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La separacion, identificacién y cuantificacion de las proteinas presentes en la leche y productos lacteos brinda informacién acerca de las caracteristicas fisicoquimicas,
y puede utilizarse para explicar su influencia en la actividad biolégica y sabor, asi como para evaluar la autenticidad del producto. La leche bovina contiene 3 — 3.5% de
proteinas de los cuales aproximadamente 80 % corresponde a caseinas y 20 % a proteinas del suero. Las caseinas comprenden: a5;-CN, a.,-CN, B (+y)-CN y k-CN.
Las proteinas del suero en su mayoria son B-lactoglobulina y a-lactoalbtiimina, y en menor proporcion seroalbtiimina bovina e inmunoglobulinas. Entre los métodos
disponibles para el anlisis de proteinas se destaca la electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) por ser el de mayor uso. Presenta la desventaja de ser
muy laborioso, consumir tiempo y reactivos. La tecnologia de microchips integra todos los procesos involucrados en la electroforesis en una plataforma de chip Unica y
permite el andlisis de varias muestras en pocos minutos (Anema, 2009; Nitsche, 2016; Dupont, 2018).

El objetivo de este trabajo fue el andlisis del perfil proteico de muestras de leche cruda bovina mediante electroforesis en microchips y su comparacion con SDS-PAGE.

Electroforesis en microchips
Se realizo utilizando un sistema Agilent 2100 Bioanalyzer y el kit asociado Protein 80 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). Se analizaron 22 muestras de leche

cruda bovina. Se prepar6é un mix estandar conteniendo 1 mg/mL de cada una de las siguientes proteinas: a, B y k — caseina, a — lactoalbimina, B — lactoglobulina y
lactoferrina (Sigma-Aldrich). 3 uL de muestra o mix estandar se combinaron con 83 pL de solucién de SDS 1,5 mg/mL. Se agregaron 2 uL de 2-mercaptoetanol y se

procedid segln las instrucciones del fabricante.
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Carga de muestras y
marcador de peso molecular

Armado del chip

Iméagenes tomadas de https://www.agilent.com/cs/library/slidepresentation/Public/Overview%20Agilent%20Microfluidics. pdf

SDS-PAGE

La electroforesis se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por Laemmli (1970), en condiciones desnaturalizantes, usando un gel separador al 15% de acrilamida. La
corrida se realiz6 a 200 V durante 4 horas.

Figura 1. Muestras de leche cruda analizadas con Protein 80 Kit en 2100 Bioanalyzer. A- imagenes en forma de gel B- Imagen correspondiente a las mismas corridas
en forma de electroferograma
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Figura 2. SDS-PAGE. L: marcador PM , M: mix estandar, 1 a 22: leche cruda
Tabla 1. Pesos moleculares estimados de las principales proteinas de la
3 4 S 8 7 8 9 10 oM o122 13 W5 16 7 18 19 B 222 M leche, mediante microchips y SDS-PAGE, comparados con los reportados.
. ND: no determinado. *: se corrié una sola muestra
Peso molecular Peso molecular
estimado con estimado por SDS- Peso molecular
Proteina microchips (kDa) PAGE (kDa) reportado (kDa)
a-LA 12,4£0,19 12,4+0,11 14,2
B-LG 18,4+0,18 16,9+0,20 18,4
> oaodheee e a,-CN 33,2:0,36 38,3+0,39 236
- a,-CN 37,6+0,29 40,6 0,26 5]
B-CN 23,5+0,27 30,3+0,50 24,1
k-CN 45,1+0,84 25,5+0,37 19
LF ND 94* 76-93
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La metodologia de electroforesis microfluidica en chips presentada en este
trabajo es un método alternativo a la metodologia tradicional SDS-PAGE para la

separacion simultanea de las principales proteinas de la leche. Los resultados
obtenidos son comparables a los obtenidos por SDS-PAGE, con la ventaja de
que es una técnica menos laboriosa, las corridas son mas répidas (10
muestras/30 minutos) y la cantidad de reactivos utilizada es mucho menor.
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