difiere (Roca et al., 2003).

El principio de concentracion de la muestra es debido a la diferencia de pH
establecida entre los dos geles, lo que determina que, al pH del gel concentrador,
la glicina (principal componente de la disolucion amortiguadora de corrida de la
electroforesis) este mayoritariamente en forma de zwitterién al encontrarse a un pH
por encima de su pl (5.97) (Westermeier, 2005). En cambio, los iones cloruro
presentes en las disoluciones amortiguadoras con las que se preparan los geles
migran rapidamente hacia el anodo, mientras que las proteinas, con menor

densidad de carga, migran a menor velocidad (Roca et al., 2003).

El frente de glicina se mueve lentamente a través del gel de apilamiento, quedando
detrds de los cloruros, provocando una region de baja conductividad y la

disminucion del voltaje entre ambas especies. Esta zona arrastra las proteinas a
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través de los poros del gel de apilamiento y las deposita en la parte superior del gel

de resolucion como una banda estrecha (Westermeier, 2005).

Cuando las proteinas llegan al gel separador migran a menor velocidad, y su
velocidad de migracion dependera de su tamarfio (Roca et al., 2003). Al migrar mas
lentamente, las proteinas son alcanzadas por los glicinatos, que al encontrarse en
un pH 8.8 adquieren una carga negativa y se adelantan a las proteinas en la
migracion. De esta manera, las proteinas se separan aun mas lento. La menor
velocidad de migracion de las proteinas permite su mejor resolucién (Westermeier,
2005).

Al término de la electroforesis, las moléculas mas pequefias llegan al anodo,
entonces se pueden fijar y tefiir mediante la adicion de un colorante para hacerlas
visibles (tincion con plata, azul de Coomassie o reactivos fluorescentes) (Carrillo, et
al., 2013).

La SDS-PAGE se ha aplicado para identificar a la leche de cabra, de oveja y de
vaca en mezclas de leche para evitar adulteraciones (De La Fuente y Juarez, 2005)
y para detectar la adicion de leche de vaca en quesos y yogur elaborados a partir
de leche de oveja y cabra (Kaminarides y Koukiassa, 2001); asi mismo, es usada
en el analisis de las proteinas del suero de leche para caracterizar los agregados
proteinicos formados durante el proceso de elaboracion de la leche en polvo,
sirviendo como un indicador del tipo de interacciones formadas (Kinghorn et al.,
1995; De La Fuente y Juarez, 2005; Patel et al., 2007).

6.8.3 Fundamentos de la electroforesis capilar
La electroforesis capilar es una de las técnicas de separacion en fase liquida mas

poderosas que se realiza en un capilar de silice fundida de d.i., de 10 ym a 200 ym
(Osatinsky, 2007; Shallan et al., 2013).
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La movilidad de los compuestos en solucion bajo la influencia de un campo eléctrico
depende de las caracteristicas del analito (v.g., tamafio y carga), de la temperatura
de la separacion, de la naturaleza del electrolito soporte o disolucion amortiguadora,
asi como de la intensidad del campo eléctrico aplicado (Marina et al., 2005).

En términos generales, y como se ilustra en la figura 10, la forma de trabajo en EC
consta de: una fuente de alto voltaje, dos electrodos, dos recipientes para contener
la muestra y la disolucion amortiguadora, un capilar y un sistema de adquisicion de
datos (Shallan et al., 2013).

Ventana de
deteccion

\

Capilar

Fuente de
alto voltaje

Anodo \‘ Cétodo
+ —_

30-50 kv

Inyeccion de la muestra/ Buffer
Buffer ~
e L
OOO O%
—— Adquisicion
g = de datos

Figura 10. Instrumentacion basica en electroforesis capilar. Adaptado de Butler,
2012.

Los componentes basicos de un equipo de electroforesis capilar se en la tabla 2.
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Tabla 2. Principales componentes de un equipo de electroforesis capilar?

Componente Funcion

Permite la aplicacion de voltaje hasta 30 kV.

Debe tener la capacidad de invertir la

Fuente de ] _
) polaridad a fin de operar en modo normal (el
alto voltaje )
detector se encuentra en el catodo) o reversa
(el detector se encuentra en el anodo).
Electrodos Generalmente de platino.
Comunmente de silice fundida cubierto de
_ poliamida que le brinda flexibilidad y facilita
Capilar ' _ .
su manejo. La longitud del capilar va de 50
cma 100 cmy su d.i. de 10 um a 200 pm.
Absorcion UV-Visible, fluorescencia,
Sistema de deteccion acoplado a espectrometro de masas Yy

electroquimicos.

1Adaptado de Marina et al., 2005; Butler, 2012; Shallan et al., 2013.

Una caracteristica fundamental de la EC es el FEO. Este flujo es originado en
presencia de un campo eléctrico cuando una solucion iénica entra en contacto con

una superficie solida con carga (Castillo et al., 2005).

En los capilares de silice fundida, la superficie interna del capilar contiene grupos
silanoles (SiOH) (pKa entre 4 a 6). A valores de pH mayores a 4, los grupos silanol
estan ionizados presentandose como silanoatos (SiO”), por lo que la superficie
adquiere carga negativa (Shallan et al., 2013). En la pared del capilar se formara
una primera capa fija de iones que son atraidos por la carga negativa de la pared
del capilar (figura 11), seguida por una segunda capa (mévil), compuesta
principalmente de cationes adyacentes a la primera capa. Al aplicar un campo

eléctrico, el exceso de cationes de la capa movil establece un flujo neto de migracion
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hacia el polo negativo (catodo), creando un potencial muy cercano a la pared

llamado potencial zeta ({) (Shallan et al., 2013).

Superficie interna
del capilar cargado
negativamente

(SIOH < SiO")

Capa movil

Figura 11. Representacién esquemaética del flujo electroosmaotico. Adaptado de

Shallan et al., 2013.

Inyecciéon de la muestra

La inyeccién electrocinética e hidrodinamica son las técnicas de introduccién de

muestra mas usadas en la practica (Marina et al., 2005). La inyeccion electrocinética

(figura 12) se realiza al introducir un extremo del capilar en el vial que contiene la

muestra y el otro extremo en el vial que contiene la disolucion amortiguadora, y se

aplica una diferencia de potencial de entre 1 kV a 5 kV durante 1 s a 10 s. De esta

manera, los analitos entran en el capilar por su migracion electroforética y/o por la

accion del FEO (Blanco, 2009).
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I

(® (-) Disolucién
amortiguadora

Muestra

Figura 12. Inyeccion electrocinética. Fuente: Blanco, 2009.

Como se aprecia en la figura 13, la inyeccion hidrodinAmica se puede llevar a cabo
por aplicacion de presion en el extremo de entrada del capilar, o por succion en el

extremo de salida, lo que provoca el paso de muestra al capilar (Blanco, 2009).

A B

Presion

—_— —_— Vacio

Muestra Muestra

Figura 13. Modalidades de la inyeccién hidrodinamica. A) por aplicacién de

presion o B) por aplicacién de vacio. Fuente: Blanco, 2009.

La versatilidad de la electroforesis capilar reside en el desarrollo de diferentes
modos de separacion, lo que ha permitido expandir el campo de aplicaciones de la
técnica, permitiendo asi el analisis de una amplia variedad de compuestos con
diferentes caracteristicas con la ventaja de que se puede realizar usando el mismo

equipo.
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6.8.4 Aplicaciones de la electroforesis capilar

La principal aplicacion de la electroforesis es la separacion, identificacion y en su
caso cuantificacion de macromoléculas bioldgicas, en especial las proteinas (Gas,
2005). El avance de la electroforesis capilar ha permitido su aplicacion en diversos
campos. En el area farmacéutica y andlisis clinicos, se le ha empleado en el control
de calidad de medicamentos, en la determinacion del contenido drogas en
farmacos, para la separacion de compuestos quirales, o en la deteccion y
cuantificacion de marcadores en fluidos biolégicos con el fin de indicar la presencia

de enfermedades (Marina et al., 2005; Pifiero et al., 2011).

En el area de control ambiental, se ha identificado contaminantes, pesticidas,

fungicidas, herbicidas o metales pesados por EC (Castagnino, 2000).

En el area de alimentos se ha empleado para el fraccionamiento y cuantificaciéon de
aminoacidos, péptidos, proteinas, hidratos de carbono, acidos organicos, vitaminas,
aditivos o adulterantes (Cala et al., 2011; Pifiero et al., 2011; Dominguez et al.,
2016).

Dentro del sector de los lacteos, esta técnica se ha utilizado en la identificacion y
cuantificacion de las proteinas lacteas, para detectar adulteraciones y autenticidad,
asi como para evaluar el tratamiento térmico aplicado a los productos. En la tabla 3
se presentan algunas de sus aplicaciones mas importantes de 1992 a 2016.
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Tabla 3. Aplicaciones de la electroforesis capilar en leche y productos de la

leche de 1992 a 2016.

Aplicacion

Autor (es)

Identificacion de las principales proteinas de leche
bovina en leche fresca y leche en polvo.

Identificacion de algunas variantes genéticas de
las principales proteinas de la leche bovina.

Obtencion de los patrones de electromigracion de
muestras de leche (bovina, caprina, ovina y
humana) y de proteinas de soya.

Andlisis cuantitativo de las principales proteinas
del suero de leche bovina.

Deteccién de la adicion fraudulenta de sélidos de
leche en leche en polvo.

Obtencion de los patrones de protedlisis de las
caseinas en leche y queso fresco de origen
bovino.

Estudio del polimorfismo genético y no genético de
las proteinas lacteas de diferentes especies (vaca,
oveja y cabra).

Andlisis de caseina isoeléctrica de mezclas de
leche de diferentes especies.

Deteccion de la adicion de suero de queseria en
leche ultrapasteurizada.

Deteccién de la adicion de caseina &cida y
caseinatos en queso.

Deteccion de la adulteracion de productos de
leche caprina y ovina.

Estudio cualitativo y cuantitativo de las proteinas y
péptidos de leche de bovino.

Cuantificacion de la concentracion relativa de los
diferentes niveles de fosforilacion y las variantes
genéticas mas comunes en leche bovina.

Andlisis cuantitativo de lactoferrina de origen
bovino en formulas infantiles.

Cuantificacién de las principales proteinas de la
leche de camella.

Cheny Zang, 1992
De Jong et al., 1993

Kanning et al., 1993

Recio et al., 1995

Riel y Olieman, 1995

Recio et al., 1997a

Recio et al., 1997b

Molina et al., 1999
Recio et al., 2000
Miralles et al., 2000
Recio et al., 2001

Strickland et al., 2001

Heck et al., 2008

Li et al., 2012

Omar et al., 2016




7. Materiales y métodos

Para el desarrollo experimental se siguio la estrategia experimental que se muestra

en la figura 14.

Yogur natural batido

Preparacion de

muestra
Analisis fisicoguimicos Prueba de solubilidad
N Fraccion .
pH AT Sinéresis Soluble Precipitado
505-
PAGE
Analisis Contenido . Condiciones
cuantitativo || de proteina ECZ %%E?Eg?:: no
soluble reductoras
Analisis Analisis
cuantitativo cualitativo

Figura 14. Diagrama de bloques de |la estrategia experimental empleada.
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Se analizaron, por triplicado, cuatro muestras comerciales de yogur natural batido:
YNA, YNB, YNS y YNU. Se tomé una alicuota representativa de cada una y se
procedié con los andlisis fisicoquimicos (pH, AT), de sinéresis, de solubilidad,

contenido de proteina soluble y los ensayos electroforéticos (SDS-PAGE y ECZ).

Adicionalmente, para analizar el efecto del contenido de proteina sobre la sinéresis
y la viscosidad, se elaboraron tres muestras de yogur a partir de leche enriquecida
con leche en polvo descremada (YNLP) al 4 %, suero de queseria desmineralizado
(YNSD) al 2 % y caseinatos (YNC) al 1 % (Karam et al., 2013) (ver apartado 7.2).
En el caso de estas muestras se les midi6 la viscosidad y se realizaron los ensayos

previamente mencionados a excepcion de la ECZ.

7.1 Preparacion de las disoluciones amortiguadoras

Para la preparacion de las muestras y la elaboracion de las disoluciones, se emple6
agua Tipo | (18.2 MQ/cm a 25 °C) filtrada a través de una membrana de Nylon con
tamafo de poro de 0.45 um (Sistema Simplicity UV, Millipore, MA, USA), reactivos

de la mas alta pureza y material desechable.

Disolucion amortiguadora de solubilidad (Manso et al., 2002).

Tetraborato de sodio (30 mM) y sal disddica del &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (40 mM). Se peso la cantidad necesaria de cada reactivo para preparar 100
mL de la disolucion. Las sales se disolvieron en aproximadamente 85 mL de agua
en un vaso de precipitados de 150 mL. La solucién se trasvaso a un matraz
volumétrico de 100 mL y se aforé con agua. Finalmente se midio y el pH de la

disolucion y se mantuvo en refrigeracion hasta su uso.
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Disolucion amortiguadora de muestra (Adaptado de Riel y Olieman 1995).

Urea (6 M), hidroxipropilmetil celulosa (HPMC) (0.05 %, m/v), tris (hidroximetil)
aminoacetano (167 mM), acido-3-morfolino propanosulfénico (MOPS) (42 mM)
EDTA (67 mM). Los reactivos se pesaron y se disolvieron el orden mencionado en
un vaso de precipitados de 250 mL con aproximadamente 50 mL de agua. La
disolucién se transfirié a un matraz volumétrico de 100 mL y se aford. Se midi6 y
registro el pH de la disolucién amortiguadora, misma que conservé en refrigeracion

hasta el momento de su empleo.

Disoluciéon amortiguadora de separacion (adaptado de Miralles et al., 2001).

Urea (5 M), HPMC (0.05 %, m/v), citrato trisédico dihidratado (20 mM), acido citrico
(0.185 M). Se peso la cantidad de reactivos necesaria para preparar 100 mL de
disolucién y se disolvieron en el orden descrito en un vaso de precipitados de 250
mL con aproximadamente 60 mL de agua. Enseguida se trasvasd a un matraz
volumétrico de 100 mL y se completd con agua hasta la linea de aforo. Se midio el
pH y la disolucion se filtré a través de una membrana de Nylon de diametro de poro
de 0.45 ym (Titan filtration system, USA), finalmente se conservo en refrigeracion

hasta su uso.

7.2 Elaboracién de yogur a partir de leche enriquecida con leche en polvo,

suero queseria desmineralizado y caseinatos.

Se elaboraron tres formulaciones de yogur natural batido de acuerdo con Karam et
al., (2013), a partir de un litro de leche descremada pasteurizada a la que se le
incrementd el contenido de sélidos no grasos (SNG) mediante la adicion de
caseinatos de calcio al 1 % (YNC), leche en polvo descremada comercial al 4 %
(YNLP) y suero de queseria desmineralizado al 2 % (YNSD) (lote: D522B, Industrias
Lacteas Chihuahuenses, S.A. de C.V).
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Para cada formulacion se disolvieron los SNG aplicando calor hasta alcanzar 90 °C
por 5 min, la mezcla se enfrié y se almaceno en refrigeracion hasta el momento de

inocular.

Se disolvieron bajo condiciones asépticas 0.9 g del cultivo mixto liofilizado directo
(Centro Sperimentale del Latte S. p.A. Italia) en un litro de leche pasteurizada. La
mezcla se mantuvo a 42 °C por 8 h y se conservo en refrigeracion hasta el momento

de su uso.

El in6culo para yogur se afiadio a una temperatura de 44 °C y en una proporcion del
5.0 % v/v respecto al volumen de la leche empleada. La mezcla inoculada se coloco

durante 3 h a 42 °C, periodo en el cual se monitore6 el pH.

7.3 Andlisis fisicoquimicos de las muestras de yogur natural batido

7.3.1 Determinacién de acidez titulable y medicién del pH

La determinacion de la acidez titulable (AT) de las muestras se realizé conforme a
la metodologia descrita en la NOM-185-SSA1-2002. Se tomaron aproximadamente
18 g de yogur y adicionaron 36 g de agua degasificada (Bafio ultrasonico, Cole-
Parmer, IL, USA), libre de dioxido de carbono. Se utiliz6 fenolftaleina como indicador
y se titul6 con una disolucion valorada de NaOH. La disolucién de NaOH se preparé
con agua libre de diéxido de carbono y normaliz6 empleado biftalato de potasio
como patron primario. El punto final de la titulacion se alcanzd hasta el vire del

indicador a un color rosa tenue, color que permanecié por al menos por 30 s.

Para la medicion del pH (pH Meter, Mo. @ 390, Beckman-Coulter Inc., CA, USA) se
siguid el protocolo establecido en la NMX-F-317-NORMEX-2013. La muestra se
prepar6 de la misma forma que en la determinacién de AT, excepto por la adicion

de fenolftaleina e NaOH.
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7.3.2 Determinacion del grado de sinéresis de las muestras de yogur natural
batido

La determinacion del grado de sinéresis de todas las muestras se realizO mediante
la técnica descrita en los trabajos de Verbeken et al., (2006) y Charoenrei et al.,
(2008). Para lo cual se pesaron 40 g de la muestra en tubos Falcon de 50 mL, se
centrifug6 a4772r.c.f., por 30 min a 4°C (centrifuga 5430 R) y por ultimo se recuperé

el sobrenadante del que se registro tanto su peso como el volumen.

Se determino el grado de sinéresis de las muestras empleando la siguiente ecuacién
(Charoenrei et al., 2008).

masa del liguido separado de gel
d b 8 % 100

rado de sinéresis = ~
g masa total del gel antes de la centrifugacion

Para saber si existia diferencia significativa entre el grado de sinéresis de las
muestras se hizo la prueba de la diferencia minima significativa (LSD) comparando
los valores de sinéresis de las muestras (apéndice A). Finalmente, del sobrenadante
se tom6 una alicuota para determinar su contenido de proteina soluble por el
método modificado de Lowry, y también para conocer su perfil proteinico mediante
SDS-PAGE.

7.4 Determinacién de laviscosidad de las muestras de yogur elaboradas en

el laboratorio

La prueba de viscosidad solo se realizé a las muestras elaboradas en el laboratorio
en las instalaciones del Laboratorio de tecnologia de alimentos, para ello se
emplearon 150 mL del yogur a 25 °C, dicha cantidad se colocé dentro de un
recipiente de acero inoxidable de 600 mL, los cilindros empleados fueron del tipo
Z2DIN, mismos que se colocaron en un viscosimetro rotacional (Pshysica RheolLab

MC, Germany) y se procedio con el ensayo.
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7.5 Preparacion de las muestras de yogur natural batido para los ensayos

de solubilidad y electroforéticos

Para los analisis de solubilidad y electroforéticos se peso6 una determinada cantidad
de muestra en tubos tipo Eppendorf de 2 mL, de acuerdo al contenido de proteina
declarado en la etiqueta por el fabricante para solubilizar una concentracién de
proteina de 10 mg/mL, concentracion utilizada para la identificacion y cuantificacién
relativa de las principales proteinas de la leche por electroforesis capilar de zona
(NMX-736/1-COFOCALEC-2012). Las muestras se conservaron a -70 °C (Nuaire,

Revco Technologies, NC, USA) hasta su anlisis.

7.6 Ensayo de solubilidad de las muestras de yogur

Se descongelaron las muestras y se realiz6 el ensayo de solubilidad de las
proteinas. Se empled la disolucibn amortiguadora de solubilidad y la disolucién
amortiguadora de muestra con ditiotreitol (DTT, 17 mM) (condiciones reductoras) y

sin DTT (condiciones no reductoras).

Las muestras se mantuvieron en agitacion orbital a 800 r.p.m., a una temperatura
de 40 °C (Thermomixer, Eppendorf, Germany) por 30 min. Para separar la grasa,
las muestras se centrifugaron a 18 000 r.c.f., durante 30 min a 4 °C (centrifuga 5430
R, Eppendorf). Se recupero6 la fraccion soluble con una jeringa de 1 mL (Norm-Ject,
HSW, Tuttlingen, Germany). Las muestras bajo condiciones reductoras se filtraron
a través de una membrana de PVDF de 13 mm de diametro y 0.45 um de tamafio
de poro (Agela Technologies Inc. DE, USA) para su analisis por ECZ, mientras que
por SDS-PAGE se analizaron las muestras bajo condiciones reductoras y no

reductoras.
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7.7 Determinacion de proteina soluble empleando el método modificado de

Lowry

Se determind la concentracion de proteina mediante espectrofotometria
(Biospectrometer Kinetic, Eppendorf) usando el método modificado de Lowry
(Peterson, 1977). Se analiz6 la fraccion soluble de las muestras de yogur
procedentes del ensayo de solubilidad bajo condiciones no reductoras y el filtrado
proveniente de la determinacion de sinéresis. Se utilizé una disolucion de 2 mg/mL
de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma Chemical Co., MO, USA) como estandar
de la curva de calibracion (apéndice B). Se empled un blanco de reactivos para la
cuantificacion de proteina en la fraccion soluble de las muestras de yogur debido a
la interferencia de la urea (Peterson, 1979; Moore et al., 2010).

Adicionalmete se realizaron los graficos de los residuales de las curvas de
calibracion usadas en la determinacion de proteina soluble y no se encontraron

datos anormales (apéndice B), por lo que se tiene confianza en la determinacion.

7.8 Ensayos electroforeticos realizados a las muestras de yogur natural
batido

7.8.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

Se emplearon geles de poliacrilamida para la concentracion (4 % T, 2.6 % C) y
separacion (125 % T, 2.6 % C) (apéndice C) de las proteinas de las muestras de
yogur y del filtrado proveniente de la prueba de sinéresis (Mini-PROTEAN ™ Tetra
Cell, Bio Rad). La electroforesis se realizé de acuerdo a Laemmli (1970) aplicando
una diferencia de potencial de 100 V (PowerPac™ HV Power Supply, Bio-Rad) por

aproximadamente 2 h.

Como referencia de la separacion electroforética se utilizaron: suero de queseria
desmineralizado (S) (lote: D522B, Industrias Lacteas Chihuahuenses, S.A. de C.V),
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caseinato de sodio (CAS) (lote: 61038, Lactoprot), leche cruda genuina de vaca y
deshidratada por liofilizacion (LC) certificada por el Centro Nacional de Metrologia
(CENAM), ademés de una mezcla de proteinas como estandar de peso molecular
(SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range, Bio-Rad).

Para conocer el perfil de migracion de las proteinas lacteas también se analizaron
muestras de leche pasteurizada (LP) (75 °C por 15 s), leche ultrapasteurizada
(LUHT) (136 °C por 4 s), leche en polvo descremada de bajo calor (LH, por sus
siglas en inglés), la cual para su elaboracion fue pasteurizada a 75 °C por 18 s,
posteriormente se evaporé y secd por aspersion en una planta industrial, y
finalmente, leche en polvo comercial usada en la elaboracion del yogur YNLP. Las
muestras de leche descremada en polvo se rehidrataron a un nivel de SNG de

aproximadamente 11 %.

Los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad), para eliminar el
exceso de colorante se empled una disolucion de acido acético: metanol: agua
(1:5:4), y se conservaron en una disolucién constituida por los mismos disolventes
(7:5:88). Para el andlisis cualitativo de los perfiles proteinicos se utiliz6 un
fotodocumentador (Gel Doc™ XR+Imaging System, controlado por el software
Image Lab™ Bio-Rad ver 3.0).

7.8.2 Electroforesis capilar de zona

Para la electromigracion de las proteinas se utilizo la disolucién amortiguadora de
separacion y un capilar hidrofilico neutro eCAP™ (Beckman Coulter) de 50 cm de
longitud efectiva, 50 um de diametro interno, con la ventana prefabricada y apertura
Optica de 100 pym x 200 pym bajo las siguientes condiciones de trabajo: introduccién
hidrodinamica de la muestra durante 5 s a 0.7 psi, campo eléctrico de 500 V cm™ a
40 °C, deteccidon de la sefial a 214 nm con una velocidad de adquisicion de datos
de 4 Hz (PACE MDQ, Glycoprotein System, Beckman Coulter Inc., controlado por
el software 32 Karat™ ver 8.0).
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Al comienzo de cada sesion se lavo el capilar con agua, se aplicaron 15 psi durante
15 min, en direccién del catodo al &nodo. A continuacion, se empleo la disolucion
amortiguadora de separacion aplicando 15 psi durante 15 min en ambas direcciones
con el fin de acondicionar el capilar. Al finalizar, el capilar se lavé con agua durante

15 min a 25 psi en ambas direcciones y se almacend a 4 °C.

Se analizaron 2 réplicas independientes de las muestras de yogur comercial y se
uso leche pasteurizada (LP) como control. En cada electroforegrama se registro el
tiempo de migracion (tm) y el area de cada pico electroforético. Se calculo el tiempo
de migracion relativo (tmr) a as1-CN, y la concentracion relativa de cada proteina

conforme a Heck et al., (2008).

Cx = (=% x 100

n _-x
=1 t,

Cx: concentracion relativa de la proteina
tx: tiempo de migracion de la proteina
Ax: area del pico electroforético

n: nimero total de picos que comprenden el 100 % del area.
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8. Resultados y analisis de resultados

8.1 Andlisis fisicoquimicos de las muestras de yogur natural batido: acidez

titulable y pH

La AT y el pH se monitorean durante el proceso de elaboracion de yogur. Cuando
el pH alcanza valores de entre 4.0 a 4.6 y los valores de la AT oscilan entre 0.85 %
a 1.4 % de acido lactico se detiene la fermentacion (Hill y Kethireddipalli, 2012;
Oliveira, 2014). La acidificacion gradual del yogur debe ser resultado de la accion
de las BAL y no por la adicion de agentes acidulantes pues en ese caso
corresponderia a leche acidificada, tal como lo indica la NMX-F-703-COFOCALEC-
2012. La produccion del acido lactico provoca el descenso del pH y la coagulaciéon

de las caseinas con la consecuente formacion del gel (Corrieu y Beal, 2016).

La NOM-181-SCFI-2010, establece, en su apartado 6 que el valor de acidez,
expresado como gramos de &cido lactico por cada 100 g de muestra, debe ser
minimo del 0.5 %, en tanto que el valor maximo de pH de 4.4, establecido en el
apartado 9 de la NOM-185-SSA1-2002. Los resultados de las determinaciones de
AT y pH se muestran en la tabla 4.

Tanto las muestras comerciales como las elaboradas en el laboratorio cumplieron
con el valor de acidez titulable. Respecto al pH, las muestras comerciales, de mayor
pH, cumplieron lo establecido, mientras que las elaboradas en el laboratorio

alcanzaron punto isoeléctrico de las caseinas (pH de 4.6).

La variacion encontrada entre los valores de AT y pH de las muestras analizadas
podria deberse al tiempo de fermentacion del producto, a la composicion y actividad
del in6culo, a la temperatura de la fermentacion (Corrieu y Beal, 2016) o a la
formulacibn misma del yogur (presencia de edulcorantes, saborizantes,

estabilizantes, sustancia con que se aumento el contenido de SNG, entre otros).
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Tabla 4. Determinacion de acidez titulable y pH realizada a las muestras de

yogur natural batido.

comercial laboratorio
Parametro
YNA YNB YNS YNU YNC YNSD YNLP
acidez
_ 0.97 0.83 0.97 1.14 0.96 0.93 1.2
titulable?!

desv. stdr. 0.004 0.004 0.002 0.003 0.017 0.003 0.015
c.v. (%) 0.4 0.46 0.21 0.26 1.71 0.32 1.2
pH 4.24 4.23 4.28 3.95 4.59 4.56 4.6
desv. stdr. 0.005 0.005 0.001 0.007 0.009 0.004 0.004

c.v. (%) 0.1 0.1 0.03 0.17 0.21 0.08 0.1

L Expresada como porcentaje de acido lactico (% m/m).

El hecho de que los productos que tienen la denominacién de yogur puedan cumplir
facilmente con los parametros fisicoquimicos estipulados por la normatividad, no se
traduce en que estos valores resulten indicadores efectivos para asegurar que un
producto que se ostenta como yogur en realidad lo sea, dificultando la verificacion

por parte de las autoridades.

8.2 Grado de sinéresis de las muestras de yogur natural batido

La sinéresis es un defecto que se presenta en el yogur de manera comun y se
describe como la expulsion del suero debido a la contraccion del gel de proteinas
(Mizrahi, 2010). Si bien no afecta la inocuidad del producto, ocasiona una apariencia

desagradable a la vista del consumidor.

La principal causa de la sinéresis es el reordenamiento de las micelas de caseina.
Al momento de la gelificacion hay fosfato de calcio coloidal residual en el interior de

las micelas, por ello, durante el almacenamiento y a bajas temperaturas se produce
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un reordenamiento de la estructura micelar y del gel (Dejmek y Walstra, 2004). La
solubilizacion gradual del calcio residual y del fosfato de calcio resulta en un
desequilibrio electrostatico dentro de las micelas, debido a que hay sitios en el
nacleo de las micelas de caseina que no fueron neutralizados durante la formacion
del gel. Esto aumenta la repulsion proteina-proteina dentro de la red proteinica,
causando un debilitamiento del gel y propiciando de esta manera la expulsién del

agua del gel proteinico (Dalgleish y Corredig, 2012).

Para minimizar la sinéresis la industria hace uso de estabilizantes (pectina, goma
guar o goma de algarroba, almidones, grenetina, etc.) (Early, 1998). Estas
sustancias retardan el movimiento del agua y por ende su expulsion de la matriz, a
la vez que su empleo aporta viscosidad y textura al producto (Hill y Kethireddipalli,
2012).

Un factor que interviene en la susceptibilidad al fendbmeno de la sinéresis es el
contenido de SNG, principalmente la cantidad de proteina. Cuanto mayor sea el
contenido de proteina la tendencia a la sinéresis sera menor, recomendandose
concentraciones de proteina en el yogur de al menos 3.5 % m/m (Oliveira, 2014).
Para constatar lo anterior, se elaboraron tres formulaciones de yogur a partir de
leche enriquecida con leche en polvo descremada, suero de queseria
desmineralizado y caseinatos y los valores de sinéresis determinados se

compararon con los de las muestras comerciales.

En la tabla 5 se muestran los resultados de la prueba de sinéresis realizada a las
muestras de yogur. Se esperaba que a mayor contenido de proteina menor fuese el
grado de sinéresis, no obstante, no ocurrié lo previsto ya que los menores
porcentajes de sinéresis no corresponden a las muestras con el mayor contenido

de proteina.
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Tabla 5. Grado de sinéresis de las muestras de yogur natural batido

Comercial Laboratorio

parametro
YNA YNB YNS YNU YNC YNSD  YNLP

contenidode 3041 3281 412! 4452 427° 526%  4.628
proteina (%)

sinéresis (%)* 56.88 55.25 37.19 3522 66.43 72.13 51.53
desv. stdr. 0.04 0.32 0.31 0.03 0.09 0.50 0.05

c.v. (%) 056 0.67 1.8 1.5  0.13 0.6 0.11

Y Indicado en la etiqueta (% m/m).

2 Determinado por Kjeldahl.
3-Valor tedrico calculado.
4 Expresado como la cantidad de sobrenadante por 100 g de muestra (% m/m).

Se observa que las muestras comerciales cuyos contenidos de proteina son
equiparables (YNA-YNB y YNS-YNU) presentan valores de sinéresis similares, sin
embargo, esto no sucedi6é con las muestras del laboratorio. Las muestras YNSD y
YNC no siguen la tendencia esperada a pesar de contener 5.26 % y 4.27 % de
proteina (tedrico) respectivamente, este hecho se atribuye a que en ambos casos
se enriquecié con una u otra de las fracciones mayoritarias de las proteinas lacteas,
perdiéndose la proporcién natural en que estas se presentan en la leche de bovino,

80 % caseinas y 20 % proteinas del suero (Tamime y Law, 2001).

En el caso del yogur YNLP se utilizé leche en polvo para el enriquecimiento, por lo
que se mantuvo la proporcién natural de las proteinas lacteas, si bien su grado de
sinéresis es mayor que el de las muestras YNS y YNU que tienen un contenido de
proteina del mismo orden de magnitud, se mantiene la tendencia esperada ya que
el porcentaje de sinéresis de YNLP es menor que el de las muestras YNA y YNB

gue tienen un menor contenido de proteina de acuerdo a la etiqueta.
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De lo anterior se puede inferir que para que el yogur tenga una consistencia
adecuada y presente menor susceptibilidad a la sinéresis, el enriquecimiento debe
hacerse respetando las proporciones naturales de las proteinas lacteas.

Se compararon los valores de sinéresis de las muestras mediante la prueba de la
diferencia minima significativa (LSD) (apéndice A) y se encontr6 que existe
diferencia estadisticamente significativa entre ellos, la diferencia entre los valores
se atribuye al contenido de proteina de las muestras y al origen de la proteina con

gue se enriquecio a la leche para la elaboracion del yogur.

Con resultados obtenidos en esta determinacion se sugiere que la prueba de
sinéresis podria utilizarse para determinar de manera rapida y sencilla con que
sustancia se enriquece a la leche para la elaboracion de yogur. Si se obtienen
porcentajes de sinéresis de entre el 30 % al 60 % se trataria de un enriquecimiento
con leche en polvo, si el valor oscila entre el 60 % al 70 % se sospecharia de la
adicidon de caseinatos y finalmente, si el porcentaje de sinéresis es mayor al 70 %,

podria tratarse de un enriquecimiento con proteinas del suero.

Con el fin de conocer la composicién del sobrenadante obtenido en la prueba de
sinéresis, se determin6 el contenido de proteina soluble de esta fraccion (tabla 6) y
se obtuvo su perfil electroforético mediante SDS-PAGE (ver apartado 8.5.1, figura
18). Se encontro que la fraccion expulsada del gel tras la sinéresis esta constituida

exclusivamente por proteinas del suero.

Al comparar la concentracion de proteina contra el contenido total de proteina en el
yogur, se obtuvieron valores menores al 20 %, porcentaje en el que las proteinas
séricas se encuentran en la leche de manera normal (tabla 6). La fraccion de
proteinas que son expulsadas del gel tras el reordenamiento de la micela de

caseina, oscila entre el 29 % al 47 % del total de las proteinas del suero.
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Tabla 6. Contenido de proteina soluble en el sobrenadante obtenido en la

prueba de sinéresis

Concentracion

Muestra de proteina desv. c.v. (%) % de o
soluble en el stdr. recuperacion
sobrenadante?!
Comercial YNA 3.86 0.01 0.32 6.9
YNB 3.45 0.02 0.7 5.8
YNS 7.41 0.05 0.67 7.03
YNU 9.40 0.06 0.7 7.64
Laboratorio YNC 4.79 0.07 1.08 7.71
YNSD 5.66 0.05 0.93 7.85
YNLP 5.97 0.05 0.89 9.43

LExpresado como mg proteina/mL de sobrenadante de la sinéresis.
ZCalculado en relacion al contenido de proteina tedrico (g proteina en el

sobrenadante/100 g de proteina total en el yogur).

8.3 Viscosidad de las muestras de yogur elaboradas en el laboratorio

Al evaluar visualmente la viscosidad de las muestras elaboradas en el laboratorio,
se observé que la mas viscosa era YNLP, seguida de YNC y YNSD (figura 15A), lo

cual coincidié con la determinacién experimental (figura 15B).

Experimentalmente se puede inferir qué tan viscosa es una muestra, cuanto
mayores sean los valores del esfuerzo cortante, que es la aplicacion de una fuerza
tangencial a una superficie provocando la deformacion de ésta (Wilson y Buffa,
2003), mayor sera la viscosidad.

Con la estandarizacion del contenido de SNG se mejora la viscosidad y la
consistencia del producto logrando de esta manera una mejor sensacion en la boca,
ademas de se reduce la sinéresis del producto (Oliveira, 2014). El empleo de leche
en polvo descremada y de caseinatos de sodio se recomienda para la elaboracion
del yogur batido, mientras que el uso de proteinas de suero ofrece mejores

resultados en el yogur bebible (Karam et al., 2013).
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Figura 15. Muestras de yogur natural elaboradas en el laboratorio. (A)
Apreciacion visual de la viscosidad: YNLP (izquierda), YNC (centro), y YNSD
(derecha). (B) viscosidad obtenida experimentalmente (Pshysica RheoLab MC,
Germany).
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8.4 Solubilidad de las muestras de yogur y contenido de proteina soluble

en la fraccién soluble

Al realizar la prueba de solubilidad con la disolucion amortiguadora de boratos-
EDTA que solubiliza selectivamente a las proteinas lacteas (Manso et al., 2002), se
observo la presencia de un precipitado en todas las muestras, a diferencia del
material certificado de leche fluida liofilizada y de la leche pasteurizada que se
usaron como referencia. Tampoco se logré solubilizar por completo a las muestras
de yogur natural al emplear la disolucion amortiguadora de muestra, de mayor poder
disolvente con y sin DTT, ni empleando concentraciones altas de urea (7 M) e
incrementando el tiempo de extraccion de 30 a 60 min.

Se cree que el precipitado observado en las muestras esta formado por proteinas
lacteas, lo que indicaria que sufrieron un excesivo dafio térmico y en consecuencia
se insolubilizaron y formaron nuevos agregados entre ellas y los demas
componentes de la leche; esto se confirmd con la determinacion de proteina soluble
y en el ensayo de electroforesis en gel (figuras 19 y 20). Las proteinas con dafio
térmico podrian ser el resultado de la aplicacién de un severo tratamiento térmico al
momento de la manufactura, o provenir de la adicion de los SNG, mismos que para

su obtencion fueron sometidos un tratamiento térmico previo.

Se determind el contenido de proteina de la muestra certificada por el CENAM
mediante el método de Lowry y se obtuvo una valor de proteina del 4 %, al comparar
este valor con el obtenido mediante Kjeldahl (3.57 %) (CENAM 2016), hay una
sobreestimacion del 12.88 %. Los valores presentados en la tabla 7 consideran esa

correccion.
Si bien ciertas sustancias como aminoacidos libres, lipidos, agentes reductores,

tioles libres, polisacéaridos, acidos nucléicos o Fe?* causan interferencia en la

determinacién de proteinas por el método de Lowry (Peterson, 1979), este método
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se ha empleado para cuantificar el contenido de proteina en matrices alimenticias
que podrian ser potencialmente adulteradas (v.g., cereales, harinas, productos
lacteos), se le usa debido a su sensibilidad y bajo costo, ademas de que ha
mostrado una buena correlacion al compararse con el método de Kjeldahl (Moore
et al., 2010).

Se determind el contenido de proteina soluble de las muestras de yogur
provenientes del ensayo de solubilidad bajo condiciones no reductoras (tabla 7). En
el caso del yogur comercial el porcentaje de recuperacion de proteina fue menor al
100 %. El contenido de proteina de las muestras elaboradas en el laboratorio esté
sobreestimado debido a que una fraccion de la leche se evapord durante el
tratamiento térmico aplicado en la elaboracién del producto. Lo anterior explica el
que las muestras YNC y YNLP tengan porcentajes de recuperacion superiores al
100 %.

Tabla 7. Concentracidon de proteina soluble de las muestras de yogur natural
batido

Comercial Laboratorio
Parametro
YNA YNB YNS YNU YNC YNSD YNLP
Proteina (%) 3.041 3.281 412! 4.452 4.08 5.08 4.363

Concentracion de
proteina soluble*

desv. stdr. 0.10 0.10 0.11 0.06 0.12 0.09 0.07

6.67 6.26 6.01 5.6 12.2 10.91 14.42

c.v. (%) 1.4 131 148 1.7 1.04 0.84 0.48

% de recuperacion de
proteina® 66.22 62.87 60.6 58.8 112.07 7857 134.51

Y Indicado en la etiqueta (% m/m).

2 Determinado por Kjeldahl.

3-Valor tedrico.

4 Porcentaje de proteina soluble en la muestra de yogur (mg/mL).

5 Calculado en base al contenido de proteina declarado en la etiqueta.
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Los porcentajes de recuperacion de proteina fueron diferentes entre las muestras,
lo que podria estar relacionado con la severidad del dafio térmico recibido por las
proteinas. Entre menor sea el porcentaje de recuperacion de proteina, mayor se

espera que sera el dafio térmico al que las proteinas fueron sometidas.

Para saber si en el mercado existe una relacion entre el precio del yogur con su
contenido de proteina, se contrasto el precio de trece marcas de yogur tanto natural
como con fruta (figural6), con su contenido proteinico. En el caso del yogur natural
se observa una relacion directa entre ambos parametros, sin embargo, en el caso
del yogur con fruta no es tan evidente. Lo anterior no significa que un producto con
mayor costo tendra un mayor contenido de proteina. El precio esta relacionado con
la escala a la cual se elabora el yogur, asi como con el prestigio de la marca, la
tecnologia empleada en el proceso de elaboracion, el contenido de fruta y el punto

de venta final del producto.
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Figura 16. Relacién entre el precio de diferentes tipos de yogur y su contenido
de proteina declarada en la etiqueta. Datos de diferentes puntos de venta en la
Ciudad de México en el 2016.
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8.5 Analisis electroforéticos realizados a las muestras de yogur natural
batido

8.5.1 Perfiles electroforéticos de la fracciones soluble e insoluble y del

sobrenadante de sinéresis obtenidos mediante SDS-PAGE

Como se menciond, la técnica de SDS-PAGE permite la separacién de las
moléculas en funcién de su masa molecular exclusivamente. El empleo de ésta
técnica bajo condiciones reductoras y no reductoras es un método muy util para el
andlisis de los puentes disulfuro presentes en las proteinas. Para reducir los puentes
disulfuro se emplea un agente reductor como lo es el B-mercaptoetanol, en su
ausencia, los enlaces covalentes formados entre los monémeros de las proteinas

permanecen intactos (Garcia, 2000).

En la figura 17 se aprecia el perfil electroforético de muestras de leche sometidas a
diferentes tratamientos térmicos bajo condiciones reductoras (17A) y no reductoras
(17B). Como referencia se usaron suero de queseria desmineralizado en polvo (S,
carril 2) y caseinatos (CAS, carril 3), mismos que se adicionaron respectivamente al
yogur YNSD y YNC durante su elaboracion para aumentar el contenido de SNG.

También se empleé como referencia una muestra de leche cruda deshidratada por
liofilizacion (LC) y certificada por el CENAM (carril 4). En el carril consecutivo (5)
esta una muestra de leche descremada y pasteurizada (MPc) que se us6 como
materia prima para la elaboracién del yogur. La muestra del carril 6 corresponde a
leche descremada en polvo de bajo calor (LH) (pasteurizada a 75 °C por 18 s;
evaporada y secada por aspersion). La muestra del penultimo carril (7), corresponde
a la leche en polvo comercial utilizada para enriquecer la leche en el proceso de
elaboracion del YNLP, de la cual se desconoce el tratamiento térmico empleado
para su obtencion. Finalmente, en el carrii 8 esta una muestra de leche

ultrapasteurizada (LUHT).
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Figura 17. SDS-PAGE. Muestras de leche cruda e industrializada bajo
condiciones reductoras (A) y no reductoras (B) (12.5 %T, 2.6 %C).
Aproximadamente 50 pug de proteina por pozo. Mezcla de estandares de peso
molecular (EST); suero de queseria desmineralizado en polvo (S); caseinas (CAS);
leche cruda liofilizada (LC); leche descremada pasteurizada (MPc); leche en polvo
de bajo calor (LH); leche en polvo adicionada a la muestra YNLP (MH); leche ultra
pasteurizada (LUHT). Tincion con azul de Coomassie (0.05 %) (Gel Doc™

XR+Image System, Bio Rad).

Para determinar la identidad de las proteinas se calculé su peso teédrico y se
comparo con el perfil las proteinas lacteas del suero (carril 2) y las caseinas (carril
3), ademas de que los patrones de las bandas se contrastaron con trabajos previos
(Kinghorn et al., 1995; Patel et al., 2006; Patel et al., 2007).

Bajo condiciones reductoras en las muestras de leche industrializada (carriles 5 a
8), se aprecia el mismo patron de bandas que la muestra de leche cruda genuina
certificada por el CENAM (carril 4). En la parte inferior del gel separador se observan
las proteinas mayoritarias del suero, que son las de mayor movilidad electroforética
y de menor peso molecular (Lin et al., 2010); primero migra a-LA, seguida de B-LG
cuyas variantes genéticas A y B co-migran como una sola banda (Kinghorn et al.,
1995).
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En el centro del gel separador se localizan las caseinas (CAS) integradas por cuatro
familias de proteinas: asi-CN, as2-CN, B-CN, y k-CN. Las dos primeras al no
resolverse se observan como una sola banda, enseguida migra B-CN y k-CN.
Finalmente migran las proteinas minoritarias del suero, la albumina sérica bovina
(BSA) y la lactoferrina (Lf) (Patel et al., 2007).

Bajo condiciones no reductoras (figura 17B), en las muestras de leche (carriles 4 a
8) la banda correspondiente a k-CN se observa tenue, a la vez que se aprecia una
banda de alto peso molecular, que podria ser un oligémero de k-CN, ya que puede
encontrarse en su forma nativa como monémero o hasta 10 moléculas unidas

mediante puentes disulfuro (Rasmussen, et. al., 1992).

En los carriles 5 y 6 (MPc y LH), las proteinas del suero que son las mas
termolabiles se aprecian tenues y se observa una fraccion de muestra que no entro
en la parte superior del gel concentrador, esta fraccién posiblemente corresponda a
agregados de alto peso molecular (AAPM) de mas de 500 kDa, se cree que dichos
agregados estan formados por las proteinas del suero y k-CN unidos a través de

puentes disulfuro (Patel et al., 2006).

Finalmente, en los carriles 7 y 8, correspondientes a las muestras de leche en polvo
usada en la elaboracién del yogur YNLP y leche UHT, ya no se aprecian las
proteinas del suero ni la k-CN y en su lugar se observan con mayor intensidad los

AAPM en la parte superior del gel concentrador.

La B-LG parece ser la proteina méas sensible a la formacion de dichos agregados de
alto peso molecular, esto es debido al grupo tiol de la Cysiz1 que durante el
tratamiento térmico esta disponible para participar en enlaces disulfuro, inicialmente
con B-LG y después con k-CN y as2-CN (Patel et al., 2007).

La intensidad de la banda es proporcional al contenido de proteina, por ello,

conforme el tratamiento térmico al que se sometieron las muestras de leche es mas
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dréastico, las bandas de las proteinas del suero y k-CN se aprecian mas tenues y los

AAPM se ven con mayor intensidad (Patel et al., 2006).

El peso molecular de los perfiles de migracion se calculé empleando estandares de
peso molecular (tabla 8). El peso de las caseinas se sobreestima debido a la
diferente capacidad de unién que éstas presentan con el SDS a un pH mayor a 7
(el pH del gel separador es de 8.8); lo anterior es provocado por la desigual
distribucion de la carga negativa a lo largo de la cadena polipeptidica de las
caseinas, resultando en la formacion de complejos de caseina-SDS de mayor

volumen hidrodinamico (Creamer y Richardson, 1984).

Tabla 8. Pesos tedricos y calculados de las principales proteinas de la leche

bovina

Nombre a-LA B-LG kCN B-CN oCN BSA Lf
Teoérico (kDa)t 14.2 18.3 19.0 23.9 25.2 66.4 80

Calculado 14.1 18.2 29.2 32.9 36.9 70.8 77.2
(kDa)?
'Edwards y Jameson, 2014.

2Calculado con Image LAB™ software ver 3.0.

En la figura 18 bajo condiciones reductoras se muestra el perfil de bandas
correspondiente al sobrenadante obtenido de las muestras de yogur después de
realizar la prueba de sinéresis. Como referencia se usé suero de queseria
desmineralizado en polvo (S). En todas las muestras se identificaron las proteinas
del suero B-LG y a-LA, lo que indica que, como se ha reportado anteriormente, éstas

proteinas son expulsadas de la red tridimensional cuando se contrae.
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Figura 18. SDS-PAGE. Muestras del sobrenadante de la determinacién de
sinéresis de las muestras de yogur natural batido. Condiciones reductoras (12.5

% T, 2.6 % C). Mismas condiciones de la figura 17.

Finalmente, se obtuvieron los perfiles electroforéticos de las fracciones soluble e
insoluble (precipitado) de las muestras de yogur bajo condiciones reductoras y no
reductoras. Para el yogur comercial se us6 como control leche en polvo rehidratada,
misma que antes de ser secada por aspersion en una planta industrial fue calentada
a 100 °C por 15 s. Para el yogur hecho en el laboratorio se utilizaron como controles
la leche pasteurizada descremada usada en la elaboracion del yogur (MPc), la leche

en polvo rehidratada adicionada a YNLP (MH) y leche ultrapasteurizada (LUHT).

Bajo condiciones reductoras (figura 19A y figura 20A) en los controles y muestras
de yogur, se aprecian las caseinas y las proteinas del suero; sin embargo, en la
parte superior del gel concentrador, en los pozos correspondientes a la fraccion de
muestra que precipita (figura 19A, carriles 3 a 6 y figura 20A, carriles 5 a 7), se

observan agregados resistentes a la accion del agente reductor empleado.
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La resistencia de estos AAPM a los agentes reductores utilizados en la preparacion
de la muestra podria significar la formacion de enlaces covalentes diferentes a los
puentes disulfuro (Manzo et al.,, 2015). Podria tratarse de productos de
entrecruzamiento de las proteinas, como la lisinoalalina y la lantionina que son
resistentes a la hidrélisis por parte de las enzimas digestivas disminuyendo el valor

biolégico de la proteina (Wada y Lonnerdal, 2014).

Lo anterior es un hecho preocupante porque una de las razones por las cuales la
gente consume el yogur, es por su valioso aporte proteinico a la dieta. Ademas,
como se observé en la prueba de solubilidad y en los perfiles electroforéticos de
SDS-PAGE, las proteinas se insolubilizan y entre ellas forman complejos que no
podemos digerir, sugiriendo que el tratamiento térmico al que se somete el yogur
para su elaboracion es excesivo 0 que las sustancias afladidas para aumentar el
contenido de SNG ya presentaban dafio térmico. Estos resultados enfatizan la
importancia en la selecciébn de los ingredientes y de los procesos térmicos
empleados en la fabricacion del yogur y demas productos de la leche, por lo cual es
importante que las autoridades verifiquen no solo la cantidad en que se presentan

las proteinas lacteas en la leche y sus derivados, sino también la calidad de estas.

En condiciones no reductoras (figura 19B vy figura 20B), en los controles y en las
muestras de yogur tanto soluble como precipitado, no se observan las proteinas del
suero y ni k-CN confirmando la formacion de complejos entre estas proteinas a
causa del tratamiento térmico empleado los cuales se observan en la parte superior

del gel concentrador.
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Figura 19. SDS-PAGE. Muestras de yogur comercial natural batido bajo
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la figura 17.
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Figura 20. SDS-PAGE. Muestras de yogur natural batido elaborado en el

laboratorio bajo condiciones reductoras (A) y no reductoras (B) (125% T, 2.6

% C). Mezcla de estandares de peso molecular (EST); leche descremada

pasteurizada (MPc); leche en polvo usada en la elaboracion de YNLP (MH); leche

ultrapasteurizada (LUHT); precipitado y fraccion soluble de las muestras YNSD,

YNC y YNLP. Mismas condiciones de la figura 17.
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8.5.2 Perfiles electroforéticos de la fraccion soluble de las muestras

comerciales de yogur obtenidos mediante electroforesis capilar de zona

En ECZ el uso de capilares con un recubrimiento hidrofilico mediante una solucion
amortiguadora de pH 3.0 y el uso de aditivos poliméricos, como es la metilhidroxietil
celulosa (MHEC) o la hidroxipropilmetil celulosa (HPMC), hace posible la separacién
simultanea de las proteinas de suero y de las caseinas, incluyendo algunas de sus
variantes genéticas en funcién de su relacion carga/masa. Al pH de trabajo, las
proteinas lacteas adquieren carga formal positiva debida a los residuos de

aminoacidos basicos (histidina, lisina y arginina) y migran hacia el catodo.

Se obtuvieron los electroforegramas de las muestras comerciales de yogur, de leche
entera estandarizada y pasteurizada a 75 °C por 15 s (LP) y leche parcialmente
descremada que se sometié a 136 °C por 4 s (LUHT) en una planta industrial (figura
21). La deteccidn de las proteinas se realiz6 a 214 nm, debido a que la absorbancia
de una proteina a esta longitud de onda es proporcional al nimero de enlaces
peptidicos y los residuos de los aminoacidos aromaticos presentan menor
interferencia (Heck et al., 2008). Los electroforegramas de las muestras de yogur y

leche, asi como sus pardmetros de integracion se encuentran en el apéndice D

Las proteinas lacteas se separan y migran en el siguiente orden: a-LA, B-LG, as2-
CN, as1-CN, aso-CN, k-CN, B-CN B, B-CN Al y B-CN AZ?. En los electroforegramas
se observa que primero migran las proteinas del suero, el primer pico corresponde
a a-LA y el segundo a B-LG (picos 1 y 2 de la figura 21, LP), ésta ultima proteina
presenta un ligero hombro causado por la presencia de las dos principales variantes

genéticas de B-LG predominantes en la raza Holstein (Meza et al., 2010).
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Figura 21. Electroforegramas de muestras de leche pasteurizada (LP); de
yogur natural batido comercial (YNA, YNB YNS, YNU) vy leche
ultrapasteurizada (LUHT). Capilar hidrofilico neutro (50 cm de longitud efectiva, 50
pm de diametro interno eCAP™ Beckman Coulter). Las sefiales corresponden a las
proteinas lacteas en LP 1: a-LA, 2: B-LG, 3: as2-CN, 4: as1-CN, 5: aso-CN, 6: k-CN,
7: B-CN B, 8: B-CN Aly 9: B-CN A2. Misma escala.
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Las sefiales que aparecen en el electroforegrama corresponden a las caseinas, la
primera es as2-CN (sefial 3, figura 21, LP), la més hidrofilica de las caseinas que
migra como un pico mayoritario seguido de un grupo de picos menores con
diferentes grados de fosforilacion que comigran con los productos de hidrélisis de
las B-CN (Ortega et al., 2003, Heck et al., 2008). A continuacion migra as1-CN (figura
21 LP, pico 4) también conocida como as1-CN 8P que se aprecia como el pico mas
alto debido a que es la caseina mas abundante. La siguiente proteina es aso-CN 0
as1-CN 9P (pico 5); aso-CN difiere de asi-CN en un grupo fosfato adicional localizado
en la posicion 41 del residuo de serina, el grupo fosfato extra resulta en una mayor
carga negativa y por tanto en un mayor tiempo de migracién (Heck et al., 2008).

Se han identificado las variantes genéticas A, B y C de k-CN empleando la técnica
de electroisoenfoque, sin embargo, éstas no se resuelven empleando la ECZ. Las
dos primeras variantes ofrecen mejor rendimiento y son de mayor interés para el
desarrollo de la industria lactea (Ortega et al., 2003). La variante A difiere de la B
por tener un residuo de Asp en la posicién 148 en lugar de un residuo de Ala como
ocurre en la k-CN B, el resultado es que esta ultima proteina es mas electropositiva,
sin embargo, el residuo de acido aspartico esta protonado al pH de trabajo (pH 3,
pKa de la cadena lateral = 3.96) y se evita la separacion de las dos variantes
genéticas (figura 21 LP, pico 6) (Recio et al., 1997b).

Por ultimo, migra B-CN, la mas hidrofobica de las caseinas con sus principales
variantes genéticas: B-CN B, B-CN Al y B-CN A? (picos 7 a 9). La variante B de la B-
CN difiere de la B-CN A? en un aminoacido en la posiciéon 122. La diferencia es el
residuo de serina en B-CN A?y arginina en B-CN B, por lo que ésta Ultima migra
primero (Miralles et al., 2003). La variante A' de B-CN a diferencia de B-CN A?
contiene histidina en vez de prolina en la posicion 67, la cual esta positivamente
cargada a un pH menor de 6, y como consecuencia tiene mayor movilidad (Ortega
et al., 2003).
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Al contrastar el electroforegrama de leche pasteurizada (LP) con los
electroforegramas de las muestras de yogur y con el de la leche ultrapasteurizada
(LUHT), se observa que los picos de LP son de mayor altura, lo que se relaciona
con el contenido de proteina soluble, pues cuanto mayor sea éste, mayor altura y
area tendran los picos. Como se menciono anteriormente, las muestras de yogur no
se solubilizaron por completo, por lo que su concentracion de proteina soluble es
menor al de la leche pasteurizada y se refleja en el area total de los

electroforegramas (apéndice D).

También se observa una deformacion en las sefiales de las muestras de yogur y de
leche ultrapasteurizada en comparacion con la leche pasteurizada, esto es causado
por el tratamiento térmico que desnaturaliza las proteinas y se aprecia como
irregularidades y pérdida de la simetria en el trazo de los picos. Se ha observado
gue al comparar muestras de leche en polvo contra muestras leche cruda, hay un
incremento en los tiempos de migracion de las proteinas del suero, sobre todo en
B-LG, éste aumento en los tiempos de migracion se atribuye a la lactosilacion de -
LG, causando en un cambio en la relacion carga/masa de la proteina (De Block et
al., 2003).

Para las muestras de yogur y de leche pasteurizada, se calculo el tiempo de
migracion relativo de las proteinas (tabla 9), que es el tiempo de migracion de la
proteina dividido entre el tiempo de migracion del punto de referencia, para ello, se
dividié el tiempo de migracién de cada pico entre el tiempo de migracion de asi-CN,

a cuyo pico le corresponde la mayor area.
Estos resultados coinciden con los publicados en la NMX-736/1-COFOCALEC-2012

obtenidos a partir del estudio de comparaciones interlaboratorio de cuatro

instituciones.
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Tabla 9. Tiempos de migracion relativos promedio de las principales proteinas

l4cteas de las muestras de yogur comercial y leche pasteurizada

principales proteinas

YNA YNB YNS YNU LP
de laleche

proteinas del a-LA 0.75 0.75 0.75 0.75 0.80
suero B-LG 0.79 0.79 0.79 0.79 0.80
as2-CN 0.90 0.90 0.90 0.90 0.91

as1-CN 1 1 1 1 1
aso-CN 1.06 1.06 1.06 1.06 1.05
caseinas k-CN 1.14 1.14 1.14 1.14 1.14
B-CN B 1.16 1.16 1.16 1.16 1.16
B-CN Al 1.21 1.21 1.21 1.21 1.21
B-CN A2 1.28 1.28 1.28 1.28 1.25

Los resultados de la concentracion relativa de cada proteina se muestran en la tabla
10y la figura 22.
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Tabla 10. Concentracién relativa (Cr) promedio de las principales proteinas

l4cteas en las muestras de yogur comercial y leche pasteurizada

principales
proteinas de la YNA YNB YNS YNU LP
leche
] a-LA 3.87 3.50 3.22 3.44 453
gre‘l’t;:g";‘g B-LG 584 639 576 841 12.42
= 9.71 9.89 8.98 11.85 16.95
as2-CN 2.39 2.37 1.93 3.26 2.89
as1-CN 28.65 2756 28.13 30.36 24.98
aso-CN 10.14  9.93 9.24 3.39 7.58
caseinas k-CN 4.46 4.16 4.24 3.46 4.79
B-CN B 1.79 1.86 1.59 3.65 1.60
B-CN Al 17.24 17.02 17.19 17.39 15.89
B-CN A2 2560 27.21 2869 26.63 25.32
2= 90.27 90.11 91.01 88.14 83.05

r-3 [} (o] [T
(=1 L =1 i
T

Concertracidn relativa
= ]

LN

Proteinas de la leche

. IIII Ill il “H ||‘| II“ nnin “H “H
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Figura 22. Concentracion relativa de las principales proteinas lacteas en las

muestras comerciales de yogur natural batido y leche pasteurizada.
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De manera normal, el contenido de proteinas de la leche se encuentra distribuido
con un 76 a 88 % entre las caseinas (as1-CN: 44 % a 55 %; B-CN: 25 % a 35 %, k-
CN: 8% a15 % yy-CN: 3% a7 %)y conun 15 % a 22 % entre las proteinas del
suero (B-LG: 7% a 12 %, a-LA: 2% a5 %, I1gG: 1.9 % A 3.3 %) (Tamime y Robinson,
2007). Al someter a la leche a un tratamiento térmico se modifican estas
concentraciones debido a que las proteinas se insolubilizan, siendo mas
susceptibles las proteinas del suero. Por ejemplo, el contenido de éstas proteinas
tras el tratamiento de ultrapasteurizacion disminuye hasta en un 85.0 %. Ademas,
se observd que a-LA exhibia mejor tolerancia térmica debido a su capacidad de

union al calcio (Lin et al, 2010).

Experimentalmente se encontré que la relacién natural caseinas/ proteinas del
suero (CAS/PS) se modificd en las muestras de yogur en comparacion con la leche
pasteurizada. Mientras que para la leche se obtuvo una relacién de 83.05/16.95, en
el caso del yogur la relacion oscila entre el 88.14/11.85 al 90.27/9.71 (tabla 10).
También se obtuvo que la concentracidn relativa de B-LG desciende entre el 30.08
% al 47.02 %, mientras que la de a-LA disminuy6 entre el 12.36 % al 28.91 %

En un estudio comparativo entre muestras de leche del mismo origen, estandarizada
y procesada térmicamente, se demostré previamente en el laboratorio, que la
pasteurizacion no afecta el perfil electroforético de las proteinas de la leche de vaca.
Sin embargo, la desnaturalizacion de las proteinas lacteas se muestra como pérdida
de la eficiencia y menores sefiales de cada pico electroforético y en consecuencia
del area total. El ensanchamiento, picos multiples y dobletes sugiere la formacién

de enlaces covalentes diferentes a los puentes disulfuro (Strickland et al., 2001).
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9. Conclusiones

Se llevo a cabo un andlisis de calidad de yogur en muestras de yogur natural batido
comerciales y en elaboradas en el laboratorio. Se consideraron parametros

fisicoquimicos, el fendbmeno de sinéresis y el analisis de proteinas.

En términos fisicoquimicos todas las muestras cumplieron con los valores de acidez

titulable y pH establecidos en la normatividad vigente.

Se analizé el grado de sinéresis mismo que estéa relacionado con el contenido de

proteina siempre y cuando se conserve la relacion natural de las proteinas lacteas.

Los resultados indican que el liquido producto de sinéresis esta constituido
mayoritariamente por las proteinas del suero, de acuerdo a lo observado mediante
SDS-PAGE. Esta prueba puede utilizarse para determinar con qué sustancia se
enriquece al yogur para aumentar el contenido de SNG. Valores de sinéresis de
entre el 30 % al 60 % indican adicion de leche en polvo; entre el 60 % al 70 % seria
enriguecimiento con caseinatos; finalmente, valores mayores al 70 % sugieren
enriquecimiento con proteinas del suero. En virtud de que los valores obtenidos de
las muestras comerciales no superan el 60%, se considera posible el

enriquecimiento con leche en polvo.

En el andlisis de proteinas se presentd la insolubilidad de las muestras de yogur en
las disoluciones amortiguadoras, independientemente de la adicion de DTT. A pesar
de ello fue posible realizar los andlisis por SDS-PAGE y se demostré que el
precipitado corresponde a proteinas lacteas, por tanto, no hubo adicion de proteinas
de otro tipo. Sin embargo, es importante asegurarse que las proteinas presentes en
los productos lacteos, ademas de ser exclusivamente proteinas de la leche, estén

disponibles para su aprovechamiento.
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El tratamiento térmico al que se sometid la leche para producir yogur propicié la
desnaturalizacion de las proteinas, causo la insolubilizacién de las proteinas lacteas
y origin6é la formacion de AAPM principalmente entre B-LG, o-LA y k-caseina.
También se observaron complejos resistentes a la accion de los agentes reductores

usados en la preparacion de muestra.

La ECZ se pudo llevar a cabo de acuerdo a lo descrito en la norma mexicana vigente
NMX-F-736/1-COFOCALEC 2012 y, ademas de corroborar el perfil de proteinas
lacteas, se confirmé el dafio térmico que presentan las proteinas de las muestras
de yogur analizadas. Los resultados se complementan con las técnicas
electroforéticas de SDS-PAGE.

10. Perspectivas

A pesar de que se logro obtener un perfil de proteinas caracteristico de la leche, es
necesario optimizar el método de extraccién de proteinas con el fin de solubilizar

toda la muestra, pues podria haber precipitacion selectiva de algunas proteinas.

Queda por demostrar que el método sea aplicable al analisis del yogur en otras
presentaciones (con fruta, saborizado, bebible, con mayor o menor contenido de
proteina), pues pueden encontrarse componentes adicionales que interfieran con el

analisis o compliquen alin mas la precipitacion completa de la muestra.
La precipitacién y la formacion de los agregados de alto peso molecular puede
analizarse mediante electroforesis en segunda dimensién para conocer su

composicion.

Finalmente, el uso de esta metodologia en forma rutinaria implicara validar el

método de andlisis para aplicarlo en el estudio del yogur.
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12. Apeéndices

Apéndice A. Prueba LSD para determinar si existe diferencia significativa en

el grado de sinéresis de las muestras de yogur

Tabla A. Comparacion de medias de la prueba de sinéresis entre las muestras

de yogur analizadas

Media de las
Muestra
muestras
YNA 56.89
YNB 55.26
YNS 37.19
YNU 35.22
YNSD 72.13
YNC 67.43
YNLP 51.53
LSD=S ( [3)t
n
Donde

S2=0.066; n = 3; t (6 gl p=0.05 %) = 2.447

LSD= S (\/%)t = 0.51; por tanto, como la diferencia entre la media de las

determinaciones es mayor a 0.51, existe diferencia significativa entre todas las

muestras.
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Apéndice B. Determinacion de proteina soluble por el método modificado de

Lowry

1. Elaboracién de los reactivos de Lowry (Peterson, 1977)
Reactivo A (150 mL)
a) 50 mL de solucién CTC (cobre-tartrato- carbonato)

Tabla B. composicion del reactivo cobre-tartrato- carbonato

Reactivo Concentracion en la solucién CTC
sulfato de cobre 0.1%
tartrato de sodio 0.2 %
carbonato de sodio 10.0 %

b) 50 mL de solucion NaOH aproximadamente 0.8 N.
c) Se mezclaron las disoluciones anteriores con 50 mL de agua.
Una vez preparada la solucion A puede almacenarse hasta por un mes y

conservarse a temperatura ambiente.

Reactivo B.
Diluir el reactivo de Folin Fenol-Ciocalteu 2 N mezclando un volumen de éste con
once de agua. Una vez preparada la solucion B puede almacenarse en un frasco

ambar hasta por un mes y conservarse a temperatura ambiente.

2. Elaboracioén de la curva de calibracion con BSA.

a) Se preparé una solucion de BSA 2 mg/mL e hicieron las diluciones

correspondientes para tener concentraciones entre 0.20 mg/ mL a 2.0 mg/ mL.

b) Para llevar a cabo la reaccion, se tomaron 50 pL de cada dilucion de BSA y
adicionaron 800 uL del reactivo A, se homogeneiz6 y afiadieron 500 pL del reactivo
B, se mezcld de nuevo y dejaron pasar 15 minutos. Transcurrido este tiempo se leyo

a 750 nm en el espectrofotometro.
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Tras realizar lo anterior se obtuvo la siguiente curva.

0.6 1 Curva de calibracion de BSA
€
[ =
o
un
=
8
S & Curva ly=0,2375x
©
g M Curva 2 y=0,2311x
Ko}
< A Curva 3 y=0,2897x
0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracion de BSA (mg /mL)

Figura 23. Curvas de calibracién utilizadas para la determinacion de proteina

soluble.

Gréafico de los residuales: curva 1
2 0,1
_g 0 ® & * L 4 1
D 01 0,5 1 1,5 2 2,5
[d}] ]
o mg/mL

Grafico de los residuales: curva 2
9 0,1
_g 0 [ ] ] T . L T ] n T | | . 1
'g -0,1 0,5 1 1,5 2
o mg/mL

Gréafico de los residuales: curva 3
w 01 1
@]
_g 0 $ A A T A A T A A T A A 1
@ 0,5 1 1,5 2
g 0l mg/mL

Figura 24. Gréaficos de los residuales de las curvas de calibracion empleadas

en la determinacion de proteina soluble.

No se encontraron datos anormales en las curvas de calibracion realizadas.
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Apéndice C. Formulacién de los geles concentrador y gel separador y

preparacion de las disoluciones amortiguadoras empleadas SDS-PAGE

Tabla C1. Composicién del gel concentrador (1.0 mm de espesor)
4%T, 2.6 %C)

Reactivo mL

Agua des-ionizada 6.08
Buffer 4X 0.5 M (pH 6.8) 2.50
Acrilamida (30 %) 1.36
APS 0.05
TEMED 0.01
Volumen final 10.0

Tabla C2. Composicidn del gel de separaciéon (1.0 mm de espesor)
(125% T, 2.6 %C)

Reactivo mL

Agua des-ionizada 3.18
Buffer4X1.5M (pH 8.8) 2.60
Acrilamida (30 %) 4.16
APS 0.05

TEMED 0.01
Volumen final 10.0

Preparacion de las disoluciones amortiguadoras usadas en SDS-PAGE

Disoluciéon amortiguadora 2X (Bio Rad).

Para preparar 10 mL de la disolucion se midieron los siguientes volumenes de los
reactivos: 2 mL de glicerol, 4 mL de SDS al 10 % (m/v), 0.5 mL de agua, 2.5 mL de

disolucion amortiguadora 4X (c) y 1 mL de azul de bromofenol al 0.5 % (m/v). La
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disolucién se homogeneizd y conservo en un recipiente de plastico a temperatura

ambiente.

Disolucién amortiguadora 4X (c) (Bio Rad).

Se prepararon 50 mL de la disolucién, para ello se pesaron 3.0 g de tris-base (0.5
M) y disolvieron en aproximadamente 30 mL de agua en un vaso de precipitados de
100 mL. El pH se ajust6 a 6.8 con HCI (1:1) y se aforé a 50 mL. La disolucion se

almaceno en un frasco de vidrié en refrigeracion.

Disoluciéon amortiguadora 4X (s) (Bio Rad).

Para preparar 100 mL de la disolucion se pesaron 18.16 g de tris-base (1.5 M) y
disolvieron en un vaso de precipitados de 250 mL con aproximadamente 50 mL de
agua. Posteriormente, bajo agitacion constante se adiciond poco a poco HCI (1:1),
hasta alcanzar un valor de pH de 8.8. Por ultimo, se afor6 a 100 mL y almacené en

refrigeracion.
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Apéndice D. Electroforegramas de las muestras de leche pasteurizada y de
yogur comercial.

Leche Pasteurizada. Réplica 1
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Figura 25. Perfil electroforético de leche pasteurizada réplica 1.

Tabla D1. Parametros de integracion leche pasteurizada, réplica 1

tm

area

area

proteina (min) tmr area normalizada (%) Cr
proteinas a-LA 18.43 0.83 50385 2733.41 3.18 455
del suero B-LG 19.58 0.80 151138 7716.24 955 12.85
as-CN 22,12 0.90 38060 1720.84 240 2.86
asi-CN - 2449 1.00 363100 14825.24 2295 24.69
aso-CN 25.80 1.05 116754 4524.64 7.38 7.53
caseinas K-CN 27.74 1.13 78461 2828.23 496 471
B-CNB 28.34 1.15 26819 946.26 1.69 1.57
B-CN Al 29.62 1.21 281341 9496.74 17.78 15.81
B-CN A% 31.23 1.21 475999 15240.25 30.08 25.38
Suma 1582057  60031.90 100 100
peso de la 05023

muestra (g)
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Réplica 2

Figura 26. Perfil electroforético de leche pasteurizada réplica 2.

Tabla D2. Parametros de integracion leche pasteurizada, réplica 2

. tm . area area
proteina (min) tmr area | oalizada (%) Cr
proteinas  a-LA  18.40 0.80 142996  7748.78 8.92 12.000
del suero
B-LG 20.92 0.91 39455 1885.904 2.46 2.92
as2-CN 2293 1.00 373570 16289.63 23.30 25.22
as1-CN 24.21 1.06 119278 4927.21 7.44 7.63
) as-CN  26.24 1.14 82459 3142.25 514  4.86
caseinas . cN 2677 117 28285 1056.39  1.76  1.63
B-CNB 27.70 1.20 285579 10310.82 17.81 15.96
B-CN Al 2947 1.28 480884 16317.19 29.99 25.26
suma 1603107 64573.81 100 100
peso de la muestra (g) 0.4996

90



Yogur natural A. Réplica 1
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Figura 27. Perfil electroforético de la muestra YNA réplica 1.

Tabla D3. Parametros de integracion yogur natural A, réplica 1

. tm tmr . area area Cr
proteina (min) area normalizada (%)
proteinas a-LA 18.58 0.75 43186 2324.95 261 381
del suero B-LG 19.60 0.79 68227 3481.68 412 571

Caseinas asCN  22.31 0.90 33622 1506.83 203 247
asi-CN - 2474 1.00 438548 17727.71  26.47 29.05
as-CN  26.10 1.06 167930 6433.11 10.14 10.54

K-CN 28.08 1.13 76672 2730.97 463 4.48

B-CNB 28.69 1.16 32326 1126.66 195 1.85
B-CNA! 30.01 1.21 315235 10503.63 19.03 17.21
B-CNAZ 31.66 1.28 480992 15190.98 29.03 24.89

Suma 1656738 61026.53 100 100

peso de la 0.4930
muestra (g)
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Yogur natural A. Réplica 2
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Figura 28. Perfil electroforético de la muestra YNA réplica 2.

Tabla D4. Parametros de integracion yogur natural A, réplica 2

Proteina tm tmr area ére_a area Cr
(min) normalizada (%)
proteinas a-LA 18.61 0.75 41904 2251.93 2.70 3.96
del suero B-LG 19.64 0.79 66762 3398.94 4.30 5.98
as-CN 2238 0.90 29372 1312.25 1.89 2.31
as;-CN - 2485 1.00 399100 16057.78 25.68 28.25
asc-CN  26.24 1.06 145292 5537.46 9.35 9.74
Caseinas  k-CN 28.21 114 71272 2526.30 4.59 4.44
B-CNB 28.85 1.16 28568 990.23 1.84 1.74
B-CN Al 30.17 1.21 296002 9810.81 19.04 17.26
B-CN A2 31.83 1.28 476030 14953.98 30.63 26.31
Suma 1554302 56839.68 100 100
peso de la 0.4946

muestra (Q)
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Yogur natural B. Réplica 1
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Figura 29. Perfil electroforético de la muestra YNB réplica 1.
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Tabla D5. Parametros de integracion yogur natural B, réplica 1

Proteina tm tmr area ére.a area Cr
(min) normalizada (%)
proteinas a-LA 1857 0.74 32765 1764.31 2.32 3.42
delsuero B-LG 19.60 0.79 63958 3262.49 4.54 6.33
as>-CN 22,33 0.90 27107 1213.76 1.92 2.35
asi-CN 24.82 1.00 345062 13902.02 2451 26.99
asc-CN  26.19 1.05 137502 5248.97 9.77 10.19
caseinas K-CN  28.09 1.13 62017 2207.32 4.40 4.28
B-CNB 28.71 1.15 29452 1025.59 2.09 1.99
B-CN A! 30.01 1.20 265664 8851.92 18.87 17.18
B-CNA?2 31.6 1.27 443869 14024.29  31.53 27.23
Suma 1407396 51500.70 100 100
peso de la 0.4578

muestra (Q)

93



Yogur natural B. Réplica 2
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Figura 30. Perfil electroforético de la muestra YNB réplica 2.

Tabla D6. Pardmetros de integracion yogur natural B, réplica 2

area

area

Proteina tm tmr area normalizada (%) Cr
proteinas o-LA 17.62 0.75 31590 1791.93 2.45 3.57
del suero  B-LG 1855 0.79 59946 3230.19 465  6.44

as2-CN 21.12 0.90 25364 1200.66 1.97 2.39

as1-CN 23.25 1.00 327668 14090.82 2546 28.12

aso-CN 24.59 1.05 119129 4844.21 9.25 9.67
Caseinas K-CN 26.57 1.14 53660 2019.19 417 4.03

B-CN B 27.12 1.16 23645 871.70 1.83 1.74

B-CN Al 2833 1.21 238708 8423.89 18,55 16.81

B-CN A? 29388 1.28 407135 13624.30 31.63 27.19
Suma 1286845 50096.92 100 100
peso de la 0.4533

muestra (Q)
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Yogur natural S. Réplica 1
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Figura 31. Perfil electroforético de la muestra YNS réplica 1.

Tabla D7. Parametros de integracion yogur natural S, réplica 1

area

area

Proteina tm tmr area normalizada (%) Cr
proteinas a-LA 18.51 0.75 28637 1546.52 227 3.34
delsuero B-LG 1953 0.79 54161 2772.08 429 599

asCN 2224 0.90 20777 934.13 1.64 2.02

as-CN 2470 1.00 317607 12856.50 25.19 27.81

ascCN 26,05 1.05 111367 4274.46 8.83 9.24
Caseinas K-CN 2792 1.13 54325 1945.11 4.30 4.20

B-CNB 2854 1.15 20419 715.40 1.62 1.54

B-CNA' 2982 120 236701 7936.32 18.77 17.16

B-CNA? 3145 127 416688 13249.22 33.05 28.65
Suma 1260682 46229.77 100 100
peso de la 0.4303

muestra (Q)
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Figura 32. Perfil electroforético de la muestra YNS réplica 2.

Tabla D8. Parametros de integracion yogur natural S, réplica 2

yyyyyyyy

tm

area

area

Proteina : tmr area . Cr
(min) normalizada (%)
proteinas a-LA 17.60 0.75 28819 1637.44 2.11 3.10
del suero B-LG 1855 0.80 54011 2911.01 3.96 551
as-CN  21.09 0.91 20520 972.88 150 1.84
asi-CN - 23.19 1.00 348064  15007.93 25.56 28.44
asc-CN ~ 24.48 1.05 119293 4871.48 8.76  9.23
caseinas K-CN 26.50 1.14 59772 2255.54 439 4.27
B-CNB 27.04 1.16 23344 863.25 1.71  1.63
B-CN Al 2824 122 256531 9083.31 18.84 17.21
B-CN A2 29.767 1.284 451117 15154.93 33.13 28.72
Suma 1361471 52757.81 100 100
peso de la 0.4390

muestra (g)
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Figura 33. Perfil electroforético de la muestra YNU réplica 1.

Tabla D9. Parametros de integracion yogur natural U, réplica 1

roteina tm tmr area area area Cr
P (min) normalizada (%)
proteinas a-LA 18.47 0.74 21817 1180.63 246  3.59
del suero B-LG 1951 0.78 54657 2800.48 6.17 8.52
as2-CN 22.23 0.89 23276 1046.67 2.62 3.18
as1-CN 24.73 1.00 248676  10052.38 28.08 30.59
) aso-CN 26.16 1.05 30470 1164.44 3.44 354
caseinas
K-CN 27.97 1.13 31724 1134.17 3.58 3.45
B-CNB 2859 1.15 34974 1223.03 3.94 3.72
B-CNA! 2987 1.20 168799 5650.93 19.06 17.19
B-CNA2 3150 1.27 271119 8606.95 30.61 26.19
Suma 885512  32859.72 100 100
peso de la 0.4322
muestra(g)
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Figura 34. Perfil electroforético de la muestra YNU réplica 2.

Tabla D10. Parametros de integracion yogur natural U, réplica 2

tm

area area

Proteina (min) tmr area normalizada (%) Cr
proteinas a-LA 17.53 0.75 21102 1203.55 227 3.30
del suero B-LG 18.46 0.79 56054 3036.18 6.03 8.30

as-CN 21.02 0.90 25745 1224.72 278 3.35

as:-CN - 23.11  1.00 254597 11013.41 27.41 30.13

aso-CN  24.47 1.05 28961 1183.09 3.12 3.23
caseinas K-CN 26.38 1.14 33506 1269.79 3.60 347

B-CNB 26.99 1.16 35268 1306.56 3.80 3,57

B-CN Al 2812 1.21 180747 6427.47 19.47 17.58

B-CNA?2 2962 1.28 292691 9879.86 31.51 27.03
Suma 928671 36544.66 100 100
peso de la 0.4394

muestra (g)
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