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Introducción 

INTRODUCCIÓN 

Los paises que tienen excedentes en su producción lechera y, por tanto son los principales 

exportadores, han desarrollado también numerosos subproductos que presentan un precio muy 

atractivo, como caseinatos y aislados proteicos del suero de leche. Resulta económicamente 

atractivo incorporarlos a la leche fluida y leche en polvo porque pueden incidir en mejorar la 

funcionalidad de las preparaciones. Esto ha provocado que el diseño de formulaciones sea una 

práctica común en muchos paises. Su presencia no influye en la percepción sensorial del producto 

por el consumidor, pero puede afectar la calidad nutricional y desatar problemas de alergias en 

personas sensibles. Por lo tanto, el control de calidad en el mercado internacional de leches en 

todas sus presentaciones, especialmente en la leche en polvo, debe realizarse bajo normas 

estrictas, que garanticen una competencia sana entre productores, así como la oferta de un producto 

de mayor calidad para el consumidor. 

La apertura económica que ha tenido México en los últimos años ha propiciado la firma de tratados 

de libre comercio con paises como E.U.A, Canadá y la Unión Europea, entre otros. Estos 

mecanismos favorecen el ingreso al país de diversos productos, cuya naturaleza debe ser verificada 

a fin de aplicarles los créditos fiscales y de que cumplan con restricciones arancelarias establecidas. 

En este contexto, el órgano responsable de verificar la información que el importador proporciona en 

el caso de mercancías de dificil identificación es la Administración General de Aduanas (AGA), a 

través de la Administración Central de Laboratorios y Servicios Centrales. Esta verificación se 

realiza por medio de análisis cualitativos y cuantitativos tradicionales, pero aun a nivel internacional 

existe controversia sobre la metodología idónea, rápida y suficiente para verificar la identidad de las 

fracciones proteicas de la leche en polvo que ingresa al país. Hasta el momento no existe una 

técnica oficial que permita determinar con certeza la adición de diferentes tipos de aislados proteicos 

a la leche. Ante esta situación, es prioritario desarrollar una metodología que logre identificar y 

cuantificar la naturaleza de la misma. Por tanto, en este trabajo se explorarán metodologías 

basadas en los análisis químicos tradicionales, en el análisis del comportamiento fisicoquimico, 

como las pruebas de solubilidad, asi como la electroforesis unidimensional SOS, acoplada al análisis 

molecular mediante software especializado Se tratará de proponer una metodología única o la 

combinación de varias para monitorear la calidad de leches comerciales o fórmulas lácteas 
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Antecedentes 

ANTECEDENTES 

La leche se define como el producto que se obtiene de la secreción de las glándulas mamarias de 

los mamiferos. En términos normativos, se conoce como tal a la leche de vaca, sin calostro y sin 

substracción alguna de sus componentes naturales. Está constituida por proteinas (caseina y 

protelnas del suero), carbohidratos (lactosa), lipidos y sales minerales (Alais,1990). Es un producto 

alimenticio que se consume en numerosos paises por su alto valor nutritivo y la calidad de su 

protelna, por lo que contribuye en forma importante en el diseño de la dieta diaria. 

1.0 Composición de la leche 

1.1 Proteínas 

La mayor parte del nitrógeno de la leche se encuentra como proteína en forma de micelas dispersas 

en suspensión coloidal. En las proteínas se encuentran comúnmente 20 aminoácidos, cuyo orden 

es establecido por la información genética y le otorga a la proteína una conformación única que le 

permite llevar a cabo una función especifica. 

La concentración de proteína en la leche varia de 3:o a 4.0% (30-40 gramos por litro, ver el Cuadro 

1), depende de la raza de la vaéa y la alimentación. Frecuentemente se encuentra relacionada con 

la cantidad de grasa presente. Las protelnas de la leche se distribuyen en dos grupos principales, 

caseínas y proteínas del suero, que se pueden separar por precipitación de las primeras a pH 4.5-

4.6, a 20 ·c (Spreer, 1991). 

Cuadro 1. Componentes principales de la Leche 
Composición de la leche de vaca Porcentaje 
· Agua 87.0 

Proteínas 3.2 
Lipidos 3.5 

Carbohidratos 4.7 
Minerales 0.7 

(Alais,1990) 
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Antecedentes 

Del total de las proteínas de la leche, las caseínas corresponden a la fracción insoluble ( 80%) , la 

fracción soluble son las proteínas del suero de leche (15%) y el 5% restante lo ocupa la fracción de 

nitrógeno no proteico. En el cuadro 2 se presenta el porcentaje y clasificación de cada fracción. 

1.1.1 Caseínas. 

Cuadro 2. Composición de la Fracción Nitrogenada de las 
Proteinas de Ja Leche 

1 
1 

Fracción insoluble 80 
caseina a 45-55 
caseina 13 23-35 
case In ay B-15 
caselnaK 3-7 

Fracción soluble 15 
a- lactoalbúmina 2-5 
13-lactoglobulina 7-12 
seroalbúmina 0.7-1.3 

inmunoglobulina 1.99-3.3 
oroteasa-oeotona 2.6 

Nitrógeno no proteico 5 

1 

aminoácidos libres 0.3-0.4 

- nucleótidos, urea 

----"-
Nitrógeno total 1 100 1 

(Varnam y Sutherland, 1994). 

Las caseínas son fosfoproteinas (0.85% P) asociadas al calcio que forman un coágulo cuando 

precipitan a partir de la leche descremada o entera. Esta propiedad se emplea prácticamente para 

la elaboración de quesos y leches fermentadas. Las protelnas del suero no presentan enlaces éster 

fosfáto (Walstra y Jenness, 1984). Casi toda la caselna de la leche se encuentra en las micelas, 

estructuras supramoleculares que adoptan una forma globular en el espacio y se estabilizan por la k 

caselna y la interacción con iones calcio. Los diversos tipos de caselnas se distinguen por sus 

pesos moleculares, su capacidad de ligar fósforo y calcio, punto isoeléctrico, entre otras 

propiedades. La movilidad electroforética en geles de almidón o acrilamida es la técnica empleada 

rutinariamente para asignar pesos moleculares, que se expresa en Kilo Daltones (KDa), y para tener 

un valor preciso deben emplearse metodologías que consideren el número de aminoácidos y de 

residuos glicosilados que estén presenles. 
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De acuerdo a los criterios mencionados, las caseínas se clasifican en alfa, beta, k y gamma 

caseínas. Estas, a su vez, presentan el fenómeno de microheterogeneidad, de acuerdo a la 

variabilidad en fosforilación, formación de puentes disulfuro, hidrólisis por las proteasas de la leche, 

variaciones en glicosilación y polimorfismo genético. Las caseínas son proteínas muy resistentes a 

desnaturalización por calor, puesto que la leche puede permanecer 24 h a 10o·c sin que se 

presente coagulación. Sin embargo, el efecto de la temperatura en otros parámetros, como pH y 

balance de sales, puede causar su precipitación (Fax y McSweeney, 1998). 

Alfa caseína. 

La a- caselna es la más abundante de las caselnas y constituye del 38 a 42% de las caselnas 

micelares; los péptidos resultanies ·.de . ~u·. hídróli~is • contribuyen . al . sabor en productos lácteos 

(Madrid, 1990). Está compuesta por dos fraccib~~{~~1 y ~.2. La primera se encuentra en mayor 

proporción, tiene un peso molecular de 23 KDa y un grupo fosfato adicional localizado en el residuo 

Ser 41, consta de cuatro variantes genéticas: A, B, C y D, de acuerdo a un orden decreciente en su 

movilidad en geles de almidón a pH 8.6 y 7M de urea por diferencias en el número de aminoácidos. 

Su carga neta es el resultado de una distribución de cargas que no permite la formación de a­

hélices en forma aleatoria. La aso parece ser una microvariante de la as1, tiene un peso molecular 

de 22 KDa, precipita con 0.4 M de cloruro de calcio a pH 7.0 y 4 ºC. Ambas son capaces de 

estabilizarse por la K-caseina contra la precipitación por calcio. Debe señalarse que en la literatura 

se encuentran diferencias en cuanto a la asignación de pesos moleculares por variaciones en la 

metodologia empleada para calcularlos, asl como en la nomenclatura de las variantes genéticas. En 

tanto, la as2 es la más hidrofilica de todas las caselnas debido a que contiene en mayor número 

residuos catiónicos, lo que la hace sensible a los iones calcio. Su estructura sugiere interacciones 

electrostáticas que dependen del pH y su peso es de 25 KDa. Posee 207 aminoácidos y tiene de 10 

a 13 grupos fosfatos unidos por molécula. Se caracteriza por el bajo contenido de prolina y, al igual 

que la K-caselna, contiene dos residuos de cisteína por molécula (Fax y McSweeney, 1998). 
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Beta caseína y Gama caseína 

La 13 caseína se rompe en péptidos de sabor amargo y constituye del 34 al 36% de las protelnas 

micelares. (Amia!, 1994). Esta es la más hidrófobica de todas las caselnas y se compone de ocho 

fracciones polimórficas: A 4, A2, A.3 B, B z. C, D y E. La 13-caseina está formada por 209 residuos de 

aminoácidos, en donde arginina se encuentra en el extremo N-terminal y valina en el e-terminal. 

Tiene un peso molecular de 24 KDa y un punto isoeléctrico de 5.0. Estudios posteriores han 

demostrado la existencia de Ja y-caselna, resultado del rompimiento de Ja 13 caselna en el enlace 

Lys2s- Lys29. La y-caseína tiene un punto isoeléctrico de 5.8 y tiene un peso. molecular de 11 KDa. 

También existen diferentes formas polimórficas (A 4, A2, A,3 8,) que van del residuo 29 al 209. Las 

variantes de ambas caseínas corresponden entre si. 

La presencia de los átomos de fósforo altera significativamente las características de Ja 13-caseína, y 

genera una concentración de grupos cargados en Ja región del N-terminal, mientras que Ja porción 

C- terminal es altamente hidrofóbica. Los numerosos residuos de prefina distribuidos a Jo largo de Ja 

molécula ejercen un efecto conformacional, evitando Ja formación de la a. hélice. La carga neta de Ja 

p-caselna se encuentra contenida en su totalidad en el péptido N-terminal de 25 aminoácidos con 4 

de Jos 5 grupos fosfato, 7 carboxilos y sólo dos cargas positivas a cada extremo de este péptido (Fax 

y McSweeney,1998). 

K caseína. 

Contiene un solo residuo fosforilado que permite fijar sólo algunos iones calcio y su solubilidad no 

resulta afectada por su presencia, Jo que Je confiere estabilidad a Ja micela frente a estos iones 

calcio. Durante las primeras investigaciones sobre Ja composición de las protelnas de Ja leche, la 

caseína completa se pudo separar en dos fracciones: 

1) Ja fracción sensible al calcio 

2) la fracción insensible a Ja precipitación del calcio. 

Estas dos fracciones fueron designadas como as1 y ><-caseínas, respectivamente. La ><-caseína 

tiene propiedades químicas y físicas únicas al compararse con otras proteínas de la leche. Algunas 

propiedades tienen consecuencias inmediatas en el estado físico de la leche como son: 
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1) se mantiene soluble cuando las demás proteínas precipitan; 2) tiene la capacidad de 

estabilizar a otras caselnas contra la precipitación en presencia de calcio, por la formación 

de micelas coloidales; 3) es la única de las caselnas que contiene cadenas laterales de 

carbohidratos; 4) es la única caselna que contiene residuos de cisteína. Su punto 

isoeléctrico es de 4.1 - 4.5 y su peso molecular de 19 KDa. 

La estructura primaria de la K-caseína con sus caracterlsticas de carga permite predecir una 

estructura solvatada, desplegada o con una pequeña hélice en el segmento e-terminal, de más de 

50 residuos, mientras que la porción central aparece plegada en forma compacta en una estructura 

globular, debido al carácter altamente hídrofóbíco de la región. Los residuos de cisteína se 

encuentran en la región más hidrofllíca de la K-caselna y en la superficie participa activamente en 

las uniones íntermoleculares (Fax y McSweeney, 1 g98). 

1.1.2 Proteínas del suero. 

A diferencia de las caseínas, estas protelnas son compactas, globulares y solubles en un intervalo 

de pH muy amplio (incluso a pH ácidos, cuando se han desnaturalizado por el calor). Constan por lo 

menos de ocho fracciones diferentes, entre las cuales destacan la u-lactoalbúmina y P­
lactoglobulina, las inmunoglobulinas, la albúmina sérica bovina y fracciones proteosa-peptona. Son 

sensibles a altas temperaturas y en menor grado al pH ácido (condiciones inversas a las caseínas) 

debido a que su mecanismo de estabilidad es por hidratación y no por carga eléctrica; son las 

primeras proteinas de la leche en desnaturalizarse y su calentamiento libera grupos sulfhidrilo que 

reducen el potencial oxido-reducción, lo que puede llegar a inhibir parcialmente las reacciones de 

oxidación. En su composición intervienen la mayor parte de los aminoácidos, lo que favorece la 

estabilidad de las mismas en medios ácidos, en comparación con las propias caseinas, por lo que su 

valor nutritivo es mejor (Keating, 1999). Las características de los componentes principales son las 

siguientes: 
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Albúmina sérica bovina 

Esta molécula aparece sólo con una cadena peptídica con un grupo -SH libre en la posición 34 

amino terminal y con 17 enlaces disulfuro intramoleculares. Tiene un peso molecular de 66 KDa y es 

idéntica a la albúmina del suero sangulneo en todas sus propiedades medidas e inmunológicas, 

excepto en el comportamiento electroforético a pH 4.0 - 4.8, que es la zona en que se localiza el 

punto isoeléctrico. 

a.-lactoalbúmina 

Se encuentra en cualquier tipo de leche que contenga lactosa, ya que se requiere de la bioslntesis 

de la primera. Al parecer, existe una relación entre la cantidad de a-lactoalbúmina y lactosa 

presente. Se conocen dos variantes genéticas, la A y 8, que sólo difieren en una sola sustitución en 

la posición 10, en donde la A tiene iisina y la B arginina, ambas con un peso molecular de 14 KDa. 

La función de la a-lactoalbúmina es la slntesis de lactosa. Es una protelna globular que presenta 

una estructura primaria, rica en iisina y triptofano, precipita a pH 5.1. No coagula por acción del 

cuajo o de los ácidos, sólo por efecto del calor, ya que su estabilidad depende del agua de 

hidratación y no de las cargas eléctricas que caracterizan a las micelas de caselna. 

f3-lactoglobulina 

Existen cuatro variantes genéticas de esta unidad. Su función biológica consiste en transferir gran 

variedad de inmunoglobulinas a las crlas. Es la proteina del suero más abundante y soluble; su peso 

molecular es bajo (18 KDa) y su punto isoeléctrico 5.2. Es la principal protelna portadora de grupos 

sulfihidrilo, que son modificados o separados en el curso de la desnaturalización y que intervienen 

en la formación del sabor •a cocido" después del tratamiento térmico de la leche. Bikker et. al, 2000 

han realizado estudios en el comportamiento reológico de las variantes genéticas de esta fracción 

cuando son adicionadas durante la rehidratación de la leche en polvo y sus resultados demuestran 

que la adición en exceso de esta proteína favorece las propiedades funcionales del producto. 
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lnmunoglobulinas 

Las inmunoglobulinas son proteínas que participan en la defensa del organismo ante la presencia de 

moléculas y organismos ajenos. Existen tres clases de inmunoglobulinas en la leche de vaca: 

inmunoglobulina G (lgG) con un peso molecular de 52 KDa; inmunoglobulina A (lgA) con peso 

molecular 52 - 56 KDa e inmunoglobulina M (lgM), con peso molecular de 69 KDa. Asl mismo se 

les ha encontrado en el calostro, suero sangulneo y en secreciones como saliva, nasal y vaginal. Su 

punto isoeléctrico va de 4.6- 6.0 (Walstra y Jenness,1987). 

Fracción proteosa-peptona 

Esta fracción de proteinas consiste en una mezcla de fosfoglucoproteinas termoestables, solubles a 

pH 4.6 e insolubles en ácido tricloroacético al 12%. Los principales componentes de la fracción se 

han identificado de acuerdo a sus movilidades electroforéticas a pH 8.6. La movilidad va en orden 

decreciente: 3>5>8.Tienen un peso molecular de 4 - 40 KDa y un punto isoeléctrico de 3.1. 

El componente 3 se encuentra en la fracción del suero. Se caracteriza por su alto contenido de 

carbohidratos (alrededor de, 17.3%); 0.5% de fósforo; bajo contenido de aminoácidos y 

componentes sulfurados. Las unidades de carbohidratos consisten en galactosamina, glucosamina, 

galactosa, fucosa y ácido siálico. La fracción de proteosa-peptona parece estar relacionada con el 

factor inhibidor de la lipólisis que se encuentra normalmente en la leche (Varnam y Sutherland, 1994). 

1.1.3 Sustancias nitrogenadas no proteicas 

Constituyen una pequeña proporción de la leche, con una gran cantidad de. sustancias de peso 

molecular aproximado a 5 KDa; son dializables y permanecen solubles a pH 4.5 - 4.6 (Fax y 

McSweeney, 1998). 
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1.2 Carbohidratos 

Entre los carbohidratos presentes en la leche, la lactosa se encuentra en una proporción del 4.7% al 

5.2%, y es el componente menos variable. También existen mono y polisacáridos en menor 

proporción (galactosamina, glucosamina, galactosa, fucosa y ácido siálico ) en comparación con la 

lactosa, que es el carbohidrato principal (Spreer, 1991). 

A diferencia de la concentración de grasa o protelna en la leche, la concentración de lactosa es 

similar en todas las razas lecheras, se encuentra en dispersión molecular y no puede alterarse 

fácilmente con variaciones en la alimentación de Jos animales. Es un disacárido reductor formado de 

glucosa y galactosa, que se muestran en la figura 1. Estos azúcares también se encuentran en 

forma libre en una concentración mucho menor en la leche: 16 mg/100 g y 15 mg/ 100 g, 

respectivamente. La leche es la única fuente de galactosa disponible para el ser humano. La lactosa 

se sintetiza en la mama a partir de glucosa sanguínea, y en los rumiantes a partir de ácidos volátiles 

producidos en el rumen; es soluble y forma parte esencial del suero de leche, puede ser fermentada 

por bacterias lácticas y producir ácido láctico principalmente. Su cuantificación es útil para 

determinar adulteración en leche por adición de agua o suero de leche (Varnam y Sutherland,1994). 

Figura 1: La lactosa se sintetiza en la ubre a partir de glucosa y galactosa (Spreer, 1991) 

1.3 Lípidos 

Normalmente los lipidos constituyen del 3.5 hasta el 6.0% .de Ja leche, este valor cambia de 

acuerdo a la raza y las prácticas de alimentación. La grasa se sintetiza en la glándula mamaria a 

partir de ácidos grasos volátiles, (Alais,1990). Está presente como glóbulos pequeños suspendidos 

en agua, lo que la hace inestable y fácil de extraer sin modificar otros componentes. Sus 

modificaciones no causan grandes cambios en Ja estructura fisicoquimica, sin embargo, alteran 

notablemente la percepción organoléptica del producto (Keating,1999). 
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Cada glóbulo se encuentra rodeado de una capa de fosfolipidos, que evita la aglutinación entre si, 

repeliendo otros glóbulos de grasa y atrayendo agua. Siempre que esta estructura se encuentre 

intacta, la leche permanece como una emulsión. La mayoría de los lipidos en los glóbulos se 

encuentra en forma de triglicéridos formados por la unión de glicerol con ácidos grasos, como se 

observa en la Figura 2, que en su mayor parte son de cadena corta (entre cuatro y diez átomos de 

carbono) producidos a partir de unidades de ácido acético derivadas de la fermentación en el 

rumen. El ácido bulirico es especifico de Ja leche de rumiantes, cuya proporción varia de acuerdo a 

Ja dieta y temperatura ambiente. El más abundante es el oleico, acompañado de los polinsaturados 

linoleico y linolénico (Walstra y Jenness, 1984; Spreer, 1991). 

Glicerol 

H2-f-OH 

H-C-OH + 
1 

H2-c-.oH 

Acldos Grasos 

-º OH- C -R1 

-º OH-C -R2 

-º OH-C -R3 

Trlgllcérldos 

-º H2-c -o - e - R1 

H-~ -O - C°_ A2 
1 o 

H2-c -o - C - A3 

Figura 2 Estructura de los triglicéridos (R1, R2, R3, representan las cadenas de ácidos grasos que le 

otorgan a los triglicéridos sus caracterlsticas individuales (Spreer, 1991 ). 

1.4 Agua 

En todos los animales el agua es el nutrimento requerido en mayor cantidad y la leche suministra 

una gran cantidad de. la misma; puesto que contiene aproximadamente 90%, Jo que Ja hace 

susceptible a adulteracionesp.or adición de Ja misma. El volumen de agua es regulado por Ja 

lactosa, que posteriorn:ient¡;es tmnsportada y distribuida por el torrente sanguíneo (Amiot, 1994). 
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1.5 Estabilidad de las proteínas de la leche 

1.5.1 Formación del sistema micelar 

La estabilidad de la leche se debe a la formación de micelas de los diferentes monómeros de la 

caseina. A diferencia de otros agregados proteínicos de tamaño fijo que existen en las células, las 

micelas de caseina tienen una amplia variedad de tamaños, con un radio mlnimo de 

aproximadamente 20 nm a 300 nm en función de diversos factores (raza, especie, estado de 

lactancia, etc.). La composición de las micelas está dada por las diferentes fracciones proteicas ya 

descritas (caselna Os-1. J3, K-caseinas derivadas de éstas y fragmentos peptidicos), por compuestos 

salinos (calcio y fosfato), por citrato y por una fracción glucosidica. 

La presencia de Jos grupos fosforilados de las caselnas Os1 • 0,2 y J3 les confiere una fuerte afinidad 

por el calcio, a diferencia de la K-caselna, que tiene baja afinidad por el calcio y se distingue por su 

alta sensibilidad a la acción proteolitica de la renina. En las micelas de caselna una parte del fosfato 

y del calcio se encuentra bajo la forma de fosfato coloidal, el cual las estabiliza. Existen diversas 

hipótesis que tratan de explicar la distribución de los componentes de las micelas, asi como su 

estabilidad interna. Sin embargo, hay dos factores que lo explican: 

1) Las micelas portan un exceso de cargas negativas que provocan fuertes repulsiones 

electrostáticas que impiden el acercamiento entre ellas. 

2) Las micelas fijan una importante cantidad de agua. Una parte de ésta envuelve a la micela por 

puentes de hidrógeno formando una cubierta de hidratación que la estabiliza. 

La importancia de cada uno de estos dos factores depende de la composición de Ja fase acuosa (pH 

y concentración de calcio, fosfatos, citrato, etc.) y de la composición de las micelas (fosfato de calcio 

coloidal y proporción de caseinas). La desestabilización de Ja micela trae como consecuencia la 

coagulación (Fox y McSweeney,1998). 
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1.5.2 Factores que afectan la estabilidad micelar 

Existen diversos factores que modifican la composición tanto de la fase acuosa como de la micelar. 

Entre éstos se encuentran la temperatura y el pH. La refrigeración de la leche provoca una 

solubilización reversible del calcio y del fosfato hacia la fase acuosa, mientras que el calentamiento 

provoca una disminución importante del calcio coloidal por precipitación. Por otra parte, la 

acidificación causa la solubilización del calcio y fosfatos coloidales hacia la fase acuosa, ya que hay 

una disminución en las cargas de los grupos ácidos de la caselna, lo cual reduce el potencial de 

carga en la superficie y el nivel de hidratación, con lo que aumenta la solubilización de sales hacia la 

fase acuosa. Cerca del punto isoeléctrico de las caselnas se forma una red protelnica insoluble 

constituida por uniones intermoleculares de tipo electrostático e hidrofóbico, con lo que se produce la 

coagulación de las micelas de caselna de la leche. 

1.5.3 Coagulación micelar 

La coagulación puede ser lograda por tres métodos, dependiendo de la naturaleza de los productos: 

1) Los electrolitos ácidos provocan la desestabilización de las micelas de caselna sin 

fraccionarlas. Esta desestabilización puede revertirse al cambiar el pH al original. 

Generalmente se usa ácido acético. 

2) Enzimas proteolilicas (de origen animal, bacteriano, fúngico o vegetal). El más utilizado es el 

cuajo de ternera, que es obtenido del cuarto estómago (abomaso o cuajar) y se conoce 

como renina o quimiosina; está compuesto por una mezcla de proteasas ácidas (quimiosina 

EC 3.4.23.4), que se encuentra aproximadamente en un 85%, y de la pepsina (EC3.4.23.1) 

que se encuentra en un 15%. Sirve como referencia para otros agentes coagulantes y se le 

conoce como renina. 

La coagulación enzimática consiste en dos fases: una fase primaria y una fase de agregación o 

secundaria. Sin embargo, existe una etapa en la que Os1 y [3 caselnas son gradualmente 

hidrolizadas por largo tiempo, lo que algunos autores la denominan fase terciaria. Durante la fase 

primaria se lleva a cabo una ruptura entre los aminoácidos 105 y 106 de la k-caseina, que son 

fenilalanina y metionina. Esta hidrólisis tiene como resultado la separación de la fracción hidrofilica 

soluble (Amiot, 1994, Fax y McSweeney, 1998). 
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1.6 Calidad 

La calidad se define como el acatamiento de normas de calidad que permiten la idoneidad para el 

uso de un producto o servicio determinado. Estos requerimientos corresponden a un grupo de 

especificaciones ya establecidas que se relacionan directamente con las diferentes propiedades de 

cada producto en particular (Manual de Calidad SS, 1999). La calidad fisicoquímica y comercial de la 

leche debe ser garantizada, por lo que se han establecido denominaciones, especificaciones 

comerciales y métodos estándares de prueba, que incluyen métodos microbiológicos y 

fisicoquimicos para evaluar productos lácteos y sustitutos (Richardson,1985). El AOAC (The 

Associacion of Official Analytical Chemists) establece métodos validados que incluyen pruebas de 

plataforma (acidez, densidad, grasa y gravedad especifica) y análisis rutinario. 

1.6.1 Normas 

La Norma Mexicana NMX-F-026-1?97 de la Secretaria de Economla (SECOFI), se basa en 

métodos estándares de prueba y establece denominaciones de los diferentes tipos de leche de 

acuerdo a su proceso, asl como a sus especificaciones mlnimas de calidad. De 1988 a 1999, el 

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, 

Establecimientos, Productos y Servicios (1988), era el instrumento encargado de verificar el 

cumplimiento obligatorio. En este reglamento se inclulan denominaciones y especificaciones 

sanitarias, fisicoquimicas y comerciales para la leche de vaca. 

Sin embargo, fue modificado en 1998 para convertirse en el Reglamento de Control Sanitario de 

Productos y Servicios de la misma Ley General de Salud; En éste se eliminaron las denominaciones 
' '--' .... ,, ·'-,: 

y especificaciones fisicoqulmicas de la leche .y cen.tía"Ysü .atención únicamente a los aspectos 
.· ... '.·': 

sanitarios. 

Este cambio creó un vaclo en la regul~ción de la ~~lid~~ de la leche, especialmente en aspectos 

fisicoquímicos e información comercial ya que: fuera del reglamento anteriormente señalado, la 

única disposición normativa para la leche es la Norma Mexicana NMX-F'.026, que se refiere a la 

denominación y especificaciones comerciales de la leche. No obstante, esta norma es sólo de 

referencia y, por tanto, no es de cumplimiento obligatorio y no hay sanción por parte de la autoridad 

cuando algún particular no cumple con la misma. 
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1.6.2 Nueva normatividad 

El desarrollo de una norma para la leche de vaca con carácter de cumplimiento obligatorio es 

necesario y prioritario, tomando en cuenta las circunstancias actuales de apertura de los mercados 

en el mundo. Esto resulta que, entre otras cosas, se presenten en el comercio entre México y en 

otros paises barreras no arancelarias, mientras que para el mercado interno sólo se consideran 

elementos sanitarios como la única forma de protección al consumidor. En este sentido, sin un 

marco normativo adecuado, nuestro pals no estará en posibilidades de exigir los requisitos de 

calidad a los 'productos lácteos de importación, de la misma forma en que se exige al sector 

exportador de México. Por el momento, sólo se tiene el Proyecto de Norma Oficial Mexicana PRY­

NOM-155-SCFl-2001 (Diario Oficial de la Federación del 14 de noviembre del 2001), para Leche, 

Imitaciones y Fórmulas Lácteas - Denominación, Especificaciones Fisicoquimicas, Información 

Comercial y Métodos de Prueba. Este proyecto de norma pretende establecer denominaciones 

comerciales de diferentes tipos de leche que se comercializan dentro del territorio mexicano, los 

cuales deben corresponder a las especificaciones establecidas por dicha norma que será de 

carácter obligatorio. En este contexto las especificaciones fisicoqulmicas son las mismas que la 

norma anterior, sin embargo, la denominación de formula láctea se ofrece de acuerdo a las 

especificaciones del proveedor. Esta norma no concuerda con ninguna norma internacional por no 

existir referencia alguna al momento de su elaboración. 
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1.7 Producción de leche 

1.7.1 Producción mundial 

A nivel mundial, en los últimos años, la Unión Europea (UE) ocupa el primer lugar de producción de 

leche de vaca (SAGAR, 2001), debido a su alto grado de industrialización y a los avances en el área 

de genética y zootecnia. En el cuadro 3 se presenta la producción en toneladas producidas por los 

diferentes continentes a partir de 1996, de los cuales el incremento global en la producción hacia el 

año de 1999 es de un 2% anual; Norte América ocupa el segundo lugar al registrar el mayor 

crecimiento (4%). 

Cuadro 3. Producción mundial de leche de vaca de 1996-1999 
(SAGAR,2001) 

La producción de leche a nivel mundial tiene una variación anual ligera (1 a 2 %), y el 65% de ésta 

se concentra en países desarrollados (Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda Japón, Canadá, 

Noruega, Suiza), lo que limita la venta a los países restantes por restricciones de producción. En 

años recientes, el incremento en la producción de leche en Asía, Latinoamérica y Oceanía ha sido 

favorecido por una declinación de la producción lechera de Europa Oriental y Rusia. Se espera que 

esta regiones presenten un crecimiento importante en producción local a mediano plazo (próximos 

10 años) (FAO, 2001) 
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1.7.2 Producción Nacional 

La producción de leche de vaca en México se ha incrementado desde 1989 ( ver cuadro 4 ). En el 

año 2000, la SAGAR reportó la cifra preliminar de 9.304 millones de toneladas, lo que representó un 

alza significativa de 3.700 millones de toneladas en comparación a lo producido en 1989, cuando se 

obtuvieron 5.577 millones de toneladas. El incremento en la producción mexicana de leche se debió 

en gran medida a las pollticas gubernamentales que se establecieron respecto a la liberación de 

precios de la misma, además de que se otorgaron beneficios económicos para incentivar la 

producción nacional y un mayor control en los cupos de las importaciones (SAGAR-INEGI, 2001). En 

la Republica Mexicana el 70% de la producción se da en los estados del norte, Bajio, Golfo y centro 

del pals ( ver cuadro 5 ). 

Cuadro 4. Producción anual de leche 

LECHE DE BOVIHO 
PROOUCClON NACIONAL 19S9·2000. 

IMll ES DE llTROSI 
AÑO PROOUCCION CRECIMIENTO 

,,,. 
1990 
1991 
19'}2 

1993 ,.,, 
1995 
191< 
1n1 
19H 
1919 

200011 

t•c11 .. 1pr•lrn,.•o 

5,577,309 
6,1-11,545 
6,711,115 
6,966,110 
7,404,078 
7,J2Q,213 
7,398,598 
7,SSG,422 
7.848,105 
8,315,711 
S,871,31-4 
9,30.(,979 

flCKl[ c .... o~EU~be•"910f•Nllt"· SAGAAPA 

ANUAL(%) 

10.1 
9.4 
3.7 
G.J 

·1.1 
1.1 
2.S 

'" 6.0 
G.B 
u 

Cuadro 5. Principales Estados 
productores de leche fluida en 2001 

Sin embargo, la producción nacional de leche (fresca y deshidratada) resulta insuficiente ante la 

demanda aproximada de 9.3 millones de litros que se consumen diariamente en el pais (SAGAR 

INEGI, 2001). 
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1.7.2.1 Carencias del sector lechero 

Este sector es heterogéneo. Si bien existen unas cuantas empresas altamente tecnificadas, la 

mayor parte de las cerca de 70 mil empresas primarias productoras de leche aún cuentan con 

sistema de ordeña estacional ordinario. No tienen instalaciones y equipo técnico para recibir y 

transformar la leche liquida en los volúmenes que se requieren, además de que no existen 

condiciones suficientes para la deshidratación láctea en el mercado nacional. En contraste, el 

pequeño grupo de industrias cuenta con infraestructura, ganado y mano de obra especializados, que 

le permite alimentar a su ganado con forrajes formulados especialmente para la mayor producción 

de leche (SEDESOL, 2001 ). 

1.7.2.2 México como país importador de leche 

México se ha convertido en el primer importador de leche descremada y entera en polvo o 

deshidratada a nivel mundial (Cuadro 7), al consumir el 45% de las exportaciones totales, seguido 

de Argelia y Japón. Australia y Nueva Zelanda son los principales exportadores de leche 

descremada en polvo en el mundo. En el 2000 estos dos paises exportaron un volumen de 197 mil 

toneladas cada uno (Cuadro 6). No obstante, esta cifra disminuyó para ambos, siendo mayor para 

Nueva Zelanda, con el 8.37% en comparación al año anterior. Estados Unidos y Canadá ocupan el 

primer lugar de exportación de leche entera en polvo (SAGARPA-INEGI, 2001 ). 

Cuadro 6. Exportadores de leche 

descremada en Polvo (2001) 

Australia 
N. Zeland~ 

·f~,'.· 
. .j5~. 

90 

- RIENTE: F~&ll Apfrult:u~ SK,ict./~SDA:. 
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Cuadro 7. Importadores de 

leche descremada en polvo(2001) 

,•/ . 
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1.7.2.3 Comercialización mundial de la leche 

El comercio mundial maneja tradicionalmente volúmenes grandes de leche en polvo, ya sea 

descremada o entera, del orden de 120 mil toneladas por año. Esta presentación en polvo permite 

prolongar la vida de anaquel y un simple manejo del producto para su almacenamiento y transporte. 

Sin embargo, es susceptible de adulteración con la finalidad de encubrir su naturaleza, composición 

o características comerciales mediante la adición de concentrados proteicos, con lo cual se pretende 

obtener mayores rendimientos, con la consiguiente ganancia económica en su venta. 

1.8 Especificaciones normativas en México 

La norma NMX-F-026-1997-SCFI y el proyecto de norma (PROY-NOM-155-SCFl-2001) definen a la 

leche en polvo como la leche a la cual se le ha eliminado cuando menos el 86% del agua propia de 

la leche descremada o parcialmente descremada, sin sustracción alguna de sus componentes 

naturales o adición de otros similares, ajustándose a las especificaciones técnicas de la leche que se 

denomine (Secretaria de economla y Dirección General de Normas 2001). En el cuadro 8 se 

observan las especificaciones para leche en polvo en sus diferentes presentaciones en cuanto a 

parámetros quimicos. Todas las leches importadas que cumplan con esta denominación se 

considerarán clasificadas en el Capitulo Cuatro de la Tarifa de la Ley del Impuesto General de 

Importación, publicado en el Diario Oficial de la Federación el Lunes 19 de Agosto de 1999, que 

corresponde al 2% sobre producto. 

Cuadro 8. Especificaciones de producto de acuerdo a la NMX-F-026-1997-SCFI 

1 
Leche entera Parcialmente Semi- J Descremada 

descremada descremada 
Especificaciones 

Grasa butlrica % 1 min 2.6 1 min 1.5 1 mln 1.3 1 mln 1.5 
¡ . sólidos ñií 9ras05 de 1a , - . rñins9_ .. T-··-··- min 69------¡--m~-¡ ñí1n 93.5 -
i leche 1 1 1 
¡-----Humedad.º/~- -- ¡-- máx4·-¡-----rri{ix4----r máx4 ¡- máx4 
r Proteínas" ·· -- - Í-min. 3.4. 1 min. 3.4 1 min. 3.4 1 min. 3.4 
f pH i . 6.:2 - i - ... ... - 6.2 - ·--· r----·5T- . ·- 6.2 

¡----cenizas_% __ .. -- ·¡ s.o5 i 1.1s 1 7.50 --¡---s-.1-5--

¡-------C:Ciiar . r aiñarillo-claro-1 amarillo-claro-crema ¡a¡;;¡¡¡:¡¡¡o:-¿¡arc;-· fblanco:aiñarillo 
---Elporceñtaíe.cíe.protefria en íadás ias-presentaciones es mlnimo de 3.4 %, 10 que deberla de incrementar en aquellas 
denominaciones como descremada y semi-descremada (Dirección General de Normas, 2001 ). 
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En los procesos de industrialización de la leche se destruyen algunos nutrientes, especialmente las 

vitaminas que contiene presentes naturalmente en la leche; la magnitud de las pérdidas depende del 

nutriente y del método de procesamiento empleado. Sin embargo, los nutrientes dañados durante el 

procesamiento se pueden reemplazar mediante la fortificación de la leche. Actualmente se permite 

la adición de vitaminas A y D, al igual que de pequeñas cantidades de emulsionantes o 

antiapelmazantes (fosfolipidos y dióxido de silicio amorfo) en la leche en polvo. 

Los productos que no cuenten con las características normativas de leche se denominarán fórmula 

láctea o preparaciones lácteas, de acuerdo a la norma NMX-F-026-1997-SCFI y PROY-NOM-155-

SCFl-2001. Estos resultan de la recomposición de los ingredientes propios de la misma: caselna en 

cualquiera de sus formas, lactosa, suero de mantequilla, suero de quesería, concentrado de suero y 

agua potable o purificada en las cantidades necesarias para ajustarlo a las especificaciones técnicas 

de la leche que se denomine. También se considera la adición de ingredientes de origen vegetal y/o 

químico: grasa vegetal, aceite parcialmente hidrogenado, dextrinas, gomas, entre otros. Este tipo de 

productos tienen fracción arancelarias especificas que van desde un 90% hasta 106% de impuesto 

sobre producto (Diario oficial,2000, capitulo 4). 

1.9 Leche en polvo 

La obtención de leche en polvo se ha incrementado por ser la mejor forma de conservación, 

especialmente en lugares donde la producción no es uniforme todo el año. Además, ocupa menos 

espacio para su almacenamiento y transporte. El mayor volumen de producción le corresponde a 

la leche descremada en polvo, debido a las múltiples aplicaciones industriales y en la alimentación 

animal. La leche en polvo entera se utiliza fundamentalmente para la alimentación infantil y leches 

rehidratadas de consumo. La leche en polvo se elabora de acuerdo a la clasificación que hace 

referencia al tratamiento térmico que ha recibido, establecida por el American Dry Milk lnstitute 

(ADMl,1971). En el cuadro. 9 se presentan las características funcionales de acuerdo a los 

tratamientos térmicos, asl como los usos comerciales a los cuales se puede destinar. 
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Cuadro 9 . Utilización de leches en polvo de tratamiento térmico bajo, medio y alto 

~-·--~------- ---, 
1 Producto 

-Leche reconstituida y-bebidas-­
lacteas 1 

Tipo de leche en polvo 
Tratamiento bajo /medio 

65C por 30 min. ¡-- Tratamiento alto 
12o·c por 5 seg. 

Cect1e evaporada reeom6iña<iá __ _ 

1 Características 

1 

Alta solubilidad, mlnimo aroma a cocido 

r 
Estabilidad al calor, alta viscosidad 

----- -- Queso ---------· , Tratamiento bajo ,---------¡ 
1 65"C por 30 min 

Coagulabilidad 

¡-·----- Helado 

1 

í 
f 

Pastelerla 

Productos carnicos 

Panaderia 

-(FoxyMcSwccncy, 1998) 

1 Tratamiento medio 
76" - ss·c por 30 min. 

1 

Tratamiento alto 
12o·c por 5 seg. 

1 
Tratamiento alto 
12o•c por 5 seg. 

1 

Tratamiento alto 
12o·c por 5 seg. 

-----

1 

Emulsificación ,formación de espuma, absorción 
de agua 

1 

Modificación de textura, absorción de agua 

1 
Emulsificación, gelación, absorción de agua 

1 

Unión de agua, modificación de textura 

-

El American Dry Milk lnstitute (ADMl,1971) basa su clasificación en la cantidad de protelna de 

suero no desnaturalizada que contienen por gramo. Esta cantidad se expresa como Indice de 

nitrógeno de las proteínas de suero (Whey Protein Nitrogen lndex WPNI). El grado de 

desnaturalización está determinado por el tratamiento térmico sobre las proteinas de la leche en 

polvo y tiene dos etapas: 

1. La alteración de las estructuras secundaria y terciaria de las proteinas, cuya 

consecuencia es la desnaturalización. 

2. La agregación de las proteinas que origina la coagulación ( Fox y 

McSweeney,1998). 

1.9.1 Leche en polvo de baja temperatura 

El tratamiento térmico es equivalente a una pasteurización normal, donde las proteinas no han 

sufrido ninguna desnaturalización ni agregación, por lo que se le denomina "Low-heat powder" y el 

contenido minimo en proteínas del suero no desnaturalizadas tiene que ser de 6.0 mg/g. 
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1.9.2 Leche en polvo de mediana temperatura 

Los intervalos de temperatura van entre 76.5ºC - 85ºC durante 15- 30 minutos. Presenta un cierto 

grado de desnaturalización y agregación de sus proteínas debido a la formación de complejos entre 

la ~-lactoalbúmina y la K-caseina. Este tratamiento ejerce un efecto bactericida. En el caso de la 

leche entera produce la formación de grupos reductores y aumenta la capacidad de conservación y 

el contenido de protelnas del suero no desnaturalizadas va de 1.5 y 6.0 mg/g en la leche en polvo. 

1.9.3 Leche en polvo de alta temperatura 

Los tratamientos térmicos son más intensos, entre 90ºC y 110ºC, incluso de 121ºC, con un tiempo 

de tratamiento de hasta un segundo, por lo que las proteínas están desnaturalizadas y agregadas 

debido a las interacciones entre las proteínas del suero a través de los grupos sulfhidrilo. La leche 

recibe el nombre de "High-heat powder". Este tipo de leches es más solubles y de mejor sabor y 

contiene menos de 1.5 mg/g de proteína del suero no desnaturalizada {Early, 1999). 

1.10 Principales características funcionales de las leches en polvo 

Resulta dificil definir con exactitud las características físicas y las propiedades funcionales de la 

leche en polvo. Las características físicas influyen sobre su manipulación, almacenamiento y usos, 

dependiendo fundamentalmente de la composición y del proceso de elaboración utilizados para la 

obtención del producto en polvo, por lo que sólo se menciona las principales características y 

factores que intervienen en el producto final. 

El control de la temperatura determina el grado de desnaturalización de las estructuras terciarias que 

definen tas propiedades funcionales de las protelnas, lo que hace que la leche en polvo sea multi­

funcional y factible de adecuar al producto a las necesidades industriales 
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1.10.1 Solubilidad 

Es una característica fundamental en las leches en polvo. Los productos poco solubles forman un 

sedimento que resulta desagradable, los factores más importantes que pueden modificar la 

solubilidad de la leche en polvo son los siguientes: 

1. La presencia de ácido láctico en la leche (que produce la desestabilización de las caseínas). 

2. El tratamiento térmico de la leche (especialmente, cuando hay ácido láctico desnaturaliza 

reversiblemente las proteínas). 

3. El sistema de desecación (generalmente, el secado en rodillos genera un mayor grado de 

insolubilidad que el proceso de aspersión o spray) (Early,1999). 

1.10.2 Viscosidad 

La viscosidad de la leche en polvo depende de la leche cruda como materia prima. Se mide por el 

tiempo que tarda en pasar el flujo en un capilar. La viscosidad de la leche se debe a la resistencia 

que presenta los glóbulos grasos al formar la nata. La leche entera en polvo generalmente es más 

viscosa que la leche descremada en polvo debido a un mayor contenido de grasa, por lo que su 

viscosidad no debe exceder de 100º ,cp y para leche entera, como máximo, 60º Cp. La viscosidad 

determina el tamaño de partículas primarias lo que, a su vez, incide en el contenido de humedad 

final del polvo. Los principales f~ctcires_qu~ influyen sobre la viscosidad del producto final son: 

Temperatura de pasteü~zación/ precalentamiento. 

Desnaturalización de l~s proteinas del suero. 

Homogenización 

Contenido de sólidos totales del concentrado 

Variaciones estacionales en la proporción proteína/ lactosa. 

pH final del producto. 
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Investigaciones recientes en el ámbito nacional (Nungaray, 2001) proponen determinar el 

comportamiento reológico (viscosidad) de la leche fluida para precisar la calidad o la posible 

adulteración de este producto mediante un análisis de rutina. Esto permitiría determinar la adición 

de gomas, caselnatos y/o suero de leche a la misma para enmascarar prácticas de higiene y 

alimentación del ganado en general, lo que repercute en sus propiedades funcionales, 

incrementando principalmente la viscosidad y la estabilidad de las micelas. Un ejemplo lo 

constituyen los estudios de Jianshe el al (1999) quienes mostraron que la viscoelásticidad y las 

propiedades emulsificantes se incrementan al adicionar suero de leche y proteína concentrada de 

leche a productos lácteos. 

1.10.3 Color 

El color de la leche fluida y en especial de los productos lácteos, varia mucho debido al diferente 

contenido de caroteno en la grasa, lo que depende de los piensos, por lo que en la época de invierno 

tiene efecto marcado. Además depende de la capacidad de la vaca de convertir al caroteno en 

vitamina A, lo que varia mucho entre razas. Sin embargo un color amuy amarillo en leche en polvo 

indica que ha sufrido un proceso de enranciamiento (Nobel P,1999). 

1.10.4Acidez 

La acidez lilulable de la leche se define como los mililitros de hidróxido de sodio 0.1 N necesarios 

para neutralizar 1 O mililitros de leche y es expresada como ácido láctico es una de las principales 

pruebas de plataforma que valora la calidad de la leche fluida y en polvo. La normatividad especifica 

valores que van de 0.13 - 0.17% de ácido láctico para ambas leches. La leche de vaca es ácida 

ante la fenolflaleina alcalina y ante el anaranjado de metilo y anfotérica cuando se prueba papel 

tornasol debida a la presencia de fosfatos, caseína y dióxido de carbono. Valores superiores a la 

normatividad pueden indicar un deterioro microbiológico, al revelar alteraciones de las propiedades 

organolépticas y/o de la composición de la leche (Spreer, 1991). 
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Existen dos métodos de procesamiento que se ilustran en el cuadro 10, así como las 

especificaciones de cada uno. Actualmente el metodo más empleado en el secado de la leche en 

polvo es por atomización, debido a que este proceso implica el menor daño termico para las 

proteínas de la leche 

Cuadro 10. Métodos de elaboración de leche en polvo 

¡----¡ Método de cilindros Método de Spray o Atomización 

Tratamiento j~---C~o-n_c_e-nt_ra_c~io~. n-d-e-lo_s_s~ó~lid_o_s____ Concentración de los sólidos 
previo Tratamiento UHT 

'

-Proceso ________ p:aleche se-extiende sobre dos c~i~lin-d-ro_s_ c7L-a~Je-c~h-e_s_e_p_ul-ve-n~.z-a_e_n--el~i-n-te-ri~o-r ~d_e_u_n_a_ 1 

1 calentados previamente mediante vapor que torre de secado mediante aíre caliente. La 

1 
1 

giran en sentido inverso; la costra seca se forma desecación es instantánea. Jos tiempos de 
rapidamente y se separa por medio de una secado dependerán de las características 

1 cuchilla. El tratamiento térmico es enérgico. deseadas del consumidor. 
r-oeriSiciadfinal--\'----------OT- 5~50;;----------· ¡- 0.5 - 0.8% 

1 Solubilidad final 1 80 - 85% 1 95 - ggo¡, 

j Usos ! Para alimentación animal ·-----1 lndustrial;reposteria, cárnicos, lácteos, 
1 bebidas. 

f 

veñta]a ___ ----y iPOco usado a niveTfiídiistiial;p0rel _______ l_M_a_y_o_rrn_e_n_t_e_u-sa_d_o_p_o_r_la_s_p_o_c_a_s_p_é_rd_id_a_s_ 

desventajas j calentamiento térmico que daña la composición causadas al producto final. 
inicial del producto. 

TVamam and Sutherland;-1994, Spreer, 1991)-. --.. -·---------·-·· --------------------·--·-

1.11 Usos de la leche en polvo en la industria 

Del total de las importaciones mexicanas de leche en polvo, el 30% es destinado para programas de 

abasto social, que apoyan a 4.2 millones de beneficiarios por día en mil 754 municipios marginados 

del pals. Para lograrlo, se debe rehidratar el producto y, además, producir los suplementos 

alimenticios para el Programa de Educación, Salud y Alimentación (Progresa, 2001). Se considera 

que la calidad debe corresponder a lo que estipula la etiqueta y se le ofrece al consumidor. El 70% 

restante se destina a la industria, debido a las propiedades funcionales que proporcionan las 

proteínas de la leche (Trujillo el al 2000). Entre ellas están la capacidad de absorción y retención de 

agua, formación de espuma, agente emulsificante, solubilidad, viscosidad, gelación, estabilidad 

térmica y coloidal. 
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Los sectores que la emplean son las industrias lácteas, de cárnicos, reposteria y panadería las que 

mayor beneficio obtienen en la elaboración de productos y los usos consisten en la fortificación de 

quesos y procesados, helados, yogur!, leches fermentadas y acidificadas, cremas batidas, betunes, 

merengues, chocolates, jamones, sustituto de huevo y fortificación de alimentos nutricionales (lmm y 

Regenstein,1998). Las caracteristicas de la leche en polvo destinada a usos industriales se pueden 

ajustar de acuerdo a las necesidades. Como alternativas de uso están las de fonmulas lácteas, 

preparaciones alimenticias y/o leches enriquecidas con suero de leche, caseína o caselnatos 

(Dalgleísh, 1999). En el diagrama 1 se presentan los subproductos obtenidos de la leche fluida de 

mayor uso industrial. 
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Diagrama de Obtención de los Subproductos Lácteos (Amiot,1994) 

Caselnas 

Enzimática 

Caselna Láctica Caselna Renina 

NaOH 

Solubiiización por 
álcalis pH 6.7 

Secado 

Ca(OH)2 

Leche Bronca 
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1.11.1 Obtención de caseínas y caseínatos 

La obtención de las caseinas se puede realizar por tres vias: 

1) Quimica y fisicoqulmica: caseina ácida. 

2) Fermentativa (bacterias lácticas): caseina láctica. 

3) Enzimática: caseina cuajada. 

Se parte de leche descremada y pasteurizada. Las operaciones siguientes son; extracción, 

purificación y secado. La fabricación de los caseínatos es más elaborada, se hace a partir de la 

caseina ácida o láctica seguida de operaciones de soiubilización en la sal correspondiente (en 

sistemas continuo o discontinuo), deshidratación y secado (cilindros o por atomización). 

Investigaciones recientes (Slattery et al, 1999) proponen la obtención de caseinatos y caseinas 

mediante hidrólisis enzimática con proteasa de Bacil/us debido a que mejora la· actividad 

emulsificante a pH ácidos, emulsiona las grasas y deja a las proteinas libres para retener el agua, lo 

que permite controlar mejor las propiedades funcionales en la elaboración de alimentos infantiles, 

fortificación de productos geriátricos, en usos farmacéuticos y aplicaciones nutracéuticas. 

lkonen e/ al (2000) plantean la manipulación genética de las variantes de la caseina, principalmente 

la 13-caselna y la K-caseina de tres diferentes razas de vaca a partir de los cromosomas 6 (7, 19) a 

partir del fenómeno de polimorfismo proteico, para promover mejoria en las propiedades funcionales 

a partir de cambios fisicoquimicos y reológicos, que permitirán un amplio uso a nivel industrial lo que 

principales paises europeos productores de leche, no tardaran en usar esta manipulación genética. 

1.11.2 Obtención de las proteínas del suero de leche 

Existen tres tipos de lactosuero, que se detallan en el cuadro 11, que varian de acuerdo a su acidez 

titulable. Casi la totalidad del suero de leche en polvo se produce a partir de lactosuero dulce, el cual 

se concentra hasta un contenido en sólidos totales del 35 - 52% y el sistema de secado que se 

realiza es por atomización. Suele emplearse como sustitutos directos de la leche en polvo 

desnatada. 

27 

-~---·~· --· ·---



Antecedentes 

El WPC (concentrado de proteínas de suero) se obtiene por separación mediante técnicas de 

ultrafiltración que permiten el fraccionamiento del lactosuero (y de la leche descremada) sin 

necesidad de aplicar calor y, por lo tanto, sin desnaturalizar las proteínas del suero asl como 

concentrar hasta un 75% en sólidos totales (Casper et al, 2000). 

Cuadro 11. Tipos de lactosuero 

Lactosuero dulce Acidez titulable 0.1 - 0.2 % pH 5.8 - 6.6 

Obtenido por vía enzimático 

Lactosuero semiácido Acidez titulable 0.2 - 0.4 % pH 5.0 - 5.8. 

Obtenido de quesos frescos y ácidos como Ricota y el requesón 

Lactosuero ácido Acidez titulable 0.4 % pH < 5.0. 

Procedente de quesos frescos ácidos y caseína ácida. 

(Vamam, 1994 ). 

1.11.3 Cambios conformacionales de las proteínas del suero de leche 

En el cuadro 12 se muestran algunas caracterlsticas funcionales de las protelnas del suero Estas 

son sensibles a temperaturas mayores de 60ºC, por lo que se promueven cambios en las 

propiedades del producto en el polvo recién obtenido y en los cambios que tienen lugar durante el 

almacenamiento de la leche en polvo o de los aislados. Generalmente se produce la 

desnaturalización de la ¡3--lactoglobulina en un 80-90 % y de la a- lactoalbúmina en un 33-45%, pero 

sólo se da durante el secado del producto, pasando de su conformación globular nativa a una 

conformación al azar que permite fácilmente las interacciones Ión-proteína y proteina-protelna. Las 

protelnas del suero desnaturalizadas, como la 13-- lactoglobulina y otras protelnas del suero, forman 

complejos con las caseínas, preferentemente mediante enlaces de calcio (Wnag et a/,1999), lo que 

hace mejorar las propiedades funcionales y nutricionales. 
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Cuadro 12 Características de las proteínas del suero 

1 
Proteína Características 

1 
13 - lactoglobulina Termolábil 

1 
a- lactoalbúmina Algo termolábil 

1 
Proteasa - peptona Termoestables 

1 
lnmunoglobulinas j Muy termosensibles 

1 Albúmina sérica bovina Termolábil 

Caselna soluble Termoestables 

(Fox y McSweeney,1998). 

Funcionalidad 

Domina las propiedades funcionales 

1 Solubilidad de los concentrados, gelificación y emulsionante 

1 Actividad superficial, favorece balido 

¡- Favorece gelificación 

¡-· Une llpidos 

1 Modifica funcionalidad 

1.12 Técnicas de monitoreo de calidad 

Se han realizado investigaciones con la finalidad de corroborar la calidad de la leche y sus 

subproductos mediante diferentes técnicas. Hay propuestas de métodos tanto presuntivos como 

confirmativos. Algunos de los principales métodos presuntivos se basan en la comparación de 

resultados obtenidos con respecto a valores pre-establecidos a partir de normas nacionales e 

internacionales dependiendo del pais de origen. Una de éstas es el análisis proximal (AOAC 1991), 

que permite suponer la presencia de agentes adulterantes o el enriquecimiento de algún 

componente de la leche. Las métodos confirmatorios abarcan diversas prácticas que permiten 

concluir acerca de la calidad y origen de la leche y sus subproductos, de acuerdo al siguiente 

cuadro: 

Cuadro 13. Trabajos que involucran métodos confirmatorios. 

Autores J Métodos/información 
¡·-·--
1 

1 Miralles y Ramos 
1 
1 (2001) 

Walsh y Brown 

(2000) 

Electroforesis capilar: 
" ______________ , 

Técnica para determinar la concentración de proteína de leche de 

vaca fluida, suero de leche y caselna láctica, mediante degradación 

de la K-caseina. 

HPLC: 

Estimación de las proteinas en mezclas de leche fluida mediante 

secuencia de aminoácidos. Posteriormente se cuantifica mediante 

HPLC utilizando estándares. 

continua 
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Continuación cuadro 13. 

Guzmán-Gonzalez y col. 

(2000) 

Electroforesis: 

Caracterización de las proteínas presentes en productos lácteos 

como el yogur!, enriquecidos con caselnatos y concentrados de 

leche en polvo. 

!- . ~~rcl~. ::·i~o~~olina --¡;~::~~º~:~~esto que permite determinar la ca~dad y composición 

1 (2000) de los productos de protelna de soya. 
i ¡-··--

Brikker y Hill 

(2000) 

Reológicos: 

Estudio del efecto reológico de Ja fortificación de Ja leche fluida y en 

polvo reconstituidas con mezclas de protelnas de suero; 

a-Jactoalbúmina y dos variantes de ~-lactoglobulina, con tratamientos 

térmicos diferentes, que permiten determinar la viscosidad a 

diferente pH. 

' 1 

1 

' .. 

' 
i 

Syrbe y Klostermeyer 

(1999) 

Reológicos: 

Estudio basado en el comportamiento de mezclas de leche fluida 

adicionadas con carragenina, protelna de suero y protelna de soya. 

··--·-- --------------·--- Espectrometria de masas: 

Visser y Olieman Análisis de las variantes genéticas o mutantes de ~-lactoglobulina, 

(1999) a-lactoglobulina y carbohidratos en bebidas lácteas, mediante la 

determinación de Ja secuencia de péptidos y proteínas. Acoplada a 

la electroforesis capilar. 

J Espectroscopia Ultravioleta: 

Peng y Puhan 1
1 
Determinación de proteínas en leche fluida, en especial Ja caseína 

(1999) comparada con la técnica de Kjeldahl. 

¡· ··---·----------·-f Espectroscopia de infrarrojo cercano: 
1 1 
i Análisis de grasa, protelna total, nitrógeno no proteico y caselna de '¡ Laporte y Paquin 

(1999) ¡ leche de vaca, en base al espectro de absorción electromagnético. 

! 1 

' ··-· -··---------·---·----·-------.J 
Continua 

30 



Antecedentes 

Continuación cuadro 13. 

1 

Qui micos: 

lgarashi Método propuesto para la separación de las fracciones de caselna 

(1999) en leche fluida y en polvo, basado en la solubilidad con diferentes 

reactivos, para hacer especifica la selección y precipitación. 
-------------------

Electroforesis. capilar: 

López Tapia y col. Determinan la presencia de proteína de soya en productos lácteos, 

(1999) mediante electroforesis SDS-PAGE. 

HPLC: 

Sobe etal Separación y cuantificación de las protelnas de las variantes 

(1999) genéticas de la kapa caseína mediante cromatografía de líquidos en 

1 

fase reversa. 

Métodos inmunológicos: 

Malina etal Detección de protelnas de suero de leche y de soya, con 

(1998) anticuerpos de a-lactoalbúmina y 13-lactoglobulina en formulas 

lácteas. 

,------------ Electroforesis: 

1 
Lynch et al Determinación de perfiles cromatograficos de elusión y propiedades 

: (1997) electroforéticas de los aminácidos libres, el contenido de grupos 
i 
1 sulfihidrilo en los caselnatos de sodio comerciales. 
i 

1 Electroforesis-SOS. 
1 

i, 
1 

Schagger y von Jagow Técnica de separación de protelnas de bajo peso molecular, en el rango de 

: (1997) 1 -100KDa y determinación de secuenciación de aminoácidos de 

¡ j diferentes proteínas y orígenes, incluyendo las lácticas 

' ·· ---Pinto y Brito Electroforesis- SOS: ; 

1 1995 Detección de sólidos de suero de ueserla en leche asteurizada. ¡: q p 

1 

:------·--------!Eiectroforesis capilar: ·--· ! 
'. van Riel y Olieman \ Determinación de la presencia del caseína macropéptido en la leche l 

(1995) 1 pasteurizada de vaca y búfalo. Detección de proteínas de bajo peso j 
molecular. 1 

------· 
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Como se observa, existe una amplia gama de metodologías que permiten obtener información 

cuantitativa y cualitativa sobre las protelnas y otros compuestos de la leche. Algunas técnicas se 

caracterizan por su simplicidad y otras requieren de equipo sofisticado, inaccesible para muchos 

laboratorios. En el presente estudio se utilizará la técnica de electroforesis SDS-PAGE, con la 

finalidad de identificar las fracciones proteicas propias de la leche entera con respecto a las 

denominadas leche que ingresan al pals. Los patrones de bandeo obtenidos se analizarán con el 

software Quantity One (Bio Rad), a fin de obtener información objetiva de los perfiles encontrados. 
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Objetivos 

2.0 Objetivos General 

Implementar un marco de referencia con técnicas fisicoquimicas y bioqulmicas que permitan 

conocer el comportamiento de leche Huida, leches comerciales y muestras de referencia de 

preparaciones de proteínas lácteas en lo que se refiriere a su : 

Composición proximal 

• Parámetros fisicoqulmicos 

• Perfil electroforélico unidimensional 

Verificar si diversas muestras de preparaciones lácteas en polvo importadas, contienen la cantidad 

de protelna total, caseína y proteinas del suero caracterlslicos de la leche entera en polvo sugeridos 

por la Norma NMX-F-026-SCFI y el PROY-NOM-155-SCFl-2001. 
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Metodolog la 

3.0 Metodología 

3.1 Muestras analizadas 

Para realizar el estudio se trabajó con dos tipos de productos como referencia (a y b) asl como con 

muestras problema (c). En algunos casos, los métodos se aplicaron a productos comerciales de 

otras marcas para comparar el comportamiento (d) 

a) Aislados proteicos comerciales 

Caseina láctea (New Zealand. S.A de C.V). 

Caseinato de sodio (New Zealand. S.A de C.V). 

• Caseinato de calcio(New Zealand. S.A de C.V). 

• Suero de leche (New Zealand. S.A de C.V). · 

• WPC o MPC ( Milk PrCJteins co~éentr~te) y (New Zealand. S.A de C.V), 

. -:,· __ 

b) Leches enteras ~· .. --;,'· >/: ·~ 

Leche comercial Nido (Nesllé)en úna presentación ele 250 gramos, herméticamente 

sellado (Análisisis cornpl~tos) 
Leche bronca provenienie del rancho San Antonio, localizada en el municipio de 

Ameca en el estado de Puebla, México. Se fraccionó en lotes de 250 gramos para 

congelarla a 4ºC. Posteriormente liofilizarla (liofilizadora Labconco, Inglaterra 

-50ºC y 60 mPas de vacío). 

c) Muestras Problema. 

Proporcionadas por la Administración General de Aduanas (ver cuadro 16) a través de la 

Administración Central de Laboratorios (ACL) y Servicios Centrales (SC). Siete muestras de 

distinto origen en bolsas transparentes selladas y etiquetadas, con un volumen aproximado 

de 100g para todas las muestras. Las características de las mismas, de acuerdo a dicho 

organismo se muestran en el cuadro 14 
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Cuadro# 14. Composición Muestras Problema 

: Clave 
% Grn~~---_J 

1 

___ J % Proteina % Cenizas 

F-38 7.6 43.09 
\
' 1.0 1 

-----'~---------~----------~--~----~-
F-39 6.8 58.20 _J _J 1.8 1 

--- ---~-

____ __¡ 1.7 1 F-40 1 6.9 _J ___ 31.9 J ___ 
F·41 1 6.5 36.09 

1 _J' 1.76 1 
------ ------~-

~_J 7.1 

F·43 i 7.46 

F-44 
1 

7.0 

Análisis realizado por la ACL ySC 
• Adicionado con aceite vegetal parcialmente hidrcgenado. 

ººAdicionado con aceite vegetal. 

33.09 3. 9. 1 

44.0 4.42 1 

37.7 4.2 ** 1 

Todas las muestras analizadas se fraccionaron en lotes de 250 gramos. Fueron almacenados en 

recipientes, herméticos, no translúcidos, a 4 ºC, para prevenir reacciones de oxidación. 

d) Muestras de leches comerciales 

Leches comerciales en polvo, misma presentación: Bio Nan, Nan, Camalion, Alpura, 

Fortileche (Verificación parcial de resultados). 

• Leche fluida Suiza. 
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3.2 Estrategia experimental 

Figura 3. Esquema para la Identificación de caseína, caseinatos y/o fracciones proteicas en muestra problema. 

Identificación de fracciones 
proteicas 

• Analisis proximal 
(AOAC, 1995). 
• Determinación de proteína total 
(Micro-Kjeldahl. A.OAC 1995) 

• Solubilidad en función del pH 
(Popineau y col, 1998). 

• Determinación de proteína soluble. 
(Lowry-SDS, Peleraon 1977). 

i---11J)~ Muestras 
{ 

•Aislados proteicos comerciales. 
• Leches enteras de referencia. 
• Muestras Problemas 

Caracterización de materia 

+ 
' Determinación de carbohidratos totales. 
(Dubois el al 1956 ). 

• Determinación de azucares reductores. 
(DNS, Miller, 1959). 

Perfiles Electroforéticos 
(Laemmli-SDS, 1970) 

PpconTCA 

Análisis Molecular 
Software Quantity One 

[Bio.Rad) 
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(Popineau y col, 1998). 

' Prueba reológica. 
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3.3 Caracterización de la materia prima. 

3.3.1 Análisis proximal. 

Resultados y Discusión 

Las determinaciones se realizaron de acuerdo con las pruebas esiipuladas en el texto de 

Associatioin of Analytical Communities (AOAC 1995). Con la finalidad de establecer parámetros 

estadlsticos se realizó un promedio de seis mediciones por cada determinación y se evaluaron con 

el programa estadlstico Statistics Program Social Sciences ( for versión 8.0). 

Determinación de Humedad. Método AOAC 927.05. 

Determinación de Cenizas. Método AOAC 945.46. 

Determinación de Grasa. Método AOAC 905.02. 

Determinación de Proteina total. Método AOAC 991.20, realizada en el equipo Buchi 426 Digestion 

Unit (Alemania). 

3.3.2. Determinación de carbohidratos. 

3.3.2.1 Determinación de carbohidratos totales. 

Se llevó a cabo por el método de Fenol sulfúrico descrito por Dubois et al 1956. La concentración de 

la curva patrón fue de 100µg/ml de glucosa. Se realizó un promedio de tres repeticiones y se 

evaluaron con el programa estadistico Statistisc Program for Social Sciences (SPSS). 

3.3.2.2 Determinación de azúcares reductores. 

Se realizó por la técnica de reducción del ácido 3-5 dinitrosalisilico DNS reportado por Miller, 1959. 

La concentración de la curva patrón fue de 2 mg/ml de lactosa. Se realizó un promedio de tres 

repeticiones y se evaluaron con el programa estadistico Statistiscs Program for Social Sciences 

(SPSS). 
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3.3.3 Determinaciones fisicoquimicas 

3.3.3.1 Viscosidad 

Se usó la técnica que reporta Nungaray, 2001, la cual se basa en la determinación de la viscosidad 

de suspensiones al 12% de sólidos totales de la leche bronca. Las muestras problema se ajustaron 

a un 12% de sólidos e hidrataron con agua, registrando el tiempo que tarda en pasar el flujo de la 

suspensión por un capilar del. viscoslmetro capilar Cannon-Fenske (lnternational Research 

.Glassware;. E.U.). a 4ºC, que es la temperatura a la cual se conserva la leche bronca. La 

d~tei:rninaciÓn se realizó por triplicado. 

3.3.3.2 Determinación de pH. 

Se realizó por la técnica de Popineau y col. (1998). Se prepararon suspensiones del 1% p/v, para 

las muestras de aislados proteicos y muestras de referencia y del 2% para las muestras 

proporcionadas por la ACL. Se llevaron a un volumen de 50 mi con agua desionizada a pH 7 .O - 7 .2. 

La solución se mezcló por 15 minutos con un agitador magnético en una placa agitadora marca 

Ccle-Parmer modelo 4802-00. USA, a temperatura ambiente y el valor de pH se registró con un 

po'.1mciómelro marca Beckman-Coulter (Alemania) modelo q> 34 pH meter. Las determinaciones se 

realizaron por sextuplicado. 

3.3.3.3 Determinación de ácido láctico. 

Se empleó el método AOAC 947.05. Se reconstituyeron las muestras a un 12 % de sólidos totales, 

El porcentaje de acidez titulable se cuantificó con HCI al 0.1 N (Merck) y fenolftaleina (Merck) como 

indicador. 
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3.4 Curvas de solubilidad de las proteínas en función del pH. 

La solubilidad de las proteínas se determinó de acuerdo a la estrategia propuesta por Popíneau y 

col. (1998). Se prepararon suspensiones de leche con un nivel de proteína del 1 %. (p/v). En un 

volumen de 30 mi de disolvente (agua desionízada pH 7.0.) se ajustó a diferentes valores de pH 

(2,4,6,8 y 10) con HCI 0.1N (Merck) ó NaOH 0.1N (Baker). El valor de pH se registró con un 

potenciómetro marca Beckman, modelo cp 34 (Alemania). Las suspensiones se agitaron orbitalmente 

a 120 rpm durante 30 minutos. Se ajustó de nuevo el pH, se aforó y se agitó nuevamente por 30 

minutos (agitador orbital New Brunswick, Inglaterra). Posteriormente se centrifugó la suspensión a 

10,000 r.p.m por 30 minutos a 4ºC, en una centrífuga Beckman J2-MC. 

3.4.1 Determinación de proteína soluble 

Después de centrifugar, se tomó un mililitro del sobrenadante y se cuantificó la protelna soluble de 

todas las muestras por el método de Lowry-SDS (Peterson, 1977). Se utilizó albúmina sérica bovina 

(1.0 mg/ml) para realizar la curva patrón. Las determinaciones fueron por triplicado y los resultados 

se analizaron con el programa estadístico Statistics Program for Social Sciences versión B.O. 

3.5 Método de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. 

El sobrenadante obtenido de todas las muestras se concentró mediante la precipitación con acido 

tricloro acético al 50% en una relación 1: 2, se dejó reposar por 24 hrs a 4ºC. Posteriormente et 

precipitado se lavó con acetona para quitar el exceso del acido tricloroacético y se resuspendieron 

en un volumen conocido de agua desionizada, de acuerdo al porcentaje de proteína soluble que 

contenla cada muestra. Las muestras asi tratadas fueron sometidas a electroforesis en gel. 

La elaboración de geles de poliacrilamida se llevó a cabo de acuerdo al método de Laemmli- SOS 

(1970) en la camara HOEFER. SE 600 SERIES ELECTROPHORESIS UNIT. USA. El pH del 

sistema se amortiguó con buffer 0.025 M Tris a pH 6.8. El gel concentrador se hizo al 10% de 

acrilamida y pH 8.8. Para el gel separador se empleó acrilamida al 16% y pH 8.8. Para correr la 

electroforesis se aplicó un voltaje de 250 watts, 360 mA y 80 volts, por tres horas y medía. 
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Los geles se tiñeron con una solución al 20% de azul de Coomassie por tres horas y posteriormente 

se destiñeron con una solución de ácido acético glacial y metanol en una relación 7:3 en un litro. 

3.6 Análisis molecular 

Se obtuvo la imagen de cada gel mediante el densitómetro Fluorst GS 700 (Bio Rad Laboratories, 

E.U.). La determinación de los pesos moleculares y la concentración de cada banda se obtuvieron 

al extrapolar los pesos y concentraciones de los estándar de pesos moleculares de alto y bajo rango 

(marca Bio rad.), mediante el software Quanlity One, Bio Rad (EU). 
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Resultados y Discusión 

4.0 Resultados y Discusión 

Con la finalidad de conocer la composición proximal y, en particular, el contenido de protelna, se 

caracterizaron qulmicamente las muestras de aislados proteicos, de leches enteras y las problema. 

Los resultados proporcionaron elementos para establecer su composición e identidad con respecto a 

la designación de formula láctea o leche en polvo. Para poder evaluar los resultados de las leches 

enteras de referencia y muestras problema se tomaron como referencia los valores establecidos en 

la Norma Oficial Mexicana para leche en polvo NMX F 026 1997 SCFI y el proyecto de norma 

PRY-NOM-155-SCFl-2001, así como lo que reporta el exportador o la etiqueta. En el caso de los 

aislados proteicos comerciales los valores obtenidos del qulmico proximal sólo se compararon con lo 

que reporta el proveedor y/o la etiqueta. Los resultados se muestran en el cuadro 15. En las 

muestras problema se aprecian valores superiores a los indicados en la norma. Las diferencias en 

composición qulmica y la determinación de solubilidad se deben a la presencia de compuestos que 

inciden en las propiedades funcionales (indicadores de las condiciones del proceso de secado de la 

leche en polvo (Alais,1990). Estas pueden resultar en alteraciones del comportamiento reológico 

(viscosidad) y de algunas caracterlsticas fisicoqulmicas (pH y ácido láctico) ( Bikker et al 2000, 

Nungaray, 2001), que se analizan más adelante. 

A continuación se presenta un análisis más detallado para cada parámetro evaluado y se señalan 

las diferencias estadísticamente significativas. El análisis estadístico para evaluar la calidad de las 

repeticiones se basó en pruebas de Fisher, las cuales se realizaron a un nivel de significancia del 

95%. Se debe aclarar que no se presentaron diferencias significativas entre el número de 

repeticiones, lo cual quiere decir que el número de mediciones fue el adecuado para obtener las 

conclusiones. Para evitar que la humedad enmascarase las diferencias entre los contenidos de los 

demás compuesto, se reporta el análisis qulmico proximal en base seca, y al contar con las 

mediciones de la misma, se decidió analizarla por separado. 
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Cuadro 15 Análisis Qulmico proximal de muestras de aislados proteicos muestras de 
referencia y muestras problema (Reporte en base seca) 

Muestras ,-. Cenizas :,,·:Grasa'.. . :::;Pré!t41ina _ -3~a.rb,~~i~ratos_ 
·o¡. · ·o¡. ' % -- Totales%.·-

Case In a 2.54. ± 0.16 0.00 96.45 ± 0.76 0.93 ± 0.00 

Caseinalo de sodio 5.54 ± 0.13 1.09 ± 0.00 67.69 ± 1.06 5.14 ± 0.15 

caselnato de calcio.:~, .-,··-~:~;t~;itj:hj d:~~#~~;~e'.. ;-J.giz/.}~~-?~~-¡:;'. :,'.,}}~:~ l}l!l;P:~:~;t~füi~ 
Leche Comercial 6.69 ± 0.54 2.65 ± 0.00 27.07 ±0.25 63.40 ± 0.38 

:, -'.~~~:u~~A~~·:./ --~ :_~~:-,;~~~~~Wi11 ~~1~6l~¿~~~1-; ~¿·~~~t~~~~:~;~~~~~~~-~ ~~t~i;:.:.;t~:~~~ft~i{;~};fJ~~!~J 
WPC 7.21 ± 0.10 1.04 ± 0.00 72.67 ± 0.26 16.39 ± 0.00 

F-36 
, ~ .. ··: . :~,·~: : .. ~ 

F-39 7.67 ± 0.05 1.51 ± 0.00 56.45 ± 2.08 33.91 ± 0.00 

-~ ~~~~:~-!:~~.~~~?t-~~:~~r~~~ @~~i:.~~~ffi~~~ ~~~v:~~~ffe.*~;~~/; ;i:~~~z~r!:~~~:··-~~;~t :_i , _t './:·"J::~~·-:~::.~!_'.;~~~?- ;:~~:~-:.~: 
F-41 6.75± 0.03 1.60 ± 0.00 32.90 ± 0.60 56.16±0.13 

~~~r!~~~~~t~&~~ri~illi ~::~~;.~]~-~~::: j,:~~:~f:~~~:~~-.!):-~·:·~~;~ ~i-~~r~~;:.!~~~~:~~:;~~~:J_;?~~~~~~~~ 
F-43 7.96 ± 0.02 4.28 ± 0.00 43.28 ± 0.30 43.66 ± 0.20 

La NMX F 0261997 SCFI especifica los siguientes parámetros para leche en polvo: Humedad 4% máx, Protelna 3.4% 
min, Grasa bu!lrica en leche entera 2.6% mln. leche parcialmente desC1emada inferior a 2.6% y para leche desC1emada 
un máximo de 1.5%. parcialmente descremada y descremada 1.5% mln. Cenizas de acuerdo al CODEX STAN207-
1999, especifica para leche entera 6%, parcialmente descremada 7%, y descremada 6%, con fines de importación. Los 
carbohidratos totales se presentan en base seca. Se presenta el promedio de seis repeticiones y su desviación 
estándar. 
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4.1 Composición de las muestras 

4.1.1 Contenido de humedad 

Las muestras proporcionadas por la Administración Central de Aduanas, asi como la leche comercial 

Nido, superan lo establecido por la norma mexicana, que permite un valor máximo de 4% de 

humedad. Los resultados son heterogéneos (ver anexo I , cuadro 1 ), lo que indica diferencias en la 

manipulación y procesamiento de las muestras, no necesariamente acordes a los criterios 

establecidos en las buenas prácticas de manufactura en las diversas etapas de secado, transporte y 

almacenamiento. El contenido de humedad, es decir, del agua libre, afecta negativamente la 

estabilidad durante el almacenamiento asi como las propiedades físicas de la leche en polvo. La 

cantidad de agua se regula en el proceso de atomización y mediante las condiciones de secado, 

pero también depende de las caracteristicas del concentrado (Spreer, 1991). El incremento de 

humedad genera cambios en la solubilidad y puede desencadenar reacciones de Maillard debido a 

las interacciones entre las protelnas y la lactosa, que a su vez favorecen reacciones de oxidación y 

reacciones enzimáticas (Fenemma,1997), cambios en la percepción del sabor y en otras 

propiedades físicas, lo que reduce la funcionalidad y vida de anaquel (Spreer, 1991 ), por posible 

deterioro microbiologico. 

4.1.2 Determinación de cenizas 

La composición de las sales se ve modificada por factores tales como la alimentación del animal, el 

tiempo de lactación y enfermedades presentes en la vaca (mastitis). Además, durante la incineración 

se producen pérdidas y cambios de estado de muchos minerales, como los cloruros alcalinos, que 

son parcialmente volátiles. El valor de este parámetro no se encuentra estipulado en la norma 

mexicana (NMX F 026 1997 SCFI) ni en el proyecto de norma oficial. Sin embargo, el CODEX 

STAN207-1999 establece un intervalo de 5.5-6.0 % de cenizas totales para leche entera en polvo y 

de 6-9% para leche descremada en polvo con fines de importación. De acuerdo con la prueba de 

rango múltiple de Duncan (ver anexo I , cuadro 2), se agruparon sólo dos conjuntos de muestras 

problema. En el primero se encuentra F-41, F-42, y el en segundo F-43 y F-44, cuyos valores de 

acuerdo al CODEX STAN207-1999 corresponden a leche descremada. 
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El resto de las muestras problema (F-38, F-39, F-40) no se agrupó pues existlan diferencias 

significativas en los niveles de cenizas detectados. Sin embargo los valores mostrados también 

corresponden a la denominación de leche descremada de acuerdo al CODEX STAN207-1999. Los 

aislados proteicos cumplen con lo que especifica el proveedor en la etiqueta. Las leches enteras 

tienen valores correspondientes a leche descremada, por que superan lo establecido por el CODEX, 

si la denominación de la etiqueta (leche comercial) y origen (leche de vaca liofilizada) es de leche 

entera. El incremento en este valor indica un alto contenido de minerales, que pudiera resultar de la 

adición de caseinatos ya sea de sodio, calcio o mezclas de éstos; de la adición de fosfatos como 

agentes estabilizantes, asl como de la fortificación de la leche en polvo por calcio o algún otro 

mineral con el fin de mejorar la calidad nutrimental (Earty,1999). 

4.1.3 Determinación de grasa 

La norma mexicana y el proyecto de norma oficial señalan que debe existir un contenido mlnimo de 

grasa en leche entera del 2.6%, en leche parcialmente descremada debe ser inferior a 2.6% y para 

leche descremada un máximo de 1.5%. Esta norma incluye también a las denominadas fórmulas 

lácteas, para las que establece que la adición de grasa vegetal o butírica debe ser de 3% como 

minimo para leche entera, un máximo de 2.8% para leche parcialmente descremada y un máximo de 

0.5% para leche descremada. 

Las muestras analizadas se agruparon en dos conjuntos, de acuerdo a la prueba de rango múltiple 

de Duncan (ver anexo I , cuadro 2). En el primero se encuentran caseinato de sodio, WPC y F-38. 

El segundo agrupa a caseinato de calcio, F-40 y F-41. En ambos grupos las muestras problema 

tienen valores correspondientes a leche descremada. Las restantes muestras problema (F-39,F-42, 

F-43 y F-44) no se agruparon, debido a que existían diferencias altamente significativas entre los 

valores obtenidos. Además de que en las muestras F-42 y F-44 el origen de la grasa es aceite 

vegetal y aceite parcialmente hidrogenado respectivamente, de acuerdo a la Administración Central 

de Aduanas. En el caso de la muestra F-43 no se especifica el origen de la grasa y el valor 

obtenido es superior a lo que especifica la norma tanto para leche en polvo, como para fórmula 

láctea. El valor de la muestra F-3!? corresponde a leche parcialmente descremada. 
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La determinación de grasa presenta problemas pues la mayor parte de la misma está contenida 

entre las partlculas del polvo, mientras una fracción se encuentra como grasa libre en la superficie 

de las mismas. Esto tiene influencia directa con el proceso de oxidación, la que se puede favorecer 

en presencia de oxigeno, humedad, metales pesados y la ausencia de agentes antioxidantes 

(Fenemma, 1997, Amiot, 1994). El porcentaje de humedad que tienen la mayoría de las muestras 

problema favorece estas reacciones. Al mismo tiempo, se sabe que la grasa reduce la flotabilidad y 

humectabilidad de la leche en polvo, lo que sucede en las muestras problema. La observación 

anterior se refuerza con el hecho de que en las muestras F-43 y F-44 se percibe un ligero aroma y 

sabor a rancio, lo que no coincide con el sabor tipico de la leche en polvo, que es ligeramente dulce 

y no debe ser perceptible ningún sabor rancio ni desarrollarse ningún otro aroma (Alais, 1990). 

4.1.4 Determinación de proteína 

La norma oficial establece para leche fluida un porcentaje mínimo de proteína del 2.9%. Se 

considera que un alto contenido proteico es indicador de calidad de la leche para consumo humano. 

Para toda denominación de leche en polvo establece un mínimo de 3.4%. Sin embargo la 

denominación de formula láctea establece un mínimo de 2.2% de protelna, designación a la que 

corresponden las muestras problema. 

La leche bronca deshidratada cumple con la especificación de la norma para leche fluida, de 

acuerdo a la prueba de rango múltiple de Duncan (ver anexo I , cuadro 2): sólo agrupa a leche 

bronca y tres muestras problema (F-40, F-41, F-42) de las cuales presentaron valores inferiores a lo 

que se establece para leche en polvo. Las restantes muestras problema (F-38, F-39, F-43 y F-44) 

no se agruparon pues existian diferencias altamente significativas en los niveles de proteínas 

detectados. Esto podria indicar que las muestras fueron enriquecidas con fracciones proteicas y/o 

son concentrados de proteina, ya que valores máximos de proteina detectados en leches de vaca de 

diferentes paises no excede del 4.0% de proteína (Hussein el al 1999). La leche en polvo comercial 

presenta valores correspondientes a una fórmula láctea, ya que el porcentaje de proteína es inferior 

al 3.4% para leche en polvo, mientras que la leche bronca liofilizada cumple con los valores 

establecidos en la norma para leche en polvo. Las muestras de aislados proteicos tienen valores 

altos de proteina, que concuerdan con lo que reporta el proveedor. 
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4.1.5 Determinación de carbohidratos 

Con la finalidad de confirmar que las muestras problema y las leches de referencia cumplieran con el 

porcentaje establecido de sólidos no grasos establecidos por la normatividad, se cuantificaron los 

carbohidratos totales por el método de fenal sulfúrico (Dubois, el al 1956), y los azúcares reductores 

por el método DNS (Miller, 1959) para descartar un exceso de lactosa, principal componente de los 

sólidos no grasos de la leche. Los azúcares no reductores se obtuvieron por diferencia, debido a la 

sospecha de la presencia de sacarosa y de otros carbohidratos mas complejos, como las dextrinas, 

en las muestras problemas. Los resultados se presentan en el cuadro 16. 

Cuadro 16. Determinaciones de Carbohidratos Totales y Reductores 

Muestra 

1 

Carbohldratos Azúcares 

totales% Reductores % 

Caselna L_ 0.93 ± 0.01 
1 

0.1 ± 0.01 

Caseinato de sodio 5.14 ± 0.01 J ___ 0.1 ± 0.01 
__J 

Caselnato de calcio 11.97 ± 0.01 
1 

0.3 ± 0.01 

Suero de leche ! 79.32 ± 0.05 j 57.5 ± 0.23 J 
___________________ J ------------------ - - -------- ----· ---------

WPC ! 18.39 ± 0.50 1 17.89 ± 0.33 _j _______________________ J _________________ --- --- --·- - --- -------

Leche comercial i 62.4 ± 0.38 j 49.99 ± 0.70 _J ---- _ __; _____________ --------------
Leche bronca 53.06 ± 0.50 51.15±0.16 j 

F-38 48.65 ± 0.16 30.90 ± 0.57 
1 

-----=~-__J 31.91 ± 0.00 _J ________ ~1.50±_~_J 
_________ F-4~-------· ___ 54.65 ± __ ~·~ _ ! 48 10_ ± ~:_:_ _ _j 

F-41 _5:·~6- ~--º.:1! .. ___ 1__ _ --~~:8_~ ~_ci2~ _______ _J 
F·42 : ____ :3.55 ± o.38 __ J ____ 5o~±º:~__J 
F-43 _ 42~66 _±__0:20 _ ! 30.10 ± 0.49 _______ J 1 

! F-44 45.63 ± 0.25 1 
1 ____________________ :'__J __ _ 31.44 ± 0.28 

La norma (NMX F 026 1997 SCFI) se refiere al valor cuantificado de Sólidos no grasos, (lactosa) 
como carbohidralos totales, en este cuadro se presenta ambos valores de cada muestra, asl 
como el promedio de seis repeticiones y su desviación eslandar. 
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Los valores de carbohidratos totales para los aislados proteicos comerciales corresponden a lo que 

especifica el proveedor. Los caseinatos tienen una menor cantidad de carbohidratos totales lo que 

impide su aglomeración, ya que éstos promueven la unión entre las proteínas (Varnam y 

Sutherland,1994~ en comparación con el suero de leche y el WPC, donde la lactosa esta contenida 

en la fracción del suero de leche. 

En el caso del caseinato de calcio, el valor de azúcares reductores ( 0.3%) no corresponde a lo que 

especifica el proveedor, ya que es inferior a los carbohidratos totales. De acuerdo a la información 

b~i~dada· .por. ei proveedor, durante el proceso de elaboración de sus productos (caseinatos, 

caseínas, suero de leche, leche en polvo y WPC) se adicionan dextrinas, por lo que la diferencia se 

atribuye a éstas. En la industria es una práctica común agregár azúcares más complejos, a los 

productos lácteos (inclusive leche en polvo), con la finalidad de aumentar su volumen, mejorar la .. ;·,, ,, ., .. 

viscosidad, promover la textura, conservar los aromas y/ci cómo vehiculo en la adición de vitaminas 

que se han perdido durante el proceso de secado, o bie~',: para ayudar al secado por aspersión 

(Fenema, 1997). 

Para las leches enteras, los carbohidratos totales se especifican en la norma oficial mexicana (NMX 

F 026 1997 SCFI y el proyecto de norma PRY-NOM-155-SCFl-2001), como sólidos no grasos 

(lactosa) de la leche, en donde para leche entera en polvo y parcialmente descremada se propone 

un máximo de 5.0%, mientras que para leche descremada y semi descremada, un máximo de 6%. 

En las muestras de referencia de leches enteras, los carbohidratos totales de la leche bronca 

deshidratada y la leche comercial presentaron valores diferentes a los que se esperaba ( 9% más la 

leche comercial), incluso es mayor el porcentaje en relación con las demás muestras problema, ya 

que se suponía que cumplieran con la composición teórica de leches enteras. La leche bronca sólo 

se liofilizó, pero en el caso de la leche comercial entera analizada existe la posibilidad de que en 

virtud de que va dirigida a un sector especifico (infantil) haya sido adicionada de carbohidratos no 

reductores (sacarosa o dextrinas) para satisfacer la demanda de sabor dulce por este sector y/o 

promover el proceso de secado. 
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Los valores de carbohidratos totales de las muestras problema entran en la denominación de leche 

parcialmente descremada y descremada, sin embargo el contenido de lactosa es inferior a lo que 

especifica la normatividad y la bibliografía (Nobel, P, 1999), por lo que la diferencia podría ser por la 

presencia de dextrinas con la finalidad de ajustar los carbohidratos totales. 

La normatividad no permite la presencia de dextrinas en la denominación de leche en polvo, por lo 

que los valores obtenidos de sólidos no grasos (lactosa) aunque sean cercanos a lo que especifica 

la norma para este parámetro, no permiten cumplir con la denominación de leche en polvo. Los 

contenidos de proteína y grasa indican que estas muestras no son leche entera, sino formula láctea. 

La prueba de rango múltiple de Duncan no agrupa a ninguna muestra, al existir diferencias 

altamente significativas entre los valores obtenidos, más no entre las repeticiones. Para determinar 

la cantidad y tipo de dextrina se recomienda utilizar cromatografia de alta resolución, con estándares 

puros de dextrinas. 

4.2 Características fisicoquímicas 

4.2.1. Determinación de pH 

En el cuadro 17 se presentan los valores obtenidos de pH para todas las muestras. La NMX-F-026-

1997-SCFI y el proyecto de norma permiten un intervalo de pH de 6.0 a 6.6 para cualquier tipo de 

leche (excepto leches acidificadas y fermentadas) para consumo humano. La importancia de 

mantener este parámetro dentro de los limites marcados por la normatividad radica en los efectos 

que origina en la vida de anaquel de la leche en polvo, ya que su estabilidad depende de las cargas 

eléctricas y de su grado de hidratación de las micelas de las caseínas. Por lo tanto, la adición de 

agentes estabilizantes está permitida para retrasar la coagulación de la leche en polvo por acción del 

calor. Generalmente se agregan fosfato disódico, citrato sódico y cloruro cálcico, que actúan como 

anfóteros y tienen como efecto aumentar la estabilidad de las micelas de las proteinas, aunque a su 

vez modifican el pH, lo que influye en el equilibrio entre las dos fases: un descenso disminuye la 

cantidad de fosfato cálcico coloidal hasta su desaparición, a un pH alrededor de 5.9, mientras que un 

incremento de pH aumenta la fase soluble (Amiot, 1994, Diario Oficial de la Federación, 14/nov/ 

2001). 
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Las muestras analizadas de leches enteras y las muestras problema (F-38,F-39, F-40,F-42 y F-44) 

registraron valores de pH dentro de la normatividad. Sin embargo dos muestras problema (F-41 y F-

43) superan ligeramente el intervalo establecido por la norma. Los aislados proteicos cumplen con 

lo que estipula el proveedor 

Cuadro 17. Caracterización fisicoquímica de muestras de aislados proteicos, 
muestras de referencia y muestras problema 

~J~~~~:f;;~~~e~~~·... ,;_t~1~&:1;,{~ ti,ft{~t?.~~~~U }!.i)::~t~~t~~t~íif ~ 
Caseína 4.14± 0.08 0.09± 0.03 55 cP± 0.32 

Caseinato de calcio 6.61± 0.01 0.27± 0.04 56 cP± 0.45 

·.L.}~~~~:.i~ !;~~~~ .. ;~'.· '.:··i~~~s\~~1 ~1~~~~st¿:1 ¡;}:g :,-w;~~~~~'.~~w;~~: 
WPC 6.08± 0.41 0.27± 0.08 45 cP± 0.50 

~Leche Bronca : 

Leche Comercial 6.03± 0.58 0.17± 0.08 76 cP± 0.22 

.71,·.cf;~: ~'-~ft~!~· 
F-39 6.53± 0.51 0.26± 0.08 106 cP± 0.41 

·::~t,etT~;3:~itF 
F-41 6.63± 0.40 0.23± 0.08 97 cP± 0.62 

F-43 6.63± 0.58 0.25± 0.08 109 cP± 0.16 

La NMX F 026 1997 SCFI y el proyecto de norma especifican los siguientes parámetros para 
leche entera en polvo: pH 6.2 máx. Acido láctico 1.3-1.7 maximo. La viscosidad no se 
encuenlra en la normatividad, se determino con la finalidad de conocer su comportamiento 
reologico (Nungaray, 2001) Las mueslras se reconstituyeron a un 12% de sólidos totales. Para 
cada determinación se presenta el promedio de seis repeliciones y su desviación estándar. 
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4.2.2 Determinación de ácido láctico 

Para este parámetro los valores de los aislados proteicos comerciales corresponden a lo que 

especifica el proveedor, mientras que las leches enteras cumplen con lo que especifica la norma. 

Ninguna de las muestras problema cumple con lo que especifica la norma para leche en polvo, por lo 

que estas muestras podrían tener algun deterioro microbiológico, puesto que el incremento de ácido 

láctico es favorecido por la humedad, al desarrollar microorganismos que hidrolizan la lactosa, en 

galactosa y glucosa. (Noble P, 1999). 

4.2.3 Determinación de viscosidad 

Se empleó la técnica recomendada por Nungaray ( 2001) para determinar adulteración en leche 

fluida, por lo que las muestras tuvieron que ser hidratadas a ajustar un 12% de sólidos y en 

condiciones de temperatura de 4ºC. Los aislados proteicos, como la casefna y ios caseínatos 

tuvieron diferencia de 1cP entre ellos. El caseinato de sodio es ligeramente menos viscoso que el 

caseínato de calcio, lo que se atribuye a los grupos fosfato y calcio que están presentes en solución 

(Early, 1999). La diferencia entre El WPC y suero de leche es del 4%, este último presenta el mayor 

valor, debido a la lactosa que ofrece mayor resistencia a fluir junto con los minerales del suero de 

leche. El WPC, al ser un concentrado, exento de lactosa y minerales es menos viscoso: para su 

obtención se concentra hasta un 75% en protelnas del suero, en comparación con el suero de leche 

(32%). Entre las leches enteras de referencia, la leche comercial en polvo resultó ser más viscosa 

que la leche bronca. Probablemente esto se debió a la presencia de carbohidratos en la primera, 

que presentan más resistencia al fluir. En el caso de las muestras problema, todas presentaron 

valores diferentes, de acuerdo a Nungaray, 2001, las muestras F-38, F-40 y F-41 se encuentran en 

el intervalo para leche en polvo descremada mientras las muestras restantes sobrepasan los 

valores eslablecidos para leche en polvo. Cuando se analizan leches en polvo se deben considerar 

los factores que influyen en la determinación de viscosidad, como son la temperatura del proceso, la 

desnaturalización de proteínas, el enriquecimiento con fracciones proteicas o la adición de 

carbohidratos complejos, como las dextrinas, puesto que a 4ºC, la resistencia del flujo es mayor, lo 

que favoreció el incremento de la viscosidad en estas muestras. 
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4.3 Caracterización de las proteínas de la leche 

4.3.1 Curvas de solubilidad 

La curva de solubilidad en función del pH permite caracterizar el comportamiento de las proteinas, 

con base en la carga que adquieren en solución y suspensión. También permite medir de manera 

indirecta el grado de desnaturalización que presenten las proteínas, ya que el grado de insolubilidad 

está directamente relacionado con el grado de desnaturalización que se pudo efectuar en las 

proteínas como resultado de los procesos de pasteurización y/o secado (Fennema, 1997). 

Se observan dos gráficas; en la primera se presenta el comportamiento del porcentaje de 

soiubilización de la proteina de los de aislados proteicos (caseína, caseinato de sodio y caseinato de 

calcio, suero de leche y WPC) y las muestras de leche entera (leche comercial y leche bronca 

deshidratada), en la segunda gráfica, se presentan las muestras problema, junto con la leche bronca 

deshidratada, para comparar su comportamiento en función del pH. Para cada muestra se realizó 

un cuadro que pretende simplificar los resultados obtenidos del promedio y desviación estandar de 

seis determinaciones del porcentaje de solubilización de la protelna en función del pH, así como las 

bandas presentes en el perfil electroforético de acuerdo al pH, en el que se resaltan las proteínas 

características de una leche entera. 
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4.3.2 Análisis de solubilidad y perfil electroforético de muestras de aislados 

proteicos 

4.3.2 .. 1. Análisis de solubilidad y perfil electroforético de caseína 

En el cuadro 18 se observan los resultados del porcentaje de solubilización de la caselna, en la 

figura 4 se presenta el perfil electroforético de la caselna adiferentes pH. Las diferencias en el 

porcentaje de solubilización de la caselna en los pH analizados se debieron al contenido de calcio 

presente en solución asociado a las micelas de caseína (Varnam y Sutherland,1994). Un 

incremento en el contenido de calcio se debe a la ruptura de las caseínas a y ~. pues cesa la 

repulsión y tienden a agregarse y flocular a pH de 4.6, que es el punto isoeléctrico de esta fracción 

proteica (lgarashi Y, 1999). En el pH 2 el porcentaje de solubilización de la protelna es mayor 

(6.65%) con respecto al pH 4 (2.09%), en el cual la Kappa caselna permanece en solución, ya que 

contiene la mayor cantidad de fosfo-caseinato cálcico, que permite estabilizar a la protelna a través 

de la carga (Ochirkhuyag. B,1998) y hacerla visible en el perfil electroforético. Además, se observa 

una banda correspondiente a aso-caseina, cuyo punto isoeléctrico es de 5.1 (lgarashi Y, 1999). 

En pH 4 el porcentaje de solubilización de la proteína disminuye, ya que la mayor parte de las 

fracciones de las caseínas se desestabilizan y tienden a precipitar a este pH (lgarashi Y, 1999). Sin 

embargo, se esperaría encontrar en menor intensidad las mismas bandas que se observan a pH 2, 

ya que estas fracciones (Kappa caseína y aso-caseína) de la caseína son solubles a pH ácidos. Et 

no encontrarlas puede ser un problema de solubilización. En tos restantes pH's et porcentaje de 

solubilización de la proteína incrementa con el pH, al comparar con el perfil electroforético en el pH 6 

sólo se observan dos bandas, aunque se esperaba visualizar un número mayor. Esto pudiera 

atribuirse a que el porcentaje de solubilización de la protelna es 40% menor que en los pH's 8 y 10. 

En el pH 8 sí se observa el número de bandas correspondientes a las fracciones de la caselna 

(Ochirkhuyag. B,1998), en tanto que a pH 10 no se observa la y-caselna (11 KDa), a pesar de tener 

el mayor porcentaje de protelna soluble (74.54%) con respecto a los demás pH's. 
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Muchos autores consideran como insoluble a la caselna y su uso se destina principalmente a la 

fortificación de alimentos (Slattery et al 1998). Ochirkhuyag. B. (1998) fraccionó las caseínas de la 

leche de vaca, camello y búfalo mediante electroforesis en SDS y obtuvo los pesos moleculares y 

porcentajes correspondientes, obtenidos en el presente estudio. 

Cuadro 18 Perfil electroforétlco y Solubilización para Caselna 

'Protelna Total 
96.45% 

.. % Solubilizaci6n 
de la protelna 

•**•Análisis 
electroforétlco 

' Proleina tolal en base seca 

pH2 

6.65 ± 1.52 

2 banda 

K~ caseina 
1g KDa 

as2casefna 
22KDa 

pH4 

2.0g± 0.63 

No se observan 
bandas 

pH 6 pH 8 

23.87 ± .96 75.90± 1.12 

bandas 

as2caselna 
25KDa 

ll-caselna 
24KDa 

5 bandas 

as2caselna 
25KDa 

ll ·caselna 
24KDa 

"'Porcentaje de solubilización esta dada por la protelna soluble I g de proteina total 

pH 10 

63.35 ± 1.02 

4 bandas 

as2caselna 
25KDa 

ll·caselna 
24 KDa 

""Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 

Perfil electroforético de Caseína en función del pH 

ttlíir 
~s.~: ~~J}' 

Figura 4. Perfil electrolretico de caseina en función del pH. En los extremos se observan los marcadores de peso 
molecular cuyos valores se reportan en KDa. Et gel se realizó a un 16% de acrilamida 
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4.4.2 Análisis de solubilidad y perfil electroforético de caseinatos 

Los caseinatos son derivados de las caseina. El proceso de obtención es el mismo para ambos, 

con la única variante de la adición de diferente sal, cada una con diferente carga que le brinda 

estabili~ad a las micelas de las caseínas (Walstra P, 1999). En losl cuadros 19 y 20 se observa el 

porcentaje de solubilización para los caseinatos, cuyos porcentajes son diferente entre sí, tanto a 

pH's básicos como ácidos. 

La solubilización del caseinato de sodio en los diferentes pH's es mayor en comparación con el 

caseinato de calcio, lo que pudiera deberse a la presencia de iones divalentes cargados 

positivamente en el caseinato de calcio, que promueven la desestabilización de las micelas de la 

proteina al dejar grupos fosfato expuestos, lo que provoca que se agreguen las proteínas y tienda a 

disminuir la solubilización de las mismas e incremente el contenido de calcio soluble (Noble, 1999), 

en comparación con el caseinato de sodio, que es monovalente y no provoca que se agreguen las 

proteínas (Keating, 1999). A partir del pH 6 en el caseinato de sodio toda la proteína se solubiliza, 

mientras que en el caseinato de calcio en pH 10 se solubiliza toda la proteína. 

A pH's ácidos el porcentaje de solubilización del caseinato de calcio es mayor que el caseinato de 

sodio, ya que el calcio, al estar en mayor proporción que en el de sodio, permite estabilizar las 

cargas de las fracciones de la caseina (k caseína y asO-caseina) solubles a pH 's ácidos, por lo que 

se incrementa la solubilización de estas fracciones proteicas (lgarashi Y, 1999). La diferencia de 

cargas entre los caseinatos se manifiesta en el perfil electroforético (figura 5), donde la preparación 

de caseinato de calcio presenta las bandas correspondientes a la caseina en los porcentajes 

reportados, (Guacheron el al 2000), pero además se observan bandas de peso molecular alto en los 

pH's 2, 4, 8 y 10, que pudieran deberse a la formación de agregados que a pesar de la aplicación 

del SDS y P-mercaptoetanol, no pudieron separarce , incluso con la presencia de urea (Guzmán et 

al 2000) por lo que se atribuye la formación de los mismos a los enlaces covalentes que se 

encuentran en la proteína, que probablemente se formaron por acción del calor y/a del tratamiento 

con álcali para la obtención del mismo caseinato. Sin embargo algunos autores (Ferreira B, 1999) 

atribuyen la presenciá de agregados a iones divalentes como el calcio y el magnesio por efecto de la 

carga que le atribuyen a la proteína. En el caso del pH 8 se presentan tres bandas de peso 
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molecular bajo, que se atribuyen a una proteolisis de la proteína a este pH (Jacoba M.S et al 2000). 

Por lo que se recomienda hacer un ensayo con inhibidores de proteasa para confirmar los 

resultados. En el caseinato de sodio se observan bandas de peso molecular bajo en comparación 

con el caseinato de calcio, bandas que acompañan a las correspondientes caseínas (Guacheron el 

al 2000), principalmente en el pH 2 y 1 O. Estos resultados permiten afirmar que es posible distinguir 

entre los caseinatos de sodio y calcio por la determinación de diferencias en porcentaje de 

solubilidad y por el perfil electroforético, en el que se aprecian diferencias en los estados de 

agregación. 

Cuadro 19 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para Caseínato de Sodio 

Proteína total 
87.69% 

·Pl.Sotublllzaclón 
1 de proteína 

•Proteína total en base seca - · ---------
''Porcentaje de solubilización esta dada por ta protelna soluble/ g de protelna total. 
'"Las fracciones de la caseína se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Cuadro 20 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para Caseínato de Calcio 

*Proteína total pH 2 pH 4 l. pH 6 pH8 
11 

pH 10 1 
77.31 % 1 

···~:~~u:~~::1~i~n 132.11±1.22 ¡- 12.00±.99-·[33.55±.87 -, ~~~1±0.56 _ I ~9.55±0.4~ 1 

¡--------------14-llaíléfas--¡--5 b8ñdas- ... , ·- ii;¡jñcias- -r 9 bandas r 5 bandas 

... Análisis 1 85.56 KDa f85.05 KDa as2caseína 1 89.51 KDa 199.20 KDa 
electroforétlco 1 25.03 KDa 

1 

66.97 KDa-f 62.95 Koa p-caseina 1 66.81 KDa [62.41 KDa 
24.50 KDa ) =-------------=--------

! 

as2-caseina aa,2caseina 1 26.97 KDa 1 55.80 KDa 
25.37 KDa 25.10 KDa 

P·caseina P·caseina ¡---- p-caselna ¡' 26.90 KDa 
24.36 KDa 24.34 KDa 24.51 KDa ------'------! 

1 !
------- as1caselna ¡----, as.-caseína 

23.64 KDa 22.42 KDa 

1 

- ---- j 21.57KDa 

f 15.74 KDa 

P·caseína 
24.98 KDa ,--

--------~-----

!

¡-- ,~,- 1 12.99KDa 1 
1 y-caseína 

11.73 KDa 
··Pí0t0itia total eñ-baseseca:- --·------ -- ---------·------------··-- -· -- -------- ---- -------- -
.. Porcentaje de solubilización esta dada por la protelna soluble/ g de protelna total . 
... Las fracciones de la caselna se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Perfil electroforetico de Caseinato de sodio y Caseinato de calcio 

1 1 1 1 
pH's 

2 4 6 8 10 
2 4 6 

La figura de la izquierda corresponde al perfil electroforetico del caseinato de calcio, la figura de la derecha al caseinato de sodio, ambos en función del pH. En los extremos se 
observan los marcadores de peso molecular, los geles se realizarona un 16% de acrilamida. La diferencia entre ambos son las bandas de a/lo peso molecular que en el caseinato 
de sodio eslan ausentes. 
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4.2.3 Análisis de solubilidad y perfil electroforético de suero de leche y WPC 

En los cuadros 21 y 22 se presentan los porcentajes de solubilización de la proteina para los 

aislados proteicos restantes (suero de leche y WPC) en función del pH. El comportamiento del 

porcentaje de solubilización de las muestras en función del pH, es diferenle en ambas muestras 

debido a que el suero de leche es menos soluble que el WPC. Esto se debe a que el porcentaje de 

sólidos es mayor en el primero, ya que contiene lactosa y otros minerales que contribuyen a que el 

porcentaje de solubilidad sea menor en comparación con el WPC, el cual es un concentrado (Noble, 

1999) que carece de carbohidratos. En general a mayor cantidad de extracto seco se obtienen 

polvos más solubles, igualmente por el increlTlefito en el cÓntenidCÍ de sales presentes en estos 
• • • - ¡" • • -- • ., 

productos, lo que a nivel industrial loshace. rnÚlti-funcionales en. la elaboración de pan, helado, 

queso fundido, charcutería y rellenos· de caíll~. cieipe~i:acfo y efe •. pÓIJo. También . se utilizan en 

muchos alimentos no normalizados, como caramelos: dulces, pasteles, E!nfre otros (Keating, 1999). 
:; >, 

El incremento en la solubilización de la proteína fue proporcional al pH, y~ que a pH 10 el 60% de la 

proteína del suero de leche y WPC se solubilizó. Esto se atribuye al bajó grado de desnaturalización 

proteica, ya que ambos se procesan por ultra-filtración y secado por aspersión, lo que reduce la 

posibilidad del daño molecular, aunado al bajo contenido de lfpidos. Estas condiciones favorecen 

que los iones disociados se liguen a la molécula proteica e incrementen así la afinidad por el agua y 

por consiguiente, la solubilización de la proteína (Walstra P, 1999). En investigaciones recientes esta 

capacidad hidrofilica se ha asociado a la ¡3-lactoglobulina (Casper et al 1999), la que es soluble a 

pH's ácidos, mientras que a pH básicos ( como 8 ) presenta una disminución de la solubilización de 

la proteina ( suero de leche), que se le atribuye a la J3-lactoglobulina (Jacoba et al, 2000). 

En el perfil electroforético del WPC ( figura 6) se observan tres fracciones proteicas principales: 

seroalbúmina, J3-lactoglobulina, n-lactoglobulina, correspondientes al concentrado de suero. Se 

encuentran en la misma distribución en cada pH, lo que corresponde a estudios reportados por 

Ochirkhuyag (1998). Se observaron bandas de bajo peso molecular, entre == 34 - 26 KDa, asi como 

de alto peso molecular, = 90 y 60KDa, las cuales se encuentran en la leche bronca y en el suero de 

leche en menor intensidad de las bandas. 
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Por lo tanto, puede decirse que estas bandas corresponden a la fracción del suero de leche, ya sean 

inmunoglobulinas y/o fracciones de proteosas. A pH 2 aparece una banda de ==160 KDa que pudiera 

corresponder a algún agregado. 

El perfil electroforético del suero de leche (figura 6) muestra no sólo a las protelnas características 

del suero sino que, como se ha mencionado, las bandas se multiplican aparentemente por 

fenómenos de agregación. Estas proteinas del suero se definen claramente en el WPC y se 

observan las bandas caracteristicas de sera-albúmina, ~-lactoglobulina, cx-lactoglobulina. 

Cuadro 21 Perfil electroforétlco y Porcentaje de Solubilización para Suero de Leche 

fProteina total r pH 2 1 
1 11.33% . 

pH 4 pH 6 pH 10 

1
'•%sciiiiiifüzaciÓñ' 1··-¡f67 ±b-:56" ... r 10.16± 0.98 ,--3.'19± r23-·-· r·- '5.!!ó±-f 17--r--s. 70± -

de la protelna 1 
r-------- r·----12b'añdas· -. f-6banélas- r---14-llanctas--- · ¡---ffilamias- iKiJan¡¡as-

"0Anát1s1s f~7.12koa- j 71.54 KDa j 176.61 KDa j 78.92 KDa 1 72.41 KDa 

electroforétlco ) 171.53 KDa ¡ 59.13 KDa ¡ 119.66 KDa 1 74.83 KDa ! 58.16 KDa 

l
-------, 132.36KDa ~~í104.84koa-¡-64.50KDa 1 44.63KDa 

í-- · 155:ci4-Ko'il ... ¡- 34~82-i<Da-· f -- -77 T8i<5a ___ - ¡----sr.42 KDa . !34.87 KDa 
1 i 1 

~- 7:~=~~~-:-~~-~ KDa __ 

1
1 __ ~-1:~--~~~--~ Jr_ 45~~~-~=l ~:;~~~b;~i~a. 

1, 69.00 KDa \ ª'!~~albúmina. 57.37 KDa 41.86 KDa \ 
1 : 14.70 KDa ; 

¡·-· ---- r-~~.~~~=--- r~~:--T --~.~~~~~-~~ f--- ~~:~~~~~~ .-, -------
, r·--¡ó~87KDa .. (------- - · r-39~49f<b-a ----- ¡· 28:-84Kfia-- -~- -----· ----

¡ ¡-34:37 KDa --T-------¡-36.59-i<oa---¡--27.98 KDa--! 

·- ---·------ --- -~---JD:fDKoa --- ¡----·---- ------ ~--3-il3 JúJa-- - -- r·~r~lbürñhia :-------

r;.~~-c1c>;,1i;;¡,,;¡na. I i·-30~12K'óa ___ ~-~~~~11 

1 4.24KDa j 1 1 ~---· ·-------------' i 27.98 KDa --:----
, ----· -- -----. --

1 

cx·lactoalbúmina ! 
14.48 KDa t 

'i>íotelna fo1a1 eíí ·baseseca. - - --···- ... .. .. - .. - . --
ººPorcentaje do solubilización esla dada por la proteína soluble / g de proteina total . 
""'Las fracciones de la caseína se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Cuadro 22 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para WPC 

¡ •Proteína total Í 
' 72.67 % 

pH4 pH2 pH6 
1 

1 
pH 8 pH 10 

f 
**%Solubllizaclón -148.00 

de la proteína 1 

39.2 41.3 64.6 30.00 

¡------ - --·T--9-ilancias 
****Análisis 1 168.44KDa 96.43KDa 149.94KDa 1 155.49 KDa j 180.82 KDa 

electroforético r ~----·~-~---r-~~~--
1 91.44 KDa 71.58 KDa 91.06 KDa 1 91.38 KDa 1 92.13 KDa 

-------¡ 71.65 KDa T-59.~~~0~-T-7-o-.1-4_K_D_a_ ¡-ro:39--.ma-¡10.55 KDa---

1 

r 69.~:~oa T 4º·92 
KDa-1 69~;~ºª l~~~a---r~~:-

1 33.18 KDa ¡-33:82K5a-¡ 32.91 KDa 1 32.50 KDa 1 58.02 KDa 

j 30.00 KDa \ 32.03 KDa j 30.13 KDa 1 29.45 KDa 1 32.62 KDa 

-- ---¡ 28.08 KDa -¡-2a.96 KDa-¡ 27.74 KDa 1 27.22 KDa 1 29.37 KDa 

B-lactoglobullna. ¡ B·Lactoglobullna B·lactoglobullna B·lactoglobullna \ 27.44 KDa 
18.78 KDa 18.32 KDa 18.64 KDa 18.65 KDa 

1 
~-~-, 

18.9BKDa j 
~I n-.-la-ct-oa-lb_u_m_ln-a-. a·lactoalbumlna. a lactoalbúmlna a lactoalbúmlna alactoalbúmln 
¡ 14.16 KDa 14.67KDa 14.47 KDa 14.2 5 KDa a14.36 KDa 

-- 'Proleinato1alenbase seca.------------
"Porcentaje de solubilización esta dada por la protelna soluble/ g de protelna total . 
"'Las fracciones de la caselna se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Ffigura 6. A la izquierda corresponde el perfil electroforético de WPC, a la derecha corresponde al Suero de leche, ambos en función del pH, en los extremos se observan los 
marcadores de peso molecular, la concentración de acrilamida fue al 16%. El perfil del suero de leche se observa un mayor numero de bandas que pertenecen a las 
fracciones de proleosas y/o inmunoglobulinas, ya que esle no es un concentrado como lo es el WPC. 
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4.2.4 Análisis de solubilidad, solubilización y perfil electroforético de leches 

enteras de referencia 

Los resultados obtenidos de la determinación del porcentaje de solubilización de la protelna, asl 

como en los cuadros 23 y 24, se presentan las bandas obtenidas del perfil electroforélico (figura 7), 

para las muestras de referencia de leches enteras; leche bronca deshidratada y leche comercia en 

función del pH. Ambas muestras presentan un comportamiento distinto en el porcentaje de 

solubilización (cuadro 22 y 23) ya que es más soluble la proteína de la leche bronca liofilizada en 

comparación con la leche comercial, lo que podría deberse al tratamiento térmico de pasteurización 

y/o al proceso de secado de la leche en polvo (de acuerdo a la temperaturas y tiempo empleado). 

También es necesario considerar que la leche comercial empleada va dirigida a un sector especifico 

(infantil) , por lo que, el enriquecimiento por carbohidratos (63.79%) y vitaminas es un factor decisivo 

en la solubilización de la proteína y el producto como tal (Walstra P, 1999). 

En la leche bronca liofilizada el porcentaje de solubilización es directamente proporcional al pH, a 

excepción del pH 6 el cual presenta el mayor porcentaje de solubilización (38.32%) debido a que 

todas las proteínas de la leche son solubles a este pH (Walstra P, 1999). En el caso del pH B la 

solubilización de la proteína disminuye, lo mismo ocurre con algunas muestras problema (F-40, F-

41) debido a la formación de dos complejos con la ~-lactoglobulina y la K-caselna, así como 

interacciones entre la lactosa y los grupos amino de las protelnas, lo que hace que se agreguen y 

descienda el porcentaje de solubiiización de la proteína (Gaucheron et al 2000) en la leche bronca y 

en muestras problema. Estudios realizados por Casper et al, 1999 y Jacoba et al, 2000 coinciden 

con la formación de complejos entre las fracciones de la caseína y proteinas del suero en leches de 

bovinos, por lo que el comportamiento se puede atribuir a la naturaleza de las protelnas. 

El perfil electroforélico de la leche comercial (figura 7) difiere mucho con respecto al de la leche 

bronca, lo que resulta extraño pues se supone que se parte de " leche entera" en ambos casos. En 

tanto, el de la leche bronca resultó ser el que presentó el mayor número de bandas 

independientemente del pH de trabajo. Las bandas y las proporciones de las fracciones proteicas 

presentes en la leche bronca (sera-albúmina, as2-caseina, as1-caseina, aso-caselna ,K-caselna, ~­

lactoglobulina, a-lactoalbúmina, y y-caseína) corresponden a lo reportado por Ochirkhuyag (1998). 
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En la leche bronca liofilizada se observó la 13-caseina a pH 2, lo que pudiera deberse a la presencia 

de grupos fosfatos ionizados en las demás condiciones probadas. Una banda correspondiente en 

peso a la y-caseína se observa en todos los pH's, lo que resulta extraño puesto que esta fracción se 

encuentra dentro de la p-caseina y resulta de su rompimiento (Noble P, 1999). En pH 4 se 

observaron las fracciones correspondientes a 13-lactoglobulina y-caseína, las que al ser proteínas del 

suero son solubles a pH ácido. La as1-caselna es una fracción insensible a la precipitación del 

calcio, por lo que se observó la banda en cualquier condición. Las restantes a-caseínas no se 

observaron ya que son sensibles al calcio (Varnam, 1994). Las bandas que van de 8.28 KDa a 55.91 

KDa son fracciones de proteosa solubles a pH 4.6. En pH 6 se observan más bandas, ya que a este 

pH todas las proteínas de Ja leche son solubles y son las condiciones en que se encuentran 

normalmente. De acuerdo a lo reportado por Gaucheron et al 2000, a pH 8 se forman complejos 

entre la 13-lactoglobulina y la K-caseína, que genera la aparición de agregados y tiende a disminuir el 

porcentaje de solubilización de la proteína, al estar ausente Ja K caseína que es la que Je brinda 

estabilidad a las alfas caseínas, las que precipitan y, por lo tanto, no son observables a este pH 

(Noble, 1999). 

En la leche en polvo comercial se aprecia el mayor número de bandas (4) a pH 6 y dos de ellas 

corresponden a la a-lactoalbúmina y y-caseína, respectivamente, de acuerdo a lo que reporta 

Ochirkhuyag (1998). Las dos bandas restantes tienen un peso molecular de 149.13KDa, misma que 

se encontró presente en el WPC a pH 6 en el primer caso, mientras la segunda banda es de bajo 

peso molecular, que podría provenir de fracciones de inmunoglobulinas cuyo peso molecular varia 

entre 15 - 120 KDa y/o fracciones de proteosa que van de 30-60 KDa (Noble, 1999; Gaucheron el al 

2000). En los pH's 2, 6, 8 y 10 se encontró la banda correspondiente a la fracción de la a­

lactoalbúmina y K-caseina; esta última no se observó a pH 2, a pesar de que esta fracción proteica 

es soluble a pH's ácidos. 
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El comportamiento de la preparación comercial difiere claramente de la leche bronca. En su análisis 

proximal, el porcentaje mayor corresponde a los carbohidratos (63.40%) y humedad (5.72%), 

mientras que sólo el 27% corresponde a proteína en base seca. Por lo tanto, puede afirmarse que 

esta leche comercial no se debería de denominar leche en polvo sino formula láctea o preparación 

láctea, ya que en base a los porcentajes obtenidos en el análisis qulmico proximal rebasa lo 

especificado por la normatividad para leche entera en polvo. 

Cuadro # 23. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubllización para Leche comercial 

[ *Proteina 
0

totaí_ I ______ : 1 

1 27.07 Yo 1 PH 2 ¡ pH 4 pH 8 pH 6 pH 10 
r·;;;¡;Solubilizacíó -¡ 0.96±0.55 ~,1-4-.2-5_±_1-.0-4--¡-3-.6-7_±_0_.9_9 ____ 7_.4_5_±_0_.-65-
J n de la proteína 

7.93± 0.23 

,----n ---------- r·--filañcia-! 2 bandas 1 4 bandas ·¡ibiiñdas--12 bandas 

r
- ***Análisis-~----A----¡ K· caseína ,- 149.13KDa ,--K- caseína -¡-K· caselna 
, electroforético lactoalbumlna. ' 19.74 KDa 19.48 KDa 19.81Kda 
! 14.46 KDa ¡· -- --- ----- ---¡-- --- -- --1 a ~~'.;~b~~:·· a ;•:.;~b~~:·· 1~~'.;~t~~:·· a la~~~;!b~~na. [- ----- -_____ T ________ ·-. ------r--1-~--.c-636-s-~-~-a-
I - -- -----·-r----------¡-- ----r 9.49KDa 1 --
----------------------- ----'----------'·---------

"Proteína total en base seca 
.. Porcentaje de solubilización esta dada por la protelna soluble I g de protelna total x 100. 
···Las fracciones de la caselna se resallan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Resultados y Discusión 

Cuadro 24 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para Leche bronca 

r·•Prcitei;:~~~!---¡- ----- ¡,-¡¡T·--¡ ___ PH4 ___ I pH 6 pH8 
1 

pH 10 

1~01.so1ubm_záción-¡-·2036±0~- 11 22.57± o.83 ¡ 38.32± 1.25 
1 de la proteina ! 

24.48± 0.92 
1 

27.07± 1.14 

¡- ---------T- 14 bandas-¡--fatia~I 19bandas 1 14 bandas 1 18 bandas 
-- - -AnliiiS-i5-- - ¡ ·- - 8!f65KDa--¡-173.56 KDa_J_170.63KBil l 
electroforétlco 1 1 1 

172.62 KDa 1 87.26 KDa 

¡- --6~~:~~:---¡ -1ii2:56Kf:l-a- ¡-· 0224·1<0a- ¡avfl<oa 1 s9.45KDa 

1
---¡ 67.00 KDa 1 85.35 KDa j 69.57 KDa 1 72.74 KDa j 55.95 KDa 

j 31 .74 KDa \ 69.66 KDa 1 55.58 KDa j 69.86 KDa j 44.21KDa 

'
[_ ª2:~~;~";--~. -~:~~;~: --~;~;;;~~ -- 1~--~: .:~;;; _ ~- ::·:::~--

25.36 KD ' , , 
¡---·-------- -- ----¡--~s~~~-- -¡ - "39:06K5a-- r 29.27Koa 13239Koa-¡-a-2s5-~-~=-s-~-~-aª-

r--K-Caselna 33.07 KDa 1 as2caselna 1 as2caseina 1 as1caseina 
j 19.23 KDa ¡ 25.43 KDa 25.93KD 23.51 KDa 
r~:lactoglobulina. - r· -a52caseina- ¡· -as1 caseina l 111actoglobullna r . a-caseina 
j 18.16 KDa i 25.01 KDA 23.37 KDa ! 18.66 KDa j 22.31 KDa 

r
-a lactoalbumlna lP·lactoglobulina · 1 K-Casei-;;;¡-- rl 13.36 KDa -¡· ll·lactoglobullna 

14.41 KDa ! 18.58 KDa \ 19.26 KDa 18.93 KDa 

y-caseína 10.54 KDa 1 alactoalbúmlna 19.17~r- y-caseína 
11.35 KDa 14 .81KDa ! 11 .35 KDa 

¡--------¡--9.97 KDa j 8.28 KDa [ 13.36 KDa [ 7.85KDa j 9.80 KDa 

1 --- · r·-1ü2 Koa---- 1---------lr;~~s~i~: -¡ 
¡- - ------ - ' - - - ---- --- -- 1··10.Mwa--·· r- -

-- -- - ---- · · 9:3s-1<oa·- · ; -- - ---------- ¡-- y_-91-~ 
r- --------- --· -·- - -· 
! 1 

: -------- ¡- 8.71 KDa ¡----¡---
¡-- ------ - ----- . -- ! . ·-- • r·--· ----- - - -¡-B.12 KDa T----------¡- ---- --

··------____ [!:~~~~-- -c~-==-c-=:=----= 
¡-- ----·--------· ~ .. --- · 

·•firoie1ilaToiaíé·ri tiilse seca· 
''Porcenlaje de solubilización esta dada por la proleina soluble /protelna letal x 100 
'"Las fracciones de la caseína y suero de teche se resaltan con lelras negras y los pesos moleculares se presentan en KOa 
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Perfil electroforético de Leche Bronca y Leche comercial 
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Figura 7. A la izquierda se presenta el perfil electroforético de Leche bronca liofilizada en el laboratorio, a la derecha corresponde el de la Leche 
Comercial, ambas en función del pH, en los extremos se obseivan los marcadores de peso molecular, la concentración de acrilamida fue al 16%. 
El perfil de la leche bronca presenta las bandas caracteristicas reprotadas por la bibliografia para una leche entera 



Resultados y Discusión 

Perfil electroforético de leches Comerciales 

Con la finalidad de corroborar los resultados obtenidos de la leche comercial 1 y la leche bronca 

liofilizada, se llevaron a cabo determinaciones de perfiles electroforéticos de leches en polvo 

comerciales disponibles en tiendas de autoservicio, así como de una sola leche fluida comercial, la 

cual se liofilizó bajo las mismas condiciones de la leche bronca de referencia. Para estas muestras 

sólo se realizó la determinación de nitrógeno total y carbohidratos totales para verificar el contenido 

que especifica la etiqueta. Los resultados se presentan en la siguiente tabla. 

Tabla de comparación de leches comerciales 

,----- Mu~~¡;;;----- % Proteina to~~ % Carbohldratos totales J 
__J Etiqueta ¡ Experimental ¡ Etiqueta ¡ Experimental j 

Leche comercial 2 (Forti-leche) i 26.00 ¡ 27.01± 0.66 j 39.00 J 49.9±1.20 j 

_ L_:~~_:comerci~~3-~~~r~) _ __J ____ 26.0~ ___ J __ !6.5_:_~~·68 _J _____ 3~-·~()_ _ __J _ _:_s.12±1.o:_J 

__L_El~~e comercia~_(Camati~~~~ __ !~J 27.64±0.63 J 38.8 __ J 49.30±1.15 j 

j__:~checomercia15(Nan) j __ 11.4 j 11.96±0.70 ¡ 57.9 _J 57.02±1.10 j 

¡-~:~::-~~::r~~:~~r~::;~::~za) : -- -3~:0- --\ -~::~::~::-1---~:.ii
6

o-- -- -1 ~~~~~-l 
Promedio de dos repeticiones en base húmeda. 

Los perfiles electroforéticos (figura 8 y 9) de estas muestras se llevaron a cabo con muestras 

solubilizadas a pH 2, donde se observan solubles las proteínas del suero de leche y a pH 8, en el 

que estan ausentes las caseinas en la leche bronca deshidratada. Los resultados obtenidos en pH 

2; reafirman los resultados de la primera leche comercial analizada, pues sólo se observan las 

cuatro bandas que se aprecian también en las leche comerciales 2 y 4. A esto hay que agregar que 

en estas dos muestras el porcentaje de proteína total determinado por el método de Kjeldahl es 

ligeramente mayor con respecto a lo que declara la etiqueta y mucho menor a lo mínimo 

especificado en la NOM para leche en polvo (34%). 
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Resultados y Discusión 

El porcentaje de carbohidratos totales resultó ser un 10% más de lo que declara la etiqueta. Aunado 

a los argumentos anteriores, para estas leches comerciales la declaración de la etiqueta 

corresponderla a fórmula láctea. 

En el caso de las leches en polvo comerciales 5y 6, el porcentaje de protefna total y carbohidratos 

totales obtenidos en el laboratorio son similares a lo que declara Ja etiqueta, mientras que el perfil 

electrofético en las condiciones analizadas concuerda con el perfil del WPC, por fo que la 

declaración de la etiqueta si corresponde a fórmula láctea. En el caso de la leche comercial 3, se 

observa un numero mayor de bandas a pH 2 y 8, similar a la feche bronca, en menor intensidad, a 

pesar de que se incrementó la concentración de protefna (650µg). A pH 2 se observan las protefnas 

del suero y la K-caseina obtenidos en la feche bronca. Al igual que a pH 8, no se observan las 

bandas correspondientes a las caseínas. En general el perfil electroforético se asemeja más a la 

leche bronca, en comparación con las demás muestras comerciales, en tanto que el porcentaje de 

carbohidratos resultó ser menor de lo que declara la etiqueta. En la leche fluida comercial, la 

cantidad de proteína determinada experimentalmente es ligeramente menor a la reportada en la 

etiqueta. El perfil electroforético es similar a la leche en polvo comercial 1, pues sólo se observan 

cuatro bandas en los dos pH·s (2y 8), correspondientes a las proteínas del suero y a Ja k caselna, 

lo que difiere del comportamiento de la leche bronca. Estos resultados son inesperados si se 

considera que esta leche fluida sólo ha sufrido un proceso de pasteurización, un tratamiento térmico 

que produce cambios mlnimos, en la composición qulmica, física y percepción organoléptica del 

producto. Se puede llevar a cabo por 30 minutos a 62ºC o 16 segundos a 72ºC. Este tratamiento 

térmico no desestabiliza las micelas de la caselna, ya que soportan temperaturas mayores de 90ºC , 

las más susceptibles serian las proteinas del suero, donde la 13-lactoglobulina se desnaturaliza 

reversiblemente a temperaturas de 75.9ºC a pH 6.5, mientras que la a-lactoalbúmina en las mismas 

condiciones se desnaturaliza a 61ºC en caso de que el tiempo y temperatura empleados fueran 

prolongados la desnaturalización es irreversible. La leche presente en esta muestra no ha sufrido 

tampoco el proceso de secado por aspersión, que seria otro factor que afectaría la conformación 

final de las proteínas de la leche en polvo. En el caso de las leches comerciales (2,4,5,6 y fluida) a 

pH 8 están presentes algunas fracciones de caselnas que podrían ser tambien fracciones de 

caseinatos. Por lo tanto estas leches deberían denominarse fórmulas lácteas. 
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Perfil electroforético de Leches comerciales en polvo y fluidas a pH2 

Figura 8. De izquierda a derecha se presenta las bandas correspondientes de muestras comerciales a pH 2 en el siguiente 
orden: Leche bronca, leche fluida comercial (suiza). alpura en polvo, nido, forti-leche, carnatión. nan, bionan. El porcentaje de 
acrilamida fue al 16%. 



Perfil electroforetico de Leches comerciales en polvo y fluidas a pH8 
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Figura 9. De izquierda a derecha se presenta las bandas correspondientes de muestras comerciales a pH 8 en el siguiente 
orden: Leche bronca, leche fluida comercial (suiza), alpura en polvo, nido, forti-leche, carnatión, nan, bionan. El porcentaje 
de acrilamida fue al 16%. 



Resultados y Discusión 

4.2.5 Análisis de solubilidad y perfil electroforético de muestras problema 

En la gráfica 2 y cuadros 25 ,26, 27, 28, 29, 30 y 31 se presentan los resultados obtenidos del 

porcentaje de solubilización y perfil electroforético, para cada una de las muestras problema en 

función del pH. 

El comportamiento en solubilización de la mayoría de las muestras es diferente entre si, solo la 

muestra F-40 tiene un comportamiento similar al de la leche bronca. De acuerdo a los resultados; el 

porcentaje de solubilizacíón se incrementa a pH2 a excepción de las muestras F-40 y F- 42. Las 

restantes tienen porcentajes similares al de la leche bronca, sin embargo el contenido total de 

protelna es mayor y en general se solubiliza el 20% aproximadamente, esto podrla deberse a la 

presencia de carbohidratos complejos, que compitan con el agua para formar uniones con la 

protelna (Noble, 1999), impidiendo que esta se solubilice. En el caso del pH4 la ausencia de 

caselnao genera disminución en el porcentaje de solubilización (Cheffel, 1989). Caso contrario 

sucede con la muestra F-39, cuyo porcentaje obtenido excede del 40%, lo que indica el 

enriquecimiento con proteínas del suero de leche que son solubles a pH's ácidos (Fenema, 1997). 

Las restantes muestras tienen porcentajes menores en comparación con la leche bronca, sin 

embargo en la elaboración de geles; la leche bronca presenta fracciones de caselnas caracteristicos 

de cada pH (Gaucheron et al 2000), mientras que las muestras problema la ausencia de caseínas 

en los diferentes pH's es evidente, asimismo el contenido de protelna total es mayor en las muestras 

F-39 y F-40. En los restantes pH's las muestras F-38,F-39 y F-44 incrementa la solubilización 

directamente proporcional al pH, caso contrarío sucede en las muestras: F-40,F-41,F-42 y F-43, 

donde la disminución se presenta a pH8, por la presencia de protelnas del suero y incrementa 

nuevamente a pH10. 

En el perfil electroforético de las muestra problema F-38, F-41, F-42 y F-44 se observaron bandas 

correspondientes a las fracciones de las caseínas (aS>, as1, aso, K-caseina,y-caselna y en algunas la 

13-caseína. A pH 8 se logró observar las cuatro fracciones, mientras que en la leche comercial en 

polvo estas fracciones no son visibles. Se esperaría que si estas muestras son etiquetadas como 

leches en polvo se observarían todas las fracciones correspondientes a una leche entera 

(Gaucheron et al 2000). 
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Resultados y Discusión 

La ausencia de las fracciones del suero de leche más representativas (a-lactoglobulina, P­
lactoglobulina) así como una mayor concentración de la fracción proteica y bandas 

correspondientes a las caselnas, indica que en realidad estas muestras son mezclas WPC y 

caseinatos. La hipótesis se refuerza por el hecho de que el comportamiento de las curvas de 

solubilidad, en las que a pH's ácidos la fracción soluble es mayor (20% más) con respecto a la leche 

bronca, pero no igual que el WPC. 

En las muestras F-39, F-40 y F-42 se observaron bandas de las proteínas de suero (a­

lactoalbúmína, p-lactoglobulina,seroalbúmina) en mayor porcentaje que lo reportado (Gaucheron el 

al 2000). En comparación con las muestras anteriores, las fracciones de las caseínas se 

encuentran en menor proporción mientras resaltan las fracciones del suero de leche. De acuerdo al 

perfil electroforético del WPC, se observaron bandas de bajo peso molecular, entre == 34 - 26 KDa, 

y de alto peso molecular== 90 y 60KDa, las cuales se encuentran en la leche bronca y en el suero de 

leche en menor proporción. Puede afirmarse que estas bandas corresponden a la fracción del suero 

de leche, ya sean ínmunoglobulinas y/o fracciones de proteosas, que se encuentran en un 

porcentaje de 2 - 6% en la leche bronca. Las fracciones de bajo peso molecular se encuentran 

presentes en las muestras problema F-39, F-40 y F-42, enriquecidas en mayor proporción, junto con 

las fracciones de a-lactoalbúmina y p-lactoglobulina con respecto a las del WPC. Por lo tanto, se 

puede afirmar que de acuerdo al análisis químico proximal, de solubilidad y electroforético, estas 

muestras fueron enriquecidas con WPC. Se recomienda que para identificar las bandas 

características de una leche se emplee pH 2, ya que en el mismo estas proteínas del suero están 

solubles, o bien a pH 8, en el que se observa el mayor número de bandas que permite verificar la 

ausencia o presencia de caseínas. 
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Deteminacióo de protelna soluble al 1% por cada muestra, por el metodo de Lowiy-SDS (peterson 1987). Promedio de tres repeticiones y su desviación estándar 



Resultados y Discusión 

Cuadro 25. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para F-38 

*Pr~~~n:0~0ota~_J ___ --~-~~---J pH4_j __ ~-~ _ J ·---~~ ____ J __ _P_H10 __ _¡ 
__ ··~~s1~~:~~~~:n J. 21.37± o.97 J 7.87± 0.89 J ~2.37± 1.06_j~3.7~± 0.9~-J_~~~B-7~-~:_sj 

10 bandas 1 9 bandas 11 bandas 1 18 bandas 1 __ 13 bandas _J 
••••Análisis 1 81.86 KDa 1 77.77 KDa 78.62 KDa 1 153.63 KDa l __ 98.24 KDa_¡ 

electro-forétic-o - J _J . 
62.00KDa 59.19KDa J~~ 92.11 KD~~KDa J 

J
-- 34.27 KDa J ___ 50.29 KDa j_49.81KDa ___ J_~·:'._KD~J 60.59 ~~-_J 

--~~~j_ 33.13 KDa 1 31.95 K_c::_j _ _:9.58 ~ 42.35~J 
26.57 KDa 1 28.06 KDa 1 28.29 Kda _J 42.95 KDa J 32.28 KDa J 

as1caseina as2caseína as2caseína 31.09 KDa 1 27.21 KDa 

1
_______ _ 23.73 KDa 25.28 KDa 25.18 KDa . 

1~3~~:~-~ ... ::::;~~ L;~::~J;;:,~;i \ ·;,~~ 
13.31KDa j' y-case!na y-caseína 1 as caseína 21.65 KDa 

_ 11.92KDa 11.75KD_a_, 22.51 KDa 

j ___ ú:;~p~ _ __J _____________ J _~Da ----'-~~;~~p_;_j _1~.~~KDa _ _J 
_______ __I _________________ _i ___ ____!:!! KDa _j 16.20 KDa j 15.18 KDa 

______ _j _______ ___j___ _j 12.48 KDa_J 12.10 KDa 

1 J f y· caseína 1 10.80 KDa J 
_______________ ---------- __ _ __________ _j_ 11.46 K~---'-------· 

l 1 J _L ~~~3-~~~_J _ __ __ _______ J 

1=--~~:_:_~ __ j~--~~--~---j~-------- ~-----!- 8.39 KDa j__ ____ _j 

1-----------------1--------- -!--- ------~ ~::: :~: 1 ___ _] . - . __ J__ . 
' 1 
¡___ j - .. -- __________ ]__ - ----- --

6.56 KDa 

•Proteína total en base seca 
•• Porcentaje de sotubilización esta dada por la proteina soluble/ g de proteina total x 100 . 
... Las fracciones de la caseina se resallan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Resultados y Discusión 

Cuadro 26. Resultados del Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para F-39 

· •p .. roteína total¡ 
. 56.45 % 

pH4 J pH6 pHB p~~ pH2 

, ·~~:~~u:;~~~¡~ 23.32± 1.22 40.16± 1.11 _L~a.n± o.97 _]_~~± º~J_-~~35± 1.o~_J 

;~----==---- _J_ ~~~~das __ ]__ 1~-~~~a_s_ J_ ___ 1~~~~das _J. --~7b~n~~~ ___ j ___ 1_~-~~n~~~-- _¡ 
' .... Análi.si.s 1~~ 170.32KDa j __ ~.91KDa_j_1~.93KDa_j 192.53KDa 1 

. electroforetico ¡ 87.18 KDa J 65.88 KDa J 81.23 KDa 1 82.43KDa ___ J __ 8_1.60 KDa _J 
,·----- ¡ __ ª2~~;s~b"~J 56.58 KDa J 64.84KDa J_65 .. 20 KDa J ___ 64.78KD_:____J 

¡---~~_.:._~~ 38.42 KDa.J __ __:_5_.:._58KDa _J __ ~6.24 KDa _! __ 56.38 _~ª-- - _J 

' - _32_.~2_~~~- 1 -32.~8_K~a j 30.84 KDa ! 31.27 KDa -- - ~~_:_5_~K-~ª-- __¡ 
30.02 KDa j 30.03 KDa _j 27.17 KDa \ 30.22 KDa 31.69KDa \ 

l __ 27~06 KD~_J __ -26.80 ~Da ___ ¡ ~~.~~s~~: J~~-KDa --~ ---- 28.51 ~~-.1 
__________ J ___ ~~~-71 KDa __ J_ -~~'.~~s~~: _J _ 21:2~~~--j~~7~~~1~g;_1i~a i __ a2s31.~;s~b~~-- __I 

1
• _ a~~~!~~~~-1-~~l~~~l;~u~ina 1 P-l~~t-~~l;~~in~J ___ ~ 6:_n-~Da _ a;2:~~s~b"aª 1 

¡ ___ ~0.96 K~~_J __ -1~~7~~Da __ J_~-1~1~~~~u~ina ---~ 5.15-~~~--- . __ [lla1c~~Jl~~b~~na 1 

! plactoglobulina.j ! 12.13 KDa a·lactoglobulina ¡ 16.60 KDa J 
1 18.71KDa 1 14.90 KDa j _____ _ 

l
·---15.64 KDa · 1 _________ 1 y-caseína 12.76 KDa ' a-lactoglobulina. 

. 11.27 KDa ' 14.23KDa 
! 14.58 KDa 1 10.58 KDa y caseína y caseína 
'·--··----··---·---·'-· - -- -- _____ j - __ !_1_,!!~J<-º¡¡_ !!:_5_B)i~--

- 12.90 KDa 1 - 8.70 KDa J 9.19 KDa .1_o~~~KD~ ___ _J 
': 10.83 KDa j j 8.20 K~ 8.51 KDa 9.21KDa _j 
:------9.42 KD;-,-------1 7.91 KDa 1 7.71 KDa ~ ---8-.18 KDa _J 

1 1 ¡ 
----- -- --·--- -- --~ ----·------ ---·---------·-- --· --~----------------

'Proteina total en base seca 
.. Porcentaje de solubitización esta dada por la proteína soluble/ g de protelna total x 100 
... Las fracciones de ta caseina se resaltan con letras negras y tos pesos moleculares se presentan en KDa 

76 



l 
! 

l 

'

,.,:_,,< 

·~····. ,. i 

Perfil electroforético de Muestras problema F·38 y F-39 

::~ 

4' 
,yJio 

pH's 

~ .. s1.;a 
·6ó~ .... ,._ij.21 

.• · 5],46 

45.00 

31.0Q.._ 

1 1 1 
2 4 6 

• '11 ~ .. -. : 

~;,·:¡ 
.;"~ 

3642 :.~-r.~~ 
-~ .. --= :"'~ ¡ 

~2.18 _ .. _:.; ·~ 

30.03 

26.BO 
'~ 

22.74 

••• •• ¡. 

•· 

1 

iss.93 
.B2A3·. 

• 6S.21J. 

'5624 

8 ...... 
· . 

.•. mo 

Figura 10. A la izquierda se presenta el perfil de electroforético de la muestra proble F-38, a la derecha corresponde a la muestraF-39, ambas en función 
del pH, en los extremos se observan los marcadores de peso molecular, la concentración de acrilamida fue al 16%. 



Resultados y Discusión 

Cuadro 27. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para F-40 

í - ---- ----- --- ---- -------------------------------
! •Proteína total 1 pH4_j pH4 \ pH6 1 pHB J pH10 
¡ 32.72 % - __J 

[~~;~-u~~~~~~~~j ___ 17".8o~~~~~~-22± ~~-~8.48-~~~ 15.29± 0.89 J 18.77± 1.00 

1 

J __ 12 band~ 7 bandas J ___ _!!~anda~J 14 bandas J 17 bandas 

... Análisis _ 175.1~KD!_j __ 64.28 KD~j__-~~~8~Da j 82.80 KDa 1 101.96KDa 
electroforético 

__ ___, ____ 82.91KD~j 32.45 KDa l 8~69 K~ __ J 64.46 KDa 1 78.9~ 

l--~4.76 KDa 1 30.12 KDa 1 66.49 KDa j __ 55.21 KDa 1 62.54 KDa 1 

1 

56~54 K~a ! -~~~-~~~- 1. 49.03 KDa 1 48.:8 K~~- _I ___ :::0_1 ~-~:_ __ J 
-~~-30 KDaj_ ~~~;~~¡~= J___~~~~-~~-L 32.67 K-~~_J 32.26 KDa ¡ 

l
. 28.28 KDa i ___ 1~:~-~ K~a- 1 42.60 KDa J _ -~~-~~~ _ __j _ --~8~~8 KDa ___ J 

j _ -~~~K~~-_J 10.14 KDa J __ T~9;~~: a;2~:~~~: l 26.95 K~ 
¡ _______________ J __ ~~~4a~~~:__J _________ J ____ ~3~7KDa 1 21.04 KDa \_ a;2~~~s~~: J 
1 , __ -~~~~~~~~lJ _____ J ___ ~~-~-5KDa __ ]_ __ 17.61 K~J _____ 21.70 KDa 

1 \ 17.01KDa J____ J _l1~~I~R:._J ___ ~2:5_6-~D~ __ 1 _____ 1_7~~~~ª __ __] 

1 

___ -- _______ ¡ 13.26KDa _ _J__ _J_ 10.46~0ª_1 -~~ª~:_J __ 16~1~~-~ª __ ; 

¡ _______________ _J ___ 3~:!_~°-ª ___ J _____ _J ________ __]_9.81 KDa_J __ -~:_~~Da _j 
1--------'---~.43~~~--J _____ _j ______ j_____::_o~~J 12.76KDa 1 

i : ! _ - - - . _ ¡ _ J - ------- - - -_ _!__ ~~~i~~~Q.,_ --
¡ _ _ _________ J_ _; ______ _j _____ J J __ ~9KDa _J 
\__ ___ _L ____ j__ ___ _J __________ _J _j __ _:o1 ~-j 
' 1 ! _I 1 _!_ ___ 8.61 KDa _ j 

"Proteina total en base seca 
""Porcentaje de solubilización esta dada por la protelna soluble/ g de proteina total x 100 
"""Las fracciones de la caseina se resallan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Resultados y Discusión 

Cuadro 28. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para F-41 

r- ~~--·~---·-----·-·- - ------

: *Proteina total j pH 2 pH4 pH6 pH8 pH1D 1 
. 32.90 % ___J -

¡-;.%Solubilización de ! 21.09±0.23 1 4.54± 0.63 10.06± 0.85 5.22± 0.95 14.33± 0.43 1 
·~rotclna ____ , ____ ___J _ 

¡ _____________ _J_~ bandas __ .. J__ 12 ban~ 12 bandas 15 banda:__j 17 bandas J 
i .. Análisis l __ -ªª'!J2KDa __ j_ __ 226.11 KDa _j 83.72 KDa 1 82.49 KDa 1 82.06 KDa 1 

1 ............ 

00 J1-~~~:~~~- ---1 ----~~;:;~: --1- ::::: :~: 1---~~~~-~~-~ ~~--~ 
i 34.94 KDa _J_ 65.5~_:1_:__j 33.46 KDa _J 33.23 KDa _J 33.28 KDa 1 

! 1 32.54 KDa 1 57.18 ~Da ___ j _3~:!3_ KDa _____ ]_ __ 3~ :~~ ~~~-- _j __ 28.72 _~~ª- . 1 

! :--~~!_~º¡¡_ __ L -~3~77KD~ - -~ __ 29.20 K~_ª ____ J __ 2~:~-~~~---J ~.55 K~¡¡__ - i 
' J! 26.95 KDa _ l _ _1?.87 KDa___j 27 .56 KDa j 27 .89 KDa _j 25.44 KDa j 

----------- - 26.67K~-___:~Koa ___ J 26.61 KDa_J B-~~~~~n~Da ~~~;;~~: J 
1 K-caseina ¡ 27.58 KDa j' K-caselna ·¡ as1 -caseina ¡ K-caseina j 
1- 19.04~1)~--- - - _ 19.00 K~, ___ _J_~~o KDª--~- 19.66KDa J 

· a-lactoglobulina. i K-caseina a-lactoglobullna. K-caseina _ ;[ _ 15.66 KDa ! 
14.41 KDa _ \ 19.67 KDa 14.62 KDa ___ j 19.74 KDa _ J 

¡ __ )je,~~~-~~ _ I --~6~~K-~ª ___ j__ 13.20 KDa _ _j_°~.1~i~b~~~:_j al~~~a~b~~!na __¡ 

---- -- ------- __ _j ___ 10A3 K~il___J _~·~t~'.~~l~;~:_j _ ~1~~~e~~~ J __ ~~~~~~_:_j 13.37 KDa 1 

"Prolelna tola! en base seca 
00Porcentaje de solubilización esta dada por la proteina soluble/ g de proteina tolal x 100 
•••Las fracciones de la caselna se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Perfil electroforético de Muestras problema F-40 y F-41 
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Figura 11. A la izquierda se presenta el perfil de electroforético de la muestra proble F-40, a la derecha corresponde a la muestra 

1 
10 

F-41, ambas en función del pH, en los extremos se observan los marcadores de peso molecular, la concentración de acrilamida fue al 16%. 



Resultados y Discusión 

Cuadro 29. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilización para F-42 

*Proteina total l pH 2 1 pH4 pH6 \ pHB pH10 
-- 32. 69% _J ___ __J ·------'-------' 

.. %Solubllización '¡ 4.68±01.141 13.5±0.56 15.93±0.66 ¡ 22.78±0.55 
de la protelna. . . 

14.06± 0.71 

.... ------··-.. -~4 bandas f 10 bandas 16 bandas \ 18 bandas _J 10 bandas 
-·Análisis 1__1j§.52 KDa i 105.50 KDa _! ____ 100.76 KDa j 94.45 KDa j 86.85 KDa 

·- _ ele~troforétlco __ ·-~~~~~~KDa __ J _ 90.~~~º~- _j ___ 85.61 KD~ ~!-~-~~J __ 68.54 KDa 

I
; 101.80 KDa j 76.75 KDa 61.91 KDa ! 76.19 KDa ! 59.50 KDa 

_ .. 92.56 ~Da j 39.99 KDa j __ 37.53 KDa 1 64.15 KDa j 34.29 KDa 

\. _ ~.1~~~ ~~ _j _ _:2.35_ 1<9ª _ ¡ 35.77 KDa . 1 35.86 KDa 1 29.05 KD~_j 
,, __ 43.28 KDa ¡~.53 KDa __ : -~!_~-Kc);_=_~j"-33:~~~KDa J_~21:64 K~ 
, 39.06 KDa ! K-caseina 28.56 KDa ¡ 28.76 KDa J 26.55 KDa 1 
'I 

1 
19.94 KDa ___J . . 

------- 30.56KDa ~1~8ci~b~ ______ 27.12KDa _J 27.16KDa J ~~~9a:~~= 
a;;.~~S:~:ª \ __ ~;~:~e~~ªa j _____ 26.33 KD_:_j ~~-~~~ . _/ __ _!1~1ciº~b~_j 
a s-caseina •¡' 10.47 KDa i B-caseina _J 8-caseina 12.47 KDa 
21.04 KDa _ ____ ... ' -----~·45 KDa _ 24.13 KDa j _______ __J 

K-caseina '¡· · a s-caseina f as1-caseina j' _J 
·-·-·------ . ·-'- !~..:..43~~·---- 22.95 KD!____j 23.19 KDa 

, ___ .. _______ ..... !. 17.~0KD~_J_. ___ _J_-_-__ ~~~;;~;;:_ _e ~~~~~º~~r-~~=-J 
'Prolelna total en base seca 
*'Porcentaje de solubilización esta dada por la protelna soluble/ g de proteína total x 100 
"'Las fracciones de la caseína se resallan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Resultados y Discusión 

Cuadro 30°. Peñil electroforético, Porcentaje de Solubilidad y Solubilización para F-43 

*Pr~~~~n8a0~0otal J p~ pH4 p~~_J __ :~~J ___ _:~_J 
.·~~-s~1~~~i1~~~~~-'.:f23~4±0.8 j 12.85±0.58 35.57±ü.74j 29.14± 1.04 j 31.28±0.93 / 

___ ·- . ___ _J 12 bandas ¡ 8 bandas 8 bandas J 12 bandas \ 8 bandas 

••••Análisis J 232.60 KDa i 82.64 KDa 226.32 KDa j~8 KDa i 82.59 KDa 
electroforético 185.88 KDa ¡ 65.37 KDa 80.11~- 67.44 KDa ¡ 63.54 KDa 

-------- ~.61 KD_~ .. 32.69 KDa 66.09 KDa __ j 56.28 KDa j ........ 58.94 KDa __j 
106.23 KDa 1 26.76 KDa 58.63 KDa j 32.62 KDa j 33.59 KDa j 

--~~~K~j o;;.-~:~e~~a j ____ ~3~~~~~_J __ ~0.70-~~~J_ 31.73KDa 1 

1 
68.25 KDa j 8-caseina a s2-caseína 1 as2caseína j as2caseína i 

I. _______ 24.01 KDa __ 25.64 K~. 25.56 KDa -·- .. 25.44 KDa _J 

1 

56.38 KDa j K-caselna 1 K·caselna j a s1caseínaj . K·caseina ll 
19.87 KDa 19.33 KDa 23.70 KDa 19.81 KDa 

. _ --~2~~~0~.J--.~~~ KDa _J---~~~-K-~~J-~;.~;s~~;J ___ -~3~40KD: .. _.J 

l 
l--!~3:~~~!J-L ..... _ _J ____ L _____ .. -'1· :~c:3s:í::-!--- ----· ---·· ----~ 
1 
__ 19.7~JS!J~ --·- ------- 19.39 K~ _________ ___J 

¡ 12.88 KDa ¡ 12.18 KDa ¡_ 
)---------¡ y-caseína i 1 y-caseína 

1 
_______ _J _!!¿7__15Da i i __!_1.74 KDa ________ _, 

"Protelna total en base seca 
.. Porcentaje de solubilización esta dada por la protelna soluble/ g de protelna total x 100 
... Las fracciones de la caseína se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Perfil electroforético de Muestras problema F-42 y F-43 
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Figura 12. A la izquierda corresponde al perfil de electroforético de la muestra proble F-42, a la derecha corresponde a la muestra 
F-43, ambas en función del pH, en los extremos se observan los marcadores de peso molecular, la concentración de acrilamida fue al 16%. 



Resultados y Discusión 

Cuadro 31. Perfil electroforético, Porcentaje de Solubilidad y Solubilización para F·44 

~~=~ajt_:~?:;9_~ __ _I __ ... _P_t!_L_ J ____ p~~ ___ J ___ e_~ ____ L_..et!~_J __ P!i.1! __ ] 
1 

.. %Solubilización 1 20.81±0.32 18.65±0.56 1 19.5± 1.25 1 25.12±0.62 1 27.09±0.45 1 
¡ ____ de la protei_ri~__J __J . __J . 
1 _____________ J ____ 12 ban~~_J-~~~~ 8 banda~ 8 bandas j 8 bandas j 
1 .... Anahs1s J 169.28 KDa 1 82.52 KDa 1 85.28 KDa 1 199.53 KDa J 86.25 KDa J 

1 electroforético 90.06 KDa 1 64.48 KDa 1 69.87 KDa J 85.31 KDa J 68.74 KDa J 
i --~~~~-~.'.!._ ___ J ____ ~~.:_o~-~E~- J ___ ~:_'l~_IS_D_'.!.__j_71.58KD~~~~ 
: ____ 65.73 K~_j 48.60 KDa J 45.26 KDa j 33.91 KDa j 32.75 KDa j 

1 ( :::: :: : 3555KO. I 3247 KO.u J_•,;'.;.:::ó~" 3093 KD• 1 

¡ I ----· _______ I __ 31.15K-Da __ J_ __ ~~~~~~~ _ _J _ -~~~:;~~= _J_~8.07K_~':__J 
1

1 

J---a~s9_2.~c3a-s~e~i·n~a-· --j!, ___ 2rn~ K~~-j_--~-97 K~~-j_ a-t~~~b~~!na. J_ 27.08 KDa 1 

a s2caseina 27.29 KDa J 13.37 KDa j a s2caseina 
25.79 KDa 25.99 KDa . __ _____ _ -~5.47 KDa 

¡ K-caseina 16.52 KDa a s2caseina j' J a s1caseina 

1 ¡---1-6.nKDa -!----12.42 KDa ____ ¡I ~~~!!e~~: -- ------- !~::s~~: 
' i . 19.76 KDa i _J 22.45 KDa 
j J 13.30KDa ¡------- 1 a-lactoglo. ----- K-caseina 
!--------- · ______ _J 14.30KDa 19.97KDa 

i-~=:~---~-~~:=_ ---l ~~-i_1~~~e~~-=~J:=~~~-- --__ -____ j ___ ~::: :: __ J~_-- --~~~d ;;~;~;J 
i i 1 1 8.86 ~ _J y-caseína 

:.~---~-=~~~~~--~~~~-~~!-=~~=--==] =--===J-a.32 KDa j =-=~~=--_j-~~~~2~~
4

-KK-~-ª-_j~ 
"Proteina tolal en base seca 
""Porcentaje de solubilización esta dada por la protelna soluble/ g de protelna total x 100 
"""Las fracciones de la caseina se resallan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa 
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Figura 13. Perfil de electroforÉtico de la muestra proble F-44 en función del pH, en los extremos se 
observan los marcadores de peso molecular, la concentración de acnlamida fue al 16%. 



Resultados y Discusión 

Mediante las técnicas propuestas se determinó la adición de algunos componentes principales como; 

carbohidratos y proteinas en muestras de preparaciones alimenlicias. 

Mediante el análisis químico proximal podemos determinar la adicción de más proteína pero no nos 

proporciona ·información sobre la identidad de las protelnas presentes. Pero si el análisis 

electroforético mediante el software Quantity One (Biorad), confirma la designación de preparación 

láctea para las muestras comerciales y las muestras problema al identificar por peso molecular las 

bandas presentes en cada pH y con ello comparar con las características de una leche entera. 

En comparación con técnicas cromatográficas (HPLC), la electroforesis SDS-PAGE permite determinar 

glicosilaciones de protelnas así como la cuantificación de pequeños péptidos presentes, mientras que 

para las técnicas como el HPLC (Walsh y Brown 2000, Sobe et al, 1999) sólo se puede cuantificar 

péptidos mediante la adquisición de columnas especificas de mayor costo, además de tener 

interferencia por microorganismos psicrófilos provenientes de Pseudomonas spp. La electroforesis 

capilar permite cuantificar péptidos, sin embargo algunas investigaciones (Miralles y Ramos,2001, van 

Riel y Olieman, 1995) refieren interferencia, por la liberación de péptidos por parte de proteasas en 

leche fluida, mientras que para leche en polvo esta interferencia podria ser menor de acuerdo al 

proceso de almacenamiento después de su elaboración. Tanto la electroforesis SDS-PAGE y la capilar 

dependen del tiempo de almacenamiento del producto para garantizar resullados confiables. 

Considerando lo anterior la técnica de electroforesis unidimensional aqui propuesta, en combinación 

con los análisis proximales, de solubilidad y pH, acidez y viscosidad, resulta ser mas económicos y 

sencillos, para cualquier laboratorio de análisis rutinario. 
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Conclusiones 

5.0 Conclusiones 

Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente: 

1.- La leche bronca liofilizada en el laboratorio de acuerdo al análisis qulmico proximal cumple 

con las especificaciones para la leche fluida de acuerdo con Ja norma NMX-F-026-1997-SCFI. 

2.- De acuerdo al análisis qulmico proximal,· las muestras problema. y la leche comercial no 

cumplen con las especificaciones para la denominación de le.che en polvo. El porcentaje de 

carbohidratos resulta supeñor, por presencia de carbohidratos complejos. 

3.- Los resultados del porcentaje de solubilidad en función del pH de las muestras problema y leche 

comercial indican la presencia de proteínas o concentrados del suero de leche adicionados para 

favorecer las propiedades funcionales al incrementar su solubilidad o abaratar los aranceles de 

importación. 

4.- El perfil electroforético permite confirmar la composición de las preparaciones alimenticias 

estudiadas. 

5.- Las muestra F-44 y F~39 corresponden en ·identidad . al WPC de acuerdo al análisis 

electroforélico. 

6.- Con base en las similitudes de los patrones ele'ctrofoiéliq()s '1as muestras restantes se 

identificaron como mezclas de proteinas de suero y caseiríatos y por las diferencias en el 

contenido de proteína se concluye que no corresponden ~laden~m'inación de leche en polvo. 

7.- Se propone que la metodología para identificar la adulteración de leches en polvo incluya: 

análisis quimico proximal 

porcentaje de solubilidad en función del pH. 

perfiles electroforéticos SDS-PAGE 
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Resultados y Discusión 

Esta combinación de métodos de prueba resulta ser rápida, sencilla, económica y confiable en 

comparación con las técnicas de HPLC y electroforesis capilar, que requieren de una preparación 

más rigurosa, por lo que esta técnica permite acoplarse a un laboratorio de análisis tradicional. 

Recomendaciones 

Realizar un. análisis por electroforesis bidimensional, para definir las bandas que no logran ser 

analizadas con la electroforesis en una sola dimensión. 

Para lograr cuantificar las fracciones proteicas presentes en los gele~ de~PAGÉ-SDS se recomienda 

utilizar estándares de concentración y de esta manera se podré d~t~~í~'~r el por¿entaje de la 

adulteración. 

ldentificár y cuantificar ·'ºs carbóhidratos complejos presef¡tes e~ las r:n~zclas de leche en polvo, 

mediante HPLC. 
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ANEXO 1 

Cuadro 1. Porcentaje de Humedad 
¡· ---- MUESTRA ___ -------·r---HUMEDAoo/o 

Caselna 1 7 .8 

1 Suero de leche 1 3.94 
1-----caseiriaiOdeSéiciia-------1-------a:¡¡-3--·------
1 Caseinato de calcio 1 7.15 
¡-·- Leche comercial en polvo 1 5.75 
1 Leche bronca liofilizada J 4.0 
J WPC l 3.3 r---- --1=.:JB-- ------¡--- ----- s.41f ------------

r-- F-39 \ 7.63 
1-·- --- - ·i=:-40-- --1- ------·-s2i 
,-- F-41 -------¡ 6.74 

1 F-42 1 6.43 
\ F-43 6.55 
f F-44 7.50 

· --------¡;¡C,medio de seis repeliciones-ysu desviaciónestandaí· · - - · 

Cuadro 2. Análisis estadistico de la prueba de rango múltiple de Duncan 

¡--- Grü1Jci5 ___ --- ¡--ceñiZaS_ f _ ---c3rasa--¡PrCi1e1ña---¡--car~=lclS-

i 1er grupo 1 F-41 y F-42 ¡ WPC. F-38,F-40 y Leche Bronca r-
1 ¡ F-41 F-40,F-41,F-42 

:
1 
. -2dogrupo ___ ·· ¡-F~43 y F:;¡¡---¡·-caseTríaiOdí!- Í------ ---- . -¡--- --

. 1 calcio, F-40 y F-44 1 i 
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