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Resumen

En el programa de la asignatura de Fisica y Quimica de superficies se contemplan los fendmenos electrocinéticos, donde figura
la electroforesis; la cual es una técnica Gtil para caracterizar cambios atribuidos a la transformacion de biomoléculas como es el caso
de las proteinas. Por ello, en el presente trabajo se evalud la modificacion del perfil proteico de lactosuero tratado en un sistema
biolectroquimico, haciendo uso de la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). El sistema bioelectroquimico consisti6 en
un electrodo de grafito con una superficie modificada con bacterias (electrodo microbiano), el cual fue puesto en marcha utilizando
una técnica cronoamperomeétrica realizada en un periodo de 12 horas. Los resultados obtenidos a partir de los perfiles electroforéticos
del estado inicial y final del lactosuero indican la presencia de 7 proteinas con pesos moleculares promedio entre 11.83 y 126.50 kDa
en ambas muestras. Posteriormente, el analisis estadistico realizado a dichos resultados permitio determinar la transformacion de 2 de

las 7 proteinas identificadas en el lactosuero.
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1. Introduccién

Actualmente, la falta del recurso vital: el agua, es una
situacion alarmante en todo el mundo; por lo que la bisqueda
de nuevas alternativas para su cuidado y aprovechamiento son
un tema que ha llamado la atencidn de los investigadores. Sobre
todo, cuando se sabe que existen residuos con alto potencial
contaminante cuyo tratamiento previo a su vertido en rios, lagos
y lagunas no es efectuado. Tal es el caso del lactosuero; un
subproducto generado de la fabricacion de quesos, el cual posee
elevados valores de demanda quimica de oxigeno (DQO),
debido a su alta carga organica (Callejas et al., 2012, Garcia et
al., 2012, SAGARPA 2014).

Para la remediacion de aguas residuales con contenido
orgénico, un tema de vanguardia es el uso de sistemas
bioelectroquimicos, donde el uso de electrodos microbianos
desempefia una funcion crucial (Rosenbaum et al., 2011, Revelo
etal., 2013). Estos, son electrodos modificados por la adhesion
de microorganismos, mas comudnmente bacterias (sésiles),
quienes forman una biopelicula sobre la superficie de un
electrodo de naturaleza biocompatible y conductora (Reimers et
al., 2001). Bajo este arreglo, la bacteria es capaz de donar o
aceptar electrones segun su naturaleza y polarizacién impuesta,
favoreciendo la transformacion de materia organica
(Rosenbaum et al., 2011, Yaping et al., 2012, Revelo et al.,
2013, You-zhao et al., 2014, Revelo et al., 2015, Pérez et al.,
2016). Por ello, en el presente trabajo se evaluo la modificacion

de contenido proteico de lactosuero llevada a cabo mediante un
sistema bioelectroquimico.

2. Materiales y Métodos

2.1 Tratamiento de lactosuero mediante un sistema
biolectroquimico

El lactosuero fue tratado mediante un sistema
biolectroquimico en batch bajo condiciones anaerobias. Dicho
sistema estuvo compuesto por un electrodo microbiano de
grafito en barra como electrodo de trabajo, ademas de un
Electrodo de Calomel Saturado como electrodo de referencia y
un alambre de platino como contraelectrodo.

Para comenzar el tratamiento del lactosuero, el sistema en
batch fue cargado con este residuo, posteriormente se llevé a
cabo el proceso biolelectroquimico de transformacién mediante
una técnica cronoamperométrica, utilizando el electrodo
microbiano compuesto por un consorcio bacteriano
previamente preparado, caracterizado y adaptado a partir de
microorganismos seleccionados de acuerdo al trabajo de
Gallegos et al. (2016). Las condiciones electroquimicas
consistieron en la imposicion de un sobrepotencial (n) de -300
mV Vs OCP durante 12 horas, utilizando un potenciostato-
galvanostato Autolab PG-STAT-30 usando el programa
computacional NOVA 2.0.

Una vez culminadas las 12 horas de tratamiento
bioelectroquimico, el sistema fue descargado y se procedio a
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obtener la muestra correspondiente para su andlisis en SDS-
PAGE.

2.2 Evaluacioén del perfil proteico de lactosuero después del
tratamiento bioelectroquimico

Para determinar los cambios producidos en el perfil
proteico por el tratamiento bioelectroquimico se realizé una
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del
lactosuero tratado bajo estas condiciones y sin tratamiento
alguno. La electroforesis fue realizada por duplicado en un
equipo BIORAD mini PROTEAN 4 utilizando un gel de
separacion a 12.5% de T, una disolucion de Tris-Gly-HCI pH=
8.3 como buffer de corrida e imponiendo un potencial de 200 V
hasta que las muestras migraron al frente del gel (1.35 h).

Durante la separacion electroforética se hizo uso de un
estandar de amplio rango BIORAD con la finalidad de obtener
una curva de calibracién que permitiera el célculo aproximado
de los pesos moleculares. Este estandar, contenia las siguientes
proteinas: miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116.5 kDa),
fosforilasa b (97.4 kDa), seroalbimina (66.2 kDa) y
ovoalblimina (45 kDa); asi mismo se colocé individualmente
aprotinina SIGMA-ALDRICH (6.5 kDa).

Para el andlisis de los respectivos geles de poliacrilamida
se uso el software de andlisis de imagen imageJ, obteniendo asi
los electroferogramas correspondientes al estandar y muestras
en cuestion, determinandose el factor de retencion (Rf) y peso
molecular aproximado de cada una de las proteinas separadas
del lactosuero no tratado y tratado a partir del coeficiente de
correlacion lineal, la pendiente y la interseccion, los cuales
fueron obtenidos de los resultados promedio de los estandares
utilizados. Una vez obtenidos los pesos moleculares de las
proteinas del Lactosuero No Tratado y Lactosuero Tratado se
realiz6 un anélisis estadistico, llevado a cabo en el programa
Microsoft Excell 2015; en el que se evalud la variacion entre el
perfil proteico de la muestra tratada y la muestra no tratada, con
sus respectivas desviaciones estandar.

3. Resultados y Discusion

En la Figura 1 se muestra la curva de calibracion realizada
a partir de los pesos moleculares y el Rf de las proteinas
componentes de los estandares utilizados, de la cual se obtuvo
un coeficiente de correlacion lineal de 98%, una pendiente con
un valor de -1.92 y una interseccién de 2.55.
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Figura 1: Curva de calibracion de Log. de Peso Molecular Vs Rf de las
proteinas componentes de los estandares utilizados.

En la Figura 2 y 3 se muestran los perfiles electroforéticos
realizados por duplicado al lactosuero tratado y no tratado,
destacando que en ambas muestras se identificé la presencia de
7 proteinas, las cuales se presumen como constituyentes del
lactosuero.
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Figura 2: SDS-PAGE (Gel 1) de las muestras de Lactosuero No tratado y
Lactosuero Tratado.
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Figura 3: SDS-PAGE (Gel 2) de las muestras de Lactosuero No tratado y
Lactosuero Tratado.

A partir de los pesos moleculares obtenidos, se realizd un
analisis estadistico comparativo entre las muestras de lactosuero
tratadas y no tratadas, ya que los pesos moleculares de las
muestras tratatas y no tratadas difieren entre si en ambos casos,
presentdndose un incremento en dichos valores para la muestra
de lactosuero tratada, tal y como se presenta en las figuras 2 y
3. Dicho andlisis estadisitico se presenta en la Figura 4 con sus
respectivas desviaciones estandar y fue llevado a cabo con el fin
de establecer la transformacidn de la materia proteica durante el
proceso bioelectroquimico.
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Figura 4: Anélisis estadistico de los pesos moleculares de las proteinas
identificadas mediante SDS-PAGE en el Lactosuero No Tratado y
Lactosuero Tratado.
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El analisis estadistico (Figura 4) mostré que los pesos
moleculares correspondientes a las proteinas 1-3, 6 y 7, no
presentan indicios de una transformacion realizada por parte del
sistema bioelectroquimico. Sin embargo, en las proteinas 4 y 5,
se observa que las desviaciones estandar obtenidas al calcular
sus pesos moleculares son indicativas de una posible
transformacion a cargo del sistema bioelectroquimico.

4. Conclusiones

Los andlisis realizados al lactosuero tratado y sin tratar
permitieron determinar que el sistema bioelectroquimico en el
que se utilizé un electrodo microbiano de grafito, es Gtil para la
transformacion de materia proteica. Asi mismo, se determind
que dicha transformacion es posible evidenciarla mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida, ain cuando el sistema
bioelectroquimico fue puesto en marcha en un periédo de 12
horas.

English Summary

ELECTROPHORETIC EVALUATION OF WHEY’S
PROTEIN PROFILE MODIFIED THROUGH A
BIOELECTROCHEMICAL BATCH SYSTEM

Abstract

In the program of the subject of Physics and Chemistry of
surfaces are contemplated the electrokinetic phenomena, where
electrophoresis appears; Which is a useful technique to
characterize changes attributed to the transformation of
biomolecules as is the case of proteins. Therefore, the present
work evaluated the modification of the protein profile of whey
treated in a biolectrochemical system, using polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The bioelectrochemical system
consisted of a graphite electrode with a bacterial modified
surface (microbial electrode), which was started using a
chronoamperometric technique performed in a period of 12
hours. The results obtained from the electrophoretic profiles of
the initial and final whey’s state indicate the presence of 7
proteins with average molecular weights between 11.83 and
126.50 kDa in both samples. Subsequently, the statistical
analysis performed on these results allowed the determination
of the transformation of 2 of the 7 proteins identified in the
whey.
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