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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar el perfil proteinico de la leche de
cabra de tres razas (Alpino francés, Nubio y Criollo) comparado con leche de vaca
de la raza Holstein, para lo cual se analizo la leche de 30 cabras (10 animales por
raza) que habian tenido entre 2 y 4 partos, con un peso de 45+5 kg. La
alimentacion consisti6 en 8 horas de pastoreo en agostadero y una
suplementacién con 800 g de concentrado (18.5% PC, 1.9 Mcal ENl/kg MS), 0.8
kg de alfalfa y 0.8 kg de ensilado de maiz por animal en la mafiana y en la tarde.
La leche de vaca se utiliz6 como referencia, bajo una alimentacién a base de
alfalfa, ensilado y concentrado. La cuantificacion de proteina total en la leche se
realizd por ensayo Qubit para una posterior electroforesis SDS-PAGE de la leche
de cada animal. La extraccion de caseinas por precipitacion se realiz6 a pH=4.3 y
fueron separadas con electroforesis UREA-PAGE para una posterior
secuenciacion con método de Cromatografia de liquidos acoplado a masas con
trampa de iones. Ademas se evalud el contenido de glicomacropéptido de caseina
en leche de cabra y vaca por Western Blot. Se realiz6 un Anova y las diferencias
entre medias fueron analizadas por prueba de Tukey. Se encontré una relacion
proteina de suero: caseina de 40:60 en la leche de cabra. En la comparacion entre
especies, en la leche de vaca existe una mayor abundancia relativa de a-caseina
respecto a la leche de cabra. Entre especies la raza Criollo presenta una mayor
abundancia relativa de B-caseina 34.25+3.27, 30.54+2.77 para Alpino Francés y
30.87+4.01 para Nubio. Teniendo [-caseina de la raza Criollo diferencia
estadistica significativa respecto a las otras dos razas. Los resultados muestran
que a—caseina es menos abundante que B-caseina en la leche de cabra. La
abundancia relativa de k-caseina es 9.98+2.81para la raza Criollo, 11.73+2.32
para Alpino Francés y 14.46+3.41 para la Nubio, es menor en la raza Criollo y
presenta diferencia significativa entre razas pero son muy superiores a la leche de
vaca Holstein 3.38+1.18 con diferencia significativa. Se encontrd diferencia en la
secuencia de la B-caseina de la leche de las diferentes razas caprinas ya que la
hidrolisis dio como resultados diferentes péptidos. El glicomacropéptido de
caseina se separa en dos bandas con un diferente peso molecular cada una y se
encontré que no existe diferencia significativa para las dos especies (vaca y cabra)
en estudio. En el estudio se encontraron diferencias importantes en el contenido y
tipo de proteina entre la leche de cabra y la de vaca. Por su bajo contenido de a-
caseina y mayor concentracibn de p-caseina, la leche de cabra puede
considerarse como una alternativa a la leche de vaca en especial para infantes
con problemas de alergia a la leche de vaca, debido a que a la a-caseina es una
proteina a la que se le confiere alergenicidad.

(Palabras clave: p-caseina, proteinas del suero, proteina cruda, cromatografia de
liquidos acoplado a masas, Alergenicidad)



SUMARY

The aim of this study was to characterize the protein profile of milk goat from three
races (French Alpine, Nubian and Criollo) compared with cow milk from Holstein
race. To this end the milk of 30 goats (10 animals per race) weighing 45+5 kg with
2 or 4 births was analyzed. The food consisted of 8 hours of grazing pasture and
supplementation with 800 g of concentrated (18.5% CP, 1.9 Mcal ENI/kg DM), 0.8
kg alfalfa and 0.8 kg corn silage by animal at the morning and evening. The
composition of milk obtained from cows under a diet based on alfalfa, silage and
concentrate was used as reference. The quantification of total protein in milk from
each animal was assayed by Qubit method. After that proteins were separated by
SDS-PAGE by animal. The caseins were precipitated to pH=4.3 and then
separated by UREA-PAGE electrophoresis. The characteristic band of B-casein
was removed for subsequent sequencing method of liquid chromatography
coupled to mass ion trap. Also was evaluated the casein-glycomacropeptide in
goat and cow milk from each animal by Western Blot. An ANOVA was run and the
differences between means were analyzed by Tukey test. For goat milk we found a
whey protein:caseins ratio of 40:60. In interspecies comparison in cow milk there is
a higher concentration of a-casein regarding goat milk. B-casein concentration
expressed as % of total protein among goat races was as follows: Criollo breed
34.25+3.27, French Alpine 30.54+2.77 and Nubio 30.87+4.01. Criollo breed was
statistical different (p<0.005) BS French Alpine and Nubian. In goat milk the
concentration of a-casein was lower than (B-casein. The percentage of k-casein
was lower in the Criollo breed 9.98+2.01 (p <0.05) as compared French Alpine
(11.73+2.32) and Nubian (14.46+3.41) but they are higher that cow milk Holstein
3.38+1.18 (p <0.05). According to protein sequencing Criollo race had different
type of B-casein as compared with Alpine French and Nubio since the amount of
hydrolyzed and sequenced peptides was different. The casein-glycomacropeptide
is separated into two bands with different molecular weight and wasn’t statistical
different between species. Due to the lower concentration of a-casein and higher
concentration of B-casein of goat milk in comparison with cow milk, it can be
considered as an alternative to cow’s milk especially for infants who have allergies
to cow milk protein.

(keywords: [B-casein, whey protein, crude protein, method of liquid
chromatography coupled to mass, allergenicity)
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INTRODUCCION

La desnutricidn tiene impactos negativos en la salud, educacion y economia
convirtiéndose en un freno para el desarrollo de un pais. Algunos de los efectos de
la desnutricion son la pérdida de capital humano, desercidon escolar y mayor
incidencia de casos de muerte debido a enfermedades asociadas a la desnutricion
(Arias et al., 2010). La leche es un alimento fundamental en la dieta del ser
humano, por su aporte de proteinas, vitaminas y minerales. Es un fluido biolégico
complejo producido por las glandulas mamarias con tres funciones diferentes:

nutricional, inmunoldgico Yy fisioldgico (Alais, 1971).

La presente investigacion estd encaminada a identificar alternativas
alimenticias para mejorar el estado nutricional humano y ofrecer alimentos
adecuados para una alimentacion balanceada. Actualmente la leche de cabra
puede ser una alternativa de nutricion infantil por ser mas tolerada por nifios con
problemas alérgicos a la leche de vaca, por su mayor digestibilidad, asi como sus

altos contenidos de grasa y proteina (Salvador y Martinez, 2007).

A pesar de sus aparentes beneficios, no se ha permitido un desarrollo
significativo de la produccion lactea caprina debido a la pobre cultura de consumo
de sus productos por lo que se requiere conocer que la composicion nutricional de
la leche caprina difiere de otras especies por multiples factores entre ellos, el tipo
de alimentacion, medioambiente, manejo, sistema productivo, etapa de lactancia,

y el estado sanitario de los animales (Arias et al., 2010).

El nimero de cabras en todo el mundo ha aumentado en un 60% (Orman et
al., 2011) en los ultimos 20 afios. Del 2000 a la fecha, se ha incrementado de 750
millones a poco mas de 1000 millones de cabras en el mundo en especial en
paises en desarrollo (FAO, 2014). Los caprinos representan la subsistencia de
mas de 450,000 familias en nuestro pais. Se encuentran ubicados principalmente

en la region semiarida tal como la Mixteca, Coahuila, Durango, Zacatecas y



Querétaro en donde la poblacién es de 100,000 animales y mas del 60% se

encuentra en la regién del semiarido (Salinas et al., 2010).

“La cabra es la vaca de la gente pobre” por lo que la manutencion y
producciéon de su leche es usualmente mas barata comparada con la leche de
vaca y por lo tanto el precio en mercado es menor, pero con la Unica diferencia
que la cantidad de fluido obtenido es menor. Son animales que se adaptan
facilmente a las diferentes condiciones climaticas y sistemas de alimentacion
(Arias et al., 2010).

Los productos lacteos de cabra no son ricos en grasa, son mas digeribles,
son saludables para muchas enfermedades gastrointestinales y son menos

alergénicas que la leche de vaca (Orman et al., 2011).

Por lo tanto el presente estudio plantea conocer y comparar las diferencias
proteinicas de la leche de cabra con la leche de vaca. Se pretende resaltar
propiedades nutricionales del fluido secretado por las glandulas mamarias de la
cabra como son las diferentes proteinas, el porcentaje de glicomacropéptido de
caseina presente en la leche y con ello ser reconocido como un alimento

nutracéutico con utilidad en alimentacion humana, particularmente en el infante.



I. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la cabra

La cabra es poliéstrica estacional y la duracion de la estacion reproductiva
esta regulada por la combinacion de factores genéticos y ambientales. Elementos
climaticos como temperatura y fotoperiodo regulan la respuesta fisioldgica. La
duracion de la gestacion varia entre los 144 y 151 dias y tiene una lactancia de
151 dias. Las cabras son unicas entre los rumiantes domeésticos debido a su
capacidad para sobrevivir y reproducirse en condiciones desfavorables. El
intervalo entre partos se ve afectado por la raza, edad, paricion de la cabra, el
nivel de produccion de leche, porcentaje de partos, estacion del afio y nivel de
nutricion, siendo el intervalo entre partos que puede oscilar entre los 240 y 350
dias, teniendo un numero de cabritos nacidos por parto que varia entre el 1.01 y
2.05 (Walkden y Bocquier, 2000).

Una de las caracteristicas mas importantes en la leche de cabra, es la
naturaleza de su grasa; la cual es rica en triglicéridos de cadena media (TCM),
que son compuestos de acidos grasos que estan constituidos de 6 a12 atomos de
carbono. Esta es la razon por la se denomina asi a los acidos grasos conocidos
como caproico (C6), caprilico (C8) y caprico (C10). Estos tres acidos grasos
componen de 15 a 18% de la leche de cabra, pero sélo 9.5% de la leche de vaca
(Boza y Sanz Sampelayo, 1997; Chilliard et al., 2006).

2.2 Raza de cabras

Existen mas de 60 razas de cabras reconocidas y mas de 211 variedades
de cabras en todo el mundo. Podemos mencionar algunas de las razas; Criolla,
Murciana Granadina, Toggenburg, Boher, Saanen, Nubia, Alpina (Inifap, 2008).
Las razas que se describen a continuacion fueron las utilizadas para el desarrollo
del estudio. La raza Nubia surgi6 en el Desierto de Nubia en Africa de la cruza de

cabras Inglesas e Irlandesas dando origen a la Anglo Nubia. Es la raza mas usada

3



para cruzamiento con ganado criollo por la mejora en produccion de leche y el
peso del cabrito. Entre sus caracteristicas morfoldégicas son: cabeza convexa,
orejas largas, anchas y en forma de campana, con la punta redondeada y con el
cartilago suave y bien definido (ADGA, 2004).

Figura 1: Cabras lecheras raza Nubio (Mufioz, 2015)

Otra raza de cabras lecheras es la originaria de los Alpes Franceses (Suiza-
Francesa), region considerada como la cuna de las mas importantes razas
caprinas lecheras del mundo. La Alpina es una raza lechera rustica, adaptable a

climas templados y con excelente capacidad lechera (ADGA, 2004).

Figura 2: Cabras lecheras raza Alpino Francés (Mufioz, 2015)



Figura 3: Cabras lecheras raza Criollo (Mufioz, 2015)

2.3 Generalidades de la leche

La leche es el liquido segregado por las hembras de los mamiferos a través
de las glandulas mamarias, con la finalidad de alimentar a su cria durante un
tiempo determinado. Tiene gran importancia por su alto valor nutricio,

representando el alimento mas balanceado (Alais, 1971).

Es una mezcla compleja de distintas sustancias, presentes en suspension o
emulsién y otras en solucién. En su composicién presenta sustancias definidas
como agua, grasa, proteina, lactosa, vitaminas, minerales denominado extracto
seco o0 soélidos totales. Estos varian dependiendo de la raza, el tipo de
alimentacion, el medio ambiente y el estado sanitario de los animales (Agudelo y
Bedoya, 2005).

2.4 Composicion de la leche de cabra

La leche de cabra tiene una alta digestibilidad, propiedades inmunoldgicas y
cuenta con una alta concentracibn de minerales como calcio y magnesio. Los

componentes de la leche son fundamentales y su composicion es diferente a la del
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ganado ovino, bovino y a la leche materna como se reporta en el cuadro 1
(Slacanac et al., 2010).

Cuadro 1. Composicion de leche humana, vaca y cabra

Parametro Humana Vaca Cabra
Agua (%) 87.6 87.3 87.5
Residuo seco (g/L) 11.7 12.5 13.6
Proteinas totales (g/L) 10 34 33
Carbohidratos (g/L) 70 48 51
Lipidos totales (g/L) 38 37 29
Nitr6égeno no proteico (g/L) 3.2 2.5 3.2
Calcio (mg/L) 33 125 124
Fésforo (mg/L) 15 96 105

(Greppi et al., 2008).

La leche de cabra contiene mayor cantidad de vitamina A, (2.074 Ul)
comparada con la leche de vaca (1.560 Ul), lo cual ocurre debido a que los
caprinos convierten todo el caroteno en vitamina A, razén por la cual es mas
blanca que la leche de vaca. Adicionalmente la leche de cabra es una fuente rica
en riboflavina que actlia como factor de crecimiento y niacina alcanzado un 350%

mas de niacina que la leche de vaca (Park, 2006).

La lactosa es el mayor carbohidrato presente en la leche de cabra y su
valor promedio se encuentra en el orden de 4.1 g por 100 g de leche. Es
sintetizada a partir de glucosa en la glandula mamaria con la participacion activa
de la proteina a-lactoalbumina y favorece la absorcion intestinal de calcio,
magnesio, fosforo y la utilizacion de la vitamina D. Es un componente que varia
segun el nivel de produccion lactea y no por efecto directo del tipo de dieta
suministrada, por lo tanto su importancia radica en el mantenimiento del equilibrio
osmotico en el torrente sanguineo y las células alveolares de la glandula mamaria

durante la sintesis de la leche. Las cantidades de oligosacaridos que estan



presentes en la leche de caprinos fluctian en un rango de 250 a 300 mg/L, lo cual
representa 4 6 5 veces mas que los valores encontrados en la leche de vaca
(Cuadro 2: Martinez, 2004).

Cuadro 2: Cantidad total de oligosacaridos y lactosa en leche de cabra,

vaca, oveja y humana.

Origen Oligosacaridos Lactosa
(Q/L) (9/L)
Leche caprina 0.25-0.30 45
Leche bovina 0.03-0.06 46
Leche ovina 0.02-0.04 48
Leche humana 05-0.8 68

(Martinez, 2004).

En la leche de cabra también se encuentran algunos lipidos simples como
los diacilgliceroles y los ésteres de colesterol, asi como fosfolipidos y compuestos
liposolubles como los esteroles y el colesterol. EI consumo de leche de cabra
también reduce los niveles de colesterol total y la fraccién LDL debido a la alta
cantidad de triglicéridos de cadena media (TCM), los cuales constituyen hasta el
36% del total de la grasa en leche de cabra mientras que en la leche de vaca
representan sélo el 21% de la grasa, disminuyendo la sintesis de colesterol
enddgeno. Los lipidos en la leche de cabra se encuentran de manera abundante
en forma de glébulos con un tamafio de menos de 3 um, lo cual permite una
mayor digestibilidad y una mayor eficiencia en el metabolismo lipidico comparado
con la leche de vaca (Haenlein, 2004). La leche de cabra no contiene aglutinina,
proteina encargada de concentrar los glébulos grasos para generar estructuras
mas complejas y de mayores dimensiones, razon por la cual los globulos
permanecen dispersos y pueden ser atacados mas facilmente por las enzimas
digestivas (Rodden, 2004).



Barrionuevo et al., en el 2002 realizaron un estudio en el cual ratas con
condiciones patoldgicas de sindrome de mala absorcién fueron alimentadas con
leche de cabra. Los resultados arrojados mostraron un incremento en la

digestibilidad y absorcion de hierro y cobre. (Haenlein, 2004).

2.5 Proteinas de la leche de cabra

Entre las principales proteinas presentes en la leche de los mamiferos se
encuentran la as1, as2, B y k-caseinas como se esta reportando en el cuadro 3.
Se encuentran valores promedio de proteinas en la leche de cabra 4.5%,
superiores al ganado bovino 3.3% pero inferiores al ganado ovino 5.8%, dichos

porcentajes corresponden a gramos de proteina en 100 g de leche (Park, 2006).

Cuadro 3. Composicion de las fracciones de proteina en leche

humana, vaca y cabra (g/L)

Proteinas Humana Vaca Cabra
Total 9-15 32-34 28-32
Caseinas 2.0-25 26-37 22-28
aS1-caseina - 11-15 10
aS2-caseina - 3-4 3
B-caseina 1.5 9-11 11
K-caseina 0.5 2-4 4
Suero 6.3 5.8-6.5 5.5-6.5
a-lactoalbumina 1.9-2.6 0.6-1.5 1.2
B-lactoglobulina - 3-4 3.1
Albumina sérica 0.4 0.4 0.5
Inmunoglobulina 1.1 1.0 1.0
Lactoferrina 1.7-2 0.1 0.02-0.2
Lisozima 0.04-0.2 - -

(Greppi et al., 2008).



Las inmunoglobulinas presentes en la leche de cabra son muy similares a la
leche de vaca y se encuentran siempre en mayores cantidades durante las fases
iniciales de la lactancia, principalmente en el calostro (Park, 2006). La alergia a la
proteina de leche, es una patologia cada vez mas comun en la poblacion infantil.
Por la gran variedad de polimorfismos genéticos de las diferentes caseinas y
proteinas del suero de la leche de vaca es complejo determinar cual proteina es la
responsable de la reaccion alérgica de la leche. Estudios clinicos realizados por
Reinert y Fabre (1997) encontraron que nifios alérgicos a la leche de vaca, al ser
alimentados con leche de cabra tuvieron resultados positivos en 93% de los nifios
y fue recomendada como una valiosa ayuda en nutricion infantil por su baja

alergenicidad y mejor biodigestibilidad que la leche de vaca.

Las proteinas de la leche de cabra son similares a las proteinas mayores de
la leche de vaca en su clasificacion general de a, B, k-caseinas, B-lactoglobulina,

a-lactoalbumina pero difieren en el polimorfismo genético (Park et al., 2007).

2.5.1 Caseinas (ay B)

La variante de as-1-caseina tiene seis diferentes tipos A, B, C, D, E, Fy
estas son nulas en la leche de cabra. En leche de vaca la variante as-1-caseina es
la mayor as-caseina. La variante mayor de caseinas en leche de cabra es la as-2-

caseina, la cual tiene diferente digestibilidad (Remeuf, 1993).

La leche de vaca es rica en asl-caseina, mientras que —caseina es mas
frecuente en la leche de cabra en la que representa entre 48-60% del total de
caseinas (Potocnik et al., 2011). La asl-caseina representa del 36-40% del total
de las caseinas en la leche de vaca y en el caso de la leche de cabra el contenido
estd en un rango de 0-25% del total de caseinas (Martin, 1997; Bramanti et al.,
2003).



2.5.2 k-caseina

La k-caseina es una proteina glicosilada con residuos de acido sialico
(Lonnerdal, 2003). Azuma et al., en 1981 demostraron que la k-caseina humana
estimulaba el crecimiento de Bifidobacterium infantis, una bacteria que inhibe la
colonizacion con E. coli y protege el tracto gastrointestinal de enfermedades. El
efecto es méas pronunciado cuando se trata con pepsina o0 quimosina y se forma
un glicomacropéptido. Se ha demostrado que la molécula de k-caseina altamente
glicosilada inhibe la adhesién de Helicobacter pylori a la mucosa gastrica humana
(Stréomquist et al., 1995).

2.5.3 Proteinas del suero

El suero representa una rica y variada mezcla de proteinas. Las proteinas
del suero suponen alrededor del 20% de las proteinas de la leche de vaca, no solo
juegan un papel nutritivo como rica y balanceada fuente de aminoacidos sino que
ademas ejercen efectos bioldgicos vy fisioldgicos. Se incluyen proteinas como a-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, lactoferrina, lactoperoxidasa, inmunoglobulinas,
glicomacropéptido y una gran variedad de factores de crecimiento. Estas mismas
proteinas, al ser hidrolizadas parcialmente, sirven de fuente como fuente de
péptidos con actividades biolégicas y fisioldgicas (Cuadro 4). Sus principales
funciones son su actividad anticancerosa, un papel protectivo frente al cancer de

colén y estimulador del sistema inmune (Hernandez y Vélez, 2014).

La lactoferrina es una de las mas abundantes glicoproteinas en la leche
humana y rumiantes con un peso molecular de 78 kDa (Froehlich et al., 2010). La
concentracion en rumiantes oscila en un rango de 0.02 a 0.2 mg/mL (Hiss et al.,
2008). Tiene amplia actividad biolégica, como antioxidantes, antibacterial y

antiviral, inmunomodulacién, unién con hierro y otros minerales (Lénnerdal, 2003).
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Cuadro 4: Funciones biologicas de las proteinas del suero de la leche

Proteina Funcion biolégica

B-lactoglobulina Trasportador de retinol, acidos grasos, vitamina D y
colesterol

Aumento de la actividad esterasa pregastrica.
Transferencia de inmunidad

Regulacion de la glandula mamaria en el metabolismo del
fosforo

a-lactoalbimina Prevencion del cancer
Sintesis de lactosa

Tratamiento de la enfermedad inducida por el estrés
crénico

Prebidtico
Absorcién de hierro, zinc

Albuminas de suero | Funcion antimutagénica
Prevencion del cancer
Inmunomodulacién

Inmunoglobulinas Prevencion vy tratamiento de diversas infecciones
microbianas (infecciones de las vias respiratorias
superiores, gastritis, caries dental, diarrea).

Lactoferrina Actividades antibacterianas, antivirales, antifungicas.

Evita varias infecciones microbianas y varios tipos de
cancer

Actividad prebidtica

Lactoperoxidasa Prevencion de cancer de colon y cancer de piel

Glicomacropéptido | Interaccion con toxinas, virus y bacterias (mediada por la
fraccion de carbohidratos)

Control de la formacién de acido en la placa dental
Actividad de inmunomodulador

(Mendes da Silva, 2011)

La a-lactoalbumina, es una proteina pequefia con un peso molecular de
14.2 kDa y que tiene unido al ion calcio en su cadena polipeptidica de 123

aminoacidos, 67 de los cuales con esenciales (Jovanovic et al, 2005). La -
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lactoglobulina es una proteina globular pequefia con un peso molecular de 18.4
kDa, con estructura secundaria y terciaria. Estd compuesta de 162 aminoacidos,
84 son aminoacidos esenciales y cuatro residuos de cisteina (Jovanovic et al,
2005).

2.6 Péptidos Bioactivos en leche

Son considerados fragmentos de proteinas, resultado de hidrolisis
proteolitica, enzimética o por fermentacion de caseinas y proteinas del suero.
Dichas moléculas imparten funciones o condiciones positivas que influyen en la
salud humana (Kitts y Weiler, 2003). La actividad de los péptidos es basada en su
composicién de aminoacidos y secuencia, ya que el tamafo de la secuencia activa
puede variar de dos a veinte residuos de aminoécidos. Se han caracterizado
péptidos con las siguientes funciones bioldgicas; antihipertensivo, antitrombético,
antimicrobiano, antioxidante, inmunomodulador y péptidos opioides (Korhonen y
Pihlanto, 2006; Phelan et al., 2009; Nagpal et al., 2011).

Chessa et al, en el 2009 encontraron péptidos bioactivos de la leche de
cabra que tienen relacion con la leche de vaca, de los cuales 9 muestran actividad
opioide, 5 se enlazan con proteinas, 23 muestran actividad hipotensiva, 3 son

antitrombdéticos y 6 son inmunomoduladores.

Asi como la leche humana, la leche de cabra contiene péptidos bioactivos,
nucleodtidos, poliaminas, acido sialico, aminoacidos libres y factores de crecimiento
gue optimizan el desarrollo. La actividad antimicrobiana de la leche de cabra es
atribuida a inmunoglobulinas y no a inmuno-proteinas como la lactoferrina,
lactoperoxidasa y lisozima. Los péptidos antibacteriales encontrados son
agonistas activos de microorganismos patdgenos como los del género
Escherichia, Helicobacter, Listeria, Salmonella, Staphylococcus, levaduras y
hongos filamentosos (Atanasova y Ivanova, 2010).
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2.7  Glicomacropéptido de caseina (GMP)

Cuando la k-caseina es tratada con quimosina durante la obtencion de
quesos, la proteina es hidrolizada entre los aminoacidos 105 y 106 de la k-
caseina, que son fenilalanina y metionina respectivamente, dando como resultado
dos fracciones que son: para-k-caseina (residuo 1 — 105) y GMP (residuo 106 -
169), el cual es removido con el suero de queseria. El GMP queda soluble en el
suero después de separar la cuajada, pero no esta presente en la leche. Es un
péptido de gran interés ya que se le atribuyen numerosas funciones biologicas
como ser factor estimulador de bifido bacterias al contener oligosacéridos, ser
fuente de acido sialico (importante para el desarrollo cerebral) del lactante,
actividad antiviral por los residuos de acido sialico, modulador de las secreciones
gastricas y objeto de nuevas digestiones dando lugar a péptidos bioactivos con
actividad antitrombdtica (Jiménez et al., 2001).

El glicomacropéptido es rico en aminoacidos como prolina, glutamina,
serina, tirosina, treonina pero deficiente en triptéfano, tirosina, fenilalanina y
cisteina (KreuB et al., 2009b). Es rico en aminoécidos ramificados isoleucina y
valina, bajo en metionina lo que lo hace (til en dietas para pacientes que sufren
enfermedades hepaticas. Ademas por no contener fenilalanina es importante para

pacientes que sufren fenilcetonuria (Wang et al., 2007)

Los carbohidratos estan unidos a k-CSN en el aminoacido treonina de la
posicion 131, 133, 135, 142 y a la serina de la posicion 141, estan unidos por una
orto-glicosilacion (Figura 4). Estas posiciones estan localizadas mas o menos a la
mitad del péptido (Eigel et al., 1984). Las cadenas heterogéneas de carbohidratos
son la caracteristica de glicomacropéptido y no se encuentran en los residuos
restantes de la estructura de la k-caseina (1 al 105). Cada una de las fracciones
del glicomacropéptido con diferentes carbohidratos en la cadena son las

responsables de las funciones biolégicas (Li y Mine, 2004).
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64
Ser-Thr - Ala - Val.OH

Figura 4: Estructura primaria de glicomacropéptido de caseina variante A y
B (Eigel et al., 1984).

El glicomacropéptido de caseina (GMP) presenta la caracteristica particular
de ser rico en acido sialico, sustituido por los derivados de acido neuraminico,
siendo las formas mas representativas el acido n-acetilneuraminico y el acido n-
glicolilneuraminico (Salcedo et al., 2011). Muchas de las propiedades biolégicas y
funcionales del GMP (Cuadro 5) pueden ser atribuidas al acido sialico pero
también puede estar ligado a péptidos (Fernando y Woonton, 2010). Una de las
aplicaciones del GMP es en los pacientes con fenilcetonuria, debido a que carecen
de la capacidad para metabolizar la fenilalanina haciendo que sea mas facilmente
tolerable. (Nielsen y Tromholt, 1994).
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Cuadro 5: Propiedades biologicas de glicomacropéptido de caseina (GMP) unido a

acido sidlico y péptidos

Casein-glicomacropéptido unido Casein-glicomacropéptido unido
a acido sidlico a péptidos
Inhibicién de la toxina del célera Reduccion de la secrecidn gastrica

Modulacion de la respuesta inmune | Prebidtico

Inhibicion de la hemaglutinacion Modulacién de la respuesta inmune
Prevencion de infeccion intestinal Actividad antibacterial y probacterial
Estimulacion de la liberacion de | Efecto anti-cariogénico

colecistocinina Estimulacion de la liberacion de
colecistocinina

Manejo nutricional de la fenilcetonuria

(Neelima et al., 2012)

2.7.1 Propiedades fisicoquimicas de glicomacropéptido de caseina

Thoma et al, en el 2006, reportaron que el casein-glicomacropéptido es un
péptido acido con un punto isoeléctrico de 4 debido a la alta cantidad de los
aminoacidos glutamina y asparagina, ademas de la heterogeneidad en
glicosilacion y fosforilacion. Es altamente soluble y estable en el calor segun lo que
mencionan KreuB et al., 2008. El GMP contiene dos asparaginas, siete u ocho
glutaminas dependiendo de la variante genética, una serina fosforilada y tres

residuos de lisina (Farias et al., 2010).

El peso molecular del GMP es bajo (8000 Da), la proteina tiene una carga
neta negativa lo que hace una dificil visualizacion con azul de coomasie en
electroforesis SDS-PAGE (Gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico). Para
la cuantificacion de GMP se requiere precipitacion con acido tricloroacético o

enzimatica, el GMP se concentra en la fraccion del suero (Sharma et al., 1993).
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2.8 Aminoacidos en la leche de cabra

El contenido de aminoacidos en la leche de cabra y leche de vaca es mas
alto que en la leche humana, principalmente en los aminoacidos de cadena
ramificada (Leucina, isoleucina y valina). La a-caseina de la leche de cabra
contiene mas aspartato, lisina y tirosina que la B-caseina y esta Ultima tiene mas

leucina, prolina y valina que a-caseina (Davis et al., 1994).

En la leche de cabra el aminoacido libre taurina derivado de aminoécidos
que contienen azufre, tiene importantes funciones metabdlicas como lo hace la
carnitina que es un nutriente valioso para el recién nacido humano. Esta implicado
en la formacion del cerebro del lactante y de las sales biliares, en la homeostasis
del calcio, antioxidante, excitabilidad de las neuronas y en la estabilizacién de las
membranas (Redmond et al., 1998). La leche de cabra contiene una importante
cantidad de taurina y contribuye al tratamiento de pacientes diabéticos (Anaeto et
al., 2010).

2.9 Alergenicidad a las proteinas de la leche

Las reacciones adversas que se presentan por el consumo de leche pueden
ser por intolerancia a la lactosa y reacciones alérgicas provocadas por varias
proteinas de la leche. Las proteinas con mayor potencial alergénico de la leche
son especialmente as1-caseina, as2-caseina y B-lactoglobulina, las cuales no se

encuentran en la leche humana (Crittenden y Bennett, 2005).

La ocurrencia de alelos asociados con un nulo o bajo contenido de
proteinas alergénicas puede ser explotado para la produccion de leche con una
calidad nutricional particular por ejemplo una leche hipoalergénica (Caroli et al.,
2009). Los epitopes de proteinas de la leche comprenden secuencias altamente

conservadas que son las responsables de la reactividad cruzada de IgE con
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proteinas de la leche de otros mamiferos, incluyendo las correspondientes a los
seres humanos (Wal, 2004).

Investigaciones extensas en leche de cabra revelan la presencia de un alto
namero de alelos en el locus 4 de la caseina y el polimorfismo de la caseina est4
asociado con diferentes niveles en su sintesis distinguiéndose alelos fuertes,
medios, débiles y nulos. El estudio del locus de caseina en cabras permitio
diferenciar animales con alelos de caseina débiles y nulos, que podrian ser
usados para programas de alimentacién con el objetivo de producir leche con
propiedades hipoalergénicas, mientras que animales con alelos fuertes, podrian
ser usados para mejoran la calidad de la leche y sus productos como el queso
(Albenzio et al., 2009, Roncada et al, 2002, Sacchi et al, 2005).

La leche de cabra est4d ganando importancia en nutricibn humana para
pacientes con problemas de alergia a la proteina de la leche de vaca (APLV) y
desordenes gastrointestinales (Haenlein, 2004). Se ha encontrado que en la raza
Garganica, la alta frecuencia de alelos débiles F, la presencia de alelos nulos para
as1-caseina (CSN1S1) y la alta frecuencia del genotipo A0 en el locus CSN1S2
para as2-caseina podria ser explotado para la alimentacion de pacientes con
APLV (Albenzio et al., 2009).

Albenzio et al., en el 2012 estudiaron la respuesta inflamatoria del consumo
de leche de cabra Garganica en infantes con alergia a la leche de vaca evaluando
la produccion de citosinas por las células mononucleares de la sangre. En el
estudio las proteinas de la leche de cabra disminuyeron la produccion de citosinas
proinflamatorias (TNF-a: factor de necrosis tumoral, IL-10: interleucina 10, IL-12:
interleucina 12). Los resultados en TNF-a evidencian que es una importante fuente
agonista de reactividad inmune. Por su parte la IL-10, es una de las mayores
citosinas producidas por la regulacion de células T, particularmente suprimiendo la

formacion de citosinas proinflamatorias como TNF-a.
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2.10 Beneficios nutricionales de la leche de cabra

La leche de cabra tiene un interés particular por su composicion especifica,
la cual es relevante en la dieta humana por su valor nutricional, digestibilidad,
terapéutica y caracteristicas dietarias. (Raynal-Ljutovac et al., 2008).
Bouckenooghe et al., en el 2006 mencionan que la leche de cabra puede tener
gran utilidad en la manufactura de formulas infantiles por sus multiples beneficios
nutricionales.

Un gran numero de estudios han identificado algunos compuestos
bioactivos de la leche de cabra y productos con caracteristicas biogquimicas,
fisioloégicos y funciones nutricionales que tienen un gran potencial en la salud

humana como las que se mencionan a continuacion:

e Desarrollo gastrointestinal tanto en funcion como en actividad

e Desarrollo infantil

e Desarrollo inmunoldgico y funcional

e Actividad microbiol6gica, como antibiético y accion probidtica.
(Gobbetti et al., 2007).

Ademas, la leche de cabra presenta alta digestibilidad, alcalinidad distintiva,
gran capacidad de amortiguador, alto contenido de &cidos grasos de cadena corta,
acidos grasos de cadena media, zinc, hierro, magnesio y calcio, fuerte actividad
antimicrobiana por la presencia de lactoperoxidasa, caracteristicas inmunolégicas
y antibacteriales y altos niveles de aminoacidos como valina, glicina e histidina.
Por ello la leche de cabra se ha recomendado con fines nutricionales, y como un
alimento con funciones terapéuticas para pacientes que sufren varias alergias y
para quienes necesitan una mejor absorcion de nutrientes, ademas de su alta
capacidad de amortiguador que es utilizada para tratamiento de ulcera péptica
(Park, 1994; Scalanac et al., 2010).
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Otra caracteristica importante de la leche de cabra es el contenido de acido
sidlico, el cual se encuentra en concentraciones de hasta 8 mg/dL mientras que en
la leche humana se encuentra en una concentracion de aproximadamente 30
mg/dL. El acido siélico se encuentra en alta concentracion en los gangliésidos del
cerebro, los cuales tienen una estructura importante y elementos funcionales para
el cerebro. Los infantes pueden no tener suficiente y eficiente sintesis de acido
sialico por lo inmaduro de su higado por lo que se tiene que recurrir a la
suplementacién del acido sialico en la dieta. Dichas alternativas pueden ser la
leche materna o de alguna otra forma de alimentacion, incluida la leche de cabra
(Wang et al., 2001).

2.11 Factores que afectan la composicion de la leche

2.11.1 Proteinas

El contenido de proteina es afectado por diferentes factores: raza,
alimentacion, régimen alimenticio, tecnologia en produccién, estacion, estro
(periodo de modificacién de la conducta sexual de la hembra), zona geogréfica,
porcentaje de partos, estado de lactacion, hora del dia. La estacion puede
modificar la cantidad de proteina en la leche, con niveles mas altos en otofio e
invierno que en primavera y verano. La hora del dia también modifica los niveles
de proteina, con valores mas bajos en la mafiana que en la tarde (Bendelja et al.,
2011).

Los genotipos de las proteinas de la leche tienen efectos, especialmente en
las diferentes variantes de [-lactoglobulina, k-caseina, ags;-caseina, [(-caseina
(Bobe et al., 2007, Cardak, 2005). La genética y las correlaciones fenotipicas entre
proteina y el contenido de caseinas son de 0.91-0.99 y 0.92-0.97 respectivamente,
las cuales son valores muy altos (lkonen et al., 2004, Samoré et al., 2007). De
acuerdo a lo reportado por Bonfatti et al., en el 2011, la heredabilidad de los

contenidos de proteinas en leche varia en los rangos de 0.11 para a-lactoalbumina
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y 0.52 k-caseina. Para ag;-caseina, k-caseina, B-caseina esta se encuentra en el
rango de 0.63 a 0.69 mientras que la heredabilidad para para as;-caseina, B-
lactoglobulina fueron de 0.28 y 0.34 respectivamente. Esta informacion indica que
el principal objetivo de la seleccion es aumentar la produccion de leche y poder

cambiar la composicion de la misma.

2.11.2 Grasas y Carbohidratos

La suplementacion lipidica en la dieta de las cabras incrementa el contenido
de grasa en la leche y permite que tenga menos acidos grasos saturados, mucho
mas acido oleico, acidos grasos de cadena larga, mas acido a-linolénico (omega

3) y otros acidos grasos trans (Sanz Sampelayo et al., 2007).

En los rumiantes el acetato y B-hidroxibutirato son precursores de acidos
grasos como el acido palmitico (C16). La mayor parte del &cido esteéarico (C18)
viene de los triglicéridos de la sangre y no del acido butirico (C4) como en otras
especies. Muchos de los acidos grasos insaturados de la leche son derivados de
la deshidrogenacién de los &cidos grasos saturados como el acido esteérico;
ademas las glandulas mamarias no convierten un &acido graso insaturado a
saturado. El glicerol es principalmente sintetizado a partir de la glucosa en la
glandula mamaria y una pequefia parte viene de los triglicéridos absorbidos de la
sangre. La glucosa es el precursor primario de los acidos grasos en la leche de
especies no rumiantes (Barry, 1964).

El 80% de las grasas neutras y acidos grasos volatiles, son tomados por la
glandula mamaria apareciendo en la leche y por otro lado solo el 50% de la
glucosa aparece como lactosa, mientras que el resto es usado para producir

energia (Linzell, 1960).
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. OBJETIVOS
3.1 GENERAL
Caracterizar la leche de cabra de tres razas (Alpino Francés, Nubio y
Criollo) y comparar en proteinas totales, caseinas, proteinas del suero,
glicomacropéptido de caseina con respecto a leche bovina.

3.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar y cuantificar a-caseina, B-caseina, k-caseina, lactoferrina,

a-lactoalbumina y B-lactoglobulina en leche.

e Secuenciar la B-caseina de la leche de cabra.

e Evaluar el glicomacropéptido de caseina (GMP) en leche.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Animales de experimentacion

Se trabaj6 con 30 cabras productoras de leche de tres razas diferentes
(Alpino Francés, Nubio y Criollo), con 2 y 4 partos y un peso de 45+5 kg. La
alimentacion se baso en pastoreo suplementado o semiintensivo con 8 horas de
agostadero semiarido y suplementacion dos veces al dia (por la mafiana y por la
tarde). La dieta suplementada se conform6 de 800 g de concentrado de maiz,
soya, salvado de trigo, gluten, grano seco, vitaminas, minerales, secuestrante de
micotoxina (18.5% de proteina cruda, 1.9 Mcal ENI/kg de materia seca), 800 g de
alfalfa y 800 g de ensilado de maiz. Estas dietas fueron elaboradas en el Campus
Amazcala Area Pecuaria de la Universidad Auténoma de Querétaro mismo lugar
donde se encontraron los animales de experimentacién. El consumo de alimento y
agua administrada fue ad libitum.

Se utilizaron 10 animales por raza y la toma de muestra se realiz6 en el
mes de julio del 2015. Las muestras fueron obtenidas por la mafana, se
identificaron 'y mantuvieron en refrigeracion a 4°C para un posterior
almacenamiento en congelacion a -20°C.

La muestra de leche bovina fue de raza Holstein con un total de 10
animales y soOlo se utiliz6 como punto de comparacién general, bajo una

alimentacion a base de alfalfa, ensilado y concentrado de maiz.

4.2  Andlisis general de leche por ultrasonido

Se trabajo con una mezcla de leche de diez animales por raza y por especie
después se realiz6 un andlisis en el equipo LactoScan colocando cada muestra

por triplicado. El andlisis general de leche comprende la determinacion de

proteinas, grasa, lactosa, soélidos totales, densidad entre otros.
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4.3 Extraccién y purificacion de proteinas totales de leche de cabra

y bovina

Se descremaron 30 mL de leche por medio de centrifugacion a 4500 g por
30 minutos, se realizé este paso hasta que la muestra estuviera libre de grasa, se
decanto el liquido hasta un volumen aproximado de 15 mL. Se adicionaron 20 mL
de alcohol etilico y se mezclo, se procedié con la adicion de 5 mL de cloroformo y
se mezclé. La mezcla se incub6 a -20°C durante la noche para después
centrifugar a 4500 g por 25 minutos, se desechd el sobrenadante y se dejé
reposar el pellet y con ello volatilizar el solvente. Para el lavado del pellet se
agregaron 15 mL de acetona al 90% a -20°C, se mezclé la muestra y se incubd en
hielo por 15 minutos. Se continué con la centrifugacion a 4500 g por 25 minutos,
se desecho el sobrenadante y se repitio el procedimiento de lavado dos veces
para posteriormente secar el pellet. Se resuspendié el pellet de proteina con 10
mL de agua HPLC y se procedi6 a la cuantificacion de proteinas.

4.4 Cuantificacion de protefna total por Ensayo Qubit™

La concentracion de proteinas en leche se determind por medio del equipo
Qubit® 2.0 Fluorometer. Para la cuantificacion se colocaron 3 tubos para los
estandares de proteina y un tubo por cada muestra (Cuadro 6). La solucion de
trabajo se preparé diluyendo el reactivo Qubit™ a 1:200 en buffer Qubit™.
Después se prepararon 200 uL de la soluciéon de trabajo para cada muestra y
estandar. Las muestras se prepararon de acuerdo al cuadro 6. Se mezclaron los
tubos con ayuda de un vortex por 2 a 3 segundos, después se incubaron los tubos
por 2 minutos a temperatura ambiente aproximadamente por 15 minutos y
protegidos de la oscuridad. Para la cuantificacion se inserto el tubo en el Qubit 2.0

Fluorometer, se procedi6 al registro de la lectura.
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Cuadro 6: Preparacion de tubos para la cuantificacién de proteina

Estandar Muestra

Volumen de solucion de trabajo 190 pL 180-199 pL

Volumen de estandar 10 pL
Volumen de muestra 1-20 uL
Total de volumen de cada tubo 200 pL 200 pL

(Invitrogen, 2010).

4.5 Determinacion del perfil proteinico de leche de cabray bovina

Las proteinas presentes en las diferentes muestras de leche se separaron
de acuerdo a su peso molecular mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) en condiciones reductoras. Los geles utilizados tenian un gradiente
de concentracién de acrilamida 4-20% (geles de gradiente). Las condiciones de
corrida de los geles fueron las siguientes: 70 Voltios por 10 minutos y
aproximadamente 1.2 horas a 120 Voltios. Se fijaron los geles con solucién
fijadora (alcohol etilico: &cido acético glacial: agua) por 20 minutos vy
posteriormente se lavaron con agua para eliminar el resto de la solucién de fijado,
se procedi6 a la tincion con azul brillante de coomassie G250 por un lapso de 12
horas a temperatura ambiente y con agitacion constante. Después de transcurrido
el tiempo se procedi6 a lavar el gel para eliminar el exceso de colorante y proceder
con la cuantificacion y el analisis densitométrico de las bandas. Para la
identificacion de proteinas, se comparé su peso molecular con el de estandares de
peso molecular conocido. Se utilizé el marcador de peso molecular Precision Plus

Protein™

4.6 Andlisis densitométrico de los geles (abundancia relativa)

Para el andlisis cuantitativo de las proteinas de cada muestra de leche se
realiz6 un andlisis densitométrico utilizando para ello el equipo Gel DOC™ Ez

Imager. En la figura 6 se muestra la imagen de un gel de proteinas al ser
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cuantificado. Cada pico corresponde a una banda dentro del mismo carril de

carga. Para la cuantificacion se determind la abundancia relativa de cada banda

con respecto a la suma de todas las bandas dentro del carril. El resultado arrojado

estd dado en porcentaje respecto a la suma total de bandas dando un 100 por

ciento.
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= 1500

1000
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0.00 025 050 R 075
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Band No.|Band Label| Mol. Wt. (KDa)|Relative Front|Volume (Int)| Abs. Quant.|Rel. Quant.|Band %
1 250.0 0.314 173,229 N/A N/A 3.5
2 150.0 0.377 169,579 N/A N/A 34
3 100.0 0.438 180,310 N/A N/A 3.6
4 75.0 0.489 786,867 N/A N/A 15.8
5 50.0 0.563 908,558 N/A N/A 18.3
6 37.0 0.623 499,466 N/A N/A 10.0
7 25.0 0.712| 1,075,363 N/A N/A 216
8 20.0 0.741 375,658 N/A N/A 7.5
9 15.0 0.824 409,895 N/A N/A 8.2

10 10.0 0.880 398,361 N/A N/A 8.0

Figura 5: Representacion del analisis densitométrico de las bandas que

corresponde a una proteina especifica.

4.7 Separacion de las variantes genéticas de B-caseina (BCN) en leche

de cabra

Para separar las variantes genéticas de leche de cabra se llevé a cabo una

electroforesis en gel de poliacrilamida con urea (UREA-PAGE) de acuerdo a la

metodologia establecida por Andrews, 1983.
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La leche fue descremada por medio de centrifugacién a 4500 g, por 20
minutos. Se calentd la muestra de proteina total a 37°C para después llevar a
cabo la precipitacion de la fraccion de caseina con acido acético 1 M hasta llegar a
un pH=4.3 para la leche de cabra y 4.6 para la leche bovina. Se centrifugo la
muestra a 4500 g por 20 minutos y se decantd el sobrenadante. Se continué con
el lavado del pellet de proteina con 30 mL de agua acida (4cido acético 1 M) y se
centrifugd a 4500 g por 20 minutos y se decantd el sobrenadante. El pellet de
caseina se disperso en una solucion diluida de NaOH pH 9, se mezcl6 la muestra
con el amortiguador y se inyectaron 4.5 ug de proteina en los pozos del gel.
También se inyect6 4.5 ug de proteina estdndar de BCN bovina.

Los geles consistieron en 4%T el concentrador y 15%T el separador, donde
T representa el porcentaje en peso del monémero total empleado (acrilamida +
bis-acrilamida en gramos/100 mL). El amortiguador concentrador fue 0.06 M Tris,
45 M urea a pH 7.6 y el separador fue 0.76 M Tris, 9 M urea a pH 8.9. El
amortiguador de corrida fue una solucion de 0.02 M Tris, 0.19 M glicina. Se
efectud la separacion electroforética usando una camara vertical (SE 280 Hoefer
Scientific Instruments) a 4°C y 20 mV en el gel concentrador, aumentando a 30
mV en el gel separador. Las corridas tuvieron una duracion promedio de 90 min.
Los geles se tifieron con azul brillante de coomassie G250. La densidad de las
bandas de proteina se determinaron mediante el fotodocumentador Alphalmager®
HP System (Protein Simple, Santa Clara, CA, EUA). La determinacién cuantitativa
de las bandas se realiz6 con el Software —Alphaviewl mediante la integracion del

area bajo la curva de los picos de cada banda.

4.8 Determinacion de la secuencia de B-caseina (BCN) obtenida
mediante UREA-PAGE

La secuencia y la masa molecular de la BCN de la leche de cabra se
determind por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas con trampa lineal de iones (HPLC-LTQ MS). Para esto,
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las bandas de beta-caseina separadas previamente mediante UREA-PAGE
fueron digeridas con termolisina. Los péptidos resultantes, fueron sometidos en un
sistema LC-MS bomba de nanoflujo EASY-nLC Il (Thermo-Fischer Co. San José,
CA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fischer

Co., San José CA) con sistema de ionizacion tipo nano-electroaspersion.

En el sistema de cromatografia de liquidos se utilizd6 gradiente de 10-80%
del solvente (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) en 120 minutos;
utilizando una columna capilar (ID 0.75 ym y 10 cm de largo RP-C18), el flujo fue
de 300 nl/min. Para la fragmentacién de los péptidos se utilizaron los métodos de
CID y HCD que por sus siglas en inglés significan disociacion inducida por colisién
y disociacion por colisién de alta energia, donde solamente los iones con carga 1+

y 2+ fueron seleccionados para los eventos de fragmentacion.

4.9 Determinacion de glicomacropéptido de caseina (GMP) por
Western Blot

4.9.1 Extraccion de glicomacropéptido de caseina

Las muestras de leche fueron sometidas a una reaccion de hidrdlisis con
guimosina (cuajo vegetal grado alimenticio Universal Tradher S. de R. L.) para
romper la cadena de kappa-caseina y obtener la fraccidén de glicomacropéptido de
caseina (GMP). Se descremaron 30 mL de leche mediante centrifugacién a 4500 g
por 30 minutos. El proceso se repitid hasta que la muestra estuviera libre de grasa.
Cada muestra se analizé por duplicado. Posteriormente se adicion6 el cuajo
vegetal en relacion 1:1 con agua destilada. La mezcla se calentd a una
temperatura de 35-40°C para acelerar la precipitacion de las caseinas. Se
centrifugd y se obtuvo el sobrenadante (representa la fraccion del suero). La
proteina del suero se cuantificé por medio del ensayo Qubit™. Se utilizaron geles
de gradiente SDS-PAGE de 4 a 20% y se corrieron a 120 Voltios por 1.2 horas. Se

inyecto la misma cantidad de proteina (80 pg/pL) contenidos en 20uL de muestra.
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4.9.2 Western Blot

Después de la separacion electroforética de las proteinas de suero, estas
fueron transferidas a membranas PVDF (Polivinilideno difloruro) por medio del
equipo Trans-Blot® Turbo™ con un protocolo estandar de transferencia por BIO
RAD bajo las siguientes condiciones de trabajo; 25 Voltios, 1 Ampere por un
tiempo de 30 minutos. Después de transcurrido el tiempo de transferencia se lavo
la membrana con agua y se procedié al bloqueo de la misma con leche
blogueadora al 5% en TBS, el tiempo de bloqueo fue de 4 horas. La deteccion de
GMP se realiz6 con los anticuerpos anti-GMP bovino (dilucion 1:500). El
anticuerpo primario fue adquirido de la casa matriz Universidad Autbnoma de
Aguascalientes y la incubacion fue de 12 horas en refrigeracion en solucion
blogueadora al 5% con agitacion lenta. Se continué con 6 ciclos de lavado con
TTBS de 5 a 10 minutos cada uno. Con ello se preparé la membrana para la
incubacion del segundo anticuerpo el cual consisti6 en Goat anti-Rabbit 1gG
(dilucién 1:5000; marca comercial Cientifica Senna) en TTBS por un tiempo de 5
horas a temperatura ambiente, agitacion lenta y protegido de la luz. Transcurrido
el tiempo de incubacion del segundo anticuerpo se procedié al lavado (6 ciclos de
5 a 10 minutos cada uno). Se realiz6 un ultimo lavado con TBS para eliminar el
exceso de Tween 20 y se almacend la membrana en TBS para su posterior

revelado.

El revelado de la membrana fue realizado por medio del protocolo Clarity
Western ECL Substrate Quick Start Guide, para lo cual se incub6 la membrana
con la solucién de revelado por un tiempo de 20 minutos con agitacion lenta y
protegida de la luz. La membrana se observo con el equipo Storm 850 en
condiciones de oscuridad (Alcazar et al., 2000).
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4.10 Determinacién del Perfil de Aminoéacidos de leche de cabra

Para determinar el perfil de aminoacidos de leche de cabra se llevo a cabo
un método de cromatografia de intercambio idnico. La preparacion de los reactivos
usados para la oxidacion e hidrdlisis de la proteina de las muestras, se encuentra
en el Anexo 1.

Primeramente las muestras se desgrasaron con éter de petréleo. Para la
oxidacion, se pesaron 0.2 mg de cada muestra. Se colocaron en un frasco de 100
ml en bafo de hielo. Se agregaron 5 ml de la mezcla de oxidacion acido
perférmico-fenol (ver Anexo 1), mezclando con espatula de vidrio. Se sell6 el
frasco y se dejo a 0°C durante 16 h. Después de esto, se agregaron 0.84 g de

bisulfito de sodio.

A la muestra oxidada se le agregaron 25 ml de la mezcla de hidrdlisis (ver
Anexo 1). El frasco se coloco en la estufa y se ajust6 la temperatura a 110°C. Se
dej6é tapado durante 23 h. Una vez terminada la hidrélisis, se abri6 el frasco y se
colocé en un bafio de hielo. Se tomé el hidrolizado y se neutralizé con 17 ml de la
solucién de hidroxido de sodio (ver Anexo 1). Se ajusté el pH a 2.2. El hidrolizado
se transfirid cuantitativamente a un frasco graduado de 200 ml. Se agregaron 2 ml
del estandar interno y se lleg6 a la marca con amortiguador de citrato (ver Anexo
1). Se agit6 la mezcla del hidrolizado y se filtr6 por una membrana de 0.2 ym. La
solucién filtrada se sometié a cromatografia de intercambio idnico, usando un

cromatografo de liquidos de alta resolucién.

4.11 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados se realiz6 un ANOVA para
determinar si existia diferencia estadistica significativa (p<0.05) y la diferencia
entre medias fueron analizadas por Prueba de Tukey. El paquete estadistico
utilizado fue SPSS V2.
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V. RESULTADOS Y DICUSION

5.1 Andlisis general de laleche de cabra y vaca

En el cuadro 7 se muestran los resultados del andlisis general de la leche
de cabra de las diferentes razas Criollo, Alpino Francés y Nubio en comparacion
con la leche de vaca Holstein. La leche de la raza Criollo tiene un porcentaje
superior de grasa, lactosa y proteina respecto a la raza Alpino Francés y Nubio y
ademas superior a la leche de vaca. El pardmetro de densidad también es

superior en la raza Criollo, esto debido a concentracion de los macronutrientes.

Cuadro 7: Andlisis general de leche de cabra de las diferentes razas Criollo, Alpino

Francés, Nubio, comparada con la leche de vaca Holstein

Parametro Criollo Alpino Francés Nubio Vaca (Holstein)
g/100 g de Leche
Grasa 5.09+0.02 3.30+0.02 4.21+0.07 4.80+0.03
Lactosa 5.26+0.01 4.18+0.01 4.86+0.02 4.79+0.01
Proteina 3.63+0.01 2.91+0.01 3.37+0.02 3.20+0.01
Densidad 29.27+0.03 23.63+0.04 27.14+0.11 29.34+0.07
Solidos no grasos | 9.69+0.01 7.72+0.02 8.96+0.04 9.6+0.02

Se reporta la media+D.E. n=3 repeticiones por raza y por especie.

La composicion de la leche varia de acuerdo al genotipo, individualidad, el

estado de lactacién, paricion, alimentacion, administracion de alimento,
reproduccion, caracteristicas sanitarias de los animales, zona geografica y
ambiente socioecondémico. Para la leche de cabra se han reportado los siguientes
valores; 3.8% de grasa, 4.1% de lactosa y 3.4% de proteina, mientras que para la
leche de vaca reportan 3.6% de grasa, 4.7% de lactosa y 3.3% de proteina (Park

et al., 2007; Slacanac et al., 2010).

Los valores de grasa, proteina y lactosa de la leche de cabra de la raza
Criollo que estan reportados en esta investigacion se encuentran por encima de

los valores reportados para la raza Alpino y Nubio pero son similares a lo
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reportado por otros autores para la raza Murciana Granadina siendo est4 el origen
de la raza Criolla; grasa de 4.5 a 6.6% y proteina de 3.5 a 3.6% (Juarez et al.,
1991) mientras que los valores encontrados para la leche de vaca Holstein fueron
similares a los reportados en bibliografia (Park et al., 2007; Slacanac et al., 2010).
La raza Alpino Franceés esta por debajo en todos los parametros nutricionales en la

comparacion dentro de la misma especie y entre especies.

El contenido de grasa es el componente mas variable de la leche,
cuantitativamente y cualitativamente, en términos de costo, nutricion,
caracteristicas fisicas y sensoriales. El tamafio de los glébulos de grasa en la
leche de cabra es mas pequefio que en la de vaca, ademas la grasa de la leche
de cabra contiene una alta proporcion de acidos grasos de cadena corta (Jenness,
1980; Haenlein, 1992). En ambas especies el rango de los glébulos de grasa
oscila de 1 a 10 um, pero el numero de globulos de grasa menor de 5 um es 60%
en leche de vaca y 80% en leche de cabra. Esta diferencia hace que la textura de
los productos de leche de cabra sea mas suave. EI menor tamafio de los glébulos
de grasa en la leche de cabra hace que tengan mejor dispersion y
homogenizacion, ademas de una gran area de superficie para una mejor digestion

humana por medio de las lipasas (Silanikove et al., 2010).

La lactosa es el mayor carbohidrato de la leche y este no presenta una
variacion excesiva. Favorece la absorcion de calcio, fosforo, magnesio y utilizacion
de la vitamina D en la digestion humana. La leche de cabra es significativamente
rica en oligosacéaridos derivados de lactosa a diferencia de la leche de vaca. Los
oligosacaridos de la leche tienen beneficios en la nutricibn humana por sus
propiedades como prebioticos y anti-infeccion (Martinez-Férez et al., 2006). Greppi
et al., en el 2008 reportan un contenido de oligosacaridos de 0.25-0.3 g/L en leche

de cabra y 0.03-0.06 g/L en leche de vaca.

Referente a la cantidad de lactosa en las leches estudiadas se muestra que

la raza Nubio es muy similar a la leche de vaca, la raza Alpino Francés esta por
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debajo y la lactosa contenida en la raza Criollo es muy superior a las demas. Esto
pudiera hace pensar que la leche de cabra de raza Criollo presenta un mayor
contenido de oligosacaridos que las otras razas, pues en un 80% son derivados de
lactosa. Martinez-Férez et al., 2006 reportan que la leche de cabra contiene una
larga y variada cantidad de oligosacaridos diferente a la leche de vaca y oveja,
presentando ademas gran cantidad de acido sidlico por lo que es una atractiva
fuente natural de oligosacaridos con aplicacion en nutricion humana por su

composicién y concentracion de los mismos.

5.2 Evaluacion del perfil proteinico de leche de cabra (Criollo, Alpino Francés

y Nubio) y leche de vaca (Holstein)

En la figura 6 se muestra el perfil de proteinas de las diferentes leches
analizadas en el presente estudio, obtenido por SDS-PAGE. Cada mancha
representa una banda que corresponde a una proteina especifica de acuerdo al
peso molecular de la misma. Dentro de las caseinas encontramos alfa, beta y
kapa-caseina, mientras que en las proteinas del suero estan lactoferrina,
albumina, inmunoglobulinas, beta-lactoglobulina y alfa-lactoalbimina, esto de
acuerdo al peso molecular de cada proteina.

En el cuadro 8, se muestra la comparacion del perfil proteinico de leche de
las diferentes razas de cabras con respecto a la leche tomada como referencia. La
leche de cabra tiene seis proteinas principales, B-lactoglobulina (BLG), a-
lactoalbumina (ALA), k-caseina, [(-caseina, agi-caseina, asy-caseina segun lo
reportado por Park et al., en el 2007. Dichas proteinas difieren en polimorfismo
genético y en sus frecuencias en las razas de cabras (Martin, 1993). En este
estudio se encontraron diferencias importantes en el contenido de las proteinas,

las cuales son reportadas en el cuadro 8.
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Figura 6: Electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE de la proteina total de
diferentes muestras. Carril 1, marcador de Peso Molecular; Carril 2, B-caseina;
Carril 3, a-lactoalbumina; Carril 4, Estandar de 3-lactoglobulina; Carril 5, Leche de
cabra Alpino Francés; Carril 6, Leche de cabra Nubio; Carril 7, Leche de cabra

Criollo; Carril 8, Leche de vaca Holstein.

Cuadro 8: Perfil proteinico de leche de cabra por raza comparada con leche de

vaca Holstein. Los resultados se expresan en porcentaje de acuerdo a la

intensidad de la banda expresada en megapixeles.

Proteina Criollo AIping Nubio Vaca. E.E
Frances (Holstein)
Lactoferrina | 1.88+0.97% 2.21+0.74° 2.04+0.74° | 5.72+0.46" 0.24
Albimina | 4.48+0.64%° | 4.07+1.24° 5.28+0.91° 7.31+1.01° 0.31
Inmunoglobulina | 2.01+1.46% 2.20+0.88% 1.87+0.64% 6.65+0.43" 0.30
a-caseina | 16.28+2.06% | 17.71+1.81° | 16.09+1.77% | 33.14+1.96° | 0.60
B-caseina | 34.25+3.27% | 30.54+2.77° | 30.87+4.01° | 15.65+1.76° | 0.97
k-caseina | 9.98+2.81% | 11.73+2.32*° | 14.46+3.41° | 3.88+1.18" 0.81
B-lactoglobulina | 13.44+2.92% | 9.79+2.49° | 13.66+2.17%° | 16.42+1.63° | 0.74
a-lactoalbtimina | 7.72+2.20° | 10.33+3.48% | 10.10+2.30%° | 11.27+1.13* | 0.77
Proteinas del suero 38.55% 40.02% 39.47% 47.37%
Caseinas 61.42% 59.98% 60.51% 52.67%

Se representa la media + D.E, n=10 animales por raza y por especie.
Donde a, b, C, D indica que existe diferencia estadistica significativa entre raza y especie

(p<0.05).

E. E esigual al error estandar de la media.
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En cuanto al contenido de lactoferrina no hubo diferencia estadistica
(p<0.05) entre las razas de cabras, pero si fue estadisticamente diferente respecto
al contenido de lactoferrina en la leche de vaca. La proporcion de lactoferrina en la
leche de vaca fue dos veces mas alta que en la leche de cabra (Cuadro 8). Esta
proteina es una importante molécula de defensa al igual que los péptidos que se
liberan de ella, imparte propiedades de defensa a la misma ubre y para hacer
frente a patdgenos microbianos del tracto gastrointestinal, actia como
secuestrador y transportador de hierro, regula actividades del sistema inmune
ademas de tener actividad antineoplasica en el tracto gastrointestinal asociado con
el tejido linfoide (Marnila y Korhonen, 2009) por lo que es de gran importancia
estar presente en la leche de cabra aunque este por debajo de la leche bovina, ya

gue es de valor nutricional importante.

La proporcion de a—caseina fue dos veces mayor en la leche de vaca
(33.14+1.96) comparada con la leche de cabra independiente de la raza. Segun lo
reportado por Clark y Sherbon en el 2000, la as;-caseina se encuentra en un rango
de 0 a 7 g/L en leche de cabra y la variabilidad de la proteina es asociada con
polimorfismo en el gen correspondiente a as;-caseina. Los resultados muestran
que la leche de cabra tiene mucho menos contenido de a-caseina respecto a B-
caseina, mientras que en la leche de vaca la mayor proporciéon es a-caseina. La
variabilidad en la relacion ag;-caseina con asy-caseina puede ser afectado por la

estructura de la micela y la disponibilidad del calcio.

Con respecto a B-caseina la proporcién fue mayor en la leche de cabra que
en la leche de vaca (Cuadro 8). Lamothe et al., 2007, encontré que la extraccion
de B-caseina fue 53% mas alta en leche de cabra que en vaca. La abundancia
relativa de esta proteina fue de 34.25+3.27% para la raza Criollo, 30.54+2.77%
para Alpino Francés y Nubio 30.87+4.01%. La diferencia en el contenido de -
caseina entre las diferentes razas de cabra fue estadisticamente significativa. La
ausencia relativa de as;-caseina y la gran proporcién de B-caseina hace que la

leche de cabra presente un parecido cercano a la leche humana. Ademas la [3-
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caseina tiene un impacto importante en la estructura y diferencias nutricionales

entre leche de cabra y vaca.

Muchos estudios sobre k-caseina indican que dicha proteina esta asociada
con produccién de leche, composicién de la leche y elaboracion de queso, segun
la variante de que se trate, por ejemplo la variante B est4 asociada con la
resistencia térmica, el corto tiempo de coagulaciéon y tamafio de la micela,
mientras que la variante A esta asociada con alto rendimiento de la leche (Comin
et al., 2008; Caroli et al., 2009; Azevedo et al, 2008). De acuerdo a los resultados
que se presentan en el perfil de proteinas (Cuadro 8) hubo diferencia significativa
(p<0.05) en el contenido de k-caseina entre la leche de cabra y vaca. Ademas, en
el comparativo entre las razas de cabra hubo diferencia significativa en k-caseina
entre la raza Criollo (9.98+2.81) y la raza Nubio (14.46+3.41). Dentro de la especie
de cabras existen diferencias entre razas lo que sugiere que haya razas con
mayores volumenes de produccion de leche (Alpino Francés y Nubio) y razas con
un perfil nutrimental mayor en proteinas, lactosa y grasa (Criollo). Por lo anterior
se da importancia en la seleccion de los animales de acuerdo al objetivo que se
plantee. La k-caseina es una proteina importante para este estudio porque al ser
hidrolizada se genera un péptido denominado glicomacropéptido de caseina, el

cual tiene importancia nutricional que se mencionara mas adelante.

Con respecto a la proteina B-lactoglobulina (B-LG), la abundancia relativa
de esta proteina es similar en la leche de cabra de la raza Criollo (13.44+2.92%) y
Nubio (13.66+2.17%), mientras que la raza Alpino Francés presentd una
abundancia relativa menor de esta proteina (9.79+2.49%). La abundancia relativa
de B-lactoglobulina de la leche de cabra de las razas Criollo y Nubio fue similar a
la de la leche de vaca. La B-lactoglobulina es el mayor componente de las
proteinas del suero en la leche de vaca en la que llega a contribuir con el 10% de
la proteina total. Chatterton et al., en 2006 reporté que B-LG esta asociada con
efectos antimicrobianos, anti-carcinogénicos y hipocolesterolémicos y contribuye a

la prevencion de adhesion patégena. Ademas varios autores mencionan que la B-
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LG de la leche de vaca, cabra y oveja es una excelente fuente de péptidos
bioactivos como antihipertensivo, antimicrobiano, antioxidante, anti-carcinogénico
(Hernandez-Ledesma et al., 2008; Park, 2009; Recio et al., 2009a). Dicha proteina
no se encuentra presente en la leche humana (Edwards et al., 2009), por lo que es

una de las proteinas més alergénicas para el humano.

Monaci et al., 2006 reportaron que por medio de IgE el 61% de los
pacientes presenta sensibilidad a esta proteina. Recientemente Hernandez-
Herndndez et al., 2011 observé que existe una glicacion de la B-LG con
galactoligosacéaridos (GOS) y forma péptidos glicados que expresan actividad
bifidogénica por medio de la digestion realizada y ello le confiere una caracteristica

prebiotica.

La abundancia relativa de la a-lactoalbumina (a-LA) en la leche de las tres
razas de cabra fue de (10.10+2.30%) para Nubio, (10.33+3.48%) para Alpino
Francés y 7.72+2.20 para Criollo siendo similares entre ellas. No hubo diferencia
significativa entre razas. La abundancia relativa de la a-lactoalbumina en la leche
de vaca fue diferente a la leche de cabra, pero sélo presenté diferencia
significativa (p<0.05) con la raza Criollo, teniendo estd una proporcion inferior
respecto a la leche de vaca. La a-LA es sintetizada en la glandula mamaria donde
actia como coenzima para la biosintesis de lactosa. En la leche humana es la
proteina de suero mas predominante, constituyendo del 10-20% del total de la
proteina en leche madura (Lonnerdal, 2011).

La concentracion de a-LA disminuye cerca del final de la lactacion, mientras
que las proteinas mayores incrementan con el progreso de la lactacion. La
disminucion en la concentracién de a-LA esta correlacionado con la disminucion
en la concentracion de lactosa en la leche (Ullah, 2011; Davies y Law, 1980).
Cabe hacer mencién que las cabras utilizadas en el experimento se encontraban
al final de la lactacion, por lo cual puede ser una razén por la que las

concentraciones se encuentren por debajo de la leche de vaca.
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La a-LA intacta es uno de los mayores alérgenos en la leche de vaca,
mientras que enlazada con el calcio influye en la conformacion espacial y la
estabilidad de la proteina presentando funciones como acarreador de calcio. Es
una fuente importante de péptidos bioactivos como antimicrobianos y presenta un

alto contenido en triptéfano (Pinlanto, 2001b).

5.3 Separacion de las variantes genéticas de B-caseina (BCN) en leche de

cabra

En esta parte del experimento se da a conocer como el polimorfismo
genético en la leche de cabra esta asociado con la composicién proteinica de la
misma y puede ser la responsable de la generacién de un amplio espectro de

péptidos derivados de la caseina como lo reporta Korhonen y Pihlanto en el 2006.

Santillo et al.,, en el 2009 reportan el rol de la serina-proteinasa en la
liberacion de péptidos con bioactividad potencial derivados de B-caseina y agp-
caseina, donde casi el 90% de los péptidos identificados presenta homologia
compartida con los péptidos liberados en la leche caprina y bovina. Algunos de los
péptidos presentan actividad antihipertensiva y antioxidante.

En la figura 7 se muestra la migracion relativa en UREA-PAGE de a y -
caseina de las razas de cabras Nubio, Criollo y Alpino Francés respectivamente.
Existe una separacion perfectamente definida entre las caseinas de interés. Cabe
hacer mencién que k-caseina ya no esta presente debido a que estas son las
proteinas coagulables que se presentan después de la hidrdlisis acida a la que es

sometida la muestra.
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Figura 7: Electroforesis de caseinas en geles de urea UREA-PAGE en diferentes
muestras. Carril 1, Leche de cabra Nubio; Carril 2, Leche de cabra Criollo; Carril 3,

Leche de cabra Alpino Franceés

La enzima proteolitica comercial termolisina ha sido empleada para la
liberacion de varios péptidos bioactivos de caseinas y proteinas de suero
(Philanto-Leppéla et al., 2000; Otte et al., 2007; Ortiz-Chao et al., 2009). En el
cuadro 11, se presenta la secuencia de aminoéacidos de los péptidos encontrados
al ser hidrolizada la proteina B-caseina en la leche de cabra por medio de la

enzima termolisina.

Asi como en la leche humana, la leche de cabra contiene péptidos
bioactivos, nucleotidos, poliaminas, acido sidlico, aminoacidos libres y factores de
crecimiento que optimizan el desarrollo. La actividad antimicrobiana de la leche de
cabra es atribuida a inmunoglobulinas y inmuno-proteinas como la lactoferrina,
lactoperoxidasa y lisozima. Los péptidos antibacteriales encontrados son
agonistas activos de microorganismos patdgenos como Escherichia, Helicobacter,
Listeria, Salmonella, Staphylococcus, levaduras y hongos filamentosos (Atanasova

y lvanova, 2010).

38



Cuadro 9: Secuencia de Péptidos hidrolizados de p-caseina en leche de cabra.

PROTEINA: BETA-CASEINA

GEN: CSN2

BOS TAURUS (Bovino) CAPRA HIRCUS (Caprino)

Peso molecular: 24 KDa Peso molecular: 23.3 KDa

Péptido sefal: 15 aminoacidos Péptido sefal: 9 péptidos

Cadena madura: 209 aminoacidos Cadena madura: 207 aminoacidos

Secuencia de aminoacidos Secuencia de aminoacidos
RELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDK | REQEELNVVGETVESLSSSEESITHINKKIEKFQSEEQQQTEDELQ
HPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGY| DKIHPFAQAQSLVYPFTGPIPNSLPONILPLTQTPVWVPPFLOPEI | Difieren en:
SKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQ | MGVPKVKETMVPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVEKLHLP . ;.
SWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQRD | LPLVOSWMHQPPQPLSPTVMEPPOSVLSLSQPKVLPVRKave | 43 @minoacidos
MPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV QRDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPILV

RAZAS DE CABRAS (Animales en estudio)
Alpino Francés Nubio Criollo

20 péptidos hidrolizados 20 péptidos hidrolizados 21 péptidos hidrolizados

FQSEEQQQTEDELQDK FQSEEQQQTEDELQDK FQSEEQQQTEDELQDK

mMVPKHKEMPFPKYP mMVPKHKEMPFPKYP MmVPKHKEMPFPKYP

HPFAQAQSLVYP

FTGPIPNSLPQN FTGPIPNSLPQN FTGPIPNSLPQN

REQEELN REQEELN REQEELN

AVPQRDmMP AVPQRDmMP AVPQRDmMP

mHQPPQP mHQPPQP mHQPPQP

VLPVPQK VLPVPQK VLPVPQK

LSSSEES LSSSEES LSSSEES

mFPPQS Mfppgs mFPPQS

LTDVEK LTDVEK LTDVEK

FTESQS FTESQS FTESQS

LHLPLP LHLPLP LHLPLP

VRGPFP VRGPFP VRGPFP

LYQEP LYQEP LYQEP

LQPEI LQPEI LQPEI

LSQPK LSQPK LSQPK

LTQTP LTQTP LTQTP

mGVPK mGVPK mGVPK

VQSW VQSW VQSW

INKK INKK INKK

Chessa et al., en el 2009 encontraron péptidos bioactivos de la leche de

cabra que tienen relacion con la leche de vaca, de los cuales nueve muestran
actividad opioide, cinco se enlazan con proteinas, veintitrés muestran actividad

hipotensiva, tres son antitrombaéticos y seis funcionan como inmunomodulador.

La p-casomorfina-7 (BCM-7) es un péptido encontrado en 3-caseina y esta
asociado con un incremento en el riesgo de enfermedades como el autismo,
(McLachlan, 2001). Su

determinada por las variantes genéticas de proteinas y esta asociada con la raza

cardiovasculares y diabetes tipo | liberacién es
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especifica. Las principales variantes polimérficas de B-caseina en la leche de las
razas de vacas lecheras mas comdn se denominan Al, A2 y B. El aminoacido
presente en la posicibn 67 de la secuencia de B-caseina es critico para la
liberacion de BCM-7. En la variante A2 un residuo de Prolina ocurre en la posicion
67, donde la variante Al y B tienen un residuo de histidina en esta posicion. En el
caso de la variante A2 la hidrolisis de Isoleucina 66 — Prolina 67 no ocurre o se
realiza en un rango bajo. Para la variante Al, la liberacion de BCM-7 se genera
por la accidbn de pepsina. La sintesis proteolitica esta involucrada en la
fermentacién de la leche o en la manufactura del queso y puede potencialmente
hidrolizar B-caseina a BCM-7 u otras beta-casomorfinas (EFSA, 2009). De
acuerdo con el proceso de hidrdlisis y la secuencia de los péptidos analizados se
obtuvo que para B-caseina de las tres razas de cabras el aminoacido presente en
la posicion 67 es una Prolina, en el 66 corresponde a isoleucina por lo que se
asume que la variante de (3-caseina de la leche de cabra es del tipo A2, de tal
forma que en su proceso hidrolitico no se produce o se produce en bajas

cantidades el péptido.

Esto tiene una gran relevancia para la nutricion humana ya que el péptido
B-casomorfina-7 se ha relacionado como precursor de varias enfermedades tales
como autismo, diabetes tipo | y problemas cardiovasculares (McLachlan, 2001).
Por lo que la leche de cabra tiene esta gran ventaja con respecto a la leche de

vaca para su uso en la alimentacién humana.

Otros péptidos liberados en la hidrdlisis de B-caseina son los tripéptidos
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) los cuales tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos Valina-Prolina-Prolina (VPP) e lIsoleucina-
Prolina-Prolina (IPP) y son encontrados en la leche de cabra o productos
derivados como el queso, los cuales muestran actividad cardiovascular y
antihipertensiva (L6pez-Fandino et al., 2006; Murray y FitzGerald, 2007; Ricci et
al., 2010). Estos péptidos son fuertemente incrementados por la presencia de

cadenas hidrofobicas de tripéptidos con aminoacidos aromaticos o ramificados
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(Ricci et al.,, 2010). Pihlanto-Leppala et al, en 1998 demostraron que la
fermentacion de la leche con cultivos celulares no es suficiente para generar la
actividad inhibitoria de ECA, es necesaria una digestion con pepsina y tripsina.
Con ello se explica lo que puede suceder bajo condiciones en vivo en el tracto
gastrointestinal cuando se ingieren productos fermentados. En la B-caseina de
leche de vaca Holstein se encuentran dos secuencias de aminoacidos precursores
de péptidos inhibidores de ECA y estos estan en la posicion 74 y 84, mientras que
en la B-caseina de leche de cabra solo tiene una secuencia precursora de dichos

péptidos en la posicion 84.

5.4 Evaluacion de Glicomacropéptido de caseina (GMP)

En la figura 8 se muestra los resultados de Western Blot utilizado para
evaluar el glicomacropéptido de las diferentes muestras de leche. Se encontraron
dos bandas caracteristicas del péptido que también se presentan en el control
positivo. Los resultados numéricos indican que no existe diferencia estadistica
significativa en la abundancia relativa de glicomacropéptido de caseina entre raza
y especie. Dicho péptido surge de la hidrdlisis de k-caseina por la accién de la
quimosina. El GMP es la fraccion de proteina mas abundante en el suero obtenido

después del proceso de elaboracion del queso (Abd El-Salam et al, 1996).

En el cuadro 10 son reportadas las proporciones obtenidas para dicho
péptido dependiendo la raza y las especies en estudio. Se muestran dos bandas
caracteristicas del péptido que también se presentan en el control positivo. Los
resultados numeéricos indican que no existe diferencia estadistica significativa

entre raza y especie.
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ALPINO FRANCES NUBIO

b BANDA 1

’ \ BANDA 2

ESTANDARES

CASEIN-GLICOMACROPEPTIDO

VACA
CRIOLLO

ANIMAL

Figura 8. Membranas obtenidas al evaluar glicomacropéptido de caseina por
Western Blot. Evaluacion de proteina de suero de las razas Criollo, Alpino Francés
y Nubio comparado con proteinas de suero de vaca Holstein.

En cada muestra se presentan la banda 1 y banda 2.

n=10 animales por raza; Control (+): Lacprodan cGMP-10.

Cuadro 12: Evaluacion de glicomacropéptido de caseina por Western Blot en
leche de cabra (Alpino Francés, Nubio y Criollo) comparado con leche de vaca
(Holstein).

Variante Alpino Francés Nubio Criollo Vaca
(Holstein)
GMP (Banda 1) 37.64+3.46 35.15+3.11 36.77+4.18 31.13+3.07
GMP (Banda 2) 62.364+3.46 64.85+3.11 64.23+4.18 68.87+3.07

Cada valor representa media + E.E; n =10 animales por raza

Los resultados indican que no existe diferencia entre la proporcion de GMP
en el suero de leche de cabra y vaca, sin embargo autores reportan que la
composicién de aminodacidos y la secuencia de GMP en cabra en los residuos del
105-171 difieren del GMP bovino en los residuos del 105-169, siendo el péptido
dos aminoacidos mas largo en la cabra. Ademas mencionan que existen
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diecinueve sustituciones y dos inserciones (Valina-132 e Histidina-133) en la
secuencia de cabra que difiere en la secuencia bovina. Estas diferencias se
presentan por las trazas de glicina y leucina que estan presentes en el GMP

bovino pero no en el caprino (Silva et al., 2002).

El GMP caprino y bovino forma dimeros, esté situacion esté reportada en el
suero de leche bovina y es observado en electroforesis SDS-PAGE, asi mismo lo
reportdé Nakano y Ozimek en el 2000, describiendo que existe una importante
afinidad entre SDS y GMP anionico permitiendo una facil disociacion en el dimero,

como se muestra en la figura 8.

La importancia del glicomacropéptido de caseina (GMP) radica en que es
rico en &cido sidlico, sustituido por los derivados de acido neuraminico, siendo las
formas mas representativas el &cido n-acetiineuraminico y el acido n-
glicoliineuraminico (Salcedo et al., 2011). EI GMP es rico en aminoé&cidos de
cadena ramificada y bajo en metionina, lo cual lo hace un ingrediente Gtil en la
dieta de pacientes que sufren enfermedades hepaticas. Ademas no contiene
fenilalanina y es adecuado para pacientes que sufren fenilcetonuria. Estudios en
modelos animales han sugerido que el alto contenido de &cido sidlico en GMP
puede presentar efectos benéficos en el desarrollo y mejoramiento de la habilidad

de aprendizaje (Wang et al., 2007).

Por sus propiedades nutricionales y fisicoquimicas el GMP independiente
de la especie sea cabra o0 vaca, ya que no se encontraron diferencias en la
cantidad obtenida puede tener beneficios en la modulacion de la microflora
intestinal como promotor del crecimiento de las bifidobacterias (Recio et al.,
2009b). En estudios in vitro y en modelos animales han mostrado que el GMP
inhibe las secreciones gastricas y reduce la motilidad estomacal por estimulacion
de colecistoquinina, hormona involucrada en el control del consumo de alimento y
la digestion en animales y humanos (Burton-Freeman, 2008; Guilloteau et al.,
2010).
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5.5 Composicién de aminoéacidos

En el cuadro 11 se muestra la composicion de aminoacidos de la proteina
de la leche de cabra. Se comparé el perfil de aminoacidos de la muestra de leche
de cabra con lo reportado en la literatura para la proteina de leche de vaca
(Haenlein, 2004). Segun los resultados la leche de cabra presenta mayor
contenido en los aminoacidos prolina y treonina respecto a la leche de vaca. A si
mismo tiene menor contenido que la leche de vaca en los siguientes aminoacidos:
arginina, isoleucina, tirosina y contenidos similares en el resto de aminoacidos. La
cantidad de proteina es diferente entre las especies por lo que son reportados

gramos de aminoacido por gramos de proteina.

Cuadro 11: Determinacion de aminoacidos en leche de cabra y comparacion con
aminoacidos en leche de vaca segun lo reportado por Haenlein, 2004.
Reportado en g/100 g de proteina.

Aminoacido Leche _de cabra Leche de _Vaca
(Criollo) (Holstein)
Acido aspartico 7.34 7.20
Acido glutamico 20.11 20.17
Alanina 2.99 3.17
Arginina 2.45 3.46
Cisteina 1.09 0.86
Glicina 1.90 2.02
Histidina 2.45 2.59
Isoleucina 4.62 5.76
Leucina 9.51 9.22
Lisina 7.88 7.49
Metionina 2.45 2.31
Fenilalanina 4.62 4.61
Prolina 10.33 9.22
Serina 5.43 5.19
Treonina 5.16 4.32
Tirosina 3.80 4.61
Valina 6.79 6.34
Triptéfano 1.09 1.44
Proteina Total
(9/100 g de leche) 3.68 343
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No fue posible realizar un analisis estadistico por la cantidad de
repeticiones dentro de la misma muestra y entre las diferentes razas ya que el
analisis presenta un costo elevado que no estuvo al alcance de las posibilidades,
por lo que en este estudio sélo se realizdé la comparacion general de leche de
cabra en particular de la raza Criollo con lo reportado en bibliografia para la leche

de vaca.

El contenido de aminoacidos esenciales de leche de cabra y vaca es mayor
que en la leche humana. Dentro de las proteinas de la leche; as-caseina contiene
mas aspartato, lisina y tirosina que B-caseina. Por su parte B-caseina contiene
mas leucina, prolina y valina que as-caseina (Davis et al., 1994). En la leche de
cabra se encontrd una ligera mayor cantidad de leucina, prolina y valina que en la
leche de vaca, esto pudiera deberse a la diferencia en la relacion B-caseina: a-

caseina, siendo mayor en la leche de cabra.

En leche de cabra, los aminoéacidos libres como taurina, son derivados de
aminoacidos que contienen azufre y tienen importantes funciones metabdlicas
como otro amino&cido libre que es la carnitina, la cual tiene un alto valor
nutricional para neonatos, ya que esta involucrada en la formacién del cerebro y
sales biliares del infante, ademas participa en el flujo del calcio, actividad
antioxidante, excitabilidad neuronal y estabilizacion de membranas (Redmond et
al., 1998).

Al realizar la comparacion de aminoacidos de la leche de cabra con los
aminoacidos de la leche humana la cual es el prototipo para nutricion infantil, se
encuentra que la leche de cabra contiene una mayor cantidad de los siguientes
aminoacidos; valina, lisina, metionina, treonina y menor cantidad en isoleucina y
tirosina. La comparacién de aminoacidos se realiza en los esenciales que son los

gue deben estar aportados en la alimentacion.
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La concentracion de los siguientes aminoacidos esta dada en una relacion,
debido a los rangos cuantificados para la leche humana y la proteina del cuerpo.
La relacion en la concentracion de fenilalanina: tirosina y metionina: cisteina es de
0.7 a 1506 1 a1 para las dos relaciones (Jensen, 1995; Pencharz y Ball, 2004;
Shoveller et al., 2003). De acuerdo a lo que reportaron dichos autores, en la leche
de cabra la relacién fenilalanina: tirosina es 1.22 mientras que en la leche de vaca
es 1.0 y en la leche humana 1.07, pudiendo decir la leche de cabra cumple con el
rango ideal para dichos aminoacidos. En la relacion metionina: cisteina se tienen
los siguientes valores: 2.25 para leche de cabra, 2.69 para leche de vaca y 0.7
para la leche humana, se tiene estos resultados ya que la concentracion de
cisteina es mayor que metionina en la leche humana mientras que en la leche de
cabra y vaca no se cumplen debido a que contienen una baja concentracion de

cisteina y con ello la relacion esta por arriba de lo reportado (Koletzko et al., 2005).

Otro aminoé&cido esencial a considerar es el triptéfano, en la leche humana
tiene una concentracién de 1.8 g/100 g de proteina mientras que en la leche de
cabra se tiene 1.09 y en la de vaca 1.44. Por lo tanto la cantidad de triptéfano esta
por debajo de la concentracién ideal que es la contenida en la leche humana y
también por debajo de la leche de vaca (Koletzko et al., 2005).
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VI. CONCLUSIONES

Después de discutir los resultados obtenidos en el presente estudio se
llegan a las siguientes conclusiones: la raza de cabras Criollo presenta una mayor
cantidad de proteina respecto a la raza Alpino Francés y Nubio, siendo una raza
con un valor nutrimental importante que puede ser explotada ademas de ser una

raza nativa de México.

La leche de las razas Alpino Francés y Nubio, son razas con una
composicién nutrimental adecuada, ademas por la proporcion de k-caseina que
registran son de especial interés para fines tecnoldgicos, siendo muy importante

en la elaboracion de queso por las cantidades de produccion de leche.

Respecto a las proteinas la concentracion de a-caseina en la leche de
cabra es mucho menor a B-caseina, teniendo una implicacién importante para la
nutricion ya que es una proteina con alta alergenicidad. Mientras que la proporcién
de B-caseina en la leche de vaca es menor a a-caseina, marcandose una
diferencia importante con la leche de cabra independiente de la raza que se trate.
Por lo anterior se describe a la leche de cabra como una alternativa al ser un

alimento nutracéutico por su baja alergenicidad y su valor nutricional adecuado.

La B-caseina A2 es la de mayor porcentaje en la leche caprina, sin
descartar la posibilidad de que exista la variante Al. Respecto a los péptidos
liberados de B-caseina caprina, son diferentes de los encontrados en la leche de
vaca, esto en cuanto a beta-casomorfina 7 y péptidos inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina. Ademas otro péptido de importancia es el
glicomacropéptido de caseina liberado de la hidrdlisis de k-caseina que esta
presente tanto en la leche de cabra como en la de vaca presentando importantes

beneficios para la nutricibn humana.

47



Por ultimo se concluye que el valor nutricional de la leche de cabra es alto,
puede ser considerado como un alimento nutracéutico por las caracteristicas
mencionadas a lo largo del estudio, pero también se pueden tener ciertas
caracteristicas en la leche por medio de un proceso de seleccion de razas de
acuerdo a los intereses que se tengan. La finalidad de esta investigacion fue
proponer a la leche de cabra como una leche hipoalergénica y dentro de las razas

de cabras la raza Criollo tiene una importancia muy particular.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: PREPARACION DE SOLUCIONES PARA EL METODO DE WESTERN
BLOT

a) Buffer Tris (TBS): 20 mM, Tris HCI, 500 mM NaCl (pH final=7.5)
Se disolvieron 4.84 g de Tris base, 58.48 g de NaCl en 1.5 L de agua, se agit6
para una disolucién completa, se ajusto el pH= 7.5 con HCl y se procedio a aforar
az2l.

b) Buffer TTBS: 20 mM, Tris HCI, 500 mM NaCl, 0.05% Tween 20 (pH
final=7.5
Se tomd6 1 L de la solucion de TBS y se agregaron 0.5 mL de Tween 20 y se

mezclé.

c) Solucién bloqueadora al 5%
Disolver 5 g de leche descremada en polvo en 100 mL de TBS.

Anexo 2: PREPARACION DE SOLUCIONES PARA EL METODO DE
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

a) Solucion de hidréxido de sodio, Concentracion = 7.5 mol/L

Se disolvieron 300 g de NaOH en agua y se aforaron a 1L.
b) Solucion de acido férmico y fenol
Se mezclaron 889 g de &cido férmico con 111 g de agua y se afiadieron 4.73 g de

fenol.

c) Mezcla de hidrdlisis, Concentracion=6 mol/L de HCI con 1 g de fenol/L

Se agrego 1 g de fenol a 492 ml de HCI, se llevé a 1 L con agua.
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d) Mezcla de oxidacion (4cido perférmico-fenol)
Se mezclaron 0.5 ml de peroxido de hidrogeno con 4.5 ml de la solucién de
acido férmico-fenol en un vaso de precipitado. La mezcla se incub6 por 1 h a 30°C
para formar acido perférmico. Se enfrio en un bafio de agua frio por 15 min antes

de adicionarlo a la muestra.

e) Amortiguador de citrato, Concentracién=0.2 mol de Na, pH 2.20
Se disolvieron 19.61 g de citrato de sodio dihidratado, 5 ml de tiodiglicol, 1 g de
fenol y 16.5 ml de HCI en 800 ml de agua. Se ajusto el pH a 2.2. Se llevarona 1 L

con agua.

f) Solucién stock de acido cisteico y metionina sulfona, Concentracion=1.25
pmol/ml
Se disolvieron 0.2115 g de acido cisteico y 0.2265 g de metionina de sulfona en
amortiguador de citrato en un frasco graduado de 1L. Se almacend a 5°C.

g) Solucién stock del estandar interno, norleucina, Concentracién= 20 pmol/mi

Se disolvieron 0.656 g de norleucina en bufer de citrato en un frasco graduado y
se llevé a 2500 ml con amortiguador de citrato. Se almacené a 5°C.
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Anexo 3: CUANTIFICACION DE PROTEINA POR ENSAYO QUBIT™ 2.0
FLUOROMETRO PARA EVALUACION DEL PERFIL PROTEINICO TOTAL

Andlisis de la Proteina total de leche de cabra (Criollo, Alpino Franceés,

Nubio) y leche de vaca Holstein.

Parametro Criollo F'?‘;%'Qgs Nubio Holstein
Proteina (9/100 g leche) | 5 15, 506 | 318+0.20 |3.78+0.16a|3.42 +0.44
Media + D.E — — - -

E. E. 0.09

Se realiz6 el analisis estadistico n=10 muestras por raza
% Diferencia significativa comparado con razas Criollo, Alpino Francés y Vaca

(p<0.05)
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Anexo 4. GELES SDS-PAGE OBTENIDOS PARA EL PERFIL PROTEINICO

TOTAL

LECHE DE CABRA

1. Raza Criollo

Lactoferrina ——
Albdmina —

Inmunoglobulina

a-caseina

B-caseina —
K-caseina

Inmunoglobulina

B-lactoglobulina —

a-lactoalbimina —

2. Raza Nubio

Lactoferrina ——
AlbUmina —
Inmunoalobulina —

a-caseina —
B-caseina —

K-caseina —
Inmunoalobulina —

B-lactoalobulina —

a-lactoalbimina ——

ANIMAL
6

ANIMAL

10




3. Raza Alpino Francés

ANIMAL

Lactoferrina —
Albimina —
Inmunoalobulina —

a-caseina —
B-caseina —
K-caseina

Inmunoglobulinas —
B-lactoalobulina —

a-lactoalbimina —

Repeticion del Perfil de proteina total y separacion de caseinas (a, B y K) para su
cuantificacion debido a la abundancia de las mismas.
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Anexo 5: ANALISIS DENS,ITOMETRICO DE GELES SDS-PAGE PARA
OBTENER EL PERFIL PROTEINICO

a) Leche de raza Criollo. Los resultados se expresan en porcentaje de
abundancia de acuerdo a la intensidad de la banda expresada en

megapixeles.
ANIMAL ’ PORCIENTO DE ABUNDANCIA
LACTOFERRINA | ALBUMINA 19G a-CSN B-CSN K-CSN B-LG a-LA
1 3.3 4.5 1.1 18.3 32.8 12.3 9.4 5.3
2 0.8 5.4 1.3 16.5 35.4 11.0 13.2 11.2
3 0.7 4.6 1.2 17.7 33.9 13.9 12.1 6.9
4 1.0 4.4 1.7 18.7 38.2 9.0 8.2 11.0
5 3.2 55 6.0 14.7 27.5 6.5 131 6.8
6 1.2 3.7 2.4 13.6 38.2 10.7 17.2 54
7 2.6 3.8 1.9 14.2 33.4 5.9 14.6 7.4
8 1.9 4.5 1.6 135 33.9 121 16.8 10.0
9 1.6 3.7 1.2 17.8 31.9 11.8 14.8 6.5
10 2.5 4.7 1.7 17.8 37.3 6.6 15.0 6.7
Media+D.E 1.88+0.97 4.48+0.64 | 2.01+1.46 | 16.28+2.06 | 34.25+3.27 | 9.98+2.81 | 13.44+2.92 | 7.72+2.20
Proteinas del suero 38.55%
Caseinas 61.42%

b) Leche de raza Alpino Franceés.

Los resultados se expresan en

porcentaje de abundancia de acuerdo a la intensidad de la banda
expresada en megapixeles.

PORCIENTO DE ABUNDANCIA

ANIMAL LACTOFERRINA | ALBUMINA 19G a-CSN B-CSN K-CSN B-LG a-LA
1 1.9 2.8 1.5 16.9 33.3 10.8 11.9 7.1
2 29 4.5 3.7 154 28.1 12.8 12.0 9.8
3 3.0 2.9 1.7 16.1 35.0 10.2 13.8 11.3
4 2.2 3.7 2.6 155 28.1 14.5 115 10.3
5 1.6 5.8 1.8 17.8 33.6 11.8 10.1 8.3
6 2.1 2.5 1.8 17.2 28.6 14.9 8.3 9.2
7 3.6 5.8 1.8 19.2 26.7 7.1 5.8 18.3
8 1.6 3.7 1.4 19.1 29.9 13.3 7.6 12.4
9 1.2 3.6 1.9 19.1 30.4 11.8 7.8 111
10 2.0 54 3.8 20.8 31.7 10.1 9.1 5.5
Media+D.E 2.21+0.74 4.07+1.24 | 2.20+0.88 | 17.71+1.81 | 30.54+2.77 | 11.73+2.32 | 9.79+2.49 | 10.33+3.48
Proteinas del suero 40.02%
Caseinas 59.98%
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c) Leche de raza Nubio. Los resultados se expresan en porcentaje de
abundancia de acuerdo a la intensidad de la banda expresada en
megapixeles.

PORCIENTO DE ABUNDANCIA

ANIMAL i,
LACTOFERRINA | ALBUMINA 19G a-CSN B-CSN K-CSN B-LG a-LA
1 2.1 3.9 2.3 17.0 27.7 19.3 12.3 9.9
2 1.8 6.0 2.1 14.9 27.6 19.7 10.9 9.1
3 3.2 5.3 2.0 14.4 35.4 10.6 14.0 8.5
4 1.8 6.1 1.6 14.3 34.5 13.4 14.6 10.4
5 34 53 1.2 19.2 32.6 12.2 12.9 8.8
6 1.2 4.1 0.9 18.9 24.8 17.3 12.7 13.7
7 2.1 6.8 3.1 16.3 26.3 15.9 15.0 9.7
8 1.7 5.7 2.2 14.8 34.1 13.8 16.1 7.9
9 1.2 4.8 1.3 154 35.2 10.5 17.4 8.3
10 1.9 4.8 2.0 15.7 30.5 11.9 10.7 14.7
Media+D.E 2.04+0.74 5.28+0.91 | 1.87+0.64 | 16.09+1.77 | 30.87+4.01 | 14.46+3.41 | 13.66+2.17 | 10.10+2.30
Proteinas del suero 39.47%
Caseinas 60.51%

d) Leche de vaca Holstein. Los resultados se expresan en porcentaje de
abundancia de acuerdo a la intensidad de la banda expresada en
megapixeles.

PORCIENTO DE ABUNDANCIA

ANIMAL ,
LACTOFERRINA | ALBUMINA 19G a-CSN B-CSN K-CSN B-LG a-LA
1 5.2 8.0 7.1 33.9 14.6 5.6 14.4 11.2
2 5.5 9.0 6.7 33.9 16.2 3.7 14.6 10.5
3 5.7 8.5 7.2 31.5 16.6 6.1 14.9 9.6
4 53 7.4 6.7 33.3 16.0 4.1 16.7 10.5
5 5.6 7.5 6.4 32.0 15.6 3.9 17.9 11.1
6 5.9 5.9 6.0 30.5 16.4 31 18.8 135
7 5.4 6.0 6.3 30.7 19.5 2.2 17.2 12.8
8 6.5 7.4 7.3 34.5 14.2 3.8 15.4 11,0
9 6.5 6.6 6.4 34.3 13.2 3.3 18.5 11.2
10 5.6 6.8 6.4 36.8 14.3 3.0 15.8 11.3
Media+D.E 5.72+0.46 7.31+1.01 | 6.65+0.43 | 33.14+1.96 | 15.65+1.76 | 3.88+1.18 | 16.42+1.63 | 11.27+1.13
Proteinas del suero 47.37%
Caseinas 52.67%
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Anexo 6: GELES PARA EVALUACION DE GLICOMACROPEPTIDO DE
CASEINA

Separacion de proteinas de suero extraccion enzimatica por medio de
electroforesis SDS-PAGE

1. Leche de vaca (Holstein)

Cada carril del gel representa a un animal diferente

2. Leche de cabra (Criollo)

—

S

Cada carril del gel representa a un animal diferente
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3. Leche de cabra (Alpino Francés)

Cada carril del gel representa a un animal diferente

4. Leche de cabra (Nubio)

Cada carril del gel representa a un animal diferente
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Anexo 7: GRAFICO DE ANALISIS GENERAL DE LA LECHE DE CABRA'Y VACA
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Anexo 8: GRAFICO COMPARTIVO DE GLICOMACROPEPTIDO DE CASEINA
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Anexo 9: GRAFICO COMPARATIVO DEL PERFIL PROTEINICO DE LECHE DE
CABRAY VACA

40 -~

i Criollo
35 1 # Alpino Francés
30 - # Nubio

% Vaca (Holstein)

% Proteina
N
o

15 -
10 -
5

$ ®

Porcentaje de abundancia de las diferentes proteinas que conforman el

perfil proteinico de la leche de cabra y vaca

LF, Lactoferrina; ALB, Albumina; IG, Inmunoglobulina; ALFA-CSN, Alfa-caseina; BETA-CSN, Beta-
caseina; KAPA-CSN, Kapa-caseina; BETA-LG, Beta-lactoglobulina; ALFA-LA, Alfa-lactoalbumina.
Se representa la media + D.E.

Donde a, b, C, D indica que existe diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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