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Método espectroscépico para la determinacién de proteinas en medios
complejos

La presente invencidn se refiere a un método de determinacion cuantitativa de
una mezcla de dos proteinas en una muestra, basado en medidas
espectroscopicas de fluorescencia y absorciéon en la regién ultravioleta- visible
(UV-Vis). Este método es aplicable principalmente en el sector en el sector
alimentario y en procesos biotecnologicos donde la separacion y valorizacion de
proteinas precisa su determinacion cuantitativa.

ESTADO DE LA TECNICA

En la naturaleza existen moléculas con un alto interés comercial debido a sus
propiedades farmacéuticas y nutracéuticas como son las proteinas del suero
lacteo. Estas se encuentran siempre en medios complejos y en muchos casos
presentan caracteristicas similares, por lo que su separacion y posterior

cuantificacion resulta complicada.

Las técnicas para la cuantificacion de proteinas pueden dividirse en dos tipos:

e Técnicas para la determinacion de la concentracion total de proteinas,
tales como los métodos Kjeldahl, Sorensen-Walker, la reaccion Folin-
Ciocalteau, espectrofotometria UV-Vis, refractometria, técnicas
turbidimétricas y nefelométricas, método Bradford, Lowry o de fijacién de
colorante (BCA).

e Técnicas para la deteccion individual de proteinas: electroforesis,

cromatografia y técnicas de inmunoensayo (ELISA).

Aungue existen propuestas en la bibliografia para la determinacién de proteinas
del suero lacteo tanto de manera total como individual, hasta la fecha ninguna
de ellas permite obtener resultados fiables cuando se trata de proteinas con
contenidos en aminoacidos similares, asi como tamaiios y propiedades poco
diferenciables que implican la imposibilidad de su medida mediante la lectura

simple de los espectros de absorcién o en su aislamiento por tamaio.



10

15

20

25

30

WO 2015/128512 PCT/ES2014/000051

Los métodos para la determinaciéon de la concentracion total de proteinas se
basan en aproximaciones del contenido proteico total al de una proteina modelo,
la albumina de suero bovino (BSA), dando valores de concentracion que difieren
en muchos casos de la realidad, ya que las proteinas diferenciadas presentan
valores distintos de absorbancia para una misma concentracién, posiblemente

debido a efectos de agregacion.

Algunos métodos para la determinacion de proteinas en leche han sido descrito
en los siguientes documentos: Rukke, E. O., et al. Journal of Dairy Science 93.7
(2010): 2922-2925: Comparing calibration methods for determination of protein
in goat milk by ultraviolet spectroscopy, donde se determina la concentraciéon
proteica total basada en la cuarta derivada de los espectros de absorcion; sin
embargo, estas medidas se hacen en base a una proteina modelo, difiriendo los
valores de absorcion con respecto a las proteinas reales en algunos casos con
incertidumbres superiores al 30%. En el articulo publicado por Bogomolov A.,
and Melenteva A. Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems 126 (2013):
129-139 titulado Scaftter-based quantitative spectroscopic analysis of milk fat
and total protein in the region 400—1100 nm in the presence of fat globule size
variability, se realiza un andlisis espectroscopico cuantitativo basado en la
dispersion de grasa y proteina total en la regién de 400-1100 nm en presencia
de glébulos de grasa de tamafio variable. De igual modo aproxima el valor de
proteina total a estandares cuya concentracion puede diferir de la real y, por

tanto, de la absorbancia real.

Los métodos de determinacion de la concentracion total de proteinas (Kjeldahl
y absorcion, fundamentalmente) sélo pueden determinar aproximaciones en la
concentracion de proteinas cuando se encuentran en mezclas que toman como

referencia una proteina modelo.

Por otra parte, los métodos para la determinacién individual de proteinas son
costosos, lentos, destructivos y no aplicables a medios complejos ya que son

muy sensibles a las interferencias. Un ejemplo de estas interferencias puede ser
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la presencia de sales que forman iones simples mucho mas afines a las
columnas basadas en intercambio i6nico u otras proteinas de caracteristicas

similares que pueden tener bandas de absorcion en el mismo rango espectral.

Tal'y como se acaba de describir se puede concluir que, los métodos disponibles
para la medida de proteinas lacteas presentan grandes inconvenientes. Con
respecto a las técnicas de determinacion individual como son las de
inmunoensayo, a pesar de ser muy sensibles, tienen un elevado coste, ya que
para su medida es necesario el uso de un kit que no puede ser usado mas de
una vez. Por otro lado, los ligandos especificos tienen muchas limitaciones en
cuanto al medio en que estan presentes, siendo la presencia de tensioactivos,
asi como de otras proteinas similares una interferencia importante; por otra

parte, el color producido por la union se desvanece con el tiempo.

Las tecnicas electroforéticas, a pesar de que se ha producido una mejora de las
mismas respecto a su velocidad, automatizacion y reproducibilidad, al estar
basadas en el tamafio y movilidad electroforética de las proteinas no permiten
distinguir proteinas similares, siguen teniendo limitaciones en la sensibilidad y
reproducibilidad, especialmente debido a la interferencia de otras sustancias que

puedan estar presentes en el medio.

Las técnicas cromatograficas (cromatografia liquida) son caras debido al uso de
columnas con baja vida atil y presentan el gran inconveniente de la alta
generacion de residuos. De igual modo, el medio juega un papel importante en

estas medidas no siendo posible la medida en medios con alto contenido salino.

En el caso de los métodos de fluorescencia aplicados hasta el momento, éstos
se basaban en ligar la proteina a una sustancia fluorescente pero este proceso
es laborioso, destructivo y caro, y en general no tiene en cuenta efectos de
agregacion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
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La presente invencion resuelve los inconvenientes que presentan los métodos
de cuantificacion de proteinas disponibles hasta el momento y presenta un
método de medida de dos proteinas de caracteristicas similares en un medio
electrolitico mediante la combinacion de las medidas de los espectros de
fluorescencia fotoestimulada y de absorcién en el rango ultravioleta. Se trata de
una medida no destructiva, rapida, fiable, y en la que se reducen los costes de
operacion significativamente. Ademas, es un método en el que no se generan

residuos.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la
determinacion cuantitativa de una mezcla de dos proteinas en una muestra

biolégica aislada que comprende:

i. Realizar la calibracion de la intensidad y posicion de las bandas de
fluorescencia y absorcion ultravioleta con muestras patrones de
concentracion de cada una de las proteinas a determinar y de sus
muestras en medio electrolitico y con el pH fijado entre 3-9 mediante

el empleo de cubetas de cuarzo;

i. Medir el espectro de excitacion de fluorescencia en la longitud
maxima de emision de la proteina para obtener curvas de intensidad

en fluorescencia vs. longitud de onda;

iii. Determinar la posicion del centro de la banda de fluorescencia vs. al
namero de onda para las proteinas individuales y sus mezclas y
realizar el calibrado de la posiciéon en funcidn del porcentaje de una

de ellas;

iv.  Medir el espectro de absorcién en el rango azul-ultravioleta de las
proteinas individuales y sus mezclas para obtener los espectros de

absorcion en ultravioleta vs. al nimero de onda;
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Determinar la concentracion de las proteinas en la muestra mediante
el ajuste del perfil a la contribucién de gaussianas libres y fijas que
describan los perfiles de absorcion ultravioleta-visible, coincidiendo
en posicion y anchura una de las gaussianas fijas para ambas
proteinas. El nimero de gaussianas necesarias para cada proteina
se determinard en el proceso de ajuste de los espectros

permaneciendo el nUmero constante a lo largo de las mediciones;

Determinar las curvas de intensidad de absorcion dada por la altura
de la gaussiana comun frente a la concentracion en funcion del
porcentaje de proteina y realizar una curva de calibrado pendiente de

la recta frente al porcentaje de proteina;

Medir los espectros de excitacién y absorciéon ultravioleta de la

muestra problema;

Determinar la posicion de la banda de excitacion y con la recta de

calibracién el porcentaje de una de las proteinas;

Determinar la altura de la gaussiana comin en los ajustes de la curva
de absorcion ultravioleta y con el valor de la pendiente de la curva de

calibracion determinar la concentracion total.

Una vez obtenidos estos datos se procede al calculo de la concentracion de la

muestra teniendo en cuenta que sera proporcional a la altura de la gaussiana

comun.

En el caso de que el método no se cumpla, diluir la mezcla dado que puede estar

superando el rango de concentracion maxima (1mg/mL).

En primer lugar, se realiza el calibrado tanto de la intensidad de la fluorescencia

como de la absorcion ultravioleta de muestras patrones de concentracion de la

proteina individual conocida y de mezclas de composicion y concentracion
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fijladas. Se ajusta el pH a un valor fijo entre 3 y 9 (v. Ejemplo) para evitar
variaciones en los espectros de la muestra mediante la adicion de acido o base

como por ejemplo NaOH o HCI.

Para la realizacion del calibrado es necesario medir los patrones tanto de la
intensidad de fluorescencia como de la absorcion ultravioleta-visible.
Primeramente, se mide la absorcion obteniéndose los espectros de absorcién
vs. al nimero de onda. Posteriormente, se determina el maximo de emisién de
la proteina. Por Gltimo, se mide el espectro de excitacion de la fluorescencia en
la longitud del maximo de emision de las proteinas y se obtienen las curvas de

intensidad de la fluorescencia vs. al nimero de onda.

Del espectro de fluorescencia se obtiene el calibrado de la posicion de la banda
de excitacion de la fluorescencia vs. al nimero de onda frente al porcentaje en
peso de una de las proteinas de la mezcla binaria. Con este calibrado se puede

determinar la proporcién de cada proteina en la muestra.

De la medida de absorcion se puede determinar la concentracion total de
proteinas en la muestra. Para ello es necesario representar la curva de
absorbancia vs. al nimero de onda y ajustar el perfil a la contribucion de
gaussianas libres y fijas que describan el perfil del espectro, coincidiendo en
posiciéon y ancho una de las gaussianas fijas para ambas proteinas. En la
presente invencion se entiende como “gaussianas libres” aquellas curvas a las
que no se les ha fijado ni la posicion, ni la anchura ni la altura. En la presente
invencion se entiende como “gaussianas fijas” aquellas curvas a las que se les
ha restringido tanto su posicién como anchura, dejando solo libre el valor de la
altura, que es proporcional a la intensidad de luz absorbida y, por lo tanto, a la

concentracion.

Para el calibrado de la concentracion total se toma como referencia la altura de
la gaussiana comun (intensidad) para las distintas concentraciones totales tanto
de proteina individual como de mezclas de porcentaje conocido. Con los ajustes

de estas rectas se obtiene la pendiente de las curvas y este valor es proporcional
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al porcentaje de cada proteina, se realiza por tanto una curva patrén de
pendiente de absorcidn ultravioleta frente al porcentaje de concentraciéon de una

de las proteinas.

Dado que a partir del calibrado en fluorescencia se conoce el porcentaje de cada
proteina, se calcula la pendiente de la curva de absorcién que se debe tener en
cuenta y con este valor se calcula la concentracidn total mediante la siguiente

ecuacion;

concentracion total = altura de la gaussiana comun / pendiente correspondiente

al % de proteina de la muestra

Normalmente, en los calibrados realizados en el método de la invencién se
obtienen regresiones superiores a 0,98 y las incertidumbres o errores

estadisticos son inferiores al 14%, siendo los promedios menores al 5%.

En el caso de que el método no funcionara, proceder a la dilucién de la muestra
en el mismo medio electrolitico o en KCI si este no es conocido. Se puede haber
rebasado el limite de concentracion para el que el método es adecuado
(1Tmg/mL)

El método de la invencién es aplicable para determinar cualquier tipo de
proteinas con caracteristicas similares, aunque es especialmente adecuado
para determinar la concentracion de proteinas lacteas tales como la lactoferrina,

albumina de suero bovino, lactoalbimina, lactoglobulina, etc.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripciéon y en
parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos se proporcionan a
modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente

invencion.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra la curva intensidad de fluorescencia frente al numero de onda
(espectro de emision o fluorescencia) y la determinacién de su posicién o centro.

Se ha empleado una cubeta de cuarzo de 1 cm.

Figura 2. Muestra el ajuste del espectro de absorcion ultravioleta (absorbancia
o similar frente al nUmero de onda) mediante 3 gaussianas libres y 4 fijas

conocidas del calibrado. Se ha empleado una cubeta de cuarzo de 1 cm.

Figura 3. Muestra la curva de calibrado de la posicion de la banda de

fluorescencia frente al porcentaje de proteina BSA.

Figura 4. Rectas de calibracion altura de la gaussiana vs proteina total para los
distintos porcentajes relativos de proteina.

Figura 5. Muestra la curva de calibrado: pendientes de la rectas de
concentracion total vs altura gaussiana (Figura 4) frente al porcentaje de

proteina BSA.

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por
los inventores, que ponen de manifiesto la efectividad del procedimiento de la

invencion.

Ejemplo 1

A continuacion se cita un ejemplo de la aplicacion del método a una medida de
una muestra de concentracién conocida de albumina de suero bobino (BSA) y

lactoferrina (LF) en un medio electrolitico.
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a)

b)

d)

f)

g)

Se realiza una dilucién para garantizar que la muestra no tenga una

concentracion total superior a 1g/L y se ajusta el pH a 3.0.

Utilizando una cubeta de cuarzo se mide el espectro de fluorescencia de
la muestra problema en funcion de la longitud de onda 280-500nm con
excitacion a 277nm y se determina la posicion de la banda de emision o
fluorescencia (Figura 1). En la presente muestra la posicién del maximo
de emision resulta ser 324,76 nm.

Se introduce la muestra en el espectrofotémetro de absorcion optica y se
obtiene el espectro de absorcion en la region azul-ultravioleta del

espectro.

Mediante un programa informético se ajusta el espectro de absorcion
como la contribucién, en este caso, de tres gaussianas de posicion,
anchura y altura variables y cuatro gaussianas de posicion y anchura
conocidas y fijas (las utilizadas para la descripcion de las proteinas

individuales en el calibrado).

Se ajustan las gaussianas (Figura 2) y se toma el valor de la altura de la

gaussiana comun a las dos proteinas. En la presente muestra 0,45.

Se introduce el valor de la posicion de la curva de fluorescencia en la
recta de calibrado “posicion frente a porcentaje de BSA” y se obtiene la
contribucion relativa de cada proteina (Figura 3). En la presente muestra
la posicion de la curva que se encuentra en 324,76 nm (0.0031 cm™)
corresponde a un porcentaje de 90,16% de BSA y 9,84% de LF.

Con este valor se escoge la pendiente adecuada de las rectas altura de
la gaussiana frente a concentracion total de proteina (Figuras 4 y 5) y se
determina la concentracidon de la muestra con la altura de la gaussiana

medida. Para la presente muestra, un 90,16% de BSA da una pendiente
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de 0,44 y con la altura de la gaussiana comin de 0,45 se obtiene la
concentracion total de la muestra 1,02 g/L.

h) Por lo tanto, se obtiene que la muestra esta formada por 0,92 g/L de BSA
y 0,10 g/L de LF.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la determinacion cuantitativa de una mezcla de dos proteinas

en una

Vi.

muestra biol6gica aislada que comprende:

realizar un calibrado de la intensidad y posiciéon de las bandas de
fluorescencia y de absorcion ultravioleta con muestras patrones de
concentracion de cada una de las proteinas a determinar y de sus
muestras en medio electrolitico a pH fijo entre 3y 9;

medir el espectro de excitacion de fluorescencia en la longitud
maxima de emision de la proteina para obtener curvas de intensidad

en fluorescencia vs. al nimero de onda;

determinar la posicion del centro de la banda de fluorescencia vs. el
nuamero de onda para las proteinas individuales y sus mezclas y
realizar en calibrado de la posicion en funcion del porcentaje de una

de ellas;

medir el espectro de absorcion en la region azul-ultravioleta de las
proteinas individuales y sus mezclas para obtener los espectros de

absorcion en ultravioleta vs. el nUmero de onda;

determinar la concentracion de las proteinas en la muestra mediante
el ajuste del perfil a la contribucion de gaussianas libres y fijas que lo
describen los perfiles de ultravioleta-visible, coincidiendo en posicion

y ancho una de las gaussianas fijas para ambas proteinas;

determinar las curvas de intensidad de absorcion dada por la altura
de la gaussiana comun frente a la concentracion en funciéon del
porcentaje de proteina y realizar una curva de calibrado pendiente de

la recta frente al porcentaje de proteina;
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vii. medir los espectros de excitacidbn y absorcién ultravioleta de la
muestra problema;

viii. determinar la posicion de la banda de excitaciéon y con la recta de
5 calibracion el porcentaje de una de las proteinas.

ix. determinar la altura de la gaussiana comun en los ajustes de la curva
de absorcion ultravioleta y con el valor de la pendiente de la curva de
calibracion determinar la concentracion total.

10
2. Método segun la reivindicacion 1, donde las proteinas a determinar son de
origen lacteo.
3. Método segun la reivindicacién 2, donde las proteinas se seleccionan de
15 entre albimina de suero, lactoferrina, albumina de suero bovino,

lactoalbimina, lactoglobulina.
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