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SEPARACIÓN DE LA PROTEÍNA DE SUERO DE QUESO MEDIANTE LA 
EXTRACCIÓN ACUOSA EN DOS FASES 

Ricardo Domínguez Puerto1, Salvador Valle Guadarrama2, Diana Guerra Ramírez, 

Federico Hahn Schlam 

RESUMEN 

El suero de queso es un subproducto abundante de la industria de procesamiento 

de queso. Recientemente, su estudio ha causado interés porque contiene 

compuestos importantes para la industria farmacéutica y alimentaria. Uno de los 

principales componentes del suero de leche son las proteínas; estas 

macromoléculas tienen un importante valor nutricional, biológico y terapéutico. Una 

de las principales limitaciones para su uso es que están diluidas, por lo que es 

necesario desarrollar un método para concentrarlas. El objetivo principal de este 

trabajo fue estudiar la separación de proteínas de suero de leche y lactosa del suero 

de queso panela mediante extracción acuosa en dos fases. En la primera etapa de 

esta investigación, los componentes utilizados para la separación fueron PEG4000 

(P4) y sulfato de amonio (AS); en el segundo, solo se utilizó AS. En el sistema 

AS/P4, el rendimiento de proteína aumentó a medida que se redujo la 

concentración de P4 o aumentó AS, el rendimiento máximo de proteína fue de 

alrededor del 90%. Cuando solo se utilizó AS, se formó un sistema acuoso bifásico 

y se lograron rendimientos de proteína de aproximadamente 80 %. De esta forma, 

se puede concluir que la separación acuosa en dos fases es un método potencial 

para la purificación y concentración de las proteínas de suero de leche. 

Palabras clave: Extracción acuosa en dos fases, proteínas del suero de queso, 

diagramas de equilibrio, selección de alto impacto, ATPE proteína/sal. 

1 Tesista, 2 Director de tesis 
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SEPARATION OF CHEESE WHEY PROTEIN THROUGH AQUEOUS TWO-

PHASES EXTRACTION  

Ricardo Domínguez Puerto, Salvador Valle Guadarrama, Diana Guerra Ramírez, 

Federico Hahn Schlam 

ABSTRACT 

Cheese whey is an abundant by-product from the cheese processing industry. 

Recently his study has caused interest because it contains important compounds 

for the pharmaceutical and food industry. One of the main components of whey are 

proteins; these macromolecules have important nutritional, biological and 

therapeutic value. One of the main limitations for its use is that they are diluted, so 

there is a need to develop a method to concentrate them. The main goal of this work 

was to study the separation of whey proteins and lactose from basket cheese whey 

through aqueous two phase extraction. In the first stage of this research, the 

components used for the separation were PEG4000 (P4) and ammonium sulfate 

(AS); in the second one, only AS was used. In system AS/P4 yield of protein 

increased as the concentration of P4 was reduced or AS increased, maximum yield 

of protein was around 90 %. When only AS was used, an aqueous two phase system 

was formed and protein yields of about 80% were achieved. In this way, it can be 

concluded that aqueous separation in two phases is a potential method for the 

purification and concentration of the whey proteins. 

Key words: Aqueous two-phase extraction, whey proteins, equilibrium diagram, 

high throughput screening, ATPS protein / salt. 
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CAPÍTULO 1  

INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

Las industrias procesadoras de alimentos, como son las plantas procesadoras de 

lácteos y queso, generan grandes volúmenes de desechos líquidos incluyendo 

suero de queso (Yadav et al., 2015). Estos volúmenes generados representan un 

significativo impacto ambiental. La presencia de los nutrientes contenidos en el 

suero de queso es considerada como una fuente potencial para la producción de 

varios productos con valor agregado (Yadav et al., 2015). El suero de queso tiene 

una proporción baja de proteínas, pero éstas poseen una calidad nutritiva superior 

a la de las caseínas que conforman el queso (Dergal, 2006) y han sido reportadas 

por tener utilidad en diferentes aplicaciones como efectos en los huesos, músculos, 

sangre, cerebro, sistema inmune, cáncer, infecciones y sanación de heridas 

(Pihlanto, 2011). Por estas razones, el suero de queso es un material de desecho 

que puede ser aprovechado al recuperar las proteínas, reduciendo al mismo tiempo 

su impacto al ambiente. 

La composición química y funcionalidad de las proteínas del suero y péptidos puede 

afectarse por el método usado en el proceso de concentración de las mismas (Tovar 

Jiménez, Arana Cuenca, Téllez Jurado, Abreu Corona, & Muro Urista, 2012). Por 

ello debe ser implementado un método adecuado para su aprovechamiento y 

recuperación. 

Los sistemas de extracción acuosa en dos fases (ATPE, por sus siglas en inglés) 

constituyen una tecnología de separación que ha sido usada para desarrollar 

bioprocesos para la recuperación primaria y purificación parcial de una variedad de 
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productos biológicos, como proteínas, material genético, bionanopartículas, 

fitoquímicos, células y organelos celulares (Benavides, Rito-Palomares, & Asenjo, 

2011). En un sistema ATPE ocurre una separación líquido-líquido mediante mezclas 

basadas principalmente en dos polímeros o un polímero y una sal, que en ciertas 

concentraciones producen una solución verdadera en una sola fase, pero en otras 

causan la formación de dos fases inmiscibles, entre las cuales se reparten las 

biomoléculas presentes en la mezcla (Raja, Murty, Thivaharan, Rajasekar & 

Ramesh, 2011). 

La selección del tipo de sistema ATPE depende del tipo de biomolécula y 

consideraciones económicas. Debido al alto costo y alta viscosidad de los sistemas 

ATPE polímero/polímero, los sistemas ATPE preferidos son aquellos tipo 

sal/polímero (Raja, Murty, Thivaharan, Rajasekar, & Ramesh, 2011). Las principales 

ventajas de esta técnica incluyen potencial de escalamiento, capacidad para 

integrar el proceso, uso de componentes de baja toxicidad química y 

biocompatibilidad (Benavides et al., 2011). El agua es el principal componente del 

sistema, el cual genera un ambiente amigable para las biomoléculas, de forma que 

se puede estabilizar su estructura y actividad biológica (Iqbal et al., 2016). 

Las proteínas del suero de queso con mayor concentración son α-lactalbúmina, β-

lactoglobulina y albúmina de suero bovino (BSA) con 60, 30 y 6 % respectivamente 

(Capezio, Romanini, Picó, & Nerli, 2005). Se ha estudiado la partición de estas 

proteínas usando sistemas ATPE (Alcântara et al., 2014; Alcântara et al., 2011; 

Alves, Chumpitaz, da Silva, Franco, & Meirelles, 2000; Anandharamakrishnan, 

Raghavendra, Barhate, Hanumesh, & Raghavarao, 2005; Boaglio, Bassani, Picó, & 

Nerli, 2006; Capezio et al., 2005; Chen, 1989; da Silva & Meirelles, 2000; Farruggia, 

Nerli, & Picó, 2003; Jara & Pilosof, 2011; Jyh-Ping, 1992; Kalaivani & Regupathi, 

2015; Lu, Yang, Zhao, & Xia, 2010; Marcos, Fonseca, Ramalho, & Cabral, 1998; 

Mokhtarani, Mortaheb, Mafi, & Amini, 2011; Nandini & Rastogi, 2011; Perumalsamy 
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& Batcha, 2011; Rodrigues, Venâncio, & Teixeira, 2001; Zhang, Jiang, Feng, Qu, & 

Li, 2016; Zuñiga, Coimbra, & Minim, 2001) con resultados potenciales. Los sistemas 

polímero/sal se han utilizado con mayor frecuencia para lograr este objetivo. El 

polímero y la sal de mayor uso son el polietilenglicol (PEG) y el fosfato de potasio 

(en mezcla KH2PO4- K2HPO4) como componentes en sistemas ATPE para el 

estudio de partición de proteínas del suero de queso. Se han reportado ampliamente 

diagramas de equilibrio usando como componente salino sulfato de amonio 

((NH4)2SO4) (de Lemos et al., 2010; Fu, Yang, & Xiu, 2015; Gao, Peng, Li, & Li, 

1991; González-Amado, Rodil, Arce, Soto, & Rodríguez, 2016; Huddleston, 

Willauer, & Rogers, 2003; Khayati & Shahriari, 2016; Murari et al., 2015; Snyder, 

Cole, & Sziag, 1992; Voros, Proust, & Fredenslund, 1993). Sin embargo, para la 

partición de las proteínas del suero de queso este tipo de sales ha tenido una 

aplicación muy limitada. De 22 trabajos de investigación revisados, sólo dos 

reportan el uso (NH4)2SO4, los cuales se describen a continuación. Rodrigues et al. 

(2001) usó (NH4)2SO4 a una concentración fija de 14 % para todos los experimentos 

de partición, limitando el área de efecto de esta sal. Anandharamakrishnan et al. 

(2005) usó un sistema (NH4)2SO4/PEG4000 (14.26/17.88%) y cuatro sistemas 

(NH4)2SO4/PEG6000 (9.44/10.04, 10.87/12.70, 12.46/15.30, 14.26/17.88 %) con un 

rango limitado de (NH4)2SO4 de 9.44 a 14.26 %. Una observación importante es que 

ninguno de los trabajos mencionados reporta el estudio de la partición de la lactosa 

contenida en el suero de queso, que se encuentra en alta concentración (Kalaivani 

& Regupathi, 2015) y que puede ser un componente indeseable en el 

aprovechamiento de las proteínas del suero de queso, en virtud de que muchas 

personas alrededor del mundo padecen intolerancia a este disacárido (Jelen & 

Tossavainen, 2003). Con base en la revisión de los trabajos de investigación 

anteriores, se puede considerar al sistema ATPE polímero/(NH4)2SO4 como una 

oportunidad que se ha usado muy limitadamente para explorar el comportamiento 

de la partición de las proteínas del suero de queso. 
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El sulfato de amonio es una sal que tiene muchas propiedades; es estabilizante para 

la estructura de las proteínas,  muy soluble, relativamente barato, en estado puro 

está fácilmente disponible, y la densidad de una solución saturada (4.1 M) a 25 °C 

(ρ=1.235 g mL-1) no es tan alta como el fosfato de potasio (3M, ρ=1.33 g mL-1; 

Burgess, 2009). 

De acuerdo con la revisión de literatura hecha, el presente trabajo de investigación 

usó un sistema ATPE como herramienta para la separación de las proteínas 

contenidas en el suero de queso, proponiendo un sistema polímero/(NH4)2SO4 y se 

atendieron dos fases principales.  

La primera fase consideró un sistema ATPE polímero/sal, en el cual los 

componentes usados fueron PEG4000 y (NH4)2SO4. Este sistema se eligió con base 

en las propiedades reportadas de cada uno. Como parte de la fase experimental, 

se construyó un diagrama de equilibrio con ambos componentes y usando agua 

desionizada como solvente. Se construyó una curva de equilibrio o curva binodal  

por el método punto de turbidez (Kaul, 2000). Se caracterizó el diagrama de 

equilibrio usando líneas de operación en puntos equidistantes y se determinó el 

punto crítico. Se eligieron seis sistemas sobre la línea binodal para estudiar la 

partición de la proteína en las fases. 

La segunda fase de experimentación consistió en eliminar el uso del PEG como 

componente para formar un sistema ATPE, con el objetivo de evitar pasos de 

purificación del PEG de la proteína posteriores y resolver las desventajas de 

viscosidad que presenta el uso del polímero. Se logró sustituir el PEG por la misma 

proteína como componente polimérico del sistema. Para construir un diagrama de 

equilibrio proteína de suero/(NH4)2SO4 se usó el método selección de alto 

rendimiento (Spyropoulos, Portsch, & Norton, 2010), que es más adecuado para 

soluciones biológicas, ya que se basa en la presencia o ausencia de bifase 
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(Spyropoulos, Portsch, & Norton, 2010), a diferencia del método punto de turbidez 

que se aplica especialmente cuando las soluciones iniciales tienen baja densidad 

óptica (Tolstoguzov, 1999). El diagrama de equilibrio permitió definir una línea de 

operación principal, en la cual se establecieron siete sistemas de estudio para la 

partición de la proteína del suero de queso.  

Con esta investigación se pudo concluir que el sistema ATPE propuesto en la 

primera y en la segunda fases, constituye una alternativa potencial para la 

purificación y concentración de proteínas. Además, es posible usar a las proteínas 

del suero de queso como polímeros en el propio sistema ATPE, lo cual puede 

ayudar a reducir costos y pasos adicionales de purificación. 

De acuerdo a los argumentos planteados, este trabajo de investigación planteó las 

siguientes hipótesis y objetivos: 

 

Hipótesis:  

 Es posible usar un sistema ATPE PEG4000/(NH4)2SO4 para purificar de la 

lactosa y concentrar de las proteínas del suero de queso panela. 

 Es posible sustituir al PEG4000 por las mismas proteínas del suero de queso 

como componente polimérico en un sistema ATPE proteína/(NH4)2SO4 que 

permita concentrar y purificar de la lactosa a las proteínas del suero de queso 

panela. 
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Objetivos 

 Objetivo general 

 Caracterizar la separación de la proteína y lactosa de suero de queso panela  

usando extracción acuosa en dos fases. 

Objetivos específicos 

• Estudiar la partición de la proteína de suero y lactosa de suero de queso 

panela usando un sistema PEG4000/sulfato de amonio. 

• Estudiar la partición de la proteína y lactosa de suero de queso panela 

usando un sistema proteína/sulfato de amonio. 
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CAPÍTULO 2  

REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Suero de queso 

El suero de queso puede ser definido como un líquido verde-amarillento resultante 

de la precipitación y remoción de las caseínas de la leche en el proceso de 

fabricación de queso (Prazeres, Carvalho, & Rivas, 2012). El suero de queso es el 

residuo que permanece después de la recuperación de la cuajada procedente de la 

coagulación de la leche con enzimas proteolíticas o ácidos (Yadav et al., 2015). El 

color de suero varía de predominantemente de amarillo/verde hasta raramente un 

tinte azulado, lo cual depende del tipo de leche usado (Yadav et al., 2015). 

A partir de 10 litros de leche se producen de 1 a 2 kg de queso y de 8 a 9 kg de 

suero de leche (Dergal, 2006). Existen dos principales tipos de suero de queso: 

suero dulce y suero ácido. El suero dulce proviene de la fabricación de quesos 

usando renina, mientras que el segundo se debe al uso de ácidos para la 

precipitación de las caseínas (Dergal, 2006). El pH del suero de queso es alrededor 

de 6.2 y 4.6 para el dulce y el ácido respectivamente. El contenido de los principales 

componentes del suero de queso se lista en el Cuadro 1.  

La mayor parte de la lactosa de la leche permanece en el suero de queso, 

constituyendo en éste alrededor de un 90 % (Dergal, 2006).
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Cuadro 1 Principales componentes del suero de queso. 

Componente Concentración 

[%] 

Humedad 93.0 – 94.0 

Lactosa 4.5 - 6.0 

Proteínas 0.6 - 1.1 

Minerales 0.8 – 1.0 

Ácido láctico 0.05 – 0.90 

Grasas 0.06-0.50 

Fuente: Prazeres et al. (2012). 

  

El suero de leche contiene un 20 % de las proteínas totales de la leche. Las 

principales proteínas  y sus características se representan en el Cuadro 2. 

  

Cuadro 2 Características fisicoquímicas de las principales proteínas del suero de 

queso. 

Proteína Peso 

molecular 

[kDa] 

Punto 

isoeléctrico 

Concentración 

[g L-1] 

Porcentaje 

[%] 

β-lactoglobulina 

(βLG) 

18 5.2-5.4 3.0-4.0 60 

α-lactalbúmina 

(α-LA) 

14.2 4.7-5.1 1.2-1.5 30 

Albúmina de suero 

bovino (BSA) 

67 4.9-5.1 0.3-0.6 6 

Fuente: Capezio, Romanini, Picó, and Nerli (2005). 

 

Las proteínas del suero de queso  han sido reportadas por tener utilidad en 

diferentes aplicaciones como efectos en los huesos, músculos, sangre, cerebro, 

sistema inmune, cáncer, infecciones y sanación de heridas (Pihlanto, 2011). 
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En el Cuadro 3 se describen las funciones biológicas reportadas por las proteínas 

del suero de queso. 

 

Cuadro 3. Funciones biológicas de las proteínas del suero de queso. 

Proteínas Función biológica 

Todas las del 
suero de queso 

Prevención de cáncer 

 Cáncer de pecho e intestinal 

 Cáncer inducido químicamente 
Incremento de niveles de glutatión 

 Incremento de la vulnerabilidad de los tumores celulares 

 Tratamiento de pacientes con VIH 
Incremento a la respuesta de saciedad 

 Incrementa aminoácidos en plasma, colecistoquinina y 
glucagón como péptido 

β-LG Transportador 

 retinol, palmitato, vitamina D, colesterol, colesterol 
Mejorador de la actividad estereasa pregástrica 
Transferencia de inmunidad pasiva 
Regulador del metabolismo del fósforo en la glándula mamaria. 

α-LA Prevención de cáncer 
Síntesis de lactosa 
Tratamiento de enfermedad estrés crónico inducido 

BSA Unión a ácidos grasos 
Función antimutagénica 
Prevención de cáncer 
Inmunomodulación 

 Protección contra enfermedades por medio de 
inmunidad pasiva 

Fuente: Madureira, Pereira, Gomes, Pintado, and Xavier Malcata (2007). 

  

Hay un interés creciente en el suero como fuente potencial de compuestos 

bioactivos para reducir el riesgo y prevenir el desarrollo de enfermedades (Pihlanto, 

2011). Las propiedades funcionales de las proteínas del suero de queso y usos en 

la alimentación humana dependen de los daños que pueda recibir durante el 

procesamiento (Dergal, 2006). Los métodos de precipitación son frecuentemente 

usados a escala de laboratorio para obtener concentrado de proteínas y producir 



19 
 

péptidos. Sin embargo, la composición química y funcionalidad de las proteínas del 

suero y péptidos son afectados por el método usado en el proceso de concentración 

de proteínas (Tovar Jiménez, Arana Cuenca, Téllez Jurado, Abreu Corona, & Muro 

Urista, 2012). El suero de queso tiene una proporción baja de proteínas, pero éstas 

poseen una calidad nutritiva superior a la de las caseínas que conforman el queso 

(Dergal, 2006). 

2.2 Procesos para concentrar el suero de queso 

Se han desarrollado muchas técnicas encaminadas al aprovechamiento del suero; 

una de las más sencillas, de tipo casero, es calentarlo para precipitar las proteínas 

y después eliminar el agua por prensado; en muchas poblaciones de México el 

precipitado se consume directamente después de salarlo y se conoce como 

requesón (Dergal, 2006). 

Muchos métodos tales como ultrafiltración, diafiltración y cromatografía de 

intercambio iónico han sido usados para concentrar y separar las proteínas de otros 

componentes (Pihlanto, 2011). Algunos de ellos pueden ser representados en la 

Figura 1. 

 

Figura 1. Métodos fisicoquímicos  de procesamiento de suero (Yadav et al., 2015). 

Suero de queso

Secado por 
atomización

Suero en polvo

Precipitación 
térmica/isoelectríca

Proteína de suero

Precipitación con 
coagulantes/ 

floclulantes, filtración 
por membranas

Permeado de suero

Procesamiento 
fisicoquímico
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Los métodos comunes para concentrar proteínas incluyen evaporación, ósmosis 

inversa y filtración con membranas (microfiltración, ultrafiltración, pervaporación, 

nanofiltración y electrodiálisis). La evaporación es realizada a temperaturas 

menores a 100 °C para proteger a las proteínas de la desnaturalización. La 

desventaja de los métodos convencionales de evaporación es el requerimiento alto 

de energía, altas concentraciones de ceniza y la presencia de lactosa en el producto 

final. Además las características de proteínas termolábiles pueden cambiar, lo cual 

provoca cambios en sus características funcionales y nutricionales (Yadav et al., 

2015). 

La concentración de suero vía osmosis inversa es realizada al pasar por membranas 

el suero usando presión con un tamaño de poro alrededor de 0.001 µm, así el 

producto puede ser concentrado hasta de 20-22 % de sólidos (Yadav et al., 2015). 

Sin embargo, el método preferido para concentrar proteínas de suero en su estado 

nativo es la filtración con membranas (ultra y nanofiltración). La tecnología de 

membranas ha ganado un gran interés debido a la ventaja de ahorro de energía. La 

ultrafiltración y nanofiltración son definidas como separación con membranas para 

compuestos objetivo  en el rango de 1 a 1000 kDa para ultrafiltración y de 100 a 500 

Da para nanofilración (Yadav et al., 2015). Generalmente los componentes del 

suero con altos pesos moleculares (proteínas y grasas) son concentrados del lado 

del retenido, los componentes de bajo peso molecular (lactosa, minerales y 

vitaminas) son particionados en ambos lados de la membrana (del lado del retenido 

y del permeado). La ultrafiltración permite obtener concentrado de proteína de suero 

(WPC) con una concentración de sólidos hasta del 65 %. Adicionalmente, una 

fracción de proteína más concentrada es obtenida por diafiltración (hasta 85 %), 

proceso en el cual se diluye el suero con agua (Yadav et al., 2015). Sin embargo, la 

diafiltración no puede remover el total de la lactosa del retenido. Adicionalmente, 

para mejorar la pureza de las proteínas, una combinación entre nano y ultrafiltración 

es usada, con lo cual se puede lograr WPC hasta 99 % de contenido de proteínas 

de suero. WPC puede ser producido en un líquido concentrado o como polvo seco 

después del secado por aspersión.  
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El aislado de proteína de suero (WPI) con un contenido de proteína arriba de 90 % 

es obtenido realizando adicionalmente microfiltración o cromatografía de 

intercambio iónico. Como otras proteínas, las proteínas de suero también son 

anfotéricas por naturaleza y pueden comportarse como un ácido o una base con 

respecto al pH del medio. Generalmente, cualquier proteína posee una carga neta 

positiva a valores de pH por debajo de su punto isoeléctrico, y una carga neta 

positiva por arriba de su punto isoeléctrico. De esta manera, el pH del medio puede 

ser ajustado para absorber proteínas dentro de un intercambiador iónico y así 

concentrarlas desde una solución diluida. Además las proteínas son eluídas del 

intercambiador iónico a pH ~9, para después ser concentradas por ultrafiltración 

(Yadav et al., 2015). 

Generalmente, el secado por atomización es el método usado para secar suero en 

polvo y las proteínas de queso. El suero en polvo es obtenido de un secador por 

atomización con una humedad alrededor de 5-7 %. El suero se vuelve muy pegajoso 

durante el proceso de secado; sin embargo, se usa un equipo especializado para 

lograr altas concentraciones de sólidos (de 50 a 80 % de sólidos). Adicionalmente, 

un segundo conjunto de equipos es usado para cristalizar y enfriar el producto 

rápidamente. El producto frío es enviado a un tambor interno y secado a 95-96 % 

de sólidos a 54-60 °C. Después, el suero de queso producido es molido con un 

equipo de martillos para disminuir el tamaño de partícula (Yadav et al., 2015). 

En general,  para separar o fraccionar las proteínas individuales del suero de queso, 

son aplicados cuatro procesos de separación (Yadav et al., 2015): 

 Precipitación/floculación por tratamiento térmico o usando polímeros. 

 Tecnología de membranas (ultrafiltración y nanofiltración). 

 Separación cromatográfica. 

 Tecnologías combinadas o diversas. 

2.3 Suero de queso como potencial contaminante 

Las industrias procesadoras de alimentos, como son las plantas procesadoras de 

lácteos y queso, generan grandes volúmenes de desechos líquidos incluyendo 
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suero de queso (Yadav et al., 2015). Estos volúmenes generados representan un 

significativo impacto ambiental. Los efluentes del suero de queso exhiben valores 

en Demanda Química y Biológica de Oxígeno (COD y BOD) en el rango de 0.8 -102 

g L-1 y 0.6-60 g L-1, respectivamente, provocando altos consumos de oxígeno 

disuelto en  cuerpos de agua (Carvalho, Prazeres, & Rivas, 2013). El contenido de 

lactosa, grasa y proteínas son los principales responsables de esta contaminación 

orgánica (Prazeres et al., 2012). En tanto, la contaminación inorgánica es atribuida 

a la presencia de sal minerales (0.46-10 %), principalmente NaCl y KCl (> 50%) y 

sales de calcio (primariamente fosfatos) (Prazeres et al., 2012). 

Por otro lado, la presencia de estos nutrientes (orgánicos e inorgánicos) es 

considerada como una fuente potencial para la producción de varios productos con 

valor agregado (Yadav et al., 2015). Por estas razones, el suero de queso es un 

material de desecho que puede ser aprovechado al recuperar las proteínas, 

reduciendo al mismo tiempo su impacto en el ambiente. 

2.4 Fundamentos de los sistemas de extracción acuosa en dos fases (ATPE). 

Los métodos usados principalmente en la industria de la biotecnología, para la 

recuperación, separación y purificación de biomoléculas, incluyen  tecnología 

basada en membranas (microfiltración, ultrafiltración y nanofiltración), precipitación 

(precipitación salina, precipitación isoeléctrica y de afinidad ), cromatografía líquida 

(intercambio iónico, fase reversa, interacción hidrofóbica, exclusión por tamaño y 

afinidad, entre otras) (Benavides, Rito-Palomares, & Asenjo, 2011). Los sistemas 

ATPE son una tecnología de separación que ha sido usado para desarrollar 

bioprocesos para la recuperación primaria y purificación parcial de una variedad de 

productos biológicos, tales como proteínas, material genético, bionanopartículas y 

fitoquímicos, así también células y organelos celulares (Benavides et al., 2011). En 

un sistema ATPE ocurre una separación líquido-líquido mediante mezclas basadas 

principalmente en dos polímeros o un polímero y una sal, que en ciertas 

concentraciones producen una solución verdadera en una sola fase, pero en otras 

causan la formación de dos fases inmiscibles, entre las cuales se reparten las 

biomoléculas presentes en la mezcla (Raja, Murty, Thivaharan, Rajasekar & 
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Ramesh, 2011). La selección del tipo de sistema ATPE depende del tipo de 

biomolécula y consideraciones económicas. Debido al alto costo y alta viscosidad 

de los sistemas ATPE polímero/polímero, los sistemas ATPE preferidos con los 

sal/polímero (Raja et al., 2011).  Las principales ventajas de esta técnica incluyen 

potencial de escalamiento, capacidad para integrar el proceso, uso de componentes 

de baja toxicidad química y biocompatibilidad (Benavides et al., 2011). Los sistemas 

ATPE han ganado interés de diferentes industrias para la recuperación y purificación 

de productos altamente valorados (Glyk, Scheper, & Beutel, 2015). Los sistemas 

ATPE se basan en un sistema que contiene dos componentes, que en solución 

acuosa y bajo concentraciones definidas puede equilibrarse en la formación de dos 

fases. El agua es el principal componente del sistema, el cual genera un ambiente 

amigable para las biomoléculas, de esta manera se puede estabilizar su estructura 

y actividad biológica (Iqbal et al., 2016).  

El mecanismo relacionado para la separación de las dos fases acuosas así como el 

comportamiento de la partición de los solutos y partículas entre dichas fases está 

dominada por el equilibrio termodinámico del sistema (Benavides et al., 2011). Una 

proteína interactúa con las moléculas vecinas dentro de una fase por medio de 

varios enlaces, tales como de hidrógeno, iónico e interacciones hidrofóbicas, juntas 

o con otras fuerzas más débiles (Asenjo & Andrews, 2012). 

Las siguientes propiedades de partición pueden ser explotadas individualmente o 

en conjunto para lograr una separación efectiva de una proteína en particular 

(Asenjo & Andrews, 2012): 

 Hidrofobicidad; las propiedades hidrofóbicas de una fase del sistema son 

utilizadas para la separación de acuerdo a la hidrofobicidad de las proteínas. 

 Electroquímica; el potencial eléctrico entre las fases es usado para separar 

moléculas o partículas de acuerdo a su carga. 

 Partición dependiente del tamaño; el tamaño molecular de las proteínas o 

áreas superficiales de las moléculas (proteínas) o partículas es el factor 

dominante. 
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 Afinidad bioespecífica; la afinidad entre los sitios de la proteína y el ligando 

se unen a una de las fases, y ésta es explotada para la separación. 

 Dependencia de la conformación; la conformación de las proteínas es el 

factor determinante. 

La separación de las fases en un sistema ATPE es afectada por diferentes factores 

(Iqbal et al., 2016). Estos factores son (Asenjo & Andrews, 2012): 

i. Peso molecular y tamaño de los polímeros. 

ii. Concentración del polímero. 

iii. Fuerza iónica de la sal. 

iv. pH. 

v. Sales adicionales tales como NaCl, la cual incrementa la hidrofobicidad del 

sistema. 

 

2.5 Diagrama binodal 

Una herramienta útil que nos ayuda al entendimiento del proceso de partición de 

una molécula objetivo en un sistema de extracción acuosa en dos fases (ATPE) es 

el diagrama de equilibrio. El diagrama de equilibrio (Figura 2) delimita el área de 

trabajo potencial para un sistema acuoso en dos fases y es una “huella digital” para 

el sistema bajo condiciones de pH, temperatura, y concentración de sales etc. La 

información que puede ser generada de tal diagrama incluye: la concentración de 

los componentes formadores de fase necesarios para formar un sistema en dos 

fases en el que están en equilibrio, la subsecuente concentración de los 

componentes de fase en las fases superior e inferior y la relación de volúmenes de 

fase (Kaul, 2000). 
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Figura 2.  Ilustración del diagrama de fase. La fase inferior polímero/sal X (% w/w) 
es trazada sobre la abscisa y el polímero de la fase superior Y (% w/w) es trazada 
hacia la ordenada. X, Y y Z representan las composiciones totales de los tres 
sistemas sobre la misma línea de operación con diferente relación de volumen. La 
composición final de la fase superior e inferior es representada por los nodos T y B 
(verde) respectivamente. El punto crítico es representado por C. La línea binodal es 
representada por la línea discontinua (--).(Kaul, 2000) 

  

Presentes sobre el diagrama de equilibrio se encuentran la curva binodal, la cual 

divide una región de la concentración de los componentes que formarán fases 

acuosas inmiscibles (arriba de la curva), de aquélla que formará una sola fase 

(debajo de la curva). Las coordenadas para todos los sistemas potenciales se 

encuentran sobre una línea de operación (tie line); la línea de operación conecta 

dos nodos de la curva binodal, los cuales representan la concentración final de los 

componentes de fase en la fase superior e inferior. Moviéndose  a lo largo de las 

coordenadas de la línea de operación se localizan sistemas con diferentes 

composiciones totales  y la relación de volúmenes, y también con la misma 

concentración final de los componentes de fase en las fases superior e inferior. 

También presente sobre la línea binodal está el punto crítico; sólo arriba de este 
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punto la composición y volumen de ambas fases son casi semejantes (como es el 

material particionado) (Kaul, 2000). 

La Ecuación 2.1 determina la longitud de la línea de operación (tie line length, TLL): 

22 YXTLL   (2.1) 

Donde ∆𝑋2 y ∆𝑌2 representan la diferencia absoluta en concentración de los 

constituyentes (sal y polímero respectivamente) en las fases superior e inferior 

respectivamente. La TLL tiene las mismas unidades que la concentración de los 

componentes (% w/w) y es frecuentemente usada para expresar el efecto de la 

composición del sistema sobre el material particionado (Kaul, 2000). 

La relación volumen (R) del sistema depende de la composición global del sistema  

(Benavides et al., 2011). Este parámetro puede ser calculado usando la Ecuación 

2.2. 

bot

top

V

V
R   (2.2) 

Donde Vtop y Vbot representan los volúmenes de la fase superior e inferior 

respectivamente. La mayoría de los mecanismos que tienen influencia sobre el 

comportamiento de partición de los solutos y bionanopartículas en los sistemas 

ATPE son directamente relacionados a TLL y al R (Benavides et al., 2011). 

Uno de  los procedimientos más simples de esta técnica es la extracción en lote en 

un simple paso. El sistema es preparado y la mezcla a ser separada es añadida. 

Después de mezclar, la separación de fases es lograda por asentamiento 

gravitatorio o centrifugación. Las fases son separadas y analizadas o usadas para 

recuperar los componentes de la mezcla inicial (Raja et al., 2011). La partición de 

las moléculas entre las fases principalmente depende de la relación de equilibrio en 

el sistema. El coeficiente de partición K se define de acuerdo a la Ecuación 2.3. 

bot

top

C

C
K   (2.3) 
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Donde Ctop y Cbot es la concentración de equilibrio de la biomolécula en la fase 

superior e inferior respectivamente. Si la partición de la biomolécula se favorece en 

la fase superior el valor de K será mayor a la unidad, mientras que valores menores 

a la unidad indican que la biomolécula particiona en su mayoría a la fase inferior. 

De acuerdo con Zhang, Jiang, Feng, Qu, y Li (2016), la eficiencia de extracción en 

la fase superior puede ser calculada de acuerdo a la Ecuación 2.4. 

100
00CV

VC
Y   (2.4) 

Donde Y es la eficiencia de extracción, C es la concentración de la biomolécula de 

interés en la fase superior o inferior, V es el volumen de la fase superior o inferior, 

C0 y V0 es la concentración y el volumen del compuesto añadido al sistema ATPE. 

 

2.6 Aplicación de ATPE en la separación y fraccionamiento de proteínas 

En la definición de un nuevo sistema ATPE, la construcción  del diagrama de fase 

es de suma importancia, de modo que la elección sistemática de las composiciones 

puede ser hecha para los experimentos de partición (Chakraborty & Sen, 2016). 

Las proteínas son las biomoléculas más versátiles en términos de funcionalidad y 

estructura. Estas macromoléculas son usadas en todas las aplicaciones 

relacionadas a la biotecnología (Benavides et al., 2011). 

La aplicación de los sistemas ATPE ha sido ampliamente aplicada a la extracción y 

purificación de compuestos de interés. Estos compuestos incluyen una diversidad 

de proteínas de distintas fuentes como son proteína, enzimas, biofarmacos, 

plásmidos, anticuerpos, ADN, ácidos nucleicos, virus y partículas víricas, células y 

organelos, residuos de drogas, alcaloides, antibióticos entre otros. Una referencia 

más amplia puede encontrarse en Rito-Palomares (2004), Rosa, Ferreira, Azevedo, 

y Aires-Barros (2010), Benavides et al. (2011), Raja et al. (2011), Asenjo y Andrews 

(2012), Goja, Yang, Cui, y Li (2014), Glyk et al. (2015), Grilo, Aires-Barros y Azevedo 

(2016), Iqbal et al. (2016). La aplicación de los sistemas ATPE en la partición de las 
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proteínas está ampliamente reportado y ha sido usado exitosamente. Por ello es un 

método potencial para la purificación, concentración y separación de las mismas 

para sistemas biológicos, el cual debe ser considerado como opción para la 

separación de un compuesto de interés. En este trabajo de investigación se tiene 

particular interés en las proteínas del suero de queso. 

2.7 La aplicación de los sistemas ATPE en el fraccionamiento de las 

proteínas del suero de queso 

Se ha estudiado la partición de las proteínas de suero de queso usando sistemas 

ATPE con resultados potenciales. Un resumen de los trabajos puede verse en el 

Cuadro 4. 

Las principales proteínas del suero de queso son α-LA, β-LG, BSA. Para la 

separación y concentración de estas proteínas los sistemas polímero/sal se han 

utilizado con mayor frecuencia. Como puede observarse en el Cuadro 4, el polímero 

de mayor uso es el PEG con un rango de pesos moleculares de 600 hasta 20,000 

Da. El fosfato de potasio (en mezcla KH2PO4- K2HPO4) es la sal que más se ha 

usado para sistemas ATPE para el estudio de partición de las proteínas del suero 

de queso. Sin embargo, con el paso del tiempo, se ha optado por elegir sales tales 

como citrato de sodio (Cuadro 4), esto debido a su biodegradabilidad y nula 

toxicidad (Raja et al., 2011). El PEG también se ha sustituido por otros polímeros 

orgánicos o de mejores características. Así también se puede observar el uso de 

alternativas al PEG tales como dextrano, goma xantana, goma guar, proteínas como 

componentes formadores de fase. 

Se puede observar que en la mayoría de los sistemas, la α-LA tiene afinidad por la 

fase superior polimérica (PEG), mientras que β-LG y BSA particionan hacia la parte 

salina o inferior. Además, es notorio que existe una diversidad en la fuente biológica 

de las proteínas del suero de queso en los estudios reportados, ya que algunos 

autores han elegido suero de queso fresco, mientras que otros, suero de queso 

procesado o en su defecto las proteínas individuales de éste en grado reactivo. A 

continuación se describen las investigaciones del Cuadro 4 con más detalle. 
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Chen (1989), utilizó un sistema ATPE para clarificar el suero de queso chédar 

usando un sistema polímero/sal PEG 3500, 8000/ KH2PO4 con un rango de pH 3.3 a 

5.6; 0 a 5; % de NaCl; de 7 a 40 °C y de 11.7 a 16 % de PEG. Se encontró que las 

condiciones optimizadas fueron un sistema ATPE PEG8000/ KH2PO4 (11.7/10.0 %), 

pH 3.8, 7°C, con una remoción de grasa del 98 % y una recuperación del 90 % de 

las proteínas en la fase salina (inferior). El valor de R y K fue de 6.9 y 1.2 

respectivamente. El aumento en la temperatura, pH, peso molecular del PEG y 

concentración de la sal disminuyeron el valor de K, mientras que con el aumento de 

la concentración de NaCl aumentó el valor de K. 

Jyh-Ping (1992), estudió la partición de α-LA, β-LG obtenidos de suero de queso 

chédar con un sistema ATPE PEG/ácido cítrico. Se estudió el efecto de peso 

molecular del PEG, concentración de los componentes de fase, pH y concentración 

de NaCl. Se logró particionar α-LA a la fase polimérica, mientras que β-LG particionó 

hace la fase salina. Cuando se aumentó la concentración de los componentes (PEG, 

ácido cítrico), TLL aumentaron la partición de α-LA, β-LG a la fase polimérica y salina 

respectivamente. Sin embargo, cuando se aumentó el valor del pH, el valor de K 

para α-LA, β-LG aumentó ligeramente, pero lo contrario pasó cuando se aumentó 

la concentración de NaCl, donde el valor de K para ambas proteínas disminuyó. Se 

logró obtener la β-LG con  una pureza alrededor del 90 % y Y superiores a 95 %; 

sin embargo, fue menor para α-LA con una pureza del 80 % y Y del 60 % 

aproximadamente. 

Rito-Palomares y Hernandez (1998) estudiaron la partición de la proteína total del 

suero de queso con un sistema PEG 1000 /KH2PO4- K2HPO4. En este trabajo, se 

investigó principalmente el efecto de parámetros del sistema como son TLL (31.0-

46.2 %), pH (5.5 - 9.5), R (0.18 - 6.3), orden de mezcla de los componentes, y el 

efecto de soluciones biológicas sobre la línea binodal. Se encontró que a una mayor 

TLL y pH el coeficiente de partición K aumentaba. Sin embargo con el aumento de 

R, el valor de K disminuyó. Se encontró que disolver la KH2PO4- K2HPO4 en el suero 

de queso y después agregarle el PEG disminuyó el valor de K. El mezclar el PEG y 

KH2PO4- K2HPO4 en suero de queso y mezclar el PEG al suero para posteriormente 
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agregarle KH2PO4- K2HPO4 mostraron valores de K similares. Se encontraron 

rendimientos máximos de 65-80 % en la fase superior. Además, se observó que la 

línea binodal del diagrama de fase PEG 1000 /KH2PO4- K2HPO4 se movió hacía la 

derecha al agregar suero de queso disolvente, esto se explica de acuerdo a los 

autores debido a la grasa residual del suero. 

Alves, Chumpitaz, da Silva, Franco y Meirelles (2000) estudiaron la partición de las 

proteínas del suero de queso (α-LA, β-LG, BSA) en un sistema ATPE PEG / 

KH2PO4- K2HPO4, Maltodextrina (MD) 2000, 4000. Se estudiaron el efecto del peso 

molecular (PM) del polímero y el efecto componente inferior del sistema (citrato o 

maltodextrina). Se encontró que en un sistema PEG1450 (14 %) / KH2PO4- K2HPO4 

(18 %) se pudo particionar la α-LA a la fase superior  y β-LG a la fase inferior. El 

sistema PEG1450/MD logró separar α-LA y BSA en la fase superior; mientras que 

BSA particionó en la parte inferior o rica en MD. Este trabajo no reportó rendimientos 

de la proteína. 

da Silva y Meirelles (2000) estudiaron la partición de α-LA, β-LG, BSA usando un 

sistema PEG/MD con el objetivo de substituir al dextrano debido al alto costo de 

éste. En general, se encontró que en todos los sistemas un incremento en la 

partición  de β-LG y BSA está relacionado con un incremento en el valor de R. Se 

logró particionar β-LG y BSA hacia la fase inferior usando PEG 8000/MD2000 en 

composición  11.23/34.80 % respectivamente, pero con bajo valor de K para α-LA. 

Los valores de K para α-LA más altos (4.93) fueron encontrados en un sistema 

PEG1450 / MD 4000 (10.96/33.82 %).  

Gündüz y Korkmaz (2000) estudiaron el efecto del pH y la concentración de NaCl 

sobre el particionamiento de BSA usando un sistema PEG 3350 / Dextrano 37500 (8/6 

%). En general, se observó que a mayor pH en un rango de 4.2 a 9.8, el valor de K 

disminuyó al aumentar la concentración de NaCl en un rango de 0.06 a 0.2. A una 

concentración mayor a 0.2 el valor de K aumentó ligeramente. Los autores 

concluyen que a concentraciones de NaCl mayores a 0.2 M, el PEG tiende a 

interactuar con las regiones no polares de la proteína BSA. 
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Rodrigues, Venâncio y Teixeira (2001) estudiaron la partición de α-LA, β-LG en 

sistema ATPE PEG / (NH4)2SO4. Se estudió el efecto del PM del PEG (600, 900, 

1500) y concentración de éste (14, 16 y 18 %), pH (6, 7 y 8) a una concentración fija 

de (NH4)2SO4. Se observó que al aumentar el PM disminuyó el valor de K para 

ambas proteínas y, según los autores, es debido a que las proteínas se mueven 

hacia la fase salina por el aumento del PM del PEG. Se observó también que al 

aumentar la concentración del PEG el valor de K para α-LA, β-LG aumentó. Cuando 

se aumentó el valor del pH, en general el valor de K para ambas proteínas 

disminuyó; sin embargo, se apreció un efecto más grande para α-LA. El mismo 

fenómeno pudo observarse al aumentar la concentración de NaCl, K2SO4 y KSCN. 

Los autores concluyeron que el (NH4)2SO4  puede ser usado como opción frente a 

los fosfatos que son 50 % más costosos. 

Zuñiga, Coimbra y Minim (2001) estudiaron el efecto del peso molecular del PEG 

(1500, 4000, 6000 y 8000) en un sistema PEG/ KH2PO4- K2HPO4 (pH 7, 25 °C) de 

partición sobre las proteínas α-LA, β-LG. Se variaron las concentraciones de los 

constituyentes con valores de 14, 16 y 18 % para cada uno. Se observó que un 

aumento en el PM del PEG disminuye el valor de K para la α-LA, lo que significa 

que la proteína migra hacia la fase inferior. Se encontró que usando PEG 1500 / 

KH2PO4- K2HPO4 en una concentración (18 / 18 %) se obtienen los mejores 

resultados. Se logró un valor de K de 20.55 y 0.036 para α-LA y β-LG 

respectivamente. 

Farruggia, Nerli y Picó (2003) estudiaron el efecto del PEG sobre la proteína BSA 

en un sistema PEG / fosfato de potasio. Se eligieron seis sistemas a evaluar usando 

PEG 600, 1000, 1450, 3350, 6000 y 8000 a pH 7.0 y 25 °C. La concentración de cada uno 

fue 14.00, 15.50; 13.00, 15.00; 12.40, 12.83; 10.10, 10.90; 8.26, 10.65;  y 12.20, 

9.70 para PEG y fosfato de amonio respectivamente. Los autores encontraron que 

con el aumento del PM del PEG, el coeficiente de partición de BSA disminuye, lo 

cual significa que la proteína es excluida de la fase polimérica por el mismo PEG.  

Rodrigues, Venâncio y Teixeira (2003) estudiaron la partición de la proteína de 

suero proteasa peptona 3 (PP3) usando un sistema ATPE PEG/almidón 
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hidroxiproílico (Reppal PES 100®). El PM del PEG varió de 600 hasta 10000, 

mientras la concentración de Reppal PES 100 y el PEG varió en un rango de 12 a 

16 %. Con el aumento del pH se observó que el valor de K aumentó en un sistema 

PEG4000/Reppal PES (12/12 %). Por otro lado, el aumento en la concentración de 

PEG a una concentración fija de 12 % del Reppal PES 100 provocó también un 

aumento en el valor de partición de K. El sistema de PEG4000/Reppal PES 100 (24/16 

%) se obtuvo un valor de K mayor para PP3 con un valor de 28.7.  

Capezio et al. (2005) estudió la partición de α-1 antitripsina de una mezcla artificial 

de proteínas de suero de leche usando un sistema ATPE PEG/ KH2PO4. Se estudió 

el efecto del PM del PEG (1000, 1500 y 3350). La concentración fue de 17 y 8.8 % para 

PEG y fosfato, respectivamente. α-LA y BSA, particionaron hacía la fase superior o 

polimérica; el valor de K disminuyó con el aumento en el PM del PEG. Mientras que 

β-LG y α-1 antitripsina particionaron a la parte inferior. Al aumentar la concentración 

de NaCl el valor de K disminuyó para las cuatro proteínas. Se realizó un proceso de 

extracción en dos pasos, usando la fase salina para purificar la α-1 antitripsina de 

β-LG.  Se encontró que el mejor sistema PEG1500/ KH2PO4 a pH 6.3 mostró una 

recuperación del 88 % y 80 % de recuperación de 1 antitripsina en el primer y 

segundo paso de recuperación con una pureza de 41 y 51 % respectivamente. 

Anandharamakrishnan, Raghavendra, Barhate, Hanumesh y Raghavarao (2005) 

estudiaron la partición de la grasa y proteína del suero de queso acidificado usando 

un sistema ATPE PEG 6000, 4000/ KH2PO4, K2HPO4, (NH4)2SO4, MD. Se encontró que 

los sistemas PEG 4000/MD (14/32 %) y PEG 6000/MD (10/40 %)  a pH 6.0 y 4.2 

respectivamente, no hubo partición de la grasa. En tanto, un sistema PEG 6000/ 

KH2PO4, K2HPO4 (11.7/10.0 %) mostró una recuperación del 83 % en la fase 

superior de las proteínas. La grasa en este sistema fue particionada hacia la fase 

salina o inferior. Se reportó que el porcentaje (%) de recuperación de la proteína en 

la fase superior incrementa con el valor de TLL para el sistema PEG6000/(NH4)2SO4 

(6.6 a 24.6 %); contrario a lo que pasa para el sistema PEG6000/ KH2PO4, K2HPO4 

(83.4 a 18.8 %) y aproximadamente. Sin embargo, aunque la recuperación es alta 

para el sistema PEG6000/ KH2PO4, K2HPO4, la relación volumen fue alta (71/12 mL), 
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esto indica que la concentración de proteína es baja. Los autores reportan un valor 

de K máximo de 0.9 lo que indica que la diferencia en la fase superior e inferior es 

baja y el % de recuperación depende de R. 

Boaglio, Bassani, Picó y Nerli (2006), estudió la partición de α-LA, β-LG, BSA, α-1 

antitripsina (α-1AT)  con el objetivo de purificar la α-1AT de las demás proteínas del 

suero de queso por medio de un sistema PEG/citrato de sodio. Se estudió el efecto 

del PM del PEG (1000, 1450, 3350), pH (5.2, 6.2, 8.2), y TLL (con concentraciones del 

PEG de 9.7 a 15.92 % y el citrato de 8.82 a 13.97). Se encontró que con aumentos 

de TLL, pH, concentración y PM del PEG se incrementa el valor de K para todas las 

proteínas disminuye. Los autores atribuyeron esto al volumen libre disponible en la 

fase superior, lo cual obliga a la proteína a migrar hacía la fase salina o inferior. Se 

encontraron dos sistemas ATPE potenciales para separar α-1AT del principal 

contaminante (β-LG), PEG1000/ (pH 8.2) con una recuperación y pureza 88.9 y 57.4 

%; y PEG1450 / (pH 5.2) 96.3 y 56.4 %. Usando estos sistemas, se determinó que el 

valor de K no varió cuando se usó α-1AT  en disolución mezclada con las otras 

proteínas o sola. Se usaron estos sistemas para separar la α-1AT en leche y se 

estudió el efecto de R (valores 1, 2 y 3), el porcentaje de rendimiento mostró un valor 

alrededor de 91 % y no varió significativamente al aumentar R. Sin embargo, el valor 

de K de α-1AT disminuyó de 0.71 a 0.034, mientras que el % de pureza aumentó 

de 77 a 98 %. Los autores atribuyeron la disminución del valor de K a la interacción 

que existe entre las proteínas y las biomoléculas contenidas en la leche. 

Alcântara et al. (2011), reportó la partición de proteínas de suero de queso α-LA, β-

LG y Glicomapeptido (Gmp) usando un sistema ATPE PEG 2000/ KH2PO4, K2HPO4 

con el objetivo de aislar β-LG de las demás proteínas. Se usó el  método superficie 

de respuestas usando un diseño de compuesto central rotativo con 2 variables y 3 

niveles. Las variables fueron pH (5.29, 5.5, 6.0, 6.5, 6.71), concentración de NaCl 

(0.159, 0.200, 0.300, 0.400, 0.441 M), la concentración de PEG y fosfato se fijaron 

a 13 %. En general, los resultados mostraron que el coeficiente de partición (K) para 

α-LA y Gmp fueron altos (partición hacia la fase polimérica), y bajos para β-LG 

(partición hacia la fase salina). Conforme el pH del sistema incrementó, K de α-LA 
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y Gmp incrementaron; por otro lado K de β-LG disminuyó. Se encontró que las 

condiciones óptimas de partición fueron pH 6.7 y concentración de NaCl de 0.35 M 

a 25 °C, con un rendimiento de extracción de 97.3±0.03 para β-LG en la fase inferior 

y 811±0.15, 97.8±0.04 para α-LA y Gmp respectivamente. 

Lu, Yang, Zhao y Xia (2010) estudiaron la partición de BSA usando un sistema 

ATPE PEG/citrato de potasio, ácido cítrico. Se estudió el efecto del PM (1000, 2000, 

4000 y 6000) y concentración del PEG (12 a 21 %) a una concentración fija de citrato 

(20 %) sobre la partición de BSA. Se encontró que al aumentar tanto el PM del PEG 

el valor de K disminuyó, debido al efecto de exclusión del PEG. El aumento de la 

concentración del PEG en cada PM aumentó el valor de K. El BSA mostró alta 

afinidad por la fase superior. El mejor resultado se obtuvo con PEG 1000. 

Posteriormente, se evaluó el efecto de la concentración de BSA sobre la partición. 

Se observó que el valor de K aumenta cuando se incrementa la concentración de 

BSA y 0.75 mg g-1 fue interpretado como la concentración de saturación en la fase 

superior. El resultado de la optimización de tres variables independientes que fueron 

concentración del PEG 1000 (17 a 21 %), citrato (18-20 %) y pH (6-8) en un diseño 

de componente central fue PEG/citrato (19/21 %) a pH 7.0 y 30 ° C. En estas 

condiciones se logró una recuperación del 99 %. 

Jara y Pilosof (2011), estudiaron la partición de α-LA y β-LG usando un sistema 

ATPE proteína concentrada de suero (WPC) / hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). 

Se estudió la concentración de WPC de 8 hasta 20 % y para HPMC (0.5 y 2.0 %). 

El sistema particionó con una fase inferior rica en proteínas y una fase superior rica 

en HPMC. Se observó que el valor de K aumentó para α-LA y β-LG al aumentar el 

contenido de WPC y de HPMC. El valor de K para α-LA y β-LG usando un 0.5 % de 

HPMC fue menor a la unidad, lo que significa que las proteínas particionaron en su 

mayoría en la parte inferior. Mientras que a concentraciones altas de WPC y 2 % de 

HPMC el coeficiente K tuvo valores ligeramente mayores a la unidad. Se logró un 

rendimiento de alrededor de 80 % para α-LA y β-LG en la fase superior en un 

sistema WPC/HPMC (20/0.5 %) con altos valores de R (2.52-6.41). 
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Mokhtarani, Mortaheb, Mafi y Amini (2011) estudiaron la partición de α-LA y β-LG 

de suero de queso dulce en un sistema ATPE polivinilpirrolidona (PVP) 3350 / 

KH2PO4, K2HPO4 usando un diseño de compuesto central ortogonal. Las variables 

independientes fueron concentración de fosfato (9., 9.9, 12, 14.1, 15), de PVP (15.0, 

16.5, 20.5, 24.4, 26), temperatura (10.0, 14.4, 25, 35.6, 40) y pH (6.5, 6.8, 7.5, 8.2, 

8.5). Se eligió a la concentración de PVP, fosfato y concentración de proteína en la 

fase superior e inferior como variables dependientes. Los resultados indicaron que 

en la mayoría de los casos α-LA particionó a la fase rica en PVP, mientras que β-

LG particionó a la fase salina o inferior. Se observó además que al incrementar la 

concentración de fosfato, el valor de K para α-LA aumentó y para β-LG disminuyó. 

Al aumentar el % de PVP en el sistema, el valor de K incrementó también para 

ambas proteínas, afectando más a la α-LA. Al igual que la temperatura que mostró 

un mayor efecto para α-LA que para β-LG con valores de menos de la unidad hasta 

alrededor de 4, mientras que la β-LG mostró valores menores a la unidad. Los 

autores atribuyen este resultado a la viscosidad del PVP. Mediante este 

experimento se lograron rendimientos alrededor de 94 % con valores de K de 0.04 

para β-LG. 

Nandini y Rastogi (2011) estudió la partición de la lactoperoxidasa (LPO) de suero 

de queso acidificado. Se usó un sistema PEG/ sal (14/14 %) donde se estudió el 

efecto del PM del PEG (1500, 4000, 6000 y 20000), tipo de sal (KH2PO4, K2HPO4, MgSO4, 

(NH4)2SO4, citrato de sodio dihidratado, Na2SO4) y pH (4.3, 5.0, 7.0, 8.0 y 12.0), TLL 

y R. Se mantuvo un valor de R cercano a 1.0 para todos los sistemas. Se encontró 

que la LPO particionó preferentemente hacía la fase salina y el sistema con mayor 

valor de K (aproximadamente 0.8) en la fase superior fue PEG1500/ KH2PO4, 

K2HPO4. Con el incremento del PM del PEG, el valor de K incrementó de 0.8 a 4.4. 

Además se observó que al aumentar el valor del pH y TLL del sistema el valor de K 

aumentó. Finalmente el valor de K para proteína total y LPO disminuye al aumentar 

el valor de R. Los autores reportaron como condiciones óptimas pH 8.0, TLL 25 %, 

0.35 R para un sistema PEG6000/ KH2PO4, K2HPO4. 
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Perumalsamy y Batcha (2011), estudiaron la partición de BSA usando un sistema 

PEG/citrato. Se estudió el efecto sobre el PM del PEG (4000, 6000, 8000) y 

concentración de éste (5, 10, 15, 20 %) a un pH de 8.5 y 30 °C. Se observó que el 

coeficiente de partición K disminuyó al aumentar el PM y concentración del PEG y 

esto se atribuyó al efecto de exclusión del PEG hacia la proteína. La proteína BSA 

mostró mayor afinidad por la fase salina con valores menores a la unidad. Además, 

al aumentar el pH de 7 a 8.5 pudo apreciarse una disminución del coeficiente de 

partición. Al aumentar la concentración del citrato de sodio de 11 a 19 %, pudo 

observarse que el valor de K aumentó y esto se le atribuyó al efecto precipitación 

salina de la sal con la proteína. Finalmente, al aumentar la temperatura de 15 a 45 

°C, se observó una disminución en el valor de K, y esto se debió probablemente a 

la variación de la estructura en el PEG provocada por el aumento en la temperatura, 

al exponer los las partes hidrofóbicas, de esta manera provocando una migración 

del BSA hacia la parte salina. 

Alcântara et al. (2014), estudió la partición de α-LA y β-LG de suero de queso 

usando un sistema PEG6000/poliacrilato de sodio (NaPA) 8000 a 25° C y una 

concentración de NaCl de 1%. Se utilizó un diseño de componente central rotatorio 

considerando tres variables independientes: concentración de PEG (6.64, 8, 10, 12 

y 13.36 %), de NaPA (6.64, 8, 10, 12 y 13.36 %) y pH (5.7, 6, 6.5, 7, 7.3) con el 

objetivo de maximizar el K para α-LA y minimizarlo para β-LG. En general, pudo 

observarse que la α-LA mostró valores mayores a 1 de K, lo que significa su afinidad 

por la fase polimérica, mientras que los valores fueron bajos (<1) para β-LG que 

particionó en la fase salina. El sistema con valores óptimos fue PEG600/NaPA (12/12 

%) a pH 7.2, con valores de K de 7.8 y 0.02 para α-LA y β-LG, respectivamente. Al 

usar estos parámetros con suero fresco, se obtuvo un coeficiente de partición de  

6.8 y 0.2; y rendimientos de 87.2 y 83.3 % para α-LA y β-LG, respectivamente, lo 

que muestra que el sistema tiene potencial para separar ambas proteínas. 

Kalaivani y Regupathi (2015) estudiaron la partición de α-LA y β-LG usando un 

sistema PEG1000/citrato de trisodio. Se evaluó el efecto de TLL (43.33, 47.33, 53.19, 

59.05, 63.05 %), pH (6.7, 7.0, 7.5, 8.0, 8.3), y concentración de suero de queso 
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ácido (1.32, 2.0, 3.0, 4.0, 4.69 g). Los sistemas se ajustaron a 10 g y las variables a 

optimizar fueron cuatro: % recuperación y pureza de α-LA  en la fase superior y % 

recuperación y pureza β-LG  en la fase inferior. Se encontró que a pH 8 el valor de 

K para α-LA  fue mayor que a pH 7.5, sin embargo, la pureza disminuyó. Este 

comportamiento fue atribuido a la partición de β-LG en  la fase superior debido a 

que los aniones citrato son más prevalentes a ese pH, lo cual repele la carga neta 

negativa de las proteínas. Se observó también que lactosa, grasa y residuos de 

proteínas precipitaron en la interfase del sistema con el incremento del pH. A pH 7.5 

se observó que un mejor % de recuperación y pureza en la fase superior para α-LA, 

β-LG para la fase inferior. Se observó que la concentración del suero mayor a 30 % 

en el sistema afecto la partición de α-LA, precipitándola en la interfase. Se observó 

que con el incremento de TLL disminuyó el valor de recuperación de ambas 

proteínas, lo cual se le atribuyó a que las proteínas precipitaron en la interfase 

debido al as condiciones desfavorables. Se encontró que una TLL de 53.19 % fue 

la adecuada para llevar acabo la partición de α-LA y β-LG. El incremento de R de 

0.6 a 2.9 resultó en la menor disminución en recuperación de la proteína en la fase 

inferior (α-LA, β-LG y proteína total). Además, el incremento de R de 2.8 a 5.8 resultó 

en un ligero incremento en la recuperación de β-LG y proteína total en la fase 

superior. Los autores concluyeron que la interacción hidrofóbica entre el PEG y las 

proteínas se incrementa con valores de R superiores a 1. Finalmente, se encontró 

que las condiciones optimizadas fueron 54.13 % para TLL, pH de 7.23 y 3.06 g de 

suero para maximizar la pureza y recuperación (%) de α-LA, β-LG en la fase superior 

e inferior respectivamente, con % de recuperación alrededor de 90 %. 

Zhang et al (2016), estudiaron la partición de α-LA, β-LG de aislado de proteína de 

suero (WPI) en un sistema poli(etilenglicol-ran-propilenglicol)monobutiléter/ 

KH2PO4, K2HPO4, KH2PO4- K2HPO4 con el objetivo de separar ambas proteínas. Se 

estudiaron los efectos del pH, concentración de WPI, concentración de NaCl y 

relación volumen (R). El método de ensamble del sistema fue el siguiente: se 

adicionó un volumen de una solución de polímero al 40 % y 15.5 % de la solución 

salina, posteriormente se agregó 2 mL de solución de WPI; el sistema fue de 10 mL 

en total. Se reportó que entre las sales usadas, KH2PO4 posee mayor potencial 



38 
 

densidad de carga eléctrica que K2HPO4, también tiene capacidad para hidratarse 

mejor, por tanto se observó una curva binodal a concentraciones más altas de los 

componentes. Se observó que cuando se varió el pH de 4.0 a 8.0 en relación 5:3 

(v/v) de los componentes del sistema, el rendimiento para α-LA disminuyó, 

alcanzando un valor de 92.16 % en la fase superior. Mientras que en la fase inferior, 

se logró un rendimiento de 92 % a un pH de 5.96. Se reportó también que al variar 

la concentración de WPI de 1, 2 y 3 mg mL-1 en relación 5:3 (v/v) de los componentes 

del sistema, el rendimiento de extracción disminuyó de 114.67 a 78.88 % en la fase 

superior para α-LA, y aumentó de 58.52 a 69.95 % para β-LG. Al variar la 

concentración de sal en el sistema de 0.030 a 0.040 g (usando la relación 3:5, v/v), 

se observó un incremento en el rendimiento de extracción de ambas proteínas, de 

75.88 a 92.16 % para α-LA y de 42.31 a 52.63 para β-LG en la fase superior e 

inferior respectivamente. Finalmente, al aumentar la relación volumen (5:3, 4:4, 3, 

5) se encontró que el rendimiento máximo para α-LA y β-LG se encontraron a una 

relación volumen de 1, con rendimientos de 98.23 y 96.56 % para cada proteína en 

la fase superior e inferior, respectivamente. Se encontró que las condiciones 

óptimas para la separación de las proteínas fueron R=1 (solución de polímero de 40 

% / solución de sal 15.15 %), concentración de la disolución de WPI de 1 mg mL-1 y 

una concentración de NaCl de 0.4 g por 10 mL. 
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Cuadro 4. Sistemas ATPE aplicados a la extracción de las proteínas del suero de queso. 

Origen biológico Tipo de sistema ATPE Compuesto 

objetivo 

Fase de recuperación Uso 

DF 

Referencia 

SQ chédar PEG 3500, 8000/ KH2PO4 Proteína total Fase salina No Chen (1989) 

SQ chédar PEG 1000, 1500, 4000, 6000, 10000 / 

citrato de potasio-ácido cítrico 

α-LA, β-LG α-LA fase polimérica/ 

β-LG fase salina 

No Jyh-Ping (1992) 

SQ PEG 1000 /KH2PO4- K2HPO4 Proteína total Ambas fases Si Rito-Palomares y 

Hernandez (1998) 

Proteína aislada 

de suero 

PEG 600, 1450, 3350, 8000, 10000 / 

KH2PO4-K2HPO4, maltodextrina 

2000, 4000 

α-LA, β-LG, 

BSA 

α-LA fase PEG / β-LG fase 

fosfato, fase maltodextrina / 

BSA fase maltodextrina 

No Alves et al. (2000) 

α-LA, β-LG, BSA 

GR 

PEG 1450, 8000, 10000 / 

maltodextrina 2000, 4000 

α-LA, β-LG, 

BSA 

α-LA fase PEG/ 

β-LG ambas / BSA fase 

dextrano 

No da Silva y Meirelles 

(2000) 

BSA GR PEG 3500 / dextrano 

Rango de pH 4.2-9.8 

Rango de NaCl 0.06-0.34 M 

BSA Fase salina No Gündüz y Korkmaz 

(2000) 

PSC PEG 600, 900 1500 /(NH4)2SO4 α-LA, β-LG α-LA fase polimérica/ 

β-LG fase salina 

No Rodrigues et al. (2001) 

α-LA, β-LG GR PEG 1500, 4000, 6000, 8000 / 

KH2PO4- K2HPO4 

α-LA, β-LG α-LA fase PEG / β-LG fase 

salina 

No Zuñiga et al. (2001) 

BSA GR PEG 600-8000 / Fosfato de potasio BSA Ambas fases Si Farruggia et al. (2003) 

PSC PEG 1500, 4000, 6000, 10000 / Reppal 

PES 100 (almidón 

hidroxipropílico)  

Proteasa 

peptona 3 

Fase polimérica (PEG) No Rodrigues et al. (2003) 

DF: Diagrama de fase  SQ=Suero de queso PSC=Proteína de suero concentrada GR=Grado Reactivo 
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Cuadro 4. Sistemas ATPE aplicados a la extracción de las proteínas del suero de queso (continuación). 

Origen biológico Tipo de sistema ATPE Compuesto 

objetivo 

Fase de 

recuperación 

Uso 

DF 

Referencia 

Mezcla artificial de , α-

LA, β-LG y α-1 

antitripsina (α-1AT) 

PEG 1000, 1500, 3350 / KH2PO4 α-1 

antitripsina 

Fase salina No Capezio et al. (2005) 

SQ ácido fermentado PEG 6000, 4000/ KH2PO4, K2HPO4, 

(NH4)2SO4, MD 

Proteína 

total 

Fase 

polimérica 

Sí Anandharamakrishnan et 

al. (2005) 

Mezcla artificial α-LA, 

β-LG, BSA, α-1AT 

PEG/citrato de sodio α-1-

antitripsina 

Fase salina Sí Boaglio et al. (2006) 

Disolución de BSA PEG 1000, 2000, 4000, 6000 / citrato de 

potasio-ácido cítrico 

BSA Fase 

polimérica 

Sí Lu et al. (2010) 

SQ, α-LA, β-LG, 

glicomapéptido (Gmp) 

GR 

PEG 2000/ KH2PO4, K2HPO4 α-LA, β-LG, 

(Gmp) 

α-LA, Gmp 

fase 

polimérica/ β-

LG fase salina 

No Alcântara et al. (2011) 

PSC Concentrado de proteína de suero 

/hidroxipropilmetilcelulosa 

α-LA, β-LG Salina/ 

polimérica 

Si Jara y Pilosof (2011) 

SQ Polivinilpirrolidona / KH2PO4- 

K2HPO4 

α-LA, β-LG Ambas fases No Mokhtarani et al. (2011) 

SQ acidificado PEG 1500, 4000, 6000, 20000 / KH2PO4, 

K2HPO4, MgSO4, citrato de sodio 

dihidratado, Na2SO4 

Lactoperoxi

dasa 

Fase salina Sí Nandini y Rastogi (2011) 

 

BSA GR PEG 4000, 6000, 8000/ ácido cítrico BSA Fase salina No Perumalsamy y Batcha 

(2011) 

DF: Diagrama de fase  SQ=Suero de queso PSC=Proteína de suero concentrada GR=Grado Reactivo  
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Cuadro 4. Sistemas ATPE aplicados a la extracción de las proteínas del suero de queso (continuación). 

Origen biológico Tipo de sistema ATPE Compuesto 

objetivo 

Fase de 

recuperación 

Uso 

DF 

Referencia 

SQ PEG 600 / poliacrilato de sodio α-LA, β-LG α-LA fase PEG 

/ β-LG fase 

salina 

No Alcântara et al. (2014) 

SQ ácido PEG 1000 / citrato de trisodio α-LA, β-LG α-LA fase PEG 

/ β-LG fase 

salina 

No Kalaivani y Regupathi 

(2015) 

Proteína aislada de 

suero 

Poli(PEG-ranpropilenglicol) 

monobutil éter/ KH2PO4, K2HPO4, 

KH2PO4- K2HPO4 

α-LA, β-LG α-LA fase PEG 

/ β-LG fase 

fosfato 

Si Zhang et al. (2016) 

DF: Diagrama de fase  SQ=Suero de queso PSC=Proteína de suero concentrada GR=Grado Reactivo  
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Cuadro 5. Diagramas binodales disponibles en la literatura. 

Componentes  Parámetros  Merchuk Referencia 

x1 x2 Temp a b C 

(NH4)2SO4 PEG1000 25 NR NR NR Gao, Peng, Li y Li (1991) 
(NH4)2SO4 PEG1540 25 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG2000 25 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG4000 25 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG2000 25 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG2000  25 NR NR NR  
KH2PO4- K2HPO4 PEG1000 NR NR NR NR Huddleston, Wang, Flanagan, O'Brien y Lyddiatt 

(1994) 
KH2PO4- K2HPO4 

 

 

 

PEG1450 NR NR NR NR  

PEG 1000 KH2PO4- K2HPO4 25 NR NR NR Rito-Palomares y Hernandez (1998) 
K3PO4 PEG1000 25 63.40 -0.3242 4.285 x10‒4 Huddleston, Willauer y Rogers (2003) 
K3PO4 PEG2000 25 115.88 -0.6685 5.727 x10‒4  
K3PO4 PEG3400 25 77.35 -0.5213 1.141 x10‒4  
K2CO3 PEG2000 25 124.20 -0.5589 9.392x10‒4  
(NH4)2SO4 PEG2000 25 87.41 -0.4360 4.303x10‒4  
Li2SO4 PEG2000 25 73.98 -0.3444 6.590x10‒4  
MnSO4 PEG2000 25 65.65 -0.4293 2.671x10‒4  
ZnSO4 PEG2000 25 70.69 -0.4542 2.970x10‒4  
NaOH PEG2000 25 105.79 -0.5572 2.346x10‒4  
Concentrado de proteína Hidroxipropilmetilcelulosa 

(HPMC) 
27 NR NR NR Pérez, Wargon y Pilosof (2006) 

Caseinato de sodio Goma guar 20 NR NR NR Spyropoulos, Portsch y Norton (2010) 
Caseinato de sodio Goma de algarrobo 20 NR NR NR  
Poli(PEG-ranpropilenglicol) 

monobutil éter 

KH2PO4 23 680.62 –1.67 3.293x10‒3 Zhang et al. (2016) 

Poli(PEG-ranpropilenglicol) 
monobutil éter 

K2HPO4 23 146.35 –0.96 6.672 x10‒3  

Poli(PEG-ranpropilenglicol) 
monobutil éter 

KH2PO4- K2HPO4 23 8.26 -0.57 8.853 x10‒3  
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Cuadro 5. Diagramas binodales disponibles en la literatura (continuación). 

Componentes  Parámetros  Merchuk Referencia 

x1 x2 temp a b c 

Citrato de trisodio-ácido 
cítrico 

PEG1000 20 NR NR NR Marcos, Fonseca, Ramalho y Cabral (1998) 

KH2PO4- K2HPO4+6% urea PEG1450 25 NR NR NR Meller da Silva y Meirelles (2001) 
Na2CO3 L35 10 NR NR NR de Lemos et al. (2010) 
  25 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
Acetato de sodio L35 10 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
Citrato de amonio L35 10 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
(NH4)2SO4 L35 10 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
Succinato de sodio L35 10 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
Citrato hidrógeno diamonio PEG2000 25 NR NR NR  
  30 NR NR NR  
  35 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
  45 NR NR NR  
Citrato hidrógeno diamonio PEG4000 25 NR NR NR  
  30 NR NR NR  
  35 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
  45 NR NR NR  
KH2PO4- K2HPO4+6% urea PEG3350 25 NR NR NR  
KH2PO4- K2HPO4+6% urea PEG8000 25 NR NR NR  
Citrato de trisodio-ácido 
cítrico 

PEG3350 20 NR NR NR  

Na2SO4 PEG2000 25 NR NR NR Nagaraja y Iyyaswami (2015) 
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Cuadro 5. Diagramas binodales disponibles en la literatura (continuación). 

Componentes  Parámetros  Merchuk Referencia 

x1 x2 temp a b c 

MnSO4 PEG1000 NR NR NR NR Snyder, Cole y Szlag (1992) 
MnSO4 PEG3350 25 NR NR NR  
MnSO4 PEG8000 25 NR NR NR  
Na2SO4 PEG1000 25 NR NR NR  
Na2SO4 PEG3350 25 NR NR NR  
Na2SO4 PEG8000 25 NR NR NR  
Na2CO3 PEG1000 25 NR NR NR  
Na2CO3 PEG3350 25 NR NR NR  
Na2CO3 PEG8000 25 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG1000 25 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG3350 25 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG8000 25 NR NR NR  
KH2PO4 PEG1000 25 NR NR NR  
KH2PO4 PEG3350 25 NR NR NR  
KH2PO4 PEG8000 25 NR NR NR  
KH2PO4- K2HPO4  0 % NaCl PEG4000 20 71.7 -0.62 -1.23x10-3 Merchuk, Andrews y Asenjo (1998) 
KH2PO4- K2HPO4 2 % NaCl PEG4000 20 63.69 -20.64 -2.68x10-3  
KH2PO4- K2HPO4 10 % NaCl PEG4000 20 57.43 -20.64 -3.50x10-3  
(NH4)2SO4 etanol 18 NR NR NR Fu, Yang y Xiu (2015) 
Citrato de sodio-ácido cítrico PEG1000 30 NR NR NR Lu et al. (2010) 
Citrato de sodio-ácido cítrico PEG2000 30 NR NR NR  
Citrato de sodio-ácido cítrico PEG4000 30 NR NR NR  
Citrato de sodio-ácido cítrico PEG6000 30 NR NR NR  
Na2SO4 Triton X-100 20 NR NR NR Liu, Liu, Du, Zhao y Du (2016) 
  25 NR NR NR  
  30 NR NR NR  
  35 NR NR NR  
Na2SO4 Triton X-100+ SDS 6% 25 NR NR NR  
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Cuadro 5. Diagramas binodales disponibles en la literatura (continuación). 

Componentes  Parámetros  Merchuk Referencia 

x1 x2 temp a b c 

(NH4)2SO4 PEG1000 15 NR NR NR Voros, Proust y Fredenslund (1993) 
  25 NR NR NR  
  35 NR NR NR  
  45 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG2000 15 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
  35 NR NR NR  
  45 NR NR NR  
Na2CO3 PEG1000 15 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
  35 NR NR NR  
  45 NR NR NR  
Na2CO3 PEG2000 15 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
  35 NR NR NR  
  45 NR NR NR  
Na2SO4 PEG4000 20 0.6277 -4.749 1731 González-Amado, Rodil, Arce, Soto y Rodríguez 

(2016) 
Na2SO4 PEG4000 35 0.7700 -5.592 2692  
(NH4)2SO4 PEG4000 5 0.6318 -3.036 684.5  
(NH4)2SO4 PEG4000 20 0.6902 -3.388 858.9  
(NH4)2SO4 PEG4000 35 0.8188 -4.486 1118  
Na2SO4 PEG8000 20 0.6401 -5.701 2139  
Na2SO4 PEG8000 35 0.5459 -4.033 12550  
(NH4)2SO4 PEG8000 5 1.170 -6.220 645.1  
(NH4)2SO4 PEG8000 20 1.020 -5.744 612.4  
(NH4)2SO4 PEG8000 35 0.9599 -5.282 830.7  
FeSO4 PEG4000 15 0.791 -5.313 411.06 Muruchi, Galleguillos y Jimenez (2016) 
  25 0.743 -5.353 520.66  
  35 0.772 -5.759 629.77  
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Cuadro 5. Diagramas binodales disponibles en la literatura (continuación). 

Componentes  Parámetros  Merchuk Referencia 

x1 x2 temp a b c 

(NH4)2HPO4 PEG1000 25 NR NR NR Zhang et al. (2013) 
(NH4)2HPO4 PEG2000 25 NR NR NR  
(NH4)2HPO4 PEG6000 25 NR NR NR  
(NH4)2CO3  PEG1000 25 NR NR NR  
(NH4)2CO3 PEG2000 25 NR NR NR  
(NH4)2CO3 PEG6000 25 NR NR NR  
(NH4)2C4H4O6 PEG1000 25 NR NR NR  
(NH4)2C4H4O6 PEG2000 25 NR NR NR  
(NH4)2C4H4O6 PEG6000 25 NR NR NR  
Na2SO4 PEG400 20 82.45 -0.43 1.55x10‒4 de Araujo Sampaio et al. (2016) 
  30 102.01 -0.49 1.38x10‒4  
  50 100.00 -0.48 1.56x10‒4  
Na2SO4 PEG4000 20 NR NR NR  
  30 NR NR NR  
  50 NR NR NR  
Na2SO4 PEG6000 20 NR NR NR  
Na2SO4 1-propanol 30 NR NR NR  
(NH4)2NO3 1-propanol 50 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG400 10 NR NR NR Murari et al. (2015) 
  25 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG10000 10 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
(NH4)2SO4 PEG35000 10 NR NR NR  
  25 NR NR NR  
  40 NR NR NR  
(NH4)2SO4 1-propanol 25 NR NR NR Khayati y Shahriari (2016) 
Na2SO4 2-propanol 25 NR NR NR  
(NH4)2NO3 2-propanol 25 NR NR NR  
(NH4)2SO4 2-propanol 25 NR NR NR  



47 
 

El uso de los diagramas de equilibrio es poco reportado en los trabajos de partición 

de proteínas de suero de queso. De acuerdo a Rito-Palomares (2004), los 

diagramas de fase son necesarios para la evaluación de los parámetros del sistema 

como son TLL, pH, relación volumen (R) entre otros. Los diagramas de equilibrio 

nos aportan información que es muy valiosa al momento de elegir los sistemas para 

la partición de la biomolécula objetivo. Ellos nos aportan los límites de la zona de 

trabajo en la cual los sistemas pueden desarrollarse. De otra manera, el no usar 

diagramas de equilibrio nos limita a sólo una zona que podría no ser la mejor. 

En los trabajos de investigación revisados, se observa que recientemente el uso de 

metodologías como superficie de respuestas para la optimización de la partición de 

una biomolécula objetivo han sido reportadas con altos valores de recuperación, 

pero con valores de R altos. En el Cuadro 5 se muestran algunos diagramas de 

equilibrio disponibles en la literatura. Puede apreciarse que se utiliza mayormente 

el PEG, por su amplio rango de PM. Los fosfatos y sulfatos son las sales más 

comúnmente usadas (Raja et al., 2011). La mayoría de los diagramas de flujo están 

reportados a temperatura ambiente (25 °C) y van desde 5 hasta 50 °C. En la 

mayoría de los diagramas de equilibrio del Cuadro 5 se usa agua como solvente. 

Sin embargo, para ciertos casos, el equilibrio de los sistemas ATPE debería 

realizarse con el líquido biológico en cuestión. Se ha reportado que al usar 

soluciones biológicas, el diagrama de equilibrio se ve afectado al cambiar la relación 

volumen (R) (Rito-Palomares & Cueto, 2000) y la posición de la línea binodal (Rito-

Palomares & Hernandez, 1998) y esto no es tomado en cuenta al momento de 

elegir un sistema que se sitúa sobre un diagrama de equilibrio basado en agua. 

Existen escasos diagramas de flujo construidos sobre soluciones biológicas. Esto 

puede ser debido a que las técnicas típicas para la construcción de diagramas de 

fase no son adecuadas, tal como lo es el punto de turbidez. Se ha reportado la 

dificultad de la construcción de un diagrama de equilibrio usando soluciones 

biológicas (Rito-Palomares & Hernandez, 1998) y el efecto que éstas causan sobre 

el equilibrio del sistema (Rito-Palomares & Cueto, 2000), por tanto éste es un hecho 

que debe ser tomado en cuenta. 
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Adicionalmente, puede apreciarse en el Cuadro 5, que recientemente se han 

reportado ampliamente diagramas de equilibrio con sales que contiene amonio 

(NH4). Sin embargo para la partición de las proteínas del suero de queso este tipo 

de sales (Cuadro 4) han tenido una aplicación muy limitada. De 22 trabajos de 

investigación contenidos en el Cuadro 4, sólo dos reportan el uso (NH4)2SO4, los 

cuales se describen a continuación. Rodrigues et al. (2001) usaron (NH4)2SO4 a una 

concentración fija de 14 % para todos los experimentos de partición, limitando el 

área de efecto de esta sal. Anandharamakrishnan et al. (2005) usó un sistema 

(NH4)2SO4/PEG4000 (14.26/17.88%) y cuatro sistemas (NH4)2SO4/PEG6000 

(9.44/10.04, 10.87/12.70, 12.46/15.30, 14.26/17.88 %) con un rango limitado de 

(NH4)2SO4 de 9.44 a 14.26 %. 

Los sistemas PEG/fosfatos son los sistemas ATPE más ampliamente utilizados 

(Rito-Palomares, 2004). De acuerdo a los trabajos de investigación revisados, el 

uso de un sistema polímero/(NH4)2SO4 es una oportunidad que se ha usado muy 

limitadamente para explorar el comportamiento de la partición de las proteínas del 

suero de queso. 

2.8 Sulfato de amonio como componente para sistemas ATPE 

Es generalmente aceptado que los iones afectan la estructura y la dinámica del 

agua; sin embargo, lo que se entiende como un efecto que existe está bajo debate 

(Xie & Gao, 2013). 

Los cationes y aniones han sido clasificados separadamente en términos de su 

capacidad para precipitar proteínas. Este ranking es llamado la serie Hofmeister. El 

mismo ranking aplica para la estabilización de proteínas. ¿Qué causa la serie 

Hofmeister a nivel molecular? Muchos artículos han sido publicados en dirección a 

esta pregunta. Las hipótesis propuestas parecen caer en dos principales teorías 

(Shimizu, McLaren, & Matubayasi, 2006). 

En primer lugar, ha sido hipotetizado que la diferencia (variación) en el efecto de 

los iones sobre la estructura del agua es la causa de la serie Hofmeister. Se ha 

propuesto que algunos iones (cosmotróficos) mejoran la estructura del agua 
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rodeando los iones, lo cual provoca el fortalecimiento del efecto hidrofóbico, así 

estabilizando las proteínas. Por otro lado, los iones que rompen la estructura de 

agua rodeando los iones (caotrópicos) se consideran que rompen el efecto 

hidrofóbico, así desnaturalizando las proteínas. Se ha propuesto que hay 

competencia entre la carga y el tamaño iónico si un ion es caotrópico o 

cosmotrópico (Figura 3).  

En segundo lugar, la diferencia entre la unión sal-proteína, ha sido la causa de la 

serie Hofmeister. Un análisis termodinámico ha demostrado que las sales que 

desnaturalizan proteínas tienden a unirse a las proteínas, mientras las sales que 

estabilizan proteínas tienden a ser excluidas de la superficie de la proteína (Shimizu 

et al., 2006). 

Con respecto a la capacidad  estabilización de proteínas, esta serie se ha 

clasificado de la siguiente manera: 

 

Figura 3.  Clasificación de los aniones y cationes de acuerdo a sus propiedades 
caotrópicas/cosmotrópicas (Yang, Liu, Chen, & Halling, 2010). 

 

Los aniones cosmotróficos aumentan la tensión superficial, es más difícil penetrar 

en la proteína, disminuyen la solubilidad de la proteína, aumenta la agregación, 

disminuye la desnaturalización y aumenta la estabilidad proteica. Por otro lado, los 

aniones caotrópicos disminuyen la tensión superficial, fácilmente penetran en la 

proteína, aumentan la solubilidad y desnaturalización proteica, y disminuyen la 

estabilidad (Zhang & Cremer, 2006). 
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Se ha encontrado que las proteínas son usualmente estabilizadas por un anión 

cosmotrópico y un catión caotrópico y desestabilizadas por un anión caotrópicos y 

un catión cosmotrófico (Yang et al., 2010). 

Para el caso del sulfato de amonio (NH4)2SO4, los iones NH4
+ y SO4

-2 están en los 

extremos de esta serie y han demostrado estabilizar las proteínas (Duong-Ly & 

Gabelli, 2014).  

Mientras que algunas sales pueden ser usadas como precipitantes, el sulfato de 

amonio tiene muchas propiedades que la hacen las más usada. Es muy 

estabilizante para la estructura de las proteínas,  muy soluble, relativamente barata, 

el material puro está fácilmente disponible, y la densidad de una solución saturada 

(4.1 M) a 25 °C (ρ=1.235 g mL-1) no es tan alta como otro agente precipitante, el 

fosfato de potasio ( 3M, ρ=1.33 g mL-1 (Burgess, 2009). 

El mecanismo de precipitación salina es basado en la solvatación preferencial 

debido a la exclusión del cosolvente (sal) de la capa de agua cercanamente 

asociada con la superficie de la proteína (capa de hidratación). La capa de 

hidratación, típicamente de 0.3 a 0.4 g de agua por g de proteína, juega un papel 

crítico en el mantenimiento de la solubilidad y el plegado correcto de la 

conformación nativa (Wingfield, 2001). 

De acuerdo a la revisión de literatura, este trabajo de investigación planteó la 

posibilidad de utilizar un sistema ATPE para la concentración y purificación de las 

proteínas de suero. En específico usar como componente del sistema PEG4000 que 

es un polímero de peso molecular medio y ha sido ampliamente usado. Así también, 

dada las propiedades que presenta y la falta de exploración del sulfato de amonio 

en sistemas ATPE para la partición de las proteínas del suero de queso, este trabajo 

se planteó considerarlo como componente del sistema ATPE para la investigación. 

Por otro lado también se plantea la construcción de diagramas binodales usando 

como solvente agua y explorar la posibilidad de usar suero como solvente.   
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CAPÍTULO  3 

 

PURIFICACIÓN Y CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS DE SUERO DE QUESO 
MEDIANTE EXTRACCIÓN ACUOSA EN DOS FASES 

Resumen 

Las proteínas del suero de queso pueden separarse con extracción acuosa en dos 

fases (ATPE). Con apoyo de un diagrama binodal para la mezcla de (NH4)2SO4 

(AS) con polietilenglicol 4000 (Peg4), se estudió la partición de fases para 

maximizar la separación de proteínas de suero y reducir la presencia de lactosa. El 

rendimiento aumentó a medida que se redujo la concentración de Peg4 o aumentó 

la de AS. Cuando el componente polimérico estuvo ausente aún se obtuvo 

formación de un sistema bifásico, lo que se atribuyó a la estructura polimérica de 

las proteínas. El sistema ATPE puede usarse como método no energético de 

concentración de proteínas. 

Palabras clave: ATPE; diagrama binodal; proteínas; rendimiento de extracción; 

suero de queso 
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Abstract 

Whey proteins can be separated by aqueous two phase extraction (ATPE). With the 

aid of a binodal diagram for the mixture of (NH4)2SO4 (AS) with polyethylene glycol 

4000 (Peg4), the phase partitioning was studied to maximize the separation of whey 

proteins and reduce the presence of lactose. The separation yield increased as the 

concentration of Peg4 diminished or the concentration of AS increased. When the 

polymeric component was absent, a two-phase system was still formed, which was 

attributed to the polymeric structure of proteins. The ATPE system can be used as 

a non-energy method for protein concentration. 

Key words: ATPE; binodal diagram; cheese whey; extraction yield; proteins 

 

3.1. Introducción 

El suero es un subproducto de la manufactura de queso (Perumalsamy & 

Murugesan, 2012). Dependiendo de la calidad de la leche, entre 8 y 9 kg de suero 

son producidos de cada 10 kg de leche (Nath et al., 2015). En virtud de que tiene 

demanda química de oxígeno alta, el suero es un material con alto potencial 

contaminante, por lo que su manejo representa una preocupación industrial desde 

el punto de vista ambiental (Masotti, Cattaneo, Stuknytė & De Noni, 2016; Nath et 

al., 2015). El suero contiene lactosa, proteínas y lípidos, lo que lo hace atractivo 

para la preparación de bebidas (Liutkevičius et al., 2016) o como suplemento 

alimenticio (Masotti et al., 2016). Las principales proteínas del suero son α-

lactoalbúmina (αla), β-lactoglobulina (βlg) y albúmina de suero bovino (BSA) 

(Perumalsamy & Murugesan, 2012). La αla contiene aminoácidos azufrados como 

el triptófano y gran cantidad de cisteína que ayudan a reforzar el sistema inmune. 

La βlg es la proteína más abundante en el suero y es una excelente fuente de 

aminoácidos esenciales (Alcântara et al., 2011). En adición, las proteínas del suero 

poseen alto valor biológico debido a que son casi totalmente absorbidas por el 

sistema digestivo (Kreczmann et al., 2015). Sin embargo, el suero contiene también 
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ciertas cantidades de grasa (Fagan, Castillo, O’Callaghan, Payne, & O’Donnell, 

2009), que dificultan la recuperación de proteínas (Torkamani et al., 2016), y alta 

concentración de lactosa (Kalaivani & Regupathi, 2015), que ha sido identificada 

como el principal problema para el uso de este subproducto (de Souza et al., 2010), 

debido a que muchas personal alrededor del mundo padecen de intolerancia a la 

lactosa (Jelen & Tossavainen, 2003). 

El aprovechamiento del suero se ha basado comúnmente en el uso separaciones 

por membrana y secado por atomización (Anandharamakrishnan, Rielly & Stapley, 

2007; Kreczmann et al., 2015), lo que presenta desventajas pues no se realiza 

ningún procedimiento de purificación y las proteínas pueden resultar afectadas por 

el tratamiento térmico. La aplicación de un sistema acuoso en dos fases (ATPE, por 

sus siglas en inglés) es una alternativa que evita procedimientos térmicos y es 

viable para separar proteínas (Asenjo & Andrews, 2012; Glyk, Scheper, & Beutel, 

2015). En un sistema ATPE ocurre una separación líquido-líquido mediante 

mezclas de dos polímeros o un polímero y una sal, que en ciertas concentraciones 

producen una solución verdadera en una sola fase, pero en otras causan la 

formación de dos fases inmiscibles, entre las cuales se reparten las biomoléculas 

presentes en la mezcla (Raja, Murty, Thivaharan, Rajasekar & Ramesh, 2011). El 

método ATPE ha sido estudiado incluso para separar proteínas en forma selectiva 

(Gai, Qu, Zhang & Zhang, 2011; Nitsawang, Hatti-Kaul & Kanasawud, 2006). En el 

caso de suero, mediante mezclas basadas en polietilenglicol y fosfato de potasio o 

citrato de sodio, se ha demostrado que es factible el fraccionamiento de αla en la 

fase polimérica y βlg en la fase salina (Alcântara et al., 2011; Kalaivani y Regupathi, 

2015; Giraldo, Reis & Minim, 2001). Por otro lado, Anandharamakrishnan, 

Raghavendra, Barhate, Hanumesh, and Raghavarao (2005) mostraron que la grasa 

puede ser separada también usando ATPE, lo que hace atractivo el método para 

ser usado con suero. Sin embargo, el caso de la eliminación de lactosa a través de 

ATPE no ha sido estudiado, pero con base en los trabajos de Chethana, Nayak, 

and Raghavarao (2007) con betalaínas, tal componente puede ser retenido también 

en la fase salina del sistema ATPE, aunque en un proceso de fraccionamiento de 

las proteínas del suero, quedaría en mezcla con la βlg, dificultando la recuperación 
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de esta proteína. En adición, el contenido de proteínas en el suero es menor a 10 

mg mL-1 (Kalaivani y Regupathi, 2015), lo que sugiere que, además de la 

purificación, se deben emprender acciones de concentración de estos compuestos. 

En virtud del alto contenido de agua, el suero puede ser usado como disolvente de 

los componentes formadores del sistema ATPE, de manera que al desarrollarse las 

dos fases puede obtenerse no sólo una purificación de las proteínas, sino también 

una concentración de las mismas, en función de la partición de volúmenes. El 

objetivo del presente trabajo fue aplicar el método de extracción acuosa en dos 

fases para concentrar y purificar proteínas de suero de queso, atendiendo la 

eliminación de lactosa. 

3.2. Materiales y Métodos 

3.2.1. Suero de queso 

Se fabricó queso panela a partir de leche entera de ganado Holstein utilizando el 

método descrito por Lobato-Calleros, Castañeda-Lozano y Vernon-Carter (2009). 

Se separó el suero y se sometió a evaluación de contenido de lactosa, proteína y 

grasa. 

3.2.2. Diagrama binodal de fases 

Se prepararon soluciones al 40 % de polietilenglicol [HO-(CH2CH2O)n-

CH2OH],poly(ethane-1,2-diol) 4000 (Peg4) (Sigma-Aldrich, Co., Germany) y sulfato 

de amonio [(NH4)2SO4; AS] (J. Bayer, México), usando agua desionizada como 

disolvente. Se usó el método del punto de turbidez para construir un diagrama 

binodal de fases (Li, He, Liu, Li & Liu, 2005). En un tubo Pyrex® con tapa de rosca, 

de 70 mL, de 25 mm × 200 mm, se colocaron 5 g de la solución de Peg4 y se agregó 

gota a gota la solución de AS hasta observar apariencia turbia sostenida aun 

después de agitación. Se registró el peso mediante balanza analítica (Ohaus, USA) 

y se agregó gota a gota agua hasta observar transparencia estable. Se registró 

peso, se agregó nuevamente solución de AS hasta observar turbidez y así 

sucesivamente. Para cada mezcla se calculó la concentración de AS ( bin

ASx , %) y 

Peg4 ( bin
Py , %) con las Ecuaciones (3.1) y (3.2), donde P , AS  y H  identifican Peg4, 
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sulfato de amonio y agua, respectivamente; i  es la i-ésima mezcla; n  es el número 

de preparaciones hasta la obtención de la mezcla i ; 0
Py  y 0

ASx  son concentraciones 

de las soluciones originales de las soluciones; i
Py  y i

ASx  son concentraciones de la 

soluciones agregadas en cada mezcla i ; 
0
Pw  y 0

ASw  son pesos de las soluciones 

agregadas al inicio de cada rutina y 
i
Pw , i

ASw  y 
i
Hw  son pesos de P , AS  y H  

agregados en cada mezcla i . Los datos de Peg4    ( Py , %) y AS ( ASx , %) 

correspondientes a estado de turbidez se graficaron para obtener un diagrama 

binodal de fases experimental para la mezcla AS-Peg4. Todo este procedimiento 

se hizo por triplicado. 
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Los datos experimentales ( bin

ASx , bin
Py ) se sometieron a regresión no lineal mediante 

el software Sigma Plot® (SPSS, 2002), para ajustarlos a un modelo con la forma 

de la Ecuación (3.3) (Merchuk, Andrews, & Asenjo, 1998b), donde 1k , 2k  y 3k  son 

constantes de regresión. 

 3bin
AS3

0.5bin
AS21

bin
P )(xk)(xkexpky   (3.3) 

3.2.3. Líneas de operación 

Se identificaron los puntos sobre la curva binodal correspondientes a las mayores 

concentraciones de AS ( max

ASx , 
bin
Py ) y Peg4 (

bin

ASx , 
max
Py ) y con ellos se ajustó la 

Ecuación (3.4), que constituyó la línea de operación principal (TLmain), donde 4k  es 

su pendiente (Ecuación 3.5). 
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  max
P

bin
ASASP yxxky  4  (3.4) 

bin
AS

max
AS

max
P

bin
P

xx

yy
k




4  (3.5) 

Para construir líneas secundarias de operación (TLsec), paralelas a TLmain, se 

localizó el punto crítico (C), donde la línea de operación tiene longitud nula. Para 

encontrar C se derivó la Ecuación (3.3) y el resultado (Ecuación 3.6) se igualó con 

la Ecuación (3.5), de donde se obtuvo la abscisa Cx , cuya sustitución en la Ecuación 

(3.3) permitió obtener la ordenada Cy  de C. 

  
4k

dx

)(xk)(xkexpkd

dx

dy
bin
AS

3bin
AS3

0.5bin
AS21

bin
AS

bin
P




  (3.6) 

A partir del punto C( Cx , Cy ) se trazó una línea perpendicular a TLmain con pendiente 

4/k1  (Riddle, 1995). Se determinó la intersección entre ambas (denotada como 

D) y se localizaron cinco puntos equidistantes (E, F, G, H, I) sobre la misma 

perpendicular, a través de los cuales se trazaron las TLsec. La Ecuación (3.7) 

representa la recta que pasa por el punto E(
E
ASx , E

Py ). 

  E
P

E
ASAS4P yxxky   (3.7) 

Se determinó la intersección de las TLsec con la curva binodal (Ecuación 3.3) 

utilizando un procedimiento de igualación-sustitución y para cada línea se 

determinó la longitud ( LTL , %) por medio del teorema de Pitágoras (Riddle, 1995), 

en la forma descrita por la Ecuación (3.8), que muestra el caso de la línea que pasa 

por el punto E, donde x  e y  representan concentraciones de AS y Peg4, 

respectivamente y los subíndices indican que se hace referencia a las 

intersecciones en los lados superior (T) e inferior (B) de la línea de operación. 

   
2T

E
B
E

2T
E

B
EL yyxxTL   (3.8) 

La relación entre la curva binodal y las líneas de operación se representó a través 

de la ecuación de Othmer-Tobias (Murari et al., 2015), donde 5k  y 6k  son 
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constantes de regresión. Para ello, los puntos de intersección de las líneas de 

operación con la curva binodal se ajustaron a la Ecuación (3.9) mediante regresión 

lineal, donde S  y T  se describen en la Ecuación (3.10). 

Tk)(klnS 65   (3.9) 
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3.2.4. Análisis de partición de volúmenes 

La partición de volúmenes ( R ) entre las fases superior ( TV ) e inferior ( BV ) del 

sistema ATPE se definió en la forma de la Ecuación (3.11) y se evaluó en siete 

puntos, denotados como 1 a 7 en la Figura 5 y localizados sobre la TLmain con Peg4 

a 30, 25, 15, 5, 0.5 y 0.1 %.  

B

T

V

V
R   (3.11) 

En adición, R  se evaluó en el punto medio de TLmain y en el punto D. El valor de R  

se correlacionó con la concentración de Peg4 y AS y se determinó la concentración 

que permitió tener partición equitativa de volúmenes (PEV; R =1). Un procedimiento 

similar se realizó con las TLsec. Las mezclas se prepararon a 25 °C con agua 

desionizada como disolvente. 

3.2.5. Sistemas ATPE basados en AS-PEG4-suero 

Se prepararon mezclas a 25 °C usando suero como disolvente en vez de agua. La 

composición correspondió a los mismos puntos 1 a 7 descritos antes. Las fases 

fueron separadas y evaluadas en términos de R  y concentración de proteína y 

lactosa. Para cada componente se determinó un coeficiente de partición ( K ) 

mediante la Ecuación (3.12) y rendimientos de separación ( TY , BY ) con las 

Ecuaciones (3.13) y (3.14), respectivamente, donde Tc , Bc  y 0c  son 

concentraciones de proteína o lactosa en las fases superior (T ), inferior ( B ) y en 

el suero original  ( 0V ), respectivamente.  
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3.2.6. Variables respuesta 

La concentración de proteína se determinó con el método de absorción a 220 nm 

(Kamizake, Gonçalves, Zaia & Zaia, 2003), con un espectrofotómetro Hach DR 

5000 UV-Vis (Hach, México). Las determinaciones se apoyaron con una curva 

estándar de albúmina de suero bovino (BSA) en un rango de 10 a 80 mg mL-1 y los 

resultados se expresaron como mg equivalentes de BSA por mL (mg mL-1). La 

concentración de lactosa se midió con el método de fenol-sulfúrico (Dubois, Gilles, 

Hamilton, Rebers & Smith, 1956), con un espectrofotómetro con lector de 

microplacas (Biotek, Sinergy 2, BioTeck Instruments, USA) y el apoyo de una curva 

estándar de lactosa en el rango de 10 a 200 mg mL-1. En adición, se midió contenido 

de grasa en el suero original con un equipo Milko Scan FT1 (Foss, Dinamarca). 

3.2.7. Análisis de datos 

Se analizó la relación de la partición de volúmenes ( R ), de la concentración de 

proteína y lactosa en las fases, del rendimiento de separación (Y ) y del coeficiente 

( K ) de partición, en función de la concentración de Peg4. Los datos se sometieron 

a rutinas de regresión y el coeficiente de determinación (
2

r ) se tomó como indicador 

de la significancia de cambio en el comportamiento. 
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3.3. Resultados y Discusión 

3.3.1. Composición del suero de queso 

El suero de queso tuvo 1.02 (±0.01) % de grasa, 10.68 (±0.077) mg mL-1 de proteína 

total y 53.90 (±0.29) mg mL-1 de azúcares totales. Los contenidos de proteína y 

azúcares fueron del mismo orden de magnitud a lo reportado por Kalaivani y 

Regupathi (2015), quienes encontraron valores de 5.49 y 47.20 mg mL-1, 

respectivamente. 

3.3.2. Diagrama binodal de fases 

La Figura 4a muestra el diagrama binodal de fases obtenido para el sistema 

formado por (NH4)2SO4 (AS) y PEG 4000 (Peg4). Los datos experimentales se 

ajustaron bien a la ecuación de Merchuk et al. (1998) (Ecuación 3.3), con coeficiente 

de determinación (
2

r ) de 0.9982 (±0.0004) y con valores en los parámetros 1k , 2k  

y 3k  de 84.2218 (±4.1078) %, -0.4650 (±0.0211) %-0.5 y 0.0007 (±5.76×10-6) %-3, 

respectivamente, que corresponden a un comportamiento a 25 °C. Estos resultados 

fueron semejantes a los obtenidos por González-Amado, Rodil, Arce, Soto y 

Rodríguez (2016) a 20 °C, quienes para el mismo sistema AS-Peg4 encontraron 

los valores de 69.02, -0.34 y 0.00086 para las mismas constantes, respectivamente. 

En el presente trabajo sólo se evaluó la condición de 25 °C, que es la temperatura 

más utilizada en la construcción de sistemas ATPE (Huddleston, Willauer & Rogers, 

2003; Murari et al., 2015; Voros et al., 1993) y es representativa de condiciones 

ambientales. Sin embargo, con base en los datos de González-Amado et al. (2016) 

a 5, 20 y 35 °C, a medida que la temperatura aumenta, la curva binodal se desplaza 

sólo ligeramente hacia la región de menor concentración de componentes (Figura 

4b). 
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Figura 4  (a) Diagrama binodal de fases y ajuste de datos a la ecuación de Merchuk 
et al. (1998). Las repeticiones 1 a 3 corresponden a rutinas experimentales. (b) 
Comparación de la curva binodal obtenida en el presente trabajo con otros 
resultados para observar efecto de temperatura. GA son curvas construidas con 
datos de González-Amado et al. (2016). 

 

El polietilenglicol (PEG) es el polímero más usado en sistemas ATPE y se ha 

reportado que con mayor peso molecular (MPEG) la cantidad requerida para formar 

un sistema bifásico es menor (Raja et al., 2011). Si la Ecuación (3.3) del presente 

trabajo se somete a un análisis de cálculo de área bajo la curva (AUC), mediante el 

método de Simpson de 1/3 (Chapra & Canale, 2015), en el rango de concentración 

de AS de 3.46 a 34.78 % (ver sección de Líneas de Operación), se obtiene un valor 

de 180.75 %2. El Cuadro 3 muestra parámetros de la ecuación de Merchuk et al. 

(1998) y AUC calculada para sistemas ATPE construidos a 25 °C en otros trabajos 

con AS y PEG de distinto MPEG. Se desprende que a medida que MPEG ha sido 

mayor el valor de AUC ha sido menor, lo que indica que la curva binodal se desplaza 

hacia la izquierda y confirma que el desarrollo de un sistema bifásico requiere 

menor concentración de los componentes. Este fenómeno se ha atribuido a 

incompatibilidad entre los componentes del sistema, debido al incremento en la 
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hidrofobicidad del PEG de altos pesos moleculares (Murari et al., 2015; Voros et al., 

1993). En adición, a partir de MPEG de 10000 Da, el AUC ha dejado de variar 

significativamente, lo que sugiere que el peso molecular deja de ser influyente. Por 

otro lado, con el aumento de MPEG se incrementa la viscosidad de la mezcla 

(Snyder, Cole & Szlag, 1992), lo que puede aumentar el tiempo de decantación 

(Asenjo & Andrews, 2012). Por ello, en el presente trabajo se eligió el uso de PEG 

con peso molecular intermedio (4000 Da). 

3.3.3. Líneas de operación 

Los puntos de mayor concentración de AS y Peg4 sobre la curva binodal tuvieron, 

en promedio, coordenadas A(3.46, 35.25 %) y B(34.78, 0.01 %) (Figura 5a). Por 

tanto, la línea de operación principal (TLmain, Ecuación 3.4) tuvo pendiente 4k  igual 

a -1.1255 (Ecuación 3.5). La aplicación de la Ecuación (3.6) y la igualación con 4k  

permitió obtener el punto crítico con coordenadas C(13.88, 2.33 %), desde el cual 

se trazó una perpendicular con pendiente (+1/1.1255) y se localizó la intersección 

con TLmain en el punto D(23.28, 12.66 %). A lo largo de la línea C-D se localizaron 

los puntos equidistantes E(15.40, 4.11 %), F(16.92, 5.80 %), G(18.45, 7.49 %), 

H(20.06, 9.27 %) e I(21.67, 10.97 %) y a través de ellos se trazaron las TLsec con 

intersecciones sobre la curva binodal en los puntos Etop(9.67, 10.53 %), Ebot(18.94, 

0.09 %), Ftop(7.96, 15.92 %), Fbot(22.11, 4.91×10-3 %), Gtop(6.57, 20.96 %), 

Gbot(25.19, 1.12×10-4 %), Htop(5.35, 25.80 %), Hbot(28.27, 9.55×10-7 %), Itop(4.28, 

30.48 %) e Ibot(31.36, 2.64×10-9 %). La longitud de las distintas líneas de operación 

(Ecuación 3.8) fue 13.48, 20.17, 27.26, 33.74, 40.02 y 46.94 %, para TLE, TLF, TLG, 

TLH, TLI y TLmain, respectivamente. 

 

 



72 
 

Tabla 6 Parámetros de la ecuación de Merchuk et al. (1998) y áreas bajo la curva 
(AUC, %2) correspondientes a diagramas binodales de fase construidos a 25 °C 
con sulfato de amonio y PEG de diferente peso molecular. 

 

Referencia MPEG 

(Da)1 

k1
2 k2 k3 AUC3 (%2) 

Murari et al. (2015) 400 40.86 -0.20 0.00001 515.6 

Voros et al. (1993) 1000 106.21 -0.48 0.00020 292.1 

Voros et al. (1993) 2000 111.25 -0.58 0.00050 177.4 

Huddleston et al. (2003) 2000 88.36 -0.44 0.00040 220.9 

Present work 4000 84.22 -0.47 0.00070 164.2 

Murari et al. (2015) 10000 99.33 -0.59 0.00170 96.3 

Murari et al. (2015) 35000 87.85 -0.51 0.00180 100.4 

1MPEG: peso molecular de polietilenglicol. 2Constantes k1, k2, k3: parámetros de la ecuación de 

Merchuk (Ecuación 3.3). 3AUC: área bajo la curva obtenida con el método de Simpson de 1/3 

(Chapra & Canale, 2015) en el rango de 3.46 a 34.71 % de sulfato de amonio. 
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Figura 5  (a) Diagrama de fases del sistema (NH4)2SO4-PEG4000 a 25 °C. Los 
subíndices t y b corresponden a las fases superior e inferior, respectivamente. (b) 
Relación entre la partición de volúmenes (R) y la concentración de Peg4 para 
sistemas ATPE preparados con agua y suero como disolvente. MPm corresponde 
al punto medio de TLmain. 

 

Los datos de concentración del Peg4 en los puntos superiores de intersección y la 

concentración de AS en los puntos inferiores se ajustaron bien (
2

r =0.9899) a la 

Ecuación (3.15), que corresponde a la Ecuación de Othmer-Tobias (Murari et al., 

2015). Este modelo, junto con la Ecuación (3.3), que corresponde a la curva binodal 

de equilibrio, representan la región bifásica y el conjunto de líneas de operación del 

sistema AS-Peg4 que pueden desarrollarse. 
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3.3.4. Partición de volúmenes 

A medida que el Peg4 ( Py ) se redujo en las mezclas basadas en agua como 

disolvente, la partición de volúmenes ( R ; Ecuación 3.11) disminuyó en forma 
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exponencial hacia un valor cercano a cero (Figura 5b), en forma congruente (
2

r

=0.9927) con la Ecuación (3.16), donde w  representa a R  y 7k , 8k  y 9k  son 

constantes de regresión con valores de 0.0947 (adimensional), 0.0025 

(adimensional) y 0.2453 %-1, respectivamente. 

)( P987 ykexpkkw   (3.16) 

Este comportamiento era esperado, en virtud de que en ausencia de alguno de los 

componentes del sistema ATPE (AS o Peg4) debe generarse una solución en una 

sola fase. Por otro lado, en operaciones de separación basadas en equilibrio 

líquido-vapor, a mayor diferencia entre composición de fases la separación de 

componentes se facilita (McCabe, Smith & Harriot, 2005). Por analogía, en un 

sistema ATPE, a mayor distancia entre la curva binodal y la condición de operación, 

se espera tener mayor estabilidad del sistema bifásico, lo que sugiere que la 

máxima estabilidad puede conseguirse con la mezcla del punto D, que es el más 

alejado de la curva binodal (Figura 5a). Sin embargo, R  tuvo valor de 0.2780 en tal 

condición (Figura 5b), es decir, que la fase inferior fue significativamente mayor a 

la superior. En una operación continua, la separación de componentes basada en 

ATPE puede implementarse en forma similar a una decantación gravitatoria 

continua (McCabe et al., 2005) y la extracción de fases a través de rebosaderos en 

las zonas alta y baja del equipo puede favorecerse si la línea de interfase se localiza 

a la mitad del sistema. Sin embargo, la composición de mezclas sobre las diferentes 

líneas de operación con R =1 no correspondió a los puntos medios, sino a estados 

ubicados en el primer tercio superior de las mismas cuando el sistema usó agua 

como disolvente (Figura 5a). En adición, la relación entre la longitud de las líneas 

de operación ( LTL ) y las concentraciones de AS y Peg4 para R =1 fue lineal (Figura 

10; Ecuaciones 3.17 y 3.18) y cuanto mayor fue TLL  las cantidades requeridas de 

Peg4 se incrementaron con mayor tasa que las de AS, lo que puede ser una 

desventaja por el mayor costo del polímero. 
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Con base en lo anterior y con el fin de evaluar el efecto de la cantidad de polímero 

a usar para conseguir una purificación de proteínas del suero de queso, se hizo una 

estudio basado en mezclas localizadas sobre la línea principal de operación. 

3.3.5. Separación de proteína de suero 

Se prepararon mezclas para los puntos 1, 2 y 4 a 7 identificados en la Figura 9 pero 

como disolvente se usó suero en lugar de agua. La mezcla 1, que contuvo 30 % de 

Peg4, no formó un sistema bifásico, aunque estuvo localizada dentro de la región 

de dos fases en el diagrama binodal preparado con agua, lo que sugiere que la 

curva de equilibrio se desplazó hacia la derecha al usar suero como disolvente. Los 

sistemas 2 y 4 a 7 mostraron mayor R  en comparación con los sistemas basados 

en agua a la misma concentración de Peg4 ( Py ) (Figura 9b). 

 

Figura 6  Relación entre la longitud de la línea de operación y la concentración de 
sulfato de amonio (AS) y PEG 4000 (Peg4) para obtener partición de volúmenes 

R =1. 

 

En forma similar al caso de sistemas basados en agua, R  disminuyó en forma 

exponencial y los datos se ajustaron bien (
2

r =0.9857) a la Ecuación (3.16), pero 
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con valores en las constantes 7k , 8k  y 9k  iguales a 0.3259 (adimensional), 0.1236 

(adimensional) y 0.1053 %-1, respectivamente. Con base en la Ecuación (3.16), la 

mezcla basada en suero que permitió R =1 tuvo concentración de 20.01 % de AS y 

16.13 de Peg4 (punto 3; Figuras 9a y 9b). Esta condición contrastó con la 

identificada cuando se usó agua como disolvente (13.78, 23.63 %, 

respectivamente; Figura 5a) y se localizó aproximadamente al centro de la TLmain, 

lo que fortalece la postura de que la curva binodal se desplazó respecto a la original. 

Al respecto, Rito-Palomares y Hernandez (1998) estudiaron el efecto de añadir 

suero de leche a un sistema ATPE formado por fosfato/PEG1000 con agua. Estos 

autores eligieron seis puntos cercanos a la curva de equilibrio monofase-bifase y 

añadieron poco a poco suero de queso hasta obtener una mezcla en estado de 

monofase. Los resultados mostraron que la condición de transición entre fases se 

desplazó hacia la derecha a altas concentraciones de PEG y este fenómeno puede 

deberse a la presencia de proteínas, lactosa, lípidos y sales en el suero, que alteran 

el equilibrio iónico. También con base en la Ecuación (3.16), en tanto los sistemas 

basados en agua tuvieron R =0 cuando Py =0, los sistemas basados en suero 

tuvieron R =0.3259 en la misma condición (Figura 5b). Aunque este resultado 

puede parecer no esperado, las proteínas son moléculas de alto peso molecular 

formadas por aminoácidos unidos covalentemente entre sí, formando largos 

polímeros no ramificados (Nelson & Cox, 2008). La α-lactoalbúmina posee 123 

residuos de aminoácidos con peso molecular de 14,175 Da, mientras que la β-

lactoglobulina tiene 162 residuos con peso molecular de 18,277 Da (Pihlanto, 

2011). En tal sentido, al disminuir la presencia de Peg4, la función de la fase 

polimérica aportada por este componente se sustituyó por la característica 

polimérica de las proteínas del suero y ello explica que la estructura bifásica del 

sistema se mantuvo. Entre las características más interesantes de la aplicación de 

sistemas ATPE para purificar proteínas está la posibilidad de separar de manera 

selectiva una de ellas entre un grupo, a través de su reparto entre las dos fases 

(Gai et al., 2011) y de hecho Alcântara et al. (2011) y Kalaivani y Regupathi (2015) 

demostraron la factibilidad de separación de α-lactoalbúmina y β-lactoglobulina. Sin 

embargo, si el objetivo es maximizar la separación de todas las proteínas, los 
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resultados del presente trabajo sugieren el uso de una mezcla de suero y AS en 

cantidades requeridas para formar un sistema bifásico, lo que convierte al método 

en una estrategia no energética de concentración de proteínas. 

Al respecto, a medida que la concentración de Peg4 disminuyó, la proteína se 

incrementó en la fase polimérica y disminuyó en la fase salina (Figura 7a). En el 

primer caso, el comportamiento fue congruente (
2

r =0.9821) con un modelo 

logarítmico con la forma de la Ecuación (3.19), donde v  representa concentración 

de proteína en la fase superior (%) y las constantes 10k , 11k  y 12k  tienen valores 

iguales a 32.2469 mg mL-1,  -7.5125 mg mL-1 y  -2.1430 %, respectivamente, en 

contraste con la fase inferior, que se ajustó bien (
2

r =0.9895) a un modelo 

exponencial con la forma de la Ecuación (3.16), donde 7k , 8k  y 9k  tienen valores 

iguales a -0.3367 mg mL-1, 1.0062 mg mL-1 y 0.0778 %-1, respectivamente.  

)k(ylnkkv 12P1110   (3.19) 

Sin embargo, debe considerarse el hecho de que R  disminuyó al reducirse la 

concentración de Peg4 (Figura 5b), pues a medida que el polímero disminuyó, el 

rendimiento de extracción de proteína en la fase superior ( TY , Ecuación 3.13) se 

incrementó (Figura 7c) en forma congruente con la Ecuación (3.19) donde v  representa 

TY , k10=206.5252, k11=-37.0026 y k12=-21.5045 %, de forma que en la condición de 25 % 

de Peg4 el valor de TY  fue de 54.45 %, pero en ausencia total del polímero, el rendimiento 

se incrementó hasta 92.99 %, lo que indicó eficiencia alta de separación de proteínas. 
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Figura 7  Efecto de la concentración de Peg4 sobre la variación de la concentración 
de proteína (a) y lactosa (b), sobre el rendimiento de separación (c) y sobre los 
coeficientes de partición (d) de estos productos en sistemas ATPE. Los números 
encerrados en círculos identifican los sistemas ATPE señalizados en la Figura 5. 

 

El sulfato de amonio es un compuesto auxiliar en métodos de cuantificación de 

proteínas por su capacidad de causar la precipitación de éstas (Fujita et al., 1993; 

Jinn et al., 1989). Debido a ello, a medida que se incrementa el volumen de la fase 

salina, se causa la formación de una fase proteica que se constituye en la fase 

polimérica. En el sistema 2, que tuvo el valor mayor de R  entre las mezclas 

evaluadas, la concentración de proteína fue similar entre las fases, en tanto que en 

el sistema 7, donde R  tuvo el valor más pequeño, se tuvo la mayor diferencia de 

concentración de proteína entre las fases (Figura 7a). La concentración de proteína 

en el suero de queso original fue de 10.68 mg mL-1, en tanto que en la fase superior 
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del sistema 7 fue de 26.18 mg mL-1, lo que significa que la proteína se concentró 

2.45 veces mediante un método no energético constituido por el sistema ATPE.  

La Figura 7b muestra el contenido de lactosa para las fases salina y polimérica en 

los sistemas ATPE evaluados. En este caso, a medida que disminuyó la 

concentración de Peg4, la concentración de lactosa aumentó en la fase polimérica 

y disminuyó en la fase salina, lo que parece un efecto contrario al objetivo buscado 

de reducir la concentración de lactosa en el extracto de proteínas. El 

comportamiento fue de tipo logarítmico acorde con la Ecuación (3.19), donde v  

representa la concentración de lactosa y 10k , 11k  y 12k  tienen valores de 59.4740 

mg mL-1, -13.8419 mg mL-1 y -4.0770 % en el caso de la fase superior (
2

r =0.9535) 

y de -455.5747 mg mL-1, 112.9901 mg mL-1, y -80.5589 %, en la fase inferior 

(0.9698), respectivamente. Sin embargo, en virtud de que el volumen de la fase 

polimérica disminuyó y de la fase salina aumentó, el rendimiento de separación de 

lactosa en la fase salina experimentó un incremento a medida que se redujo la 

concentración de Peg4 (Figura 7c). El comportamiento también se representó (
2

r

=0.9686) por medio de la Ecuación (3.19), con 10k =101.1726, 11k =-10.5688 y 12k

=-15.2788 %, de donde se desprendió que el rendimiento de separación de lactosa 

en la fase inferior ( BY , Ecuación 3.14) pasó de 62.11 % con 25 % de Peg4 a 72.29 

% con 0.1% del polímero. El suero inicial presentó concentración de lactosa de 

53.90 mg mL-1 y, aunque en la condición de ausencia casi total de Peg4 (sistema 

7, Figura 5) la fase superior del sistema ATPE registró 39.69 % de lactosa (Figura 

7b), el análisis de rendimiento de extracción mostró que del total, más del 70 % del 

disacárido fue retenido por la fase inferior (Figura 7c), lo que sugiere que la mejor 

condición para separar proteínas de suero de queso es el desarrollo de un sistema 

sin polietilenglicol, formado sólo con la adición de sulfato de amonio, porque permite 

la concentración de proteína y la eliminación de lactosa en alto porcentaje.  

El coeficiente de partición K  (Ecuación 3.12) se presenta en la Figura 7d para 

proteína y lactosa para los sistemas 2 y 4 a 7 identificados en la Figura 5. La 

partición para ambas biomoléculas tuvo comportamiento similar, con tendencia 

sigmoide acorde la Ecuación (3.20), donde las constantes de regresión 13k , 14k , 15k  
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y 16k  tuvieron valor de 0.9735, 31.5051, 8.1000 y -2.9243 para el caso de proteína 

(
2

r =0.9928) y de 0.2070, 0.9240, 4.8594 y -3.4524 para el caso de lactosa (
2

r

=0.9895), respectivamente. 

)])(exp([1 1615P1413 /kk-y-/kkK   
(3.20) 

Un valor mayor a la unidad en K significa el número de veces que la concentración 

del compuesto es mayor en la fase polimérica que la salina, mientras que un 

número menor a la unidad significa que la parte salina tiene una mayor 

concentración que la polimérica. En el caso de proteína la partición varió de 1.07 a 

30 56 en la transición de 25.0 a 0.1 % de Peg4, en tanto que para lactosa, la 

variación fue de 0.21 a 0.95, lo que indicó que la proteína se concentró 

principalmente en la fase polimérica y la lactosa en la fase salina. 

 

 

Figura 8  Valores de pH en sistemas ATPE desarrollados con suero de queso, sulfato 
de amonio y polietilenglicol. 

3.3.6. Variación del pH 
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El pH del suero original fue de 6.90 (±0.02). A medida que la concentración de AS 

aumentó y la de Peg4 disminuyó en los sistemas ATPE, el pH disminuyó en forma 

lineal  (
2

r =0.9502) a razón de 0.0105 %-1 (Figura 8). Sin embargo, la diferencia total 

entre el suero original y el sistema con mayor concentración de AS fue de sólo 0.36 

unidades, aun cuando este compuesto forma soluciones con pH ácido (Benavides 

& Rito-Palomares, 2008). La explicación puede estar relacionada con la capacidad 

buffer del suero. Al respecto, Hill, Irvine y Bullock (1985) reportaron que este 

material tiene capacidad amortiguadora con pH entre 5.6 y 7.0, debido a las sales 

fosfato que contiene. El suero de queso panela contiene β-LG, α-LA y BSA, en 

cantidades aproximadas de 60.0, 30.0 y 6.0 % (Boaglio, Bassani, Picó & Nerli, 

2006), respecto al contenido total de proteína, con punto isoeléctrico de 5.2-5.4, 

4.7-5.1, 4.9-5.1 (Capezio, Romanini, Picó & Nerli, 2005). El pH de todos los 

sistemas estuvo alejado en más de una unidad del punto isoeléctrico para las 

proteínas contenidas en el suero de queso, lo que puede ser benéfico, ya que la 

estructura de las proteínas no se modifica en gran medida. 

3.4. Conclusiones 

La extracción acuosa en dos fases tiene un potencial para separar proteínas a partir 

de suero de queso. El polietilenglicol puede usarse como fase polimérica, sin 

embargo, a medida que este componente se reduce el rendimiento de extracción 

de proteína y de eliminación de lactosa se incrementan. El uso de un sistema 

basado en suero de queso incorporado con sulfato de amonio puede usarse como 

una estrategia no energética de concentración y purificación de proteínas. 
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CAPÍTULO 4 

 

PARTICIÓN DE PROTEÍNA DE SUERO DE QUESO EN UN SISTEMA DE 

EXTRACCIÓN ACUOSA EN DOS FASES  

  

Resumen 

Extracción acuosa en dos fases (ATPE, por sus siglas en inglés) es un 

procedimiento que usa frecuentemente polietilenglicol (PEG) para la separación de 

proteínas. El uso de PEG presenta ciertas desventajas ya que es un material 

costoso y requiere pasos adicionales para purificar la proteína de éste. En el caso 

particular de las proteínas del suero de queso, estudios previos han demostrado la 

posibilidad de eliminar su uso y sustituirlo por la misma proteína del suero de queso 

para la formación de un sistema ATPE proteína/(NH4)2SO4. En el presente trabajo 

se construyó un diagrama de equilibrio mediante la técnica de inspección de alto 

rendimiento (HTS, por sus siglas en inglés). Se evaluaron siete sistemas sobre la 

línea de operación principal, los cuales fueron los puntos máximos de concentración 

de suero de queso. En la fase superior se logró la partición de las proteínas del 

suero de queso, alcanzando un rendimiento de alrededor de 80 %, y éste aumentó 

en proporción al contenido de (NH4)2SO4 en los sistemas. Sin embargo, la lactosa 

no experimentó partición debido a la ausencia de PEG, el cual provoca exclusión 

de la misma en la fase superior del sistema. El estudio de partición de la proteína 

en un sistema proteína/(NH4)2SO4 demostró que este es un sistema potencial para 

la separación y purificación de las mismas. 
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Palabras clave: ATPE proteína/(NH4)2SO4, proteínas del suero de queso, 

inspección de alto rendimiento, separación de lactosa. 

  

Abstract 

Aqueous two phase extraction (ATPE) is a system that frequently uses polyethylene 

glycol (PEG) for the separation of proteins. The use of PEG has certain 

disadvantages since it is an expensive material and requires additional steps to 

purify the protein from it. In the particular case of cheese whey proteins, previous 

studies have shown the possibility of eliminating its use and replacing it with the 

cheese whey proteins for the preparation of an ATPE protein/(NH4)2SO4. In the 

present work, an equilibrium diagram was constructed using the high throughput 

screening technique. Seven systems were evaluated on the main tie line, which had 

the maximum concentration of cheese whey. In the top phase, the proteins of the 

cheese whey were preferably partitioned, reaching a yield of around 80%, and them 

increased in proportion to the content of (NH4)2SO4 in the systems. However, 

lactose had no partitioning due to the absence of PEG, which causes it exclusion 

from the top phase of the system. The study of the partitioning of protein in a system 

protein/(NH4)2SO4 showed that this has potential for the separation and purification 

of same proteins. 

Keywords: ATPE protein/(NH4)2SO4, whey proteins, high throughput screening, 

lactose partitioning, volume ratio. 
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4.1 Introducción 

La extracción acuosa en dos fases (ATPE) se basa en el equilibrio de dos materiales 

hidrofílicos y, de acuerdo a éstos, el sistema se puede estabilizar en una o dos 

fases (Benavides, Rito-Palomares, & Asenjo, 2011). Por sus componentes, un 

sistema ATPE puede ser categorizado en cinco grupos principales: polímero-

polímero, polímero-sal, alcohol-sal, sistemas micelares y sistemas basados en 

líquidos iónicos (Benavides et al., 2011). El sulfato de amonio (AS) es una sal 

comúnmente usada para la precipitación de proteínas debido a su alta solubilidad, 

bajo precio y alta pureza (Duong-Ly & Gabelli, 2014). Por su posición en la serie 

Hofmeister el AS tiene la capacidad de estabilizar las proteínas (Yang et al., 2010), 

lo que lo hace un candidato ideal para trabajar con las mismas en sistemas ATPE 

polímero-sal. El polímero más usado es polietilenglicol (PEG) en sistemas ATPE 

(Rito-Palomares, 2004) como puede observarse en el Cuadro 4 (Capitulo 1) el peso 

molecular del PEG va desde 600 hasta 20,000. Con el aumento del peso molecular 

del PEG, aumenta la viscosidad en la solución acuosa (Fee & Van Alstine, 2006). 

Los sistemas ATPE basados en PEG/sal o polímero/polímero han sido raramente 

usados a gran escala debido al alto costo de los polímeros y a la dificultad para 

aislar las biomoléculas extraídas de la fase polimérica (Goja, Yang, Cui, & Li, 2013) 

y estos aspectos constituyen desventajas para el uso de PEG.  

En sistemas sal/polímero se ha optado por alternativas al PEG como carbohidratos. 

Al respecto, se ha reportado el uso de ATPE con mezclas de proteína y 

carbohidratos como hidroximetilcelulosa y proteínas de suero de queso, para el 

fraccionamiento de las mismas (Jara & Pilosof, 2011), con lo cual se ha logrado una 

recuperación de 73 y 60 % para α-lactalbúmina (α-LA) y β-lactoglobulina (β-LG) . 

Spyropoulos et al. (2010) estudiaron el efecto de la concentración de sacarosa 

sobre el comportamiento reológico de la fase de dos modelos ATPE 

polisacárido/proteína, en específico goma guar/caseinato de sodio y goma 

xantana/caseinato de sodio; sin embargo, no se reportan estudios de partición de 

proteína. 

Por otro lado se han reportado curvas de solubilidad para sistemas proteínas/sales 

precipitantes como son lisozima, insulina humana, análogos de insulina: insulina 
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Aspart (Novolog®), insulina Determir (Levemir®) / búfer fosfato de potasio, 

carbonato de sodio, citrato de sodio, acetato de sodio (Wiendahl et al., 2009), 

lisozima de huevo de gallina, lisozima humana, glucosa oxidasa, glucosa 

isomerasa/NaCl, AS, PEG300, PEG1000 (Baumgartner et al., 2015), ovoalbúmina, 

ribonucleasa A, inhibidor de tripsina de soya, lisozima, β-LG A y B/NaCl, AS 

(Dumetz, Chockla, Kaler, & Lenhoff, 2008), lisozima, insulina porcina, insulina 

bovina/carbamato de amonio (Hirata, Pessôa Filho, & Miranda, 2017). La 

concentración de un precipitante puede afectar la solubilidad de una proteína, 

estabilizándola en agregados, geles, separación de fases líquido-líquido y 

cristalización (Dumetz et al., 2008). La separación líquido-líquido es considerada 

como un estado metaestable que ocurre en ausencia de nucleación de cristales 

(Dumetz et al., 2008). Lo anterior señala que es posible obtener un sistema ATPE 

con proteína/sal precipitante, sin el uso de PEG. Un sistema con tal característica 

ofrece la posibilidad de disminuir el costo por PEG y a la vez hacer el proceso más 

simple, evitando la purificación del mismo. Hasta hoy, la partición de la proteína 

contenida en el suero de queso de un sistema proteína/sulfato de amonio no se ha 

reportado. Dada la falta de exploración en este tema, el objetivo de este trabajo fue 

estudiar la partición de la proteína de suero de queso con base en un sistema de 

extracción acuosa proteína de suero/AS como un sistema potencial para la 

separación y concentración de las mismas. 

 

4.2 Materiales y métodos 

4.2.1 Suero de leche 

Se obtuvo suero mediante filtrado de la cuajada resultante del proceso de 

fabricación de queso panela a partir de leche entera de ganado Holstein, utilizando 

el método descrito por Lobato-Calleros, Lozano-Castañeda, and Vernon-Carter 

(2009). El suero se sometió a evaluación de contenido de lactosa, proteína, grasa 

y sólidos totales. 

4.2.2 Diagrama binodal de fases 

Se ajustó el pH del suero a un valor de 7.0 usando bicarbonato de sodio (NaHCO3). 

Se construyó un diagrama binodal de fases utilizando únicamente suero como 
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fuente de proteína. En adición se usó sulfato de amonio (AS) y agua destilada. Para 

el desarrollo de la curva binodal no resulta adecuado el método del punto de 

turbidez, ya que el suero por sí mismo es un material turbio y esta dificultad fue 

reportada antes por Rito-Palomares and Hernandez (1998). En su lugar, se utilizó 

la técnica de inspección de alto rendimiento (HTS; high throughout screening) 

(Bensch, Selbach, & Hubbuch, 2007; Spyropoulos et al., 2010) con algunas 

modificaciones. Esta técnica es más adecuada para soluciones biológicas, ya que 

se basa en la presencia o ausencia de un sistema bifásico y no en la turbidez. Las 

concentraciones utilizadas se representan en la Figura 9. 

 

 

Figura 9  Sistemas evaluados para encontrar la línea binodal. Concentraciones 
AS/proteína (%/%): R1= 14-20 /0.91; R2= 15-21 /0.55; R3= 16-22 /0.36; R4= 18-24 
/0.18; R5= 20-26 /0.09; R6= 14-20 /0.045; R7= 20-30 /0.018; R8= 14-20 /9.68x10-3. 

 

Se eligieron ocho intervalos de concentración de sulfato de amonio, denominados 

R1 a R8 (Figura 9) con incrementos de 0.5 %. En cada intervalo la concentración 

de proteína se mantuvo constante y varió de 0.9075 % en R1 a 9.68x10-3 % en R8. 

El límite superior e inferior de cada rango de (NH4)2SO4 (AS) fue aumentando a 
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medida que el contenido de proteína fue disminuyendo (Figura 9). Se agregó la 

cantidad de AS, suero y agua destilada suficientes para alcanzar las 

concentraciones requeridas de cada componente en cada punto. Todos los 

sistemas se dejaron en equilibrio por 24 h. Posteriormente, se identificó la presencia 

o ausencia de un sistema bifásico en cada una. En cada rango se identificó la 

mezcla con menor concentración de AS que formó un sistema bifásico y se 

consideró para construir la curva binodal. Se eligió un sistema por cada rango para 

formar la línea binodal. La concentración de sulfato y proteína de los puntos 

elegidos para la binodal se ajustaron a la ecuación de Merchuk (Ecuación 4.1; 

Merchuk, Andrews, & Asenjo, 1998) por medio de regresión no lineal usando el 

software Matlab ((The Mathworks Inc., 1984-2001), donde bin

ASx  (%) bin
Py  (%) son 

concentraciones de equilibrio de sulfato de amonio y proteína sobre la curva binodal 

y  1k , 2k  y 3k  son constantes de regresión. 

 3bin

AS3

0.5bin

AS21

bin

P )(xk)(xkexpky   (4.1) 

4.2.3. Línea de operación 

Se identificó la condición experimental de equilibrio monofase-bifase con menor 

concentración de (NH4)2SO4, y en el rango de ésta y 40 % se prepararon siete 

mezclas que usaron suero como disolvente. En cada mezcla se determinó el 

porcentaje de proteína presente con base en el porcentaje de proteína total en el 

suero y la cantidad de suero añadido a cada sistema. Los datos de los sistemas 

experimentales se ajustaron a la Ecuación (4.2), la cual constituyó una línea de 

operación (TL), donde TL
proy  es concentración de proteína, 

TL
ASx  es concentración de 

sulfato de amonio y 4k  y 5k  son constantes de regresión. 

TL

AS

TL

pro xkk 54y   (4.2) 

Durante este desarrollo, el suero se usó como disolvente y no se diluyó con el fin 

de no trabajar con concentraciones menores de proteína. 

 

4.2.4 Parámetros de partición 
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La partición de volúmenes ( R ) entre las fases superior ( TV ) e inferior ( BV ) del 

sistema ATPE se definió en la forma de la Ecuación (4.3) y se evaluó en los siete 

sistemas localizados sobre la TLmain. 

B

T

V

V
R 

 
(4.3) 

Se prepararon mezclas a 25 °C usando suero como disolvente en vez de agua. La 

composición correspondió a los mismos puntos 1 a 7 descritos con anterioridad. 

Las fases fueron separadas y evaluadas en términos de R  y concentración de 

proteína y lactosa. Para cada componente se determinó el coeficiente de partición 

( K ) mediante la Ecuación (4.4) y rendimientos de separación ( TY , BY ) con las 

Ecuaciones (4.5) y (4.6), respectivamente, donde Tc , Bc  y 0c  son concentraciones 

de proteína o lactosa en las fases superior (T ), inferior ( B ) y en el suero original  

( 0V ), respectivamente. 
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c

c
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4.2.5 Variables respuesta 

La concentración de proteína se determinó con el método de absorción a 220 nm 

(Kamizake, Gonçalves, Zaia, & Zaia, 2003), con un espectrofotómetro Hach DR 

5000 UV-Vis (Hach, México). Las determinaciones se apoyaron con una curva 

estándar de albúmina de suero bovino (BSA) en un rango de 10 a 80 mg mL-1 y los 

resultados se expresaron como mg equivalentes de BSA por mL (mg mL-1). La 

concentración de lactosa se midió con el método de fenol-sulfúrico (DuBois, Gilles, 

Hamilton, Rebers, & Smith, 1956), con un espectrofotómetro con lector de 

microplacas (Biotek, Sinergy 2, BioTeck Instruments, USA) y el apoyo de una curva 

estándar de lactosa en el rango de 10 a 200 mg mL-1. En adición, se midió contenido 

de grasa en el suero original con un equipo Milko Scan FT1 (Foss, Dinamarca). 

4.2.6 Análisis de datos 
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Se analizó la relación de la partición de volúmenes ( R ), de la concentración de 

proteína y lactosa en las fases, del rendimiento de separación (Y ) y del coeficiente 

de partición ( K ), en función de la concentración de sulfato de amonio. Se aplicó un 

análisis de varianza y pruebas de comparación de medias con el estadístico de 

(p<0.05) a cada parámetro usando el software SAS 9.0. Además los datos se 

sometieron a rutinas de regresión y el coeficiente de determinación ( 2
r ) se tomó 

como indicador de la significancia de cambio en el comportamiento. 

 

4.3 Resultados y discusión 

4.3.1 Composición del suero de queso  

El contenido de grasa, proteína y azúcares para el suero de queso fue 0.715 % 

(±0.038), 13.1 (±0.58) mg mL-1, 49.5 (±7.56) mg mL-1 respectivamente. El contenido 

de grasa es 30 % menor, el de proteína 22.6 % mayor y azúcares totales 4.9 % 

mayor que los resultados reportados en el Capítulo 2 de este trabajo. Esta 

variabilidad puede ser atribuida a factores que afectan el contenido de sólidos en 

leche como son frecuencia de alimentación del ganado, estado de lactación, 

temperatura ambiente, época del año, hora del día de la ordeña entre otras (Dergal, 

2006). 

 

4.3.2. Condiciones de equilibrio monofásico-bifásico 

Las mezclas con menor concentración de sulfato de amonio que presentaron 

sistema bifásico están rotuladas como B.1 a B.9 en la Figura 13 y con ellas se 

construyó la curva binodal para el sistema sulfato de amonio/proteína. Las 

concentraciones fueron 18.25/0.9075, 19.50/0.5445, 21.00/0.3630, 22.50/0.1815, 

23.50/0.0908, 24.50/0.0460, 26.00/0.0182, 34.00/9.68x10-3 y 40.0/8.80x10-3 %, 

respectivamente. Se añadió la cantidad de sulfato suficiente al punto B.8 para 

alcanzar la concentración de 40 % y se calculó el % de proteína, lo que resultó el 

punto B.9. Este procedimiento se realizó así ya que para el punto B.9 fue difícil 

manejar concentraciones de suero tan pequeñas. Además, la observación de la 

fase superior a esa concentración de proteína a simple vista también fue difícil. La 

curva binodal resultante se muestra en la Figura 10. Los datos se ajustaron a la 
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ecuación de Merchuk (Ecuación 4.1) mediante regresión no lineal, de donde se 

obtuvieron los valores de 18.98, -0.3095, 2.852x10-4 para las constantes 1k , 2k  y 

3k , respectivamente ( 2
r =0.9903). 

La mezcla B.1 representa la condición con menor concentración de (NH4)2SO4, 

entre aquéllas que se usaron para construir la curva binodal y contuvo 18.25 % de 

esta sal. Con esta base, se prepararon siete mezclas denotadas como 1 a 7 en la 

Figura 14, que tuvieron concentración de sulfato de amonio de 22, 26, 30, 34, 36, 

38 y hasta 40 %, que representa una condición cercana al límite de solubilidad que 

es de 43.4 % a 25 °C (Wingfield, 2016). Las mezclas fueron preparadas con suero 

como disolvente y tuvieron concentración de proteína de 0.94 (1), 0.90 (2), 0.85 (3), 

0.80 (4), 0.77 (5), 0.75 (6) y 0.73 % (7), donde los números entre paréntesis 

corresponden al número asignado a cada mezcla. 

 

 

Figura 10  Diagrama binodal de fases y sistemas experimentales evaluados. 

Los datos de concentración de (NH4)2SO4 y proteína se ajustaron a la Ecuación 

(4.2), la cual constituyó la línea de operación (TL), donde las constantes de 

regresión 4k  y 5k  tuvieron valores de 1.2083 % y -0.0120 %-1, respectivamente     (

2
r =0.9979). Las Ecuaciones (4.1) y (4.2) se resolvieron simultáneamente y se 
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determinó la intersección  entre ellas en la condición con 17.9162 % (NH4)2SO4 y 

0.9932 % proteína (Int, Figura 10), donde la mezcla tuvo 82.08 % de concentración 

de suero. En tal sentido, el intervalo útil de porcentaje de (NH4)2SO4 para formar un 

sistema bifásico es de 17.92 a 40.00 %. Por otro lado también se observó que la 

concentración de proteína máxima en este sistema es alrededor de 1 %. 

En la Figura 11, se compara la línea binodal obtenida con PEG4000/AS reportada en 

el Capítulo 3 y la línea binodal proteína/AS. En una se utilizó agua como solvente 

(línea sólida), mientras que la otra usó suero de queso como sustrato (línea 

punteada). Se observa el punto Int, que es el punto máximo posible de proteína 

usando suero como fuente de la misma. La curva binodal obtenida con proteína 

tiene un rango de concentración de 17.92 a 40.0 % de (NH4)2SO4, mientras que la 

obtenida con PEG4000, tiene un rango más amplio de 3.46 a 34.71 %. El sustituir el 

PEG por proteínas puede ser una alternativa económica en sistemas ATPE ya que 

en el caso de las proteínas de suero de queso, se utiliza una concentración baja de 

éstas, frente a las grandes concentraciones que requiere el PEG. Se debe tomar 

en cuenta que en los sistemas evaluados que contenían PEG en la fase 

experimental del Capítulo 3, los resultados de la separación de las fases fueron 

influenciados por la combinación del PEG y las mismas proteínas del suero de 

queso. A medida que la concentración de PEG4000 va disminuyendo, el efecto 

(comienza en 17.92 % de acuerdo a Int) de la proteína va aumentando. En la Figura 

11 pueden apreciarse los sistemas (NH4)2SO4 /PEG4000 evaluados en el Capítulo 3. 

Se observa que los sistemas 4, 5, 6 y 7 están dentro de la zona bifásica (encima de 

la curva binodal) proteína/(NH4)2SO4 lo que corrobora la aseveración del efecto 

PEG-proteína. Este estado de transición puede explicar el comportamiento 

sigmoide en los valores de R para los sistemas 5, 6 y 7 en la Figura 6 y Ypro
top y Kpro  

de la Figura 7 (Capítulo 3).  
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Figura 11. Comparación de curvas binodales para sistemas (NH4)2SO4/PEG4000 (1, 
2, 4, 5, 6 y 7), proteína/(NH4)2SO4 (p1 a p7). 

  

Además, en la Figura 11 puede observarse una separación de las curvas binodales, 

la curva binodal sin PEG4000 se forma a concentraciones más altas de los 

componentes, mientras que la que contiene PEG4000 se forma a concentraciones 

bajas. En otras palabras la curva binodal con PEG4000 se desplaza hacia la 

izquierda. Liu et al. (2016) reportaron que la curva binodal se desplaza hacia la 

izquierda y hacia el origen cuando se varía la concentración de dodecilsulfato 

sódico (SDS) con 0, 8 y 16 % en un sistema ATPE NaSO4/Triton X-100. El mismo 

fenómeno es reportado sobre la curva binodal por Merchuk et al. (1998) y Diederich, 

Amrhein, Hämmerling, y Hubbuch (2013) al aumentar la concentración de sal en un 

sistema PEG4000/mono-difosfato y PEG1450/fosfato respectivamente. Al aumentar el 

contenido de sales, aumenta el contenido de sólidos en el sistema; por tanto, el 

agua disponible es menor, provocando este efecto de desplazamiento sobre la 

curva binodal. La presencia de PEG4000, puede reducir la variación de energía libre 
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del proceso de mezcla (Murari et al., 2015), induciendo la separación de fases a 

bajas concentraciones de los componentes. 

 

Figura 12  Comparación de curvas de solubilidad para lisozima/diferentes sales de Shih, 

Prausnitz, y Blanch (1992), Hirata et al. (2017) y la curva binodal de este trabajo. 

  

Por otro lado, la Figura 12 muestra las curvas de solubilidad lisozima/carbamato de 

amonio (Hirata et al., 2017); lisozima/NaCl, lisozima/Na2SO4, lisozima/NaH2PO3 

(Shih, Prausnitz, & Blanch, 1992) y la curva binodal obtenida en este trabajo 

ajustadas a 1 % de concentración de proteína. Se puede observar que las curvas 

de solubilidad para lisozima están situadas más cerca al origen que la que se 

reporta en este trabajo para proteína de suero de leche. En otras palabras, el suero 

de leche necesita más % de AS para entrar a la zona bifásica a diferencia de la 

lisozima. Esto puede deberse al efecto que tiene cada tipo de sal sobre la 

solubilidad de la proteína y a la naturaleza de la misma. Debe resaltarse que las 

curvas de solubilidad en la Figura 12 reportadas en la literatura usan agua como 

solvente, no un fluido biológico como es el suero de queso. Esto también puede 

influir en la curva de solubilidad al contener sales y grasa adicional a la proteína. La 

solubilidad de la proteína es una función compleja de interacciones polares con el 
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solvente acuoso, interacciones iónicas con la sal e interacciones electroestáticas 

repulsivas entre las moléculas cargadas (Hirata et al., 2017). 

 

4.3.3. Relación de separación de volúmenes 

La relación entre los volúmenes separados ( R ) se muestra en la Figura 13. A 

medida que la concentración de sulfato de amonio aumentó, el valor de R  aumentó. 

En los sistemas 1, 2 y 3 el valor de R  se mantuvo constante, con un valor 

aproximado de 0.06, sin diferencia significativa entre ellos y con volumen en la fase 

inferior que fue 16 veces mayor que en la fase superior. Por otro lado, a partir del 

sistema 3, el valor de R  aumentó rápidamente hasta alcanzar un valor máximo de 

0.35 en el sistema 7. En este punto el volumen de la fase inferior fue 

aproximadamente tres veces mayor que el de la superior. Se puede observar que 

los sistemas 6 y 7 no mostraron diferencia significativa entre sí, lo que sugirió que 

a partir del sistema 7, no ocurre un incremento significativo en la relación volúmenes 

separados. 

  

 

Figura 13  Volúmenes de separación de los sistemas experimentales proteína/sulfato de 

amonio. 
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Los valores de R  de los 7 sistemas fueron ajustados (
2

r =0.9802) a la Ecuación 

(4.7), donde 6k , 7k , 8k  y 9k  son constantes de regresión que tuvieron valores de 

0.0619, 32.7401, 2.4499 y 0.2953, respectivamente y x  es concentración de 

(NH4)2SO4. 
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El valor de 6k  representa y0, el cual indica que el valor mínimo de R  a una 

concentración de AS de 0 % será de 0.0619. Este valor es similar al obtenido en los 

sistemas 1, 2 y 3 con R 0.067±0.004, 0.064±0.010 y 0.067±0.003 respectivamente. 

4.3.4. Concentración de proteína y lactosa 

La Figura 14 muestra las concentraciones de lactosa obtenida en las fases superior 

e inferior de cada sistema experimental evaluado. Se observó que en los sistemas 

1 y 2 hubo diferencia significativa entre las fases, pero la concentración en las fases 

superior e inferior de los sistemas 3 al 7 fue estadísticamente igual. La variación 

entre los sistemas 1 y 2 puede deberse a que éstos son los que mayor contenido 

de suero contienen, respecto a los otros. La concentración tan similar entre las 

fases superior e inferior de todos los sistemas parece indicar que la lactosa no 

modificó su reparto entre las fases con el aumento en la concentración de sulfato 

de amonio. Un hecho que refuerza esta aseveración es que la relación volúmenes 

(R) de los sistemas 3 al 6, varió exponencialmente con la concentración de sal 

(Figura 13) y son los sistemas que no muestran diferencia significativa entre las 

fases superior e inferior.  
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Figura 14  Concentración de lactosa en la fase superior e inferior de los sistemas 

evaluados. 

  

Por otro lado, el coeficiente de partición para lactosa (Klac) para los siete sistemas 

no presentó diferencia significativa y tuvo valores cercanos a la unidad, lo que indicó 

que la concentración fue similar entre las fases (Figura 19). Chethana, Nayak, and 

Raghavarao (2007) reportaron el comportamiento de un sistema PEG/(NH4)2SO4 

usado para la extracción de betalaínas y mostraron que el aumento de peso 

molecular del PEG (1500, 4000 y 6000) causó disminución en el coeficiente de 

partición de dextrosa (0.16, 0.10 y 0.06, respectivamente). Sin embargo, el valor de 

K se mantuvo constante para un sistema PEG6000/(NH4)2SO4 sobre una línea de 

operación con longitud de 34 % en un rango de R de 0.17 a 1.30. Además, para 

este mismo rango, el rendimiento para azúcares Y, en la fase inferior mostró un 

valor constante de alrededor de 90 %. 

Liu et al. (2013) reportaron un valor de K de 2.06 y 1.16 para un ATPE 

etanol/NaHSO4 y etanol/ NaHSO4, respectivamente, al estudiar la partición de 

flavonoles y azúcares de Lonicera caprifolium. Babu, Rastogi, and Raghavarao 

(2008) estudiaron el efecto del peso molecular del PEG (1500, 4000, 6000 y 20,000) 

sobre la partición de proteína y azúcares de un extracto enzimático de piña usando 

un ATPE basado en PEG/fosfato de potasio en una concentración 14 %/14 %. El 
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valor de Kpro (proteína) disminuyó de 3.2 a 1.6, mientras que el Ksug disminuyó de 

0.53 a 0.49 con un rango de R de 0.96 a 0.60. Un rango de 0.62 a 0.66 y 0.63 a 

0.66 de Ksug se reportó al variar el contenido de PEG de 12-18 % para sistemas 

PEG1500/fosfato y PEG4000/fosfato (a una concentración fija de fosfato, 14 %) con un 

rango de R de 0.71 a 0.44 y 0.61 a 0.43 respectivamente. Por lo anterior, parece 

ser que los azúcares, se separaron hacia la fase inferior por el “efecto de volumen 

de exclusión” provocada por el PEG en la fase superior (Babu et al., 2008). Como 

puede verse en la mayoría de las referencias descritas arriba, el valor de Ksug se 

mantuvo constante a pesar que el valor de R cambie. Lo que parece indicar que el 

valor de Ksug dependió de la presencia del PEG, y que no cambió con la 

concentración de éste. 

Al comparar los valores de Klac obtenidos en el Capítulo 3, presentados en la Figura 

7. El valor de Klac va desde 0.21 hasta 0.95 para concentraciones de PEG4000 de 25 

hasta 0.1 %. A medida que la concentración de PEG4000 aumenta el valor Klac, lo 

que indica que la lactosa migra de la fase inferior a la fase superior a medida que 

el PEG4000 disminuye. El valor de Klac fue de 0.95 (cercano a 1.0) para PEG4000 a 

0.1 %; que es un valor similar al encontrado en todos los sistemas evaluados 

usando proteína/(NH4)2SO4. Lo que corrobora la exclusión de la lactosa por PEG. 

Por tanto, en este trabajo, al sustituir el PEG por la proteína del suero, el efecto de 

exclusión del polímero sobre la lactosa no estuvo presente. 

La Figura 18 muestra las concentraciones de proteína de las fases superior e 

inferior de los sistemas evaluados. La concentración de proteína en la fase superior 

aumentó exponencialmente del sistema 1 hasta el sistema 3. Sin embargo, el valor 

de R se mantuvo constante (Figura 13). Posteriormente, a partir de este sistema, la 

concentración de la proteína desciende de forma exponencial con el aumento de la 

concentración de AS. Este fenómeno puede ser explicado por el aumento en el 

valor de R (la fase superior aumenta a partir del sistema 3, Figura 13).  Por otro 

lado, la concentración de proteína en la fase inferior desciende muy poco del 

sistema 1 al 2, mientras que del sistema 2 al 4 tiene una pendiente negativa 
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constante. A partir del sistema 5 al 7 la concentración de proteína no varió de 

manera significativa. 

  

 

Figura 15  Concentración de proteína en la fase superior e inferior de los sistemas 

evaluados. 

  

Este mismo comportamiento es observado en la Figura 16, el valor de Kpro aumenta 

exponencialmente de 7.42 a 17.74 del sistema 1 al 3, (manteniendo un valor de R 

constante), posteriormente el valor desciende hasta 14.86 en el sistema 7 con una 

pendiente constante y un aumento exponencial de R de 0.67 a 0.35. 
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Figura 16  Coeficiente de partición para los sistemas evaluados. 

  

El fenómeno de precipitación salina provocado por el aumento en la concentración 

de sulfato hace particionar a las proteínas hacia la fase superior (Babu et al., 2008). 

En soluciones acuosas, el enlace de hidrógeno es formado entre las moléculas de 

agua y la superficie de las proteínas. Por el enlace de hidrógeno las cadenas 

laterales de las moléculas de proteína adsorben moléculas de agua para formar 

una capa ordenada de agua alrededor de ellas. La capa de agua previene a las 

moléculas de proteína agregar o precipitar. Los aminoácidos hidrofóbicos, tales 

como isoleucina, valina, leucina y fenilalanina tienden a perder el agua ordenada 

cuando la fuerza iónica en la solución incrementa. La distribución de estos 

aminoácidos en la superficie determina la hidrofobicidad en la proteína. Así si el 

contenido de sal incrementa, la proteína se asocia una con otra y precipita, con el 

objetivo de disminuir su hidrofobicidad. Este proceso es llamado “precipitación 

salina fraccionada” (Li, Han, & Yu, 2013). Con incrementos moderados en el 

aumento de sal, la proteína podría no precipitar y separarse de otras proteínas con 
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menor hidrofobicidad. La β-LG se encuentra presente en el suero en una 

concentración aproximada de 60 % (Capezio et al., 2005). El sistema 3 muestra un 

Ypro
top

 de 54.4 % muy cerca al contenido de β-LG. Por otro lado, esta proteína se 

polimeriza en un octámero en un rango de pH de 5.2 a 7.0 (rango en el que se 

desarrolló este trabajo) (Madureira et al., 2007) lo que podría explicar la alta 

concentración del sistema 3 en volumen constante. 

La Figura 17a y 17b, muestra los rendimientos en la fase superior para lactosa y 

proteína para los sistemas evaluados. En la Figura 17b muestra que el Ylac
top se 

mantiene constante en los tres primeros sistemas de 5.16-5.98 %, a partir del 

sistema 3 hasta el 7 hay un aumento casi constante en el rendimiento de lactosa. 

Este fenómeno se aprecia al aumentar la cantidad de sulfato. El comportamiento 

de R para lactosa (Figura 13) y Ylac
top son muy similares (Figura 17b). Al graficar el 

porcentaje de volumen de la fase superior (Vtop [%]), con el rendimiento de lactosa 

(Ylac
top [%]) (Figura 17a) se observa una tendencia lineal. Se ajustó la Ecuación 4.8 

a estos datos.  

toptop

lac VkkY 1110   (4.8) 

Los valores de parámetros obtenidos fueron -0.95 y 1.01 para 10k  y 11k  

respectivamente, con un ajuste de r2=0.992. El valor de la pendiente indica que el 

rendimiento de lactosa es directamente proporcional al volumen. Como se discutió 

anteriormente si la lactosa no particiona entre las fases, el rendimiento es 

proporcional al volumen de las fases. 
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Figura 17  Rendimiento para la fase superior de los sistemas experimentales evaluados 

  

Por otro lado, el rendimiento de proteína con respecto a la concentración de sulfato 

(Fig. 17b) también muestra una tendencia muy relacionada con el comportamiento 

de R (Figura 13). Sin embargo, al graficar el porcentaje de volumen de la fase 

superior contra el rendimiento, el comportamiento se ajustó a la Ecuación (4.9) que 

tiene forma hiperbólica.  
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Los valores de parámetros obtenidos fueron 96.21, -10.84 y -4.93 para 12k , 13k  y 14k  

respectivamente, con una r2=0.958. Este tipo de ecuación representa las 

reacciones enzimáticas y se caracteriza por la saturación del sustrato. A muy bajas 

concentraciones, la velocidad incrementa en proporción directa a la concentración 

del sustrato (reacción de primer orden con respecto a la concentración de sustrato). 

A concentraciones más altas, la enzima se satura con el sustrato, y la velocidad no 

incrementa más (reacción de orden cero con respecto a la concentración de 

sustrato) (Rittmann & McCarty, 2001). A medida que la concentración de  AS 

aumenta, provoca el efecto de precipitación salina sobre la proteína, obligándola a 

migrar hacia la parte superior. En esta fase, el volumen mostró ser dependiente de 
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la concentración de la proteína. Sin embargo, conforme la concentración de AS 

incrementó aun  más, la fase superior parece ser que se saturó de proteína y el 

volumen de esta fase no aumentó más. Esta saturación en la parte superior puede 

ser lo que causó que el restante de la proteína (16 % del total, sistema 7) en la fase 

inferior no particionó hacía la fase superior. 

 

Figura 18  Rendimiento para la fase inferior de los sistemas experimentales 
evaluados 

  

En la Figura 18 se observa que tanto el rendimiento de lactosa y proteína 

disminuyeron a medida que la concentración de (NH4)2SO4 aumentó. Este 

comportamiento es contrario al rendimiento de ambos en la fase superior. El 

rendimiento de lactosa Ylac
bot va desde 94.8 hasta 73.30 %, mientras que el de 

proteína Ypro
bot de 68.23 hasta 16.18 %. En general, el rendimiento de lactosa fue 

mayor en la fase inferior, en comparación con el rendimiento de proteína. En los 

sistemas 4, 5 y 6 el rendimiento de lactosa fue aproximadamente tres veces menor 

que el de proteína. Como se estableció anteriormente la mayor parte de la proteína 

particionó hacia la fase superior. 
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Al analizar estos resultados, se encontraron dos sistemas potenciales para separar 

la proteína a la fase superior. El sistema 3, que tuvo 54.4 y 5.98 % para Ypro
top y 

Ylac
top con una concentración de AS de 30 % y un Vtop de 6.3 %. Aquí la 

concentración de proteína fue 6.45 veces más que el suero. En tanto, el sistema 4  

con 80.01 y 17.22 % para Ypro
top y Ylac

top y con una concentración de AS de 34 % y 

un Vtop de 19.14 %, mostró una concentración de proteína de 3.46 veces más que 

el suero. El sistema 3, permitió una alta concentración de proteína, baja 

concentración de lactosa y un volumen reducido. Esto representa una ventaja ya 

que en procesos de purificación posteriores como diálisis, un menor volumen 

genera menor costo de purificación. Sin embargo en la fase inferior se concentró el 

45.6 % de proteína con un Vbot del 94.02 % mucho mayor que se tendría que 

desechar o purificar. El sistema 4 ofreció un rendimiento de proteína 0.5 veces más 

al sistema 3, sin embargo, con tres veces el volumen y en consecuencia 3 veces 

más concentración de lactosa. Los sistemas 4, 5, 6 y 7 presentaron Ytop
pro superiores 

al 80 %. Además se logró concentrar la proteína aproximadamente tres  veces con 

respecto al suero de leche. Esto significa que el sistema posee buenas 

características para concentrar las proteínas del suero de queso,  siendo su 

característica más notable el usar sólo AS como componente del sistema ATPE. 

  

4.4 Conclusiones 

Se estudió la partición de proteína y lactosa en un sistema AS/proteína de suero de 

leche. El sistema mostró características potenciales para concentrar las proteínas 

en la fase superior. Se logró concentrar la proteína de 2.65 a 6.45 veces en 

comparación con el suero de queso y se obtuvieron rendimientos cercanos al 80 

%. Sin embargo, la evidencia experimental señaló que la lactosa no particionó hacía 

ninguna fase. Por tanto, en este sistema, el rendimiento de lactosa dependió 

directamente del volumen de la fase en la que se evaluó. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

En la primera fase de la investigación se demostró que la extracción acuosa en dos 

fases tiene un potencial para separar proteínas a partir de suero de queso. El 

polietilenglicol puede usarse como componente para la fase polimérica, sin 

embargo, a medida que este componente se reduce el rendimiento de extracción 

de proteína y lactosa incrementan. El uso de un sistema basado en suero de queso 

incorporado con sulfato de amonio puede usarse como una estrategia no energética 

de concentración y purificación de proteínas. 

En la segunda fase de la investigación, fue posible particionar la proteína en la fase 

superior en un ATPE (NH4)2SO4/proteína. El sistema muestra características 

potenciales para concentrar las proteínas en la fase superior. Se logró concentrar 

la proteína de 2.65 a 6.45 veces en comparación con el suero de queso y se 

obtuvieron rendimientos cercanos al 80 %. Sin embargo, la evidencia experimental 

apunta que la lactosa no particiona hacía ninguna fase, por tanto el rendimiento de 

lactosa depende directamente del volumen de la fase en la que se encuentre. 
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RECOMENDACIONES 

Es recomendable realizar diagramas de equilibrio con el sustrato en cuestión con 

el objetivo de estudiar el comportamiento real de las biomoléculas de interés, ya 

que al realizar diagramas de equilibrio con agua, el particionamiento se comporta 

de manera distinta. Para soluciones biológicas, la técnica selección de alto 

rendimiento es más adecuada que el método punto de turbidez. Se recomienda 

estudiar sistemas a lo largo de la línea de operación principal en lugar de un sistema 

en varias líneas de operación. 

El particionamiento de la lactosa es engañoso, se recomienda hacer un análisis de 

la relación volumen, rendimiento y coeficiente de partición para formular 

conclusiones. 

Se recomienda para medir la proteína de la fase superior utilizar el método de 

absorción a @220 nm debido a que el rango de concentraciones utilizado es más 

bajo que el usado @280 nm, por lo que este método requiere menos muestra o una 

mayor dilución. 

Debido a la alta viscosidad en la parte superior a altas concentraciones de PEG, es 

posible tener errores de medición en la proteína cuando se muestrea con 

micropipetas, por lo que es recomendable hacer dos diluciones para tomar una 

mayor cantidad de muestra y disminuir el error, que hacer una sola dilución con 

muy poca muestra y aumentar el error. 

Es necesario estandarizar el suero para poder replicar los mismos resultados, 

debido a la naturaleza de la muestra el suero de queso es variable en contenido y 

acidez. 

El efecto del pH sobre la partición de proteína es importante, sin embargo no se 

estudió en esta investigación por lo cual se recomienda estudiarlo en futuros 

trabajos de investigación. 
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Se recomienda no usar centrifugación para la separación de las fases, ya que ésta 

puede afectar el valor de R. Si se usa centrifugación es recomendable hacerlo a 

menos de 600 rpm. 

 


