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INTRODUCCION

La produccién de leche a nivel mundial se concentra en paises desarrollados como son
Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda, Japén, Canad4, Noruega y Suiza que generan el
65% a nivel mundial. Sus excedentes son exportados a los paises cuya produccién local es
limitada y los niveles de produccion tienen una variacion ligera de entre el 1 y el 2%.

La produccién nacional de leche (fresca y deshidratada) resulta insuficiente ante la demanda
que diariamente se consume en el pais y se presentan serias carencias en el sector lechero.
Ademds resulta muy heterogénea en cuanto a materia prima e infraestructura para el
procesamiento de la leche fluida y diversos productos lacteos.

El monitoreo de la calidad en diversos productos alimenticios es un tema sujeto a una seria y
verdadera discusion. Existe una gran diversidad en cuanto a normatividad y legislacion en
torno a leche y productos lacteos en distintos paises. En el caso de México, la calidad se rige
por la NOM-155-SCFI-2002. No obstante, algunos aspectos de la misma no han sido
implementados por las autoridades, lo que ha llevado a una relajacion por parte de los
productores y a la industria lactea en general para en torno al cumplimiento con los
estandares de calidad; peor alin, son todavia frecuentes practicas tramposas que van desde la
adicion de agua para aumentar el volumen de producto y las ventas, hasta la de agregar
complementos proteinicos (de origen animal o vegetal), lo que lleva a una serie de relaciones
comerciales injustas y muy subjetivas en cuanto al verdadero contenido de lo que se
comercializa como leche de vaca. Incluso han emergido algunos productos, como la leche
organica, en los que la falta de claridad en la normatividad, asi como de mecanismos de
supervision de ejecucion de la norma, realmente no garantizan la autenticidad del producto

para ser comercializado como tal.



En lo que se refiere a las proteinas, los estandares requieren que su contenido sean
exclusivamente proteinas de leche, pero los precios bajos de algunas proteinas de origen
vegetal (como la soya), pueden volverse atractivos para cometer fraude.

La proteina de soya es probablemente la méas comiin en la adicién a diversos productos de
origen lacteo, aunque no se descarta el uso de otras fracciones proteicas de la propia leche,
como las proteinas de suero y caseinas.

Se han desarrollado diversas metodologias para la deteccion de proteinas de origen vegetal
en alimentos de origen animal, principalmente métodos inmunoldgicos (ELISA) que podrian
adaptarse a la industria de los productos lacteos, sin embargo la seleccion de los antigenos
adecuados parece ser el mayor problema. La deteccion de proteinas lacteas en leche también
presenta dificultades.

En la actualidad, la electroforesis se ha convertido en una técnica analitica con muchas
aplicaciones en el estudio de proteinas y péptidos en alimentos.

La electroforesis capilar (EC) y ahora la electroforesis en microchip, han resultado del
desarrollo de andlisis rapidos y automaticos, con una gran resolucion, requiriendo de muy
pequefias cantidades de muestra y volumenes de soluciones amortiguadoras (para CE
volimenes de muestra del orden de nanolitros y para la electroforesis en microchip son
picolitros), ademas de proveer una exacta cuantificacion de la informacion resultante. En la
actualidad usando un capilar con una cubierta hidrofilica y una solucién amortiguadora de
pH 2.5 se aplica la CE al andlisis de proteina de soya y se sugiere que las adulteraciones con
proteina de soya de los productos de uso comiin pueden ser potencialmente detectadas. Si se
cuenta con un mayor presupuesto se pueden obtener analisis de muestras en menos de un

minuto con la nueva tecnologia microfluidica que proporcionan los microchips.
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Las autoridades deden implementar metodologias eficaces para el control y monitoreo de la
calidad.

En este trabajo se aplico la metodologia descrita en la Norma Oficial
Mexicana-NOM-155-SCFI-2002 para obtener perfiles electroforéticos de proteinas lacteas y
leche pasteurizada.

Algunas de las pruebas mencionadas en esta norma con caracter obligatorio para el
monitoreo y control de la calidad de la leche son: para la determinacion del porcentaje de
proteina el método Kjeldahl (que aunque determina el contenido porcentual de proteina que
contiene la leche no tiene la selectividad para discriminar de entre las fracciones proteicas
que aportan ese porcentaje); para la determinacion de grasa butirica se menciona el método
de Gerber, que aunque efectivo es un método de antafio, muy poco utilizado ya por la
industria lactea nacional. Estos métodos han sido sustituidos por métodos con mayor eficacia
y mucho mas rapidos, como son los que basan su anélisis (previa carga de curvas de
calibracion) en un escaneo a la muestra y arrojan todo un analisis proximal en segundos;
equipos con tecnologia NIR (un muy buen ejemplo es FOSS Analytical).

Para la caracterizacion de las fracciones proteicas normalmente se recurriria a la
electroforesis unidimensional de poliacrilamida (SDS-PAGE); que aunque es una
metodologia eficiente y de bajo costo representa un verdadero problema en cuanto a tiempos
y en la produccion de material verdaderamente toxico.

La NOM-155-SCFI-2002 menciona a la electroforesis capilar como la metodologia oficial
para realizar este monitoreo; pero ademas de ser poco clara e inespecifica (sin mencionar la
del andlisis de carbohidratos por HPLC) no ha entrado en vigor ni ha sido normalizada por no
contar con por lo menos tres laboratorios con la metodologia implementada, y es el

laboratorio de la PROFECO el encargado de supervisar que esta se lleve a cabo.
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Una alternativa reciente se ha presentado en el mercado y viene a revolucionar el analisis de
proteinas en cuanto a costos y tiempos de andlisis: La electroforesis en microchip junto con la
automatizacion, en donde se ve a su maximo expositor Caliper lifesciences son una
alternativa real y eficaz. Aunque la inversion inicial es realmente fuerte, el costo promedio de
analisis es de aproximadamente $10 USD. En este trabajo se presentan las ventajas y
desventajas que tienen las tres metodologias electroforéticas (SDS-PAGE, Electroforesis
Capilar de alta resolucién y LabChip 90) como una opcion para la resolucion a esta

problematica real.
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OBJETIVOS

GENERAL

Presentar y proponer la estandarizacion de la instrumentacion y metodologia para
determinar, caracterizar y cuantificar las proteinas presentes en muestras de leche y diversos
aislados proteicos, por las tres diferentes técnicas analiticas de Electroforesis (SDS-PAGE,
capilar y en microchip), disponibles en el mercado c6mo un método de monitoreo de la

calidad de estos productos.

PARTICULARES

Revisar la normatividad existente con respecto de la industria lactea.

Obtener y estandarizar diversas muestras de proteina de leche y posibles adulterantes.
Realizar el andlisis de las muestras con las tres diferentes técnicas analiticas disponibles y
presentar sus fortalezas e inconvenientes.

Comparar el comportamiento de leche fluida comercial, leche en polvo comercial, aislado de
suero, preparacion alimenticia adicionada con caseinato de sodio, mezclas de caseinas y un

aislado de proteina de soya.
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ANTECEDENTES

La leche se define como el producto que se obtiene de la secrecion de las glandulas mamarias
de los mamiferos. En términos normativos se conoce como tal a la leche de vaca, sin calostro
y sin substraccion alguna de sus componentes naturales. Esta constituida por proteinas
(caseina y proteinas del suero), carbohidratos (lactosa), lipidos y sales minerales (Alais,

1990).

Proteinas de la leche

La contribucion de las proteinas de leche bovina a la nutricién humana puede ser apreciada
cuando se observa que en una base per capita, alrededor del 25 % del consumo proteico
diario de los norteamericanos proviene de productos lacteos. En la leche las proteinas se
encuentran en forma de micelas dispersas en suspension coloidal. La concentracion de
proteina en la leche varia de 3.0 a 4.0% (30-40 g / I} y depende de la raza de la vaca y la
alimentacién. Las proteinas de leche también son responsables de la estabilidad del 3.5 % de
la grasa que se encuentra en la leche. Algunas interacciones muy especificas de estas
proteinas son también responsables de la baja viscosidad de la leche a pesar de contener una
cantidad ligeramente alta de grasa. Las principales proteinas de leche pueden ser divididas en
dos clases basandonos en su estructura y comportamiento fisicoquimico. Estas clases son, la
caseina y las proteinas de suero que se pueden separar por precipitacién de las primeras a pH
4.5-4.6 a 20C (Spreer, 1991). Seran consideradas separadamente debido a las grandes

diferencias en sus comportamientos.



Caseinas

"Toda la caseina" ha sido operacionalmente definida como un grupo heterogéneo de
fosfoproteinas precipitadas de leche bronca desengrasada a pH 4.6 y 20C. La caseina
constituye alrededor del 83% de la proteina total de la leche y en la leche bovina de 2.5 a
3.2%. Las caseinas son fosfoproteinas (0.85% P) asociadas al Calcio que forman un coagulo
cuando precipitan a partir de la leche descremada o entera. Las proteinas de suero no
presentan enlaces éster fosfato (Walstra y Jenness, 1987). Casi toda la caseina de la leche se
encuentra en las micelas, estructuras supramoleculares que adoptan una forma globular en el
espacio y se estabilizan por la k-caseina y la interaccion con iones calcio.

Los diversos tipos de caseinas se distinguen por sus pesos moleculares, su capacidad de ligar

fésforo y calcio, punto isoeléctrico, entre otras propiedades.

Las caseinas pueden ser clasificadas en cuatro fracciones principales con las propiedades

indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucién y propiedades de las caseinas.

Componente % Ppormol  SHpormol S-Spormol PesoMol  pKa
Caseina 75-85

ay Caseina 45-55 8 0 0 23,500 4.6
B- caseina 25-35 5 0 0 24,000 5.0
x Caseina 8-15 44| 0 1 19,000 3.74.2
y Caseina 3.7 1 0 0 20,000 5.8



Las caseinas se comportan diferente a la mayoria de las proteinas. Tienen estructuras
extremadamente flexibles y por algln tiempo se han descrito como esencialmente aleatorias.
No existe informacion sobre los cristales de caseina porque las moléculas no forman
cristales. Esto se ha citado como evidencia de que no tienen estructuras tridimensionales bien
definidas. La mejor evidencia de estructura secundaria y terciaria se obtiene de estudios de
difraccion de rayos-x de moléculas cristalinas. Es posible realizar estimaciones de la

estructura secundaria de las moléculas en solucidn.

Recientemente, trabajadores del Centro de Investigacion regional Este de la USDA en
Filadelfia han estudiado a las caseinas usando espectroscopia Raman, y han sido capaces de

estimar la cantidad de estructura secundaria en varias caseinas.

La estructura resuelta para las a s-caseina se presenta en la figura 1.

Figura 1. Modelo tridimensional para las a s-caseina.



Estos investigadores describen a la estructura como un segmento hidrofilico corto a la
derecha de la molécula conectado a una region de hojas B hidrofébica. Esto est4 conectado a
la region que contiene los grupos fosfato que a su vez esta conectado a un pequefio segmento
alfa-hélice. Unidos a un dominio carboxi-terminal muy hidrofobico que contiene ramales
beta extendidos. Este modelo sugiere que las a s-caseinas contienen aproximadamente 15%
de estructura alfa helicoidal, 22% estructura beta, 45% giros y 18% que no puede ser
especificado. Esto es probablemente una aproximacién razonable de la conformacién de la
molécula en solucién y esta razonablemente de acuerdo con aproximaciones realizadas por

otros métodos.

El hecho de que es imposible obtener cristales de la molécula sugiere que esta estructura
secundaria no es tan permanente como en una proteina mas tipica y que son posibles

considerables variaciones.

La estructura propuesta para la k-caseina se presenta en la figura 2.

Figura 2. Modelo tridimensional para la kappa caseina.
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Los autores han descrito esto como el modelo “jinete y su caballo”. La seccién amino
terminal de la molécula forma el “caballo” y la seccioén C-terminal al “jinete”. Las dos patas
del caballo estan formadas por las estructuras (. Este modelo sugiere que la k-caseina
contiene aproximadamente 16% de estructura alfa hélice, 27% de estructura beta, 37% giros
y 20% que no puede ser especificada. Las secciones de las patas son muy hidrofébicas y los

autores han postulado que esta podria ser el area de interaccion con otras caseinas.
Caseina Alfa “s”

En 1956, la fraccion de caseina conocida hasta ese tiempo como a-caseina estaba constituida
por dos proteinas, a y k caseina. Fue definida como toda la a-s caseina precipitada en CaCl,
0.4M a pH 7y 0.4C. El aislado de o s - caseina es muy sensible al Calcio ™y comenzaré a

precipitar a una concentracion de 0.007M. La precipitacion esta virtualmente completa a una

concentracion de 0.02M.

La secuencia de aminoécidos de la a s-caseina ha sido determinada y se presenta en la figura
1. De esta informacién se puede observar que la molécula contiene 199 aminoacidos y 8
grupos fosfato que estan esterificados a grupos Serina. La molécula tiene una carga neta de

alrededor de -24 a pH 6.7 y no contiene residuos de Cisteina.

El peso molecular de la a s-caseina B es 23, 644 y la molécula tiene una hidrofobicidad
promedio de 1170. Un segmento de la molécula (aminoécidos 45-89) esta altamente cargada.
Este segmento contiene 7 de los 8 grupos fosfatos, 12 grupos carboxilos y 2 grupos epsilon
amino y tiene una carga neta cercana a -23 a pH 6.7. Esto significa que el resto de la molécula

sélo puede tener una carga neta negativa de -1 al pH de la leche.
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La caseina Alfa sl tiene tres regiones muy hidrofébicas que incluyen los residuos 1-44,
90-113 y 132-199. La molécula contiene 17 residuos de prolina los cuales son casi aleatoria
mente distribuidos dentro de la porcion hidrofébica de la molécula. La distribucion de esta
estructura de residuos rotos evita efectivamente la presencia de la estructura secundaria en la

molécula.

La molécula natural precipitara cuando ocho iones Ca™" sean ligados a esta. El enlace con el
Calcio reduce la carga de las moléculas de -24 a -8 y esta carga residual aparentemente no es
suficiente para prevenir la agregacion. Evidencia reciente indica que el enlace entre el Ca™" y
la caseina o sl causa un cambio conformacional en la proteina lo que provoca que mas

grupos hidrofébicos se expongan al solvente.

Existen cuatro variantes genéticas conocidas de la caseina alfa s-1 siendo la variante B la mas
conocida. Las variantes C y D difieren sélo por un aminoacido de la B y probablemente
vengan de mutaciones puntuales. La variante A contiene 13 aminoacidos menos que las otras

variantes (aminoacidos 14-26) por lo que debi6 ocurrir la supresion genética.

La caseina Alfa constituye del 44 al 55% del total de la caseina y la caseina o s1 constituye
aproximadamente el 80% del total de las o s caseinas. La distribucién inusual de los
aminoacidos con carga ¢ hidrofobicos deben tener un efecto en la forma de las moléculas de
las caseinas a s. Las largas regiones hidrofébicas tenderan a minimizar tanto como les sea
posible su contacto con el agua. Esto probablemente conlleve a una gran estructura globular
que es tan compacta como le sea posible. La ausencia de grupos cargados y la presencia de un
gran numero de residuos de prolina previenen efectivamente que esta porcion de la molécula

adquiera una estructura secundaria.
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El segmento de 46 aminoacidos altamente cargados de la molécula intentaran maximizar su
contacto con el agua. A pesar de esto la molécula tiene una parte final que esta altamente
cargada (carga negativa) y otra parte final que contiene poca carga, pero es altamente apolar.

La secuencia de la caseina o variante B se presenta a continuacion:

7;.rg

pro lys his pro ile lys his gln gly leu pro gln (gl “Val leu  Asn glu  gsn o leu

(Ausente en Variante A) © 30 : ] ; 40

leu arg phe phe val ala) pro. phe pro gin val phe gy lys g lys Val “asn  glu | leu

P P 50 ThrP en variante D 60

ser lys "asp ile . gly ser glu ser thr glu asp gin ala met ‘glu asp ' Mle lys " glu met

P P P P 70 P : ; 80

~élu ala glu ser ile ser ser ser glu glu ile val pro asn ser val Glu gn lys his

9 100

ile  gin lys gl_u_ asp val pro ser gl érg' tyr few gly tyr @ lew glu  Gin lew  len  arg

110 P 120

Tleu _ly_s_lys_tyr_ ly—s val —R _gin_ leu giﬁ_ ile val pro asn = ser ala  Glu glu arg leu

130 140

his ser met lys gln gly ile his ala gn gn lys glu pro met gly Val asn asn gln

150 160

vgfu leu ‘ala typ phe tyr pro glu leu phe arg gin phe tyr _gln leu Asp ala  fyr  pro

170 180

ser gly ~ala tp tyr tyr " val pro leu gly thr gin tyr thr asp ala Pro ser Phe ser
- 190 = glyen variante C ? 199 |

asp ile pro asn pro ile gly ser glu asn ser glu lys thr thre met Pro leu tp OH

Figura 3. Secuencia primaria de la caseina bovina a sl1- B. Los aminoacidos en paréntesis

son los sitios que son diferentes en las variantes geneticas A, C y D.

Aislada con las caseinas a s1 estan las caseinas de la familia o s2. Estas caseinas contienen 8
aminoacidos mas, tiene de 10 a 13 fosfatos y también 2 cisteinas. Las caseinas o s 2 tienen un
peso molécular promedio de alrededor de 25,100 Da. La secuencia primaria para la caseina

o. s2 variante A se da a continuacion.
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P P P 1 P

Lys Asn Thr Met Glu His Val Ser Ser Ser Glu Glu Ser lle Ile  Ser Gln Gin The Thr .
lz,;s Glu Glu Lys Asn Met Ala lle  Asn Pro ;:r Lys Gln. Asn ; Leu Cys : Thr  Phe  Cys
‘l‘;'s Glu | Va.l Val _Arg Asn _Ala Asn Gli_ Glu f}llu Tyr _Ser lle Gy'- lS)er £ ger FGlat Gl
IS:’er izla (Glu Val Al Thr [ Glu_ Glu "Val" Lys ;’l:: Thr  Val  Asp Asp“ Lys tI-I_iﬁ Tyr __GIII‘L-'-. Lys
illa Leu "Asn Glu ile  Asn Gli Phr Typ Gin z;’s _Phe Pro Gln "Tyr- : Leu Gln Tyr ‘Lu_e. Tyr
IG(:rll Gly Pro lle Val Leu Asn Pro Trp Asp :}‘Irll Val Lys Arg Asn. Ala Val Pro e Thr
Hllj:; Thr Leu Asn Agr Glu Gln  Lue 1;" Thr :.‘:er Glu Glu Asn ' Ser  Lys _Lys Thr  Val_ Asp
11\:; Glu ;er Thr _Glu_ Val Phe Thr "Lys Lys }ii Lys Leu Thr Glu Glu "Glu Lys Asn Arg
{fa: Asn _Phe Lleu Lsu Lsy [fle Ser Gin Agr '}‘Q Gln Lys Phe "Ala Leu "Pro Gln Tyr Leu
ll.g;' Thr Val Tyr Gln His Gln Lys Ala  Met Il;: Pro Trp lle ' Gln Pro [Lys' Thr " Lys Val
201 207

lle  Pro Tyr Val Arg Tir  Len OH

Figura 4. Secuencia primaria de la caseina bovina a s2, variante A.

Caseina Beta

La Beta-Caseina constituye del 25-35% del total de la caseina. Esta formada por 209
aminodcidos y su secuencia primaria se da en la figura 3. La molécula contiene 5 fosfatos
cada uno como enlace ester serina fosfato. La B-caseina no contiene residuos de cistejna pero
tiene 17% de prolina la cual se distribuye aleatoriamente a través de toda la molécula. La
proteina tiene un peso molecular de 23,980 Da y una carga neta de -13 a pH 6.7. El segmento
N terminal de la molécula, residuos 1-42, contiene todos los grupos fosfato y toda la carga
neta de la molécula. ElI 80% restante de la molécula no contiene carga neta y es muy
hidrofébica. Toda la molécula tiene una hidrofobicidad promedio de 1335.La molécula es
ain mas asimétrica que la caseina alfa sl y por ello se pueden postular comportamientos
similares. La B-caseina también precipitara con la presencia de Calcio, pero el fenomeno es
altamente dependiente a la temperatura. La remocion del tripéptido terminal C altamente

hidrofébico -ILE-ILE-VAL prevendra la asociacion de la beta-caseina.
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A 4°C y en el ambiente idnico de |a leche, |a B-caseina es soluble, contrario a las o s-caseinas

que precipitaran por la presencia del Calcio. Al aumentar la temperatura, la B-caseina se

volvera menos soluble y tendera por asociarse con otras moléculas de caseina. Datos de

viscosidad intrinseca sugieren

que a 4 °C, la B-caseina es altamente asimétrica y

posiblemente exista como un serpentin aleatorio. La viscosidad no incrementa cuando la

molécula es colocada en guanidina 6M y HCl lo que sugiere la falta de estructura secundaria.

A temperaturas por encima de 13 C, existe evidencia de la presencia de pequefias cantidades

de una hélice (10%) en la estructura de |a beta-caseina. Hay cinco variantes genéticas de la

B-caseina, todas son resultado de un cambio de un aminoacido. La secuencia primaria de la

[-caseina se presenta en la figura 3.

10 P P P 20

arg glu leu glu glu leu asn val pro gly glu ile val glu ser leu ser ser ser glu
En Cascina yl, se divide aqui 30 P lys envaricnte E 40

glu ser ile thr arg ile asn_ lys lys le glu lys phe gln ser glu g!u gln gln gin
50 Variante C, lys 60

thr glu asp glu leu gin asp lys (ile his pro phe ala’ gn "thi gn [ser  leu val tyr
En variantes B, Al & C his 70 80

pro phe pro gly pro ile pro asn  ser leu pro gin asn ile ‘pro| pro "lew thr gin  pro
90 100

pro val val val pro pro phe leu gin pro glu val met lys val ser lys val lys glu
kn Cas.y3. se divide Se divide nqui en Cas. y2 ; - 120
ala . met ala pro dys his Iys  glu met pro phe pro lys tyr pro val gln  pro Tphe thr
arg en variante B . 130 henhf BT

glu ser gln' ser lew thr [len  thr ‘asp val [ gl asn Jeu his "léd pro Tpro. leu lel leu
150 B 160

cgin ser trp met his gin pro his gln pro leu pro | pro thr "Vall met “phe’ pro pro gln
170 e . 180

ser val leu ser leu ser g ser lys val les pro val pro gl lys “ala  val [pro_ tyr
190 : 200

pro gln ‘arg asp mét pro ile " gin ‘ala  phe leu leu (% | gln " glh pro Lgly. pro

209 [ o it ¢ i
val - arg . gly pro (phe pro ile ile "val  OH - Fe

Figura 5. Secuencia primaria de la B-caseina A de bovino. Sustituciones de aminoacidos son

indicadas para las variantes genéticas B, C y E. Los puntos de hidrdlisis para producir las

v-caseinas son indicados.
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Caseina Gamma

Alrededor del 5% de la caseina esta formada de un grupo heterogéneo de proteinas
anteriormente conocidas como y-caseinas. Ahora se ha demostrado que la gamma-caseina
resulta de la proteolisis limitada de la B-caseina. La proteolisis resulta de la actividad de la
enzima plasmina que aparentemente es transmitida de la sangre a la leche en pequefias

cantidades.

La figura 4 muestra la relacién entre la y-caseina y las 3-caseinas. El comité en nomenclatura
de la Asociacion Cientifica Americana de los Productos Lacteos (American Dairy Science
Association) ha recomendado la siguiente nomenclatura para las y-caseinas: y-1 caseina
(segmento 29-209 de la B-caseina, ~ 20,600 daltons); y-2 caseina (segmento 106-209 de la
B-caseina ~ 11,800 daltons); y-3 caseina (segmento 108-206 de la B-caseina ~ 11,600

daltons).

Las y-caseinas, derivadas de la porcion del C terminal de la B-caseina, tienen muy poca carga
neta y son extremadamente hidrofobicas. Estas moléculas pueden ser solubilizadas con
alcohol etilico y otros solventes de baja constante dieléctrica. La porcién N terminal de la

beta-caseina es la fuente de las proteosa-peptonas 5, 8-rapida y 8-lenta (ver figura 4).
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Figura 6. La relacion de las y—caseinas y las proteosa peptonas 8 y 5 para la B caseina.

Caseina Kappa

La Kappa-caseina esta constituida de 169 aminoacidos y tiene un peso molecular de 19,005
Da. La proteina puede contener de 0 a 5 trisacaridos compuestos de N-acetilneuraminil
(2-->6) b-galactosif (1-->3 o 6) N-acetilgalactosamina. Contiene ademdas un grupo serina
fosfato y dos residuos de cisteina. Existen dos variantes genéticas de la kappa-caseina. La

secuencia primaria de la kappa-caseina se presenta en la Figura 5.

La hidrofobicidad promedio de la k-caseina es 1205. La k-caseina tiene secciones cargadas
en ambos extremos de la molécula diferente a las o s y B-caseinas. Los 53 amino4cidos
C-terminales tienen una carga neta de -11, contienen el grupo fosfato y todos los
carbohidratos asociados con la k-caseina. Estos carbohidratos incrementan todavia més la
carga neta negativa de esta porcién de la molécula. El resto de la molécula es muy

hidrofébica y contiene carga neta positiva a pH 6.7.

La mayoria de la carga neta de la molécula no se deriva de los grupos serina fosfato por 1o

que la k-caseina es soluble en presencia de Ca™. También puede interactuar con las o sy
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B-caseinas y estabilizarlas en presencia de los iones Calcio. Estudios extensos con modelos
del sistema han demostrado que el complejo es estable en la presencia de Ca"". De hecho, el

Ca™" debe estar presente para que se forme el complejo.

También se ha observado que existe una relacion entre la cantidad de k-caseina presente y el
tamafio de las micelas de caseina. Micelas grandes tienden a tener menos k-caseina que la
que tienen las micelas pequefias y cuando se adiciona k-caseina a la suspension de micelas, el
diametro promedio de las micelas decrece. Esto sugiere que la k-caseina limita el tamafio de

las micelas de caseina interactuando en la superficie de estas unidades.

Cuando la leche es expuesta a la enzima renina, las micelas de caseina son desestabilizadas y
precipitadas. Se ha demostrado que la renina rompe un enlace entre PHE 105 y MET 106 en
la molécula de k-caseina. Esto resulta en la libertacion de la porcidn soluble del C terminal de
la molécula. Este (glico) macropéptido tiene un peso molecular de ~6,800 Da y contiene los
grupos carbohidrato y serina fosfato de la molécula. El resto de la molécula de la k-caseina es
llamada para-kappa-caseina. Y tiene un peso molecular de 12, 271 Da y una carga neta
positiva a pH 6.7. Esta molécula es extremadamente hidrofobica y es insoluble. La estructura

de la k caseina se presenta en la figura 5.
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s 1
Glu Glu _GIn Asn Gin Glu Gln Pro lle Arg Cys Glu Lys Asp Gl

21 31 :
Lys lle "Ala Lys | Tyr lle Pro. lle ' Gin_ Tyr  Val Leu "Ser. Arg ' Tyr
41 - 51

Asn. Tyr _Tyr Gin [Glh Lys “Pro_ Val _Ala Leu Ile - Asn _Asi Gin  Phe
61 To i A
Tyc ' Ala [Lys Pro [Ala" Ala "Val Arg [ 8Ser Prs "Ala  Gin "Tle | Leu [Gla

81 i 81 :

Asp. Thr Val Pro "Ala Lys Ser Cys Gl Ala  Gln Pro [ Thr Thr = Met

101 105 106 111 3

Pro His PLeu Ser Phe Met Ala lle Pro Pro Lys Lys Asn Gln Asp Lys Thr Glu lle | Pro
121 131 le en Variante:A

Thr lle Asn Thr _lle Ala Ser Gly Glu Pro Thr Ser Thr -Pro Thi  Thr 'Glu’ Ala | Val Glu
141 Variane Atienc Ala |~ P 151 2 B
Ser Thr (Val Ala Thr Leu Glu Asp Ser Pro Gl Val "lle  Glu [Ser Pro [Pi6" Glu [ Asn
161 169 .

Thr Val Gin Val Thr Ser Thr Ala Val

Figura 7. Secuencia primaria de la x-caseina B de bovino. Se indican ademas las

substituciones para la variante genética A y el punto de ataque de la renina.

Fosforilacion de la Caseina

Muchas de las propiedades importantes de la caseina se relacionan a su habilidad de existir
en forma de micela. Las micelas existen, en parte, debido a la sensibilidad al Calcio de las as
y B-caseinas. Esta sensibilidad a la precipitacion debido al enlace con el Calcio en gran

medida se debe a la presencia de los residuos serina fosfato en estas moléculas.

El c6digo genético no provee la incorporacion de los residuos serina fosfato directamente a
las proteinas, asi que las serinas regulares deben ser modificadas después de la sintesis de la
proteina. Esta modificacion ocurre en el aparato de Golgi y es mediada por la accion de una

caseina kinasa

El examen de la secuencia de las a s y B-caseinas asi como la localizacion de los grupos

serina fosfato ha llevado a sugerir que la caseina kinasa reconoce la siguiente secuencia:
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i 2 3
Ser o Thr X [ GluoSerP

Donde | es la serina o en una variante genética treonina que sera fosforilada. El residuo dos,
designado como X puede ser cualquier aminoacido y el tercer residuo pareciera ser el sitio de

reconocimiento para la enzima.

Si la enzima encuentra un acido glutamico o un residuo serina fosfato, que se encuentra
removido dos residuos del residuo de serina o treonina, la serina o treonina seréa fosforilada.
Estas reglas son sugeridas en todos los casos para las alfas-caseinas, no tanto para la

kappa-caseina y la mayoria de la beta-caseina de la leche.

A temperaturas reducidas tanto como el 30% de la B-caseina y una cantidad menor de la
K-caseina pueden encontrarse en estado libre en el suero de |a leche. Las micelas permanecen
intactas, sin embargo la leche contiene mucho mas fosfato de calcio que el que podria estar
soluble en agua a pH 6.7. Mucho de esto se debe a una forma sin disociacion de las micelas
de caseina. Las micelas en la leche pueden desestabilizarse por la accion de la enzima renina,

la adicion de acido hasta pH 4.6 o por la adicién de iones Calcio.

La renina causa el rompimiento de las moléculas de kappa-caseina y por consecuencia
remueve el factor que protege a las alfa s-caseinas de la precipitacion por Calcio. El Calcio
ionico adicional parece sobrecargar la estabilizacion de la kappa-caseina sobre las alfa

s-caseinas y provoca la precipitacion.

La reduccion del pH a 4.6 tiene dos efectos que conducen a la inestabilidad. Tan pronto como

decrece el pH, hay un cambio en la constante de equilibrio para la disociacién del fosfato de
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calcio coloidal de las especies i6nicas. Esto provoca que la actividad del ion calcio se
incremente lo que conlleva a la insolubilidad. Mas importante, la caseina tiene su punto
isoeléctrico a pH 4.6 y estas proteinas son insolubles en este pH. Desde el descubrimiento de
la k-caseina, se han preparado muchos modelos para describir la estructura de las micelas de

caseina.

Micelas de Caseina

En la leche, las caseinas existen en grandes particulas coloidales llamadas micelas. Estos son
grandes agregados con didmetros de 90 a 150 nm. Evidencia de microscopia electronica y
otros medios, sugieren que las micelas estan compuestas de pequefias unidades llamadas
submicelas teniendo diametros de entre 10 a 20 nm. Se han realizado observaciones con
respecto a las propiedades de las micelas de caseina. Cualquier modelo que proponga la
estructura de estas micelas debe ser probado sobre que tan bien puede explicar estas

observaciones. Las caracteristicas de las micelas incluyen:

1. Precipitacion con la enzima renina. La renina es conocida por cortar especificamente
el enlace entre los residuos fenilalanina 105 y metionina 106 de la x caseina. La

caseina debe ser accesible a la enzima.

2. El contenido de Calcio y fésforo en la leche es mucho mayor que la solubilidad del
fosfato de calcio a pH 6.7. Mucho de este fosfato presente en un estado coloidal
insoluble precipitard con las micelas incluso sobre la centrifugacion en altas

velocidades.

3. Las leches que contienen una cantidad relativamente mayor de «k caseina tienen

micelas de menor didmetro que las leches con menor cantidad de k caseina.
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Si las micelas de caseina son desestabilizadas y después reformadas, la distribucion
del tamafio de las micelas finales sera muy similar a aquellas micelas iniciales. Las
micelas reformadas de la leche que originalmente tenian un didmetro promedio
mayor seran mas grandes que aquellas reformadas de leche que tenia micelas de

diametro promedio menor. Esta propiedad ha sido llamada memoria.

Las micelas son altamente solvatadas y contienen aproximadamente 3.7 g de agua por

gramo de proteina.

La adicion de k caseina extra a una mezcla de micelas de caseina resultara en el

decremento en el didmetro promedio de las micelas de la mezcla.

La Kappa caseina estabilizara a las o s-caseinas de la precipitacion por Calcio. Existe
una completa estabilizacion en una proporcion (alfa s/kappa) de 10 y algo de

estabilidad en proporciones mayores.

La formaciéon de micelas requiere de la presencia de Calcio a concentraciones

mayores que las requeridas para precipitar a las o s-caseinas.

A bajas temperaturas, algo de la B caseina es capaz de dejar a la micela y volverse

soluble. Conforme se aumenta la temperatura, la beta caseina regresa a la micela.

El primer modelo generalmente aceptado para la estructura de la micela de caseina fue

propuesto por Waugh a mediados de 1960s. Los elementos esenciales de este modelo son una

asociacion hidrofébica de las o s y P caseinas que son burdamente esféricas. Estos agregados

estan recubiertos por una monocapa de k caseina. Este modelo ha sido descrito como un

modelo de nicleo-recubierto debido a su nicleo hidrofobico que es estabilizado por el
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recubrimiento de la k caseina. Una representacion esquematica de este modelo se presenta en

la figura 3.

Figura 8. Modelo de las micelas de caseina propuesto por Waugh.

Este modelo es capaz de explicar un niimero de observaciones enlistadas previamente. La
accesibilidad de la « caseina a la renina es obvia. El tamafio final de las micelas sera
presumiblemente dependiente de la cantidad de « caseina disponible para formar la cubierta.
Si existiera relativamente menos cantidad de « caseina, el diametro promedio de las micelas
tendria que incrementarse para asegurara una cobertura completa. El modelo no direcciona
directamente la posicion del Calcio y los fosfatos, pero la disposicién coloidal seria
presumiblemente asociada con los grupos fosfatos en las alfas y betas caseinas

Estos son indicados por los anillos en el final de la molécula.

Siguiendo un nimero de observaciones de la composicidn de la caseina por fraccionacion

ultracentrifugal, Morr propuso unos afios después el modelo mostrado en la figura 4.
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Figura 9. Modelo para las micelas de caseina propuesto por Morr.

Este modelo se observa mas como una variaciéon del modelo propuesto por Waugh. Las
caseinas hidrofébicas o y B estan localizadas en los circulos punteados y estan cubiertas por
una capa de B caseina. El fosfato de calcio coloidal es representado por la S en el diagrama
que conecta las submicelas. Esta es una molécula con muchos poros y acomodaria una gran
cantidad de agua. El diagrama sugiere que Ia caseina soluble podria entrar y dejar la micela,
pero la naturaleza de la interaccion no se especifica. El tamafio relativamente uniforme de las
submicelas realmente no explica las diferencias en tamafio de las micelas con contenidos de

B caseina diferentes.
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Figura 10. Modelo conceptual de una micela de caseina conteniendo alrededor de 40

subunidades. Adaptado de Slattery y Evard.

En este modelo la superficie tenue representa a los polimeros de las alfas y betas caseinas
(4rea hidrofobica) Los parches obscuros cubren alrededor del 20% del area superficial y
representa la sociacion de polimeros de k caseina (area hidrofilica). EI modelo contempla
canales abiertos a través de la micela. El crecimiento es impedido por la extensa superficie

periférica hidrofilica periférica.

Propiedades de las Caseinas

La naturaleza abierta y flexible de las caseinas las hace inusuales. Mientras estas podrian
preferir a las estructuras secundaria y terciaria, generalmente se encuentran en otras
conformaciones. Estas otras estructuras deben exponer a los grupos hidrofébicos al contacto
con el agua. Las estructuras alcanzadas por las caseinas pueden acomodar este contacto. Para
la mayoria de las proteinas, el desdoblamiento y exposicion de sus grupos hidrofébicos al
agua resulta en estructuras inestables. Las proteinas deben redoblarse para minimizar el
contacto con el agua y generalmente ocurre la precipitacién, ya que las caseinas para

empezar existen en estructuras abiertas, no son sensibles a alteraciones estructurales.
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Por ejemplo, las caseinas son muy estables al calentamiento. Estas podrian exponerse al calor
por periodos prolongados de tiempo y permanecer totalmente solubles. Esta es una propiedad
extremadamente util para productos alimenticios que seran sujetos a tratamiento térmico
severo tal como el procesamiento UHT. Las caseinas también encuentran aplicaciones donde
la flexibilidad es requerida por funcionalidad.

La mayoria de las proteinas que contienen cantidades significativas de fuertes estructuras
secundarias y terciarias requieren tiempo para desdoblarse en interfaces aire o aceite. El
tiempo requerido depende de la flexibilidad de la proteina. Las celdas de aire y gotas de
lipidos mas estables resultan de proteinas que son capaces de rearreglar rapidamente sus
estructuras y de minimizar su energia libre interfacial. Las caseinas funcionan muy bien en
estas aplicaciones y existe muy poco retraso entre el tiempo en el que las moléculas arriban a
la interfase y emplean su influencia funcional.

Soluciones de alta viscosidad es un resultado de las estructuras muy abiertas, casi aleatorias
de las moléculas de las caseinas. El caseinato de sodio encuentra su aplicacion en productos
donde se requiere alta viscosidad. La falta de solubilidad, ademas de la presencia de Calcio,
cambia el comportamiento de la caseina. Conforme se adiciona Calcio a una solucién de
caseinato de sodio, son evidentes una serie de cambios. El Calcio causar la agregacion de la
caseina en estructuras que asemejan micelas. Tan pronto como estos agregados se
incrementan en tamafio y nimero, la viscosidad de la solucion decrecera. La solucion
también se tornara turbia tan pronto las particulas se vuelvan lo suficientemente grandes para
dispersar la luz. Esto, si una solucion clara con alta viscosidad es requerida, el caseinato de
sodio es una buena opcidn. El caseinato de Calcio deberia ser seleccionado cuando se desea
una solucién de viscosidad relativamente baja y una alta turbidez (de apariencia lechosa).

La caseina también exhibe propiedades de fusion que son unicas entre las proteinas. Seguida
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la proteolisis limitada, la caseina se volvera termoplastica y fluira sobre el calentamiento. Un
efecto similar puede lograrse por quelacion de algunos iones de Calcio presentes. Estos
fenémenos son la base de la fundicion de quesos naturales y la produccion del queso
procesado de imitacion. La estructura debe existir antes que la sustancia se ponga a fundirse.
Con las caseinas esta estructura puede ser obtenida por precipitacién con Caicio, acido o la
adicién de renina. La caseina no forma geles térmicos y tiene muy poca funcionalidad en
aplicaciones que requieren programacion de temperatura. La estabilidad a altas temperaturas,
y la habilidad para fundirse son las dos propiedades de los caseinatos que los hacen dificiles

de reemplazarlos en muchas aplicaciones alimenticias.

Proteinas del suero

Estas proteinas son compactas, globulares y solubles en un intervalo de pH muy amplio
(incluso a pH 4cidos, cuando se han desnaturalizado por el calor). Constan por lo menos con
ocho fracciones diferentes, entre las cuales destacan la alfa-lactoalbimina y
beta-lactoglobulina, las inmunoglobulinas, la albimina sérica bovina y fracciones
proteosa-peptona. Son sensibles a altas temperaturas y en menor grado al pH 4acido
(condiciones inversas a las caseinas) debido a que su mecanismo de estabilidad es por
hidratacién y no por carga eléctrica, son las primeras proteinas de la leche en
desnaturalizarse y su calentamiento libera grupos sulfhidrilo que reducen el potencial de

oxido-reduccion, lo que puede llegara a inhibir parcialmente las reacciones de oxidacion.

Fracciones Nitrogenadas no proteicas

Constituyen una pequeiia proporcién de la leche, con una gran cantidad de sustancias de peso

molecular aproximado a 5KDa; son dializables y permanecen solubles a pH 4.5-4.6 (Fox y
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McSweeney, 1998).

Produccion de leche

A nivel mundial, en los Gltimos afios, la Unién Europea (UE) ocupa el primer lugar de
produccién de leche de vaca (SAGAR, 2001), debido a su alto grado de industrializacion y a
los avances en el 4rea de genética y zootecnia. El incremento global en la produccion hacia el
afio de 1999 es de un 2% anual; Norte América ocupa el segundo lugar al registrar el mayor
crecimiento (4%).

En afios recientes, el incremento en la produccion de leche en Asia, Latinoamérica y Oceania
ha sido favorecido por una declinacion de la produccion lechera de Europa Oriental y Rusia.
Se espera que estas regiones presenten un crecimiento importante en produccién local a
mediano plazo (proximos 10 afios) (FAO, 2001).

La produccion de leche de vaca en México se ha incrementado desde 1989. En el afio 2000, la
SAGAR report6 la cifra preliminar de 9.304 millones de toneladas, lo que represento un alza
significativa de 3 700 millones de toneladas en comparacion a lo producido en 1989, cuando
se obtuvieron 5 577 millones de toneladas. En la Republica Mexicana el 70% de la
produccidn se da en los estados del norte, bajio, golfo y centro del pais.

Leche en polvo

La obtencidn de leche en polvo se ha incrementado por ser la mejor forma de conservacion,
especialmente en lugares donde la produccion no es uniforme todo el afio. Adenias, ocupa
menos espacio para su almacenamiento y transporte. El mayor volumen de produccién le

corresponde a la leche descremada en polvo, debido a las multiples aplicaciones industriales
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y en la alimentacion animal. La leche en polvo entera se utiliza fundamentalmente para la
alimentacién infantil y leches rehidratadas de consumo. La leche en polvo se elabora de
acuerdo a la clasificacion que hace referencia al tratamiento térmico que ha recibido,

establecida por el American Dry Milk Institute (ADMI, 1971)

Principales caracteristicas fisicoquimicas de la leche en polvo

El control de la temperatura determina el grado de desnaturalizacion de las estructuras
terciarias que definen las propiedades funcionales de las proteinas, lo que hace que la leche

en polvo sea multifuncional y factible de adecuar al producto a las necesidades industriales.

Solubilidad

Es una caracteristica fundamental de las leches en polvo, los factores mas importantes que
pueden modificar la solubilidad de la leche en polvo son los siguientes:

La presencia de acido lactico en la leche (produce desestabilizacion de las caseinas)

El tratamiento térmico de la leche (cuando hay acido lactico desnaturaliza reversiblemente
las proteinas)

El sistema de desecacion (el secado en rodillos genera un mayor grado de insolubilidad que

el proceso de aspersion)
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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 por un capilar. La viscosidad determina el tamafio de
particulas primarias lo que, a su vez, incide en el contenido de humedad final del polvo. Los
principales factores que influyen sobre la viscosidad del producto final son:

e Temperatura de pasteurizacion/ precalentamiento

e Desnaturalizacién de las proteinas del suero

e Homogeneizacion

e Contenido de s6lidos totales del concentrado

e Variaciones estacionales en la proporcion proteina/lactosa

¢ pH final del producto

Color

El color de la leche fluida y en especial de los productos lacteos, 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. Ademas depende de la capacidad de la vaca de
convertir al caroteno en vitamina A, lo que varia mucho entre razas. Sin embargo un color
muy amarillo en leche en polvo indica que ha sufrido un proceso de enranciamiento (Noble

P, 1999).
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Acidez

La acidez titulable de la leche se define como los mililitros de hidréxido de sodio 0.1 N
necesarios para neutralizar 10 mililitros de leche y es expresada como 4cido lactico. La
normatividad especifica valores que van de 0.13-0.17% de 4cido para leche fluida y en polvo.
Valores superiores a la normatividad pueden indicar un deterioro microbiolégico, que

revelan alteraciones de las propiedades sensoriales y/o de la composicion de la leche (Spreer,

1991).
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 beneficiados por dia en 1 754
municipios marginados del pais.

Para lograrlo se debe rehidratar el producto y, ademas, producir los suplemeﬁtos alimenticios
para el Programa de Educacion, Salud y Alimentacion. El 70% restante se destina a la
industria, debido a las propiedades funcionales que proporcionan las proteinas de la leche

(Trujitlo et al 2000).

Calidad de la leche

El concepto de calidad se define como el acatamiento de normas que permiten la idoneidad

para el uso de un producto o servicio determinado. Estos requerimientos corresponden a un
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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
fisicoquimica y comercial de la leche debe ser garantizada, por lo que se han establecido
denominaciones, especificaciones comerciales y métodos estandares de prueba, que incluyen
métodos microbioldgicos y fisicoquimicos para evaluar productos lacteos y sustitutos. El
AOAC (The Association of Official Analytical Chemists) establece métodos validados que
incluyen pruebas de plataforma (acidez, densidad, grasa) y analisis rutinario.

Se han realizado diversas investigaciones con el objeto de monitorear la calidad de la leche y
los subproductos lacteos mediante diferentes técnicas. Existen propuestos métodos tanto
presuntivos como confirmativos. Los principales métodos presuntivos se basan en la
comparacion de resultados experimentales obtenidos con respecto a valores preestablecidos
a partir de normas nacionales o internacionales.

El monitoreo de la adulteracion de la leche se puede realizar separando las diferentes
proteinas presentes en el suero y la grasa. El perfil de proteinas obtenido es caracteristico del
origen de la leche. Generando tal perfll, se puede determinar si existe una adulteracién y cual
es el origen y la proporcién de esta. El método que se puede usar exitosamente para este tipo
de prueba es la técnica de Electroforesis Capilar. Esta técnica permite la separacion
simultanea de las proteinas del suero (lactoalbumina y lactoglobulina) y las de la grasa

(caseinas). Esta técnica se aplica para cualquier tipo de adulteracion proteica.

Los métodos confirmativos abarcan diversas practicas que permiten concluir acerca de la

calidad y origen de la leche y sus diversos subproductos. Entre ellos pueden citarse los

siguientes trabajos:
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Millares y Ramos (2001) Electroforesis capilar: Técnica para determinar la
concentracion de proteina de leche de vaca fluida, suero de leche y caseina lactica

mediante degradacion de la k-caseina.

Guzman- Gonzalez y col. (2000) Electroforesis: Caracterizacion de las proteinas
presentes en productos lacteos como el yogurth enriquecidos con caseinatos y

concentrados de leche en polvo.

Garcia, Amigo y Molina (2000) Electroforesis: Método propuesto que permite

determinar la calidad y composicion de los productos de proteina de soya.

Lopez, Tapia y col. (1999) Electroforesis. Determinan la presencia de proteina de

soya en productos lacteos mediante electroforesis SDS-PAGE.

Molina etal (1998) Métodos inmunoldgicos: deteccion de proteinas de leche y de
soya con anticuerpos de alfa-lactoalbumina beta-lactoglobulina en férmulas

lacteas.

Lynch etal (1997) Electroforesis: Determinacion de perfiles cromatogréficos de
elusion y propiedades electroforéticas de los aminoécidos libres, el contenido de

grupos, sulfhidrilo en los caseinatos de sodio comerciales.

Schagger y Von Jagow (1997) Electroforesis SDS: Técnica de separacion de

proteinas de bajo peso molecular, en el rango de 1-100 KDa y determinacion de
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secuenciacion de aminoacidos de diferentes proteinas y origenes, incluyendo las

lacticas.

% Pardo y Natalucci (2002) Electroforesis: Analisis electroforéticos de caseina

bovina (tricina-SDS-PAGE).

% Veloso Teixeira. Ferreira (2002) Electroforesis: separacion y cuantificacion de
las fracciones mayores de caseina por HPLC de fase reversa y electroforesis en

gel de urea-poliacrilamida. Deteccion de alteraciones en leche.

Electroforesis Capilar

La Electroforesis Capilar (CE) puede ser usada para separar especies idnicas por sus cargasy
fuerzas de friccion. En la electroforesis tradicional, analitos cargados eléctricamente se
mueven en un medio liquido conductivo bajo la influencia de un campo eléctrico.
Introducida en 1960’s, la técnica de electroforesis capilar (CE) fue disefiada para separar
especies basadas en su relacion masa / carga en el interior de un capilar pequefio Hleno de un
electrolito.

Instrumentacion

La instrumentacion necesaria para realizar una separacion por electroforesis capilar es
relativamente simple. Un esquema bésico de un sistema de electroforesis capilar se muestra
en la figura 1. Los principales componentes del sistema son un vial para muestras, viales
fuente y destino, un capilar, electrodos, una fuente de poder de alto-voltaje, un detector, un
registrador de datos y un mecanismo de procesamiento. El vial fuente, vial destino y el

capilar se llenan con un electrolito como una solucién acuosa amortiguada. Para introducir la
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muestra, la entrada del capilar se coloca en un vial conteniendo la muestra y luego se regresa
al vial fuente (la muestra es introducida en el capilar por la accién capilar, presion o sifoneo).
Después se inicia la migracion de los analitos por la accion de un campo eléctrico que es
aplicado entre los viales fuente y destino y es provista a los electrodos por la fuente de poder
de alto voltaje. Es importante mencionar que todos los iones, positivos o negativos, son
atraidos a través del capilar en la misma direccion por el flujo electroosmético, como se
explicara. Los analitos se separan conforme migran debido a su movilidad electroforética,
como sera explicado, y son detectados cerca de la salida del capilar. La salida del detector se
envia a un registrador de datos y un mecanismo de procesamiento como un integrador o una
computadora. La informacion es luego desplegada como un electroferograma, el cual
muestra la respuesta del detector como funcién del tiempo. Los compuestos quimicos
separados aparecen como picos con diferentes tiempos de retencion en un electroferograma

(Baker 1995).

R Integrator or
Capillary Computer

NNANAN
1
Anode r, + E Cathode
Buffer Buffer
Source Vial Sample Vial Destination Vial
High Voltage
Power Supply

Figura 11: Diagrama de un sistema de electroforesis capilar.
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Deteccion

La separacién por electroforesis capilar puede ser detectada por varios mecanismos de
deteccion La mayoria de los sistemas comerciales utilizan detectores de absorbancia UV o
UV-Vis como el modo primario de detecciéon. En estos sistemas, una seccion del mismo
capilar se utiliza como celda de deteccién. El uso de una deteccién en el tubo permite la
deteccion de los analitos separados sin pérdida de resolucién. En general, los capilares
utilizados en la electroforesis capilar son recubiertos con un polimero para incrementar su
estabilidad. La porcion del capilar utilizada para la deteccion UV, debe ser épticamente
transparente. Los capilares descubiertos pueden romperse facilmente y, como resultado,
capilares con recubrimientos transparentes estan disponibles para incrementar la estabilidad
de la ventana celda. El ancho de la celda de deteccién en la electroforesis capilar (~ 50
micrémetros) es mucho menor que una celda UV tradicional (~ Icm). De acuerdo con la ley
de Lambert-Beer, la sensibilidad del detector es proporcional al paso de la luz en la celda.
Para mejorar la sensibilidad, el ancho de celda puede ser incrementado, sin embargo esto
resulta en una pérdida de resolucién. El tubo capilar por si mismo puede ser expandido en el
punto de deteccion, creando una “celda burbuja” con un paso de luz mayor o se puede
agregar tubo adicional en el punto de deteccién como se muestra en la figura 2. Sin embargo,

estos dos métodos decrementaran la resolucion de la separacion (Cunico et al 1998).
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Figura 12: Técnicas para incrementar el ancho de celda del paso de la luz en el capilar:

a.) Una celda burbuja y b.) Una celda-z (adicion de tubo), (Baker 1995).

La deteccion por fluorescencia también puede utilizarse en la electroforesis capilar para
muestras que naturalmente fluorescen o que son quimicamente modificadas para contener
marcadores fluorescentes. Esta forma de deteccion ofrece mayor sensibilidad y mejora la
selectividad de estas muestras, pero no puede ser utilizada para muestras que no fluorescen.
El acomodo de la deteccién por fluorescencia en un sistema de electroforesis capilar puede
ser complicado. El método requiere que el haz de luz sea concentrado en el capilar, lo que
puede resultar dificil para muchas fuentes de luz (Cunico et al, 1998). La fluorescencia
inducida por laser ha sido utilizada en los sistemas de CE con limites de deteccion tan bajos
como 10"% a 10" moles. La sensibilidad de la técnica se atribuye a la alta sensibilidad de la
luz incidente y la habilidad para concentrar exactamente la luz en el capilar (Baker, 1995).

Para obtener la identidad de los componentes de la muestra, la electroforesis capilar puede
ser acoplada directamente con espectrometria de masas. En la mayoria de los sistemas, la

salida del capilar es introducida en una fuente de iones que utiliza ionizacion por electrospray
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(ESI). Los iones resultantes después son analizados por espectrometria de masas. Este
acomodo requiere soluciones amortiguadas volatiles, lo cual afectara el rango de los modos
de separacién que pueden emplearse y el grado de resolucion que se puede alcanzar (Cunico

et al, 1998).

Modos de separacion
La separacion de compuestos por electroforesis capilar es dependiente de la migracion
diferencial de los analitos en un campo eléctrico aplicado. La migracion electroforética

velocidad (u,) de un analito hacia el electrodo de carga positiva es:

up = Pk

Donde p, es la movilidad electroforética y E es la fuerza del campo eléctrico. La movilidad
electroforética es proporcional a la carga idnica de la muestra e inversamente proporcional a
cualquier fuerza de friccion presente en el buffer. Cuando dos especies en una muestra
tienen diferentes cargas o experimentan diferentes fuerzas de friccion, se separaran la una de
la otra conforme migran a través de la solucion buffer. Las fuerzas de friccion
experimentadas por ios iones analitos dependen de la viscosidad (1) del medio y del tamafio y
forma del idn (Cunico et al 1998). En concordancia, la movilidad electroforética de un

analito a un pH determinado esta dada, por:

z

Hp = 6rnr
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Donde z es la carga neta del analito y r es el radio Stokes del analito. Ef radio Stokes esta

dado por:
kT
T =
6rn

Donde #; es la constante de Boltzmann, y 7 es la temperatura. Estas ecuaciones indican que
la movilidad electroforética del analito es proporcional a la carga del analito e inversamente
proporcional a su peso molecular. La movilidad electroforética puede ser determinada

experimentalmente del tiempo de migracion y la fuerza del campo.

w= () ()

Donde L es la distancia de la entrada al punto de deteccion, ¢, es el tiempo requerido por el
analito para alcanzar el punto de deteccidn (tiempo de migracion), ¥ es el voltaje aplicado (la
fuerza del campo), y L, es la longitud total del capilar (Cunico et al 1998). Coémo solo iones
cargados son afectados por el campo eléctrico, los analitos neutros son separados pobremente
por la electroforesis capilar.

La velocidad de migracion de un analito en electroforesis capilar también dependera de la
velocidad del flujo electroosmotico (EOF) de la solucion buffer. En un sistema tipico, el flujo
electroosmoético es dirigido hacia el electrodo de carga negativa “cétodo” asi que el buffer
fluye a través del capilar del vial fuente al vial destino. Separados por diferencias en su

movilidad electroforética, los analitos migran hacia el electrodo de carga opuesta (Baker
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1995). Como resultado, analitos negativamente cargados son atraidos al anodo cargado
positivamente, contrario al EOF, mientras los analitos cargados positivamente son atraidos al

cédtodo, en concordancia con el EOF como se describe en la figura 13.

Anode ) Cuthode

Electroosmotic Flow ——
Figura 13: Diagrama de la separacion de analitos neutros y cargados (A) de acuerdo con su

respectiva movilidad electroforética y flujo electroosmotico.

La velocidad del flujo electroosmético, u, puede ser escrita como:

Up = o

Donde p, es la movilidad electroosmética, que se define como:

m
g
Y

Ho

Donde ( es el potencial zeta de la pared capilar, y &, es la constante dieléctrica de la solucién
buffer. Experimentalmente, la movilidad electroosmética puede ser determinada midiendo el
tiempo de retencién de un analito neutro (Cunico et al 1998). La velocidad (u) de un analito

en un campo eléctrico puede ser definida como:
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Uptuo= (U + Wo)E

Como el flujo electroosmdtico de una solucion buffer es en general mayor que el flujo
electroforético de los analitos, todos los analitos son acarreados con la solucion buffer hacia
el catodo. Incluso pequeiios aniones cargados por triplicado pueden ser redireccionados al
catodo por el relativamente poderoso EOF de la solucion buffer. Analitos cargados
negativamente se retienen por mas tiempo en el capilar debido a sus movilidades
electroforéticas conflictivas (Baker 1995). El orden de migracion visto por el detector es
mostrado en la “’figura 3’’: cationes pequefios con carga multiple migran rapidamente y
aniones pequefios con carga miltiple son retenidos fuertemente (Cunico et al, 1998).

El flujo electroosmético se observa cuando un campo eléctrico es aplicado a una solucion en
un capilar que tiene cargas estables en su pared interior. La carga es acumulada en la
superficie interna del capilar cuando una solucion buffer es colocada dentro del capilar. En
un capilar de silice fundida, los grupos silanol (Si-OH) adheridos a la pared interior del
capilar son ionizados a grupos silanoato cargados negativamente (Si-O’) a valores de pH
mayores que tres. La ionizacion de la pared del capilar puede ser mejorada primero corriendo
una solucién basica, como NaOH o KOH a través del capilar antes de introducir la solucién
buffer. Atraidos a los grupos Silanoato cargados negativamente, los cationes cargados
positivamente de la solucién buffer formaran dos capas internas de cationes (llamada la capa
doble difusa) en la pared del capilar como se muestra en la figura 4. A la primera capa se le
refiere como la capa estable porque es atraida fuertemente a los grupos silanoato. La capa
externa, llamada la capa mdvil, estd mas lejana de los grupos silanoato. La capa movil

catidnica es arrastrada hacia el catodo cargado negativamente cuando un campo eléctrico es
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aplicado. Como estos cationes son solvatados, la mayoria de la solucion buffer emigra con la
fase movil, causando el flujo electroosmético de la solucidon buffer. Otros capilares
incluyendo capilares de Teflon también exhiben el flujo electroosmoético. EI EOF de estos
capilares es muy probable que sea el resultado de la adsorcion de los iones cargados
eléctricamente del buffer en las paredes del capilar (Baker 1995). La proporcién de EOF es
dependiente de la fuerza del campo y la densidad de carga de la pared del capilar. La
densidad de carga de la pared es proporcional al pH de la solucién buffer. El flujo
electroosmotico incrementara con el pH hasta que todos los grupos silanoles disponibles a lo

largo de la pared del capilar estén totalmente ionizados (Cunico et al, 1998).
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Figura 14: Descripcion del interior del capilar de gel de silice fundida en la presencia de una

solucion buffer.

Eficiencia y resolucion

El nimero de platos tedricos, o eficiencia de la separacion, en electroforesis capilar estd dada
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por:

I

}7\,7 _ /_L I/,
2D,,

Donde N es el namero de platos tedricos, p es la movilidad aparente en el medio de
separacion y D, es el coeficiente de difusion del analito. De acuerdo con esta ecuacion, la
eficiencia de la separacion sélo esta limitada por la difusion y es proporcional a la fuerza del
campo eléctrico. La eficiencia de las separaciones por electroforesis capilar es tipicamente
mucho mayor que la eficiencia de otras técnicas de separacion como HPLC.

Diferente al HPLC, en electroforesis capilar no existe transferencia de masas entre las fases
(Cunico et al 1998). Ademas, el perfil del flujo EOF dado en el sistema es plano, al contrario
del perfil redondeado del flujo laminar caracteristico de la presién del flujo manejado en las
columnas cromatograficas como se muestra en la figura 5. Como resultado, EOF no
contribuye de manera significativa al incremento del ancho de banda como en la
cromatografia con presion manejada.

Las separaciones por electroforesis capilar pueden tener muchos cientos de miles de platos

tedricos (Skoog 1998).

a.)

Laminar Flow

]

Electroosmotic Flow

Figura 15: Perfiles de los flujos laminar y electroosmético.
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La resolucion (R;) de las separaciones por electroforesis capilar pueden ser escritas como:

Ap, VN

R _ 1

e = —

4\ pp+ o

De acuerdo con esta ecuacion, la maxima resolucién es alcanzada cuando las movilidades
electroforética y electroosmética son similares en magnitud y opuestas en signo. Ademas,
puede observarse que una alta resolucion requiere menor velocidad y, en correspondencia se
incrementa el tiempo de analisis (Cunico et al 1998).

Aplicaciones de la electroforesis capilar

Debido a su alta eficiencia y capacidad con respecto de su alta resolucion, la electroforesis
capilar puede ser utilizada para separar y determinar una amplia variedad de compuestos
incluyendo iones inorganicos simples, iones metalicos, oligosacaridos, acidos nucleicos, y
proteinas. CE es usada muy en comin, para analizar grandes biomoléculas solubles en agua
(Baker 1995). CE es en particular una técnica atractiva porque requiere pequefias cantidades
de buffer y muestra para realizar muchos analisis. En la mayoria de las aplicaciones, CE es
utilizada en conjunto con otras técnicas, ofreciendo diferente selectividad de separacion o
una cuantificacién mejorada (Cunico et al, 1998). En general, la electroforesis capilar es
capaz de separar compuestos con diferente proporciéon masa / carga. En concordancia, la

mayor limitacion de la electroforesis capilar es que resulta ineficiente para separar

compuestos neutros (Simas et al 2001).
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Tabla 3.

Principales métodos electroforéticos capilares para el analisis de proteinas de leche. [Z]

Proteinas

a-La, PLg
Ay B,
a-CN'y

B-CN

a-La, PLg

Ay B,BSAy

fracciones de
caseina

principales

Metodologia de Analisis

Condiciones Aplicaciones Referencias

Cuantitativo

CZE Areas de los Capilar de Larelacion B-CN ~ Ta]
picos Silice fundida / a-La sirve para
RB: 0.5M detectar
buffers de adulteracion de
fosfato (pH leche fluida con
6.0-9.0) cony leche en polvo.
sin Urea 4M
SB: PBS (pH
7.0)
(estandares).
Leche inyectada
sin tratamiento
de la muestra.
CZE Sin resultados Capilar con Separacion de [b]

cuantitativos cubierta neutra  proteinas de leche

RB: buffer de de vaca, cabra y
fosfato de sodio oveja y sus
10mM MHEC variantes

al 0.05%, Urea genéticas.

6M (pH 2.45)  Caseinas dafladas |

SB: citrato de térmicamente.
sodio SmM, Anilisis

cualitativo de

DTT 5mM,
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a-La, PLg,
BSAy
fracciones de

caseina

principales

o-La, PLg
Ay B,BSAe

1gG

CZE Repetibilidad
del 4rea: <4%
Sensibilidad:

0.5mg/100ml de

a-La
6.5mg/100ml de
BLg Recobro:

89-107% a-La,

BLg y BSA

SDS-CGE Curva estandar
para cada

proteina de

suero lacteo

Urea 6M (pH

8.0)

Capilar con
cubierta neutra
RB: buffer de
citrato de sodio
20mM MHEC
al 0.05%, Urea
6M (pH 3) SB:
TRIS al
167mM, MOPS
al 42mM,
EDTA al
67mM, DTT
17mM,Urea

10M (pH 8)

Capilar de
Silice fundida

RB: Kit de

analisis proteico

ProSort-SDS

(Applied

leche humana, de

vaca, cabra y

oveja. Andlisis de
proteinas de soya. r s 4

Medicion de bajos

niveles de BSA
desnaturalizada
térmicamente,
a-Lay BLgen
presencia de un
exceso de
caseinas.
Identificacion de
las fracciones de
caseina y variantes
genéticas en leche
de vaca, oveja y
cabra.
Identificacién de
productos de
protedlisis de las
caseinas.
Analisis

cuantitativo de

muestras de suero |
y concentrado de |
proteina de suero. |

Comparacién con 5

[d]

el

|

Aoy
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BioSystems) otros métodos
SB: 2% SDS, analiticos.
2-mercapto

etanol al 5%

a-La, PLg CZE Repetibilidad Capilar de Evaluacion de la
Ay B y BSA del 4rea: Silice fundida desnaturalizacién
2.14-523% RB: buffer de de las principales
Sensibilidad: boratos 100mM  proteinas de suero
0.4mg/100ml (pH 8.2) con en leche sometidas
para fLg Ay B sulfato acido de a distintos
respectivamente  sodio 30mM el tratamientos

0.3mg/ml de suero se inyecta  térmicos. Estudio
o-La B de forma del polimorfismo
directa. de la BLg en
distintas razas de
bovinos y su
influencia en el
contenido de BLg.
Cuantificacién de
las proteinas de
suero durante el
almacenaje de
leches UHT.
Datos comparados |
con resultados de
HPLC.
Identificacién del

origen de los
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productos de

proteolisis
a-La, fLg CZE Repetibilidad Capilar de Analisis . : [J]
AyB BSAe del area: Silice fundida cuantitativo de
186G 0.7-1.3% RB: 70mM muestras de suero
Sensibilidad: buffer de reales. Se

0.6mg/100m] fosfato (pH 2.5) identificé al

para a-La Muestras de Caseinomacro
0.1 lmg/100ml suero diluidas péptido.
para fLg con RB
Recobro:
0.94-1.12 para
a-LayBLg

BSA, albimina de suero bovino; CGE electrforesis en gel capilar; CZE, electroforesis en
zona capilar; EDTA sal disédica de 4cido etilendiaminotetraacético, MHEC,
metilhidroxietilcelulosa; MOPS, 3-N-(morfolino) acido propanelsulfénico; RB, buffer de
corrida; SB, buffer de muestra; SDS, dodecil sulfato sdédico; TRIS,
Tris(hidroximetil)aminometano.

Electroforesis Capilar en microchip

La electroforesis capilar en microchip es una nueva tecnologia que emerge y promete guiar la
siguiente revolucion en el analisis quimico. Tiene el potencial de en forma simultdnea
realizar cientos de ensayos de muestras en cuestion de minutos o menos. El anélisis rapido
combinado con arreglos de anlisis paralelos en forma masiva deberian llevar a una

eficiencia altisima. Los microchips tipicamente consumen sélo pico litros de las muestras.
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Estas funciones hacen a los microchips una tecnologia atractiva para la siguiente generacion
de la instrumentacion de electroforesis capilar.

A principios de los 90s, los analisis quimicos en microchip fueron demostrados para muchas
aplicaciones de electroforesis capilar (Manz et al, 1990), (Cheng et al, 1996).

La electroforesis capilar en microchip se basa en técnicas de micro fabricacion desarrolladas
por la industria semiconductora. Los micro canales en los microchips son fabricados usando
fotolitografia o micro moldeado para formar canales para la inyeccion de muestra y la

separacion por electroforesis capilar.

Materiales y tecnologias de fabricacion

Los chips de CE son fabricados principalmente usando varios substratos de vidrio (Woolley
y Mathis 1994), (Fan y Harrison 1994), (Jacobson et al, 1995) desde el nada caro vidrio
limado de refrescos hasta el cuarzo de alta calidad.

Recientemente, materiales de varios polimeros han sido utilizados para fabricar microchips

para separaciones por CE [Roberts et al 1997 — Martynova et al 1997].

Procedimientos de fabricacion para materiales de vidrio

Las estructuras sobre sustratos de vidrio son en su mayoria generadas utilizando tecnologias
fotolitograficas estandar [Woolley y Mathies 1994, Fan y Harrison 1994 — Koutny et al

1996].
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Procedimientos de fabricacion para materiales de polimeros

Meétodos para la fabricacion de microchips plasticos incluyen extirpacion laser [Roberts et al
1997], moldeo por inyeccion [McCormick et al 1997, Ekstrom et al 1994], moldaje de goma
silicén [Effenhauser et al 1997], y el estampado en caliente [Martynova et al 1997].

Formato del microchip

El disefio de los microchips para electroforesis capilar (CE) ha sobrellevado un desarrollo
significativo desde estructuras con canales-(inicos simples hasta unos mas complejos.

Se han desarrollado las reglas del disefio para geometrias de muchos canales y los largos de
separacion con las herramientas de disefio por computadora que se han vuelto
comercialmente disponibles. Los disefios actuales permiten reacciones dentro del chip y

separaciones en canales multiples.

Largo del canal de separacion

El cambio del formato de columna de electroforesis capilar de largos capilares a canales
cortos micro fabricados brinda nuevas oportunidades, limitaciones y retos. La
miniaturizacién, pequefias porciones de inyeccion, y tramos de separacion cortos permiten

rapidas separaciones sin el significativo ensanchamiento de picos debido a la difusidn.

Geometria de canales

Los micro articulos para la electroforesis capilar (CE) tienen por lo tipico canales con fondo
de 15-40um y anchos de 60-200um [Jacobson et al 1994, Jacobson et al 1994 7 Liuy
Sweedler 1996], aunque se han reportado canales con fondos menores de 10um [Harrison et
al 1993, Jacobson et al 1998]. La pequefia seccion transversal de los canales de separacion y
la alta masa térmica del microchip permiten que se disipe eficientemente el calentamiento

Joule. Por lo tanto, altos campos eléctricos (por encima de 2kV/cm) pueden ser aplicados a
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los microchips. Un campo eléctrico tan alto como 53kV/cm ha sido utilizado en un canal
especial disefiado para alcanzar separaciones por debajo de milisegundos.

En convecciones al aire libre, se han observado pequefios gradientes de temperatura radiales
de 2-4C del centro del canal a la pared del mismo. Con enfriamiento forzado, la diferencia del

centro a la pared es menor a 1C [Liu et al 1994].

Manipulacion y derivatizacién de la muestra

El muestreo, la concentracion de la muestra por adiciéon y la derivatizacion pre o post
columna pueden realizarse dentro de los microchips de electroforesis capilar (CE). Las
muestras son cargadas tipicamente de platos microtituladores a los pozos de las muestras

usando pipetas estandares.

Inyeccion de la muestra

Casi siempre se utiliza inyeccion de la muestra integrada para producir la pequefia cantidad
de muestra (medida en pico litros) requerida para los microchips de electroforesis capilar

(CE).

Derivatizacion de la muestra en linea

Para incrementar la sensibilidad de la deteccion de los analitos sin una fuerte sefial analitica
inherente, en general son marcados con un fluoréforo y detectados por LIF. El marcado
puede ser precolumna, p.e., realizado antes de la separacién por electroforesis capilar CE, o

postcolumna, cuando ya han sido separados los analitos son marcados y detectados.
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Deteccion ()ptica

Es indispiensable contar con esquemas de deteccion sensibles, en el caso de los articulos
micro fabricados para la separacion por CE debido al tamafio muy pequefio de la celda de
deteccion. LIF (fluorescencia inducida por rayo laser) es hasta ahora el esquema de deteccion
mas popular para los chips de CE debido a su sensibilidad [Harrison et al 1993, Jacobson et al
1994, Burggraf et al 1993, Jacobson et al 1994, Fister et al 1998, Zhang et al 1998]. Un
sistema de deteccion LIF que puede ser aplicado a los microchips utiliza un sistema de

deteccion con focal, basado en lo descrito por Mathies y Huang 1992.

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una herramienta poderosa en la quimica analitica.
Realiza la separacion, deteccion e identificacion de un amplio rango de compuestos,
incluyendo polipéptidos y acidos nucleicos.

La espectrometria de masas (MS) ha sido acoplada de manera exitosa a la electroforesis
capilar CE con varios micro articulos de electro spray.

La electroforesis capilar CE en microchips y la ionizacion por electro spray (ESI)/MS han
sido recientemente conectadas [Fijéis y Aebersold 1999, Xue et al 1997]. Los mismos
articulos son utilizados para cargar las muestras al espectrémetro de masas MS utilizando el

flujo electroosmotico sin ninguna separacion por electroforesis capilar CE.

Deteccion electroquimica

Mientras que LIF provee una sensibilidad con un limite de hasta una sola molécula, el

sistema de deteccion es mucho mayor que los articulos de analisis micro fabricados. Esto
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reduce los beneficios de la miniaturizacion [Woolley et al 1998]. Los métodos
electroquimicos proveen un acercamiento de deteccion alternativo al nombrar este asunto.

Cuando los electrodos son micro fabricados, por lo general resultan con mucha mayor
sensibilidad y tiempos de respuesta mas rapidos [Gavin y Ewin 1996, Gavin y Ewin 1998,

Gavin y Swing 1997].

Otros métodos de deteccion

Algunos otros métodos de deteccion han sido aplicados a los chips CE incluyendo

espectroscopia Raman y deteccion por indice de refraccion holografico.

Aplicaciones

Un desarrollo de aplicaciones para una nueva tecnologia es siempre una confirmacion de que
la tecnologia esta madurando.

La electroforesis en microchip ahora ha sido aplicada al andlisis de acidos nucleicos,
proteinas y otros tipos de muestras en aplicaciones de investigacion. Se espera que en un

futuro aparezcan aplicaciones comerciales.

Determinacion_electroforética del tamaiio v analisis de la concentracion de proteinas

utilizando el Labchip90

Ahora que el proyecto del genoma humano esta terminado, la siguiente fase genémica
importante es entender la expresion y funcion de las proteinas. Muchas proteinas son claves
en funciones celulares y resulta esencial una identificacién mas eficiente de nuevos objetivos

para el desarrollo de farmacos.
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Después de procesar la informacion genética muchos laboratorios estan generando un gran
nimero de muestras de proteinas para estudios posteriores. En la actualidad existe un
impedimento significativo en el proceso para el analisis de proteinas. Por consiguiente, la
demanda para métodos automatizados para el andlisis de proteinas ha venido
incrementandose. A pesar de los desarrollos y mejoras continuas en los métodos de analisis
de proteina muchos investigadores alin utilizan métodos tradicionales como electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Este método representa consumo de tiempo, una labor
intensa y puede generar una cantidad significativa de desperdicios peligrosos.

Caliper Life Sciences ha desarrollado una plataforma instrumental integrada de alto
desempefio que realiza determinaciones para el tamafio de proteinas y su cuantificacion
relativa. Este ensayo microfluidico es una alternativa automatizada al analisis manual de
proteinas SDS-PAGE. El sistema LabChip 90 muestrea de forma directa de 96 platos pozo e
integra todas las operaciones manuales esenciales al andlisis de proteinas, incluyendo el
tefiido, destefiido, separacion, deteccion y el analisis de informacion subsecuente. Mientras
que el SDS-PAGE tradicional podria tardar entre 3 y 6 horas

Sélo para la separacion y deteccion electroforética, el ensayo de proteinas con el LabChip 90
logra todos los aspectos del SDS-PAGE y en adicion provee andlisis de informacién
cuantitativa de 96 muestras en 3 horas. Esta nota de aplicacion describe del desempefio del
ensayo proteico con el LabChip 90 y provee informacién demostrando la reproducibilidad

para ambas mediciones tamaiio y concentraciones de las proteinas (Sang et al 2001).

Fundamentos del Ensayo Proteico.

El ensayo proteico con el LabChip 90 se basa en una version microfluidica del SDS-PAGE.

Las proteinas son desnaturalizadas y recubiertas con SDS, |o que resulta en la superficie de la
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proteina con carga neta negativa que es por aproximacion proporcional al tamafio de la
proteina desdoblada y menos dependiente a la carga de la proteina. El recubrimiento con
SDS también provee un ambiente hidrofébico para el marcador fluorescente. En vez de un
gel entrecruzado de poliacrilamida, el LabChip 90 utiliza canales microfluidicos llenos con
una solucion de polimero acrilamida, la cual es una matriz tamiz para separar a la proteinas

recubiertas de acuerdo con su tamafio

Funcion del Chip Microfluidico

El chip proteico del LabChip 90 realiza muchas funciones secuenciales, las que son referidas
en la Figura siguiente. Primero, utiliza vacio en el pozo | para aspirar aproximadamente 170
nL de muestra de proteina del plato a un sorbedor capilar y hacia los canales microfluidicos
del chip. Durante este paso la muestra es diluida 1:1 con una solucion marcadora. La cual es
de forma simultanea vertida desde el pozo 4. Este marcador es posteriormente utilizado como
referencia para el tiempo de migracion como se realiza de manera tipica con la técnica
SDS-PAGE. También se utiliza para la cuantificacion relativa. Después, el chip
electroforéticamente “carga” la mezcla proteina-marcador en los canales entre los pozos 3y
8, donde cruza al canal de separacion. Una porcion de 20 pL de muestra es inyectada
electroforéticamente al canal de separacion Un potencial es luego aplicado entre los pozos 7
y 10, lo que provoca que las proteinas individuales en la muestra migren por el canal de
separacion. Cada proteina es tefiida con marcador contenido en el gel y separadas en distintas
bandas con una resolucién de 4-20% comparable a la obtenida en el gel SDS-PAGE. El
desteitido de las proteinas se completa usando un paso de dilucién que se logra por el flujo

electrocinético de iones libres de SDS hacia el canal de separacion en la interseccion de
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destefiido. Esto provoca que el fluido proteina-SDS-marcador corra a enfocarse como se
muestra en la Figura 2.

En aproximadamente 250 milisegundos, la difusion de las micelas SDS libres hacia el fluido
libre de SDS resulta en el rompimiento de micelas y una caida significativa en el fondo de
fluorescente. Como las proteinas todavia estén recubiertas con el complejo SDS-marcador y
retienen su fluorescencia, las bandas de proteina separadas son detectadas por debajo de la

corriente del punto de dilucién utilizando fluorescencia inducida por laser (LIF).

Marker ' Gel-Dye #%Destain

Figura 16. Un diagrama detallado del Chip proteico del LabChip 90.
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Figura 17. Una vista detallada del destefiido y region de deteccion del Chip proteico del
LabChip 90. La foto de la derecha es una fotografia real de esta region.

Protein Assay Specifications

Type Specification
Siang range P100: 14-100 kDa
P200: 14-200 kDa
Sizing accuracy + 20%
Resolution + 10% difference In MW across the sizing range. 50% valiey
Linear dynamic range 20-2000 pg/mi
Relative concentration CV 30% up to 120 kDa refative to the ladder
Sensitivity 20 pg/mL (40 ng) BSA or CA in PBS buffer
Sensitivity is equivalent to Coomassie
Analysis time P100 - 80 secondsisample
P200 - 70 seconds/sample
Chip Lifetime 3-96 well plates
Tive per plate ~3 hours

Especificaciones del Ensayo Proteico proporcionadas por el fabricante, destacan el LDR y el
rango de tamafio dentro de los marcadores de peso molecular que puede analizar

exitosamente el equipo.
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Perspectivas a futuro

La electroforesis capilar (CE) en microchips es una nueva tecnologia analitica que emerge
rapidamente. La posibilidad fundamental de aplicar micro fabricacion a la CE es ahora bien
establecida y se han demostrado numerosas aplicaciones. La adaptacion de la electroforesis
capilar (CE) a microchips tiene muchas ventajas. Inyectores integrados producen porciones
de muestras bien definidas que pueden ser resueltas en caminos de corta longitud. Las
pequeiias porciones, buena disipacion del calentamiento y altas diferencias de potencial
aplicadas al campo eléctrico resultan en separaciones extremadamente rapidas que consumen

solo pico litros como volimenes de muestra.

El rdpido progreso de la electroforesis capilar en microchip ha hecho en la {iltima década
sugerencias del impacto que puede tener en la siguiente. La electroforesis capilar en
“microchips tiene el potencial de ser la primera aplicacién analitica en expandir
fundamentalmente las nuevas tecnologias de microfluidicos y microchip. Se espera el
desarrollo de instrumentos basados en CE por microchip que realicen automdtica y
rapidamente ademas de en forma eficiente diversas aplicaciones electroforéticas con costos
minimos de preparacion de las muestras. En los proximos afios, la tecnologia basada en
microchips podria revolucionar muchas aplicaciones industriales de electroforesis capilar
(CE) incluyendo la selectividad de medicamentos, anélisis de polimorfismo de nucleétidos

simples (SNP), re secuenciacion para farmacogenéticos, proteomicos y diagndsticos.
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METODOLOGIA

Diagrama experimental

Revision del Método para la
Determinacion de niveles de adulteracion
en leche, formulas lacteas y producto lacteo
combinado de la NOM 155-SCFI1-2002

l

Seleccion de las muestras:

Leche pasteurizada, leche en polvo, aislado
de soya, concentrado de suero lacteo,
mezclas de caseinas, caseinatos

Normalizacion proteica de muestras
(Kjeldahl) segin NOM 155-SCFI1-2002

Aplicacion de las siguientes metodologias:
e Electroforesis SDS-PAGE
e Electroforesis  capilar (NOM
155-SCFI1-2002)
o Electroforesis capilar en microchip

Obtencion de los perfiles electroforéticos

A 4

Deteccion, caracterizacion y
cuantificacion de las fracciones proteicas
(caseina, proteinas de suero, etc)
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Determinacion de caseina en leche (Metodologia referida en la NOM 155-SCF1-2002)

Reactivos y materiales

- Acido acético (1:9)

- Acido bérico

- Acido clorhidrico

- Acido sulfurico 93% a 98% (libre de nitrégeno)

- Granallas de zinc grado reactivo

- Indicador de Wesslow

- Sulfato de cobre

- Sulfato de sodio anhidro grado reactivo
Preparacion del indicador Wesslow

Mezclar dos partes de “a” y una parte de “b”,

a) Rojo de metilo al 0,2% en una mezcla de 60 mL de alcohol etilico y 40 mL de agua
(CH3)NC6H4N=NC6H4COOH y C2H50H y H20.

b) Azul de metileno al 0,2% en agua C16H18N3SCI.CI12Zn.H20.

Materiales

- Bureta de 50 mL.

- Espatula.

- Embudo de filtracién.

- Vaso de precipitado de 100 mL.

- Probeta de 100 mL y 250 mL.
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- Papel filtro de filtracion lenta con retencion de cristales finos.
- Pipeta de 1,0 mL.

- Matraces Kjeldhal de 500 mL.

- Matraces Erlenmeyer de 500 mL.

- Agitador magnético.

Equipo

- Balanza analitica con exactitud de 0,1 mg

- Digestor-destilador de Kjeldhal

Preparacion de la muestra

La reconstitucion de la leche en polvo se debera realizar de la siguiente forma:

Pesar un gramo de la leche en polvo en un vaso de precipitado de 100 ml, disolver
completamente con agua de 40°C a 42°C, dejar reposar 10 min y posteriormente adicionar
0,30 mL de 4cido acético 1:9, mezclar suavemente por rotacion y dejar reposar de 3 min a 5

min.

Procedimiento

Medir 10 mL de leche en un vaso de precipitados de 100 ml adicionar 90 mL de agua
destilada de 40°C a 42°C e inmediatamente adicionar aproximadamente 1,5 mL de solucién

de 4cido acético (1:9) hasta llegar a un pH de 4,6, mezclar suavemente.
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Continuar conforme al procedimiento indicado de acuerdo a la MX-F-608-NORMEX-2002.

Expresion de resultados

El nitrégeno presente en la muestra, expresado en porcentaje se calcula mediante la siguiente
féormula:

% Nitrogeno =V x N x 0,14 x 100/ M

Donde:

M es el volumen o peso de la muestra.

V es el volumen gastado en la muestra-Volumen gastado en el blanco.

N es la normalidad del acido clorhidrico.

0,014 son los miliecjuivalentes del nitrégeno;

El porcentaje de proteinas se obtiene multiplicando el % de nitrogeno obtenido por el factor

de 6,38 para las fracciones lacteas y la leche; 6.25 para los productos de soya.

Electroforesis SDS-PAGE

Materiales y Metodos

Hardware y Consumibles:

o Gel Bio-Rad Criterion Precast gradiente 8-16%, Tris-HCI, 1.0 mm, 26 comb, 15 mL
capacidad de muestra

e Buffer de corrida Bio-Rad 1X TGS
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e Aparato para gel (Placas de vidrio): Bio-Rad, Dodeca Cell 6 camara Hoefer Se 600
Series Electrophoresis Unit. USA

e Fuente de poder: VWR, model 500-2

e Marcador: Ensayos Moleculares, Sypro Orange o solucion tefiidora

e Sistema de digitalizacion: Densitometro Fluorst GS 700 (Bio Rad Laboratories,
USA) 6 Bio-Rad, Gel Doc 2000

e Software para digitalizacion: Bio-Rad, Quantity One, V4.1.0.026

Preparacion de la muestra:

Preparacion de las soluciones stock. Se pesaron aproximadamente 10mg de cada una de las

muestras seleccionadas para este analisis.

Muestra Peso (mg)
Proteina de soya 10.5
Proteina de suero 10.5
Mezcla de caseinas Hammerstein 10.5
Mezcla de caseinas Sigma 10.1

Tabla 1. Valores de las masas de las muestras seleccionadas que fueron utilizadas para la
preparacién de las soluciones para el andlisis de las fracciones proteicas por el método

SDS-PAGE
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Todas las muestras fueron diluidas en 1 ml de agua desionizada. Para después ser diluidas
1:2 en el buffer de tratamiento en condiciones desnaturalizantes. Las muestras se calentaron
en bafio Maria por 5 minutos para su completa dilucion aunque las mezclas de caseinas en
adicion necesitaron aproximadamente 200ul de NaOH 0.1 N. Ocho microlitros de estas

mezclas fueron cargados en los geles de separacion.

Pardmetros de Separacion:

e Voltios: 70, 100, 110 V

| e Tiempo: 5, 15, 85 min.

Tincion y digitalizacion

¢ Solucién fijadora: 50 mL de una solucion al 10% de acido acético por una hora

e Solucion tefiidora: 0.05g de Azul de Coomasie, 80ml MetOH, 14ml de 4cido acético

glacial y agua desionizada., tincion del gel por una hora como minimo

¢ Digitalizacion: Densitometro Fluorst GS 700 (Bio Rad Laboratories, USA)

Documentacion:

o Captura de los datos interpretados a la base de datos de forma manual.
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Electroforesis capilar (Metodologia referida en la NOM 155-SCFI-2002)

Reactivos

. Fosfato de potasio, grado analitico, monobasico, KH,PO4

. Fosfato de postasio, grado analitico, dibasico, KH,PO4

e Acido fosférico H;POy4

e Hidroxipropilmetilcelulosa, viscosidad 15, 000 (Catalogo fluka N1 09965 u otro)
e Urea

e Agua desionizada

e Acido Clorhidrico, HCI, 0.1 N

¢ Ditiotreitol (DTT) (Catalogo Aldrich N° 45, 777-9 u otro)

e Soluciones estandares de leches

e Soluciones estandares de los productos adulterantes

Equipo

a) Sistema de electroforesis Capilar con las siguientes caracteristicas:

- Control de temperatura del capilar entre 15° C y 40°C

- Sistema de inyeccion por presion

- Detector Ultra Violeta con luz filtrada a 214 nm 6 con arreglos de diodos.

- Sistema de control del voltaje hasta 30 kV
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- Software de integracion y andlisis de resultados.

b) Capilar de separacion con las siguientes caracteristicas:

- Capilar neutro con recubrimiento interno de poliacrilamida
- Diametro interno de 50 pm

- Longitud efectiva de 50 cm

c) Centrifuga para tubos tipo "Eppendorf" con las siguientes caracteristicas:
- Velocidad méaxima: 14,000 RPM

- Presion Maxima: 18,000 g

d) Agitador magnético

e) Potenciometro

f) Sistema de filtracion a 0.2 pm

g) Pipetas analiticas en el rango 10-100 puL y 100 pL-1000 pL

h) Puntas para pipetas analiticas

Preparacion de la muestra:

a) Para los estandares de Caseina se pesaron:

Se mezcl6 con 10 mL de una solucién conteniendo 6M Urea y 0,005 M de fosfato de potasio

a pH 8 y se guardo la solucioén en refrigeracion (2-8 °C).
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Y para el aislado proteico de suero lacteo:

Se mezcl6 con 100 mL de una solucién conteniendo 6M Urea y 0,005 M de fosfato de potasio

a pH 8 y se guardd la solucion en refrigeracion (2-8 °C).

b) Para la muestra de leche fluida: Se centrifugaron 3 ml de la muestra de leche a 18,000 g
durante 15 min.

Se recuperd 1 mL de sobrenadante y se mezclé con 4 mL de una solucién conteniendo 6M
Urea y 0,005 M de fosfato de potasio a pH 8 (esta solucion se preparé mezclando 36 g de urea
y 87 mg de fosfato de potasio dibasico con 100 mL de agua desionizada, el pH se ajusté a 8).
Se guardé la solucidn en refrigeracion (2-8 °C).

Se prepard una solucién de DTT a 0.2 M: Mezclando 309 mg de DTT con 10 ml de agua. Se
agit6 para diluir el DTT y guard6 en diferentes alicuotas en refrigeracion (2-8 °C).

Se agregaron 10 pl de la solucién de DTT a la muestra y se pusieron a agitar durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Se filtr la muestra a través de un filtro de tamafio de poro 0.2 um.

Preparacion de la solucion de separacion:

Se preparé una solucién madre de fosfato con urea: Mezclando 1,36 g de fosfato de potasio
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monobésico con 36 g de utrea en 100 mL de agua desionizada, el pH de esta solucion debe
ser de 2,5. Se guardo la solucidn, sellada, en refrigeracion (2-8 °C). Se prepar6 una solucion
madre de HPMC: Mezclando 0,1g de HPMC en 100 mL de agua desionizada. Agitando
moderadamente la solucion para permitir la solubilizacion del HPMC, a temperatura

ambiente. Se guardo la solucion, sellada, en refrigeracion (2-8 °C).

Para obtener la solucion de separacion, 24 horas aproximadamente antes de su uso, se
mezclaron 10 mL de la solucién de fosfato con 10 mL de la solucion de HPMC, el pH final
fue de 2,5. La solucion resultante se guard6 hasta su uso en un frasco cerrado a temperatura

ambiente.
Corrida de separacion

La separacion se realizd en un capilar neutro (recubrimiento interno o coating de
poliacrilamida) de 50 cm de longitud efectiva (longitud a la ventana de deteccion) y 50 um de

didametro interno. Los pasos de la separacion fueron los siguientes: ‘

o8
W \?g{\\s‘\
a) Lavado del capilar \‘f\‘t‘“ e
@ o W
LA
El capilar se lavo con las soluciones siguientes: ®$
- Lavado con agua desionizada 2 minutos

- Lavado con HCL 0.1 N 2 minutos (5 minutos cuando se usa por primera vez)

- Lavado con agua desionizada 1 minuto
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- Lavado con solucidn de separacion 3 minutos (10 minutos cuando se usa por primera

vez)

b) Inyeccion de la muestra

La inyeccion se realizo desde un vial tapado y tiene las siguientes caracteristicas: inyeccion

por presion a 0,04 MPa (0,5 psi) durante 20 s.

©) Separacion de la muestra

La inyeccion se realizo a tension constante de 350 V/cm durante 30 minutos, a temperatura
constante de 35 °C. El bufer de separacion durante la corrida fue la misma solucion de
separacion pH 2,5. Las proteinas se monitorearon a 214 nm de longitud de onda de

absorbancia. La polaridad fue normal (catodo a la salida del capilar).

Electroforesis capilar en microchip

Ensayo proteico en el LabChip 90

Hardware y Consumibles:

e Kit de andlisis pa ra LabChip de Caliper Life Sciences HT Protein 200 (incluye un

chip y reactivos para un minimo de 300 muestras) y un instrumento LabChip 90.
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Preparacion de la muestra y del Chip:

Muestras: Proteina de soya, proteina de suero, leche en polvo, mezcla de caseinas
Hammerstein, mezcla de caseinas Sigma, preparacion alimenticia adicionada con
Caseinato de Sodio, caseina 4cida, leche fluida.

Las muestras fueron preparadas en un plato de 96 pozos (MJ Research, plato de
fondo cénico) mezclando 2 pL de cada muestra de proteinas y 7 pL del buffer
desnaturalizante ~ (Buffer de muestra para ensayo proteico + 3.5% v/v
b-mercaptoetanol). La mezcla después fue desnaturalizada por calor a 95°C por
cinco minutos. Después de enfriado, se adicionaron 35 pL de agua desionizada a
cada muestra desnaturalizada.

El Chip HT Protein 200 fue preparado de acuerdo a la guia del usuario del Kit del

Labchip. La preparacion del chip tomé aproximadamente 10 minutos.

Separacion y Andlisis de la Informacion:

El LabChip 90 separa, tifie, destifie, y detecta las proteinas automaticamente.

El software LabChip HT analiza y reporta el tamafio y concentracion de las proteinas
encontradas en cada muestra. La informacion de las muestras puede ser revisada en
un formato de tabla, en una vista del electroferograma o una imagen de gel virtual que

es similar en apariencia a un gel SDS-PAGE.

La infomacion también puede ser facilmente exportada una vez consumado el anlisis.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Determinacion del contenido proteico

Las muestras a analizar se evaluaron para determinar el % de proteina contenido por el
método de Kjeldahl - Gunning y se tomaron como valores de referencia los establecidos en
la Norma oficial mexicana-NOM-155-SCF1-2002 asi como los valores reportados en las
etiquetas de los productos por los fabricantes. En el caso de los productos lacteos se aplico
un tratamiento previo para la cuantificacion de Nitrogeno Unicamente a la fraccion obtenida
en el precipitado de caseina, segun la técnica referida en la misma NOM 155-SCFI1-2002
segun la metodologia descrita. En las otras muestras si se determind nitrégeno total. Los

resultados se presentan en la tabla 1.

Tabla 2. Resultados del analisis proteico

Muestra : : % proteina
Mezcla de caseinas Hammerstein 86.282+-0.669
Mezcla de caseinas Sigma 83.997+-1.204
Proteina de soya aislada 22.746+-1.186
- Proteina de suero lacteo 60.227+-5.225
Leche de soya 12.148+-1.061
1 * Leche entera en polvo 2.5547+-0.0212
_ * Leche entera pasteurizada 1.6670+-0.1535
¥ UHT parcialmente descremada 2.6462+-0.0155 ¥
* UHT semidescremada : 2.6191+-0.0385 4
* UHT descremada 3.0324+-0.0411

Se presenta el promedio de tres repeticiones y su desviacion estandar.

En el caso de los valores obtenidos para las mezclas de Caseina ambas se encuentran

alrededor del 80%. En ninguna de las dos marcas el fabricante reporta su pureza, pero el
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dato obtenido indica que viene acompaiiada de excipientes y diversos subproductos lacteos

mismos del proceso de obtencidn, como se vera en los demas anlisis.

El aislado de proteina de soya presenta valores muy por debajo del 30%. El fabricante
tampoco reporta pureza, pero esto indica que no se trata de un aislado puro, que normalmente
alcanza un valor de 80%. La leche de soya comercial se obtuvo un valor por debajo de lo

reportado por el fabricante (14% de proteina).

Para las leches comerciales la Norma Oficial Mexicana-NOM-155-SCFI1-2002 establece
como contenido minimo de proteina 3g en 100 ml, y de ésta el 70% debe corresponder a la
caseina de leche es decir 2.1%. Los valores obtenidos experimentalmente indican que la
leche entera pasteurizada no cumple con la especificacioén en cuanto al contenido minimo de
caseina de leche dictada en la norma. Las demds leches (en polvo y UHT's) sobrepasan el
limite de especificacion establecido en la norma. Muy probablemente debido a que al restarle
grasa butirica se ve ligeramente modificada la densidad de la leche por lo que los
componentes lacteos restantes; incluidas las proteinas de alguna manera se concentran

(Referirse a la tabla de resultados del analisis proteico).

2. Resultados y Discusion del Analisis de muestras por electroforesis unidimensional en

gel SDS-PAGE

Las muestras alimenticias analizadas en el gel de poliacrilamida fueron:
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> Proteina de soya.
» Proteina de suero.
» Mezcla de caseinas Hammerstein

> Mezcla de caseinas Sigma.

Muestra C [mg/mlf

Proteina de soya. _ 525
Proteina de suero. 5.25
Mezcla de caseinas Hammerstein ; 437
Mezcla de caseinas Sigma. 4.20

Identificacion y concentracion inicial de las muestras analizadas por electroforesis

unidimensional en gel SDS-PAGE.

Se analizaron las muestras anteriores por electroforesis unidimensional en gel SDS-PAGE de
la siguiente manera: Se prepararon dos geles que contenian en los extremos a los marcadores
de alto y bajo Peso Molecular. Se realizo 1 insercion de 8 ul por duplicado de la solucion
preparada de cada muestra. Los carriles se seleccionaron de la siguiente forma; para la
muestra | carriles 2 y 3, para la muestra 2 carriles 3 y 4 del primer gel. Para el segundo gel la
identificacion fue la misma, es decir para la muestra 4 carriles 2 y 3, para la muestra 5 carriles
4y 5, con la finalidad de obtener resultados cualitativos y cuantitativos, asi como un analisis
estadistico poco significativo (por tratarse los datos experimentales (nicamente por

duplicado) de los resultados
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Analisis molecular

Se digitalizaron los geles mediante el densitometro Fluorst GS 700 (Bio Rad Laboratories,
USA) y se obtuvieron los pesos moleculares de cada una de las fracciones encontradas en las
muestras con respecto de los marcadores de bajo y alto peso molecular (marca Bio Rad), asi
como la Concentracion Relativa de las fracciones proteicas con respecto del % Total
mediante el software Quantity One, Bio Rad. USA. Se caracterizaron las fracciones proteicas

por sus tamafios correspondientes (kDa).

Analisis de Reproducibilidad

Las tablas del Peso Molecular dado en kDa y la Concentracion relativa (mg/ml) de las cuatro
muestras muestran la reproducibilidad de la informacion cuantitativa. Aunque es preciso
mencionar que sélo se realizd por duplicado. Se proporcionan los valores SD y % CV que
son un buen indicativo de la precision de la metodologia empleada para la caracterizacion de
fracciones proteicas. Es importante hacer notar que no se obtuvo el rango dinamico lineal
(LDR) de la metodologia. Por lo que no seria prudente decir que este estudio sigue la
linealidad de respuesta del analisis SDS-PAGE para la caracterizaciéon de fracciones

proteicas.
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Caracterizacion de fracciones proteicas contenidas en las muestras: proteina de soya,

b

proteina de suero, mezclas de caseinas Hammerstein y Sigma por SDS-PAGE

ANPIDINALE

MAPM Soya Soya’ Suero Suero’ MBPM

Electroferograma 1. Muestra los PM (dados en kDa) de las bandas resueltas de las fracciones

proteicas contenidas en las muestras: aislado proteico de soya y concentrado en polvo de

suero de leche.
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Electroferograma 2. Muestra el % parcial que aporta cada banda resuelta en las fracciones

proteicas contenidas en las muestras: aislado proteico de soya y concentrado en polvo de

suero de leche.

Proteina de soya

Se lograron resolver 8 marcas para los carriles 2 y 3 que contienen a la muestra |, sus pesos
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moleculares oscilan entre 14 y 102 kDa. La fraccion mas abundante es aquella con PM
aproximado de 20 kDa con un 35% mientras que la de menor abundancia fue la de PM de
101 kDa con tan sélo 2.8%, los constituyentes principales son la 3-conglicinina (globulina
7S) y la glicinina (globulina I1S), asi como por algunos componentes menores de la

B-conglicinina (globulina 7S) (J-Lépez Tapia et al 1999). Esto se puede apreciar mejor en la

siguiente tabla.

K1),

10153

10129 2.8 2.7 0.1470 0.1417

88.27 89.81 4.2 5.3 0.2205 0.2782
73.82 73.21 5.3 6.6 0.2782 0.3465
65.35 65.64 5.0 5.3 0.2625 0.2782
55.17 55.59 5.6 5.1 0.2940 0.2677
21.85 2221 22.5 20.6 1.1812 1.0815
19.92 19.98 35.7 342 1.8742 1.7955
14.42 14.51 18.8 20.2 0.9870 1.0605

Marcas resueltas (presentadas en orden descendente) del primer gel, carriles 2 y 3

respectivamente de la proteina de soya

Reproducibilidad

El analisis cuantitativo de la variacion establecida para el tamafio de las fracciones proteicas
caracterizadas en los geles SDS-PAGE para la muestra | arroja valores para la SD menores al
0.5 en casi todas .Ias fracciones igual que el % CV que en su mayoria arroja valores por
debajo del 1 %. Este resultado podria esperarse gracias a la gran ayuda que representa el
software hoy dia, sin embargo factores como la estructura de la proteina, modificaciones
post-traduccionales y la composicion de aminoacidos son variables que son dificiles o

imposibles de minimizar y pueden afectar la migracion electroforética. Algunos

89



mencionarian a la espectrometria de masas como mejor aliado para esta labor con resultados
con mucha mayor exactitud, complementar el analisis SDS-PAGE con espectrometria de
masas producird una determinacion mas exacta. A pesar de sus limitaciones, SDS-PAGE es

todavia un método usado cominmente para la determinacion de PM de una proteina.

Tamafio kDa Tamafio kDa Tamafio promedio SD % CV
101.29 101.53 101.41 0.1697 0.16734
88.27 89.81 89.04 1.0889 1.22298
73.82 73.21 73.515

B-conglicinina
(incluyendo cadena o) 04313 0.58673

65.35 65.64 65.495 0.2050 0.31309
55.17 55.59 55.38 0.2965 0.53626
2]1.85 22.21 22.03 0.2545 [.15550
19.92 19.98 19.95

glicinina (basica) 0.0424 0.21266
14.42 14.51 14.465 0.0636 0.43995

Variacion establecida para el tamaiio de las fracciones proteicas caracterizadas en la

proteina de soya

Para el analisis de la Concentracién Relativa debemos considerar el efecto sinérgico que se
da entre los errores intrinsecos de Ja metodologia y los que representan la manipulacion por
el analista (cuando no se cuenta con un sistema automatizado) al realizar las soluciones y
diluciones correspondientes (si es el caso). Ademas si el software no determina de manera
directa la concentracion con respecto de los estandares de peso molecular utilizados es muy

probable que se obtengan valores de SD y % CV mayores como se ve en la tabla siguiente:
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Conc. Rel. Conc. Rel. Conc. Rel. promedio SD % CV
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

0.1470 0.1417 0.1443 0.0037 2.5712
0.2205 0.2782 0.2493 0.0408 16.375
0.2782 0.3465 0.3123 0.0482 15.449
0.2625 0.2782 0.2703 0.0111 4.1190
0.2940 0.2677 0.2808 0.0185 6.6084
1.1812 1.0815 1.1313 0.0705 6.2343
1.8742 1.7955 1.8348 0.0556 3.0347
0.9870 1.0605 1.0237 0.0519 5.0766

Variacion establecida para la Concentracion Rel. de las fracciones proteica

caracterizadas en la proteina ed soya.

Proteinas de suero

Se lograron resolver 9 marcas para los carriles 4 y 5 que contienen a la muestra 2, sus pesos
moleculares oscilan entre 14 y 90 kDa. La fraccion mas abundante es aquella con PM

aproximado de 19 kDa con un 44% mientras que la de menor abundancia fue la de PM de 50

kDa con tan sé6lo 1.5%.

88.25 90.45 4.8 5.0 0.2520 0.2625
73.16 73.81 4.3 4.1 0.2257 0.2152
59.01 58.73 6.5 5.7 0.3412 0.2992
49.93 49.43 1.3 1.6 0.0682 0.0840
39.84 39.49 7.1 6.2 0.3727 0.3255
35.11 33.75 2.6 4.8 0.1365 0.2520
30.24 30.02 8.2 6.8 0.4305 0.3570
19.34 19.26 43.7 444 2.2942 2.3310
14.27 14.29 21.5 21.4 1.1287 1.1235

Marcas resueltas (presentadas en orden descendente) del primer gel, carriles 4 y 5

respectivamente de la proteina de suero
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Reproducibilidad

Para esta muestra tenemos dos valores de % CV por encima de 1 y s6lo uno de SD mayora I,
lo que representa una buena aproximacion al peso molecular de las fracciones obtenidas del
analisis de esta muestra.

Como no se trata de una muestra 100% pura se puede decir que se tienen mds fracciones que
las correspondientes a las fracciones proteicas lacteas como puede ser el mismo sabor a
vainilla que reporta el fabricante de este producto entre otras sustancias desconocidas. Esto
podria explicar la falta de resolucion alrededor de los 19.5 kDa por una excesiva
concentracion de fracciones proteicas en esa region. Sin embargo podemos destacar la
inequivoca presencia de las tres principales fracciones que componen al suero de la leche:

o-lacto albimina con PM 14 kDa, B-lactoglobulina con PM 18 KDa y BSA con PM de 70

kDa.

Tamafio kDa Tamaflo kDa Tamafio promedio SD %CV
88.25 90.45 89.35 1.5556 1.7410
73.16 73.81 73.485

BSA 0.4596 0.6254
59.01 58.73 58.87 0.1979 0.3363
49.93 49.43 49.68 0.3535 0.7116
39.84 39.49 39.665 0.2474 0.6239
35.11 33.75 34.43 0.9616 2.7931
30.24 30.02 30.13 0.1555 0.5163
19.34 19.26 19.3
B-lacto globulina 0.0565 0.2931
14.27 14.29 14.28
a-lacto albiimina
0.0141 0.0990

Variacion establecida para el tamafio de las fracciones proteicas caracterizadas en la

proteina de suero
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Aunque las demas fracciones proteicas se presentan es importante destacar que no lo hacen
en elevadas concentraciones, todas menores a 0.5 (mg/ml); con excepcion de lo que parecen
ser las fracciones identificadas como a-lacto albimina y p-lactoglobulina cuya
concentracion sobrepasa la unidad. Aunque los valores de SD parecieran ser buenos el % CV
nos muestra la variabilidad que se da en los parametros evaluados, es decir si observamos con
atencion la fila resaltada podemos observar una diferencia significativa entre los valores de
concentracion relativa de la misma fraccion, pero en carriles diferentes. Este error al ser
analizado viene de la seleccion de las marcas para el analisis molecular por el densitémetro

de masas. Algo que ya se habia comentado al no contar con un sistema automatizado para

realizar este analisis.

14

CAITILS $ r»
Conc. Rel. Conc. Rel. Conc. Rel. promedio SD % CV

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

0.2520 0.2625 0.2572 0.0074 2.8861
0.2257 02152 0.2205 0.0074 3.3671
0.3412 0.2992 0.3202 0.0296 9.2735
0.0682 0.0840 0.0761 0.0111 14.629
0.3727 0.3255 0.3491 0.0334 9.5698
0.1365 0.2520 0.1942 0.0816 42.044
0.4305 0.3570 0.3937 0.0519 13.199
2.2942 2.3310 2.3126 0.0259 1.1236
1.1287 1.1235 1.1261 0.0037 0.3296

Variacion establecida para Concentracion Rel. de las fracciones proteica

caracterizadas en la proteina de suero
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MAPM Cas H Cas H* Cas S Cas S’ MBPM

Electroferograma 3. Muestra los PM (dados en kDa) de las bandas resueltas de las (racciones

proteicas contenidas en las muestras: mezclas de caseinas marca | lammerstein y Sigma.
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MAPM CasH  CasH’ Cas S Cas §’ MBPM

Electroferograma 4. Muestra el % parcial que aporta cada banda resuelta en las fracciones

proteicas contenidas en las muestras: mezclas de caseina marca Hammerstein y Sigma.
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Mezcla de caseinas marca Hammerstein

Las caseinas son un buen ejemplo de las sorpresas que se puede llevar uno en el analisis de
muestras. Simplemente del analisis visual entre los geles existe una diferencia significativa
(como lo es una banda extra resuelta para la mezcla de caseinas de la marca Sigma), siendo
que ambas deberian ser una mezcla de las diferentes subunidades que componen a esta
fraccion insoluble en la leche a pH 4.6. Por lo que cabe aclarar que aunque se trate del mismo
producto el hecho de ser producido por otra compaiiia no garantiza la igualdad de sus
caracteristicas. Por otro lado es claro que no sélo hay caseinas sino fracciones del suero de

leche claramente identificadas. Por lo que la pureza de este producto es discutible.

Se lograron resolver 15 marcas para los carriles 2 y 3 del segundo gel que contienen a la
muestra 4, sus pesos moleculares oscilan entre 13 y 230 kDa. La fraccion mds abundante s
aquella con PM aproximado de 33.55 kDa con un 37% mientras que la de menor abundancia

fue la de PM de 230 kDa con tan sélo 1.8%.
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229.7 2254 1.80 2.10 0.0786 0.0917
171.4 162.1 3.40 2.60 0.1485 0.1136
87.61 80.82 2.50 4.50 0.1092 0.1966
69.79 69.37 4.60 2.00 0.2010 0.0874
62.94 62.50 4.00 4.80 0.1748 0.2097
33.55 33.68 375 326 1.6387 1.4246
30.39 30.51 19.3 24.1 0.8434 1.0531
29.42 29.54 5.00 5.80 0.2185 0.2534
28.48 28.61 4.90 7.40 0.2141 0.3233
25.17 25.23 3.00 2.90 0.1311 0.1267
22.18 2238 1.90 2.10 0.0830 0.0917
19.96 20.16 3.40 2.80 0.1485 0.1223
16.80 16.91 2.50 1.60 0.1092 0.0699
14.86 14.97 3.20 2.60 0.1398 0.1136
13.64 13.81 2.90 2.10 0.1267 0.0917

Marcas resueltas (presentadas en orden descendente) del primer gel, carriles 2 y 3

respectivamente de la mezcla de caseinas Hammerstein
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Reproducibilidad

En este caso se pueden identificar un mayor nimero de fracciones provenientes de la leche,

aunque no se descarta el uso de excipientes u otras sustancias de origen no proteico como

pueden ser glicdsidos segiin lo arrojo el analisis proteico. El resultado no esperado es que

existen proteinas de suero claramente identificadas por sus PM, especificamente la BSA y la

a-lacto albimina. Igualmente existen muchas fracciones no identificadas. Los valores de SD

son casi todos menores a la unidad igual que el % CV.

kDa

229.71

171.48

87.610

69.790

62.940

33.550

30.390

29.420

28.480

25.170

kDa

225.48

162.12

80.820

69.370

62.500

33.680

30.510

29.540

28.610

25.230

227.59

166.80

84.215

69.580

BSA

62.720

33.615

30.450

29.480

28.545

25.200

o s2 caseina

2.9910

6.6185

4.8012

0.2969

0.3111

0.0919

0.0848

0.0848

0.0919

0.0424

Tamafio Tamafio  Tamafio promedio SD % CV

1.3142

3.9679

5.7011

0.4268

0.4960

0.2734

0.2786

0.2878

0.3220

0.1683
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22.180 22.380 22.280 0.1414 0.6347

a sl caseina

19.960 20.160 20.060 0.1414 0.7049
K-caseina

16.800 16.910 16.855 0.0777 0.4614

14.860 14.970 14.915 0.0777 0.5215

a-lacto albumina

13.640 13.810 13.725 0.1202 0.8758

Variacion establecida para el tamafio de las fracciones proteicas caracterizadas en la

mezcla de caseinas Hammerstein

Un hecho para notar es la concentracion en que se presentan las fracciones de suero lacteo; y
habla de la sensibilidad de la metodologia para caracterizar y cuantificar a las fracciones
proteicas.

Existe una fraccion (alrededor de 33kDa) no identificada que corresponde a la fraccion de
maxima concentracion. Cabe resaltar que la mayoria de las caseinas teéricamente deberian
encontrarse por debajo de los 25kDa y existen muchas fracciones no identificadas en ambas

mezclas.
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C Rel. Conc. Rel. Conc. Rel. % CV

onc. promedio SD

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

0.0786 0.0917 0.0852 0.0092 10.8785
0.1485 0.1136 0.1311 0.0247 18.8561
0.1092 0.1966 0.1529 0.0618 40.4061
0.2010 0.0874 0.1442 0.0803 55.7114
0.1748 0.2097 0.1922 0.0247 12.8564
1.6387 1.4246 1.5316 0.1514 9.88537
0.8434 [.0531 0.9482 0.1483 15.6410
0.2185 0.2534 0.2359 0.0247 10.4756
0.2141 0.3233 0.2687 0.0772 28.7441
0.1311 0.1267 0.1289 0.0030 2.39697
0.0830 0.0917 0.0874 0.0061 7.07106
0.1485 0.1223 0.1354 0.0185 13.6859
0.1092 0.0699 0.0895 0.0278 31.0437
0.1398 0.1136 0.1267 0.0185 14.6297
0.1267 0.0917 0.1092 0.0247 22.6274

Variacién establecida para Concentracion Rel. de las fracciones proteica

caracterizadas en la mezcla de caseinas Hammerstein

Mezcla de Caseinas marca Sigma

En esta muestra se lograron resolver 16 y 17 marcas, en los carriles 4 y 5 del segundo gel
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respectivamente que contienen a esta muestra, sus pesos moleculares oscilan entre 13 y 258
kDa. Algo para destacar es la presencia de una banda de mads en el carril 5 alrededor de los 30
kDa. (Ver tabla y electroferograma 3 carriles 4 y 5). La fracciéon mds abundante es aquella

con PM aproximado de 33.90 kDa con un 33% mientras que la de menor abundancia fue la

de PM de 258 kDa con tan sélo 1.5%.

227.18 257.27 4.50 1.50 0.1890 0.063
168.77 229.92 3.80 2.60 0.1596 0.1092
81.100 168.79 420 3.90 0.1764 0.1638
69.360 81.750 2.40 3.10 0.1008 0.1302
62.240 68.990 5.70 3.30 0.2394 0.1386
33.900 61.440 32.60 7.70 1.3692 0.3234
30.770 33.900 17.7 31.3 0.7434 1.3146
29.620 30.940 7.00 16.7 0.2940 0.7014
28.760 30.400 7.70 7.40 0.3234 0.3108
26.800 28.820 1.40 5.60 0.0588 0.2352
25.340 27.570 2.60 2.30 0.1092 0.0966
24.180 25.460 1.70 2.10 0.0714 0.0882
22.270 24.280 1.80 1.90 0.0756 0.0798
20.080 22.280 2.60 2.10 0.1092 0.0882
14.880 19.990 2.10 3.90 0.0882 0.1638
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13.520 14.840 220 2.70 0.0924 0.1134

13.420 1.90 0.0798

Marcas resueltas (presentadas en orden descendente) del segundo gel, carriles 4 y §

respectivamente de la mezcla de caseinas Sigma

Reproducibilidad

En esta muestra se tienen valores de SD en su mayoria por debajo de la unidad. lgualmente
sucede con los % CV. Se tiene buena reproducibilidad de esta metodologia para esta muestra.
Se logran identificar fracciones del suero de la leche (BSA y a lacto albiimina) y destaca la
presencia de la B caseina; presente en esta muestra analizada.

En ambas muestras 4 y 5 no se presentan ni la as0 ni la y caseina aunque la literatura las

menciona como micro variantes de la a sl y de la B caseina respectivamente

Tamafio kDa Tamafio kDa  Tamarfio promedio

227.18 229.92 228.55 1.9374 0.8477
168.77 168.79 168.78 0.0141 0.0083
81.100 81.750 81.425 0.4596 0.5644
69.360 68.990 69.175 0.2616 0.3782
BSA

62.240 61.440 61.840 0.5656 0.9147
33.900 33.900 33.900 0 0

30.770 30.940 30.855 0.1202 0.3895
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29.620 30.400 30.010 0.5515 1.8378

28.760 28.820 28.790 0.0424 0.1473
26.800 27.570 27.185 0.5444 2.0028
25.340 25.460 25.400 0.0848 0.3340

a s2 caseina

24.180 24.280 24.230 0.0707 0.2918
B caseina
22.270 22.280 22.275 0.0070 0.0317

a sl caseina

20.080 19.990 20.035 0.0636 03176
K-caseina
14.880 14.840 14.860 0.0282 0.1903

a-lacto albimina

13.520 13.420 13.470 0.0707 0.5249

Variacion establecida para el tamaiio de las fracciones proteicas caracterizadas en la
mezcla de caseinas Sigma

La reproducibilidad de la concentracion relativa, aunque presenta valores de SD por debajo
de la unidad no resulta confiable (debido a que s6lo se realiz6 la corrida por duplicado, como
se ya se menciond) y esto se ve reflejado en el % CV donde s6lo 7 valores son menores del 20
%. La muestra que se presenta en mayor concentracién es la de PM 31 kDa, alrededor de
Img/ml, igual que en la muestra 4. Es muy posible que esta fraccién no se haya disgregado
correctamente en sus fracciones correspondientes. Las modificaciones post —traduccionales

son una realidad, en estas muestras; un buen ejemplo es la fosforilacion y la glicocilacion,
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entre otras. Algunos autores mencionan que el estudio de las proteinas de leche por
SDS-PAGE, PAGE con urea alcalina y PAGE con urea acida no permite una clara
identificacion de las subunidades de las caseinas (Pardo et al 2001). En el caso de los
hidrolizados de proteina sélo los péptidos de gran tamafio pueden ser visualizados

adecuadamente por estas técnicas.

Rel. Conc. Rel. Conc. Rel. promedio SD % CV

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

0.1890 0.0630 0.1260 0.0890 70.7106
0.1596 0.1092 0.1344 0.0356 26.5165
0.1764 0.1638 0.1701 0.0089 5.23782
0.1008 0.1302 0.1155 0.0207 17.9990
0.2394 0.1386 0.1890 0.0712 37.7123
1.3692 0.3234 0.8463 0.7394 87.3794
0.7434 1.3146 1.0290 0.4038 39.2516
0.2940 0.7014 0.4977 0.2880 57.8813
0.3234 0.3108 0.3171 0.0089 2.80969
0.0588 0.2352 0.1470 0.1247 84.8528
0.1092 0.0966 0.1029 0.0089 8.65845
0.0714 0.0882 0.0798 0.0118 14.8864
0.0756 0.0798 0.0777 0.0029 3.82219
0.1092 0.0882 0.0987 0.0148 15.0448
0.0882 0.1638 0.1260 0.0534 42.4264
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0.0924 0.1134 0.1029 0.0148 14.4307

Variacion establecida para Concentracion Rel. de las fracciones proteicas

caracterizadas en la mezcla de caseinas Sigma

3. Implementacion de la técnica de determinacion de las fracciones proteicas por EC

En la actualidad, la electroforesis capilar se ha convertido en una técnica analitica con
muchas aplicaciones en el estudio de proteinas y péptidos en alimentos.

Se implemento el método de separacion de las proteinas de la leche y determinacion de la
adulteracion descrito en la Norma Oficial Mexicana-NOM-155-SCFI-2002-Leche, formula
lactea y producto lacteo combinado - denominaciones, especificaciones fisicoquimicas,
informacién comercial y métodos de prueba.

Se obtuvieron los perfiles electroforéticos de proteinas lacteas y leche pasteurizada. Las
muestras utilizadas fueron proteina de suero lacteo y mezclas de caseinas marca
Hammerstein y Sigma.

La electroforesis se realizd con equipo Beckman Coulter modelo P/ACE Systems MDQ y
detector UV simple, con un capilar de recubrimiento neutro (50 cm x 50 pm),a 35C y 21 Kv

por 50 minutos para cada muestra.

a) Mezclas de Caseinas

Las condiciones establecidas en la técnica para el corrimiento resultan ser las adecuadas para
obtener muy buena separacién de todas las fracciones de las caseinas, para ambas mezclas. El
descenso del pH promueve una diferencia de carga entre las alfa y las beta caseinas lo que,

aunado a su diferencia de tamaiio, favorece la separacion que se observa entre €stas en el
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electroferograma. La viscosidad del buffer se relaciona al tiempo de migracién de los solutos

porque afecta la velocidad del fluido el capilar, de acuerdo con la ecuacion de

Hagen-Poiseuille (Millares et al, 2001). La codificaciéon que se presenta en los siguientes

electroferogramas corresponde a las diferentes fracciones de las caseinas (CN) o, p y un

complejo remanente entre K y B que componen a las mezclas de caseinas. Es de mencionarse

que las absorbancias de los picos de mayor altura no tienen correspondencia entre si (es decir

una se presenta a 0.018 uA y la otra a 0.022uA), esto resulta 16gico si consideramos que al

preparar el vial con la mezcla de caseinas Hammerstein existia mayor masa (referirse a los

datos de las pesadas en la metodologia); esto es una prueba de la sensibilidad que nos otorga

el detector UV-VIS del modelo PACE de Beckman.

jo¥ i H
as’CN L/

Fig. 18 Caseina Sigma
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Fig. 19 Caseina Hammarsten.

Se observan seis picos prominentes que se describen como las fracciones proteicas que
constituyen a las subunidades diversas de las alfas y betas caseinas (Millares et al 2001).
Ademas se observan restos de lo que pudieron ser proteinas de suero a tiempos més cortos de
elusién. Ambas mezclas presentan una muy buena resolucion por lo que es indistinto utilizar

cualquiera de éstos como patrdn de referencia.

La técnica de electroforesis capilar, a diferencia de la electroforesis en gel, permite
cuantificar directamente cada tipo de caseina; es decir las sefiales que registra el instrumento,
lo que se presenta en la tabla 2 como uA. Esto nos permite eliminar otras fuentes de error
ademas de gozar de las ventajas de la automatizacion. Debe hacerse notar que deben

optimizarse los tiempos de corrida para asegurar la aparicion de todos los picos, por lo que no
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queda completa la cuantificacion de todas las formas de caseina. La expresion presentada es

Unicamente el area bajo la curva y falta correlacionar con un estandar.

Tabla2

Fraccion observada : Area
o), L BRI T e T T SRR
BCNA' ' 1102840
kCN+BCNB 334841
as’CN 145150
as'CN 791951
0s’CN | 147758

Valores establecidos unicamente para estandar de Caseina Hammerstein

b) Proteina de suero lacteo bovino

El perfil obtenido para el estandar de las proteinas de suero lacteo no fue bueno,
probablemente debido a su alta sensibilidad a la desnaturalizacién por calor. Los
electroferogramas muestran picos anchos caracteristicos de f-Lg desnaturalizada,
probablemente debido a su lactosilacion (Otte et al 1998) o a otros procesos (pasteurizacion y
descremado) como podria ser el mismo desengrasado por centrifugacion debido a que su
mecanismo de estabilidad es por hidratacién y no por carga eléctrica, su calentamiento libera
grupos sulfhidrilo que reducen el potencial de 6xido-reduccion, lo que puede llegar a inhibir
parciaimente las reacciones de oxidacion. Otra causa probable de la falta de resolucién en la
sefial obtenida podria ser la concentracion en que se trabajaron ya que si observamos con
atencion la méaxima sefial de respuesta se da a las 0.006 uA y en cambio al eluir las fracciones
contenidas en la leche fluida la méxima respuesta registrada es de 0.002; es ahi donde

podemos distinguir de entra las fracciones del suero lacteo.

108



Frotase ) gat, Ghiansar A

o oo

-0.00G

e

] = 3 et

Figura 20. Proteina de suero lacteo bovino

3) Muestra de leche comercial

El patron electoforético puede alterarse por el dafio térmico que presenten las proteinas.
La muestra comercial que podria presentar menor dafio por desnaturalizacion térmica era la

muestra de leche pasteurizada, por lo que se seleccioné para trabajar inicialmente.
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Figura 2. Muestra de leche pasteurizada

Se pueden observar picos anchos, sobre todo en el sector de las proteinas de suero lacteo,
pero los picos correspondientes a la caseina se definen tan bien como los patrones

comerciales.

Al sobreponer el estandar de Caseina de Sigma con la muestra de leche pasteurizada tenemos
una correspondencia casi total, con excepcion del complejo formado entre la kCN y la BCNB
y las proteinas de suero a-La y la B-Lg presentes en la muestra de leche comercial aunque no

se descarta su contenido en minimas cantidades en ambas mezclas de Caseinas.
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Figura 22. Caseina sigma y muestra de leche pasteurizada.
Esto podria deberse a la variabilidad de factores inherentes de los proveedores, los tipos de

razas y alimentacion de los animales, asi como diversos factores ambientales como son la

estacion del afio en el tiempo de ordefia, caracteristicos de cada regidn.
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Reproducibilidad y limite de deteccion

En la determinacion de proteinas lacteas por electroforesis en zona capilar (CZE) se han
estudiado de manera fructifera las diversas variables que podrian afectar el ensayo como son:
la absorcion del soluto en la pared del capilar, asi como los efectos del pH, fuerza i6nica del
buffer y de aditivos poliméricos en combinacion con capilares con cubiertas hidrofilicas
(Jong et al 1993). Con la electroforesis de zona capilar (CZE), se han obtenido platos teéricos
en el rango de 300 000-700 000. Los resultados pueden compararse con aquellos alcanzados
con HPLC de fase reversa. (Referirse en las aplicaciones de la electroforesis capuilar a la

tabla de los principales métodos electroforéticos capilares)

4. Analisis de muestras por electroforesis en microchip

Las muestras alimenticias analizadas en el LC-90 de Caliperls fueron:

> Proteina de soya.

> Proteina de suero.

> Leche en polvo.

> Mezcla de caseinas Hammerstein

> Mezcla de caseinas Sigma.

> Preparacion alimenticia adicionada con Caseinato de Sodio
> Caseina acida

> Leche fluida

Las tres Ultimas muestras corresponden a matrices mas complejas que fueron sometidas al

andlisis con la finalidad de obtener sus perfiles electroforéticos y de demostrar el poder de
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andlisis y resolucion del LabChip 90.

Muestra Identificacion Stock TRC Diluciones
fug/mif seriales
Proteina de soya. s - 7987 - 1i2,1:4,..1:2048
Proteina de suero. 2 © 8134.919 C1:2,1:4,..1:2048
Leche en polvo Alpura. 3 6234.36 1:2,1:4,...1:2048
Mezcla de caseinas Hammerstein 4 22550.8 1:2, 1:4,...1:2048
Mezcla de caseinas Sigma. 5 23898.2 1:2, 1:4,...1:2048
Preparacion alimenticia KCa 9933311 1:2, 1:4....1:2048
adicionada con Caseinato de Sodio £
Caseina deida CH 0 12635.56 S 12, 1:4,...1:2048
Leche fluida Sample A~ 2122.05 1:8, 1:16,...1:2048

Identificacion de muestras analizadas po.r electroforesis en chip con LC-90.

Se presentan los geles virtuales asi como los electroferogramas (Gnicamente los
electroferogramas de la proteina de soya que presentan concentraciones sensibles al
instrumento) anexo a una tabla que presenta el namero de picos identificados, el tiempo de
migracién del analito (dado en segundos), su tamafio dado en kDa, la concentracion relativa a
los marcadores de peso molecular de referencia del equipo en ng/ul, el % de pureza, la altura
del pico y las éreas corregidas de éstos. Los primeros picos corresponden a los marcadores de
peso molecular inyectado asi como a la sefial de SDS y son excluidos automaticamente por el
sistema (system excluded).

En el apéndice se encuentran todos los electroferogramas y tablas resultantes del andlisis de

todas las muestras por el LabChip 90.
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Assay: HT Protein Express 200
Data Path.  C.\ML.C 90\Customer data\Advance Instrument of Maxico

304

19 e

Read. 5/31/2005 4.06.34 PM (2.5.0 Build 171)
Modified. 53172005 5:18:19 PM (2.5.0 Build 171)

LabChip HT (Varsion 2.5.0 Build 171)
Copyright ©1908-2005 by Caliper Lite Sciences

Prirted: 6/1/2005 11:28.:49 AM
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Fluorescence

AIM proteins-1_2005-05-31_15-53-03_B213A 499N 06 Page 2

Assay. HT Prolein Express 200 Read. 5/31/2005 4.06.34 PM (2.5.0 Build 171}
Data Path CALC 90\Customer dala\Advance instrument of Mexico Modified. 5/317/2005 5.18.19 PM {2.5.0 Build 171)

1 stock

175

]
rrrrrriTTrTTTTrreT T

150

-

Q

o
{

T

75

50

25 4

rrrrrrrrrTrTTT

8 10 28 30 32 b7 36
Time (seconds)
Total Rel Conc.: 798.7 pg/ml
Peak Mig.Time Size Rel.Conc. %Purity Height Corr.Area Observations
(secs) (kDa) {nglul)
1 8.1
2 8.4
Ea 8.9 09 87.3 47 Lower Marker
4 RAR-) 53 144 4 54.5 Syslem Excduded
5 1.8 6.2 1771 41.5 Syslem Exciuded
6 124 7.4 245 8.1 Syslem Excluded
7 127 98 279 248 System Excluded
8 13.8 148 121.42 15.2 65.8 73.4
E 13.9 158 4273 5.3 65.2 258
10 146 2.0 617.29 77.3 103.5 3731
1 236 1239 210 03 2.8 13
12 248 141.5 9.96 1.2 25 6.0
13 253 150§ 5.19 07 23 31
LabChip HT (Version 2.5.0 Build 171) Printed: 6/1/2005 11:28:49 AM

Copynghl ©1099-2005 by Calips: Like Serencas
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Fluorescence

AIM proteins-1_2005-05-31_15-53-03_B213A 499N 06 Page 3

Assay: HT Protein Express 200 Reed. 5/31/2005 4.06.34 PM (2.5.0 Buid 171)
Data Path.  C\LC 90\Cuslomer data\Agvance Instrument of Mexico Modified 5/31/2005 5.18.19 PM (2.5.0 Build 171)
250 +
200 1+
E
150 1+
N
100 +
50 1
- awng
| M~
NN
0 - 1 { i—m— ~+
h | I | I I | |
8 10 24 26 26 0 32 M 36
Time {seconds)
Total Rel Conc.: 284.08 ug/mi
Peak Mig.Time Size Rel.Conc. %Purity Height Cosr.Area Observations
(secs) {(kDa) (nglul)
1 8.1
2 84
3* 89 0.9 105.4 4.8 Lower Marker
4 115 55 1730 51.2 System Exciuded
5 1.8 6.4 2479 68.6 System Excluded
6 121 74 10.3 4.3 Syslem Exciuded
7 14.0 16.0 104.58 %8 334 65.2
8 147 203 158.86 55.9 541 99.0
9 289 212.7 10.74 a8 6.1 87
10 29.2 2177 6.88 24 40 43
11 293 219.8 3.02 11 38 19
LabChip HT (Version 2.5.0 Build 171} Prirted. 6172005 11:28:49 AM

Copyright ©1999-2005 by Cesipes Liv Sciencws
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AIM proteins-1_2005-05-31_15-53-03_B213A 499N 06

Page 4

Assay HT Protein Express 200

Data Iielh C \LC 8G\Customer data\Advance Instrument of Mexico

114

Read. 5/31/2005 4.06.34 PM (2.5.0 Build 171)
Modified. 5/3172005 5:18:19 PM (2.5.0 Build 171)

250

200 -

Fluorescence
@
(=]
!
LI

100

50

Total Rel Conc.:

Peak Mig.Time
{secs)
8.1
84
89
11.5
11.8
14.0
14.7

N A LN =

Size
{kDa)

0.9
5.4
6.4
15.9
203

78.1 pg‘/mi

Rel.Conc.

(ngiul)

31.95
4615

24 26
Time (seconds)

% Purity Height
106.3

166.9

266.0

409 141
59.1 252

28

Corr.Area

4.7
391
57.0
19.6
283

Observations

Lower Marker
System Excluded
System Excluded

LabChip HT (Version 2.5.0 Build 171)
Copyrighl €1900-2005 by Calipar Lite Soences

Printed. 6/1/2005 11.28:49 AM
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Fluorescence

AlM proteins-1_2005-05-31_15-53-03_B213A 499N 06

Page 5

Assay. HT Proten Exprass 200

Data Path.  CALC 90\Customer data\Advance Instrument of Mexico

Read. 5/3172005 4.06:34 PM

@
(

2.5.0 Build 171)

Modfied. 5/31/2005 5:16:19 PM (2.5.0 Build 171)

250 -+
-
200 +
150 +
B v
wl] |
50 +
o =3¢l 8
To} 2}
o
01 f | T ] ! I T T I I ] I |
| 1 [ I | I [ [ [ [ I |
8 10 12 " 16 18 20 22 24 26 28 20 32 36
Time (seconds)
Total Rel Conc.. 15.81 pg/ml
Peak Mig.Time Size Rel.Conc. %Purity Meight Corr.Area Observations
(secs} (kDa) {ngiul)
1 a1
2 84
3 8.9 0.9 115.3 4.8 Lower Marker
4 11.2 46 18.1 2.7 System Excluded
5 1.8 55 134.2 227 Syslem Excluded
6 11.9 6.5 2617 723 System Excluded
7 148 208 15.81 100.0 71 10.1

LabChip HT (Version 2.5.0 Buiid 171)
Copynght ©1999-2005 by Celpe: Like Schnces.

Printed. 6/172005 11:28:49 AM
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Elaboracion de curvas de calibracion

Para cada muestra se seleccioné (de los electroferogramas) la sefial de mayor respuesta y con
el mismo tiempo de migracion (pueden existir variaciones de décimas de segundo en los
tiempos de elusion que corresponde a una fraccion proteica, esto debido a la diferencia que
existe de las concentraciones totales relativas entre cada dilucion). Con esa sefial se elaboré
una curva de calibracién entre la Concentracion Relativa (ng/ul) y la altura del pico, y la
misma Concentracion Relativa (ng/ul) y el drea corregida. Esto con el objetivo de mostrar el
rango dinamico lineal del instrumento para cada muestra analizada y la linearidad que se
observa por la correlacion entre la concentracion relativa y el area corregida. Inequivoca
sefial del poder del detector de fluorescencia inducida por rayo laser con el que cuenta el
LabChip 90. El fabricante garantiza un LDR entre 20-2000 ug/ml para las muestras
analizadas en el equipo. Cabe resaltar que siempre que se manejen variables como el limite
de deteccion y la sensibilidad real del instrumento cumpliendo con la linealidad en la
respuesta, se debe contar con un andlisis estadistico confiable. Aunque si se sale de ese rango
lineal se podria tener una mayor sensibilidad pero con confiabilidad reducida porque se

pierden los datos estadisticos que respalden ese valor.

Stock 0 146 617.29 103.5 373.1
1:2 14.7 158.86 541 99.0

1:4 14.7 46.15 252 283

1:8 14.8 15.81 7.1 10.1

1:16

1:32

1:64

1:128

1:256

1:512

Tabla de valores seleccionados para curva de respuesta del LC-90 con la proteina de
soya

~N ) o0
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Altura

120

100

80

60

40

20

Respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones (proteina de soya)

y = 0.1805x
R?=0.8094

"

200 300 400
Conc. Relativa (ng/ul)

500

600

700
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Area Corregida

400

350

300

250

Respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones (proteina de soya)

y = 0.8058x

R’;yso"

100 200 300 400 500

Cone. Relativa (ngful)

700
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Stock
1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
1:128
1:256
1:512

12
14
14
14
13
14
12
8

14.7
14.7
14.7
14.7
14.7
14.7
14.7
14.7
14.6

1856.42
1117.87
680.07
320.24
145.32
76.00
31.51
10.12
6.61

935.3
618.7
382.5
2024
104.9
54.5
24.6
9.5
4.0

1191.5
729.1
429.6
211.2
98.0
48.7
21.3
7.7
4.8

Tabla de valores seleccionados para curva de respuesta del LC-90 con la proteina de

suero.
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ARtura

1200

1000

800

600

400

200

Respubsta del LC-90 a diferentes concentraciones (proteina de suero)

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Conc. Relativa (ng/ul)

2000
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Area Corregida

1400

1200

1000

800

600

Respuesta del LC-80 a diferentes concentraciones (proteina de suero)

y = 0.6439x

R? = 0.9!

400

200

200

400

600

800

1000
Conc.Relatlva (ng/ul)

1200

1400

1600

1800

2000
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Stock 18 16.5 2445.12
1:2 18 16.5 1396.13
1:4 17  16.6 770.68
1:8 19 16.6 392.98
1:16 17  16.7 210.25
1:32 12 16.7 139.47
1:64 10 16.7 71.28
1:128 11 16.7 28.57
1:256 9 16.7 10.84
1:512

1077.7 1644.1
712.5 987.9
431.0 530.5
232.5 276.5
131.0 153.0
632 97.6
32.8 50.0
13.1 19.8
5.4 7.9

Tabla de valores seleccionados para curva de respuesta del LC-90 con la leche en polvo.
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Altura

1200

200

Respusesta del LC-80 a diferentes concentraciones (leche en polvo)

¥ = 0.4679x
R? = 0.9955"

500 1000 1500 2000
Cono. Relativa (ng/ul)

2500

3000
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Area Corregida

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones (leche an polvo)

y = 0.8822x

R? = 0.999p 4
2.

500

1000 1500 2000
Conc. Relativa (ng/ul)

2500

3000
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Stock
1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
1:128
1:256
1:512
1:1024
1:2048

13
15
13
16
16
15
17
14
9

10
7

7

15.9
16.0
16.0
16.0
16.1
16.1
16.1
16.2
16.2
16.2
16.2
15.2

5732.03
6428.91
7795.04
3176.34
3461.34
2282.07
1552.20
486.79
167.50
80.23
11.84
6.09

2519.8 4024.2
2049.5 4486.6
2125.7 5020.5
1403.8 2198.8
1459.3 23474
1130.0 1632.5

825.7 1041.7
279.0 307.6
1140 1173
54.9 55.6
10.2 85.5
5.2 4.8

Tabla de valores seleccionados para curva de respuesta del LC-90 con la mezcla de

caseinas Hammerstein.
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Attura

3000

2500

2000

1500

1000

500

Respuesta del LC-80 a diferentes concentraciones (mezcla de caseinas Hammersteln)

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Conc. Relativa (ng/ul)

8000

9000
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Area Corregida

6000

5000

4000

3000

2000

1000

Respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones (mezcla de caseinas Hammerstein)

y=0.6772x
R?= 0.9962

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Conc. Relativa (ng/ul}

8000

9000
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Stock 11
1:2 13
1:4 17
1:8 14
1:16 13
1:32 12
1:64 15
1:128 12
1:256 8
1:512 7
1:1024 7
1: 2048 7

15.9
16.0
16.0
16.1
16.1
16.1
16.1
16.2
16.2
16.2
16.2
16.2

6243.10
7085.22
5585.10
2010.48
1915.13
686.47
1004.19
277.17
97.73
53.39
21.24
9.76

24203
2010.5
1780.4
995.0
930.5
394.7
560.3
170.7
67.8
36.9
16.5
7.5

4158.7
4801.3
3682.6
1436.7
1284.0
481.3
693.6
192.2
72.5
38.2
15.7
7.1

Tabla de valores seleccionados para curva de respuesta del LC-90 con la mezcla de

caseinas Sigma.
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3000

2500

2000

1500

Altura

1000

respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones (mezcla de caseinas Sigma)

2000

3000

4000
Conc. Relativa {ng/ul)

5000

6000

7000

8000
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Area Corregida

6000

5000

4000

3000

2000

1000

respuesta del .C-90 a diferentes concentraciones {mezcla de caseinas Sigma)

1000

2000

3000

4000
Conc. Relativa (ng/ul)

5000

6000

7000

8000
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Stock
1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
1:128
1:256
1:512
1:1024
1: 2048

20
20
20
19
18
13
13
7

7

16.0
16.0
16.3
16.3
16.3
16.3
16.4
16.4
16.3

5069.63
3435.87
1061.34
483.52
229.01
161.62
90.28
27.80
11.40

1128.9
607.9
303.3
147.6
71.2
41.6
13.9
6.0

3464.3
2347.8
758.9
345.2
167.2
114.6
66.4
211
8.5

Tabla de valores seleccionados para curva de respuesta del LC-90 con la preparacion

alimenticia adicionada con Caseinato de Sodio.
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Altura

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

Respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones (preparacién alimenticia adiclonada con caseinato de sodio)

1000

2000

3000 4000 5000
Conc. Relativa (ng/ul)

6000
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4000

3500

3000

2500

2000

Area Corregida

1500

1000

500

Respuesta del LC-90 a diferentes concentraclones {preparacién alimenticla adicionada con caseinato de sodio)

1000

2000

3000 4000
Conc. Relativa (ng/ul)

5000

6000
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Stock 15 9516.63 2175.4 6985.7
1:2 18 16.0 3325.73 1342.7 22954
1:4 16 16.1 1167.36 560.1 836.9
1:8 14 16.1 677.85 3445 468.6
1:16 14 16.2 310.63 172.5 2273
1:32 9 16.2 134.76 76.4 974
1:64 9 16.2 86.68 45.7 59.0
1:128 8 16.2 41.31 264  29.0
1:256 7 16.2 4.59 5.1 34
1:512

1:1024

1: 2048

Tabla de valores seleccionados para curva de respuesta del LC-90 con la caseina

acida.
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3000

2500

2000

1500

Altura

1000

Respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones (caseina acida)

1000

2000

3000

4000

5000
Conc. Refativa (ng/ul)

6000

7000

8000

$000

10000
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8000

7000

6000

5000

Area Corregida
E-9
[=]
[=]
(=)

3000

2000

1000

Respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones {caseina acida)

y =0.7289x

o

1000

2000

3000

4000

5000
Conc. Relativa (ng/ul)

6000

7000

8000

9000

10000
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Stock

1:2

1:4

1:8 12 18.45 1545.60 2426.15 9446.89
1:16 15 18.40 1027.05 2003.98 6575.73
1:32 13 18.38 726.49 1610.05 4368.74
1:64 13 18.37 466.63 1259.39 2854.17
1:128 12 18.38 318.21 997.38 1891.69
1:256 11 18.37 176.10 714.46 1136.50
1:512 8 18.38 106.71 487.45 693.74
1:1024 8 18.37 63.41 31093 408.31
1:2048 4 18.42 31.73 143.91 186.66

Tabla de valores seleccionados para curva de respuesta del LC-90 con la leche fluida.
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Altura

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

Respuesta del LC-90 a diferentes concentraciones (leche fluida)

y = 1.8638x
R?=0.82n

200

400

600 800 1000 1200

Conc. Relatlva ng/ul

1400

1600

1800
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Area Comrelativa

12000

10000

Respuesta del LC-80 a diferentes concentraclones {leche flulda)

y = 8.1708x
]lao.

200 400 600 600 1000 1200 1400 1800

Conc. Relativa ngiul

1800
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REPRODUCIBILIDAD DEL EQUIPO

La industria farmacéutica tiene protocolos estrictos para la adquisicién de un equipo nuevo,
sobre todo si se trata para investigacion y desarrollo de nuevos productos. Entre ellos
destacan los protocolos 1Q / OQ (calificacién de la instalacién y la operacion del
instrumento) y el coeficiente de variacién. En algunas ocasiones llegan a pedir como maximo
el 2% de CV. La industria alimentaria queda un poco rezagada con respecto a requerimientos
de instalacion de instrumentos, no esta demas el incluir un analisis del CV, ya que si la NOM
155 tiene como objetivo el monitoreo de la calidad de la proteina de la leche y que
efectivamente esta provenga de la vaca, el analista debe conocer las capacidades del equipo
con el que trabaje para este monitoreo. Con la finalidad de establecer relaciones comerciales
Jjustas e imparciales para evitar la competencia desleal entre medianos y grandes productores

se requiere de un control real y eficaz que cubra todos los puntos del proceso.

El anélisis para la determinacion del CV consistid en la realizacion de tres corridas de una
muestra de B-Interferon proporcionada por una farmacéutica mexicana, bajo las mismas
condiciones establecidas en el protocolo de anélisis de las muestras (de igual forma que las
muestras alimenticias analizadas): Es muy importante destacar que el fabricante sélo
garantiza que los parametros estadisticos, Ilamese LDR y el % CV sera menor al 2% en un
rango de concentraciones de 20 —2000 ug / ml. Por lo que debemos ubicar nuestra muestra
para cualquier analisis dentro del intervalo de concentraciones establecidas. De no hacerlo la

respuesta del instrumento variard notablemente (esto se aprecia mejor en la grafica

establecida para la respuesta del instrumento para la mezcla de caseinas Hammerstein).
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Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3

Tamaiio kDa Tamafio Tamafio Tamafio  SD %CV
kDa kDa Promedio R
65.8 65.2 64.2 65.07 081 1.24%
685 67.8 67.4 6790 056 0.82%
704 69.6 69.1 69.70 . 0.66 0.94%
71.2 71 70.1 70.77 59 0.83%
71.4 71.2 70.7 71.10 036 051%
72 71.6 70.5 71.37 078 1.09%
73.7 71.6 71 72.10 142 1.97%
73.1 71.4 70.7 71.73 : 123 1.72%
72.5 71 70.5 71.33 104 1.46%

Variacion establecida para el tamafio de la fraccién proteica analizada

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3

Conc, Rel. Conc. Rel. Conc.Rel. Conc.Rel.  SD = %CV
ng/ul ng/ul ng/ul Promedio

4868.81 5471.55  4975.06 5105.14 321.74 6.30%
3129.13 3213.52 317091 3171.187 4220 1.33%
1653.74 1578.15 1663.77 1631.887 46.81 2.837%
869.82 82734 791.79 829.65 39.07 4.71%
406.56 405.93 400.08 404.19 357 0.88%
153.93 157.58 153.08 154.8633 239  1.54%
45.18 45.09 43.72 44.66333 082 1.83%
11.85 11.65 1131  11.60333 027 2.35%
2.85 288 2.55 2.76 0.18 6.61%

Variacion establecida para la Concentracién de la fraccion proteica analizada

Los resultados referentes a la reproducibilidad de la determinacion del tamafio de la muestra
de B-interferon indican que a partir de valores obtenidos de tres corridas de nueve diluciones
(contando a la solucién stock) la desviacion estandar se encuentran por debajo de la unidad
en casi todas las diluciones, excepto cuando se trabaja por debajo del LDR (20-2000 ug/ml)
valores establecidos por el fabricante. Con respecto a la variacidn que podria presentarse
entre estos valores se encuentra un resultado notable, ya que ningun valor sobrepasa el CV de

2%. Se puede afirmar que no existe mucha variabilidad entre estos parametros considerando
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ademas que la matriz es de 3x9 (es decir se realizaron tres corridas de nueve diferentes
concntraciones) .

En cuanto a la concentracion se observa el mismo fendmeno, ya que se partié de una solucion
que sobrepasa ampliamente el limite superior del LDR establecido por el fabricante y no es
sino hasta que se inician las diluciones que se mejoran los pardmetros estadisticos, aunque
los valores no son muy buenos por debajo del limite inferior del LDR, con los valores de CV
mas amplios en los extremos. Esto se debe a que la respuesta del equipo en estas
concentraciones ya no es lineal y aunque los valores de SD son menores que la unidad a
concentraciones cercanas a 20ug/ml (limite inferior del LDR establecido por el fabricante) la

variacion entre estos valores no sugiere una reproducibilidad confiable.

5. Anailisis de aislados proteicos por SDS-PAGE y LC-90.

Las cuatro muestras (proteina de soya, proteina de suero, mezcla de caseinas Hammerstein y
mezcla de casefnas Sigma) fueron analizadas usando ambas metodologias SDS-PAGE
tradicional y el LabChip 90 con la finalidad de comparar los geles obtenidos con los geles

virtuales generedos por el Lab-Chip 90.

Las imagenes comparativas se muestran en las siguientes figuras. Es importante mencionar
que Unicamente el LC-90 presenta los geles virtuales con bandas resueltas hasta los 120 kDa
y diluciones seriales en cada carril que van de la solucién Stock de concentracién conocida
hasta la dilucion 1:2048 correspondiente para cada muestra. Por lo que realmente se compara

la resolucién de las fracciones por debajo de este PM.
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Flgura 23 £l gel de la izquierda es un gel virtual generado del LabChip 90 de! analisis de la muestra 1 (soya) mientras que el gel de la derecha es un gei SDS-PAGE de esta muestra.
€l buffer de la muestra es 0.025 mM TrisCl pH 6.8
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Figura 24 El gel de la derecha es un gel virtual generado del LabChip 90 del andlisis de la muestra 2 (suero), mientras que el gel de la izquierda es un gel SDS-PAGE de esta muestra.
El buffer de la muestra es 0.025 mM TrisCl pH 6.8
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Figura 25 El gel de la izquierda es un gel virtua! generado de! LabChip 90 de! analisis de la muestra 4 (Cas. H), mientras que el get de la derecha es un gel SDS-PAGE de esta muestra.
El buffer de la muestra es 0.025 mM TrisC! pH 6.8
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Figura 26 El gel de la derecha es un gel virtual generado del LabChip 90 del andlisis de la muesira 5(Cas. S), mieniras que el gel de la izquierda es un gel SDS-PAGE de esta muestra.
Ei buffer da la muestra es 0.025 mM TrisCl pH 6.8
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En el caso de las muestras proteina de suero, mezcla de caseinas Hammerstein y mezcla de
caseinas Sigma se seleccionaron los carriles de los geles virtuales que mas se asemejaban a
las concentraciones manejadas en la técnica SDS-PAGE para su comparacion (sefialados en

las figuras respectivas).

Muestra C |mg/ml] PAGE TRC [mg/ml] LC-90 Carril

seleccionado

Proteina de soya. 5.25 0.798 ; 1
Proteina de suero. 5.25 4.198 : 24
Mezcla de caseinas : 4,37 4.590 6

Hammerstein i :
Mezcla de caseinas 4.20 3.466 4

identiﬁcacién de muestras ‘ahalﬂizédas por SDS-PAGE y LC-’90
A pesar de la diferencia que se da en las concentraciones manejadas para ambas
metodologias, se observan cualitativamente muy buenos geles que practicamente no
presentan variaciones. Si se observa con atencidn en la figura 23 se ven las mismas tres
bandas tanto del gel virtual como del SDS-PAGE digitalizado por el densitémetro y la
diferencia que existe en cuanto a las concentraciones es de mas de cuatro unidades para el gel
SDS-PAGE por encima del LC-90. Esto habla de la excelente sensibilidad presentada para el
LC-90. Es sumamente importante recordar que la concntracion de nuestra muestra debe
ubicarde dentro del LDR del LC-90 que va de 20-2000 ug/ml para con ello asegurarnos de la
validez del analisis estadistico.

En la figura 24 con el gel en SDS-PAGE se aprecian dos manchas concentradas de bajo peso
molecular; mientras que en el gel virtual elaborado en el LC-90 se logran resolver dos bandas
de la fraccion de aproximadamente 20 kDa y otras tres bandas de la banda de menor PM

presentada en el gel de poliacrilamida. Esto sugiere que el LabChip 90 provee mejor
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resolucion que el método SDS-PAGE para estas proteinas en este intervalo de tamafio. La
concentracion relativa entre la muestra en ambas metodologias difiere en menor proporcién
con respecto de las demas y con ello vemos la mejoria de resolucion por parte del LC-90.
Para comparar las muestras 4 y 5 que también fueron analizadas utilizando el LabChip 90
(Figuras 25 y 26). Los resultados muestran que el ensayo proteico realizado en el LabChip 90
es capaz de detectar y caracterizar las fracciones que constituyen a estas mezclas. Ambas
muestras con fracciones de alto y bajo peso molecular son bien separadas y detectadas.

En la figura 25 se presenta una mejor resolucion para el ensayo realizado en el LC-90,
mientras que en el gel SDS-PAGE se encuentran las marcas muy poco resueltas (cuatro
bandas). En la figura 26 también se resuelven sélo cuatro bandas para el gel SDS-PAGE y la
fraccién superior se resuelve mejor en el LabChip 90; se observan tres bandas en esta sola
fraccion Es importante mencionar que para los geles de Imm de espesor como el que se
utilizd en este ensayo se recomienda adicionar de 25 —30ug de proteina disueltos en 35ul, con
una insercion de 12 ul por cada pozo o carril. Por lo que esa también es una variable
considerable en este analisis. Se podrian realizar otros ensayos con una soluciéon mas diluida,
sin embargo habria que considerar el tiempo que implica realizar todo el analisis desde la
elaboracion de los geles hasta el corrimiento de las muestras. Y la cantidad de residuos
toxicos que se generan. Por todo lo anterior el LabChip representa una mejor alternativa en el

analisis de proteinas.
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CONCLUSIONES

Composicion

La leche pasteurizada no cumple con el contenido minimo requerido de Caseina
(segin lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana-NOM-155-SCFI-2002).

Las muestras de leche Ultra pasteurizadas superan ampliamente lo establecido en la
normatividad debido al proceso de descremado.

La normatividad (Norma Oficial Mexicana-NOM-155-SCFI-2002) establece que el
porcentaje minimo de proteina para las leches comerciales enteras semidescremadas
y descremadas debe ser de 3g de proteina en 100 ml, y de ésta el 70% debe

corresponder a la caseina de leche es decir 2.1%.

Conclusiones del Analisis de muestras por electroforesis unidimensional en gel

SDS-PAGE

Se demuestra que los perfiles y la cuantificacion de las fracciones de las proteinas
analizadas (proteina de soya, proteina de suero y mezclas de caseinas Hammerstein y
Sigma) son diferentes al de la leche.

Los resultados muestran que para la separacion, identificacion y cuantificacion de
proteinas contenidas en un aislado proteico comercial de soya, mezclas de caseinas y
polvo para preparar una bebida que contiene proteinas del suero de la leche esta
metodologia conlleva algunos inconvenientes, como son: un alto consumo de tiempo
(primero para preparar los geles y después para hacer el corrimiento de las muestras)

el andlisis limitado de muestras por cada gel y una alta produccién de residuos
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toxicos.

Es una metodologia de bajo costo, con muy buena sensibilidad y que permite
cuantificacion de los datos resultantes.

El ensayo proteico en geles SDS-PAGE puede aplicarse para investigar la presencia
de proteinas de soya en leche.

Los resultados obtenidos podrian sugerir que los principales indicadores de proteina
de soya (glicina y p-conglicinina) pueden ser detectados por SDS-PAGE
independientemente del tipo de ingredientes que contenga la formulacion.

Cuando se analizaron los perfiles electroforéticos de la mezclas de caseinas los
patrones encontrados fueron similares, excepto en el caso de la mezcla de caseinas
Sigma en donde se observa una banda extra alrededor de los 260 kDa.

Existe una notable diferencia entre lo obtenido en este estudio y lo que reporta el
fabricante para la mezcla de caseinas Hammerstein, el fabricante reporta fracciones
proteicas cuyos PM van de 75000-100000 Da mientras que el analisis arroja que se
encontraron 15 marcas, cuyos pesos moleculares oscilan entre 13 y 230 kDa.

Los perfiles electroforéticos permiten confirmar la composicion de las preparaciones
alimenticias estudiadas.

A pesar de los inconvenientes que resultan del ensayo de proteinas por SDS-PAGE
resulta ser una metodologia sencilla, econémica y confiable, por lo que puede
incluirse en cualquier laboratorio que cumpla con los minimos requerimientos para su

analisis.
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Conclusiones del montaje de la técnica de electroforesis capilar (CE)

Se implementd el método de separacion de las proteinas de la lehe y determinacion
descrito en la Norma Oficial Mexicana NOM-155SCFI-2002.

La electroforesis capilar permite el analisis de productos lacteos con un minimo de
muestra preparada. Esta claro que la electroforesis capilar no solo elimina las
desventajas de la electroforesis en gel, sino que provee resultados cuantitativos con
mayor rapidez, exactitud y precision.

Es posible detectar adulteraciones por proteina de soya , de suero y adicion de
mismas caseinas en la leche fluida.

Los patrones obtenidos por la electroforesis capilar pueden ser usados para
determinar adulteraciones en leche y en otros productos.

No se detectd problema alguno en cuanto a los perfiles obtenidos para cada tipo de
estandar utilizado (mezclas de caseinas Caseina Sigma y Caseina Hammarsten) por lo
que es practicamente indistinto utilizar cualquiera de éstos como patron de referencia.
El perfil obtenido para el estandar de las proteinas de suero lacteo no fue bueno,
probablemente debido a su alta sensibilidad a la desnaturalizacion por calor o a otros
procesos como podria ser el mismo desengrasado por centrifugacion

Al superponer el estandar de Caseina de Sigma con la muestra de leche pasteurizada
tenemos una correspondencia casi total, con excepcion del complejo formado entre la
kCN y la BCNB.

No se descarta el contenido en minimas cantidades de las proteinas de suero a-La y la
B-Lg presentes en la muestra de leche comercial, en ambos estandares de Caseina.

No se presenta adulteracion alguna en la muestra de leche comercial analizada.
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e Es necesario determinar la reproducibilidad y el limite de deteccion de la técnica

propuesta en la NOM-155-SCFI1-2002.

Conclusiones del analisis electroforético por microchip

e Se obtuvieron los perfiles electroforéticos de la proteina de soya, proteina de suero,
mezclas de caseinas marca Hammerstein y Sigma, preparacion alimenticia
adicionada con caseinato de sodio, caseina acida y leche fluida. (Ver apéndice)

e Se determiné la linealidad de la respuesta del LabChip 90 de la proteina de soya,
proteina de suero, mezclas de caseinas marca Hammerstein y Sigma, preparacion
alimenticia adicionada con caseinato de sodio, caseina acida y leche fluida.

e Se comprobo la reproducibilidad del instrumento dentro y fuera de los limites
especificados por el fabricante.

e Laelectroforesis en microchip no sélo permite detectar las adulteraciones por adicién
de fracciones de proteina de soya, suero o misma caseina sino que optimiza los
tiempos de andlisis a cuestion de segundos y proporciona ademas el tamafio, la
concentracion relativa y el % de pureza.

e El muestreo automatizado, tefiido, destefiido, analisis y archivo de la informacion
colocan al ensayo de proteinas realizado con el Labchip 90 como una herramienta
poderosa para los laboratorios que requieren alta eficiencia y alta calidad en el
analisis de proteinas.

e Mientras que la informacién del método tradicional SDS-PAGE es dependiente de la

variabilidad que el usuario tenga para la tincion, destefiido y los pasos de la
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digitalizacion de los geles, el LabChip 90 utiliza ambos, un marcador interno y un
estaindar que permite el analisis de muchas muestras con un alto nivel de
reproducibilidad y robustez para el tamafio y la concentracion relativa.

e Los resultados son comparables o superiores a los generados por la metodologia

SDS-PAGE con azul de Coomasie como revelador.

Recomendaciones

Para el Analisis de muestras por electroforesis unidimensional en gel SDS-PAGE
e Se debe investigar si la precision de la medicion cuantitativa esta limitada por las
variaciones en la respuesta de diferentes tipos de preparaciones de soya.
e Minimizar la concentracion de la solucion sometida al analisis podria mejorar la
resolucidn del ensayo.
e Realizar un anélisis bidimensional, para definir las bandas que no se logran resolver
en el analisis unidimensional o en su caso modificar la metodologia por lo propuesto

por otros autores como Tricina —SDS-PAGE (Pardo et. al 2001).

Trabajo por realizar para el montaje la metodologia de EC propuesta en la
NOM-155-SCFI-2002.
e Obtener los perfiles electroforéticos para muestras de leche adulteradas con los
posibles agentes adulterantes de origen animal (caseinatos, proteinas de suero y otras
fracciones proteicas) y de origen vegetal (proteina de soya, chicharo y gluten) con los

posibles grados de adulteracion.
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® Es necesario contemplar la posible problematica que representaria la determinacion
de la adulteracion con proteinas de origen animal y vegetal (ISO /DIS 17129 IDF 206
Milk and milk products — Determination of soy and pea proteins using SDS-CE
(Screening method)).

e No se descarta el uso de esta misma técnica para la determinacion de adulteracion en
leche por proteinas de origen vegetal o mezclas entre estas.

e Es necesario determinar la reproducibilidad y el limite de deteccion de la técnica

propuesta en la NOM-155-SCFI-2002.
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