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La leche es casi siempre la primera fuente de proteina para el
crecimiento y desarrollo humano. La leche de mamifero incluye
dos grupos principales de proteinas: proteinas de suero, una
familia de proteinas globulares, y proteinas de caseina, una
familia de fosfoproteinas. Se encuentran en una proporcion de
aproximadamente 60:40 en la leche humanay en otras
proporciones en otras leches de mamiferos. Las proteinas del
suero también son un componente estandar de la mayoria de
las formulas infantiles. De acuerdo con el Estandar Nacional de
Alimentos GB 10765 de la Republica Popular China, la férmula

infantil a base de leche se refiere a productos liquidos o en polvo

hechos principalmente de leche y productos lacteos; con la
adicion de una cantidad adecuada de vitaminas, minerales y/u
otros ingredientes; producido y procesado solo por métodos
fisicos, adecuado para bebés normales.

Para verificar las afirmaciones de los proveedores de formula
infantil y garantizar la calidad, seguridad y eficacia de la féormula
infantil, es esencial contar con un método preciso para medir el
contenido de suero. Anteriormente, sin embargo, no habia un
método confiable para separar los dos tipos principales de
proteinas y cuantificar el contenido de proteina de suero.

El desafio se vio agravado por la pasteurizacion, durante la cual
la reaccion de Maillard puede hacer que las proteinas formen
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complejos con azlcares. Estos complejos hacen que la
separacion efectiva de las diversas proteinas sea alin mas
dificil.

Esta nota explora un método efectivo y practico basado en
electroforesis capilar —dodecil sulfato de sodio (CE-SDS)—
para separar y cuantificar el contenido de proteina de suero en
la férmula infantil. Para el andlisis se utilizo el sistema CE para
andlisis farmacéutico SCIEX PA 800 Plus, el cual claramente
separo las proteinas de suero, caseina e inmunoglobulinas (
Figura 1), y proporciond una cuantificacion precisa y confiable
de las proteinas de suero. El método fue validado en mdltiples
laboratorios y demostré ser confiable y reproduciblel. Este
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Figura 1. Electroferograma de Férmula Infantil.
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método fue aprobado por el panel de revision de expertos de
AOAC para el panel de partes interesadas sobre férmula infantil
y nutricion para adultos (SPIFAN).!

Caracteristicas clave

e CE-SDS el sistema PA 800 Plus proporciona una excelente
resolucién de separacion, separando claramente las
proteinas de suero, las proteinas de caseinay las
inmunoglobulinas en muestras de estandar de proteinas y de
férmula infantil

e Las separaciones son relativamente rapida; menos de 30
minutos en el caso de este andlisis

e La validacién en multiples laboratorios encontré el método
confiable y reproducible

Condiciones Experimentales

Reactivos y Suministros: El kit de andlisis SDS-MW (SCIEX,
P/N 390953) suministro el capilar, el tampén de gel SDS, el
marcador de 10 kDa, el marcador de MW y el tamp6n de
muestra. El contenido se enumera en la Tabla 1. Otros reactivos
y suministros incluidos: B- mercaptoetanol (SIGMA P/N M7154
or M6250); estandares de proteina de leche (SIGMA: a-
lactalbumina, L6010; B- lactoglobulina, L3908; IgG, 15506; BSA,
A1933; B-caseina, C 6905; aS-caseina, C6780; k-caseina,
C0406. Ingredientes ALAR: CGMP). La férmula infantil fue
proporcionada por un fabricante local de lacteos. Agua
desionizada (Millipore).

Preparacién de la Muestra

Mezcla de estandar de proteina de leche: Las proteinas de
leche se pesaron y se disolvieron en agua de acuerdo con la
proporcion de férmula infantil.

Formula infantil: En tubos de centrifuga de 1,5 mL, se
adicionaron (100 mg * 4 mg) de férmula infantil y 1 mL de agua.
Los tubos fueron sometidos al vortex y oscilacion hasta que la
férmula infantil se disolvio por completo.

Solucion de Pre-corrida de Muestra: La solucion de pre-
corrida de muestra se preparé mezclando el buffer de muestra y

el marcador 10 kDa (estandar interno), ambos del kit de analisis
SDS-MW, en una proporcion 84:1.

Desnaturalizacion: Se pipetearon 10 p L de cada solucion de
muestra en tubos separados de microcentrifuga de 1,5 mL. Se
agregaron 85 pL de pre -solucion y 5 uL of B-mercaptoetanol .
cada tubo se mezclé bhien y luego se calenté en un bafio de
agua a (100 £ 5) °C por 10 minutos . Se dejaron enfriar los tubos
a temperatura ambiente y luego se volvié a aplicar el vortex .
Finalmente , cada muestra se transfirié por separado a un vial
de inyeccion.

Tabla 1. Articulos en el Kit de Analisis SDS-MW

Articulos Numero de Parte
Columna capilar de 50 um 1D 338451
Buffer de gel SDS A30341
Marcador de 10 kDa A26487
Marcador de MW A22196

Buffer de muestra SDS
NaOH 0.1 N
HCIO0.1 N

Separacion y Deteccion: Todas las separaciones se llevaron a
cabo en un sistema de electroforesis capilar SCIEX PA 800
Plus, para andlisis farmacéutico, equipado con un detector de
arreglo de fotodiodos (PDA) programado a 220 nm, 2 Hz. La
apertura fue de 2 (100 x 200 um). El sistema fue equipado con
una columna capilar de silica fundida (50 pum 1D, 30 cm total/20
cm de longitud efectiva). La muestra y el capilar se almacenaron
a una temperatura de 25 °C. Los métodos de
acondicionamiento y separacion se muestran en las Figuras 2 y
3, respectivamente.

Anadlisis de Datos: El andlisis de datos, fue realizado usando el
software SCIEX 32 Karat. La integracion se llevo a cabo con la
integracion César desactivada. Se integroé el electroferograma
de la mezcla de estandar de proteinas. La migracion de las
proteinas de suero y caseina se define mediante la comparacion

Figura 2. Método de Acondicionamiento de la Columna.
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Figura 3. Método de Acondicionamiento de la Columna.

de los E- gramos de cada estandar de proteina, se muestra en
la Figura 5.

Para el eletroferograma de la formula infantil, el punto de inicio
de la autointegracion fue después del pico de solvente
aproximadamente 0.4 minutos antes del pico del marcador de 10
kDa.El punto final de la autointegracion fue el final del grupo de
picos de la proteina de caseina, cuya posicion fue definida de
acuerdo con la mezcla de estandar. La integracién manual se
realiz6 para las proteinas de suero de alto peso molecular que
eluyeron después de las proteinas de caseina.

Célculos: El contenido de proteinas de suero en la formula
infantil se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

Aw.c. =1.4 x Aw (1)

Donde: Aw.c. = area integrada corregida de los componentes
del suero

Aw =area total integrada de los componentes del suero.

1.4 = Factor de correcciéon
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% Proteina de suero = Aw.c./(Aw.c.+Acn)x100 (2)
Donde: Acn = area integrada de los componentes de caseina

El factor de correccion se utiliza para ajustar la diferencia del
factor de respuesta de las proteinas de suero y las proteinas de
caseina cuando se detectan al UV a 220 nm, ya que las
caseinas contienen mas aminoacidos aroméaticos los cuales
contribuyen con una mayor respuesta en el area que las
proteinas de suero.

Resultados

Mezcla de estandar de Proteina de Leche

El estandar de proteina de leche compuesto de proteinas de
suero (a-lactalbumina, B-lactoglobulina, CGMP, 1gG, and BSA) y
proteinas de caseina (3-caseina, aS1-caseina, aS2-caseina, k-
caseina) fueron analizadas por CE-SDS. Todas las proteinas de
caseina migraron entre la cadena ligera de IgG y la cadena
pesada de IgG. Las proteinas de suero y las proteinas de
caseina se separaron completamente entre si (Figura 4).

Formula Infantil

0.0085 < ‘ —_— le— 5 —3> € >l
0.0080 | Whey ’ Ca.sem Wijey El electroferograma de la muestra de féormula
222;: 10kDa Marker ‘ B-Casein infantil se mostr6 previamente en la Figura 1. The
ﬂﬁgiﬁ lactalbuimin ‘ /’ electroph.erogram of thg mfant formula sample
e was previously shown in Figure 1. Se calcul6 que
0.0050 l B-lactoglobulin aS1-Casein el contenido de proteina de suero era del 61,97%,
0.0045 [ ; ; ‘

2 . ‘ CGMP ‘ f‘ / IgG heavy em concordancia con el contenido de proteina de
0.0035 “ {\ | as2-Casein chain suero de la leche humana natural.
0.0030

‘ IgG IightJ il . BSA
0.0025 “ ‘ I A =
0.0020 ‘ \ I chaip ||| | / K;aseln f\/'
| I

0.0015 \ \ ‘i‘ ‘/ ! \\ J’M i I\
el b Sen | WA M AN

0.0000

12.0 125 13.0 13.5 140 145 150 155 16.0 165 17.0 175 18.0 185 19.0 19.5 20.0 20.5 21.0

Minutes

Figura 4. Electroferograma de la mezcla de estandar de proteina. El primer pico

integrado es el marcador (Sl) de 10 kDa.
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Conclusiénes

La electroforesis Capilar con SDS se aplico con éxito a la
cuantificacion del contenido de proteinas de suero en la formula
infantil. El método CE-SDS separ6 completamente las proteinas
de suero, proteinas de caseina y las inmunoglobulinas, lo que
facilit6 la cuantificacion de las proteinas de suero. La validacion
en multiples laboratorios ha demostrado que el método es una

solucién precisa y confiable para el dificil problema de verificar el

contenido de suero.
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