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RESUMEN / ABSTRACT

En este proyecto de fin de grado se estudia la optimizacion y la validacién de un
método analitico para la determinacion total de proteinas en leche. La cantidad de
proteinas totales se determina mediante el reactivo de Biuret, el cual es responsable
de formar un complejo que desarrolla un color violeta que se puede medir en el UV-
Vis a 548 nm. Para ello se establece un rango de trabajo en concentraciones hasta
4,8 mg/ml utilizando como patron la caseina. La validacion consistio en la
determinacién de algunos parametros esenciales como el rango dinamico lineal,
0,27-2,40 mg/ml, el limite de deteccién, 6,34 mg/ml, o el limite de cuantificacion,
21,12 mg/ml, ademés de un estudio de recuperacion y un estudio de interferencias
teniendo como interferentes a la lactosa y la grasa. Por ultimo se determina la
concentracion de proteinas totales en distintas muestras comerciales de leche

comparando el resultado con su valor declarado.

Abstract

In this dissetation, it has been studied the optimization and validation of an
analytical method for the determination of total proteins in milk. The amount of total
proteins is determined using the biuret reagent, which is responsible of a violet color
that can be measured in the region UV-Vis at 548 nm. For this purpose, a working
range was established in concentrations up to 4,8 mg/ml using the casein as a
standard. The validation consisted in the determination of some essential parameters
such as the linear dynamic range, 0,27-2,4 mg/ml, the limit of detection, 6,64 mg/mli,
or the limit of quantification, 21,12 mg/ml, in addition to a recovery study and a study
of interferences having as interferences to lactose and fat. Finally, the concentration
of total proteins in different commercial samples of milk is determined by comparing

the result with its declared value.



1. INTRODUCCION

1.1.Definicién y antecedentes

“La leche es el producto de la secrecion de la glandula mamaria de animales
bovinos sanos, obtenida por uno o varios ordefios, higiénicos, completos e
ininterrumpidos” segun se describe por el Ministerio de Salud en el decreto 2437
emitido en Agosto de 1983 en el Articulo 2 del capitulo 1. EI consumo de esta
remonta a cuando el ser humano dejo de ser nOmada y empez6 a domesticar en un
principio a ovejas y cabras. No fue hasta el siglo XX y gracias a los avances y
descubrimientos de Louis Pasteur afios atras (1864), cuando se empez6 a manejar
el arte de la conservacion, convirtiéendola en una de las industrias alimentarias mas

importantes del mundo. (Garcia, S.A.N.; 2015).

Espafia se sitia en el puesto niumero siete del ranking como pais productor de
leche de vaca en la Union Europea. Alrededor del 87 % de la leche producida
nacionalmente corresponde a este animal, el 7 % se debe a la leche de oveja y el
6% a la leche de cabra.

Produccion de leche 2017

Caprino segun su tipo

Ovino 6%

6,4%

MVACA
MOVEJA (%)

JCABRA (*)

Figura 1. Produccién de leche segun su tipo.
Fuente: Fondo Espafiol de Garantia Agraria (FEGA).

La leche es un alimento con gran aporte nutricional con una fuente significativa y
econdémica de proteinas de alta calidad y otros nutrientes y sustancias (lactosa, urea,
creatinina, proteinas...). Su constitucion hoy dia pende de varios factores como por
ejemplo, esquemas de alimentacion de los animales o la climatologia. (Kamizake,
N.K.K.; 2003). Debido a este aporte nutricional la leche es incorporada a la dieta

alimenticia desde una edad muy temprana hasta ancianos, y aunque en los ultimos



afios su consumo ha disminuido en adultos, sigue siendo fundamental determinar el
contenido proteico de la leche por ser un factor significativo para el precio pagado de
la industria de la leche. (Agudelo, G.A.; 2005). En la siguiente tabla se muestra la

composicion de la leche en porcentajes segun su contenido total.

Tabla 1. Composicion de la leche bovina. Fuente: (Agudelo, G.A.; 2005).

Composicion Porcentaje
Proteinas Caseinas 2,6 %
Sélidos B2%) | 00 0,6 %
el EE Grasas 3,4 %
(12,0%) Lactosa 4,7 %
Minerales 0,7 %
Agua 88,0 %

Como se puede ver el agua es el componente mayoritario de la leche de vaca,
fluctuando entre el 80 y 90%. El agua es la encargada de mantener a componentes
como la lactosa en solucién, a algunas grasas en emulsion e incluso a muchas

proteinas en dispersion.
1.2.Proteinas en leche bovina

Las proteinas tienen una labor muy importante en la mayoria de procedimientos
biolégicos, ejerciendo como hormonas, enzimas, neurotransmisores, etc, ademas de
gue su determinacion es imprescindible para la ciencia y tecnologia de los alimentos

y en varios sectores de la investigacion a fin de garantizar la calidad y seguridad.

Las proteinas deben ser introducidas en el organismo a través de la ingesta de
alimento ya el cuerpo humano no es capaz de sintetizarlas por si solo. Son muy
importantes en nifios y adolescentes ya que la falta de estas puede provocar un
retraso del crecimiento, en adultos por el contrario el déficit de proteinas puede ser
el responsable de numerosos desequilibrios entre hormonas y la fatiga. Sin embargo
un consumo excesivo de proteinas puede provocar una sobrecarga de trabajo para

el higado y los riniones ademas de una intensa acidez en el estbmago.




La cantidad de proteina en la leche no es homogénea ya que es una
combinacion de diversas enzimas, proteinas y nitrégeno no proteico. Al menos el
3,5% de una muestra cualquiera de leche es proteina, esto simboliza el 38% de
sélidos no grasos. Esta proteina lactea es una combinacién de distintos pesos

moleculares y fracciones proteicas.
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Figura 2. Estructura general de proteinas lacteas. Fuente: (Agudelo, G.A.; 2005).

Las proteinas contenidas en la leche se dividen en dos grupos: proteinas séricas
y caseinas. La caseina es la proteina que se encuentra en una mayor proporcion en
la leche (80%) y contiene aminoacidos denominados esenciales que el ser humano
no es capaz de asimilar, responsables ademas de que la proteina precipite en la
fabricacion de quesos. Estas proteinas se encuentran fusionadas formando micelas,
hay tres tipos diferentes de caseinas (a, B y K). La caseina k es imprescindible por la
funciébn que realiza en la leche, su coagulacidn, estabilizando para ello otras
caseinas que permiten la formacién de nuevas micelas. A mayor proporcion de
caseina K, menor sera el tamafio de la micela. (L6pez, R.A.L.; 2016)

Las micelas se organizan mediante pequefas subunidades de distintas
composiciones asociadas entre si por minerales como el calcio, fosforo y magnesio.
En la superficie de estas micelas se encuentran las caseinas K todas ellas cargadas

negativamente.
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Figura 3. Micela de caseina. Fuente: (LOpez, R.A.L.; 2016).



Las proteinas séricas en cambio se encuentran en una menor proporcion y
contienen un nivel de grasa minimo, aunque su contenido en vitaminas, sales y
lactosa son mayores, esta Ultima a pesar de aportar al organismo suficiente energia,
es la responsable de muchas alergias e intolerancias a la leche. Las proteinas
séricas ademas tienen propiedades especificas como por ejemplo las
inmunoglobulinas que son portadoras de anticuerpos. Estas proteinas séricas se
distinguen de las caseinas por sus aminoacidos, los cuales aportan muy buenos
valores nutricionales, y por su vulnerabilidad al calor ya que estas se desnaturalizan
a los 90-100°C. (L6pez, R.A.L.; 2016). La proteina sérica mayoritaria es la (-
Lactoglobulina que posee un 50 % del total de la fraccidn proteica del lactosuero. En

la siguiente tabla se muestran las fracciones proteicas que contiene la leche.

Tabla 2. Fracciones proteicas de la leche bovina. Fuente: (Garcia, S.A.N.; 2015).

) Concentracion en leche
Fracciones
(g/L)
Proteina total 36,1
a1- caseina 11,90
a2- caseina 3,10
B- caseina 9,80
Caseina K- caseina 3,50 29,50
y- caseina 1,20
B- lactoglobulina 3,20
a- lactaalbumina sérica 1,20
SeroalbUimina 0,40
Proteinas del suero Inmunoglobulinas 0,80 6,60
Proteosa Peptona 1,00

1.3. Método Biuret

En este trabajo se va a utilizar el método Biuret el cual es un método descrito
para la cuantificacion de proteinas. El método Biuret esta basado en la formacion de
un complejo de cobre de color purpura debido a la formacién de un enlace peptidico
entre un residuo de un amino&cido y dos iones de cobre (Cu?*) siendo proporcional
la intensidad del color presente en la disolucion con el nUmero de enlaces peptidicos

formados. (Kangle. Z, 2017). El cobre en medio basico, reacciona con las proteinas




estableciendo un complejo cuadrado-planar con unién peptidica (figura 5). El
producto obtenido en la reaccion mostrara dos bandas de absorcion, a 270 nm y a
540 nm. (Zaia, D.A.M.; 1988).

HQN CO NH~COfNH2
Figura 4. Férmula del reactivo Biuret. Fuente: (Garcia, S.A.N.; 2015).

H,0

H,0
Figura 5. Complejo cuadrado-planar entre el cobre y los enlaces peptidicos.
Fuente: (Garcia, S.A.N.; 2015).

Aungue la regién a 270 nm presenta una sensibilidad muy alta, la banda més
usada para el método Biuret es la de 540 nm, ya que la regién de 270 nm provoca
numerosas interferencias con el método. El citado método a analizar suele estar
sometido a la interferencia de componentes que pueden reaccionar con los iones
cobre (I1).

A dia de hoy el contenido en proteinas de la leche de vaca apenas ha sido
investigado y las publicaciones recientes incorporan una cifra limitada de referencias
en cuanto al método Biuret se refiere. La determinacion de proteinas totales
utilizando métodos espectrofotométricos se usa en areas como investigacion médica
o analisis clinicos entre otros. (Zaia, D.A.M.; 1988). Entre los métodos mas
apropiados para dicha determinacion ademas del método Biuret, hay que destacar el
método Kjeldahl por su eficacia, basado en la medicién de cuantia de nitrégeno, util
para la determinacién de proteinas insolubles mediante volumetria. Este altimo
método presenta dos problematicas principales, una de ellas es un largo espacio de
tiempo indispensable para la realizacion del ensayo, la segunda problematica que
presenta este método es el requisito de llevar a cabo dos determinaciones para
calcular la diferencia entre nitrogeno no proteico y el nitrégeno proteico total.
(Carratu, B.; 2003).



En referencia al método Biuret se puede encontrar numerosas ventajas en
comparacion con el método Kjeldahl, (Keller, R.P.; 1966) y es que este usa reactivo
de bajo coste, es mucho mas rapido su analisis, se trata de un método simple de
analisis de proteinas en el que no es habitual encontrar distinciones de color y por
altimo y no menos importante es que escasas substancias no proteicas intervienen
en la reaccion de Biuret, (Verheul, F.E.A.M.; 1986).

En lo que a desventajas se refiere el método Biuret no es un método muy
sensible en comparacion con el método de Lowry, (Zaia, D.A.M.; 1988) que se
fundamenta en una reaccién de cobre con el reactivo Folin-Ciocalteu. Aunque si es
mas sensible que el método oficial antes mencionado Kjeldahl, ademas de que debe
estandarizarse el color mediante concentraciones de proteina conocida. Todas estas
desventajas sitian a este método en desventaja en referencia a otras metodologias.
A pesar de esto el método Biuret es recomendado para determinar la concentracion
de proteinas totales en preparados muy concentrados como leche, saliva y plasma

sanguineo.

1.4.Laimportancia de la validacién de un método analitico en un laboratorio

1.4.1. Funcion de la validacion de métodos

La palabra validacion es originaria de la palabra latina “Validus” que significa
fuerte, y sugiere que algo ha sido demostrado para ser verdad, Gtil y de un nivel
aceptable. Lo que significa que una investigacion ha sido realizada, y que cuando se
aplica correcta y cuidadosamente, produce resultados que son aptos para el

propésito.

La validacién de un método es una pieza importante en cualquier laboratorio que
colabore en el desarrollo y disposicion de la estandarizacion de métodos, con el fin
de establecer comparaciones con otras metodologias y asi verificar la exactitud de
los articulos revisados, pudiendo conseguir informacién beneficiosa a partir de los
datos experimentales y obtener conclusiones fiables sobre la validez del método.
Dicha validacién incluye todos los procedimientos que son necesarios para declarar
gue un método particular en la determinacién cuantitativa de la concentracion de un
analito en una matriz, como en este caso es la leche, es aceptable para la aplicacion
propuesta. (Vinod, P.S.; 1992).



Un método analitico debe validarse cuando existe la necesidad de examinar si
sus pardmetros de rendimiento son apropiados para el problema planteado. El
alcance de la validacion dependera de diversos factores como la instrumentacion,

los operadores e incluso el propio laboratorio. (Chandran, S.; 2007).

Para que un resultado analitico sea apropiado para su objetivo previsto, debe ser
lo convenientemente confiable como para que las decisiones en base a este puedan
adoptarse con confianza. La validacion de un método no puede suprimir todos los
errores que puedan surgir durante la implantacion del método, aunque asegura que
los grandes problemas se observen de distinta manera sugiriendo un mecanismo

que controle la variabilidad.

Una vez finalizada la extensién del método y su alcance se puede emplear dos
tipos de analisis. O bien un estudio comparativo interlaboratorio de los resultados
obtenidos en cuyo caso se obtiene un amplio rango de robustez o por el caso
contrario se obtendran resultados individuales de un laboratorio por tener un método

elaborado y concreto. (Morillas, P.P.; 2016).

Tras la validacion de un método analitico se puede encontrar su verificacion, y
aunque esta es opcional proporciona numerosas ventajas. La verificacion de un
método puede ser necesaria cuando hay cambios representativos en el proceso

como pudiera ser el uso de nuevos equipos o sus traslados.

Hay organismos publicos tales como ‘EURACHEM’ que proporcionan guias para
la validacion de métodos analiticos. Estas guias definen los pardmetros mas
simbdlicos y como calcularlos. Algunas guias ademas dan recomendaciones sobre
planes o informes de validaciones a seguir, n0 son necesarios pero establecen

documentos con mucha claridad y sencillez sobre los resultados obtenidos.

Los parametros de validacibn mas importantes son el rango dinamico lineal,
limite de deteccién, limite de cuantificacién, selectividad, repetitividad vy
reproducibilidad, todos ellos se explicaran en el siguiente apartado 1.5. Parametros
de validacion.



1.4.2. Herramientas necesarias para la validaciéon

1.4.2.1. Blancos

El uso de blancos es necesario para discernir cuanta sefial puede ser atribuida al
analito. Podemos distinguir dos tipos de blancos, blancos de reactivos y blancos de
matriz. En los primeros, incluidos los disolventes, se analizan con el fin de corroborar
gue su sefal no interfiere en la sefial de medida. Los segundos, blancos de matriz,
son muestras que se usan para una estimacion de las interferencias mas precisa en
el analisis. (Morillas, P.P; 2016).

1.4.2.2. Muestras de rutina

Estas muestras informan sobre la precision, interferencias y sesgo que aparecen
en el analisis cada dia. Los métodos de referencia pueden facilitar con precisién una

estimacion del contenido del analito. (Morillas, P.P; 2016).
1.4.2.3. Disoluciones de referencia

Se trata de soluciones en los que se ha afiadido analito hasta una concentracion
deseada y por tanto conocida, esto permite aumentar la respuesta del analito a
medir y calcular sus valores en términos de cantidad afiadida. Generalmente se
usaran soluciones de referencia secundaria o de trabajo, pero estos ultimos

contrastados con materiales de referencia primarios. (Morillas, P.P; 2016).

1.4.2.4. Estadistica

Las técnicas estadisticas son primordiales para asociar los resultados obtenidos
en los analisis. En dichas técnicas estadisticas se evallUa la precision, rango lineal,
limite de cuantificacion (LOQ), limite de deteccion (LOD) e incertidumbre de medida.
(Morillas, P.P; 2016).

1.5.Parametros de validacion

Los parametros fundamentales para garantizar la admision del rendimiento de un
método analitico son la selectividad, exactitud, precisién, rango de linealidad,

robustez, limite de deteccién, limite de cuantificacion y sensibilidad.



Especificidad

La especificidad es la capacidad de medir el analito en presencia de sustancias
que se puede esperar que estén presentes en la matriz objeto de estudio.
Normalmente estas podrian incluir metabolitos, degradantes, impurezas y algunos

componentes de la matriz entre otros. (Peters, F.T.; 2007).

La palabra especificidad alude siempre a un 100% de selectividad, siendo lo
contrario un 0% de interferencia. (Araujo, P.; 2009). Este parametro se estudia
midiendo el analito de interés en una muestra a la cual se le ha afiadido interferentes
intencionadamente con el fin de ver la respuesta que este proporciona.
Principalmente el parametro de especificidad se utiliza para la identificacion de
analitos, pruebas de pureza o andlisis cualitativos entre otros. Si la muestra a
analizar contiene impurezas u otras sustancias, como es en este caso la leche, la
especificidad se puede calcular por adiccion. Para ello se le pueden agregar
sustancias en cantidades conocidas a preparados de la matriz y estos compararlos

con los resultados que arrojan las muestras sin estos agregados.
Exactitud

La exactitud de un método es la aproximacién del resultado adquirido con el valor
aceptado como verdadero. Dicha exactitud se puede analizar con numerosos
métodos como puede ser mediante un material de referencia certificado comparando
el valor obtenido con el valor certificado, la segunda opcion de calcular dicha

exactitud es mediante un estudio de recuperacion. (Chandran, S.; 2007).

Estudio de recuperacion

El estudio de recuperacion se trata de un analisis que sirve para estudiar la
veracidad del método empleado. Por recuperacion se entiende la sefial que da la
muestra cuando a esta se le afiade analito, en comparacién con la sefal que se
obtiene en ausencia de ese analito afiadido, es decir con su concentracion real.
(Morillas, P.P.; 2016).
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Precision

La precision de un método analitico se define como la magnitud de la dispersion
de los resultados obtenidos en pruebas individuales realizados en diversas
mediciones de una misma muestra. Dentro de este subapartado podemos destacar
tres conceptos importantes como son la; repetibilidad, la precision intermedia y la

reproducibilidad.

La repetibilidad o también Illamada precision intra-ensayo, se determina
calculando el porcentaje de desviacion estandar relativa repitiendo para ello
sucesivos analisis de muestras acondicionadas de forma independiente por un

mismo operador, laboratorio y conjunto de reactivos en un dia. (Chandran, S.; 2007)

La precision intermedia es aquella precision que se realiza bajo condiciones
variadas dentro de un mismo laboratorio, como puede ser diferentes dias, analistas
0 equipos. Estos datos se pueden calcular mediante un método de varianza como es
el método ANOVA. (Peters, F.T.; 2007).

La reproducibilidad es de interés cuando el método analitico va a ser empleado
en distintos laboratorios. Este parametro se determina evaluando una misma
muestra en distintos laboratorios con el fin de corroborar que se obtienen parecidos
resultados demostrando por tanto una equivalencia estadistica y analitica.
(Chandran, S.; 2007).

Linealidad

La linealidad de un método es la capacidad de adquirir resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra analizada.
La aceptacion de los datos obtenidos se estima observando el coeficiente de
regresion lineal y la interseccion con los ejes para la grafica de absorbancia frente a
concentracion. La linealidad viene determinada por una rango dinamico lineal siendo
el extremo inferior el limite de cuantificacién y el extremo superior, la Ultima
concentracion a partir de la cual se observan desviaciones de la linealidad
significativas. (Chandran, S.; 2007).

11



Robustez

La robustez se define como la capacidad del método analitico de no verse
afectado por insignificantes cambios llevados a cabo por la validacion o por el uso
del método. Los factores que principalmente se estudian son el pH, cambios en el

solvente la concentracion del tampon presente. (Peters, F.T.; 2007).

Limite de detecciéon

El limite de deteccion (LOD) se define como la cantidad minima necesaria de
analito que es capaz de detectarse de manera confiable usando el método previsto.
Técnicamente el limite de deteccion es la concentracion minima que se obtiene a
partir de la sefial de una muestra, la cual se podria eliminar de la concentracion
obtenida a raiz de la sefial de su blanco correspondiente. (Morillas, P.P.; 2016). Se

calcula a partir de la siguiente ecuacion:
- 30
Ecuacion 1: LOD = P

Siendo ‘m’ la pendiente de la ecuacion y ‘o’ la desviacion estandar de todos los

blancos medidos.
Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacidbn es la concentracién por encima de la cual puede
cuantificarse confiablemente el analito. Este limite se calcula disminuyendo la
concentracion de analito hasta que la precision del método es inaceptable usando
una ecuacioén muy sencilla proveniente de la sefial de 10 blancos de reactivos y de
muestra. (Morillas, P.P.; 2016). Este limite de cuantificacion se calcula a partir de la

siguiente ecuacion:
» 100
Ecuacion 2: LOQ = o

Siendo al igual que en el caso anterior del LOD ‘m’ pendiente de la recta y ‘0’ la

desviacion estandar de los blancos utilizados.
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Sensibilidad

La sensibilidad del método analitico se define como el aumento de la sefial en
relacion al aumento unitario de la concentracién. Dicha sensibilidad puede aumentar
empleando varios elementos que lo afectan como la relacién sefal/ruido, la
composicion de la matriz, leche en este caso, y por ultimo las propiedades
fisicoquimicas del analito. Cuando la calibracion del método analitico a tratar es una
recta, la sensibilidad es constante en todo el rango de medida. (Morillas, P.P.; 2016).

2. OBJETIVOS

El objetivo primordial de esta memoria es la optimizacion y validacion de un
método analitico concreto para la determinacion de proteinas totales en leche de
vaca usando el reactivo Biuret, estableciendo para ello los siguientes objetivos

especificos:

e Validar el método analitico

e Aplicar el método Biuret a la determinacion de proteinas en leche.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Patrones y reactivos

Los reactivos utilizados en todo el proceso de analisis son:

v' Caseina de leche de vaca de la casa comercial SIGMA
v' Albumina de la casa comercial VWR PROLABO, cuyo bote tiene un peso
de 250 g.

Para elaborar la disolucion patron se pesa 1 g de caseina o albumina con
precision de 0,0001 g en balanza analitica y se disuelve en 100 ml de hidroxido de
sodio 0,1 M, y se conservara a la temperatura ambiente. Este patrén serd utilizado

para el desarrollo de la recta de calibrado en una concentracién de 10mg/ml.

v Hidréxido de sodio 0,1M (NaOH) de la casa comercial J.T.Baker que
posee una masa molecular de 40,00 g/mol.
v/ Sulfato de cobre pentahidratado al 1% (p/v) (CuS04.5H,0) de la casa

comercial MERCK, que tiene una masa molecular de 159,60 g/mol.
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v Hidréxido de sodio 2M (NaOH).

v Tartrato tetrahidratado de sodio y potasio al 1% (p/v) (C4H4sKNaOg.4H0).

de la casa comercial Fluka Analytical con una pureza del 99% y una masa

molecular de 282,23 g/mol.

v' D-Lactosa monohidratada de la casa comercial SIGMA.

3.2. Muestra

Se utilizan siete tipos de leche de distintas casas comerciales, variando en su

contenido en grasa y lactosa.

Tabla 3. Distintos tipos de leche y marcas usadas.

Contenido Contenido en
Tipo de leche Marca proteico
grasa declarado
declarado
Puleva A+D
enriquecida con 3,2 g/100ml| <0,5 g/100ml
vitaminas
Hacendado 3,1 g/100ml| 0,3 g/100ml|
Desnatada Covap 3,2 g/100ml| 0,3 g/200ml|
Dia
. 3,1 g/100ml 0,2 g/100ml
Sin Lactosa
Hacendado
_ 3,2 g/100ml 0,3 g/100ml
Sin Lactosa
Puleva A+D
Semidesnatada enriguecida con 3,1 g/100m| 1,6 g/100ml
vitaminas
Entera Puleva 3,0 g/200ml 3,6 g/100ml|
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3.3.Aparatos e instrumentos

Balanza

La balanza analitica es un instrumento que se utilizado para medir pequefas
masas de sustancias. En este trabajo se utiliza para medir la masa de los reactivos y
asi preparar las distintas disoluciones. Es de la casa METTLER AJ100 y tiene una

precision de 0,0001 g y una capacidad maxima de 360 g.

Ultrasonido

El bafio de ultrasonido es un dispositivo que utiliza las ondas sonoras con
frecuencias superiores a 20.000 Hz. Posee un generador de 200 W y un medidor de
tiempo con un maximo de 15 minutos, su peso es de 11 kg aproximadamente. Se

emplea para disolver los reactivos en sus correspondientes disolventes.

Centrifuga

Es un aparato que hace que la muestra rote, acelerando por tanto, la decantacion
o la sedimentacién y generando varias fases segun la densidad que posean. Una
centrifuga tiene distintos componentes a destacar como son la tapa, camara,
interruptor de encendido, marcador de tiempo, tacometro, freno y control de
velocidad. Una caracteristica importante de estas es que las cargas deben ser
colocadas en pares contrapuestos, usando la misma masa de manera que tengan el

mismo centro de gravedad.

Este aparato es de la marca SIGMA modelo 11811 con un temporizador de hasta
3 horas y cabezal oscilante. Posee una capacidad de 4 tubos de 50 ml u 8 tubos de

15 ml. Se utiliza para desgrasar la leche a una velocidad de giro de 3000 rpm.

Espectrofotbmetro

El instrumento utilizado es de la casa comercial VARIAN con el modelo Cary 50
UV-Visible. Para la determinacion de proteinas se usa un instrumento de haz

sencillo, y se calibrara a cero de absorbancia con el matraz del blanco.
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Tabla 4. Instrumentacion utilizada. Fuente: Elaboracion propia.

Balanza analitica Bano de ultrasonido

Ultracentrifuga Espectrofotometro UV-Vis

3.4.Procedimiento a realizar

3.4.1. Preparacién de blancos

Se prepararon dos tipos de blancos distintos segun su funcionalidad, pudiendo
distinguir entre blanco de reactivos, necesarios para la recta de calibrado, y blancos

de matriz.

Para los Blancos de reactivos se realizé el siguiente procedimiento en matraces
de 25 ml:

Se afiadié 1 ml de hidroxido de sodio 2M (NaOH).
Se afiadié 6 ml de tartrato de sodio y potasio al 1% (C4H4sKNaOg.4H,0).
Agitar el matraz y esperar cinco minutos.

Enrasar con agua destilada.
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Para la preparacion del blanco de matriz se realiz6 lo siguiente:

Centrifugar una muestra de 25 ml de leche 20 minutos a 3000 rpm.
Recoger sobrenadante y homogeneizar.

Afadir 2 ml de ese sobrenadante al matraz.

Afadir 1 ml de hidréxido de sodio 2M (NaOH).

Afnadir 6 ml de tartrato de sodio y potasio al 1%.

Agitar el matraz y esperar cinco minutos.

vV V V V V V V

Enrasar con agua destilada.

3.4.2. Construccion de larecta de calibrado

La preparacion de los patrones se llevd a cabo en matraces de 25 ml en el

siguiente orden:

» Alicuotas de caseina o albumina en las concentraciones 0; 0,8; 1,6; 2,4;
3,2;4y 4,8 mg/ml.

1,5 ml de sulfato de cobre al 1 % (p/v) (CuSQy).

Agregar 1 ml de NaOH 2M.

Incorporar 6 ml de tartrato de sodio y potasio al 1% (p/v).

Agitar vigorosamente el matraz.

Esperar 5 minutos hasta completar reaccion.

YV V.V V V V

Enrasar con agua destilada.

3.4.3. Preparacion de la muestra

Para la elaboracion de la muestra primero hay que proceder con el

acondicionamiento de la leche:

» Centrifugar una muestra de leche de 25 ml durante 20 minutos a 3000rpm.

» Tomar sobrenadante y homogeneizar.
Tras esto se prepara la muestra en matraces de 25 ml:

» Afadir 2 ml de leche.
» Agregar 1,5 ml de sulfato de cobre al 1% (p/v) (CuSQy,).
» Incorporar 1 ml de hidréxido de sodio 2M (NaOH).
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» Afadir 6 ml de tartrato de sodio y potasio al 1% (p/v).
» Agitar vigorosamente el matraz .
» Esperar 5 minutos hasta completar reaccion.

» Enrasar con agua destilada.

3.4.4. Procedimiento experimental de medida

Todas las disoluciones cuyos procedimientos anteriormente han sido descritos

van a ser medidos de la misma manera:

» La disolucién a medir se coloca en cubeta de plastico de 1 cm de paso
optico.
» Se realiza un espectro desde 400 hasta 800 nm.
» Para obtener la misma linea base restar sefial a 800 nm.
» Para obtener la sefal neta se resta la sefial de los blancos.
o Blancos de reactivos se resta a los patrones.
o Blancos de matriz se resta a las muestras con leche.

» A continuacion representar los espectros.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.0ptimizacion del método analitico

4.1.1. Espectros visibles del complejo formado con el reactivo Biuret

El reactivo Biuret tal y como se cuenta en la introduccion podrd ser medido
espectrofotométricamente a 548 nm, rango en el cual debe aparecer un maximo
facilmente distinguible y proporcional a las concentraciones de albumina afiadida. En
los métodos mas comunes para la determinacién de proteinas totales se utiliza la

albumina como patron.

Para la realizacién de este espectro en un principio se preparo la disolucion de
albumina en concentracion 10 mg/ml con hidréxido de sodio 0,1M, de la que se
extrajo un volumen de 4 ml que fue introducido en el matraz aforado junto con los
demas volumenes necesarios para la reaccion de Biuret, donde tras esperar cinco
minutos se midi6 su absorbancia en todo el rango de longitud de onda. A

continuacion se muestra el espectro obtenido.

0,5
0,45
0,4
T 0,35 ~~
= N pd N\
£ o \\___// N
=0 N
£ 015 \;
0,1 —
0,05
0 T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700 750 800
longitud de onda (nm)

Figura 6. Espectro UV-Vis del complejo formado mediante la reaccion de Biuret a

partir de una disolucién patron de albumina de 1,6 mg/ml de concentracion.

Como se puede ver graficamente los resultados analiticos obtenidos muestran un
espectro en el rango del visible ya que va desde 400 hasta 800 nm, con un maximo
de absorcion a 548 nm.

En algunas reacciones es necesario cierto tiempo para una lectura invariable de

absorbancia en las disoluciones realizadas, en este caso se tratara de cinco
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minutos, principalmente porque es tiempo suficiente para que sea completa esta

reaccion con el reactivo Biuret y ademas porque se ahorra tiempo para el analisis.

Con el fin de ver el efecto en los espectros del aumento de la concentracion de
analito se prepar6 una bateria de disoluciones con concentraciones perfectamente
conocidas de albumina y se midié6 su absorbancia tras el procedimiento. La
disolucion del blanco de reactivo en este caso también contenia sulfato de cobre al

1%. A continuacion se muestra el espectro obtenido.

0,6

0,5 | S =S blanco
-g' 0,4 _:_ // NN 0,2 mg/ml
= / \ ——0,8 mg/ml
203 - N
B \_/ \ —1,6 mg/ml
g A
e N
[}

01— = 3,2 mg/ml

4 mg/ml

0 T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700 750 800

longitud de oda (nm)

4,8 mg/ml

Figura 7. Espectros UV-Vis para una serie de patrones de albamina con

concentraciones hasta 4,8 mg/ml.

Los resultados que se muestran en esta figura nos muestran un espectro con un
maximo observable a 548 nm que coincide el maximo descrito en bibliografia.
(Birghila, S.; 2015).

Sin embargo la observacion del espectro completo nos dice que seria
conveniente corregir la linea base de todos los espectros, ya que posee valores que
difieren a la longitud de 800 nm, lo cual se debe a la desviacién relativa de los
espectros. Esta desviacion nos proporciona una sefial incorrecta, algo mas elevada
de lo que le corresponderia. La correccion de dichos espectros eliminara su

desviacion, viendo solo espectralmente la contribucién que presentan los reactivos.

El segundo problema a tratar es el blanco de reactivo que tal cual como se puede
ver en la figura 7 no es el mas adecuado porque parece presentar un pequefio

maximo de absorcién a la longitud de onda de 675 nm, el cual podria coincidir con el
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ligero color parpura que presentaba su disolucion. En cualquier caso este maximo
estaria desplazado en comparacion con el que presentan el resto de disoluciones lo
que hace pensar que no es el blanco mas correcto. Como solucion a esto se
propondra un estudio de blancos de reaccion para establecer cual es el mas
indicado, intentando eliminar la contribucién de ese pequefio maximo a la longitud de
675 nm, eligiendo para ello un blanco de reactivo que no desarrollara color para no

inducir a ninguna interferencia.

El mencionado estudio de blancos consistio en diversas disoluciones con
distintos reactivos empleados con el fin de observar sus espectros UV-Vis pudiendo
discernir asi cual es el mas correcto para eliminar la contribucion de los reactivos y
aislar por tanto la sefial que ofrece el complejo cuadrado-planar del cobre en el
reactivo Biuret. El contenido de las disoluciones preparadas se muestra en la
siguiente tabla:

Tabla 5. Contenido de distintas disoluciones de blanco de reactivo.

Reactivos/Matraces 1 2 3 4 5 6

Sulfato de Cobre § 1,5 ml 1,5 ml - - 1,5 mi
1%
Hidroxido de sodio

Y 1ml 1ml - - 1ml -

Tartrato de sodio y

potasio 1% 6 ml - 6 ml 6 ml - ;

En base a los resultados que se obtuvieron se demostro en primer lugar que las
disoluciones que contenian sulfato de cobre no eran adecuadas para el posible
blanco, puesto que algunas contenian grumos insolubles (matraces 3y 6) y en la
disolucion del matraz 2 se desarrollé el color purpura caracteristico del complejo de
Biuret. Esto se explica facilmente ya que el reactivo de sulfato de cobre aporta el
cobre necesario a las disoluciones para la formacion del complejo cuadrado-planar a

analizar.

Los resultados espectrales de las disoluciones restantes (matraces 1, 4 y 5,

respectivamente) fueron los siguientes:
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Figura 8. Espectros UV-Vis de posibles blancos de reactivos en disolucién con

agua destilada.

Los espectros obtenidos en esta figura muestran resultados practicamente
parecidos con absorbancias en aumento para iguales longitudes de onda. Teniendo
en cuenta los espectros obtenidos se concluye que el mejor blanco sera el que
contiene hidréxido de sodio y tartrato de sodio y potasio, por contener todos los
reactivos incluidos en las disoluciones a excepcion del sulfato de cobre por su
participacion en el complejo del Biuret.

Teniendo en cuenta todos estos problemas iniciales se muestra a continuacion el

espectro final corregido de la calibracion externa con albumina.

0,5
0,4 — 0 mg/ml
—_ (0,2 mg/ml
o 0,3 -
3 e 0,8 Mg/ ml
0
£ 02 - 1,6 mg/ml
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§ ) A mg/ml
o 0,1 -
© w3 2 mg/ml
0 - 4 mg/ml
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longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectros UV-Vis para una serie de patrones de albumina con

concentraciones hasta 4,8 mg/ml.
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Este espectro final sigue mostrando un pequefio maximo a la longitud de 675 nm
pero esta vez su forma es mucho maés limpia y definida habiendo eliminado toda la

contribucion del blanco a la longitud de onda de medida en 548 nm.

4.1.1.1. Espectros visibles de las proteinas empleando caseina como

patrén. Diferencia con albumina.

En diversas publicaciones, (Keller, R.P.; 1986), describen la cuantificacion de
proteinas con albumina, pero ciertamente la proteina mayoritaria de la leche bobina
es la caseina. En esta memoria se comprobard si hay diferencia espectral entre

ambas.

La caseina es en si misma es una fosfoproteina que se encuentra en la leche,
generalmente estd presente en la fase soluble combinada con el calcio en un
complejo especifico llamado caseindgeno. La uUnica diferencia molecular con la
albumina es que esta ultima se absorbe mas rapido por el organismo y en un menor
tiempo mientras que la caseina lo hace méas lentamente pero tiene una calidad

nutricional mayor.

Seguidamente se mostrara un espectro de caseina, con las mismas correcciones

que al espectro anteriormente mostrado de albumina.

0,5
(0 mg/ml
0.4 P — (0,2 mg/ml
g 0,3 o \ e 0,4 Mg/ ml
_g (0,8 mg/ml
< 02 N
o 1,6 mg/ml
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_‘85 0,1 - 2,4 mg/ml
3,2 mg/ml
0 -
4(1)0 450 500 550 600 650 700 750 800 4 mg/ml
-0,1 4,8 mg/ml
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Figura 10. Espectros UV-Vis para una serie de concentraciones de caseina
hasta 4,8 mg/ml.
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Como se puede observar, esta figura presenta un maximo espectral en el mismo
lugar que la albumina indicativo de que la formacion del complejo cuadrado-planar
del reactivo Biuret correspondiente a las proteinas se ha formado. Puesto que la
caseina es la proteina mayoritaria de la leche y arroja unos resultados parecidos a la
albumina, los siguientes resultados, graficos y demés ensayos analiticos se haran
utiizando este patron a la misma concentracion que anteriormente estaba la

albumina, 10 mg/ml.

4.1.2. Optimizaciéon de la dilucion de las muestras de leche desnatada y

efecto matriz sobre la sefal

Los procedimientos descritos en bibliografia suelen emplear una dilucion de la
leche de 2:25 ml. (Birghila, S.; 2015). Para este trabajo emplearé diluciones 1:25 y
2:25 para comprobar que dilucibn es aceptable para la determinaciéon de la

concentracion de proteinas en leche con el método Biuret.

Las muestras con las que se intentard optimizar el método contendran 1y 2 ml
de leche a las que anteriormente se habra centrifugado y homogeneizado su

sobrenadante.

Tabla 6. Contenido volumétrico en disoluciones de muestras y blanco.

Leche CuS04.5H,0 NaOH C4H4KNa0O6.4H20
Muestra 1 1ml 1,5 ml 1ml 6 ml
Muestra 2 2 ml 1,5ml 1ml 6 ml
Blanco - - 1ml 6 ml

A continuacién se muestra el espectro obtenido de ambas diluciones de la

muestra junto con el blanco de reactivo:
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Figura 11. Espectros UV-Vis de la optimizacion de blanco de muestras en leche.

El primer problema a tratar como conclusién a este espectro obtenido es que de
nuevo el blanco no es correcto. El espectro obtenido por el blanco de reactivo
proporciona una sefial muy baja en correspondencia con la alta sefal de las
muestras, a las que tampoco se les observa ningdn maximo claramente
diferenciable sino tan solo una pequefa curva, problemas debidos a la dispersion de
la luz. Esta dispersién de la luz es provocada por la turbidez de la leche, que aunque
se centrifuga no se elimina por completo dando lugar a estos errores.

La mayor problemética que se presenta hasta el momento es usar un blanco
correcto que compense estos efectos de dispersién de luz. Para ello y en primer
lugar se realiz6 un espectro con leche en ambas diluciones con el fin de poder

examinar que sefial emitian por si solas sin ningan reactivo afiadido.
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Figura 12. Espectros UV-Vis de leche en dilucion 1:25 y 2:25 en agua destilada.
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Tal y como se puede contemplar la leche por si sola no desarrolla ningdn maximo
pero si proporciona una sefial de fondo debida a la dispersion de la luz por las
particulas en suspension contenidas en esta matriz. Estas particulas en suspension
existen a pesar de haber centrifugado anteriormente la leche por lo que el fondo que
se crea impide ver la verdadera sefial que se obtiene con el reactivo Biuret, en

consecuencia seria conveniente que el blanco de matriz contuviera leche.

A priori, un blanco no deberia contener leche, ya que no puede contener el
analito en cuestion, y teniendo en cuenta que el analito son las proteinas de la leche
y no hay leche sin proteinas en principio no deberia tener leche el blanco, sino como
al comienzo se penso, es decir agua destilada y los reactivos necesarios. Pero si el
blanco de matriz no contuviera leche se estaria obviando por tanto el fondo que esta
proporciona, dando lugar a resultados erroneos y a maximos no muy bien definidos

como en la figura 11.
El contenido volumétrico que presentara por tanto cada blanco de matriz seré:

Tabla 7. Contenido volumétrico de muestras y blancos con 1y 2 ml

Leche CuS04.5H,0 NaOH C4H4KNaOg.4H,0
Muestra 1 1ml 1,5 ml 1ml 6 ml
Blanco 1 1ml - 1ml 6 ml
Muestra 2 2ml 1,5 ml 1ml 6 ml
Blanco 2 2ml - 1ml 6 mi

A continuacién se muestra un nuevo espectro, esta vez con un blanco de matriz
adecuado a cada sefial, con el fin de poder dilucidar que dilucion sera la mas

correcta finalmente.
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Figura 13. Espectros UV-Vis de muestras de leche con 1 y 2 ml, con la

contribucion de sus respectivos blancos restada.

En base a los resultados obtenidos se puede deducir que la diluciébn que mas se
ajusta es la de 2:25 ya que posee un espectro mejor definido, ademas de presentar
un maximo no muy alto, para seguir afiadiendo concentraciones de patrones en la
recta de calibrado, pero no tan bajo como la sefal que es proporcionada por la
muestra en dilucion 1:25. Por lo que se comprueba que las publicaciones de la

bibliografia tienen razon en sus escritos. (Birghila, S.; 2015).

4.1.3. Optimizaciéon de la dilucion de las muestras de leche entera y
semidesnatada

La aplicacion de esta optimizacion a otros tipos de leche con distintos contenidos

proteicos como puede ser la leche entera o semidesnatada resultdé algo mas

compleja. A continuacién se muestran los espectros obtenidos para ambos tipos de

leche en iguales condiciones que para la leche desnatada.
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Figura 14. Espectros UV-Vis de leche semidesnatada y entera en dilucion 2:25

Como se puede ver en el grafico las sefiales obtenidas por ambos tipos de leche
no presentan ningln maximo observable a la longitud de onda de 548 nm
correspondiente a las proteinas. Esto se debe a que estos tipos de leche poseen un
mayor contenido graso el cual no se elimina con tanta facilidad que con la leche
desnatada en el proceso de centrifugacion. Esta grasa proporciona una sefal de
fondo con una mayor intensidad que en la leche desnatada, lo que provoca que haya
mas particulas en suspension en la disolucién y por lo tanto una mayor turbidez
imposible de eliminar, dificultando finalmente una clara sefial por parte del detector.

Para ahorrar problemas ambas variedades de leche quedaron fuera de este estudio.

4.2.Validacion del método analitico

Se realiz6 la validacién del método analitico para comprobar que el método de
cuantificacion proteica mediante el reactivo Biuret presenta caracteristicas de

desempefio adecuadas.

Para validar este método se estudié el rango dinamico lineal, el limite de
detecciéon y el limite de cuantificacion de los blancos, la repetitividad y la

reproducibilidad del método, la especificidad y por ultimo un estudio de recuperacion.

4.2.1. Rango dinamico lineal

Un rango dinamico lineal es un intervalo en el cual un método analitico

determinado obtiene unos resultados aceptables. Este rango esta determinado por el
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limite de cuantificaciéon (LOQ), como limite inferior, y por la Ultima concentracién a

partir de la cual se encuentran variabilidades importantes, como limite superior.

Para la realizacion del rango dinamico lineal se elabord una recta de calibrado de
concentraciones perfectamente conocidas, estas concentraciones fueron 0; 0,2; 0,4;
0,8; 1,6; 2,4; 3,2; 4,0 y 4,8 mg/ml. Las tres ultimas concentraciones de este grafico

no muestran linealidad sino mayores anomalias.
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Figura 15. Curva de calibrado con caseina.

Para dilucidar que concentracion seria la mas adecuada como limite superior del
intervalo dinamico lineal se procedera a un ajuste por minimos cuadrados con el fin
de observar el coeficiente de correlacién partiendo de la concentracion 0 mg/ml
hasta las concentraciones de 1,6; 2,4 y 3,2 mg/ml que es donde se nota que puede

haber una buena linealidad.

Tabla 8. Tabla con el coeficiente de correlacién para distintas concentraciones

medidas.

1,6 mg/ml 2,4 mg/ml 3,2 mg/ml

Coeficiente de

. 0,9857 0,9883 0,9488
correlacion

El coeficiente de correlacion obtenido en la concentracion de 3,2 mg/ml es el mas
bajo lo que demuestra que no es muy lineal, lo que hace pensar que su ajuste no es
correcto. Sin embargo las concentraciones de 1,6 y 2,4 mg/ml presentan un
coeficiente de correlacion mas cercano a la unidad indicativo de su buena linealidad.

Debido a que la segunda concentracion, 2,4 mg/ml, presenta un punto mas en la
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recta de calibrado, su grafico aportara por tanto unos datos mas reales y fiables en
comparacién con la concentracion de 1,6 mg/ml a pesar de esta tener un coeficiente

de correlaciéon muy parecido.

En la siguiente figura se muestra el ajuste por minimos cuadrados hasta la
concentracion de 2,4 mg/ml obteniendo la siguiente ecuacion con un coeficiente de
regresion lineal de 0,9883:

Ecuacion 3: A =0,1639-C + 0,0019

absorbancia (ua)

0 T T T T
0,5 1 1,5 2 2,5
concentracion (mg/ml)

Figura 16. Recta de calibrado con caseina con concentraciones hasta 2,4 mg/ml.

Por tanto, el limite superior del rango dinamico lineal sera 2,4mg/ml, y teniendo
en cuenta la preparacibn de muestra utilizada y su procedimiento, esto

corresponderia a una concentracion en leche de 30mg/ml.
4.2.2. Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Tanto para el limite de deteccién como para el de cuantificacion se elabord un
blanco de reactivos, necesario para la recta de calibrado, y un blanco de matriz,
necesario para las muestras. Como se ha dicho anteriormente la composicion del
blanco deberia ser en principio solo blanco de reactivo pero la matriz es muy
compleja debido al propio fondo que presenta y su turbidez, y puede tener una
influencia, por eso se va a preparar ambos tipos de blancos. Para poder preparar los
blancos de matriz lo que se hace es no introducir todos los reactivos para que el
color no se pueda desarrollar, pero si afiadir leche. En la siguiente tabla se muestran

los reactivos y cantidades utilizados en cada caso.

30



Tabla 9. Composicion de los blancos utilizados.

al 1%

Blanco_ de > ml 1% 6 06
matriz

BlanC(_) de 3 Lo 6 0%
reactivo

Para la obtencion de las concentraciones de los blancos se tuvo en cuenta la
ecuacion extraida de la recta de calibrado, ecuacion 3. Se midieron un total de 10

repeticiones de blancos, tanto blancos de reactivos como blancos de matriz.

Tabla 10. Concentraciones obtenidas en mg/ml para los distintos blancos de

reactivos y de matriz analizados.

Blancos de reactivos Blancos de matriz
Blanco 1 0,043 2,31
Blanco 2 0,051 2,36
Blanco 3 0,044 2,31
Blanco 4 0,046 2,35
Blanco 5 0,040 2,38
Blanco 6 0,045 2,36
Blanco 7 0,047 2,36
Blanco 8 0,048 2,39
Blanco 9 0,049 2,34
Blanco 10 0,055 2,38

El calculo para estos limites, LOD y LOQ, se hizo segun la ecuacién 1y 2 tal y
como se dijo en el punto 2.5.Parametros de validacion. En la siguiente tabla se
muestran los diferentes resultados obtenidos para los limites de deteccion vy

cuantificacion.

31




Tabla 11. Limites de deteccion y cuantificacién obtenidos para blancos de

reactivos y de muestra analizados.

Blancos Composicién Desviacién LOD LOQ

estandar (mg/ml)  (mg/ml)

De NaOH 0,004 0,080 0,267
reactivos Tartrato

De matriz Leche, NaOH 0,03 6,34 21,12
Tartrato

Como se puede observar el limite de cuantificacion obtenido en los blancos de
reactivos no proporciona un limite fiable sino demasiado optimista, en cambio los
limites de deteccion y cuantificacion obtenidos en los blancos de matriz aumentan
por la necesidad de tener que introducir la matriz objeto de estudio, que es la leche.
Esta variabilidad en el caso de estos blancos o aumento en comparacion con los
blancos de reactivos es debida a que la leche posee demasiada turbidez y aunque
esta se centrifuga, no se consigue eliminar completamente. Esta dispersion de la luz
provoca una mayor variabilidad en la medida de la absorbancia consiguiendo en

estos casos unos datos mas reales y significativos para el estudio.
4.2.3. Repetividad y reproducibilidad

Para el estudio de la repetividad y reproducibilidad se hizo un estudio combinado
de repetividad y precision intermedia de cuatro replicas para cada patron de caseina
siendo las concentraciones 0,8; 1,6; 3,2 y 4 mg/ml durante tres dias. Ademas se
midié también una muestra por cuadriplicado con sus correspondientes blancos. A
partir de los resultados obtenidos se pudo desarrollar por tanto el método ANOVA. A
continuacion se muestran todos los resultados obtenidos y sus correspondientes

coeficientes de variacion, los cuales vendran dados en porcentaje:
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Taba 12. Analisis de repetividad para distintas concentraciones conocidas de
caseinay su absorbancia proporcionada.

Concentraciones Dia 1 Dia 2 Dia 3
0,145 0,150 0,150
0,145 0,149 0,153
0,8 mg/ml
0,148 0,150 0,145
0,147 0,153 0,153
Coeficiente 1,120% 1,077% 2,245%
variacion
0,284 0,283 0,291
0,289 0,284 0.289
1,6 mg/ml
0,291 0,285 0,289
0,291 0,291 0,290
Coeficiente 1,333% 1,183% 1,889%
variacion
0,403 0,376 0,391
0,395 0,386 0,389
3,2 mg/ml
0,397 0,387 0,377
0,401 0,393 0,385
Coeficiente 0,878% 1,848% 1,575%
variacion
0,396 0,399 0,385
0,391 0,385 0,384
4 mg/ml
0,394 0,393 0,380
0,396 0,387 0,396
Coef_lmepte 0,684% 1,657% 1,847%
variacion
0,273 0,280 0,274
0,273 0,267 0,279
0,265 0,273 0,294
Muestra
0,278 0,272 0.288
Coeficiente 3,451% 3,270% 3,232%
variacion




Tal y como se puede observar todos los coeficientes de variacion de los
resultados obtenidos son muy buenos ya que a que en ningun caso se supera el 5%
de variabilidad, pero de nuevo se observa mayor dispersion en la muestra debido a
los efectos de la turbidez en comparacion con los datos que proporcionan los
patrones. A pesar de esta diferencia los resultados son aceptables. Esto proporciona
un método analitico con una repetitividad adecuada y fiable para el fin propuesto.

A continuacion se calcularad la reproducibilidad con un estudio de precision
intermedia mediante un analisis de ANOVA, con el fin de hacer un estudio entre dias
para cada concentracion. Pudiendo diferenciar asi si hay diferencias notables para
las concentraciones obtenidas en un mismo dia o en varios dias. El valor critico de F
para estos conjuntos de datos es: 4,3. Si el valor para F es mayor que la F critica, se

utilizard la siguiente ecuacion para calcular la precision intermedia:

i 5 . — 2 2
Ecuacion 4:  Sgy = \/Sentre + Sientro

Siendo S2,,,. la varianza que hay entre dias y SZ,,,;, la varianza que hay para un
mismo dia. Si por el contrario el valor para F es menor que la F critica, el factor dia
no seria influyente en este estudio y por lo tanto para el célculo de la precision
intermedia se consideraria el conjunto entero de datos como una sola poblacién,

segun la siguiente ecuacion:

o _ / 2
Ecuacion 5: Srw = |Stotal

Tabla 13. Datos de estudio ANOVA y precision intermedia.

. Desviacion Desviacion Precisiéon
Concentracion dentro de los Valor de F . .
entre grupos intermedia
grupos
0,8 mg/ml 4,5-10° 5,8-10° 3,5 3,0.10°
1,6 mg/ml 4,5-10° 7,3-10° 2,1 3,0.10°
3,2 mg/ml 4,8-10* 3,0.10* 4,2 8,5-107
4 mg/ml 1,3-10* 2,8:10™ 2,1 6,1:103
Muestra 3,3:10* 4,1.10" 3,6 8,2.10°
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Teniendo en cuenta el valor de F, el cual fue menor que la F critica, el calculo de
la precision intermedia se realiz6 siguiendo la ecuacién 5, donde el conjunto entero

de datos fue considerado como una sola poblacion.

4.2.4. Estudio de recuperacion

Para la realizacion de este estudio de recuperacion se fortificaron cuatro
muestras de leche con un nivel de concentracion de caseina. La concentracion final
a obtener de caseina fue 0,8 mg/ml lo que supone afadir una concentracion de 10
mg/ml a la muestra inicial de leche. La muestra sin fortificar sera aquella que no
tenga ninguna concentracion afiadida de caseina, sino la propia que contenga la
leche. El procedimiento a realizar para ambos sera el descrito en el apartado 3.4.3.
Preparacion de la muestra, utilizando para ello blanco de matriz. Las

concentraciones que se obtuvieron fueron las siguientes:

Tabla 16. Concentraciones obtenidas para una muestra sin fortificar y otra muestra

fortificada de leche para distintas marcas comerciales

Marca Comercial Concentracion Medidas (mg/ml) Media (mg/ml)
1,40
Sin Fortificar 1,35 1,39
1,42
Puleva
Fortificad 226
ortificada
0,8mg/mi 2,22 2,20
2,13
1,42
Sin fortificar 1,43 1,42
1,40
Covap
Fortificad 1.80
ortificada
0,8mg/ml 1,96 1,93
1,96
1,32
Sin fortificar 1,41 1,36
Dia 1,36
‘Sin Lactosa’ ficad 1,83
Fortificada
0,8mg/mi .69 1,86
1,86
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1,32
Sin fortificar 1,36 1,33
Hacendado 1,29
‘Sin Lactosa’ Cortificad 1,88
é’,gr'n'gfr‘n la 1,89 1,91
1,99

Ahora se aplica la siguiente ecuacion para calcular la recuperacion:

Cr— G

* 100

Ecuacion 6: %R =
A

Siendo Cg la concentracion fortificada, C; la concentracion sin fortificar y Ca la
concentracion afiadida a la muestra, ademas este porcentaje vendra dado en valor

absoluto.

El citado estudio de recuperacion se realiz6 a cuatro muestras diferentes sobre
un nivel de concentracion. Las medidas de cada muestra fortificada se hicieron por
triplicado de modo que se puede establecer la desviacion tipica asociada al
porcentaje de recuperacién en un intervalo de confianza que se puede expresar

como:

VDI% - Dng

1
C * 100

Ecuacion 7: Desviacion =

Donde D? es el cuadrado de la desviacion fortificada y D2 es el cuadrado de la
desviacién sin fortificar. Ca al igual que anteriormente se ha dicho es la
concentracion afadida a la muestra. En las siguientes tablas apareceran los

resultados obtenidos para la recuperacion y su desviacion asociada.

Tabla 17. Datos del porcentaje de recuperacion y su desviacion asociada para

las cuatro marcas comerciales de leche analizadas.

Dia Hacendado
Muestra Puleva Covap . .
‘Sin Lactosa’ | ‘Sin Lactosa’
Fortificada
0,8mg/ml 101 £ 7 63 + 10 62+9 74 +£2

En base a los resultados obtenidos se puede decir que a excepciéon de la leche
Puleva el porcentaje de recuperacion esta algo bajo, posiblemente debido a pérdidas
importantes en el proceso de centrifugacion. Aunque también puede ser debido a las
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interferencias de algunas sustancias, por eso a continuacion se hara un estudio de
interferencias, teniendo como influyentes a la lactosa y la grasa. El caso de la leche
Puleva se puede explicar en base al contenido en sosa afiadido a la leche, el cual

pudiera ser mayor al de las otras tres marcas comerciales.
4.2.5. Especificidad

La especificidad para el método Biuret se establecio para dos pardmetros
esenciales que constituyen la leche, la grasa y la lactosa, siendo estos potenciales
interferentes importantes en la matriz. Para poder definir correctamente la
especificidad se va a establecer la cantidad maxima que se admite de cada uno de
estos dos interferentes sin que esto produzca una alteracibn en la sefial
significativamente. Esta cantidad maxima o limite, definida como la tolerancia del
método, serd aguel que no proporcione una diferencia significativa con los datos que

el método proporcione.
Influencia de la grasa

Para el estudio de la tolerancia del método a la presencia de grasa en la leche se
prepararon disoluciones en agua con grasa con los niveles similares declarados en
los tres tipos de leches existentes en el mercado (entera, semidesnatada y
desnatada) con concentraciones del 3,5%; 1,6% y 0,5%. (Barreiro, F.J.M.; 2001).
Estos preparados homogéneos o también llamados, muestras sintéticas serian la
base del andlisis, ya que contendria patrones con caseina y una concentracion
conocida de grasa simulando la leche ademas de los reactivos necesarios para la
reaccion de Biuret. Los blancos de estas disoluciones fueron blancos de reactivos
con 2ml afiadidos de la disolucion de grasa en el nivel deseado. Para la preparacion

de estas muestras se utiliz6 mantequilla como sustitutivo de la grasa.
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0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

0,1 Grasa 1,6%
0,05 \ e (3raSa 0’5%
0 T T T = .
-0.05 400 500 600 700 800
longitud de onda (nm)

=== Patron sin grasa

Grasa 3,5%

absorbancia (ua)

Figura 18. Espectros UV-Vis de muestras sintéticas de leche con distintos

niveles de grasa y un patron sin grasa.

Tal y como se puede observar parece ser que la grasa no influye
significativamente en los espectros obtenidos en comparacién con la muestra sin

grasa. A continuacion se muestra la cuantificacion de la sefal:

Tabla 15. Porcentaje de variacion de la sefial segun contenido graso.

Grasa 3,5% Grasa 1,6% Grasa 0,5%

7,90 % 6,80 % 4,54 %

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y sabiendo que todos son menores
al 10% se puede decir que la grasa no influye significativamente en el método. Esto
puede ser debido a que en el proceso de centrifugacién la grasa se acumulaba
formando un bloque semisdlido que no era recolectado junto con el sobrenadante
para su homogeneizaciéon. Por lo tanto el nivel de tolerancia que se acepta para la
grasa es del 3,5% correspondiente a la cantidad de grasa que posee la leche entera,
donde cualquier tipo de leche que posea una concentracion en grasa mayor a este
porcentaje influird significativamente en la sefial obtenida. Este nivel de tolerancia no
es del todo correcto ya que segun se explicé en el apartado 4.1.3 Optimizacién de la
dilucion de las muestras de leche entera y semidesnatada, estos tipos de leche
guedaban fuera del estudio por su alto contenido graso. Por lo que como conclusion
final se puede decir que la grasa utilizada y los resultados que esta proporciona no

se pueden equiparar al contenido graso real que contiene la matriz de la leche.
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Interferencia de lactosa

Para el estudio de la tolerancia del método a la presencia de lactosa en leche se
prepararon disoluciones en agua con lactosa de niveles similares y algo superiores
a los que presenta la propia leche, con un 4, 6 y 8% de lactosa. (Agudelo, G.A,;
2005). Ademas se prepararon dos niveles mas con un 0,4 y 0,2% de lactosa, es
decir niveles que poseian unas concentraciones diez veces menores a los que
presenta la propia leche. Estas muestras sintéticas también contuvieron patrones
con caseina y una concentracion afiadida de lactosa simulando la leche ademas de
los reactivos necesarios para la reaccion de Biuret. Los blancos de estas
disoluciones son como siempre blancos de reactivos con 2ml afiadidos de la

disolucién de lactosa en el nivel deseado.

A continuacion se muestran los espectros obtenidos para las tres
concentraciones en comparacion con un espectro de un patron que no contiene

lactosa afiadida, el cual contiene caseina a la concentracion ce 1,6 mg/ml.

0,35
0,3
095 = patrén sin lactosa
S 02 ——Lactosa al 0,2%
c ’
.‘é 0,15 Lactosa al 0,4%
]
.é 0,1 Lactosa al 4%
0,05 === | actosa al 6%
0 ' ' ' e | actosa al 8%
-0,05 400 500 600 700 800
longitud de onda (nm)

Figura 17. Espectros UV-Vis de muestras sintéticas de leche con diferentes

concentraciones de lactosa y un patron sin lactosa.

Parece que la lactosa influye provocando una disminucion de la sefial a la

longitud de onda de medida. A continuacién se muestra la cuantificacién de la sefial:

Tabla 14. Porcentaje de disminucion de la sefial segiin composicion en lactosa.

Lactosa Lactosa Lactosa Lactosa Lactosa
0,2% 0,4 % 4 % 6 % 8 %
0,45 % 1,10 % 20,58 % 24,42 % 32,25 %
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En base a los resultados obtenidos se puede decir que la lactosa influye
significativamente en la sefial medida provocando un falso negativo. Por el contrario
los espectros realizados con concentraciones diez veces menores a la que tiene la
propia leche proporcionan espectros mejores, similares al patron sin lactosa. En
base a estos resultados se puede establecer un limite de tolerancia del 0,4 % donde
cualquier tipo de leche que presente una concentracidn en lactosa mayor a este
porcentaje, 1,10 %, influird significativamente en la sefal obtenida. Se comprueba
por tanto lo que se dice en algunas referencias bibliograficas donde la lactosa influye

significativamente en el analisis. (Keller, R.P.; 1966).

4.2.6. Resumen de los parametros de validacion

En la siguiente tabla se muestran todos los resultados obtenidos en los
pardmetros de validacién del método analitico a modo de resumen. Siendo el rango
dindmico lineal que se muestra el obtenido por la recta de calibrado y los limites de
deteccion y cuantificacién los proporcionados por los blancos de matriz. El conjunto
de todos estos datos permite visibilizar facilmente cuanto varia el método:

Tabla 18. Resumen de los pardmetros de validacidén para una calibracién con

caseina.
Parametros de validacion Resultados
Rango dinamico lineal 0,27 — 2,40 mg/mi
Limite de deteccion 6,34 mg/ml
Limite de cuantificacion 21,12 mg/ml
Concentracion 3
0,8mg/ml 3,010
Concentracion 3
1,6mg/ml SO0
Precision »
intermedia Concentracion 8.5.10°
3,2mg/ml
Concentracion 6.1.10°
4 mg/ml
Muestra 8,2:103
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Recuperacién

o Puleva | Cova Dia “Sin Hacendado
Fortificacion P lactosa” “Sin lactosa”
0,8 mg/ml
101+7 63+10 6219 74+2

Especificidad

Interferencia
de lactosa

Nivel de tolerancia>0,4%

Interferencia

de grasa

Nivel de tolerancia>2,5%

4.3.Analisis de muestras comerciales de leche

las muestras empleadas.

A pesar de que durante la validacion se ha demostrado que el método Biuret
tiene unos porcentajes de recuperacion muy bajos debidos a la interferencia de a
lactosa que se ha detectado, este trabajo sera completado aplicAndolo a distintas
muestras comerciales de leche entre las que se puede destacar marcas como
Covap o Hacendado entre otras, ademas de la propia leche Puleva usada en la

validacion del método. Estos analisis se elaboraron por triplicado para cada una de

Tabla 19. Concentraciones de distintas muestras comerciales obtenidas

comparadas con sus valores declarados.

_ Concentracion
Marca Tg&irClal de Val?é/ggglﬁlrfdo determinada (g/100ml)
1,72
Puleva 3,2
Covap 3,2 192
1,79
Hacendado 3,1
Dia 3,1 1,66
‘Sin lactosa’
Hacendado 3,2 1,66
‘Sin lactosa’
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Tras observar los resultados de estos cinco tipos de leche diferentes se puede
decir que el método Biuret estd limitado para la cuantificacion de proteinas puesto
gue solo consigue cuantificar la mitad de las proteinas presentes debido a la
interferencia de la lactosa la cual influye significativamente en todo el andlisis. En el
caso de la leche sin lactosa el contenido proteico cuantificado es menor aun en
comparaciéon con la leche con lactosa, pero sigue sin alcanzar el valor declarado.
Esto ultimo se debe a que para que la leche no contenga lactosa a esta se le aflade
la enzima responsable de su descomposicion, la lactasa. Por lo tanto no es que
desaparezca la lactosa de la leche sino que se descompone en sus dos azucares
mas pequefios, glucosa y galactosa. Estos azucares reductores se unen al cobre
transforméandolo a Cu®, formando un nuevo complejo provocando interferencias con

el método Biuret, impidiendo la cuantificacion de proteinas. (Moreano, P.M.M.; 2015)

5. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha realizado una validacion analitica exhaustiva del método
Biuret, basada en la formacién de un complejo cuadrado-planar entre un residuo de
un aminoacido y dos iones de cobre (Cu?) unidos mediante enlace peptidico,
empleado para la determinacion de proteinas totales en una matriz compleja como
es la leche. Para ello se ha realizado un estudio sobre la influencia del blanco o del
efecto matriz entre otros, ademas de algunos parametros esenciales para la
validacion dicho método. En el efecto matriz se encontré una cuantia importante de
problemas debido a la turbidez de la leche la cual posee una matriz muy compleja
con numerosas particulas en suspensién que causan la desviacion de la luz, con lo
que se tuvo que realizar un blanco de reactivo o un blanco de matriz segun el caso.
Un aspecto relevante a destacar es la grave interferencia de la lactosa que lleva a
porcentajes de recuperacion inferiores al 80 % que hace que no sean admisibles
para un método analitico. Cabe destacar también que debido a la cantidad de grasa
gue posee la leche semidesnatada o entera, el estudio estuvo limitado para leche
desnatada solamente. Como conclusion final se ha de decir que el método Biuret
empleado no es valido para la determinacion de proteinas totales por sus numerosas

limitaciones.
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