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Introducción 
 

La leche de bovino es uno de los alimentos más completos y de alto valor nutritivo 

debido a que sus componentes se encuentran en la forma y proporciones 

adecuadas (O´Mahony y Fox, 2013). Actualmente, el promedio de consumo de 

leche a nivel mundial es de 237 mL al día (o el equivalente a una porción de queso 

o yogur) que corresponde a la mitad de la ingesta recomendada por la Organización 

de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (Weaver et al., 2013). 

 

En el mercado mexicano, además de la leche y la mezcla de leche con grasa 

vegetal, cuyo contenido mínimo de proteína es de 30 g/L, se comercializa el 

producto lácteo y el producto lácteo combinado con un contenido mínimo de 

proteína de 22 g/L y 15 g/L, respectivamente (NOM-183-SCFI-2012) y 

recientemente leche enriquecida, concentrada por ultrafiltración, con un contenido 

mínimo de proteína de 54 g/L. 

 

La aplicación de altas temperaturas y/o varios tratamientos térmicos a la leche, da 

lugar a la desnaturalización de las proteínas del suero y a la formación de nuevos 

enlaces inter e intramoleculares entre las proteínas y con los demás componentes 

presentes en la leche. Los nuevos enlaces generan agregados proteínicos de alto 

peso molecular de menor solubilidad y digestibilidad, con la consecuente pérdida de 

su calidad nutricional, además de la modificación de la funcionalidad de las 

proteínas lácteas (Rasmussen et al., 1992; Patel et al., 2007; Cattaneo et al., 2008; 

Chevalier y Kelly, 2010; Chavan et al., 2011; Al-Saadi et al., 2013; Mallik et al., 

2015). 

 

A nivel mundial la producción y la transformación de la leche es un campo bajo 

constante innovación. El empleo de nuevas técnicas de análisis y caracterización 

de estos productos permitirá un mejor control de calidad y garantizará su 

autenticidad. 
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Planteamiento del problema 
 

En el 2017 se importaron 310 000 ton de leche en polvo a la que se le ha separado 

la mayor parte de la grasa, 8.4% más que en el 2016, por lo que México volvió a 

ocupar el primer lugar en la compra de esta materia prima (USDA, 2017). El déficit 

en la producción justifica los altos volúmenes de importación a fin de satisfacer la 

demanda nacional. Sin embargo, la sustitución parcial o total de leche fresca por 

leche concentrada o sólidos lácteos, debe ser del conocimiento de los consumidores 

y no debe representar un beneficio económico de las empresas lácteas. 

 

Si bien verificar el cumplimiento del contenido de proteínas de cada denominación 

es importante, dado su valor nutricional y comercial, resulta fundamental conocer 

que las proteínas sean propias de leche y que no presenten daño térmico como 

resultado de la aplicación excesiva de calor durante su procesamiento. 

 

En ese sentido, la Norma Mexicana NMX-F-736/1-COFOCALEC-2012, establece el 

método para separar y cuantificar de manera simultánea a las principales proteínas 

de la leche: α-Lactoalbúmina, β-Lactoglobulina, αs2-caseína, αs1-caseína, κ-CN y β-

caseína por electroforesis capilar de zona. 

 

En un estudio previo, comparativo entre leches industrializadas del mismo origen, 

no se encontró diferencia estadísticamente significativa, entre la concentración 

relativa de las principales proteínas de la leche entera antes y después de la 

pasteurización (NMX-F-736/1-COFOCALEC-2012), pero el proceso de ultra alta 

temperatura (UHT, por sus siglas en inglés) modificó el perfil electroforético. 

 

En este estudio se analizaron muestras de leche, mezcla de leche con grasa 

vegetal, producto lácteo y leche enriquecida, pasteurizadas y ultrapasteurizadas, de 

la misma marca comercial, a fin de establecer el efecto de los dos procesos térmicos 

sobre la fracción proteínica mediante técnicas electroforéticas. 
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Hipótesis 
 
Si se observan cambios en los perfiles electroforéticos de las proteínas lácteas 

debido a la formación de nuevos enlaces, entonces se modificará la relación natural 

entre las proteínas del suero y las caseínas. 

 

Objetivo general 
 

Evaluar el deterioro térmico de las proteínas en muestras comerciales de leche. 

 
Objetivos específicos 
 

- Caracterizar una muestra de leche genuina mediante métodos 

electroforéticos. 

- Determinar el índice de nitrógeno de las proteínas de suero no 

desnaturalizadas de muestras de leche descremada en polvo para 

caracterizarlas y clasificarlas térmicamente. 

- Comparar los perfiles electroforéticos entre la leche genuina, muestras de 

leche en polvo y leche procesada térmicamente a fin de detectar la formación 

de nuevos enlaces. 

- Identificar y cuantificar a las principales proteínas de la leche mediante 

electroforesis capilar de zona para determinar la relación entre las proteínas 

de suero y las caseínas. 

- Analizar el efecto de la pasteurización y la ultrapasteurización sobre las 

proteínas lácteas en muestras comerciales. 
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1. Marco teórico 
1.1 Mercado mundial y nacional de la leche de bovino 
 
El consumo de productos lácteos es muy heterogéneo que obedece tanto a 

patrones culturales como económicos. Está concentrado en los países 

desarrollados, básicamente por su mayor poder adquisitivo y en los menos 

desarrollados por el aumento de la población urbana (Chavan et al., 2016). 

 

En el 2016, la producción mundial de leche de bovino alcanzó 659,150,049 ton. La 

Unión Europea (UE-28) produjo la mayor cantidad de leche con una participación 

del 24%, seguido de Estados Unidos de América, India, China y Brasil, con 14.6%, 

11.7%, 5.6% y 5.1%, respectivamente (FAOSTAT, 2017). India y China son los 

principales impulsores de la producción lechera debido a su mayor tasa de 

natalidad. 

 

La producción nacional de leche fue de 12,100,000 ton en el 2017 (USDA, 2017), 

prácticamente 2 de cada 100 litros son de origen mexicano. Jalisco, Coahuila, 

Durango, Chihuahua y Guanajuato aportan más del 50% de la producción nacional 

(SIAP-SAGARPA, 2017). 

 

El consumo de leche en México está asociado al ingreso, precios y preferencias de 

los consumidores. Se mide sumando la producción nacional y las importaciones 

lácteas cuantificadas en litros de leche equivalente y restando las exportaciones 

(CANILEC, 2017). El déficit en el mercado de leche se complementa con la 

importación de leche descremada en polvo (LDP). De 2013 a 2017, México importó 

LDP a una tasa anual promedio del 14% (USDA, 2017). 

 

En el periodo de 2007 a 2016, la Industria de la leche registró un comportamiento 

favorable en la mayor parte de sus productos de acuerdo con la Encuesta Mensual 

de la Industria Manufacturera (EMIM) del Instituto Nacional de Estadística y 

Geografía (INEGI) (SIAP-SAGARPA, 2017). 
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La leche pasteurizada y la leche UHT, las diferentes variedades de queso y de yogur 

son los productos de mayor valor. Sin embargo, disminuyó en un 16% la producción 

de leche pasteurizada y la leche UHT alcanzó su máximo de producción en el 2009 

(Figura 1.1). Lo anterior se puede explicar porque la leche pasteurizada requiere de 

una cadena de frío para su distribución y comercialización, y en el mercado 

encontramos una mayor variedad de leche UHT (reducida en grasa, saborizada, 

deslactosada, sin lactosa, con fibra, con extra-calcio, etc.), de mayor vida de 

anaquel, que no requiere refrigeración hasta el momento de su consumo, lo que 

hace que su traslado y almacenamiento sea más práctico. 

 

En el 2016 el consumo de leche fluida fue de 4,183,000 ton (Tabla 1.1), en ese año 

se elaboraron y envasaron 3,613,000 ton, de los cuales el 46% correspondió a leche 

pasteurizada y el 34% a la leche UHT. El resto corresponde a la leche saborizada y 

a la leche rehidratada (SIAP-SAGARPA, 2017). Aunque en la EMIM no se especifica 

el proceso térmico aplicado a estos productos, se comercializan como leche 

saborizada UHT, dirigida principalmente al mercado infantil, y mezcla de leche con 

grasa vegetal pasteurizada del Programa de Abasto Social de Leche del Gobierno 

de la República. 
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Figura 1.1 Producción industrial de leche fluida de 2005 al 2015. (●) Leche 

pasteurizada, (○) Leche ultrapasteurizada (UHT). Con datos de la Encuesta 

Mensual de la Industria Manufacturera (EMIM), del Instituto Nacional de Estadística 

y Geografía (INEGI) (SIAP-SAGARPA, 2017). Incluye leche entera y leche 

descremada de cada proceso térmico sin considerar leche rehidratada y de sabores. 
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Tabla 1.1 Producción de leche y consumo de leche fluida industrializada* 

 
Cifras redondeadas (miles de toneladas) 
1/ Fuente: USDA. Dairy: world markets and trade. Foreign Agricultural Service 
http://usda.mannlib.cornell.edu/usda/current/dairy-market/dairy-market-12-15-2017.pdf 
2/ Fuente: Boletín de Leche. SIAP-SAGARPA (2017) con datos de la Encuesta Mensual de la Industria Manufacturera 
   del Instituto Nacional de Estadística y Geografía 
https://www.gob.mx/siap/documentos/boletin-de-leche?state=draft 
/p  Datos preliminares  

 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016/p 
Producción de leche1 10,657 10,907 10,886 11,033 11,046 11,274 11,294 11,464 11,736 11,956 
Consumo de leche fluida1   4,275   4,263   5,206   5,167   4,100   4,168   4,160   4,180   4,185   4,183 
Producto terminado2 4,471 4,582 4,600 4,440 4,274 3,818   3,747   3,568   3,546 3,613 

Pasteurizada 2,007 2,007 2,009 1,961 1,966 1,854   1,827   1,732   1,694   1,688 
    Entera 1,877 1,869 1,869   1,824   1,845 1,734   1,728   1,628   1,583 1,583 
    Descremada 130    138     140     137      121      120        99     104     111 105 
UHT 1,601 1,749 1,790   1,650   1,483   1,266   1,257 1,165   1,180 1,256 
    Entera    602    670 674      596      413      184     133 114      120 118 
    Descremada    999 1,079 1,116   1,054   1,070   1,082   1,124 1,051   1,060 1,138 
Rehidratada descremada    642    630 628      653      649      563      545 549      543 524 
De sabores    221   196 173     176     176     135     118    122     129 145 
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1.2 Química de las proteínas lácteas 
 

La leche posee un gran valor nutricional debido a que los diferentes tipos de 

proteínas aportan todos los aminoácidos esenciales (Bansal y Bhandari, 2016). La 

estructura y las propiedades físicoquímicas de las principales proteínas lácteas han 

sido extensamente estudiadas (O´Mahony y Fox, 2014). 

 

El contenido de proteína en la leche es de aproximadamente 32 g/L. Las proteínas 

más abundantes son las fosfoproteínas conocidas como caseínas y las proteínas 

del suero en una relación conservada 80:20, respectivamente. Las principales 

proteínas de la leche, que constituyen aproximadamente el 90% del total de las 

proteínas son: α-lactoalbúmina (α-LA) y β-lactoglobulina (β-LG) en el suero, en una 

relación aproximada 1:3 y las familias de las caseínas constituidas por αs1-caseína 

(αs1-CN), αs2-caseína (αs2-CN), β-caseína (β-CN) y κ-caseína (κ-CN) que guardan la 

proporción: 4:1:3.5:1.5 (Farrell et al., 2004). 

 

En la leche, el nivel de concentración del fosfato de calcio es superior a la saturación 

(el 66% del calcio y el 57% de fosfato, son insolubles) (Fox y Kelly, 2012), para 

prevenir su precipitación, se encuentran en un estado coloidal, asociados a las 

micelas de caseínas, que son partículas coloidales cuasi esféricas, de 150 nm de 

diámetro promedio, porosas, altamente hidratadas que poseen una carga neta 

negativa (Figura 1.2 A) (Dalgleish y Corredig, 2012). El calcio es secuestrado por 

los residuos de fosfoserina de αs1-CN y β-CN generando zonas densamente 

electrónicas llamadas nanoclusters de fosfato de calcio amorfo en las micelas de 

caseína (Figura 1.2 B) (Holt et al., 2013).  

 

Aunque aún existe controversia sobre su organización y el modo de ensamblaje de 

las proteínas, los modelos propuestos coinciden en que predominantemente β-CN 

se localiza en el interior de la micela y αs-CN se encuentra distribuida en toda la 

estructura. Los nanoclusters de fosfato de calcio amorfo reducen la repulsión 

electrostática entre las proteínas al neutralizar la carga y la κ-CN glicosilada, 
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monofosforilada, localizada mayoritariamente en la superficie, contribuye a la 

estabilidad de la micela de caseína por efecto estérico. El carboxilo terminal de κ-

CN, rico en residuos de aminoácidos con carga negativa y grupos hidroxilo, 

constituye la región expuesta a la superficie conocida como “capa pilosa” (Figura 

1.2 B) (Dalgleish y Corredig, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 1.2 Micela de caseína. (A). Imagen de una micela de caseína obtenida por 

microscopía electrónica de barrido de emisión de campo de alta resolución. Fuente: 

Dalgleish et al., 2004. (B). Esquema de la organización de las caseínas -los 

componentes de la micela de caseína no están a la misma escala-. Adaptado de 

Dalgleish y Corredig, 2012. 

 
Las caseínas comparten varias características: son insolubles a pH 4.6 a 20 °C, no 

contienen puentes disulfuro, pero contienen secuencias ricas en prolina y glutamina, 

lo que genera regiones abiertas y flexibles, es decir, no se observan apilamientos. 

Por lo anterior, son susceptibles a la proteólisis y no se agregan cuando se aplica 

calor o altas presiones (Dalgleish y Corredig, 2012; Holt et al., 2013; O´Mahony y 

Fox, 2014). 

 

A 

αS-CN 

β-CN 

glicomacropéptido nanoclusters de fosfato de calcio 

para-k-CN B 
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Las proteínas del suero más abundantes son la α-LA y la β-LG; las proteínas de 

menor concentración son la albúmina sérica bovina (BSA), las inmunoglobulinas (Ig) 

y la lactoferrina (Lf) (Huppertz, 2016). Las proteínas del suero presentan diferente 

estabilidad térmica, la α-LA es la más termoestable, seguido de la β-LG, la BSA y 

las inmunoglobulinas (Ig) que son las más termosensibles, y se desnaturalizan a 

temperaturas mayores de 80 °C (O´Mahony y Fox, 2014), por lo anterior, las 

proteínas del suero individualmente o en grupo se emplean como indicadores de la 

intensidad del tratamiento térmico aplicado a la leche (Manzo et al., 2015). 

 

La β-LG se ha estudiado con más detalle debido a que ejerce una influencia decisiva 

en la estabilidad térmica de los productos lácteos (Ambrosi et al., 2016). Es una 

proteína globular, que contiene una cisteína (Cys121) y dos puentes disulfuro 

intramoleculares: Cys66-Cys160 y Cys106-Cys119. Puede estar presente como 

monómero, dímero o tetrámero, dependiendo del pH y la temperatura del medio en 

el que se encuentre (Edwards y Goeffrey, 2014). Naturalmente se encuentra como 

dímero estabilizado por interacciones hidrofóbicas que se disocia a una temperatura 

superior a los 70 °C. La desnaturalización térmica de β-LG, provoca la exposición 

de sus grupos reactivos, formando complejos β―κ-CN vía puentes disulfuro 

intermoleculares (Anema, 2014). 

 

La α-LA es una proteína monomérica que a diferencia de β-LG, se encuentra en la 

leche de todos los mamíferos porque forma parte de la UDP galactosil transferasa 

(lactosa sintetasa) que cataliza el paso final de la síntesis de la lactosa en la glándula 

mamaria a partir de dos moléculas de glucosa absorbidas de la sangre. Es la 

proteína más abundante del lactosuero humano y su estructura se estabiliza 

mediante cuatro enlaces disulfuro Cys6-Cys120, Cys28-Cys111, Cys60-Cys77 y Cys73-

Cys90, y debido a que contiene un sitio de unión de calcio (Figura 1.3) (O´Mahony y 

Fox, 2014).  
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Figura 1.3 Sitio de unión del calcio a la α-LA. El Ca2+ (esfera roja) es estabilizado 

por siete enlaces de coordinación con los átomos de oxígeno (líneas azules 

punteadas) de los residuos de Asp82, Asp87, Asp88, Lys79 y Asp84 y por dos moléculas 

de agua (esferas azules). Adaptado de Edwards y Goeffrey, 2014. 

 
1.3 Procesamiento de la leche fluida 
 

La producción de los diferentes tipos de leche fluida combina una serie de 

operaciones como: clarificación, descremado, estandarización, fortificación, 

homogeneización, tratamientos térmicos o no térmicos y envasado (Chavan et al., 

2016). 

 

La pasteurización es el tratamiento térmico al que se somete la leche a 63 °C por 

30 min (por lotes), o a 72 °C por 15 s en un proceso continuo. En el proceso UHT, 

la leche se somete de entre 135 °C a 149 °C durante 2 s a 8 s y se envasa 

asépticamente para garantizar su esterilidad comercial (Figura 1.4) (NOM-243-

SSA1-2010). 
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Figura 1.4 Tratamientos térmicos aplicados a la leche. Adaptado de la 

Fundación Española de la Nutrición, 2016. 

 

Inicialmente la leche se somete al proceso de clarificación para eliminar impurezas 

macroscópicas y al proceso de termización (65 °C por 15 s) cuando la leche se va 

a almacenar por más de 24 h, con el fin de eliminar bacterias psicrótrofas 

productoras de enzimas extracelulares termorresistentes (Deeth y Lewis, 2016; 

Huppertz, 2016). Posteriormente se descrema por centrifugación; la leche 

descremada puede ser mezclada de nuevo con la crema para regular el contenido 

de grasa en la leche, de acuerdo con su denominación, a lo que se llama 

estandarización. Se realiza la homogeneización con el fin de estabilizar la emulsión 

al reducir el tamaño de los glóbulos de grasa. Después del tratamiento térmico, el 

producto se enfría a temperatura ambiente y se envasa (Chavan et al., 2016). 

 

El futuro para las empresas y su éxito depende de la diversificación y del desarrollo 

de nuevos productos y presentaciones con un mayor valor comercial (Kumar et al., 

2013), como la leche enriquecida, de reciente comercialización en México, que 

contiene más proteínas y calcio. 
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Actualmente, los equipos basados en tecnologías de membrana (por ejemplo, 

ultrafiltración) forman parte del proceso de producción de varias empresas lácteas, 

que han descubierto el valor añadido que esta tecnología aporta al proceso de 

producción de derivados lácteos, al concentrar aquellos componentes de alto peso 

molecular, como son las proteínas (Kumar et al., 2013). 

 

La ultrafiltración (UF) se basa en la separación selectiva a través de una membrana 

mediante presión. Se realiza una filtración tangencial, mediante la cual el fluido 

circula paralelamente a la interfase, con objeto de evitar la acumulación de 

sedimentos en dicha membrana y prolongar su vida útil. Al final del proceso se 

obtienen dos fracciones: el permeado y el concentrado. En función del proceso, 

podrán resultar de interés uno u otro, o ambos (Tetra Pak, 2018). 

 

Algunas de las aplicaciones de la UF son la disminución del contenido de lactosa, 

la obtención de concentrados de proteína y la elaboración de leche enriquecida en 

calcio y en proteína (Kumar et al., 2013). 

 

1.3.1 Efecto del tratamiento térmico sobre las proteínas de la leche  
 
Debido a su composición química, la leche es un medio ideal para la proliferación 

de microorganismos, por lo que es necesario la aplicación de tratamientos térmicos, 

no térmicos o la combinación de ambos, a fin de asegurar su inocuidad y extender 

su vida útil (Chavan et al., 2016). Los tratamientos térmicos producen 

modificaciones deseables como la destrucción de microorganismos, sin embargo, 

conforme el tratamiento térmico es más severo, se han detectado modificaciones 

no enzimáticas en las proteínas lácteas que repercute negativamente en sus 

propiedades nutricionales (Cattaneo et al., 2008). 

 

Cuando las proteínas del suero se desnaturalizan forman agregados de alto peso 

molecular (AAPM), solubles e insolubles, principalmente con κ-CN, y en menor 

medida con αs1-CN, ya que la primera se encuentra en la superficie de la micela de 
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caseína a diferencia de la segunda que se localiza en el interior (Rasmussen et al., 

1992; Patel et al., 2007; Anema, 2014). Estos agregados se forman mediante 

enlaces disulfuro e interacciones hidrofóbicas, lo que puede provocar la pérdida de 

la calidad nutricional de las proteínas y modificar su funcionalidad (Rasmussen et 

al., 1992; Cattaneo et al., 2008; Chevalier y Kelly, 2010; Chavan et al., 2011; Al-

Saadi et al., 2013; Mallik et al., 2015). 

 

Mediante la cuantificación de los grupos sulfhidrilo se puede estimar el grado de 

desnaturalización de las proteínas lácteas (Patel et al., 2007; Holland, 2009). La 

interacción de las proteínas con la fracción lipídica puede reducir la disponibilidad 

de las proteínas (Deeth y Lewis, 2016) y la reacción de Maillard genera el 

pardeamiento de la leche (Boekel, 1998). El excesivo tratamiento térmico da lugar 

a la formación de furosina y lactulosa. La primera derivada de la reacción de Maillard 

y la segunda de la isomerización de la lactosa (Lan et al., 2010). 

 

La sobreexposición al calor puede dar lugar a la formación de enlaces 

pseudopeptídicos que conducen a la formación de lisinoalanina, lantionina e 

histidinoalanina (Figura 1.5) (Cattaneo et al., 2008; Chavan et al., 2011; Al-Saadi et 

al., 2013; Mallik et al., 2015).  

 

Estas reacciones disminuyen el valor nutritivo a causa de la menor biodisponibilidad 

de la lisina y la arginina (Deeth y Lewis, 2016); la desnaturalización y eventual 

insolubilización de proteínas del suero debido a la formación de complejos vía 

puentes disulfuro, principalmente entre la κ-CN y β-LG, puede afectar su 

digestibilidad y favorecer la formación de co-precipitados (Chevalier y Kelly, 2010; 

Chavan et al., 2011). Optimizar el tratamiento térmico sería maximizar los efectos 

deseables y minimizar los indeseables. 
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Figura 1.5 Productos de entrecruzamiento de las proteínas. Adaptado de 

Pellegrino et al., 2011). 

 

Los primeros estudios para la evaluación de la desnaturalización de las proteínas 

del suero de la leche consistieron en precipitar a las caseínas mediante el ajuste del 

pH a 4.6, y en analizar el nitrógeno proteínico de la fracción no caseínica y el 

nitrógeno total. De esta manera se podían estimar los niveles de concentración de 

las proteínas del suero antes y después del tratamiento térmico aplicado a la leche 

(Anema, 2014). 

 

Sin embargo, fue necesario utilizar un método más rápido y económico para 

cuantificar a las proteínas del suero y poder clasificar a la leche en polvo en base a 

los tratamientos térmicos aplicados durante su fabricación (Tabla 1.2). Por tal 

motivo, se desarrolló el método del índice de nitrógeno de las proteínas no 

desnaturalizadas del suero de la leche (WPNI, por sus siglas en inglés), en el que 

las caseínas y las proteínas del suero desnaturalizadas co-precipitan y se separan 

de las proteínas del suero no desnaturalizadas. El contenido de proteína en la 

fracción no caseínica (FNC) se diluye y se ajusta el pH de tal manera que se obtiene 
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una dispersión turbia. La turbidez es proporcional a la concentración de proteínas 

del suero (Anema, 2014). 

 

Tabla 1.2 Clasificación térmica de la leche descremada en polvo. 

Clasificación  
WPNI 

(mg de nitrógeno/g 
leche en polvo) 

Pretratamiento 
térmico 

Bajo calor ≥ 6 70 °C, 15 s 

Medio calor 
4.51 – 5.99 85 °C, 65 s 

1.51 – 4.50 (90 – 105) °C, 30 s 

Alto calor ≤ 1.50 

90 °C, 5 min 

120 °C, (1 – 2 min) 

120 °C, 4 min 

Adaptado de Sharma et al., 2012. 

 
1.4 Métodos electroforéticos 
1.4.1 Análisis de las proteínas de la leche mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 
 

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida ha sido empleada en 

numerosos laboratorios ya sea en medio ácido, básico o en presencia del dodecil 

sulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés). La SDS-PAGE posee un alto 

poder de resolución por el uso de un sistema discontinuo, formado de dos geles de 

distinta porosidad, concentración y pH (García, 2000). 

 

La separación ocurre en el gel separador, donde la migración está determinada por 

la carga y el tamaño molecular de las partículas. En la parte superior de este gel se 

sitúa el gel concentrador, generalmente de una menor altura, en el que la muestra 

se concentra en una zona muy estrecha, lo que determina la separación en bandas 

finas en el gel separador. 
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Al aplicar una diferencia de voltaje a un sistema con Tris-HCl en ambos geles y Tris-

glicina como regulador de pH de la corrida, los iones cloruro en el gel, las proteínas 

aniónicas en la muestra, y los iones glicinato en la disolución amortiguadora del 

tanque comienzan a moverse hacia el ánodo. Los iones Tris y cualquier proteína 

catiónica en la muestra migran hacia el cátodo (Westermeier, 2005).  

 

Cuando la muestra concentrada llega a la interfase entre el gel concentrador y 

separador, ocurren cambios en la movilidad de los constituyentes por la 

modificación del pH, la fuerza iónica y el efecto de tamizaje del gel. La movilidad de 

la mayoría de las proteínas, en presencia del SDS y bajo condiciones reductoras, 

es linealmente proporcional al logaritmo de su peso molecular (Westermeier, 2005). 

 

Al finalizar la electroforesis, las proteínas se pueden revelar mediante la adición de 

un colorante para hacerlas visibles (tinción con plata, azul de Coomassie o reactivos 

fluorescentes) (Carrillo et al., 2013). 

 
1.4.2 Fundamentos de la electroforesis capilar  
 
La electroforesis capilar (EC) es un método de separación instrumental y en los 

últimos años, se presenta como una técnica alternativa a la electroforesis tradicional 

en gel. Además, es más versátil que la electroforesis convencional por los diferentes 

mecanismos de separación que pueden ser utilizados (Castagnino, 2000; Marina et 

al., 2005) y complementaria a la cromatografía de líquidos.  

 

El sistema de electroforesis capilar está constituido por una fuente de alto voltaje, 

un capilar, recipientes para contener la muestra y la disolución amortiguadora, dos 

electrodos y un sistema de adquisición de datos (Figura 1.6) (Shallan et al., 2013). 

 

La movilidad de los compuestos en disolución (en sentido y velocidad), bajo la 

influencia de un campo eléctrico, depende del tamaño y carga del analito, de la 

intensidad del campo eléctrico aplicado y de la naturaleza del electrolito soporte o 
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disolución amortiguadora (Marina et al., 2005). En la práctica, se presenta la 

limitación debida al efecto Joule, que tiene lugar cuando una corriente eléctrica pasa 

a través de un medio. La disipación eficiente del calor se logra al utilizar capilares 

de sílice fundida de diámetros internos de entre 20 µm a 100 µm. Los capilares, de 

20 cm a 100 cm, están recubiertos externamente con poliimida, que le confiere al 

capilar su flexibilidad y permite su manejo. 

 

La electroforesis capilar de zona (ECZ), también denominada en disolución libre, es 

la modalidad más utilizada por su mayor simplicidad operacional, en la cual, se 

introduce al capilar la disolución amortiguadora de pH. Ambos extremos del capilar 

y los electrodos se sitúan en los recipientes con el amortiguador, se introduce la 

muestra por un extremo del capilar y se aplica un alto voltaje. Las especies iónicas 

migran con una movilidad electroforética en función de su carga y masa. En la ECZ, 

la polaridad normal se considera del ánodo al cátodo (Figura 1.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6 Componentes de la electroforesis capilar. Fuente: Chopin, 2012. 

 

Los principales factores que pueden afectar la separación de los compuestos de 

interés, en función de su relación carga/masa, cuando se utiliza ECZ son: la 

composición (el uso de aditivos poliméricos como la hidroxipropilmetil celulosa), la 
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concentración y el pH del electrolito, el voltaje aplicado, y el recubrimiento de los 

capilares (Chopin, 2012; Shallan et al., 2013). 

 

1.4.3 Aplicaciones de la electroforesis capilar en leche 
 
Debido a que la electroforesis capilar es más versátil que los métodos 

electroforéticos convencionales, su aplicación se ha expandido en diversas áreas. 

Dentro del sector de lácteos esta técnica se ha empleado para la identificación y 

cuantificación de las proteínas lácteas para evaluar el tratamiento térmico aplicado 

a los productos, así como para detectar adulteraciones. 

 

La electroforesis capilar ha demostrado ser un método efectivo para el análisis de 

proteínas, sin embargo, la adsorción electrostática de las proteínas a la pared del 

capilar trae como consecuencia la pérdida de la simetría de los picos, inestabilidad 

de la línea base, pobre reproducibilidad y menor eficiencia (Verzola et al., 2000). 

Para minimizar lo anterior se han empleado la combinación de varias estrategias: 

(a) trabajar a pH alcalinos a fin de reducir la atracción iónica o a pH ácidos para 

protonar los grupos silanoles, (b) utilizar aditivos que compitan con las proteínas por 

los sitios activos de la superficie y (c) modificar la superficie de la pared interna del 

capilar. 

 

Los primeros trabajos para la separación e identificación de las proteínas lácteas 

mediante EC fueron los de Chen y Zang (1992) y el desarrollado por De Jong et al., 

(1993). Este último ha sido el punto de partida de diversos trabajos para mejorar la 

separación (Figura 1.7). Mediante la utilización de capilares con fase polar neutra y 

celulosa modificada como aditivo en medio ácido se ha logrado separar a las 

principales proteínas lácteas incluidas algunas de sus variantes genéticas (Otte et 

al., 1997; Strickland et al., 2001; Miralles et al., 2003; Heck et al., 2008), así como 

para caracterizar las leches de vaca, oveja y cabra analizando la fracción caseínica 

(Molina et al., 2000). 
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La EC bajo condiciones alcalinas ha sido utilizada para evaluar el tratamiento 

térmico de la leche mediante la cuantificación de las proteínas de suero nativas 

(Recio et al., 1995), para estudiar el polimorfismo genético de la β-Lg (Paterson et 

al., 1995), para identificar adulteraciones en la leche mediante la detección de la 

adición de sólidos de leche en alimentos lácteos (Riel y Olieman, 1995), y para 

evaluar las diferencias entre las proteínas de suero de la leche de vaca y oveja 

(Cartoni et al., 1999). 

 

 
Figura 1.7 Análisis de muestras lácteas por electroforesis capilar. 
 

Mediante esta técnica electroforética, también ha sido posible la determinación 

simultánea de las caseínas y sus productos de degradación (Recio et al., 1997), así 

como el estudio de la proteólisis de la leche (Miralles et al., 2003) y de las caseínas 

en queso fresco (Otte et al., 1997), queso madurado (Recio et al., 1997), queso 

procesado (Miralles et al., 2000) y queso elaborado con leche de diferentes especies 

(Molina et al., 2000). Cabe mencionar que también se ha llevado a cabo el análisis 

cuantitativo de la lactoferrina de origen bovino en fórmulas infantiles (Li et al., 2012). 
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2. Metodología  
 
 

 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 2.1 Diagrama de bloques de la estrategia experimental.

Muestras analizadas 

MCP y MCUHT: comerciales 
pasteurizadas y ultrapasteurizadas 

LDP: Leche descremada en 
polvo hidratada MRC: Material de Referencia 

Certificado 

Prueba de 
solubilidad Cuantificación de proteína. 

Método modificado de Lowry 

WPNI/g de LDP 

ECZ 

Precipitación isoeléctrica 

Filtrado Precipitado 

SDS-PAGE 
condiciones 
reductoras 

SDS-PAGE: 
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reductoras y no 
reductoras 

Cuantificación de proteína. 
Método modificado de Lowry 

Preparación de la muestra 

SDS-PAGE: 
condiciones reductoras 

y no reductoras 

Secado y 
pulverización 

Ácido clorhídrico (1:1) Ácido acético (1.75 M) y 
Acetato de sodio (1 M) 
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En la Figura 2.1 se muestra el diagrama de bloques de la estrategia experimental 

utilizada en este estudio. Para la preparación de las disoluciones y muestras se 

utilizaron reactivos de alta pureza, material desechable y agua desionizada (18.2 

MΩ) (sistema Simplicity UV, Millipore, USA). 
 
2.1 Muestras 
 

Se analizó el Material de Referencia Certificado (MRC) por el Centro Nacional de 

Metrología (CENAM), 5 muestras de leche descremada en polvo (LDP),  y  4  

muestras de la misma marca comercial pasteurizadas y ultrapasteurizadas (MCP y 
MCUHT). 

 

El MRC se preparó a partir de una muestra de leche de bovino (ganado Holstein) 

tomada a pie de establo (50 L), distribuida en botellas de polietileno y secada por 

liofilización. El CENAM certifico su contenido de: cenizas (0.74%), grasa (3.52%), 

proteína (3.57%), lactosa (4.82%) y humedad (87.80%). El producto liofilizado (lote 

DMR-411b) se rehidrató en el laboratorio de acuerdo con lo indicado por el CENAM 

(2016). 

 

Como control del estudio se analizó una muestra de LDP de bajo calor (75 °C por 

18 s) y 4 muestras problema (MP1, MP2, MP3 y MP4) sin clasificación térmica. Las 

muestras comerciales fueron: leche hidratada descremada ultrafiltrada con 70% 

más de proteína (LEN), leche (L), mezcla de leche con grasa vegetal (LGV) y 

producto lácteo (PL). 

 

Se tomó una alícuota representativa de cada una de las muestras y se procedió con 

el análisis de solubilidad, determinación de la concentración de proteína total y de 

la fracción no caseínica (FNC) y los ensayos electroforéticos (SDS-PAGE y ECZ) 

para el análisis cualitativo y cuantitativo de la fracción proteínica extraída. 
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2.1.1 Preparación de las disoluciones 
 

Disolución amortiguadora de solubilidad (pH= 8.3). 

Sal disódica del ácido etilendiamino tetraacético (EDTA) [40 mM] y tetraborato de 

sodio [30 mM]. De cada reactivo se pesó la cantidad requerida para preparar 100 

mL de la disolución y se diluyeron en un vaso de precipitados de 150 mL con 

aproximadamente 85 mL de agua. La solución se transfirió a un matraz volumétrico 

de 100 mL y se aforó con agua. Se midió el pH de la disolución y se conservó en 

refrigeración hasta el momento de su empleo. 

 
Disolución amortiguadora de muestra (pH= 8.4). 

Hidroxipropilmetil celulosa (HPMC) [0.05%, m/v], Tris-base [167 mM], ácido 3-

morfolinopropanosulfónico (MOPS) [42 mM], EDTA [67 mM] y urea [6 M]. Los 

reactivos se pesaron y se disolvieron en aproximadamente 50 mL de agua en un 

vaso de precipitados de 250 mL. La disolución se transvasó a un matraz volumétrico 

de 100 mL y se aforó. Se midió el pH de la disolución y se mantuvo en refrigeración 

hasta su uso. 

 

Disolución amortiguadora de separación (pH= 3.0). 

Urea [5 M], HPMC [0.05%, m/v], citrato trisódico dihidratado [20 mM] y ácido cítrico 

[0.185 M]. Se pesó la cantidad de reactivos requerida para preparar 100 mL de 

disolución y se disolvieron en el orden mencionado con aproximadamente 60 mL de 

agua en un vaso de precipitados de 250 mL. A continuación, se transvasó a un 

matraz volumétrico de 100 mL y se aforó. Se midió el pH de la disolución y se filtró 

mediante una membrana de Nylon de diámetro de poro de 0.45 μm y se conservó 

en refrigeración hasta su uso. 

 

Disolución amortiguadora 4x (C). 
Tris-HCl. Se pesó 3.0 g de Tris-base [0.5 M] y se disolvió en un vaso de precipitados 

de 100 mL con aproximadamente 30 mL de agua. Se adicionó poco a poco HCl (1:1) 
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hasta alcanzar un valor de pH de 6.8. Se aforó a 50 mL. La disolución se conservó 

en refrigeración en un frasco de vidrio. 

 

Disolución amortiguadora 4x (S). 
Tris-HCl. Se pesó 18.16 g de Tris-base [1.5 M] y disolvieron en un vaso de 

precipitados de 250 mL con aproximadamente 50 mL de agua, para preparar 100 

mL de la disolución. Se ajustó el pH a un valor de 8.8 con HCl (1:1). Finalmente, se 

aforó a 100 mL y almacenó en refrigeración. 

 
Disolución amortiguadora 2x. 
Para preparar 10 mL de la disolución, se emplearon 2.5 mL de la disolución 

amortiguadora 4x (C), 4 mL de la solución de SDS al 10% (m/v), 2 mL de glicerol, 1 

mL de azul de bromofenol al 0.5% (m/v) y 0.5 mL de agua. La disolución se 

homogenizó y se mantuvo a temperatura ambiente en un recipiente de plástico. 

 

Disolución de ácido acético [1.75 M]. 
Con pipeta volumétrica se midió 10 mL de ácido acético glacial y se diluyó con 

aproximadamente 70 mL de agua en un vaso de precipitados de 250 mL. La 

disolución se aforó a 100 mL y se almacenó en un frasco de vidrio a temperatura 

ambiente.  

 

Disolución de acetato de sodio [1 M]. 
Se pesó 13.60 g de acetato de sodio trihidratado y se disolvió en un vaso de 

precipitados de 250 mL con aproximadamente 50 mL de agua. La disolución se 

aforó a 100 mL y se almacenó a temperatura ambiente en un frasco de vidrio. 

 

2.2 Preparación de las muestras para la determinación de proteína por el 
método modificado de Lowry y para los ensayos electroforéticos 
 
El MRC, se rehidrató adicionando 44.78 g de agua desionizada a la muestra 

contenida en una botella de polietileno. Se mantuvo en baño maría a 50 °C durante 
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un minuto (parrilla PC-420D, Corning, USA) y se mezcló hasta homogeneizar 

(Vortex 37600 Maxi Mix II, Barnstead Thermolyne, Germany). Las 5 muestras de 

LDP se rehidrataron, a un nivel de sólidos de aproximadamente 11% en agua 

desionizada a 40 °C. 

 

Se pesó una determinada cantidad de las muestras (MRC, LDP y MC), de acuerdo 

con el contenido de proteína declarado en la etiqueta, para solubilizar 

aproximadamente 10 mg/mL de proteína, nivel de concentración utilizada para la 

identificación y cuantificación de las principales proteínas de la leche por 

electroforesis capilar (NMX-736/1-COFOCALEC-2012), en tubos tipo Eppendorf de 

2 mL y se conservaron a -70 °C (Nuaire, Revco Technologies, NC, USA) hasta su 

análisis. Para el análisis, se seleccionaron los tubos de manera aleatoria. 

 

Se desestabilizó el sistema micelar utilizando la disolución amortiguadora de 

muestra con DTT [17 mM] (condiciones reductoras) y sin DTT (condiciones no 

reductoras). La mezcla se mantuvo a 800 r.p.m., a 40 °C, durante 30 min 

(Thermomixer, Comfort, Eppendorf). Se centrifugó a 13 526 r.p.m., y 4°C, durante 

30 min (centrífuga, Mo. 5430 R, Eppendorf) y se recuperó la fracción soluble a fin 

de determinar la concentración de proteína total mediante el método modificado de 

Lowry (Peterson, 1977) y su perfil electroforético mediante SDS-PAGE (en 

condiciones reductoras y no reductoras) y por EC (en condiciones reductoras). 

 

Para el análisis por EC la fracción soluble se recuperó con una jeringa de 1 mL 

(Norm-Ject, HSW, Tuttlingen, Germany)  y se filtró a través de una membrana de 

PVDF de 13 mm de diámetro y 0.45 µm de tamaño de poro (Agela Technologies 

Inc., DE, USA). 

 
2.3 Ensayo de solubilidad de las muestras 
 

La solubilización de las proteínas lácteas se realizó utilizando la disolución 

amortiguadora de solubilidad. Posteriormente la mezcla permaneció en una 
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agitación de 800 r.p.m., a 40 °C, durante 30 min (Thermomixer Comfort, Eppendorf, 

Germany) y a continuación se centrifugó (centrífuga, Mo. 5430 R, Eppendorf) a 13 

526 r.p.m., durante 30 min a 4 °C. Finalmente se observó si la muestra fue 

totalmente soluble o si presentó algún residuo (Manso et al., 2002). 

 
2.4 Determinación de proteína por el método modificado de Lowry 
 
Se determinó la concentración de proteína total de las muestras en la disolución 

amortiguadora de muestra, bajo condiciones no reductoras, y de la FNC mediante 

espectrofotometría (Biospectrometer, kinetic, Eppendorf) usando el método 

modificado de Lowry (Peterson, 1977). Se utilizó una disolución de 2 mg/mL de BSA 

(Sigma Chemical Co., MO, USA) como estándar de la curva de calibración 

(Apéndice A). Se empleó un blanco de reactivos debido a la conocida interferencia 

de la urea con el método (Peterson, 1979; Moore et al., 2010). 

 
2.5 Precipitación isoeléctrica de las caseínas y obtención de la fracción no 

caseínica 
 
La precipitación isoeléctrica de las caseínas y separación de la FNC se logró 

mediante la adición de: 

 

a) ácido clorhídrico (1:1) hasta alcanzar el valor de pH 4.6 (pH Meter, Mo. Ф 390, 

Beckman-Coulter, USA) (Lieske et al., 1997) para la determinación del WPNI 

de las LDP. 

b) 1 mL de ácido acético [1.75 M] y 1 mL de acetato de sodio [1 M], (ISO-17997-2 

2004), para el análisis de la FNC de las MC. 

 

Se separó la fracción insoluble y de la FNC se midió el volumen, pH y la 

concentración de proteína. Adicionalmente se obtuvo el perfil electroforético (SDS-

PAGE). 
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El valor obtenido de proteína por el método modificado de Lowry en el FNC se 

expresó como el WPNI/g de LDP considerando que por cada 100 g de proteína 

láctea hay 15.67 g de nitrógeno (factor 6.38). 

 

La caseína se secó (Horno de convección, DX300, Yamato Scientific Co. LTD, 

Japan) toda la noche. Se pulverizó y se disolvió en la disolución amortiguadora de 

muestra para su análisis por SDS-PAGE. 

 
2.6 Análisis electroforéticos 
2.6.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 
 
Se emplearon geles de poliacrilamida para la concentración (4% T, 2.6% C) y 

separación (12.5% T, 2.6% C) (Apéndice B) de las proteínas lácteas bajo 

condiciones reductoras y no reductoras. Los ensayos de electroforesis se realizaron 

de acuerdo a Laemmli (1970) aplicando una diferencia de potencial de 100 V 

(PowerPac™ HV Power Supply, Bio Rad) (Mini-PROTEAN™ Tetra Cell, Bio Rad). 

 

El material certificado por el CENAM (MRC), suero de quesería (Sc) y caseína 

calidad Hammarsten (CAS) se utilizaron como muestras de referencia de la 

separación electroforética. La mezcla de proteínas puras de bajo peso molecular 

(SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range, Bio Rad) se utilizó para la 

estimación de los pesos moleculares. 

 

Las proteínas se fijaron y tiñeron con una disolución de azul de Coomassie R-250 

al 0.05% en ácido acético:metanol:agua (1:5:4). El exceso de colorante se removió 

del gel con la misma composición de los disolventes y se conservó en ácido 

acético:metanol:agua (7:5:88). El análisis y la adquisición de las imágenes se realizó 

con un fotodocumentador (Gel Doc™ XR+ ImagingSystem, Bio Rad) controlado por 

el software ImageLab™ (ver 3.0) (Bio-Rad). 
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2.6.2 Electroforesis capilar de zona 
 
La electromigración de las proteínas se realizó utilizando la disolución 

amortiguadora de separación y el capilar hidrofílico de poliacrilamida de 60 cm de 

longitud total, 50 cm de longitud efectiva, 50 µm de diámetro interno, con la ventana 

prefabricada y apertura óptica de (100 x 200) µm (eCAP™ Beckman-Coulter) bajo 

las siguientes condiciones de trabajo: 

 

Introducción hidrodinámica de la muestra a 0.7 psi durante 5 s, campo eléctrico de 

500 V cm-1 a 40 °C, detección de la señal a 214 nm con una velocidad de adquisición 

de datos de 4 Hz, controlado por el software 32 Karat™ (ver 9.1) (ProteomeLab™ 

PA 800 System, Beckman-Coulter, Inc.). 

 

Al principio de cada sesión experimental, el capilar se lavó con agua, aplicando 15 

psi durante 15 min, en dirección del cátodo al ánodo. Después se acondicionó el 

capilar con la disolución amortiguadora de separación, aplicando 15 psi durante 15 

min, en ambas direcciones. Al finalizar cada sesión, el capilar se lavó con agua 

durante 15 min a 20 psi en ambas direcciones y se almacenó a 4 °C. 

 

Se analizaron 3 réplicas independientes de las muestras comerciales pasteurizadas 

y ultrapasteurizadas L, LEN, LGV y PL, así como del MRC. En cada 

electroforegrama se registró el tiempo de migración (tm) y el área de cada pico 

electroforético. Se calculó el tiempo de migración relativo (tmr) a as1-CN, el área 

corregida y la concentración relativa (Cr) de cada proteína (Apéndice C). 
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3. Resultados y análisis de resultados   
3.1 Caracterización del Material de Referencia Certificado 
3.1.1 Concentración de proteína por el método modificado de Lowry 
 

El MRC fue soluble en la disolución de boratos-EDTA, amortiguador selectivo para 

solubilizar las proteínas lácteas (Manso et al., 2002), porque es una muestra 

genuina de leche que no sufrió tratamiento térmico alguno. 
 

La concentración de proteína total y de la FNC se calculó a partir de las curvas de 

calibración que se muestran en la Figura A1 (Apéndice A). El valor promedio de 

proteína de siete réplicas independientes fue de 3.37% (Tabla 3.1), 5.6% por debajo 

del valor certificado por el CENAM mediante el método de Kjeldahl. Aunque existe 

una buena correlación entre los dos métodos de cuantificación de proteína (Barbano 

y Lynch, 1990; Sapan et al., 1999), el valor superior obtenido por Kjeldahl es debido 

a que es un método no selectivo y cuantifica el nitrógeno total (Moore et al., 2010), 

en contraste con el método modificado de Lowry, que es más rápido y económico, 

pero que su respuesta es relativa al estándar de calibración y a la proteína misma 

(Sapan et al., 1999). 

 

Tabla 3.1 Concentración de proteína en el MRC 

# vial Peso 
(g) 

Concentración 
(g/100 g muestra) 

5 0.5129 3.40 
8 0.5173 3.36 

15 0.5199 3.32 
17 0.5216 3.36 
20 0.5196 3.38 
25 0.5150 3.41 
28 0.5142 3.40 

Promedio  3.37 
RSD  0.03 

CV (%)  0.92 
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3.1.2 Perfiles proteínicos obtenidos mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

 

En la Figura 3.1 se observa el perfil electroforético del MRC bajo condiciones 

reductoras (A) y no reductoras (B). En el centro del gel, bajo condiciones reductoras, 

se observa el orden de migración anódico de las caseínas: α-CN, β-CN y κ-CN y a 

continuación, en la parte inferior del gel, el de las proteínas del suero: β-LG y α-LA, 

que son las de menor peso molecular y de mayor movilidad electroforética. En la 

parte superior del gel se detectan las proteínas del suero (PS) menos abundantes, 

y que de acuerdo con sus pesos moleculares teóricos corresponden a la Lf (80 kDa), 

la BSA (66 kDa) y la IgG (56 kDa) (Patel et al., 2007).  

 
Bajo condiciones no reductoras (Figura 3.1 B), la banda de κ-CN se observa tenue, 

a la par se observa una banda de alto peso molecular, que podría tratarse de 

multímeros compuestos por cadenas de monómeros de κ-CN unidas mediante 

enlaces disulfuro (Rasmussen et al., 1992). Se observa un mayor número de bandas 

de mayor peso molecular que corresponden a las PS menos abundantes, sin 

embargo, las bandas correspondientes a β-LG y α-LA se aprecian tenues. Lo 

anterior es debido a que no existe hidrólisis de los enlaces disulfuro inter e 

intramoleculares al no utilizarse β-mercaptoetanol. 
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Figura 3.1 Perfil electroforético del MRC (SDS-PAGE, 12.5%T). Réplicas 

independientes (Leche genuina, secada por liofilización, DMR-411b, CENAM). 

Condiciones reductoras (A) y condiciones no reductoras (B). Tinción con azul de 

Coomassie R-250. Gel DocTM XR+ Imaging System (Bio Rad). 
 

3.1.3 Análisis cuantitativo 
 
En la Figura 3.2 se muestran los electroforegramas correspondientes a tres réplicas 

independientes del MRC. Las PS son las primeras que migran, siendo el primer pico 

α-LA y el segundo β-LG (picos 1 y 2). De la primera se presume que no co-migra 

con ninguna otra proteína por lo que es confiable considerar que toda el área 

normalizada del pico es equivalente a su concentración. La segunda es la principal 

proteína del suero, y se detecta como un pico dividido debido a sus dos variantes 

genéticas, A y B predominantes en el ganado Holstein (De Block et al., 2003). 

 

A continuación, migran las caseínas en el siguiente orden: αs2-CN (pico 3), αs1-CN 

(pico 4) siendo la caseína más abundante que se refleja como el pico más alto, αs0-

CN (pico 5), κ-CN (pico 6) y finalmente migran las variantes genéticas de β-CN: β-

CN B, β-CN A1 y β-CN A2, picos 7, 8 y 9, respectivamente. 

 



32 
 

La proteína αs2-CN es la más hidrofílica de las caseínas (Heck et al., 2008; Farrell, 

2011). Se conocen cuatro variantes genéticas (A, B, C y D) que migran como un 

pico mayoritario seguido de un grupo de picos menores con diferentes grados de 

fosforilación que co-migran con los productos de hidrólisis de las β-CN (Ortega., 

2003). 

 

La αs1-CN y la αs0-CN pueden llegar a constituir hasta el 40% del total de las 

caseínas, y ambas señales tienen diferente grado de fosforilación, ya que la 

segunda tiene un residuo adicional de serina fosforilada (Heck et al., 2008). 

 

La κ-CN también tiene diferentes variantes genéticas, siendo la más predominante 

la A en la mayoría de las razas lecheras con la excepción del ganado Jersey (Farrell 

et al., 2004). 

 

Se distinguen fácilmente las tres principales variantes genéticas de la fracción más 

hidrofóbica de las caseínas, β-CN. La variante B difiere de la variante A2 en dos 

residuos de aminoácidos (el residuo de serina en β-CN A2 y el residuo de arginina 

en  β-CN  B),  y  la  β-CN  A1 difiere de la β-CN A2 en un residuo de aminoácido 

(sustitución de prolina por histidina, en la posición 67) por lo que se separa y migra 

primero (Ortega et al., 2003). Pueden estar o no presentes todas las variantes 

genéticas de la familia de las β-CN en el ganado Holstein, sin embargo, su 

concentración relativa (Cr) es un valor conservado. La Cr, así como el tiempo de 

migración relativo (tmr) de las principales proteínas de la leche fluida liofilizada 

cuantificada por electroforesis capilar de zona se muestra en la Tabla 3.2. 
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Figura 3.2.  Electroforegramas del MRC. Réplicas independientes (A, B y C). 

Capilar de poliacrilamida de 50 cm de longitud efectiva y 50 μm de d.i., (eCAP™, 

Beckman-Coulter, Inc. CA, USA). Inyección hidrodinámica (0.7 psi por 5 s). 

Separación en modo secuencia a 25 kV (43 μA), 40 °C y pH 3.0. Detección a 214 

nm. ProteomeLab™ PA 800 System 32 Karat™ (ver 9.1) (Beckman-Coulter, Inc.). 

La migración de las principales proteínas lácteas corresponde a: 1: α-LA, 2: β-LG, 

3: αs2-CN, 4: αs1-CN, 5: αs0-CN, 6: κ-CN, 7: β-CN B, 8: β-CN A1 y 9: β-CN A2. 

A 

B 

1 

2 
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Tabla 3.2 Tiempo de migración relativo y concentración relativa de las 
principales proteínas lácteas del MRC. 

Proteína 
 

Réplica 1 #vial 2 Réplica 2 #vial 30 Réplica 3 #vial 4 

tmr Cr (%) tmr Cr (%) tmr Cr (%) 

α-LA 0.746 4.16 0.749 4.06 0.745 4.28 

β-LG 0.791 12.35 0.793 12.53 0.790 12.34 

αs2-CN 0.900 3.56 0.901 3.66 0.899 3.66 

αs1-CN 1.000 25.58 1.000 24.89 1.000 24.72 

αs0-CN 1.053 9.34 1.053 8.97 1.053 9.03 

κ-CN 1.134 4.46 1.134 4.67 1.132 4.82 

β-CN B 1.165 0.73 1.176 0.76 1.165 0.77 

β-CN A1 1.211 12.79 1.211 13.42 1.210 13.30 

β-CN A2 1.279 27.05 1.279 27.03 1.278 27.07 

Área total 1190929 1251516 1235659 

Peso (g) 0.5148 0.5143 0.5165 

 

Los tmr a αs1-CN de las principales proteínas de la leche coinciden con los valores 

publicados en la NMX-736/1-COFOCALEC-2012, que incluye los resultados de 

reproducibilidad del método electroforético utilizando leche entera de vaca genuina, 

Clase A, como muestra común de ensayo (MCE). Adicional al estudio de 

comparaciones interlaboratorios se obtuvo el perfil electroforético de las principales 

proteínas de la leche mediante las técnicas de SDS-PAGE y ECZ, la comparación 

entre ambos métodos electroforéticos permitió demostrar que el método de ECZ es 

selectivo y específico para cuantificar simultáneamente a las principales proteínas 

de la leche. El tiempo de migración relativo y la abundancia relativa promedio de las 

principales proteínas lácteas de la MCE y del MRC se muestran en la Tabla 3.3. 
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Tabla 3.3 Tiempo de migración relativo y concentración relativa de las 
principales proteínas lácteas de la MCE y del MRC. 

Principales proteínas 
de la leche 

MCE1 MRC 

tmr Cr (%) tmr Cr (%) 

Proteínas 
del suero 

α-LA 0.745 4.34 0.746 4.17 

β-LG 0.792 13.26 0.791 12.41 

 Ʃ=  17.6  16.57 

Caseínas 

αs2-CN 0.898 3.44 0.900 3.63 

αs1-CN 1.000 25.03 1.000 25.06 

αs0-CN 1.051 7.25 1.053 9.11 

κ-CN 1.139 5.44 1.133 4.65 

β-CN B 1.153 1.84 1.158 0.76 

β-CN A1 1.207 16.73 1.210 13.17 

β-CN A2 1.274 22.68 1.278 27.05 

Ʃ=  82.41  83.43 
1: publicado en los apéndices informativos de la NMX-736/1-COFOCALEC-2012. 

 

La concentración relativa de las principales proteínas de la leche del MRC es similar 

a los valores promedio obtenidos en el estudio interlaboratorios. La relación 

promedio de CAS/PS encontrada en la MCE fue de 82.4/17.6 y en el MRC fue de 

83.4/16.6, lo que indica que se conserva la relación natural entre las principales 

fracciones proteínicas y que las muestras son comparables. Este resultado 

enriquece el estudio de validación del método electroforético. 
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3.2 Caracterización de leche descremada en polvo 
3.2.1 Determinación de la concentración de proteína por el método 

modificado de Lowry  
 

Todas las muestras de LDP rehidratada fueron solubles tanto en la disolución 

amortiguadora de boratos-EDTA como en la disolución amortiguadora de muestra 

(Tabla 3.4). 

 

Tabla 3.4 Concentración de proteína en la leche descremada en polvo. 

Muestra 
Concentración de proteína 

valor promedio 
(mg/mL) RSD CV (%) 

LH 39.3 0.17 0.44 
MP1 38.2 0.22 0.59 
MP2 34.3 0.22 0.64 
MP3 36.6 0.29 0.80 
MP4 34.3 0.23 0.66 

 
Dado que las PS son las proteínas lácteas más termosensibles, para evaluar su 

deterioro térmico, se analizó la FNC obtenida al adicionar HCl (1:1) hasta alcanzar 

el punto isoeléctrico de las caseínas (Lieske et al., 1997) a fin de calcular el WPNI 

(Tabla 3.5).  

 

La muestra de LH contiene la mayor concentración de proteína en la FNC, mientras 

que en las MP la concentración de proteína fue menor.  
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Tabla 3.5. Concentración de proteína en la fracción no caseínica de la leche descremada en polvo. 

 
 
 

    Fracción no caseínica (FNC) 

 
   

 
 

 

Absorbancia 
(750 nm) 

        
 
Volumen 

(mL) 

WPNI (mg de nitrógeno/ 
g leche en polvo) 

Concentración de 
proteína (mg/mL) Recuperación 

(%) Muestra Peso 
(g)  

Volumen 
(mL) 

pH  

      Teórica Experimental Teórica Experimental 

     0.239   10.53  8.96 149.33 
     0.243   10.68  9.09 151.10 

LH 11.016 50 4.631  0.244 29 1.70 10.72 ≥6 9.12 152.00 
    Media 0.242   10.64  9.05 150.81 
    RSD 0.002   0.01  0.08 1.35 
    CV (%) 1.09   0.94  0.93 0.90 
     0.272   5.56  5.02 83.66 
     0.271   5.61  5.07 84.50 

MP1 11.012 50 4.623  0.268 27 1.70 5.56  5.02 83.66 
    Media 0.270   5.57  5.03 83.94 
    RSD 0.002   0.03  0.02 0.48 
    CV (%) 0.770   0.52  0.57 0.57 
     0.257   5.92  4.81 80.16 
     0.254   5.85  4.75 79.16 

MP2 11.017 50 4.680  0.260 30 1.70 5.98  4.86 81.00 
    Media 0.257   5.91  4.80 80.10 
    RSD 0.003   0.06  0.05 0.92 
    CV (%) 1.16   1.10  1.14 1.15 
     0.247   5.39  4.84 80.66 
     0.252   5.42  4.84 80.66 

MP3 11.004 50 4.664  0.266 27 1.70 5.52  4.92 82.00 
    Media 0.255   5.44  4.86 81.10 
    RSD 0.009   0.07  0.04 0.77 
    CV (%) 3.86   1.25  0.95 0.95 
     0.301   5.54  4.96 82.66 
     0.303   5.58  4.99 83.16 

MP4 11.036 50 4.628  0.302 28 1.70 5.65  5.05 84.16 
    Media 0.302   5.54  5.00 83.32 
    RSD 0.001   0.05  0.04 0.76 
    CV (%) 0.331   1.00  0.91 0.91 
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Los porcentajes de recuperación de proteína fueron diferentes entre las muestras, 

lo que está relacionado con la severidad del tratamiento térmico. Entre menor sea 

el porcentaje de recuperación de proteína, mayor será el daño térmico al que las 

proteínas fueron sometidas. La LH sobrepasa el 100%, mientras que en las demás 

muestras se obtuvo un porcentaje de recuperación de entre 80.16% a 83.66%. La 

concentración de proteína de LH está sobreestimado, ya que una fracción de 

caseínas quedo dispersa en la FNC. 

 

De acuerdo al WPNI obtenido, se observa que todas las MP son muestras 

clasificadas como de medio calor, ya que el valor obtenido fue menor a 6 mg de 

nitrógeno/g LDP pero mayor a 1.51 mg de nitrógeno/g LDP. 

 
3.2.2 Perfiles proteínicos obtenidos mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 
 

Se incluyó en el análisis de los perfiles electroforéticos de las muestras de LDP 
(MP1, MP2, MP3 y MP4), el MRC (carril 4), suero de quesería (Sc)  (carril  2)   y  

caseínas (CAS) (carril 3), bajo condiciones no reductoras (A) y reductoras (B). Se 

observa el orden de migración característico de las diferentes proteínas de la leche 

(Figura 3.3). 

 

En condiciones no reductoras (Figura 3.3 A) la banda correspondiente a κ-CN se 

observa tenue, a la vez que se aprecia una banda de alto peso molecular, que podría 

ser un oligómero de κ-CN (Rasmussen et al., 1992). En los carriles del 5 al 9 las 

bandas correspondientes a las proteínas del suero, que son las más termolábiles, 

se aprecian tenues y se observa una fracción de muestra que no entró en la parte 

superior del gel concentrador debido a los tratamientos térmicos aplicados a las 

muestras (Chavan et al., 2011). Esta fracción posiblemente corresponda a 

agregados de alto peso molecular (AAPM) de más de 500 kDa, se cree que dichos 

agregados están formados por las proteínas del suero y κ-CN unidos a través de 

puentes disulfuro (Patel et al., 2007). 
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Figura 3.3 Perfiles electroforéticos de la LDP en condiciones no reductoras (A) 
y condiciones reductoras (B) (SDS-PAGE, 12.5% T). Estándar de bajo peso 

molecular (EST, carril 1); suero de quesería (Sc, carril 2); caseínas (CAS, carril 3); 

Material de Referencia Certificado (MRC, carril 4); leche descremada en polvo 

hidratada sometida a bajo calor (LH, carril 5); leche descremada en polvo hidratada: 

(MP1, carril 6; MP2, carril 7; MP3,  carril  8  y  MP4, carril 9). Tinción con azul de 

Coomassie (0.05%). Gel DocTM XR+ ImagingSystem (Bio Rad). 
 

En base a los perfiles resultantes de SDS-PAGE es posible inferir sobre la 

intensidad del pretratamiento térmico aplicado a la leche. Considerando que la 

intensidad de cada banda es directamente proporcional a la concentración de 

proteína, mientras el tratamiento térmico es más drástico, las bandas de las 

proteínas del suero y κ-CN se aprecian más tenues y los AAPM se ven con mayor 

intensidad (Patel et al., 2007). 

 

Bajo condiciones reductoras (Figura 3.3 B), no se logra distinguir diferencias entre 

los perfiles de migración de las proteínas correspondientes al MRC de los perfiles 

obtenidos de las muestras de LDP hidratada de bajo calor y de las muestras 

problema. No se detectan bandas de AAPM debido a que el β-mercaptoetanol 

hidroliza los enlaces disulfuro inter e intra moleculares, y claramente se distinguen 

las bandas correspondientes a κ-CN y a las proteínas del suero. 

AAPM 
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En la FNC de las muestras de LDP (Figura 3.4) se aprecia la escasa aparición de  

las caseínas, como resultado de su precipitación con HCl diluido. Se observan las 

bandas correspondientes a las PS, principalmente en el filtrado de la muestra de LH 
(carril 5), debido al menor grado de desnaturalización, siguiendo de esta muestra, 

la MP2 y la MP1 presentan la mayor concentración de PS. Para la muestra MP3 se 

observa el mayor grado de desnaturalización de las PS, y en la MP4 también se 

observa un grado de desnaturalización elevado, mostrándose tenues las bandas 

correspondientes a las PS. 

 

 

 
Figura 3.4 Perfiles electroforéticos de la FNC de las muestras de LDP bajo 
condiciones reductoras (SDS-PAGE, 12.5% T). Estándar de bajo peso molecular 

(EST, carril 1); suero de quesería (Sc, carril 2); caseínas (CAS, carril 3); Material de 

Referencia Certificado (MRC, carril 4); FNC de leche descremada en polvo 

rehidratada sometida a bajo calor (LH, carril 5), y de las muestras problema: (MP1, 

carril 6; MP2, carril 7; MP3, carril 8 y MP4, carril 9). Mismas condiciones de la Figura 

3.3. 
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3.3 Análisis de muestras lácteas comerciales pasteurizadas y 
ultrapasteurizadas 

3.3.1 Determinación de la concentración de proteína por el método 
modificado de Lowry 

 

Todas las MCP fueron solubles en la disolución amortiguadora de boratos-EDTA, a 

diferencia de todas las MCUHT que fueron parcialmente solubles  en esta disolución 

amortiguadora, observándose un precipitado. Sin embargo, fue posible 

solubilizarlas utilizando el buffer de muestra sin DTT, debido a que esta disolución 

tiene un mayor poder disolvente (Tabla 3.6). El precipitado formado en las muestras 

UHT está relacionado a un excesivo tratamiento térmico dando como resultado la 

insolubilización de las proteínas (Sakkas et al., 2014). 

 

Tabla 3.6 Concentración de proteína en las muestras comerciales 
pasteurizadas y ultrapasteurizadas 

Muestra 
 

Especificación 
(g/L) 

Concentración de proteína (mg/mL) 

Pasteurizadas Ultrapasteurizadas 

Promedio RSD CV (%) Promedio RSD CV (%) 

L 31.2 34.7 0.21 0.61 31.4 0.15 0.48 

LEN 54.0 54.9 0.40 0.73 55.1 0.10 0.18 

LGV 30.0 32.3 0.25 0.80 26.1 0.22 0.85 

PL 22.0 27.3 0.30 1.11 21.9 0.08 0.38 
 

De acuerdo a la concentración de proteína obtenida, todas las muestras cumplen 

con lo establecido en la NOM-155-SCFI-2012 y con lo indicado en la etiqueta, a 

excepción de la mezcla de leche con grasa vegetal ultrapasteurizada (LGVUHT) 

cuyo valor está por debajo de la especificación. 
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Figura 3.5 Concentración de proteína en las muestras comerciales 
pasteurizadas y ultrapasteurizadas.
 

Se determinó en las muestras pasteurizadas (L,  LGV  y  PL) una mayor 

concentración de proteínas, de entre 9.4% a 19.6%, que en las MCUHT (Figura 3.5), 

a excepción de la LEN, encontrando el mismo valor de 55 g/L en ambos 

tratamientos térmicos. 

 

La FNC de las MCP y MCUHT, se obtuvo mediante el método de prueba de la ISO-

17997-2-2004, debido a que la sola adición de ácido no es suficiente para separar 

las fases. En todas las muestras se alcanzó el punto isoeléctrico de las caseínas y 

un volumen similar del filtrado de cada una de ellas (Tabla 3.7). En las MCP, la 

concentración de proteína de la FNC del PL y de la LGV coincide con el valor 

esperado, el de la L es ligeramente superior, y el valor experimental de la LEN está 

por debajo del valor esperado. El porcentaje de recuperación de la FNC de las MCP 

fue del 22% al 105% y de 31% al 88% en las MCUHT. Un porcentaje de 

recuperación significativamente menor al 100% fue debido a que no todas las PS 

fueron solubles y co-precipitaron con las caseínas al formar puentes disulfuro. La 

pérdida de la solubilidad se puede asociar a la mayor intensidad del tratamiento 

térmico aplicado a la leche a excepción de la LEN (Figura 3.6). 
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Tabla 3.7 Concentración de proteína en la fracción no caseínica de las 
muestras comerciales pasteurizadas y ultrapasteurizadas. 

 

 

Muestra Peso 
(g) 

fracción no caseínica (FNC) 

pH Absorbancia 
(750 nm) 

Volumen 
(mL) 

Concentración de proteína 
(mg/mL) Recuperación 

(%)    Teórica  Experimental 

PASTEURIZADAS 
PL-1 20.0477 4.639 0.260 87   0.833 94.6 
PL-2 20.4736 4.597 0.257 90   0.823 93.5 
PL-3 20.2421 4.641 0.264 90 0.88  0.846 96.1 

      Media 0.834 94.7 
      RSD 0.011 1.310 
      CV (%) 1.38 1.382 

L-1 20.4499 4.758 0.205 88   1.316 105.3 
L-2 20.4316 4.771 0.206 87   1.318 105.4 
L-3 20.4465 4.763 0.204 88 1.25  1.305 104.4 

      Media 1.313 105.0 
      RSD 0.007 0.560 
      CV (%) 0.533 0.533 

LGV-1 20.5470 4.770 0.187 89   1.198 99.8 
LGV-2 20.0298 4.774 0.188 89   1.205 100.4 
LGV-3 20.1818 4.755 0.188 93 1.20  1.205 100.4 

      Media 1.202 100.2 
      RSD 0.004 0.336 
      CV (%) 0.336 0.335 

LEN-1 20.4822 4.614 0.152 87   0.487 22.5 
LEN-2 20.4812 4.626 0.148 88   0.474 21.9 
LEN-3 20.5353 4.632 0.151 88 2.16  0.483 22.3 

      Media 0.481 22.2 
      RSD 0.006 0.308 
      CV (%) 1.384 1.383 

ULTRAPASTEURIZADAS 
PL-1 20.4768 4.715 0.240 88   0.769 87.4 
PL-1 20.4324 4.704 0.245 88   0.785 89.2 
PL-3 20.4596 4.694 0.240 91 0.88  0.769 87.4 

      Media 0.774 87.9 
      RSD 0.009 1.049 
      CV (%) 1.193 1.192 

L-1 20.4810 4.728 0.213 88   0.682 54.5 
L-2 20.4654 4.685 0.218 89   0.698 55.8 
L-3 20.5207 4.720 0.216 90 1.25  0.692 55.3 

      Media 0.690 55.2 
      RSD 0.008 0.646 
      CV (%) 1.171 1.170 

LGV-1 20.4949 4.772 0.228 90   0.730 60.8 
LGV-2 20.4873 4.770 0.222 89   0.711 59.2 
LGV-3 20.4550 4.769 0.227 89 1.20  0.727 60.5 

      Media 0.722 60.2 
      RSD 0.010 0.851 
      CV (%) 1.414 1.413 

LEN-1 20.5153 4.606 0.209 86   0.669 30.9 
LEN-2 20.5442 4.603 0.211 86   0.676 31.3 
LEN-3 20.4838 4.629 0.213 87 2.16  0.682 31.6 

      Media 0.675 31.3 
      RSD 0.006 0.301 
      CV (%) 0.963 0.963 
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Figura 3.6 Concentración de proteína en la fracción no caseínica de las 
muestras comerciales pasteurizadas y ultrapasteurizadas. 
 

3.3.2 Perfiles proteínicos obtenidos mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 
 

En la Figura 3.7 se muestran los perfiles electroforéticos de las MCP (carriles 3 a 6) 

y MCUHT (carriles 7 a 10), en condiciones reductoras (A) y no reductoras (B). Bajo 

condiciones reductoras, se aprecia el mismo patrón de bandas que el MRC (carril 

2). Sólo las bandas correspondientes a las caseínas y a α-LA y β-LG de la LGV 

(carril 9) y del PL (carril 10) ultrapasteurizadas se detectan más tenues. 

 

Bajo condiciones no reductoras, en todas las MCUHT y en la LEN pasteurizada se 

observan AAPM, incluso no migran al gel concentrador, por lo que sus pesos 

moleculares son superiores a los 500 kDa. Se detecta α-LA y β-LG en las MCP, a 

excepción de la LEN, pero no se detectan en las MCUHT. En el caso de la LEN 

pasteurizada lo anterior podría explicarse si la materia prima empleada sufrió un 

tratamiento térmico previo. 
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Dado que la LDP se utiliza para la recombinación y reconstitución, y en su proceso 

de fabricación se pueden obtener diferentes grados de desnaturalización de las PS, 
que favorece la interacción con otras proteínas y componentes lácteos 

disminuyendo la concentración de β-LG y κ-CN, se podría pensar que el PL y la 

LGV emplearon LDP de medio calor como materia prima. Por otro lado, la muestra 

que presenta la mayor similitud con el MRC es la L, por lo que se presume que se 

elaboró a partir de leche fresca. 

 

 
 
Figura 3.7. Perfiles electroforéticos de las MCP y MCUHT en condiciones 
reductoras (A) y no reductoras (B). (SDS-PAGE, 12.5% T). Para ambos geles: 

Estándar de bajo peso molecular (EST, carril 1); Material de Referencia Certificado 

(MRC, carril 2); Muestras comerciales pasteurizadas: leche descremada con 70% 

más de proteína (LEN, carril 3), leche (L, carril 4), mezcla de leche con grasa vegetal 

(LGV, carril 5) y producto lácteo (PL, carril 6); Muestras comerciales UHT: leche 

descremada con 70% más de proteína (LEN, carril 7), leche (L, carril 8), mezcla de 

leche con grasa vegetal (LGV, carril 9) y producto lácteo (PL, carril 10).  Tinción con 

azul de Coomassie (0.05%). Gel DocTM XR+ ImagingSystem (Bio Rad). 

 

 

Se analizó la FNC y la fracción caseínica de las MCP y MCUHT (Figura 3.8), con el 

fin de observar su deterioro térmico y comparar cada fracción proteínica. 

AAPM 

AAPM 
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Para las MCP (Figura 3.8 A) se observa la menor concentración de proteínas del 

suero para la LEN (carril 4). El resto de las PS de esta muestra co-precipitaron con 

las caseínas (Figura 3.8 B, carril 4). En el resto de las MCP se distingue que la 

mayoría de las PS logró solubilizarse. 

 

Para las MCUHT se aprecia la misma intensidad en las bandas de las PS de todas 

las muestras (Figura 3.8 C). Sin embargo, la muestra de LEN se vuelve a comportar 

de igual manera que en su presentación pasteurizada (Figura 3.8, carril 4). 

 

Por lo anterior, podría suponerse que para la fabricación de la LEN, se empleó 

concentrado de proteína de leche en polvo que contiene tanto caseínas como 

proteínas de suero en su forma nativa y en la misma proporción que la leche 

(Augustin et al., 2011), en lugar de leche fresca. 
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Figura 3.8. Perfiles electroforéticos de la FNC y de las CAS de las MCP y de 
las MCUHT en condiciones reductoras (SDS-PAGE, 12.5%T). Para A y C: 

Estándar de bajo peso molecular (EST, carril 1); Material de Referencia Certificado 

(MRC, carril 2); Suero (Sc, carril 3); Fracción no caseínica de: leche descremada 

con 70% más de proteína  (LEN, carril 4), leche (L, carril 5), mezcla de leche con 

grasa vegetal (LGV, carril 6), producto lácteo (PL, carril 7). Para B y D: Estándar de 

bajo peso molecular (EST, carril 1); Muestra de referencia de leche (MRC, carril 2); 

Caseínas (CAS, carril 3); Caseínas de: leche descremada con 70% más de proteína  

(LEN, carril 4), leche (L, carril 5), mezcla de leche con grasa vegetal (LGV, carril 6), 

producto lácteo (PL, carril 7). Mismas condiciones de la Figura 3.7 
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3.3.3 Determinación de la concentración relativa de las principales proteínas 
 de la leche por electroforesis capilar de zona 
 
Esta técnica se empleó para identificar, separar y cuantificar a las proteínas del 

suero y las caseínas. Se obtuvieron los electroforegramas de las MCP y de las 

MCUHT. 

 

De cada réplica independiente de las MCP y MCUHT se seleccionó un 

electroforegrama con el fin de poder comparar las señales de todas las muestras, y 

con el MRC. El análisis cuantitativo del MRC y de las muestras comerciales se 

muestran en el apéndice C. Al comparar el electroforegrama del MRC con los 

electroforegramas de las MCP (Figura 3.9) se observa que los picos de la L son los 

más altos, siguiendo los picos del PL, después los de la LGV y finalmente los de la 

LEN, lo anterior se relaciona con la pérdida de la solubilidad de las muestras. 
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Figura 3.9 Electroforegramas de las muestras comerciales pasteurizadas. 
Capilar hidrofílico neutro (eCAP™ Beckman-Coulter) 50 cm de longitud efectiva, 50 

µm de diámetro interno; ProteomeLab™ PA 800 System, Beckman-Coulter, Inc., 

controlado por el software 32 Karat™ ver 9.1). Misma escala. 
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Contrastando las señales de las MCP (Figura 3.9) con las de las MCUHT (Figura 

3.10) se aprecia que los picos de las MCUHT son más bajos, anchos y perdieron 

simetría por lo que la modificación de los electroforegramas no permitió cuantificar 

las proteínas. Como se refirió anteriormente, las MCUHT fueron parcialmente 

solubles, la concentración de proteína y el área total de los electroforegramas 

(Apéndice C3) fue menor al de las MCP. La muestra que sufrió una mayor 

deformación en el perfil electroforético fue el PL. Si bien, la muestra con el menor 

deterioro térmico fue la L, debido a que sus electroforegramas fueron los menos 

modificados en comparación con el MRC, el deterioro es mayor al observado en las 

MCP. La ultrapasteurización y/o la acumulación de procesos térmicos puede 

repercutir en el valor nutricional de la leche debido a la formación de enlaces 

covalentes, diferentes a los puentes disulfuro, afectando la digestibilidad de las 

proteínas. 
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Figura 3.10 Electroforegramas de las muestras comerciales 
ultrapasteurizadas. Mismas condiciones de la Figura 3.9.  
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Tabla 3.8 Tiempo de migración relativo promedio de las principales proteínas 
lácteas del MRC y de las MCP (L, LEN, LGV y PL). 

Principales proteínas 
de la leche 

MRC L LEN LGV PL 

Proteínas 
del suero 

α-LA 0.747 0.740 0.732 0.726 0.734 

β-LG 0.791 0.786 0.786 0.779 0.781 

Caseínas 

αS2-CN 0.900 0.905 0.939 0.895 0.899 

αS1-CN 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

αS0-CN 1.053 1.045 1.041 1.057 1.045 

k-CN 0.133 1.123 1.097 1.104 1.115 

β-CN B 1.169 1.147 1.138 1.127 1.139 

β-CN A1 1.211 1.201 1.202 1.191 1.192 

β-CN A2 1.279 1.293 1.276 1.270 1.274 

 
 

En la Tabla 3.8 se muestran los tmr promedio de las proteínas lácteas de las MCP 
estudiadas, observando una variación en la segunda cifra significativa después del 

punto decimal entre las muestras y con respecto a los tmr de las proteínas del MRC. 

La relación natural de las principales fracciones, CAS:PS se modificó en las MCP 
(Tabla 3.9). Para el MRC se obtuvo una relación de 83.4:16.6 y de 82.5:17.5 en la 

L, similar al MCE. Para el resto de las muestras pasteurizadas la relación fue: 

84.3:15.7 para el PL; 85.7:14.3 para la LGV y 87.3:12.7 para la LEN. 

 

Si bien la pasteurización no modifica el perfil electroforético (NMX-736/1-

COFOCALEC-2012), el origen de la materia prima empleada para la elaboración de 

cada producto lácteo estudiado también influye en las determinaciones por la 

acumulación de los procesos térmicos aplicados. 
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Tabla 3.9 Concentración relativa promedio de las principales proteínas lácteas 
del MRC y de las MCP (L, LEN, LGV y PL). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El electroforegrama de la L pasteurizada es muy similar al del MRC, por lo que se 

corrobora que se elaboró a partir de leche fresca. En contraste, la LEN pasteurizada 

contiene la menor concentración de PS de todas las muestras analizadas, lo que 

significa que la materia prima empleada en su fabricación recibió un tratamiento 

térmico previo, y que de acuerdo con lo obtenido por SDS-PAGE, se trata de un 

concentrado de proteínas de leche en polvo. Finalmente, las Cr de las proteínas 

lácteas de la LGV y el PL pasteurizados son similares, y debido a que sus perfiles 

electroforéticos obtenidos mediante SDS-PAGE coinciden con los de las LDP, es 

factible pensar que fueron elaborados a partir de leche descremada en polvo de 

medio calor. 

 

 

Principales 
proteínas de la leche MRC L LEN LGV PL 

Proteínas 
del suero 

α-LA 4.2 4.0 2.3 2.6 3.8 

β-LG 12.4 13.5 10.4 11.7 11.9 

Ʃ= 16.6 17.5 12.7 14.3 15.7 

Caseínas 

αS2-CN 3.6 3.8 3.3 3.4 3.3 

αS1-CN 25.1 23.8 22.4 26.2 25.1 

αS0-CN 9.1 7.0 8.2 7.9 8.2 

k-CN 4.6 5.6 5.5 4.5 5.5 

β-CN B 0.8 1.7 3.1 1.2 2.1 

β-CN A1 13.2 15.2 17.5 16.0 15.7 

β-CN A2 27.0 25.4 27.3 26.5 24.4 

 Ʃ= 83.4 82.5 87.3 85.7 84.3 
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4. Conclusiones 
 

Se obtuvieron los perfiles electroforéticos característicos de una muestra de leche 

genuina, encontrando que la proporción de caseínas y proteínas de suero es 

equiparable a los valores teóricos. 

 

Se caracterizó y se clasificó térmicamente cinco muestras de leche descremada en 

polvo en función del grado de desnaturalización de las proteínas del suero, mediante 

el índice de nitrógeno de las proteínas de suero no desnaturalizadas. 

 

Se evaluó el grado de deterioro térmico de las proteínas lácteas de muestras 

comerciales, pasteurizadas y ultrapasteurizadas, mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida desnaturalizante de la fracción no caseínica, caseínas, y de la 

fracción proteínica total. 

 

Se encontró que un mayor tratamiento térmico puede ocasionar mayor daño en las 

proteínas lácteas, por la pérdida de solubilidad de la muestra, por la desaparición 

de las bandas correspondientes a las proteínas del suero solubles en medio ácido 

en SDS-PAGE, y por la disminución de la concentración de las proteínas del suero 

y ensanchamiento y pérdida de la simetría de los picos electroforéticos 

correspondientes a las caseínas por ECZ. 

 

Tratamientos térmicos excesivos durante la ultrapasteurización y/o la acumulación 

de procesos térmicos inducen la formación de nuevos enlaces covalentes, además 

de los puentes disulfuro, modificando el perfil electroforético característico de la 

leche fresca. 
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5. Perspectivas 
 
Complementar el estudio analizando el contenido de furosina y lactulosa en cada 

una de las muestras estudiadas. 

 

Identificar los agregados de alto peso molecular por medio de estudios de 

proteómica. 
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7. Apéndices 

 Apéndice A. Determinación de proteína por el método modificado de 
 Lowry 
 

1. Elaboración de los reactivos 

Reactivo A (150 mL) 

 

Tabla A1 Composición del reactivo cobre-tartrato-carbonato 

Reactivo Concentración 

Sulfato de cobre 0.1% 

Tartrato de sodio 0.2% 

Carbonato de sodio 10.0% 

 
a) 50 mL de solución CTC (Cobre-Tartrato- Carbonato) 

b) 50 mL de solución NaOH [0.8 N]. 

c) Se mezclaron las disoluciones anteriores con 50 mL de agua. 

Una vez preparada la solución A puede almacenarse hasta por dos meses y 

conservarse a temperatura ambiente. 

 

Reactivo B. 

Diluir (1:10) el reactivo de Folin Fenol con agua destilada 

 

2. Elaboración de la curva de calibración con BSA. 

a) Se preparó una solución de BSA 2 mg/mL e hicieron las diluciones 

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

b) Para llevar a cabo la reacción, se tomaron 50 µL de cada dilución de BSA y 

adicionaron 800 µL del reactivo A, se mezcló y añadieron 500 µL del reactivo B, se 

agitó de nuevo y tras 15 min de desarrollo de la reacción se registró la absorbancia 

a 750 nm. 
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Figura A1. Curvas de calibración utilizadas para la cuantificación de proteína 
por el método modificado de Lowry. 
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Apéndice B. Formulación del gel concentrador y del gel separador (SDS- 
  PAGE) 
 

Tabla B1 Gel concentrador (1.0 mm de espesor) (4% T, 2.6% C) 

Reactivo mL 

Agua desionizada 6.08 

Buffer 4X 0.5 M (pH 6.8) 2.50 

Acrilamida (30%) 1.36 

APS 0.05 

TEMED 0.01 

Volumen final 10.0 

 

 
 
Tabla B2 Gel de separación (1.0 mm de espesor, 12.5% T, 2.6% C) 

Reactivo mL 

Agua desionizada 3.18 

Buffer 4X 1.5 M (pH 8.8) 2.60 

Acrilamida (30 %) 4.16 

APS 0.05 

TEMED 0.01 

Volumen final 10.0 
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Apéndice C.  Determinación de la concentración relativa de las principales 
     proteínas de la leche por electroforesis capilar de zona. 
Apéndice C1. Material de Referencia Certificado 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura C1. Electroforegramas del Material de Referencia Certificado. Réplicas 

independientes (A, B y C). La migración de las principales proteínas lácteas 

corresponde a: 1: α-LA, 2: β-LG, 3: αs2-CN, 4: αs1-CN, 5: αs0-CN, 6: κ-CN, 7: β-CN 

B, 8: β-CN A1 y 9: β-CN A2. 
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Tabla C1. Tiempo de migración relativo y concentración relativa de las 
principales proteínas lácteas del Material de Referencia Certificado. 

Proteína 
 

Réplica 1 #vial 2 Réplica 2 #vial 30 Réplica 3 #vial 4 

tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) 

α-LA 0.746 34395 4.16 0.749 35383 4.06 0.745 36686 4.28 

β-LG 0.791 108196 12.35 0.793 115587 12.53 0.790 112096 12.34 

αs2-CN 0.900 35472 3.56 0.901 38367 3.66 0.899 37813 3.66 

αs1-CN 1.000 283443 25.58 1.000 289397 24.89 1.000 284215 24.72 

αs0-CN 1.053 108915 9.34 1.053 109840 8.97 1.053 109263 9.03 

κ-CN 1.134 55998 4.46 1.134 61615 4.67 1.132 62756 4.82 

β-CN B 1.165 9435 0.73 1.176 10435 0.76 1.165 10253 0.78 

β-CN A1 1.211 171670 12.79 1.211 189025 13.42 1.210 184956 13.30 

β-CN A2 1.279 383405 27.05 1.279 401867 27.03 1.278 397621 27.07 

Área total 1190929 1251516 1235659 

Peso (g) 0.5148 0.5143 0.5165 
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Apéndice C2. Muestras comerciales pasteurizadas 

 

 

 
 
Figura C2. Electroforegramas de la leche pasteurizada. 
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Tabla C2. Tiempo de migración relativo y concentración relativa de las 
principales proteínas lácteas de la leche pasteurizada. 
 

Proteína 
 

Réplica 1 #vial 1 Réplica 2 #vial 6 Réplica 3 #vial 7 

tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) 

α-LA 0.737 33570 3.994 0.738 32701 4.199 0.744 29296 3.920 

β-LG 0.784 121985 13.657 0.784 112837 13.638 0.791 104087 13.106 

αs2-CN 0.888 29379 2.901 0.888 26996 2.880 0.938 53400 5.671 

αs1-CN 1.000 272582 23.914 1.000 253531 24.016 1.000 235096 23.416 

αs0-CN 1.041 76679 6.465 1.040 73477 6.691 1.053 82890 7.843 

κ-CN 1.120 71605 5.611 1.119 66971 5.671 1.131 60217 5.302 

β-CN B 1.144 22852 1.753 1.143 20878 1.731 1.155 19253 1.660 

β-CN A1 1.197 212981 15.605 1.196 193794 15.346 1.209 178720 14.718 

β-CN A2 1.289 383611 26.100 1.287 350862 25.828 1.303 318658 24.364 

Área total 1225244 1132047 1081617 

Peso (g) 0.5009 0.5055 0.5083 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



72 
 

 

 

 
 
 
Figura C3. Electroforegramas de la leche enriquecida pasteurizada. 
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Tabla C3. Tiempo de migración relativo y concentración relativa de las 
principales proteínas lácteas de la leche enriquecida pasteurizada.  

 

Proteína 
 

Réplica 1 #vial 4 Réplica 2 #vial 7 Réplica 3 #vial 9 

tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) 

α-LA 0.724 14899 2.037 0.733 14973 2.590 0.740 16171 2.122 

β-LG 0.777 87400 11.136 0.787 64670 10.426 0.795 78971 9.650 

αs2-CN 0.945 52665 5.519 0.957 13931 1.845 0.914 23315 2.479 

αs1-CN 1.000 245172 24.267 1.000 201513 25.558 1.000 179251 17.414 

αs0-CN 1.054 99805 9.375 1.040 45843 5.588 1.028 100977 9.540 

κ-CN 1.099 38784 3.492 1.113 38468 4.382 1.080 95100 8.556 

β-CN B 1.124 12154 1.071 1.138 12727 1.418 1.152 83231 7.020 

β-CN A1 1.187 200372 16.708 1.202 180163 19.012 1.216 211073 16.861 

β-CN A2 1.263 336870 26.394 1.270 292258 29.181 1.295 351469 26.358 

Área total 1088121 864546 1139558 

Peso (g) 0.2970 0.2961 0.2952 
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Figura C4. Electroforegramas del producto lácteo pasteurizado. 
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Tabla C4. Tiempo de migración relativo y concentración relativa de las 
principales proteínas lácteas del producto lácteo pasteurizado.  
 

Proteína 
 

Réplica 1 #vial 4 Réplica 2 #vial 7 Réplica 3 #vial 8 

tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) 

α-LA 0.730 33988 3.904 0.742 23467 3.697 0.730 32684 3.839 

β-LG 0.777 114102 12.314 0.789 80458 11.925 0.777 104447 11.534 

αs2-CN 0.921 45630 4.154 0.895 21822 2.852 0.881 29349 2.858 

αs1-CN 1.000 285070 23.901 1.000 217612 25.449 1.000 303400 26.017 

αs0-CN 1.046 118067 9.467 1.052 67179 7.466 1.036 91800 7.597 

κ-CN 1.110 67692 5.114 1.126 59191 6.149 1.108 68876 5.329 

β-CN B 1.134 28527 2.109 1.150 23363 2.375 1.133 24503 1.855 

β-CN A1 1.187 210423 14.858 1.204 167105 16.236 1.186 219555 15.879 

β-CN A2 1.276 368069 24.179 1.271 259245 23.850 1.274 372675 25.093 

Área total 1271568 919442 1247289 

Peso (g) 0.6998 0.7015 0.7006 
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Figura C5. Electroforegramas de la mezcla de leche con grasa vegetal 
pasteurizado. 
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Tabla C5. Tiempo de migración relativo y concentración relativa de las 
principales proteínas lácteas de la mezcla de leche con grasa vegetal 
pasteurizado.  
 

Proteína 
 

Réplica 1 #vial 4 Réplica 2 #vial 8 Réplica 3 #vial 10 

tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) tmr Área Cr (%) 

α-LA 0.736 14849 2.280 0.722 17851 3.029 0.721 15722 2.519 

β-LG 0.788 89365 12.812 0.774 74295 11.761 0.774 69902 10.446 

αs2-CN 0.887 15008 1.913 0.888 22842 3.150 0.910 40453 5.140 

αs1-CN 1.000 223042 25.207 1.000 216975 26.576 1.000 232738 26.908 

αs0-CN 1.070 68358 7.219 1.050 65241 7.610 1.050 80117 8.818 

κ-CN 1.117 47873 4.843 1.097 37399 4.177 1.097 43716 4.609 

β-CN B 1.141 14892 1.476 1.121 9352 1.022 1.120 10689 1.103 

β-CN A1 1.206 177146 16.602 1.184 161416 16.698 1.184 149955 14.642 

β-CN A2 1.285 314300 27.648 1.262 267726 25.977 1.263 281881 25.813 

Área total 964833 873097 925173 

Peso (g) 0.5030 0.5052 0.5062 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



78 
 

Apéndice C3. Muestras comerciales ultrapasteurizadas  
 

 

 

 
 
 
Figura C6. Electroforegramas de la leche ultrapasteurizada. 
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Figura C7. Electroforegramas de la leche enriquecida ultrapasteurizada. 
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Figura C8. Perfiles proteínicos del producto lácteo ultrapasteurizado. 
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Figura C9. Electroforegramas de la mezcla de leche con grasa vegetal 
ultrapasteurizado. 
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