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1. RESUMEN

El estudio fue realizado con la finalidad de evaluar el rendimiento de la alfa
lactoalbumina obtenida del lactosuero evaporado. Para la extraccion de la alfa
lactoalbumina se utilizd Lactosuero Dulce Fresco, debido a que este tiene un

contenido de materia seca un poco mayor en comparacion al Lactosuero Acido.

Las diferentes muestras fueron de 500 ml cada una con un contenido de materia
seca de 20, 30 y 40 % en peso y a unas temperaturas de 50, 60 y 70°C para cada
una de las anteriores durante 1 hora, para propiciar el precipitado en el cual se

encontraba contenida la proteina (a — LA)

Luego de este proceso se tomo el precipitado y se prepar6 la muestra para su
posterior andlisis por medio de la técnica HPLC; con una relacién 1 a 1 de la fase
movil, obteniendo asi las concentraciones finales de la alfa lactoalbdmina

contenida en cada muestra previamente tratada.

Se confrontaron los resultados de las 9 muestras mas la muestra inicial y se
determind cual tuvo mayor rendimiento, estableciendo las variables ideales para

obtener un mejor resultado.
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2. INTRODUCCION

La Nanotecnologia es una de las industrias emergentes mas importantes en todo
el mundo. Al igual que todas las nuevas tecnologias, la nanotecnologia trae
consigo nuevos beneficios, asi como posibles nuevos riesgos (Castillo & Watkins,
2010)

En la actualidad, el vinculo existente entre la Nanotecnologia y la Ingenieria de
Alimentos ha aumentado de manera significativa debido a sus diversas
aplicaciones en las diferentes areas del sector Alimentario; como el desarrollo de
nuevos materiales funcionales, el procesamiento en micro y nano escala, el
desarrollo de nuevos productos y el disefio de métodos para la seguridad
alimentaria y la bioseguridad. (Blundell & Thurlby 1987; Aguilera 2005)

Los nanotubos utilizados en la industria alimentaria estan formados por la proteasa
del Bacillus licheniformis, la cual actia sobre la alfa lactoalbumina procedente del
lactosuero dulce. La extraccion de la alfa lactoalbumina es posible mediante la
separacion selectiva por precipitacién de las diversas proteinas del suero por un
tratamiento térmico de bajo costo seguido de la recuperacion de las otras
proteinas que permanecen en solucion en el suero residual (Railland & Barbier,
1988); No obstante el método de concentracion por evaporacion, permite obtener

concentrados de proteinas de buena solubilidad pero con un bajo rendimiento.
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3. MARCO TEORICO
3.1. LACTOSUERO
3.1.1. Definicion y obtencién

El lactosuero es definido como la sustancia liquida obtenida por separacion del
coagulo de la leche en la elaboracién del queso, precipitacion de la caseina o
productos similares mediante la separacién de la cuajada, después de la
coagulacién de la leche. La coagulacidon se obtiene mediante la accion de enzimas
del cuajo (Gonzales, 2011), y estd compuesto principalmente de proteinas
hidrosolubles (lactoalbumina y lacto globulina), lactosa, minerales y vitaminas que
constituyen aproximadamente el 90% del volumen de la leche y contiene la mayor
parte de los compuestos hidrosolubles de ésta. A pesar que en la actualidad es un
material contaminante por su alto contenido organico, no hacer uso del lactosuero
como alimento es un desperdicio de nutrientes, pues este contiene un poco mas
del 25 % de las proteinas de la leche, cerca del 8% de la materia grasa y cerca del
95 % de la lactosa.(Villacis, 2011).

3.1.2. Tipos de lactosuero

Existen varios tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la eliminacion
de la caseina, el primero denominado dulce, esta basado en la coagulacion por la
renina a pH 6,5. El segundo llamado &cido resulta del proceso de fermentacion o
adicion de acidos organicos o acidos minerales para coagular la caseina como en

la elaboraciéon de quesos frescos (Parra, 2009).

3.1.2.1. Lactosuero dulce

El suero dulce, se genera al elaborar el queso mediante el uso de enzimas
proteoliticas o “cuajo”, las cuales actuan sobre las caseinas de la leche y las

“cortan” o “rompen’, haciendo que estas se desestabilicen y precipiten, todo esto
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bajo condiciones especfficas de temperatura (15-50°C), pH levemente &cido (5,9-
6,6) producto de la incorporacion de cultivos lacteos y iones calcio. La principal
enzima utilizada para realizar esto, es la quimosina o renina. Esta enzima es
propia del aparato digestivo de los rumiantes, por eso, antiguamente esta enzima
se obtenia a partir del estbmago de estos animales. Actualmente esta enzima es
producida a partir de sintesis bioquimica evitando usar el estbmago de terneros
como materia prima. Por otro lado como se mencion6 anteriormente, esta el suero
“acido”. (Franchi, 2010)

3.1.2.2. Lactosuero acido

Este suero se genera mediante la precipitacion acida de la caseina. Esta
precipitacion se realiza disminuyendo el pH de la leche a un valor de 4,5 a 4,6. A
este pH, se alcanza el punto isoeléctrico de la mayoria de las caseinas presentes;
en este punto, la carga eléctrica neta de la proteina es igual a cero, lo cual
produce que la micela de caseina se desestabilice y precipite, dejando en solucion

solamente las proteinas de tipo séricas. (Franchi, 2010)
3.1.3. Composicion del lactosuero

En la tabla 1 se exponen los porcentajes de cada uno de los pardmetros que
componen el lactosuero, donde estan incluidos el agua, extracto seco, lactosa,

proteinas, grasay sales minerales (Guerrero, 2012)
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Tabla 1. Composicion media del lactosuero

PARAMETRO SUERO SUERO ACIDO
DULCE

Agua 93-95% 93-95%

Extracto seco 5-7% 5-7%

Lactosa 4.5-5.3% 3.8-5.2%

Proteinas 0.6-1.1% 0.2-1.1%

Grasa 0.1-0.4% 0.1-0.5%

Sales minerales 0.5-0.7% 0.5-1.2%

En la tabla 1 se observa el contenido de materia seca presente en el

lactosuero dulce y acido. Fuente: (Guerrero, 2012)

3.1.4. Proteinas del suero

Reciben este nombre el conjunto de sustancias nitrogenadas que no precipitan
cuando el pH de la leche se lleva a 4,6, pH que corresponde al punto isoeléctrico
(pH) de la caseina bruta. Por esto se les denomina también proteinas solubles. Se

encuentran en el suero que se separa del coagulo obtenido por la adicion del

cuajo. (Veisseyre, 1988).

La funcién primaria de las proteinas lacteas es el aporte suficiente de aminoacidos
esenciales y de nitrdgeno organico. (Aranceta, 2005) Entre las proteinas del suero

se permiten distinguir cuatro grandes fracciones: albuminas, globulinas, fraccion

proteasas-peptonas y proteinas menores. (Veisseyre, 1988).
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3.1.4.1. Albuminas

Es la fraccion mas importante, pues representa el 75% de las proteinas del suero
lacteo y el 15% de las proteinas de la leche. Comprende fundamentalmente tres
constituyentes: a-lactoalbumina, la B-lactoglobulina y la seroalbumina. (Arancete,
2005).

3.1.4.2. a-lactoalbumina

Proteina muy soluble en agua a pH 6, pero mucho menos soluble en la zona de
pH 4-4,6. Representa el 25% de la fraccion de “albuminas”. La proteina intervine
en la biosintesis de la lactosa, de la cual se sabe que esta bajo el control de tres

enzimas, una de ellas sintetiza dos subunidades proteicas Ay B (Arancete, 2005).

Fig. 1 Composicion tipica del suero

Types of Proteins Present

'Wéter - 93.50-/6---" N .

- , [
/| protein-0.8% | ——c-lactalbumin - 0.12 %

%‘\.______________ N lactoferrin - 0.003 %

— .
» % lactoperoxidase - 0.002 %

fat-0.3%
minerals - 0.5 %
[actose - 4.9 %

——glycomacropeptide - 0.13 %
\\ﬁ-lactoglobulin -032%  (GMP)

En la Fig. 1 se observala composicion tipica del lactosuero incluyendo
un desgloce de las proteinas presentes en el mismo. Fuente:
Approximate Distrinution of... (2008)

3.1.4.3. B-lactoglobulina

Proteinas cuya solubilidad en agua pura es nula. Solamente la presencia de sales

permite asegurar una cierta solubilidad. La B-lactoglobulina es una molécula muy
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compacta cuya cadena esta fuertemente plegada. Es particularmente apta para

formar polimeros, cuya complejidad es funcion del pH (Arancete, 2005).

3.1.4.4. Globulinas

Representa el 10 al 12% de las proteinas solubles. Las globulinas de la leche
presentan una actividad inmunolégica importante. Por esto se las llama a menudo
inmunoglobulinas, cuya actividad inmunolégica puede caracterizarse haciéndolas
reaccionar con los antigenos apropiados. Las inmunoglobulinas desempefian un
papel fundamental en la trasmision de inmunidad de la madre al recién nacido

durante los primeros dias de vida post-uterina (Arancete, 2005).

3.1.45. Proteasa - Peptonas

Es la fraccion de las proteinas de la leche que no precipitan por calentamiento a
95°C durante 30 minutos seguida de acidificacion a pH 4,6. Representan
aproximadamente el 10% de las proteinas del suero lacteo. Es muy heterogénea y

no esta aun perfectamente definida (Arancete, 2005).

3.1.4.6. Proteinas menores

Agrupa un cierto nimero de proteinas que se encuentran en la leche en pequefa

cantidad y son dificiles de clasificar.

Las proteinas del suero tienen efectos saludables como ser antimicrobianos,
regulan la flora bacteriana, regular el sistema inmune, son antihipertensivos, entre
otros; ademas que sus aminoacidos regulan los procesos anabdlicos y catabodlicos

de los nutrientes, optimizando la composicién corporal. (Arancete, 2005).
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Fig. 2 Lactosuero

Suero 80-90% del volumen de la leche

Tipos de suero

Constituyente (So/l;)ero dulce g/l:)ero acido
Solidos 6.4 6.5
Agua 93.6 935
Grasa 0.05 0.04
Proteina 0.55 058
NP 0.18 0.18
Lactosa 48 10
Minerales 05 08
ca 0.043 0.12
i 0.040 0.065
Na 0.050 0.50
) 0.16 0.16
Cl 0.11 0.11
acido lactico 0.05 0.4

Fuente: (M.A et al -2001).
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3.2. ALFALACTOALBUMINA (a-LA)

La o-lactoalbumina es por orden de importancia, la segunda proteina del suero y
tiene actividad biolégica, ya que es parte constitutiva del sistema enzimatico
requerido para la sintesis de la lactosa. De hecho, la leche de algunos animales
que no presentan estas proteinas tampoco contiene lactosa. No tienen grupo
sulfhidrico libre, pero si cuatro disulfuro provenientes de enzimas, lo que la hace

tener 2,5 veces mas azufre que la caseina. (Eugene et al., 2000).

Tienen una estructura global compacta con cuatro disulfuros y se desnaturaliza a
63° C, pero se devuelve a su estado natural con el enfriamiento. Es insoluble a pH
entre 4 y 55, a un lado y a otro lado de esta zona, la molécula sufre
modificaciones de conformacion, rapida o lenta, reversibles o no, que conducen a

diversas formas polimerizadas. (Eugene et al., 2000).

La alfalactoalbimina como proteina individual, tiene wuna funcion biolégica
importante y se encuentra en todas las leches que contienen lactosa; la molécula

de a LA tiene cuatro (4) puentes disulfuro y es globular (Swaisgood, 1982)

Tabla 2 Contenidode alLA en laleche devaca

Proteina Gr/100gr de proteina Peso molecular aprox.

aLA) 3,1-4,6 14,000

Fuente: Swaisgood, 1982

La a -LA es una proteina de la leche unida a un ion calcio el cual es muy
importante desde varios puntos de vista; primero que todo la a-LA realiza una
importante funcion en la secrecion de las células mamarias, ella es una de los dos
componentes de la sintesis de la lactosa, la cual cataliza el Ultimo paso en la
biosintesis de la lactosa en la glandula mamaria, el otro componente de este

sistema es la galactosiltransferasa (GT) la cual estd implicada en el procesamiento
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de proteinas en varias secreciones de la célula, por los grupos
galactosiltransferasa de la galactosa hacia glicoproteinas que contiene N-
acetilglucosamina. En la glandula mamaria lactante la especificidad de la GT es
modulada por la interaccion de la a -LA, la cual incrementa su afinidad y

especificidad para glucosa. (Hill, et al., 2001).
3.2.1. Estructura primaria, secundariay terciaria.

En la mayoria de los casos la a-LA incluida en humanos, bovinos, cerdos, cabras,
camellos, equinos y conejos contiene 123 aminoacidos residuales. La a-LA de la
rata contiene 17 residuos de carbono terminal adicionales; la a-LA es similar en
secuencia a la familia de los lisosomas, pero exhibe actividad en células liticas de
alrededor de 10° de la actividad especffica de la lisosima del huevo blanco de
gallina, la cristalografia de rayos X ha mostrado que la estructura tridimensional de

la a-LA es muy similar a las lisosomicas.

La a-LA nativa consta de dos dominios, un largo dominio a helicoidal y uno
pequefio dominio a laminar, los cuales estdn conectados por un atomo de calcio
de lazo curvado; el dominio a helicoidal esta compuesto de tres principales a
hélices mayores (residuos 5 — 11, 23 — 24, y 86 — 98) y dos cortas hélices
(residuos 10 — 20 y 115 — 118) el pequefio dominio esta compuesto de una serie
de curvaturas, y una pequefa lamina a plegada trio solitario antiparalela tres
veces trenzada (residuos 41 — 44, 47 — 50 y 55 — 56) y una corta hélice (tres
residuos por vuelta) y un hidrogeno dentro de la cadena del lazo curvado que
contiene 10 atomos, (residuos 77 — 80). Los dominios estan divididos por una
profunda grieta entre ellos, al mismo tiempo los dos dominios son agarrados por
un puente de cisteina entre los residuos 73 — 91 formando la curva de enlace ion
calcio, un segundo puente importante disulfuro 66 — 77 que conecta también a los
dos dominios; sobre todo a la estructura de la a-LA esta estabilizada por cuatro
puentes disulfuros (6 — 120, 61— 77,73 —91y 28 — 111). (Imafidon, et al., 1997).
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3.2.2. Estabilidad de la Proteina

La unién del cation al fuerte sitio del calcio incrementa la estabilidad de la a-LA. De
diferentes exploraciones de datos calorimétricos, el enlazamiento del calcio se
mueve de la transicion térmica a muy alta temperatura por mas de 40°C. El
enlazamiento de iones sodio, sorprendentemente el enlazamiento del ion Zinc a la
a-LA recargada de calcio disminuye la estabilidad térmica, causa agregacion e
incrementa su susceptibilidad para la digestion de la proteasa. Los resultados
también mostraron que la a-LA estd parcialmente desdoblada y en estado
parcialmente agregado en presencia de altas concentraciones de ion Zinc. En
ausencia de ion calcio, pero en presencia de concentraciones fisiologicas de iones
de magnesio, sodio y de potasio, la transicion térmica en la a-LA ocurre en la
region de 30 a 45°C. Esto podria estar relacionado a alguna regulacion de la
temperatura de la estabilidad de la a-LA y a la funcion en la glandula mamaria
(Imafidon, etal., 1997).

3.2.3. Purificacion de Alfalactoalbumina

El material de partida para el enriquecimiento y purificacién de la alfa lacto
albumina suele ser suero de leche. Muchos de los procesos y métodos industriales
que se han informado, se han examinado de forma exhaustiva (Imafidon, et al.,
1997). Sin embargo, muchos de estos métodos de purificacion se han trabajado a
escala de laboratorio, su ampliacién a escala piloto y escala industrial no ha sido
dificil, si no decepcionante (Gesan, et al., 1999). No obstante esto se puede lograr
mediante un tratamiento térmico de bajo costo que consiste en concentrar el suero
hasta un contenido seco de 10% a 40, y se acidifica a un pH de menos de 4, dicho
tratamiento térmico se lleva a cabo a una temperatura no superior a 75°C,
preferiblemente de 45 a 75°C, durante una duracién de 15 segundos a 1 hora

permitiendo la precipitacion de la proteina. (Rialland & Barbier, 1988).
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METODO DE SEPARACION Y CUANTIFICACION DE LA ALFA-
LACTOALBUMINA

3.3. CROMATOGRAFIA

Se designa con el nombre de cromatografia a un grupo de métodos de separacién
de mezclas complejas aplicable también a la determinacién de las cantidades de
los constituyentes de éstas. Etimologicamente la palabra “Cromatografia” significa
“escritura en color’ y fue adoptada por Mikhail Tswett, botanico ruso que desarrollo
la cromatografia en el afio 1905, consiguiendo la separacion de las materias
colorantes de las hojas verdes: las dos clorofilas (verdes), el caroteno (rojo) y la
xantofila (amarilla) (Walleng et al., 2001).

Esta técnica de separacidon de sustancias se basa en las diferentes velocidades
con que se mueve cada una de ella a través de un medio poroso, arrastradas por

un disolvente en movimiento. (Walleng et al., 2001).

Los componentes esenciales de un sistema cromatografico son los siguientes: una
fase fija o estacionaria, constituida generalmente por un sélido granular finamente
dividido; una fase movil, que puede ser un gas o un liquido y los sustratos o

solutos, dos 0 mas sustancias que hay que separar. (Walton & Reyes, 2005).

Las aplicaciones de la Cromatografia han aumentado en forma explosiva en los
altimos cincuenta afios debido no solo al perfeccionamiento de nuevos y diversos
tipos de técnicas cromatograficas, sino también a las necesidades crecientes de
los cientificos de mejores métodos para la caracterizacion de mezclas complejas.
(Skoog; Jaimes; Crouch, 2010)
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3.3.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION O HIGH
PERFOMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Es un método fisico de separacion basado en la distribucion de los componentes
de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o estacionaria y otra movil, es
una de las técnicas mas utilizadas actualmente debido a su sensibilidad, su facil
adaptaciéon a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para
automatizarla, su capacidad para separar especies no Vvolatiles o termolabiles,
pero sobre todo, su amplia aplicabilidad a sustancias que son importantes en la
industria, muchos campos de la ciencia y para la sociedad en general. Esta
técnica es utilizada para la identificacion, cuantificacion y aislamiento de los

componentes de una mezcla (Walleng et al., 2001).

En la Cromatografia Liquida la fase movil consiste en un fluido (gas, liquido, o
fluido supercritico) que arrastra a la muestra con un flujo constante de presion
proporcionado por una bomba, hasta llegar al punto donde es introducida la
muestra. Siguiendo el flujo de presion la lleva a una columna donde se encuentra
la fase estacionaria que se trata de un solido o un liquido fijado en un solido
(Walleng etal., 2001).

Los componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la fase
estacionaria y con la fase movil. De este modo, los componentes atraviesan la

fase estacionaria a distintas velocidades y se van separando.

Después de haber pasado los componentes por la fase estacionaria y haberse
separado, pasan por un detector que genera una sefal que puede depender de la

concentracién y del tipo del compuesto.
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Fig. 3 Esquema de un Cromatdgrafo de liquidos
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En la Fig. 3 se muestra un claro ejemplo del funcionamiento de un

cromatégrafo de liquidos. Fuente: Skoog et al., 2010

Clasificacion de la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

Los diferentes tipos de cromatografia liquida se pueden clasificar de diferentes
maneras, pero la forma mas habitual de clasificacion es realizada en base a la
naturaleza de Ila fase estacionaria, ya que es esta la que impone
fundamentalmente el mecanismo de separacion; de este modo se pueden

enumerar cuatro tipos de técnicas:

3.3.1.1. Cromatografia de Adsorcion (Liquido - Solido)

La fase estacionaria es una adsorbente y la separacién se basa en repetidas
etapas de adsorcidon-desorcion. Las unicas fases que se utilizan en HPLC Liquido
— sOlido son la Silice y la Alimina, siendo la primera la que se prefiere para la
mayoria, cuando no todas, las aplicaciones debido a su mayor capacidad de carga

y a su mayor diversidad de presentaciones. (Walton & Reyes, 2005).
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3.3.1.2. Cromatografia de Reparto/Adsorcion — Fase unida Quimicamente

La cromatografia de reparto ha llegado a ser el tipo de cromatografia de liquidos

mas ampliamente utilizado.

La separacién en este caso, se basa en un reparto del soluto entre la fase movil y
la fase estacionaria.

La cromatografia de reparto se puede subdividir en cromatografia liquido — liquido
y cromatografia de fase unida quimicamente. La diferencia entre estas técnicas
radica en la forma en que se retiene la fase estacionaria sobre las particulas
soporte del relleno. En liquido — liquido, la fase estacionaria liquida se retiene
sobre la superficie del soporte por adsorcion fisica. En fase unida quimicamente,
la fase estacionaria se une quimicamente a la superficie del soporte. (Walton &
Reyes, 2005).

3.3.1.3. Cromatografia de Intercambio Ionico

La cromatografia de intercambio iénico (IC) para la que a menudo se utiliza el
término abreviado Cromatografia lonica, se da cuando la fase estacionaria
presenta en su superficie grupos ionizados capaces de retener selectivamente a
iones de signo contrario que circulan en la fase movil. (Walton & Reyes, 2005).

3.3.1.4. Cromatografia de Exclusion por Tamafo

También conocida como Cromatografia de Penetrabilidad sobre Geles o de
filtracion sobre geles, es una técnica que se aplica particularmente a especies de
elevado peso molecular. La fase estacionaria en este caso, es un material poroso
de tamafio de poro controlado, que permite la entrada de ciertas moléculas de

manera selectiva, dejando fuera otras de mayor tamafio. (Walton & Reyes, 2005).

El mecanismo de retenciébn en los dos primeros casos es similar, variando

tnicamente el tipo de interacciones que se producen y cual de ellas es la
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predominante; de tal forma se realiza otra division de los dos primeros tipos de

cromatografia atendiendo a la polaridad de la fase estacionaria:

3.3.1.5. Cromatografia de Fase Normal N. P. C., Normal - Phase

Chromatography

La fase estacionaria presenta puntos activos de alta polaridad y las interacciones
que se producen con el soluto son especificas del grupo activo. La fase
estacionaria puede ser un solido adsorbente (silice o columna), o bien, un soporte
al que se unen quimicamente moléculas organicas que presentan grupos

funcionales de alta polaridad, se usa una fase maovil no polar.

Estas fases retienen compuestos polares preferentemente a compuestos no
polares. (Christian, 2009)

3.3.1.6. Cromatografia de Fase Reversa R.P.C., Reversed - Phase

Chromatography

La fase estacionaria tiene una naturaleza apolar (cadenas hidrocarbonadas,
grupos fenilo) y las interacciones que se producen son inespecificas (efecto
solvofobo) vy la fase moévil polar, por ejemplo; metanol, acetonitrilo,
tetrahidrofurano, agua o con frecuencia, una mezcla de agua con uno de los
disolventes organicos. El disolvente organico se llama modificador. ElI contenido
de agua se hace variar para ajustar la polaridad. Para los componentes acidos se
usa metanol y para los basicos acetonitrilo (Skoog; Jaimes; Crouch, 2010). La

HPLC fase Inversa, se usa para separar compuestos organicos.
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Fig. 4 Seleccién de tipos de cromatografia de liquidos.
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En la Fig. 3 se pone de manifiesto que los distintos procedimientos que utilizan la
cromatografia de liquidos tienden a ser complementarios en lo que se refiere a sus
campos de aplicacion. Por consiguiente, en lo que toca a solutos con masas
moleculares superiores a 10.000 se utiliza a menudo la cromatografia de exclusiéon
por tamafio, aunque ahora también es posible tratar estos compuestos mediante
cromatografia de fase inversa. En el caso de especies idnicas de masa molecular
mas pequefia, se suele utlizar la cromatografia de intercambio i6nico. Los
métodos de fase inversa se aplican a las especies poco polares pero no idnicas.
(Skoog; Holler; Crouch, 2010).

Segun estudios anteriores las RP — HPLC conduce a una mejor separacion de las
proteinas del suero de la leche en comparacion con la cromatografia de exclusion

por tamafio y la cromatografia de intercambio i6nico. (Giraldo etal., 2010).
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4. ANTECEDENTES

41. PROCESO PARA SEPARAR SELECTIVAMENTE LA ALFA-
LACTALBUMINA A PARTIR DE LAS PROTEINAS DE SUERO

Estudios anteriores hacen referencia a un procedimiento para la separacion de la
a-lactoaloumina a partir de las proteinas del suero, por ejemplo mediante
precipitacién por el calor, o por reaccion con polielectrolitos con el fin de formar
agregados de proteina. Otros métodos emplean otros agentes precipitantes tales
como carboximetilcelulosa, &cido poliacrilico, poli fosfatos o laurilsulfato de sodio
(Rialland &Barbier, 1988). Sin embargo, estos procesos no permiten a las diversas
proteinas separarse individualmente del suero para luego ser recuperadas, debido
a que es muy dificil eliminar el agente precipitante empleado en dichos métodos;
por lo tanto no presentan una buena solubilidad. EI método de concentracion por
evaporacion, permite obtener concentrados de proteinas de buena solubilidad
(Rialland & Barbier, 1988).

Estudios realizados por Railland & Barbier en 1988 observaron que era posible
separar selectivamente por precipitacion la alfalactoalbimina de las diversas
proteinas del suero por un tratamiento térmico de bajo costo, este tratamiento es
seguido por la recuperacion de los otras lacto-proteinas que permanecen en

solucion en el suero residual.
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5. JUSTIFICACION

El lactosuero es un subproducto que se obtiene durante la fabricacién del queso,
contiene proteinas que se emplean en la industria de alimentos por sus
propiedades nutricionales, funcionales y nutraceuticas (Swaisgood, 1982). De él
se pueden extraer diferentes proteinas hidrosolubles como son la beta
lactoglobulina y la alfa lactoalbumina; esta Ultima resulta de gran importancia en la
industria alimentaria debido a que con ella se pueden formar fibras nanotubulares
por auto-ensamble de moléculas parcialmente hidrolizadas. La hidrélisis es
necesaria para la tendencia de la alfa lactoalbumina al auto-ensamble (Graveland
et al., 2004).

Los nanotubos fabricados de la proteina lactica son formados por auto-ensamble
de la hidrolisis parcial de moléculas. La capacidad de la alfa lactoalbumina, de
formar nanotubos por auto-ensamble se podria ofrecer a la industria alimentaria
como una novedad y un ingrediente importante para la gelificacion y el
encapsulado. Esta proteina es utlizada actualmente como un ingrediente en
preparados para lactantes; los principales productores de alfa lactoalbumina,
afirman que es la Unica proteina con capacidad de formar nanotubos la cual se
puede utilizar como ingrediente para una gama mas amplia de aplicaciones
(Graveland etal., 2004).

La funcionalidad de un nanotubo es la de servir como vehiculo para encapsular
moléculas como vitaminas 0 enzimas para su proteccion, los nanotubos; ademas,
pueden ser usados para incrementar la viscosidad de los alimentos y para

gelificacion (Graveland et al., 2005).

La realizacion de este proyecto permitird la posibilidad de extraer la alfa
lactoalbumina presente en el lactosuero, por el método de evaporacioén, evaluando
el rendimiento de dicha proteina, coadyuvando la aplicacién de ésta a la formacién

de fibras nanotubulares (Graveland et al., 2005).
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6. OBJETIVOS
6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el rendimiento obtenido al extraer la alfa lactoalbumina presente en el
lactosuero por evaporacion.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la concentracion de la alfa lactoalblumina presente en el
lactosuero.

e Extraer la alfa-lactoalbimina presente en el lactosuero por el método de
evaporacion.

e Determinar las condiciones ideales de concentracion y temperatura para la
extraccion de la alfa lactoalbumina por evaporacion.

e Verificar la pureza de la alfa lactoalbumina extraida del lactosuero.

e Evaluar la calidad y rendimiento de la alfa lactoalbumina obtenida al evaporar
el lactosuero por el método de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)
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7. METODOLOGIA

7.1. TIPO DE ESTUDIO

El presente proyecto de investigacion es de tipo experimental, en el cual se
tendran en cuenta las diferentes concentraciones del lactosuero para determinar la
temperatura y el tiempo ideal a la cual se debe someter la materia prima, y extraer
la alfa lacto albumina de una manera facil y efectiva obteniendo asi un mayor

rendimiento.

Es exploratorio ya que se analizara en el tiempo, la temperatura a la cual se
somete el lactosuero para obtener mayor cantidad de dicha proteina, sin que se
vean afectadas sus propiedades, y de esta manera poder aplicarlo a la
nanotecnologia, obteniendo asi resultados positivos, teniendo un control regular,
medible y que se pueda percibir de manera precisa; contando con valores que nos

permitan dar soporte a la investigacion.

7.1.1. ALCANCE

El presente proyecto es de alcance exploratorio, ya que las distintas variables

seran medidas y observadas en el tiempo.

7.1.2. CORTE

De corte lineal ya que se medira el grado de ganancia o pérdida de las distintas

variables.

7.1.3. LOCALIZACION DEL PROYECTO

El estudio serd realizado en las plantas piloto de la facultad de Ingenieria ubicadas
en la Universidad de Cartagena sede Piedra de Bolivar y Laboratorios de La

Universidad de Coérdoba.
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7.2. VARIABLES DEL PROCESO

7.2.1. VARIABLE DEPENDIENTE: Concentracién de la alfa lactoalbumina y

evaluacion del rendimiento de dicha proteina.

7.2.2. VARIABLE INDEPENDIENTE: el proceso de evaporacion del lactosuero

como método de extraccion y sus variables (tiempo y temperatura).

7.3. PLANDE TRABAJO
El plan de trabajo de este proyecto se consta de 5 etapas.

7.3.1. Etapa 1: Recoleccion del lactosuero, evaluacion fisicoquimica del mismo.

7.3.2. Etapa 2: Concentracion del lactosuero a un contenido de materia seca del
10 al 40 % en peso (4 muestras diferentes mas la inicial).

7.3.3. Etapa 3: Se lleva a cabo el tratamiento térmico para cada tipo de muestra a
diferentes temperaturas.

7.3.4. Etapa 4: Recuperacion de la proteina por el método de precipitado.

7.3.5. Etapa 5: Evaluacion del rendimiento de la alfa lactoalbumina obtenida de
los diferentes tipos de muestra por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC).

7.4. OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA

La materia prima necesaria para la elaboracién de la investigacién sera
proporcionada por una empresa productora de productos lacteos, Suero dulce

lactico fresco derivado de la produccion de queso costefio.

7.5. MATERIALES
e Pipeta

e Bureta
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e Erlenmeyer

e Capsula de Niquel

7.5.1. EQUIPOS
e Potenciémetro
e Bafo de maria
e Estufa
e Evaporador
e Cromatografo
7.5.2. REACTIVOS
e Fenolftaleina
e NAOH
e Acetato de Nitrilo
e NaCL Grado Analitico
e Estandar albdamina (patrén)
7.6. PRUEBAS

7.6.1. Analisis y calidad del lactosuero

El analisis de los alimentos es la disciplina que se ocupa del desarrollo, uso y
estudio de los procedimientos analiticos para evaluar las caracteristicas de los
alimentos y de sus componentes. Esta informacion es critica para el entendimiento
de los factores que determinan las propiedades de los alimentos, asi como la
habilidad para producir alimentos que sean consistentemente seguros, nutritivos y

deseables para el consumidor.

En la tabla 3 se muestra las diferentes pruebas que seran realizadas para

determinar la calidad del lactosuero.
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7.6.2. Analisis fisicoquimico del Lactosuero

Tabla 3 Analisis fisicoquimico

PRUEBA EQUIPOS Y| DESCRIPCION MARCO LEGAL
REACTIVOS
Determinacién de pH | Potenciémetro | Se realizara la | NTC 399
(marca Hanna, | medicion del pH
modelo HI | usando un
9126) potenciometro
previamente
calibrado que se
basa en la medicion
electroliica de la
actividad de los
iones hidrogenos
presentes en una
muestra.
Prueba de acidez Solucién de | La acidez se | NTC 4978 de
fenolftaleina determinara a través | 2001
0.5% de valoracion acido
Solucion de | base por
NaOH 0.1N neutralizacion,
Pipeta aforada | utilizando una
Bureta de 10| solucién de hidroxido
mi de sodio 0.1N,
Erlenmeyer expresando los
resultados en acido
lactico.
Determinacién de | Pipeta Los sélidos totales | NTC 4979 de
solidos totales Capsula de | serdn determinados | 2001
niquel de 5 cm | por medio de
de diametro desecacion en estufa
Gasa de aire forzada a 100

Bafio de maria
Estufa
Desecador

°C

La Tabla 3 muestra el estudio fisicoquimico aplicado para la caracterizacion

del lactosuero.

Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013

Yennifer Arroyoy YajairaJiménez
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7.7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

771 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INICIAL DEL
LACTOSUERO

Se tomara una cantidad conocida de muestra la cual se pesara previamente antes
de evaporar sobre una estufa hasta que seque completamente, luego, dicha

muestra se llevara al desecadory se tomara el peso de la muestra final.
Los resultados seran expresados en % Peso / Volumen
% sélidos totales = (b + a)/ P x 100

7.72. EXTRACCION POR EVAPORACION DEL LACTOSUERO Y
DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES IDEALES.

La alfalactoalbumina se obtendrd por medio de un tratamiento térmico del
lactosuero concentrado previamente, a un contenido de materia seca del 20 al
40% en peso (20, 30 y 40%, de 500 ml cada una.); acidificacion: pH entre 3 a 3,5.
(Rialland & Barbier, 1988). El tratamiento térmico se lleva a cabo a una
temperatura no superior a 76°C con una duracion de 15 segundos a 1 hora,
(temperatura: 50, 60 y 70 °C para cada tipo de muestra concentrada), para
precipitar la alfalactoalbumina de forma selectiva. Este tratamiento térmico es
seguido por la recuperacion de la misma en forma de un precipitado, terminando

las otras proteinas en forma residual. (Rialland & Barbier, 1988)
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7.7.3. VERIFICACION DE LA PUREZA Y EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE
LA ALFA LACTO ALBUMINA

7.7.3.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION EN FASE
REVERSA ORP -HPLC

Preparacion de la Fase Movil A: Se prepard una solucion de Cloruro de Sodio

0,15M, pesando 8.775 gr de Cloruro de Sodio y se completd hasta 1L
Preparacion de la Fase Movil B: Consistio en Acetato de Nitrilo.
La corrida de la muestra se realizd segun la tabla 4

Tabla 4. Parametros para la elucion de las proteinas del suero por la RP —
HPLC, la columna CLC ODS-C18.

Tiempo (Min) A(%) B(%)
0-3 64 36
3-27 52 48
27-30 100 0

A: 0.15M NaCl, pH: 25

B: Acetonitrilo 100%

Tiempo de corrida total: 30 min/muestra

Preparacion de Estandar: Se pesé 100 miligramos de alfa lactoalbimina en un
balén aforado de 10 ml y se completé volumen con fase movil. De esta Ultima se
prepararon soluciones seriadas de 1000, 2000, 5000 y 10.000 mg/lt para realizar

la curva de calibracion.
Condiciones Cromatograficas:
Columna: C18, 5 Micrémetro de diametro de 150 por 4,6

Fase Movil A: Nacl 0.15M
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Fase Movil B: Acetonitrilo

Detector: 280 Nanometro

Volumen de Inyeccion: 20 Micro litros
7.8. DISENO EXPERIMENTAL

Fig. 5 Modelo proceso Evaluacion de rendimiento de la Alfa

Lactoalbumina extraida del Lactosuero dulce evaporado

l TEMP l CONCENTRACION CONCENTRACION

o-LA
LACTOSUERO ! PROCESO —

MED. ERROR
AMBIENTE HUMANO

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

La prueba ANOVA es una prueba paramétrica; y como tal, requiere una serie de
supuestos para poder ser aplicada correctamente; sirve, no solo para estudiar las
dispersiones o varianzas de los grupos, sino para estudiar sus medias y la

posibilidad de crear subconjuntos con medias iguales.

Para la elaboracion del disefio experimental del proyecto titulado “Evaluacion de
rendimiento de Alfa Lactoalbumina extraida del lactosuero dulce evaporado” se
cuenta con una hipétesis nula y una hipétesis alternativa denominadas Hp y Hi,

respectivamente.

Ho: H1=H2= M3= H4= Hs= He= H7= Hg= Mg
Hi: lu# P27 P3# Ma# Us# Pe# W77 Ms? Mo donde p hace referencia a la concentracion

de alfa lactoalbUmina

40
Yennifer Arroyoy YajairaJiménez



La Hipdtesis Nula 6 Ho dice que cualquier modificacion que se lleve a cabo en las
variables controlables van a dar como resultado un mismo valor y la Hipotesis
Alternativa 6 H; afirma que tanto la concentracion como la temperatura inicial
aplicadas durante el proceso van a afectar directamente a mi concentracién de

alfa lactoalbumina final.

TEMPERATURA 1 2 3
50 28493,8749 27831,0462 28492,4255
60 27865,377 26926,9901 28438,6733
70 35352,5336 28265,5406 27774,8305

Tabla 5. Datos Iniciales

7.9. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS
Con el analisis de este estudio se presentan los resultados de la
investigacion en la evaluacion del rendimiento de la a- La extraida del
lactosuero evaporado, dichos resultados se obtuvieron mediante la
cromatografia liquida de alta resolucion, los resultados se plantean a partir
de 9 muestras a diferentes temperaturas y concentraciones, de esta
manera se determina la mas estable y eficiente.

7.9.1. ANALISIS FISICOQUIMICO
Muestra Inicial: pH= 6.58

Acidez= 0,09% ac. L4ctico

Solidos totales: 6 gr/L (100%)

Las muestras restantes se estandarizaron de la siguiente manera:
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Tabla 6. Estandarizacién de las muestras

MUESTRA pH %solidos totales | Temperatura

°C
1 3.31 40 70
2 3.30 40 50
3 3.31 40 60
4 3.26 30 70
5 3.31 30 50
6 3.30 30 60
7 3.34 20 70
8 3.28 20 50
9 3.32 20 60

En la tabla 6 se muestra las condiciones a las cuales se establecieron

las diferentes muestras para su posterior evaluacién cromatogréfica.

Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013
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7.9.2. Cromatografia Liquida de alta Resolucién

Concentracién de alfa lactoalbimina contenida en la muestra inicial
C a-La Mi: 43231,3822 mg/L
Fig. 6: Cromatograma Estandar 1

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis  documentos\JEMC\PROTEINA\24-03-
2013\PROTEINAOQO1.dat
Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis
documentos\JEMC\PROTEINA\PROTE INA.met
Acquired: 25/03/2013 14:15:32
Printed: 27/03/2013 9:12:54
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Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013
Fig.7: Cromatograma Estandar 2
Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis  documentos\JEMC\PROTEINA\24-03-
2013\PROTEINAOO2.dat
Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis
documentos\JEMC\PROTEINA\PROTE INA.met
Acquired: 25/03/2013 14:53:56
Printed: 27/03/2013 9:16:19
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Minutes

Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013
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FIG. 8: Cromatograma Estandar 3

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis  documentos\JEMC\PROTEINA\24-03-

2013\PROTEINAO03.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis

documentos\JEMC\PROTEINA\PROTEINA.met

Acquired: 25/03/2013 15:27:22

Printed: 27/03/2013 9:18:10
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Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013
FIG. 9: Cromatograma Estandar 4
Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis  documentos\JEMC\PROTEINA\24-03-
2013\PROTEINAOO4.dat
Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis
documentos\JEMC\PROTEINA\PROTE INA.met
Acquired: 25/03/2013 16:01:21
Printed: 27/03/2013 9:19:39
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Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013
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Tabla 7. Concentracion y area de estandar

CONCENTRACION (mg/L) AREA
1000 500981
2000 932727
5000 2715171
10000 5069479

En la tabla 7 se observa las concentraciones establecida por la
muestra estandar paraluego con estos resultados llevar a cabo la
grafica de la curva de calibracion y poder determinar la ecuacion
correspondiente a la concentracion de alfalactoalbamina. Fuente:

Arroyo & Jiménez, 2013

Fig. 10: Curva de Calibracién Estandar
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Se observaen la fig. 1 la curva de calibracién la cual ayuda a
determinar la ecuacién de concentracion de acuerdo al area. Fuente:

Arroyo & Jiménez, 2013

45
Yennifer Arroyoy YajairaJiménez



Debido a que el area bajo la curva observada en los cromatogramas es

directamente proporcional a la concentraciéon, se puede deducir la siguiente

ecuacion:
y _ Y—55148
513.36

Donde y = Area bajo la curva; X = concentracion de a-La

46
Yennifer Arroyoy YajairaJiménez



FIG. 11: Cromatograma Muestra InicialA

and  Settings\ELITE\Mis
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FIG. 12: Cromatograma Muestra Inicial B
Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis  documentos\JEMC\PROTEINA\24-03-
2013\PROTEO010-Rep2.dat
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Tabla 8. Resultados de muestras evaluadas por Cromatografia

CONCENTRACION MEDIA Y

MUESTRA AREA MUESTRA (mg/L) | F. DILUCION DESVIACION % ERROR
MUESTRA 17 6069701 | 118356 35506,8080 | MEDIA 35352,5 CV 0,62
MUESTRA 1B 6016908 | 117328 35198,2583 | SD 2182

MUESTRA 22 4881535 | 95208 285625307 | MEDIA 284939 cV 0,34
MUESTRA 2B 4858041 | 9475,1 284252192 | SD 97,1

MUESTRA 32 4780933 | 9324,9 27974,5587 | MEDIA 278654 CV 0,55
MUESTRA 3B 4743571 | 9252,1 27756,1952 | SD 1544

MUESTRA 42 4828386 | 94173 28251,8095 | MEDIA 282655 CV 0,07
MUESTRA 4B 4833054 | 94264 282791818 | SD 19,3

MUESTRA 52 4750603 | 92658 27797,294 MEDIA 27831,0 Y 0,17
MUESTRA 5B 4762153 | 9288,3 27864,7984 | SD 47,7

MUESTRA 62 4600063 | 8972,5 26917,4576 | MEDIA 26927,0 CV 0,05
MUESTRA 6B 4603325 | 89788 26936,5225 | SD 135

MUESTRA 72 | 4741661 | 92483 27745,0321 | MEDIA 27774,8 cV 0,15
MUESTRA 7B | 4751858 | 9268,2 27804,6289 | SD 42,1

MUESTRA 8% | 4861660 | 94821 28446,3705 | MEDIA 28492,4 cVv 0,23
MUESTRA 8B | 4877420 | 9512,8 28538,4804 | SD 65,1

MUESTRA 9% | 4861951 | 9482,7 28448,0713 | MEDIA 28438,7 cV 0,05
MUESTRA 9B | 4858735 | 9476,4 284292753 | SD 13,3

MUESTRA 10° | 7410947 | 144486 43345,7686 | MEDIA 432314 cV 0,37
MUESTRA 10B | 7371804 | 14372,3 43116,9959 | SD 161,8

En la tabla 8 se observan los resultados de la cromatografia liquida de

alta resolucion. Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013.
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Tabla 9. Media de las muestras evaluadas por Cromatografia

MUESTRA mg/L
MUESTRA 1 | 35352,5336
MUESTRA 2 | 28493,8749
MUESTRA 3 | 27865,377
MUESTRA 4 | 28265,5406
MUESTRAS | 27831,0462
MUESTRA 6 | 26926,9901
MUESTRA 7 | 27774,8305
MUESTRA 8 | 28492,4255
MUESTRA9 | 28438,6733
MUESTRA 10 | 43231,3822

En la tabla 9 podemos observar las medias de concentraciones de

cadatipo de muestra. Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013.
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Fig. 13. Media de Concentracion Vs. Muestras.

Concentracion Vs. Muestras
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En la fig. 13 podemos observar la grafica de la concentracion inicial
vs. La concentracion obtenida por muestras. Fuente: Arroyo &
Jiménez, 2013.
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Fig. 14. Media de Concentracion Vs. Muestras. Mejores resultados de

acuerdo ala temperatura de evaporacion.
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En la fig. 14 se muestra un resumen con las muestras que obtuvieron

mejores resultados de acuerdo a las condiciones a las cuales fueron

sometidas. Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013.
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FIG. 15: Cromatograma Muestra 1A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis  documentos\JEMC\PROTEINA\24-03-
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Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013.

FIG. 16: Cromatograma Muestra 1B

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis  documentos\JEMC\PROTEINA\24-03-
2013\PROTEOQ01-Rep2.dat
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Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013.
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FIG. 17: Cromatograma Muestra 2A
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Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013.

FIG. 18: Cromatograma Muestra 2B
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Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013.
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FIG. 19: Cromatograma Muestra 9A
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FIG. 20: Cromatograma Muestra 9B
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Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013.
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7.9.3. ANALISIS DE VARIANZA DE UN SOLO FACTOR

Tabla 10. Resumen ANOVA

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 &) 91711,7855 30570,59517 17248953,79
Columna 2 3 83023,5769 27674,52563 466303,3761
Columna 3 3 84705,9293 28235,30977 159753,191

En la tabla 10 se muestra el resumen del Método ANOVA para la realizacién

del disefio experimental. Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013

Tabla 11. Andlisis de Varianza

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las | Suma de | Grados Promedio de | F Probabilidad | Valor critico

variaciones cuadrados de los cuadrados para F
libertad

Entre grupos 14155255,49 2 7077627,743 1,187852919 | 0,36761185 5,14325285

Dentro de los grupos

35750020,71

6

5958336, 785

Total

49905276,2

En la tabla 11 podemos observar el Analisis de Varianza aplicado para este

estudio. Fuente: Arroyo & Jiménez, 2013

Para verificar la hipdtesis nula, es necesario calcular el Fq ¢ cual hace referencia al

punto porcentual de distribucion. Si Fo< Fapia S€ acepta la hipétesis nula.

De acuerdo al libro Disefio y Analisis de experimentos de Montgomery en el

apéndice IV se procede a buscar en la pag. 644 de acuerdo a los grados de

Yennifer Arroyoy YajairaJiménez
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libertad los cuales son 2 y 6 y se tiene que Fo= 5,14. Por lo tanto se acepta la

Hipotesis Alternativa.

Tabla 12. Supuesto de igualdad de varianza

TEMPERATURA |1 2 3

50 28493,8749 |27831,0462|28492,4255| N

60 27865,377 |26926,9901|28438,6733|9

70 35352,5336 [28265,5406|27774,8305|A
promedio 30570,59517(27674,5256|28235,3098 | 3
VARIANZA S2i |17248953,79|466303,376|159753,191

ni 3 3 3 total
(ni-1)*S2i 34497907,58|932606,752| 319506,382 | 35750020,7
log10(S2i) 7,236762759(5,66866856 | 5,20344954

log10(S2P) 6,775125047

(ni-1)*log10(S2i) | 14,47352552|11,3373371|10,4068991|36,2177617
1/(ni-1) 0,5 0,5 0,5

1/(N-a) 0,166666667

S2P 5958336,785
Q 4,432988563
C 40,05677228
chi-cuadado(0) |0,254823314
chi-

cuadado(tabla) |5,991464547

Yennifer Arroyoy YajairaJiménez
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X = 2.3026-'(1

q=(N~- a)logw

Xa

2
Sl=

(=]

2 (n,=1)log,, S;

AY -

[Z (n,~1)" =(N-ay )
X(n,—l)S"

Se acepta la Hipétesis Alternativa si, chi cuadrado(o) < chi cuadrado(tabla); por lo

tanto, se concluye que los datos cumplen con el supuesto de igualdad de varianza.

SUPUESTO DE NORMALIDAD

Tabla 13. Supuesto de Normalidad

TEMPRATURA CONCENTRACION ALA

50 28493,8749|27831,0462| 28492,4255
60 27865,377 |26926,9901|28438,6733
70 35352,5336|28265,5406|27774,8305
promedio 30570,5952|27674,5256| 28235,3098
Residuales

2076,72027 | 156,520567 |257,115733

2705,21817 |-747,535533 | 203,363533
4781,93843|591,014967 |-460,479267

Yennifer Arroyoy YajairaJiménez
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Yij- Eij-

J ordenada |j-0,5/N Zj ordenada |Zi

1 26926,9901| 0,05555556 | 1,59321882|2076,72027| 1,59321882
2 27774,8305|0,16666667 | 0,96742157|2705,21817|0,96742157
3 27831,0462|0,27777778|-0,5894558 | 747,535533-0,5894558
4 27865,377 |0,388888890,28221615{460,479267|0,28221615
5 28265,5406| 0,5 0 156,520567|0

6 28438,6733|0,61111111|0,28221615{203,363533|0,28221615
7 28492,4255|0,72222222(0,5894558 |257,115733|0,5894558
8 28493,8749|0,83333333(0,96742157(591,014967|0,96742157
9 35352,5336(0,94444444|1,59321882|4781,93843|1,59321882
Fig. 22. Curva de Normalidad
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Se acepta el supuesto de normalidad porque los datos se asemejan a un

comportamiento lineal.

Observando el valor de referencia inicial de a-La en el lactosuero dulce sin
tratamiento térmico, es claro que existe una variacion en cuanto a las
concentraciones finales de a-La de las diferentes muestras tratadas, con respecto
a la temperatura de evaporacion; de acuerdo a lo visto en los cromatogramas, se
indica que la muestra mas eficiente es la que se encuentra a una concentracion de
40% soélidos totales y una temperatura de 70°C con un pH de 3,3 ya que fue la que
mayor resultados arrojo en cuanto a concentracién de a-La por encima de la

diferentes muestras.

Tomamos 9 muestras de lactosuero a diferentes concentraciones y temperaturas
para medir el rendimiento de la a-La; para esto se determind la concentracion de
las mismas por la técnica HPLC con el fin de determinar cual de las 9 muestras
arrojo un mayor % de concentracion de la proteina; al realizar las pruebas se
dedujo que la muestra que mayor contenido de a-La contenia, fue la muestra

nimero 1, con una concentracion de 35352,5336 mg/L

El propdsito de esta investigacion fue evaluar el rendimiento de la a-La extraida
del lactosuero dulce evaporado para determinar las variables ideales en cuanto a

temperatura y concentracion de este mismo.

El lactosuero posee un contenido proteico del 0,8% en el cual el 0,12% hace
referencia especificamente a la alfalactoalbumina, lo que corresponde al 15% del

contenido total en proteina en el lactosuero.

En el desarrollo experimental de esta investigacion, se logré extraer el 12,2% de la
alfalactoalbumina presente en el lactosuero por el método de concentracion por
evaporacion; observandose un resultado favorable, debido a que se logré extraer

mas del 75% de la proteina.
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Estudios anteriores enfocados en la extraccion de la alfalactoalbumina por el
método de ultrafiltracidon; por ejemplo, realizado por los autores Konrad G. &
Kleinsmichdt T. en el afio 2008 en el articulo titulado “A new method for isolation of
native alpha lactalbumin from sweet whey’, hacen referencia a la obtencion del
15% de la alfalactoalbumina presente en el lactosuero; lo que corresponde al
100%, si lo comparamos con el % total de la proteina contenida inicialmente en el
suero dulce, mostrando una mayor eficacia comparado con el método utilizado en

la presente investigacion.

No obstante; cabe resaltar, que el método de extraccion de alfalactoalbimina por
concentracién del lactosuero dulce evaporado, es una alternativa bastante
eficiente; ya que, como se menciond anteriormente, con este método se puede
extraer mas del 75% de la proteina; ademas, es una método simple y de bajo
costo que permite separar selectivamente la alfalactoalbumina a partir de las

proteinas del suero.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la elaboracion del presente proyecto demostraron lo
establecido por Railland y Barbier (1988), ya que se encontrd6 que era posible
obtener dicha proteina si se sometia el lactosuero a un tratamiento térmico luego

de concentrar previamente la muestra a un % de solidos totales especffico.

Durante el proceso, se sometié la muestra a 3 temperaturas y concentraciones
diferentes para observar el comportamiento de la proteina, se pudo determinar
que estas dos variables controlables juegan un papel muy importante en la
realizacion de esta investigacion; obteniendo resultados ascendentes a medida
que se aumentaba la concentracion y la temperatura. Se pudo observar que la
muestra 1 cuyas condiciones eran 70°C de temperatura de concentracion y 40 %
de sdlidos totales, fue la cual mayor concentracion de alfa lactoalbumina contenia
con un valor de 35352,5336 mg/l. De acuerdo a lo analizado experimentalmente
podemos inferir que el rendimiento depende en gran medida de la temperatura a la
cual se somete el lactosuero, ya que estas variables son directamente
proporcionales. Ademas se pudo observar que la temperatura de 70 °C fue la que
tuvo un comportamiento definido puesto esta siempre iba en aumento a diferencia

de las otras dos temperaturas que no tuvieron un comportamiento lineal.
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9. RECOMENDACIONES

e Mejorar el método de concentracion de la alfalactoalbdmina.

¢ Indagar otros métodos para evaluar el rendimiento de la proteina

e Aumentar el nimero de muestras y trabajar cada concentracién con cada
temperatura por triplicado.

e Continuar con el propésito de la investigacion el cual es la aplicacion en la
nanotecnologia para la formacion de nanotubos de alfalactoalbumina.

e Profundizar la investigacion planteando nuevos y diferentes procesos para

la mejora del proyecto.
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United States Patent (g 1) Patent Number: 4,782,138

Rialland et al, 5] Date of Patent:  Nov, 1, 1988
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PROTEINS OF WHEY 115569 6/1973 Fed. Rep. of Germany .

[73] Inventors: Jean-Paul Rialland, Retiers;
Jean-Pierre Barbier, St-Erblon, both
of France

[73] Ascgnee: Laiteries E, Bridel, s.a., Retiers,
France

(1] Appl No: 876491
[22] Filed:  Jun. 17, 1986
[30]  Foreign Application Priority Data
Jun 17, 1985 [FR]  France ..o §5 09153
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OTHER PUBLICATIONS
Chem. Abstracts, 85, 76484m, Marshall et al, 1976,

Primary Examiner—Howard E. Schain
Attormey, Agent, or Firm—Mason, Fenwick & Lawrence

87 ABSTRACT

This invention relates to a process for selectively sepa-
tating the alpha-lactalbumin from the proteins of whey:
the process comprises a heat treatment of the whey
previously concentrated to a dry matter content of 10 to
40% by weight, and acidified to a pH of less than 4,
preferably from 3 to 3.5, said heat treatment being car-
ried out at a temperature not exceeding 75° C., prefera-
bly from 45° to 75" C., for a duration of 15 seconds to 1
hour so as selectively o precipitate the alpha-lactalbu.
min; this heat treatment is followed by the recovery of
the alpha-lactalbumin in the form of a precipitate and
possibly of the other lacto-proteins remaining in solu-
tion in the residual whey. The process presents the
advantage of being simple to carry out and being of low
cost.
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[57] ABSTRACT

Whey protein fractions, especially alpha-lactalbumin and
beta-lactoglobulin, are produced by a process which com-
prises the steps oft (a) treating the whey to achieve a -
reduction in the specific gravity and ionic strength of the
whey to levels which should not be less than 25% of their
original values; (b} adjusting the pH of the whey 10 a value
in the range 3.80 to 5.50 by the addition of acid; the above
steps being carried out in any order; (c) heating the pH-
adjusted whey to a temperature in the range 55°-70° C.,, and
maintaining the whey at that temperature for a period greater
than 30 seconds and sufficient to permit aggregation of a
portion of the protein content of the whey; (d) cooling the
whey 1o a temperature less than 55° C., and maintaining the
whey at that temperature for a period of time sufficient to
permit flocculation of the aggregated protein; (e) separating
the aggregated protein containing alpha-lactalbumin from
the mother liguor; and (f) optionally, recovering beta-lacto-
globulin andfor other soluble proteins from the mother
liquor, -

35 Claims, 1 Drawing Sheet



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA

DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

z

ol 5| | 6T ol 5] Wi i g gL' ikl a0l (] Iz T ITT fiar Mt 1t FEE @
T4l | g1 EF1 byl 4| 1%1 L L1 %0 la'l a1 ot BT LI fT b1 L LR [ L1
6EN i gl [Ty fiE'l wi'] eI ELD gl i Bi'l WFI {14 (A 4 LET 5% BT LMY e (1]
1571 w5l Ul 5l Kl LT 1 %0 T BOT 7T Liird [5x4 [ %4 SFE 19T T (Y& Y o
W 1 L Bl ¥l L el T ST alr {Fapd g EET wi 'l 4T e 5 Lrr L
'] [T il 181 | (]| 'l 114 114 HiT e | SET i T LT 6T EE'E L1h &L
b 't [y 0 iy 161 'l (51 uT BT i BT Gel s &l 1Li ST Wi i H
FLy Lin &L 'l Wl el Iy T 0T | i ~ard e ikt [ IST ELT wT ST Iy i
| Al | L L1 [ o'l 'l 10T [ e T i o BE'T Lr'E i©T BT BT Lty ¥ o
i Lil fe 41 LB &l 96l H¥E HFE wnE ¥ BT i {1 ¥ NI W BT BEE Ly LY
ELT il FEl (2.9 Pl 461 e ITE g =T | ¥ #il il I3t o i i Wi Iy FL W
sl W1 W1 161 w1 T ST €T BT T T T WD T WD Wl WE 0 WP W m.
BLT Ml bRl Pl il 114 e &[T s [/ Wi i Wi I3y W pt: A S'E e e i m
181 1 el L1 10T T (] s k1 LT it W T T LT T i Ure LFE 'y kg
w1 (] = 6T T 8T Tt [y rays FET ST R I5T L LT [iys Il e 1 ] u £
/1 61 a1 T g e At LT 15 BT we BT A [ FLE T e 13" fHw &L g
el I6'1 wt wWT M L1k L1k i W I¥L W 15T BT e g il SIE S5°E ¥ ¥l m.
a5l Iz 1 01T [ BT T it T [ VT Py LKA W't 1w Q8T e B SFF Ll m
{14 L e 51T BT WL RCE SET i [ T 65T W LT T 33 FE W WFF LTI
LKFE e LI L5 LT [T EET ar T BT Ly T L ILT [ T Wi &K Wi HF §l ..m
iz iz fratd frard LE'T LET BEL ST E5T 1.1y T [l LT ST T e L E v o=
ITE T (54 T FEE fa ¥4 o'l EET [ iy Iz LT i%T WET FTE HI'E (13 (L3¢ LeF 4]
[V T Wl iF FL Eord T i g LT 8T BT (174 LA e SR oE'E B SL'F Il
i, s T 2 T figd Wt 3 i LT 9T 06T 85T 131 B0 i WE 65 E L ik [l
I BT Wl L [T T [T T 1 .74 e Lt ¥l i LE'E BE e v ' i}
LT LT 1o 5 54 Wt 'L T [[F3% LIFE (T Bl'E (T4 BT E LEE 8FE E¥E eE o s &
ST Wi [ig ML RIE iHE ER oy T 0L GE'E L 05 BE'E e L L¥E 'p ws £
(¥4 ITE [ M REE I¥E f [[5Y iy FE g [TA S BT LRE IFE r 113 Fl'F &5 5 L
g HE (TR Wy 18 FE Ty L oy e ol'E TR Al BT L iE LI ] Fl's L1 9
q9Er wr (4 W (119 (194 wr wr Br (N ] ' Er amy 4.0 1 al's I¥§ Bl 199 %
E Wy 'y I [T LWy LIRS Ay 6% B 9 #Hi'g Bl ] L3 nk'd L e (194 b
1% ] (1Y) LEH i ] Y yE L% FLE [N (L) R R R [y (AR Bl ® k31 (AR 3
[ g Bhl Ll 'Rl el Sthl Ebdl I#al [ el iyl 6l 6l g6l S8l el mel 15781 L
E'FET LNSE b e V5T L 0EFL BErE LEFE LT TPl EWET 96T ) v LT T LELE 13- Fim
L il ] [ i bE o 5l T ] & i L % 5 p £ L I //...
{'4) spRzang [af peidagqy Sf sepRIE) :
Tat Ty o

(om0 o EOIINGIIEIp B] uﬂ_ wu_.mq.nﬂq..._ugu soaung Al

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
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APLICACIONES ACTUALES Y PROYECTADAS DE LA NANOTECNOLOGIA PARA
EL SECTOR ALIMENTARIO

Las aplicaciones actuales y a corto plazo, previstas en el area de la nanotecnologia en
el sector alimentario, son los ingredientes a nano escala o nano encapsulado, aditivos
para la alimentacibn y bebidas saludables. (Castillo & Watkins, 2010) La
nanotecnologia tiene impacto potencial en muchos aspectos del sistema alimentario y
agricola; como es la seguridad alimentaria, las nuevas herramientas de biologica
molecular y celular, nuevos materiales para la deteccion de patégenos y la proteccién
del medioambiente son ejemplos de los importantes vinculos de la nanotecnologia y la

ingenieria de alimentos. (Blundell & Hurlby 1987; Aguilera 2005).

Por esto la importancia en la nanotecnologia de ciertas proteinas globulares de la leche
(como la a-lacto albumina hidrolizada) ya que esta se puede hacer libre para ensamblar
nanotubos de estructura similar en las condiciones ambientales adecuadas. (Graveland
&Kruif,2010).La mayoria de las investigaciones de la nanotecnologia se centran en el
desarrollo de aplicaciones en las ciencias biolégicas y en ingenieria de alimentos siendo
cuatro areas principales en la produccion de alimentos las que se benefician de la
nanotecnologia: el desarrollo de nuevos materiales funcionales, el procesamiento en
micro y nano escala, el desarrollo de nuevos productos y el disefio de métodos para la
seguridad alimentaria y la bioseguridad (Blundell & Thurlby, 1987; Aguilera 2005).
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Concentraciéon de lactosuero.
Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013

Muestra Inicial sin ningun tratamiento.
Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013
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Materiales y Equipos Utilizados.
Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013

‘ Concentraciéon de las muestras.
Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013
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Acidificacién de las Muestras.
Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013

Acido LActico.
Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013
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Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon HPLC
Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013
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MUESTRA INICIAL A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\\EMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTE010-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met

Acquired: 26/03/2013 12:53:52

Printed: 27/03/2013 9:43:00
150 7 Qention Time i150
1ooé ;100
0| 5 S 3 2 50

] S N ) NG :
0 - | } o
o:o‘ o5 10 15 20 25 30 35 40 45 ‘5,70
Minutes

DAD-CH2 280

nm Results

Retention Time  Area Area % Height Height %

1,380 7410947 83,63 690132 90,54

1,913 612657 6,91 37815 4,96

2,240 608368 6,86 26861 3,52

3,160 184597 2,08 5799 0,76

4,340 45373 0,51 1600 0,21

Totals

8861942 100,00 762207 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.
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MUESTRA INICIAL B

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\\EMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTE010-Rep2.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met

Acquired: 26/03/2013 13:00:16

Printed: 27/03/2013 9:43:51
150 7 Qention Time i150
100% ;100
2 : .
33 3 ik ® ¢ :
0t = | | o
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 ‘5,70

Minutes

DAD-CH2 280

nm Results

Retention Time  Area Area % Height Height %

0,180 107 0,00 30 0,00

0,273 35 0,00 17 0,00

1,380 7371804 83,46 686018 90,41

1,967 623523 7,06 37663 4,96

2,240 600206 6,80 27299 3,60

3,167 191921 2,17 6034 0,80

4,360 45263 0,51 1693 0,22

Totals

8832859 100,00 758754 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.
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MUESTRA 1A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO01-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 10:58:51
Printed: 27/03/2013 9:25:01
1501 Retention Time [0
100 L 100
50 - - Q- -~ e L 50
8 5 o S @ g 3 g ’
o o [e9] ™ < <
0 A F | | — 0
0,0‘ B ‘0,‘5‘ B ‘l,‘O‘ B ‘1,‘5‘ B ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ B ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes

DAD-CH2 280

nm Results

Retention Time  Area Area % Height Height %

0,607 61 0,00 19 0,00

0,973 5048 0,07 654 0,10

1,380 6069701 84,16 614351 90,34

2,000 559490 7,76 34632 5,09

2,327 418310 5,80 23166 3,41

3,267 118309 1,64 5027 0,74

4,113 11524 0,16 799 0,12

4,413 29445 0,41 1398 0,21

Totals

7211888 100,00 680046 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 1B

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEOO01-Rep2.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 11:05:14
Printed: 27/03/2013 9:26:09
1504 150
1 Retention Time |
100 L 100
50 - § N < 5 50
5 ° g 2 S S 9 ;
o 0 ™ < <
0 —F | | — 0
0,0‘ o ‘0,‘5‘ o ‘l,‘O‘ o ‘115‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ o ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ o ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ o ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,973 5205 0,07 681 0,10
1,380 6016908 84,08 610528 90,19
1,993 557696 7,79 35323 5,22
2,327 416709 5,82 23142 3,42
3,267 118216 1,65 5039 0,74
4,127 11638 0,16 781 0,12
4,420 29811 0,42 1412 0,21
Totals
7156183 100,00 676906 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 2A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO002-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 11:11:39
Printed: 27/03/2013 9:27:03
| Retention Time b
100 100
50 — ~ . ;50
(I O S 508 g g
1 o o 0 ™ <
%7 —F | | | 0
0,0‘ B ‘0,‘5‘ B ‘1,‘0‘ B ‘135‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ B ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,707 119 0,00 20 0,00
0,993 2496 0,04 364 0,07
1,380 4881535 83,56 502573 90,41
1,987 463601 7,94 28517 5,13
2,327 356441 6,10 19035 3,42
3,267 101766 1,74 4087 0,74
4,413 36081 0,62 1260 0,23
Totals
5842039 100,00 555856 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 2B

Data File:

2013\PROTEO02-Rep2.dat
Method: C\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROTEINA.met

Acquired:

26/03/2013 11:18:07

Printed: 27/03/2013 9:28:00

C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-

100 4

50

Retention Time

100

50

| g . 5 8 & g 3
1 o o] 3¢] < <
°] —F | | —
0,0‘ B ‘0,‘5‘ ‘ ‘l,‘O‘ B ‘135‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B 3‘5 ‘4,‘0‘ ‘ ‘4,‘5 ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,993 2948 0,05 380 0,07
1,387 4858041 83,07 495296 90,16
1,987 478177 8,18 28580 5,20
2,327 373907 6,39 19161 3,49
3,267 98435 1,68 4097 0,75
4,100 9609 0,16 641 0,12
4,413 26786 0,46 1224 0,22
Totals
5847903 100,00 549379 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 3A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO003-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 11:24:35
Printed: 27/03/2013 9:29:20
| gtention Time il I
100 | | 100
50 | ‘J‘ 5 50
: ] | — :
0,0‘ o ‘0,‘5‘ o ‘l,‘O‘ o ‘135‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ o ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ o ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ o ‘5,0
Minutes

DAD-CH2 280

nm Results

Retention Time  Area Area % Height Height %

0,987 3497 0,06 467 0,09

1,380 4780933 82,27 480031 89,92

1,980 493040 8,48 28535 5,35

2,320 382609 6,58 18818 3,53

3,267 115642 1,99 4099 0,77

4,067 9950 0,17 720 0,13

4,393 25612 0,44 1167 0,22

Totals

5811283 100,00 533837 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 3B

Data File:

C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-

2013\PROTEO003-Rep2.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 11:30:56
Printed: 27/03/2013 9:30:37
100 4 Retention Time | 100
50; ° ;50
| SEE& 58 g g ¢ :
i o o o @0 ™ < < |
o - F | | — -
o,o‘ 0‘5 ‘ 1,‘0‘ B 1‘5 2‘0 B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B 3‘5 ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,627 111 0,00 21 0,00
0,787 64 0,00 14 0,00
0,987 3177 0,05 425 0,08
1,380 4743571 81,99 471649 89,85
1,980 492753 8,52 28185 5,37
2,320 394795 6,82 18804 3,58
3,260 118697 2,05 4104 0,78
4,080 7825 0,14 628 0,12
4,413 24895 0,43 1089 0,21
Totals
5785888 100,00 524919 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 4A

Data File:

C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-

2013\PROTEO04-Repl.dat

100

50

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 11:37:21
Printed: 27/03/2013 9:31:35
100 A Retention Time
50 — o
| B8 8 58 g S 8
i oo o @0 ™ < <
07 L i | —
0,0‘ ‘0,‘5‘ B ‘l,‘O‘ B ‘135‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ 3‘0‘ B 3‘5 ‘4,‘0‘ ‘ ‘4,‘5 ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,567 110 0,00 27 0,01
0,660 44 0,00 19 0,00
0,987 4040 0,07 516 0,10
1,380 4828386 82,02 479192 89,81
1,980 504305 8,57 28364 5,32
2,320 402574 6,84 19340 3,62
3,260 109929 1,87 4287 0,80
4,100 10781 0,18 674 0,13
4,427 26681 0,45 1152 0,22
Totals
5886850 100,00 533571 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 4B

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-

2013\PROTEQ004-Rep2.dat

Method: C\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROTEINA.met
Acquired: 26/03/2013 11:43:42
Printed: 27/03/2013 9:32:44

100

50

Retention Time

100

50

| g s 508 g E |8 |
| o 0 ™ < < L
°7 —F | | ] o
0,0‘ B ‘0,‘5‘ ‘ ‘l,‘O‘ ‘ 135‘ 2‘0 B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B 3‘5 ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,973 3757 0,06 493 0,09
1,380 4833054 82,13 477219 89,78
1,980 494192 8,40 28350 5,33
2,320 403741 6,86 19275 3,63
3,260 112464 1,91 4320 0,81
4,073 10814 0,18 739 0,14
4,400 26410 0,45 1163 0,22
Totals
5884432 100,00 531559 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 5A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO0O05-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 11:50:04
Printed: 27/03/2013 9:33:36

100 |  Retention Time | 100

50 | 50
o O o [¢0) ™ < <
0 ——F | | — 0
0,0‘ B ‘0,‘5‘ B ‘1,‘0‘ B ‘135‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ B ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,433 108 0,00 33 0,01
0,627 207 0,00 43 0,01
0,980 3065 0,05 425 0,08
1,380 4750603 82,37 470460 89,99
1,973 482514 8,37 27089 5,18
2,320 392656 6,81 18926 3,62
3,260 104747 1,82 4100 0,78
4,073 7906 0,14 617 0,12
4,413 25438 0,44 1096 0,21
Totals
5767244 100,00 522789 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 5B

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO05-Rep2.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROTEINA.met
Acquired: 26/03/2013 11:56:28
Printed: 27/03/2013 9:34:39

Retention Time

100 100

50 — ;50
| g . 508 g g 2 |
| o © 3] < < |
o —F | | — o
0,0‘ o ‘0,‘5‘ o ‘1,‘0‘ o ‘1,‘5‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ o ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ o ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ o ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,980 2619 0,05 385 0,07
1,387 4762153 82,41 472129 90,01
1,980 473426 8,19 27060 5,16
2,320 398401 6,89 18996 3,62
3,260 108009 1,87 4167 0,79
4,133 8670 0,15 649 0,12
4,407 25562 0,44 1144 0,22
Totals
5778840 100,00 524530 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 6A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO006-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 12:02:52

Printed: 27/03/2013 9:35:42

100  Retention Time | 100
50 i ;50
o o o [ee) ™ < <
0 e F | | — o
0,0‘ a ‘0,‘5‘ a ‘1,‘0‘ a ‘135‘ | ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ a ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ a ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ a ‘5,0
Minutes

DAD-CH2 280

nm Results

Retention Time  Area Area % Height Height %

0,480 203 0,00 36 0,01

0,647 43 0,00 13 0,00

0,980 3064 0,05 409 0,08

1,387 4600063 82,17 454728 89,88

1,980 476949 8,52 26729 5,28

2,320 382188 6,83 18399 3,64

3,267 102538 1,83 3884 0,77

4,120 8186 0,15 610 0,12

4,407 25328 0,45 1100 0,22

Totals

5598562 100,00 505908 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 6B

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO006-Rep2.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 12:09:13
Printed: 27/03/2013 9:36:33
100 ] Retention Time ;100
50 - 50
[e>) o o o [oe] ™ < <
0 R S | | — 0
0,0‘ B ‘0,‘5‘ B ‘1,‘0‘ B ‘135‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ B ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes

DAD-CH2 280

nm Results

Retention Time  Area Area % Height Height %

0,300 70 0,00 22 0,00

0,573 588 0,01 78 0,02

0,687 205 0,00 32 0,01

0,980 3245 0,06 433 0,09

1,387 4603325 82,22 453546 89,86

1,980 466922 8,34 26498 5,25

2,320 387690 6,92 18444 3,65

3,260 105039 1,88 4043 0,80

4,120 7698 0,14 594 0,12

4,427 24343 0,43 1062 0,21

Totals

5599125 100,00 504752 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 7A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\\EMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO07-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROTEINA.met
Acquired: 26/03/2013 12:15:35
Printed: 27/03/2013 9:37:23

Retention Time

100 100

50; 5 ;50
I 2 8 5 g 8 & 2 N '
1w~ o ~ — o N S <
| o o o % ™ <t <
° B R | | — 0
0,0‘ o ‘0,‘5‘ o ‘l,‘O‘ o ‘1,‘5‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ o ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ o ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ o ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,533 298 0,01 37 0,01
0,760 35 0,00 14 0,00
0,987 3088 0,05 437 0,08
1,387 4741661 81,97 470474 89,91
1,980 486684 8,41 27073 5,17
2,320 406508 7,03 19100 3,65
3,260 110873 1,92 4350 0,83
4,093 9265 0,16 675 0,13
4,427 25867 0,45 1115 0,21
Totals
5784279 100,00 523275 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 7B

Data File:

C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\\EMC\PRO TEINA\24-03-

2013\PROTEO07-Rep2.dat

100

50

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROTEINA.met
Acquired: 26/03/2013 12:21:58
Printed: 27/03/2013 9:38:05
100 ] @ention Time

50;

| g 5 4 g g 8

’ ° 8 ” NI

%] o | | ]

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,993 3413 0,06 462 0,09
1,387 4751858 82,21 470029 89,95
1,980 482080 8,34 26883 5,14
2,320 402592 6,97 19207 3,68
3,260 105572 1,83 4233 0,81
4,093 8948 0,15 623 0,12
4,427 25362 0,44 1114 0,21
Totals
5779825 100,00 522551 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 8A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\\EMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO08-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROTEINA.met
Acquired: 26/03/2013 12:28:19
Printed: 27/03/2013 9:39:02

Retention Time

100 100

50; ;50
o o @ ™ << < |
0 R | | HH o
0,0‘ o ‘0,‘5‘ o ‘l,‘O‘ o ‘1,‘5‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ o ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ ‘ ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ o ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,700 764 0,01 66 0,01
0,987 3461 0,06 442 0,08
1,380 4861660 81,75 477388 89,49
1,967 492453 8,28 27707 5,19
2,320 406803 6,84 19441 3,64
3,347 160937 2,71 6505 1,22
4,040 2806 0,05 497 0,09
4,147 2496 0,04 424 0,08
4,413 13884 0,23 813 0,15
4,947 1809 0,03 144 0,03
Totals
5947073 100,00 533427 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 8B

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO008-Rep2.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 12:34:40
Printed: 27/03/2013 9:39:54
gtention Time ‘
100 ] \“‘ ‘ ;100
50 b 50
§ % ° \ § § E %)_ 5 § I
ol 2 B e DT T R
0,0‘ B ‘0,‘5‘ B ‘l,‘O‘ B ‘135‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ B ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes

DAD-CH2 280

nm Results

Retention Time  Area Area % Height Height %

0,467 96 0,00 27 0,01

0,580 175 0,00 35 0,01

1,380 4877420 81,85 477803 89,59

1,967 490212 8,23 27943 5,24

2,313 412249 6,92 19634 3,68

3,347 159400 2,68 6476 1,21

4,053 4114 0,07 427 0,08

4,427 13058 0,22 778 0,15

4,927 2008 0,03 207 0,04

Totals

5958732 100,00 533330 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 9A

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO009-Repl.dat

Method: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROT EINA.met
Acquired: 26/03/2013 12:41:03
Printed: 27/03/2013 9:40:50
1 Retention Time [
100 4 100

50 ] o ;50
o | o o 0 ™ < <
0 . R | | — 0
0,0‘ B ‘0,‘5‘ B ‘1,‘0‘ B ‘135‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ B ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,080 169 0,00 46 0,01
0,500 528 0,01 51 0,01
0,987 6142 0,10 702 0,13
1,387 4861951 82,06 478281 89,78
1,980 500735 8,45 27977 5,25
2,320 412535 6,96 19595 3,68
3,253 110181 1,86 4384 0,82
4,100 7712 0,13 563 0,11
4,427 24625 0,42 1112 0,21
Totals
5924578 100,00 532711 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



EVALUACION DEL RENDIMIENTODE LA ALFA LACTOALBUMINA EXTRAIDA
DEL LACTOSUERO DULCE EVAPORADO

MUESTRA 9B

Data File: C:\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\lEMC\PRO TEINA\24-03-
2013\PROTEO009-Rep2.dat

Method: C\Documents and Settings\ELITE\Mis documentos\JEMC\PROTEINA\PROTEINA.met
Acquired: 26/03/2013 12:47:28
Printed: 27/03/2013 9:41:50

Retention Time

100 4 100

50 ] ;50
| o 8 a ™ ~ o [
| 8 3 8 g s 8
| o o] ™ < <
%7 \ ? \ } } } 0
0,0‘ B ‘0,‘5‘ B ‘l,‘O‘ B ‘135‘ ‘ ‘2,‘0‘ B ‘2,‘5‘ B ‘3,‘0‘ B ‘3,‘5‘ B ‘4,‘0‘ B ‘4,‘5‘ B ‘5,0
Minutes
DAD-CH2 280
nm Results
Retention Time  Area Area % Height Height %
0,980 4759 0,08 560 0,11
1,380 4858735 81,89 472961 89,63
1,980 503348 8,48 28376 5,38
2,313 423706 7,14 19810 3,75
3,253 110832 1,87 4321 0,82
4,047 7249 0,12 573 0,11
4,420 24888 0,42 1060 0,20
Totals
5933517 100,00 527661 100,00

Fuente: Arroyo y Jiménez, 2013.

YajairaJiménez—Yennifer Arroyo

mAU



