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Resumen:

Las bebidas alcohdlicas adulteradas naturalmente son una mezcla de etanol contaminado
con metanol. En nuestro cuerpo, una misma enzima llamada alcohol-deshidrogenasa
metaboliza tanto etanol como metanol. Al ser metabolizado el metanol es transformado
en formaldehido, un producto téxico para el organismo. El etanol es metabolizado en
acetaldehido, el cual es inofensivo. El objetivo de este proyecto fue encontrar la minima
relacion formaldehido/acetaldehido en la que no ocurre entrecruzamiento en las
moléculas de la proteina caseina. Mediante el uso de una técnica de electroforesis y un
programa computacional para analizar intensidad de bandas Ilamado GelEval, fue posible
observar que la proteina caseina sufre entrecruzamiento en sus moléculas en la presencia
de formaldehido. Por lo tanto, se pudo comprobar que el metanol presente en bebidas
alcohdlicas adulteradas ocasiona dafos en el cuerpo al ser ingerido. Al final de nuestro
proyecto se encontrd que se debe tener una relacidon formaldehido/acetaldehido menor a
0.016 para que no ocurra entrecruzamiento en las moléculas de la proteina caseina.

Introduccion

Una bebida adulterada es una mezcla de etanol contaminado con metanol. Al ser metabolizado
el metanol es transformado en formaldehido, un producto téxico para el organismo. El etanol es
metabolizado en acetaldehido, el cual es inofensivo. La novedad de este proyecto consistié en
encontrar la relacion acetaldehido/formaldehido en la que no ocurre entrecruzamiento en las
moléculas de la proteina caseina. Dado que el cuerpo humano esta formado en gran parte por
proteinas, esto permite relacionar la ausencia de entrecruzamiento en la proteina con la
ausencia de dafio en un organismo.

La pregunta al inicio de este proyecto era: ¢qué relacion metanol/etanol no causard
dafio en el organismo? Sin embargo, no era posible contestar esta interrogante experimentando
en animales, y mucho menos en humanos. El principal reto fue encontrar un sistema
experimental que fuera ético, accesible en tiempo y barato. Dado que el formaldehido y el
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acetaldehido son los productos metabolizados del metanol y el etanol, y gran parte de nuestro
cuerpo estd conformado por proteinas, se decidid disefiar un modelo experimental para
observar el entrecruzamiento que el formaldehido ocasionaba en la proteina caseina, y asi
relacionarlo con el dafio que el metanol ocasiona en nuestro cuerpo. En lugar de encontrar la
minima relacion metanol/etanol que no causaria dafio, se optd por buscar mejor la minima
relacion formaldehido/acetaldehido que no ocasionaba entrecruzamiento en la proteina
caseina. Se buscd esta relacion debido a que al tratar de traducir esta informacién a la
concentracion de metanol/etanol en un modelo de bebida adulterada se debian tomar en
cuenta diversos factores que hacian de éste un planteamiento mas complejo. No solo se debia
tomar en cuenta la cinética enzimatica que se encontraba detras de este proceso, sino que
también se debian de analizar la variabilidad del porcentaje de metanol que fue excretado
inocuamente por la orina a causa de la presencia de etanol, el cual actia como inhibidor
enzimatico de la transformacién de metanol.

Antecedentes
El metanol (CHs3-OH), también conocido como alcohol metilico o
alcohol de madera, es el alcohol mas sencillo (Figura 1). Cominmente \
es utilizado como solvente organico y estd presente en productos C —O0
como removedores de pintura, soluciones de limpieza, colorantes, = \
resinas, adhesivos, productos de impermeabilizacidn, productos de H < H
fotografia, anticongelantes y hasta en bebidas alcohdlicas (Lemke y H
Williams, 2007; Gutiérrez, 2003). Figura 1. Molécula de metanol

El contenido de etanol de una bebida alcohdlica que no se ha sometido a buenos
controles de calidad y sanidad puede estar contaminado con metanol. La contaminacién con
metanol se produce en el momento de la fermentacién de los jugos, durante la cual, ademas de
etanol, se producen también cantidades variables de metanol y otros compuestos volatiles.

La ingesta de metanol por humanos es altamente peligrosa, pues puede resultar en
acidosis metabdlica, secuencias neurolégicas o la muerte (Korabathina et al, 2009). Aunque el
metanol se ingiere generalmente por via oral, también puede ser absorbido por la piel o
inhalado. La dosis letal es de aproximadamente 30-240 ml. La dosis téxica minima es de 100
mg/kg (Gutiérrez, 2003).

Cuando una persona ingiere metanol, éste se distribuye rdpidamente por el agua del
cuerpo; por tal razén, los primeros 6rganos dafiados son aquellos ricos en agua, como el
cerebro, el humor acuoso y el rifidn. La vida media del metanol oscila entre 2 y 3 horas en
concentraciones bajas y 27 horas en concentraciones altas. Sin embargo, apenas 3 % del
metanol ingerido es excretado sin cambios por el rifién. La vida media del formaldehido es de
aproximadamente 1-2 minutos. Posteriormente el formaldehido es metabolizado por el
aldehido deshidrogenasa a acido formico. El dcido formico es después oxidado a CO2y H20 en la
presencia de tetrahidrofolato, pero el proceso, al ser muy lento, promueve la acumulacién de
acido férmico en el cuerpo. Esta es la razén de la acidosis metabdlica (reduccién de pH y niveles
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de bicarbonato en la sangre). El formato, en cambio, es la causa principal de la ceguera, ya que
ocasiona dafio al nervio éptico (Korabathina et al, 2009).

Los sintomas de intoxicacion por ingesta de metanol son al inicio parecidos a los de una
intoxicacion por etanol. Sin embargo, después del periodo de latencia, los individuos intoxicados
comienzan a presentar nausea, vomito, dolores de cabeza y dolor epigdstrico. Estos sintomas
también pueden acompafiarse por pérdida de la vision (Korabathina et al, 2009). El periodo de
latencia después de la ingesta de metanol dura alrededor de 12 horas, aunque puede ser mayor
cuando etanol es ingerido concurrentemente con el metanol (Gutiérrez, 2003).

Al ser metabolizado el etanol se produce acetaldehido; al ser
metabolizado el metanol, formaldehido. El metanol en si no es tdxico, pero si '.‘
lo es el formaldehido que ocasiona dafio a las proteinas entrecruzando sus
moléculas.

La técnica de inhibicién competitiva es utilizada como base de un
tratamiento para contrarrestar la intoxicacién por metanol: De acuerdo a
Stoker, un inhibidor enzimdatico es una sustancia que desacelera o detiene la
funcion catalizadora normal de una enzima uniéndose a ella. El inhibidor
enzimatico debe ser una molécula lo suficientemente parecida al sustrato '
inicial de la enzima en forma vy distribucion de la carga como para competir \-/
con el sustrato inicial por la ocupacion del sitio activo de la enzima (2008). En B
la figura 2 se plasma una explicacion grafica del principio de la inhibicion
competitiva. La enzima alcohol-deshidrogenasa metaboliza tanto metanol
como etanol. La enzima no es sélo 10 veces mas afin al etanol que el metanol,
sino que la velocidad de la reaccion es 10 veces mas rapida; permitiendo que  gigyra 2: Inhibicién
la transformacion de etanol en acetaldehido sea 100 veces mas efectiva que la  competitiva
de metanol en formaldehido (Stoker, 2008). Por consiguiente, si cierta
cantidad de metanol se encuentra presente en el cuerpo, al administrarse etanol la enzima
alcohol-deshidrogenasa metabolizard una mayor proporcién de etanol en acetaldehido,
mientras tanto, el metanol, que no fue metabolizado por la enzima, sera secretado del cuerpo
antes de ser metabolizado en formaldehido.

Enzima

El dafio que ocasiona en un organismo la ingesta de metanol puede ser determinado en
la medida en que las moléculas de una proteina sufren entrecruzamientos por causa del
formaldehido. Una proteina es una molécula estructural de todos los organismos. El
formaldehido puede combinarse con cierto nimero de grupos funcionales de las proteinas,
formando en muchos casos puentes de unidn entre las proteinas. Es por esto que el
formaldehido es un fijador polimerizante (Figura 3).

Al establecerse entrecruzamientos en una proteina por causa del formaldehido, se crean
nuevos enlaces covalentes, puentes de hidrégeno o puentes bisulfuro que desnaturalizan a ésta,
es decir, que alteran su estructura provocando un mal funcionamiento de ésta. Cuando una
proteina no lleva a cabo su funcién apropiadamente, se afecta a la células que forman tejidos,



los cuales se acoplan para desarrollar érganos; llevando a un disfuncionamiento de un dérgano,
que podria ocasionar la muerte.

Figura 3. Dos moléculas proteicas se
entrecruzan, formando un componente de
mayor peso molecular.

La proteina que se utilizé para este proyecto fue la caseina, debido a que su proceso de
purificacién es sencillo y de facil extraccion. Ademas, el nimero de aminoacidos que componen
a esta proteina la hace adecuada para los propdsitos de este proyecto debido a que el poseer
169 aminoacidos es una molécula de bajo peso molecular, pero aun asi representativa.
También, la presencia de dos grupos de cisteina permite a esta molécula ser muy reactiva y
crear puentes bisulfuro entre unidades de caseina.

Durante este proyecto, los entrecruzamientos en la proteina fueron medidos mediante
la utilizacién de una técnica llamada electroforesis (Figura 4). La electroforesis es una técnica de
separacion moléculas segin su movilidad en un campo eléctrico a través de una malla porosa
(Nelson, 2001). De acuerdo a Nelson, la movilidad electroforética es proporcional al cociente de
su carga y masa. Este procedimiento permite analizar el nimero de entrecruzamientos que hay
en una proteina debido a que se generan diferentes bandas con masas distintas en la placa de
electroforesis.

Proteinas mas grandes MPM M1 M2 M3 Bandas mas gruesas
se quedan estancadas en \mﬁ_:—u— equivalen a mayor
los niveles mas altos : ¢
debido a que oponen \_ cantidad de proteina
mayor resistencia al gel — o
w3 /
— — pa—
w—
L]
— ]
Las proteinas mas - - \
pequefias  quedan  t— Bandas mas finas
abajo equivalen a menor
cantidad de proteina

Figura 4. Explicacion grafica de técnica de electroforesis (Martini, 2006).



Un aparato de electroforesis tiene dos polos, uno positivo inferior y uno negativo
superior. Las proteinas que van a ser analizadas ya han sido cargadas negativamente con
anterioridad (por medio de SDS); por lo tanto, al pasar por el aparato una corriente eléctrica, las
proteinas migraran hacia la parte inferior. Sin embargo, las proteinas se insertan en el aparato
de electroforesis junto con un gel (en nuestro caso, de poliacrilamida). El gel actia como una
malla que impide el paso de las moléculas de mayor tamafo, pero que permite que las
moléculas de menor tamafio atraviesen mas facilmente. Cuando una proteina ha sufrido
entrecruzamientos en sus moléculas, se observara una mayor cantidad de proteina en la parte
superior de la placa de electroforesis.

Hipotesis
Existe una relacion formaldehido/acetaldehido que no causara entrecruzamiento en las
moléculas de una proteina.

Objetivos

General
Determinar la formaldehido/acetaldehido que causara entrecruzamientos en las moléculas de la
proteina caseina.

Especificos

1. Purificar caseina de la leche.

2. Comprobar que no existan entrecruzamientos en la caseina purificada.

3. Agregar diversas concentraciones de formaldehido a la caseina y analizar el patréon de
entrecruzamiento mediante electroforesis.

4. Realizar diversas mezclas con concentraciones de formaldehido y acetaldehido vy
aplicarlas a la caseina, para después analizar el patrén de entrecruzamiento mediante
electroforesis.

5. Encontrar una relacién formaldehido/acetaldehido en la cual no habra entrecruzamiento
en las moléculas de la caseina.

Metodologia
Lugar: laboratorio de la Dra. Maria Brenda Valderrama en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, Campus Morelos.

1. Se purificd caseina a partir de 50 ml de leche Lala Siluette. Se utilizé esa leche pues tiene
menos grasa y por lo tanto fue mds facil separar la proteina. Puede consultarse el
protocolo de la purificacion en el Anexo 1.

2. Electroforesis 1: Se corrid una electroforesis de 3 réplicas de caseina pura (22.5 mg/ml),
con el objeto de comprobar que no hubiera ninglin tipo de entrecruzamiento
ocasionado por la purificacion, previo a la adicion de formaldehido o de las mezclas
formaldehido/acetaldehido.

3. Electroforesis 2: Se prepararon 6 muestras de caseina agregando una concentracién
diferente de formaldehido a cada una (Tabla 1). Una de las muestras fue un control de
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4.

caseina sin formaldehido. Esto se realiz6 para comprobar el dafio ocasionado a la
proteina por el formaldehido.

Se seleccionaron 3 bandas para analizar en la electroforesis, de acuerdo con su masa
molecular (KDa). (Figura 5).

Banda 1:68.64 KDa

Banda 2: 34.7 KDa

Banda 3: 18 KDa

Figura 5. Representacion de ubicacion de bandas en electroforesis formaldehido/caseina.

10.

Se analizé la masa molecular (en KDa) de cada una de las bandas de la electroforesis 2
formaldehido/caseina, utilizando graficas asociadas a la migracion relativa del carril de
los marcadores. Esto se realizd para comprobar que las bandas superiores tenian una
masa molecular mayor a la de las bandas inferiores. El procedimiento puede consultarse
en el Anexo 2.

Se analizaron los entrecruzamientos en la caseina con diferentes concentraciones de
formaldehido. Utilizando un programa computacional llamado GelEval (densitémetro),
se midieron los cambios de intensidad en las bandas de la electroforesis 2 (Figura 6).

Se grafico el exceso molar formaldehido/caseina de cada una de las muestras contra el
cambio de intensidad de las bandas observadas en la electroforesis 2 y se analizé el
cambio en la intensidad de las bandas 1, 2 y 3 de la electroforesis 2
formaldehido/caseina al aumentar el exceso molar (Grafica 1).

Electroforesis 3: Se prepararon 7 muestras nuevas de caseina con diferentes
concentraciones de formaldehido en cada una (Tabla 2). Las concentraciones se
redujeron y fueron menores a las utilizadas en la electroforesis anterior de
formaldehido/caseina. Una de las muestras fue un control de caseina sin formaldehido.
Dado que no fue posible realizar un analisis cuantitativo de la electroforesis 3, se llevd a
cabo un analisis cualitativo para determinar si existia una concentraciéon de
formaldehido en la cual no se observara entrecruzamiento en la proteina.

Electroforesis 4: Se realizaron 8 muestras de caseina agregando diferentes mezclas de
formaldehido/acetaldehido a cada una de ellas (Tabla 3). Esto se realizd6 porque una
bebida alcohdlica adulterada contiene una mezcla de metanol/etanol, y por lo tanto sus
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dos productos metabolizados estaran presentes en el cuerpo. La concentracién de
acetaldehido agregada se mantuvo constante en todas las muestras (1.7ul), mientras
que las diferentes concentraciones de formaldehido fueron iguales a las utilizadas en la
electroforesis 3 (formaldehido/caseina). Se propuso la concentracién de 1.7 ul debido a
que éste esta asociado al mayor exceso molar encontrado en las muestras de la
electroforesis 2 en las cuales sélo se analizaron los entrecruzamientos de la proteina en
presencia de diferentes concentraciones de formaldehido.

11. Dado que no fue posible realizar un analisis cuantitativo de la electroforesis 4, se llevéd a
cabo un analisis cualitativo para determinar si el agregar acetaldehido ocasionaba algun
cambio en el entrecruzamiento provocado en la proteina por el formaldehido. También
se buscd si existia una relacion formaldehido/acetaldehido en la cual no se observara
entrecruzamiento en la proteina.

En la figura 6 se muestra esquemdticamente la metodologia realizada para este proyecto de

investigacion.
- = -
Figura 6. Explicacion grafica de la
- Electroforesis - metodologia.

l lectroforesis

Resultados

1. Electroforesis 1, de tres réplicas de caseina pura:

Se observd la ausencia de entrecruzamientos en la proteina caseina pura (Figura 7). Se
comprobé que al purificar la caseina de la leche, la proteina no habia sufrido entrecruzamiento
en sus moléculas durante el proceso. Dado que se utilizé una concentraciéon de 5 mg/ml,
bandas de esta muestra se ven mas intensas que las que se destacan en el inciso 2
(electroforesis de caseina con formaldehido), pero la migracién relativa de ambas es la misma.



Figura 7. Electroforesis
de la caseina pura. Tres
réplicas.

2. Electroforesis 2, de las primeras muestras de caseina a las que se agregaron diferentes
concentraciones de formaldehido:

Se agregaron diferentes concentraciones de formaldehido a la proteina caseina para
observar si ocurria entrecruzamiento en sus moléculas, y de ser asi, observar el cambio en el
entrecruzamiento de sus moléculas conforme la concentracién de formaldehido aumentaba. Se
utilizd un control de caseina sin formaldehido. Las diferentes pruebas realizadas pueden
observarse en la Tabla 1.

Tabla 1. Diferentes concentraciones de formaldehido agregadas a caseina

Control |1 2 3 4 5
Caseina concentrada a 50 50 50 50 50 50
1.25 mg/mli( ul)
Hepes/NaCI/EDTA ( ul) 70 60 50 40 30 10
Paraformaldehido (pul) | O 10 20 30 40 60
Exceso molar 0 0.023 0.0464 0.0704 0.0927 0.139
formaldehido/caseina

Después, se corrid la electroforesis de las muestras, la cual se observa en la Figura 8. Se
observé que, en el gel de electroforesis, al aumentar la concentracién de formaldehido habia
una mayor cantidad de proteina concentrada en la parte superior del gel. Se cuantificd por
medio del programa computacional GelEval el cambio de intensidad de las bandas.
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Al graficar el exceso molar formaldehido/caseina contra el cambio de intensidad de las bandas

(Figura 9), se observé lo siguiente:

a) Conforme aumentaba el exceso molar formaldehido/caseina, la intensidad de la banda 1

también aumentaba.

b) Conforme aumentaba el exceso molar formaldehido/caseina, la intensidad de las bandas
2 y 3 disminuia, hasta que éstas desaparecian casi por completo.

c) Después de la segunda muestra (exceso molar 0.046), la intensidad de la Banda 1
comenzaba a bajar porque mayor cantidad de proteina se concentraba en puntos aun

Figura 8. Electroforesis
de caseina con
formaldehido, variando
las concentraciones de

formaldehido. Las
diferentes
concentraciones se

observan en la parte
superior.

mas arriba de la Banda 1, los cuales se encontraban barridos y no fue posible cuantificar.

Banda
—— Banda .
Banda :

0 0.05 0.1 0.15

Exceso molar
formaldehido/caseina (M)

Figura 9. Cambio de intensidad de bandas en electroforesis de caseina con diferentes

concentraciones de formaldehido.

3. Electroforesis 3, de las muestras de caseina a las que se agregaron diferentes

concentraciones de formaldehido, menores a las agregadas en la electroforesis 2:



Se realizé una nueva electroforesis de caseina con diferentes mezclas de formaldehido, pero
se redujeron las concentraciones hasta el volumen minimo que podia ser agregado con
micropipeta, con el objeto de encontrar la minima concentracién en la que no se observara
entrecruzamiento en la proteina. Nuevamente, se utilizé un control sin formaldehido (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones minimas de formaldehido con caseina

Control Experimento

1 2 3 4 5 6 7
Caseina 3 mg/ml 50 50 50 50 50 50 50
(ml)
Hepes/NaCIl/EDTA (ul) | 70 67.5 65 60 50 40 69
Paraformaldehido al 0 2.5 5 10 20 30 1
4% (ul)
Exceso molar 0 0.006 0.012 0.023 0.046 0.070 0.002
formaldehido/caseina
(M)

Seguidamente, se corrio la electroforesis de las diferentes muestras (Figura 10). Sin embargo, no
fue posible cuantificar el cambio de intensidad de las bandas para determinar la relacién entre
el entrecruzamiento y la cantidad agregada de formaldehido, pues las muestras en una misma
banda tenian diferente intensidad y algunas estaban difusas. Por lo tanto, se realizé un analisis
cualitativo: fue evidente que ni siquiera en la menor concentracién agregada de formaldehido
(2.5 pl) hubo ausencia de entrecruzamiento. En las muestras a las que se habia agregado
formaldehido (2-7), en ningin momento desaparecieron las bandas superiores, que si estan
ausentes en la muestra sin formaldehido (1).

Banda 1: 68.64

Banda 2: 34.7

Banda 3: 18

Figura 10. Electroforesis 3, de caseina con concentraciones menores de formaldehido.
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4. Electroforesis 4, de las muestras de caseina a las que se agregaron diferentes mezclas de
formaldehido/acetaldehido:

Dado que, al ingerir una bebida alcohdlica adulterada con una mezcla metanol/etanol, en
nuestro cuerpo encontraremos también una mezcla de sus productos metabolizados
acetaldehido/formaldehido, se agregd una concentracion fija de 1.7 ul de acetaldehido a las
concentraciones de formaldehido que se habian afiadido anteriormente a la caseina (Tabla
3). Se utilizaron dos controles: uno de caseina pura y uno sin paraformaldehido.

Tabla 3. Concentraciones minimas de formaldehido con volumenes fijos de acetaldehido
en caseina.

Control Experimento

1 2 3 4 5 6 7 8
Caseina 3 mg/ml 50 50 50 50 50 50 50 50
(W)
Hepes/NaCIl/EDTA (ul) | 70 68.3 65.8 63.3 58.3 48.3 38.3 67.3
Paraformaldehido al | O 0 2.5 5 10 20 30 1
4% (ul)
Acetaldehido () 0 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7

En la figura 11 se puede observar la electroforesis 4, de caseina con diferentes mezclas
de formaldehido/acetaldehido. Al igual que la electroforesis 3, no fue posible cuantificar el
cambio de intensidad de las bandas. Sin embargo, fue posible ver que tampoco en ninguna
muestra hubo ausencia de entrecruzamiento.

Banda 1: 68.64

Banda 2: 34.7

Banda 3: 18

Figura 11. Electroforesis 4, de caseina con concentraciones de formaldehido y acetaldehido.
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Discusion

En primer lugar, el analisis por cambio de intensidad de las bandas de la electroforesis 2
formaldehido/caseina permitio comprobar el dafio que ocasionaba el formaldehido en una
proteina. Se demostrd que al aumentar el exceso molar formaldehido/caseina (la concentracion
de formaldehido agregada a la proteina) aumentaba el entrecruzamiento en las moléculas de la
proteina caseina. La intensidad de las bandas inferiores disminuia y la de la banda superior
aumentaba porque la proteina se estancaba en la parte superior al entrecruzarse sus moléculas
y aumentar su peso molecular. Cuando las moléculas de la proteina se entrecruzaban, ya no les
era posible atravesar el gel de poliacrilamida.

Tras haber analizado las masas moleculares de cada una de las bandas de la
electroforesis 2 (Anexo 2), se comprobd que las bandas 2 y 3 presentaban menor masa
molecular que la banda 1. Se pudo comprobar que al incrementar la intensidad de la banda 1, se
acumulaba una mayor cantidad de moléculas con masa de 68.84 KDa; mientras que al disminuir
las bandas 2 y 3, los componentes de masas de 34.7 y 18 KDa disminuian, entrecruzandose para
formar los componentes de la banda 1.

El analisis del cambio de intensidad de las bandas en las muestras de los geles de
electroforesis 3 y 4 no pudo ser cuantificado porque cada carril tenia una diferente intensidad;
ademas, la resolucién de la imagen era muy mala. Esto pudo haber ocurrido por diversas causas:
un error de pipeteo (se inyectaron diferentes cantidades de solucion en cada muestra), se diluyé
mal la caseina al momento de realizar las soluciones, o también la caseina pudo haberse
degradado.

Sin embargo, la electroforesis 3 y la electroforesis 4 pueden resultar, en cierta manera,
mas confiables que la electroforesis 2 al momento de comprobar cualitativamente si ocurria
entrecruzamiento en las moléculas de la proteina. La proteina estd distribuida y separada de la
misma manera en la electroforesis 1 de caseina pura que en las electroforesis 3 y 4. Se observa
definida, mientras que en la electroforesis 2 las separaciones estan difusas.

A partir del andlisis cualitativo de la electroforesis 3, pudo concluir que adn con un
exceso molar formaldehido/caseina de 0.0023 M, en una solucidn de caseina con formaldehido,
ocurre entrecruzamiento en las moléculas de la proteina caseina.

A partir del andlisis cualitativo de la electroforesis 4, se llegd a la conclusién de que se
debe tener una relacion formaldehido/acetaldehido menor a 0.016 moles de formaldehido por
cada mol de acetaldehido para que no ocurra entrecruzamiento en la proteina. Para encontrar
una relacion formaldehido/acetaldehido exacta a partir de la cual ya no ocurra
entrecruzamiento en la proteina, seria necesario realizar mds electroforesis con
concentraciones mas bajas de formaldehido. Sin embargo, para este proyecto el tiempo
representa una limitante. Se sugiere a proyectos futuros relacionados a modelos de bebidas
adulteradas que se parta de un modelo fijo de bebida (a concentraciones conocidas de
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metanol/etanol) y que en base a éste se considere la porcién de metanol transformada en
formaldehido y la inocua. Se propone analizar los entrecruzamientos provocados solamente por
el formaldehido producido en ese modelo de bebida adulterada preestablecido.

Conclusiones
Se comprobd que el dafio ocasionado en una proteina por la presencia de formaldehido puede
observarse en la medida en que las concentraciones de este compuesto ocasionan
entrecruzamiento en las moléculas de una proteina.

Se llegdé a la conclusidon de que para que no ocurra entrecruzamiento en la proteina
caseina se debe tener una relacidon formaldehido/acetaldehido menor a 0.016, es decir, 0.016
moles de formaldehido por cada mol de acetaldehido.
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Anexo 1.
Purificacion de la caseina a partir de la leche

1. Calentar en un vaso de precipitado 150ml de agua destilada a 382C.

Afadir 50ml de leche Lala Siluette.

3. Gota a gota y con agitacidn, adicionar acido acético 1M hasta que se observe que se
forma un precipitado (la leche se corta).

4. Monitorear PH cada 2 min. durante 20 min. (Cambio de 7 a 4).

Dejar sedimentar.

6. Filtrar utilizando bomba de vacio. Al desechar el liquido, queda un precipitado blanco
que es la caseina.

N

b

Anexo 2.
Cdlculo de masa molecular y migracidn relativa de bandas en electroforesis
formaldehido/caseina

Se analizaron las concentraciones moleculares de cada uno de los marcadores de peso
molecular (Tabla A2) utilizando graficas asociadas a la migracion relativa de la proteina que
estan vinculadas con los marcadores que se utilizaron, con el objetivo de definir la masa
molecular de cada una de las bandas analizadas en la electroforesis. (Figura Al y figura A2).

Se introdujeron los valores de las migraciones relativas de las bandas detectadas durante la
electroforesis en las ecuaciones planteadas a partir de los marcadores y se establecié una masa
molecular para cada una de las bandas (en KDa). Esto puede observarse en la Tabla Al.

Tabla Al
Banda Migracion relativa(en | Masa molecular (en | Ecuacidn utilizada
mm) KDa)

Banda 1 27.5 68.64 y = -0.0381x +
5.2767

Banda 2 60.2b 34.7 y = -0.0164x +
4.5307

Banda 3 100 18 y = -0.0164x +
4.5307
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Tabla A2

log en base 10 de

masa molecular migracion relativa masa mol
170 6 5.135798437
130 10 4.86753445
95 17 4.553876892
72 25 4.276666119
55 35 4.007333185
43 46 3.761200116
34 60 3.526360525
26 75 3.258096538
17 106 2.833213344
5 L ]

4 ‘\‘\’\

&
9

¢ Seriesl

Log de la masa molecular
(¥ ]

—— Lineal (Series1)

y=-0.0381x+5.2767

2 R*=09747

1

0 T T T 1
0 10 20 30 40

Migracion relativaen mm

Figura Al. Calculo de las masas moleculares de los marcadores que van de 6mm a 35mm
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y = -0.0164x+ 4.5307

2 RI=10.992

® Seriesl

—— Lineal (Seriesl)

Log de la masa molecular

50

100 150

Migracion relativa en mm

Figura A2. Calculo de las masas moleculares de los marcadores que van de 35mm a 106mm
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Anexo 3.
Péster presentado en el XXII Congreso de Investigacion CUAM-ACMor, 2011

Maria Luisa Navarro, Raquel Martinez, Michelle Cortés, Jestis Mordn y Anabel
Escalada. Colegio Marymount. - Dr. Enrique Galindoy Dra. Brenda Valderrama.

;Cuanto etanol evitara el dafo ocasionado a un

proteina por el metanol presente en un modelo
de bebida adulterada?
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