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Resumen:
							                           
La β-lactoglobulina (β-LG) es la proteína de mayor proporción en el suero de leche, representando el 50% de la proteína total y el 10% de la proteína total de la leche. La β-LG se caracteriza por ser una proteína globular de la familia de las lipocalinas, su función principal es la de transportar moléculas hidrofóbicas, además, es ampliamente estudiada por sus diversas propiedades tecnofuncionales, principalmente por su alto valor como ingrediente alimentario. Por lo tanto, en los últimos años se han desarrollado varios métodos, que incluyen los espectrofotométricos, electroforéticos, inmunoensayos y cromatográficos para la separación y cuantificación de la β-LG. En esta revisión se recopilan las diferentes metodologías empleadas para su cuantificación. Además, se discuten fundamentos, ventajas y limitaciones de cada uno de ellos, así como su proyección a futuro, con el fin de ampliar la visión respecto a la cuantificación de las proteínas del lactosuero en especial la β-LG.
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Abstract:
						                           

β-Lactoglobulin (β-LG) is the protein with the highest proportion in whey, representing 50% of the total protein and 10% of the total milk protein. β-LG is characterized by being a globular protein of the lipocalin family. Its main function is to transport hydrophobic molecules. Furthermore, it is widely studied for its various technofunctional properties, mainly for its high value as an ingredient. food. Therefore, in recent years, several methods have been developed, including spectrophotometric, electrophoretic, immunoassay and chromatographic methods for the separation and quantification of β-LG. This review compiles the different methodologies used for its quantification. Furthermore, the foundations, advantages and limitations of each of them are discussed, as well as their future projection, in order to broaden the vision regarding the quantification of whey proteins, especially β-LG.




Keywords: Globulins, β-lactoglobulin, Milk proteins, Whey proteins, Analytical techniques.
                                







1. INTRODUCCIÓN

El lactosuero es la sustancia que corresponde a la fracción liquida, producto del proceso de coagulación de la leche, que se genera en mayor volumen en la industria láctea, y contiene el 25% de la proteína total [1]
[2]Además, contiene una amplia gama de componentes con un alto valor nutricional y actividades biológicas, que han generado interés en su investigación [3]. Por consiguiente, las proteínas presentes en el suero son reconocidas por su alto nivel nutricional, siendo empleadas en la producción de alimentos funcionales y versátiles[4]. La β-lactoglobulina (β-LG), es una proteína globular, que posee una estructura secundaria y presenta nueve hebras beta antiparalelas, con una hélice alfa, que le confiere una cavidad central cónica, su peso molecular es de 18,4 kDa [5]. Está conformada por una cadena de 162 aminoácidos y hace parte de la familia de las lipocalinas, proteínas especializadas en el transporte de moléculas hidrofóbicas tales como: retinol y otras vitaminas liposolubles, ácidos grasos, isotiocianatos, varios polifenoles, entre otros[6]. Dentro de sus funciones desempeña un papel importante en la transferencia de inmunidad pasiva en los recién nacidos, así mismo, normaliza el metabolismo del fósforo en las glándulas mamarias e impulsa el crecimiento muscular debido a su alto contenido de aminoácidos, también se reconoce como fuente de aminoácidos esenciales, por la presencia de la cisteína que regula la síntesis de Glutatión (GSH) que es una pequeña proteína compuesta por los aminoácidos cisteína, glutamato y glicina [7].

De acuerdo a lo anterior, por ser la β-LG la proteína cuantitativamente dominante en el suero de leche (50%), en los últimos años ha sido objeto de estudio en varias áreas, debido a que es un alérgeno nutricional, se encuentra en altas cantidades y es de fácil disponibilidad, se emplea en la producción de suplementos proteicos, materiales biodegradables, entre otros, aportando al desarrollo económico de las regiones productoras del país, debido a que se optimizan todos los componentes del lactosuero, proporcionándole un mayor valor agregado [8]. Actualmente, debido al amplio estudio de las fracciones proteicas del suero de la leche, en especial la proteína β-LG, se pueden destacar varios usos y aplicaciones en el campo de la medicina, debido a que posee propiedades antioxidantes, antitumorales, antimicrobianos, eficaces en la inhibición de la infección por Chlamydia trachomatis y el virus del Herpes simple HSV-1 y 2 [9] y en interacción con iones metálicos como la plata genera la formación de nanocompuestos de plata-β-lactoglobulina empleado como agente antimicrobiano[10]. Por otro parte, también se utiliza en la formación de biopolímeros para proteger compuestos bioactivos en los sistemas alimentarios ([11], [12]. 

Por consiguiente, se estima que a nivel mundial se producen más de 200 millones de toneladas de lactosuero al año [13]. Por lo cual la cuantificación de la β-LG es fundamental para el procesamiento de la leche, con el fin de dar un valor agregado a los productos lácteos, así como también para la detección de la adulteración de la leche, que es uno de los alimentos que más se altera en los países en desarrollo, en este proceso, la leche es contaminada por múltiples sustancias químicas que al ser consumidas por el ser humano puede provocar graves afectaciones en la salud[14]. Por lo tanto, la revisión de métodos analíticos empleados para la cuantificación de la fracción de la β-LG en diferentes productos alimenticios contribuye a la seguridad alimentaria y genera un aporte en el campo de la investigación al aumentar el conocimiento en cuanto a su presencia y al desarrollo de nuevos productos lácteos con propiedades específicas. Por este motivo se han desarrollado diversos métodos analíticos para su cuantificación como la espectrofotometría, métodos inmunológicos (ELISA), electroforesis capilar, cromatografía líquida en alta resolución en fase reversa (HPLC) y espectrometría de masas, que separan y detectan esta proteína, ya que su contenido varía en las especies de mamíferos [15]. De acuerdo con lo anterior, el objetivo de esta revisión es analizar los fundamentos, ventajas y limitaciones de los principales métodos analíticos empleados actualmente en la cuantificación de la proteína β-LG, así como presentar las perspectivas futuras.




2. ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA VISIBLE (UV-Vis)

La espectrofotometría es una herramienta de análisis cuantitativo, el cual utiliza como componente principal la luz para la medición de las concentraciones de sustancias químicas, la composición de iones complejos en soluciones y la determinación de constantes de formación[16]. La luz es onda y partícula, está conformado por campos eléctricos y magnéticos oscilantes, perpendiculares entre sí. Cuando las moléculas absorben luz pasan a un estado excitado de mayor energía y cuando emiten el fotón, la energía disminuye [17]. Por lo tanto, el espectrofotómetro mide la absorción de la luz, por medio de un mecanismo en el que se emplea una fuente de luz, que pasa por un monocromador, el cual selecciona una banda estrecha de longitudes de onda del haz incidente que traspasa una muestra y mide la potencia de la luz que sale, por lo que se formula la ley de Beer [18]. La espectrofotometría UV-Vis, se basa en la medición de la atenuación de la radiación electromagnética que posee un rango espectral de 190 a 800 nm por una sustancia absorbente [19].

Está herramienta se utiliza para identificar y determinar sustancias orgánicas e inorgánicas, puesto que la radiación UV detecta grupos funcionales que actúan como cromóforos, tiene tres características fundamentales (i) la gran aplicabilidad para sistemas orgánicos e inorgánicos, (ii) posee límites de detección de 10-4 a 10-5M, y (iii) generan selectividad de moderada a alta, tienen buena exactitud, es fácil y adecuada la adquisición de datos [20]. Sin embargo, existen algunas limitaciones en los análisis espectrofotométricos en cuanto a la exactitud y precisión por las incertidumbres o ruidos asociados al instrumento, además, la radiación dispersada puede generar desviaciones instrumentales de la ley de Lambert- Beer [21], los instrumentos sencillos y económicos son útiles en la región visible para las mediciones cuantitativas a una sola longitud de onda. En cuanto a las proteínas, presentan bandas de absorción claras en la zona de 240 nm a 300 nm. Sin embargo, esos picos claros no se notan en proteínas características como la albúmina bovina o la de huevo, ya que las moléculas al ser de gran tamaño dispersan con fuerza la radiación, por lo que genera un pico de absorción suave [22].

Actualmente existe una gran variedad de métodos espectrofotométricos para calcular la cantidad de proteína de suero presente en la leche, tales como la espectroscopia infrarroja y aquellos que emplean longitudes de onda del espectro electromagnético [23]. Varios estudios que emplearon este método midieron la cantidad de proteína en leche de origen bovino, bufalino y caprino, concluyendo que en estas matrices se debe de utilizar la amplitud del pico entre 270 a 300 nm para cuantificar la proteína total, ya que las tres contienen residuos de Triptófano (Trp) y Tirosina (Tyr), que ayudan a la absorción en esta longitud de onda [24], [25]. Por otro lado, respecto a la cuantificación individual de las proteínas del lactosuero como la α-lactoalbúmina y la β-lactoglobulina se emplea la espectroscopia de fluorescencia, que determina concentraciones bajas de analitos, aunque la espectroscopia UV también es capaz de cuantificar las corrientes de baja concentración, debido a que detecta la absorción de aminoácidos aromáticos como la fenilalanina, tirosina y triptófano en el rango de 240 a 340 nm, por lo que es factible para realizar cuantificación selectiva de proteínas [26].

De acuerdo con lo anterior, la espectroscopia UV-Vis es uno de los métodos más utilizados en la cuantificación de proteínas de origen lácteo, incluida la β-LG, no obstante, posee limitaciones significativas que se deben de considerar al momento de emplear esta técnica en la cuantificación de proteínas específicas. Se resalta su falta de especificidad, debido a que es un método que se basa en la absorción de luz, y puede ser influenciada por varios componentes en la muestra, como azucares, lípidos y sales, llevando a la sobreestimación o subestimación de la concentración de la proteína en presencia de otros compuestos absorbentes; además, tiene una sensibilidad limitada en el momento de detectar bajas concentraciones de proteínas y requiere curvas de calibración con estándares puros de β-LG, que son difíciles de obtener, por lo que afecta la precisión de los resultados. Este método no es adecuado para la cuantificación de proteínas que poseen variantes estructurales y aquellas que tienen bajo nivel de absorbancia en la región UV-Vis. En síntesis, aunque este método es muy utilizado por su fácil manejo, aun así, presenta características que no son favorables en términos de especificidad, sensibilidad, diferenciación y cuantificación de la proteína β-LG en matrices de muestras complejas.




3. INMUNOENSAYOS ENZIMÁTICOS (ELISA)

Las pruebas ELISA o más conocidas como inmunoensayos enzimáticos se definen como métodos especializados para la cuantificación y detección, que actúa en función de la unión de anticuerpos específicos con un determinado antígeno[27]. En el transcurso del tiempo se han generado variaciones experimentales en el método, pero siempre conservando su principio subyacente basado en combinar un anticuerpo con su objetivo, que pueden ser virus, proteínas, péptidos, células o cualquier molécula orgánica de muy baja concentración [28]. Esta técnica junto al radioinmunoensayo fue desarrollada hacia el año de 1941, siendo empleada en la década de los 60 con el fin de medir los niveles de insulina plasmática endógena en humanos [29].

 El método se basa en la unión del antígeno a una fase sólida, ya sean tubos, microplacas de polivinilo, polipropileno y poliestireno rígido, las cuales son capaces de adsorber el antígeno y el anticuerpo, pero no los componentes de las otras fases, también incluye el uso de varias enzimas como β-galactosidasa, glucosa oxidasa, peroxidasa y fosfatasa alcalina, las muestras se leen a través de un fluorómetro [30]. Los efectos catabólicos generados por las enzimas indican tanto la especificidad como la aceleración de las reacciones inmunológicas durante la reacción enzima-sustrato, que se completa en un tiempo estimado de 30 a 60 minutos, se puede detener usando hidróxido de sodio, ácido clorhídrico o sulfúrico y se leen los resultados por espectrofotometría a una longitud de onda entre 400-600 nm, esto varía de acuerdo con el conjugado empleado [31].

Los inmunoensayos enzimáticos se clasifican en dos tipos, por un lado, los métodos homogéneos, que se caracterizan por sus enzimas inactivas cuando se unen al anticuerpo, omitiendo la etapa de lavado en la que se separa el antígeno del medio, se utiliza en la medición de pequeñas cantidades de sustancias como los fármacos, lo que lo hace un método costoso, de baja sensibilidad, pero de fácil uso [32]. Por otro lado, en los métodos heterogéneos es fundamental la etapa de lavado para separar el antígeno unido del antígeno libre después de la interacción antígeno-cuerpo. Esto hace que sea más sensible y el más usado en la detección de anticuerpos específicos y antígenos solubles. Se han desarrollado varios tipos de este ensayo con el fin de aumentar su especificidad de la medición como el ELISA directo, indirecto, sándwich y competitivo[33].

Se han desarrollado diversos estudios en los cuales se han optimizado varios métodos ELISA para permitir la detección de la proteína β-LG en alimentos para bebés [34]. En dichos métodos se encuentran los basados en inmunoabsorción ligados a enzimas indirectos (ELISA) dirigidos a β-LG o caseínas para cuantificar su concentración en leche y productos cárnicos [32]. Así como el desarrollo de ELISA competitivo estandarizado, en el que se emplean anticuerpos IgE recombinantes a β-LG, para identificar y medir los cambios en la inmunorreactividad de β-LG provocados por procesos tecnológicos en alimentos que contienen dicha proteína láctea [36].

Si bien ELISA es una de las técnicas que se utiliza para cuantificar proteínas especificas en diversas muestras biológicas, como la β-LG en el lactosuero, presenta varias limitaciones que se deben de considerar en un contexto crítico al momento de utilizarla, entre ellas se resalta su rango dinámico limitado que genera una baja sensibilidad en la detección de concentraciones bajas de proteínas en algunas matrices; a pesar de que los kits de ELISA son específicos para determinadas proteínas como la β-LG, pueden presentarse dificultades en cuanto a la especificidad cruzada que se puede dar por la similitud estructural entre proteínas de la muestra. Por otro lado, requiere de anticuerpos específicos, que pueden ser difíciles de obtener debido a que la estructura de las proteínas del suero de leche es muy similar y limita la aplicabilidad de este método. Además, requiere de etapas manuales, influyendo en el tiempo de análisis y el riesgo de cometer errores humanos. Por lo tanto, ELISA es una valiosa técnica para cuantificar compuestos específicos, en el caso de las proteínas de suero como la β-LG. Es importante conocer sus limitaciones, mejorar los reactivos y protocolos con el desarrollo de nuevas tecnologías derivadas de los campos de la bioquímica y la biotecnología, que posibilitan avances como la ingeniería de anticuerpos, la utilización de nanomateriales, la implementación de técnicas multiplex y el desarrollo de plataformas basadas en microfluidos.




4. ELECTROFORESIS CAPILAR (CE)

La CE es una de las familias de técnicas más empleadas en química analítica, debido a que permite la cuantificación y separación de varios analitos entre ellos iones, proteínas, vitaminas, fármacos y péptidos, se basa en la diferente migración de estos analitos bajo la influencia de una corriente eléctrica [37]. Esta técnica fue descrita por Reuss en 1809 en las memorias de la Sociedad imperial Natural, en la cual describe el desplazamiento de partículas pequeñas de arena en agua contenida en un recipiente de vidrio con un fondo de arena fina y dos tubos al lado con electrodos de una batería que les suministra corriente generando un enturbiamiento cerca del polo positivo ya que las partículas por carga negativa se movilizan[38].

Actualmente, la separación se realiza en un capilar de sílice fundida, debido a que disipan el calor y pueden resistir altos voltajes, su diámetro es muy reducido y va desde las 10 µm hasta las 200 µm, facilitando la separación, reduciendo los tiempos de análisis, lo que conlleva a una excelente reproducibilidad de la técnica, bajos costos, alta eficiencia y respeto al medio ambiente, empleando menor cantidad de reactivos y disolvente [39]. La electroforesis capilar posee varios sistemas de separación como: la electroforesis capilar de zona (CZE); el isoelectro-enfoque capilar (CIEF); la electroforesis en gel capilar nativo (nCGE); la isotacoforesis capilar (CITF); la cromatografía micelar electrocinética (MECC) y la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)[40]. Esta técnica de separación analítica ha tenido un alto impacto y aplicación en los campos clínico, ambiental, alimentario y forense, ya que se pueden realizar mediciones compuestos específicos de carácter genómico, proteómico y metabólico[41].

La electroforesis capilar es ampliamente utilizada para la separación, cuantificación e identificación de los principales componentes proteicos en la leche de oveja, cabra, vaca y búfala con el fin de detectar y evitar su adulteración, proporcionando perfiles electroforéticos distintos de las fracciones de caseínas de cada una de estas leches y sus productos lácteos, identificando las dos variantes genéticas más comunes de la β-LG como marcador de adulteración[42]. Por otro lado, se han generado nuevos métodos para el análisis de proteínas intactas mediante CE, teniendo en cuenta la selección específica de electrolitos de fondo apropiados de acuerdo con el punto isoeléctrico de las caseínas y proteínas de suero más abundantes [43].

Se han detectado falencias en los métodos actuales, empleados en el perfilado de proteína de leche bovina al nivel intacto, ya que generalmente se basan en electroforesis capilar UV, el cual no permite confirmar de manera específica las proteínas separadas, por lo que se formula un método de espectrometría de masas de CE, el cual es novedoso, rápido y de fácil manejo en modo de ionización por electropray positivo[44]. De acuerdo con lo anterior, dentro de las técnicas analíticas, la CE es la más utilizada debido a que puede detectar la adulteración en las mezclas de leche y sus derivados, requiere de pocos solventes, su análisis es rápido y es de fácil empleabilidad [45]


Considerando lo anterior, la electroforesis capilar es una técnica versátil y poderosa para la cuantificación de proteínas de leche como la β-LG, pese a esto, es importante reconocer que tiene algunas limitaciones, pues no es suficientemente sensible a la hora de cuantificar proteínas individuales, además, en el momento de separar proteínas según su carga y tamaño no proporciona información específica de cada una de estas por lo que requiere de técnicas adicionales. Por otro lado, es susceptible a la interferencia de otros componentes de la matriz de la muestra, lo que hace requerir de pretratamientos de muestra adicionales, también, requiere de equipos y personal especializado para su operación y los tiempos de análisis son un poco largos en comparación con técnicas más modernas, por lo que, si se quiere tener un resultado completo y preciso, se requiere complementar con otras técnicas analíticas.




5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA EN ALTA RESOLUCIÓN (HPLC)

La cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) es una técnica derivada de la cromatografía en columna clásica más empleada para la separación, identificación, cuantificación y análisis de los analitos muestras que se puedan disolver en líquidos, además, es uno de los métodos analíticos más precisos [46]. Este método se basa en la presencia de una fase móvil y una fase estacionaria, las cuales son inmiscibles entre sí y la muestra que se quiere analizar. La fase móvil es de naturaleza líquida, cuya función es transportar la muestra de interés hasta la fase estacionaria, que puede ser sólida o una película liquida en un sólido inerte, donde actúan fuerzas químicas y físicas para generar la retención y separación de los analitos presentes en la mezcla, dependiendo de la afinidad con las fases, lo que permite que los analitos se desplacen a diferentes velocidades [47]. Esta separación depende de parámetros ajustables de la fase móvil, como la polaridad, el caudal, el pH, la composición de la matriz, composición de la fase estacionaria, temperatura, tipo de detector, tipo de elución y modo de separación [48].

Este método genera múltiples ventajas como su alta precisión, automatización, además, ofrece un análisis cuantitativo rápido y preciso, se puede aplicar un sistema de disolvente en gradiente, es altamente reproducible y tiene un amplio rango de aplicabilidad[49], puesto que existe gran disponibilidad de equipos y columnas que permiten analizar cualquier tipo de mezcla, es de fácil manipulación, posee gran variedad de técnicas, entre las cuales se identifican las de adsorción, partición, intercambio iónico y exclusión molecular, sumado a esto, no es destructiva [50]. Por otro lado, como limitaciones se evidencia que el método es costoso, requiere varios reactivos, es de mantenimiento regular, carece de un detector universal por lo que la fiabilidad del método depende de la limpieza de las muestras y del correcto funcionamiento del sistema[51]. La HPLC se puede aplicar en la industria farmacéutica, producción de alimentos, ciencias forenses, ambientales y pruebas clínicas[52]


La HPLC en fase reversa es la técnica más utilizada para la separación y cuantificación de las principales proteínas de la leche (caseínas) y el lactosuero (β-lactoglobulina), incluida la identificación de sus variantes genéticas debido a que es un método fiable y rápido [53]. Inicialmente se propuso un método que permitió separar y cuantificar proteínas a una longitud de onda de 214 nm, empleando una columna C18[54]. Mas recientemente, otros estudios se basaron en HPLC para mejorar el método en cuanto a la disminución de costos, tiempo de análisis y optimización en la separación de proteínas utilizando columnas C8 [15], [55], [56], [57], [58]. En los últimos años, la HPLC ha alcanzado su límite teórico, por lo cual se ha acoplado a la espectrometría de masas (LC-MS/MS), instrumento que le proporciona una mayor resolución en el proceso de identificación de proteínas y sus modificaciones [59].  Por lo anterior, esta técnica requiere de óptimas condiciones de separación como las fase móvil y estacionaria, el tipo de elución, la columna, la temperatura, la presión, los parámetros de detección, la curva de calibración, así mismo, pueden interferir los componentes de la matriz. A pesar de que tiene una buena sensibilidad y límites de detección, no puede detectar concentraciones extremadamente bajas de proteínas y más si estas están diluidas. Por lo tanto, esta técnica requiere de otras como la espectrometría de masas para aumentar sus niveles de detección, especificidad y sensibilidad en los diferentes análisis que impliquen cuantificar proteínas.  A continuación, se presenta la Tabla I, la cual proporciona una descripción concisa y relevante respecto a las ventajas y limitaciones de los diferentes métodos analíticos empleados para la cuantificación de la proteína β-LG.




Tabla I




Comparación métodos analíticos empleados en la cuantificación de β-LG.









	
MÉTODO ANALÍTICO


	
VENTAJAS

	
LIMITACIONES




	ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA VISIBLE (UV-Vis)  
	Ø  Gran aplicabilidad en sistemas orgánicos e inorgánicos. Ø  Tiene límites de detección de 10-4 a 10-5M. Ø  Generan selectividad de moderada a alta. Ø  Posee buena exactitud. Ø  Fácil y adecuada adquisición de datos.
	Ø  Falta de especificidad, debido a puede ser influenciada por varios componentes en la muestra. Ø  Sensibilidad limitada en el momento de detectar bajas concentraciones de proteínas Ø  Requiere curvas de calibración con estándares puros de β-LG



	INMUNOENSAYOS ENZIMÁTICOS (ELISA)  
	Ø  Cuantificar proteínas específicas. Ø  Posee una alta sensibilidad y especificidad. Ø  Su uso es fácil y seguro.   Ø  Es versátil, debido a que tiene una amplia gama de aplicaciones. Ø  Genera una Rápida detección
	Ø  Rango dinámico limitado que genera una baja sensibilidad en la detección de concentraciones bajas de proteínas en algunas matrices. Ø  Posee especificidad cruzada que se puede dar por la similitud estructural entre proteínas. Ø  Requiere de anticuerpos específicos. Ø  Contiene etapas manuales.



	ELECTROFORESIS CAPILAR (CE)  
	Ø  Separa, cuantifica e identifica los principales componentes proteicos, lo que le confiere una alta reproducibilidad. Ø  Requiere pequeños volúmenes de muestra Ø  Es altamente sensible debido a que puede detectar trazas de moléculas en una muestra. Ø  Requiere pocos reactivos químicos, lo que lo hace menos costoso y más amigable con el ambiente. Ø  Posee un amplio rango de aplicaciones.
	Ø  No es suficientemente sensible en la cuantificación de proteínas individuales. Ø  Requiere de técnicas adicionales para proporcionar información específica. Ø  Es susceptible a la interferencia de otros componentes de la matriz de la muestra. Ø  Requiere de equipos y personal especializado para su operación. Ø  Son extensos los tiempos de análisis.



	CROMATOGRAFIA LÍQUIDA EN ALTA RESOLUCIÓN (HPLC)  
	Ø  Posee alta precisión y automatización. Ø  Tiene una buena sensibilidad y límites de detección. Ø  Ofrece un análisis cuantitativo rápido y preciso. Ø  Se puede aplicar un sistema de disolvente en gradiente. Ø  Es altamente reproducible. Ø  Tiene un amplio rango de aplicabilidad. Ø  Es de fácil manipulación. Ø  Posee gran variedad de técnicas, entre las cuales están por adsorción, partición, intercambio iónico y exclusión molecular. Ø  No es una técnica destructiva.
	Ø  Es un método costoso. Ø  Requiere de varios reactivos. Ø  Su mantenimiento debe de ser regular. Ø  Carece de un detector universal. Ø  Requiere de óptimas condiciones de separación. Ø  No puede detectar concentraciones extremadamente bajas de proteínas y más si están diluidas. Ø  Necesita de otras como la espectrometría de masas para aumentar sus niveles de detección, especificidad y sensibilidad.

























6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Con el paso del tiempo, se han dado importantes avances en la especialización y desarrollo de diversos métodos analíticos que proporcionan una mayor precisión y sensibilidad en la cuantificación de proteínas. Por lo que han surgido perspectivas futuras que prometen revolucionar el estudio y la determinación de las fracciones proteínicas presentes en el lactosuero. Algunas de estas perspectivas abarcan el desarrollo de tecnologías de determinación y detección sensibles y rápidas como son los biosensores fabricados con tinta de nanotubos de carbono a base de agua con funcionalidad carboxilo que tienen como función inmovilizar las proteínas como la β-LG, lo que facilita su cuantificación [60]. Así mismo, se han desarrollado aptasensores de electroquimioluminiscencia especializados en detectar y cuantificar β-LG en matrices de alimentos [61], así como el desarrollo de sensores impresos modificados con nanocompuestos Ru-AuNP/GNP/Naf [62]


Estos métodos poseen una determinación simple y rápida, además de alta especificidad, sensibilidad, estabilidad, portabilidad y rentabilidad. Por otro lado, la HPLC acoplada a LC-MS/MS es una de las técnicas más empleadas, que podría desarrollar mejoras en la velocidad de análisis, resolución de picos y sensibilidad de detección, ofreciendo una cuantificación más precisa [63]  Además, la espectrometría de masas de relación isotópica (IRMS) que utiliza hasta 5 isotopos estables de luz, aplicado para la autenticación de alimentos, permite la detección de fragmentos peptídicos, mejorando la selectividad y precisión [64]. También cabe señalar los avances en métodos inmunológicos avanzados como Western Blot, método estándar para cuantificar e identificar proteínas especificas en mezclas complejas[65], además del desarrollo de microarreglos de proteínas, podría generar la cuantificación multiplex de varias proteínas en una sola muestra [66]. En general, la cuantificación de la β-LG que se encuentra en mayor proporción, es un campo que está en constante desarrollo, guiando hacia métodos más sensibles, precisos, rentables, rápidos y eficientes (Figura 1), con una gran variedad de aplicaciones en diversos campos de investigación relacionados con la industria láctea, producción de suplementos nutricionales, la investigación biomédica y el desarrollo de nuevos biomateriales, lo que conlleva a reconocer su potencial en cuanto a la generación de un impacto significativo en múltiples campos del conocimiento.   
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Fig. 1



Perspectivas futuras respecto a los métodos analíticos para la cuantificación de β-LG.


















7. CONCLUSIÓN

La β-LG es una de las proteínas que ha tenido un mayor interés en las últimas décadas debido a sus propiedades químicas y biológicas que contribuyen a la investigación en varios campos como el de la medicina, debido a que posee propiedades antioxidantes, antitumorales, antimicrobianos, en la formación de nanocompuestos y producción de biopolímeros. Por ende, la cuantificación de la fracción proteica del suero lácteo es un procedimiento fundamental para la industria de los lácteos, debido a que contribuye al estudio de la concentración de cada una de las proteínas presentes, en especial la β-LG, que se encuentra en mayor proporción. Por lo tanto, permitirá aprovechar todas sus propiedades en cuanto a la generación de nuevos productos de alto valor comercial y tecnológico. Es precisamente por esta razón que en las últimas décadas se han desarrollado múltiples métodos analíticos para la cuantificación de esta proteína. Sin embargo, a pesar de que todos poseen ventajas en cuanto a su separación y cuantificación, muchos de ellos no son eficientes debido a sus altos costos, poca exactitud, precisión, selectividad y extensos tiempos de análisis, siendo los métodos cromatográficos los más empleados, puesto que son más efectivos y eficientes. Por lo cual, las perspectivas futuras brindan información valiosa respecto al potencial desarrollo de métodos analíticos más especializados para la óptima determinación y cuantificación de las proteínas del lactosuero en especial la β-LG.
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