Escuela Agricola Panamericana, Zamorano
Departamento de Agroindustria Alimentaria

Ingenieria en Agroindustria Alimentaria

ZAMORANO

Proyecto Especial de Graduacidn
Caracterizacion de a-S caseinas en leche de cabra de diferentes razas

de importancia comercial.

Estudiante
Sara Elizabeth Ventura Montes
Asesores
José Luis Vargas Bogran M.Sc.
Cristina Chuck-Hernandez Ph.D.

Victor Hugo Urrutia-Baca Ph.D.

Honduras, noviembre 2023



Autoridades

SERGIO ANDRES RODRIGUEZ ROYO

Rector

ANA M. MAIER ACOSTA

Vicepresidenta y Decana Académica

ADELA M. ACOSTA MARCHETTI

Directora Departamento de Agroindustria Alimentaria

HUGO ZAVALA MEMBRENO

Secretario General



Contenido
INAICE @ CUAAIOS. .. ..vuieieiecvereteiiceetete ettt bbbttt s st be bbb s st ae b e bbb sebeses s s anas 4
aTs L= L= AT {8 L= OO 5
INAICE B ANEXOS ..ottt ettt e ettt ettt s s as et et et ssasssaesesesesensssssesesesessassetesesesananans 6
RESUIMEIN (it e s a e e e s s e e e e s s b e e e s sba s e e s snaaeessanes 7
LY o1 1 - T PPV PPO PP 8
INEFOTUCCION ...ttt ettt e s bt e st e s bt e e sabeesabeeesabeesabbesnbeesabeeesabeesabeesaseeesaneeennnes 9
Y Y T o TRV Y T o Yo [o LS 12
U] o 1o ToiToTa e F= I =1 (Vo [To JO OO SO P PO TSR TRRSPPUPROPRRPON 12
MUESEIA d ESTUIO .c.uveiiiiieiie ettt et sttt e st e st e st e e s bte e sbeeesabeesabeesnaeesabeeenns 12
Coleccion y Preparacion de 1a IMUEBSEIA .....ciiiciieii ettt et e e e eree e e e e e s ebee e e e sbee e e eenreeas 12
ANBLISIS PrOXiMaleS. .. .eieiiieiieii ettt et b e s bt s a e ettt et e she e sae e st e s b e e be e beenes 12
Perfil EICTrOTOrELICO ...coiueiiiieiicteeee ettt e b e s sane e 12
AiSIamMIENTO @ GST-CN ...cueiiiiiiiieeeeerte ettt ettt s e s st er e sbe e sanesaneseneeneeneenee 14
Método 1: Punto Isoeléctrico y Solubilidad €n Ur@a. ........cccueeeeiiiiieeciiiee et 14
Método 2: Sensibilidad €n Cloruro de CalCio........couuiiiieieinieneeiie ettt 15
Método 3: Fraccionamiento Del Complejo asl- K CaSeiNa .....cccccvreeeriiieeeiiiieeeeiireeeesreeeesiveeeeseneee e 16
ANBLISIS ESTATISTICO .eeuviiuiiiniieiieie ettt sttt e b e bttt et e et e sheesaeesabesabeebeenbeens 17
RESUITATOS Y DISCUSION ...cciiuiiiieeeieiee ettt e ettt e e ettt e e ettt eeeeeabe e e e e asaeeesaasaseeeassaseeeansseeesanssseesansseeesanrenanan 18
ANBIISIS PrOXiMalS. .. .eiiiiieiiiiiee ettt ettt st sttt e e she e san e sane s r e s n e e nes 18
Perfil EIECTrOTOrELICO .. ceiueiiiietietie ettt sttt et e b e sreenane e 19
Método de Separacion de AST-CN .........cooiiiiiieieiiiie ettt e e et e e et e e e e ete e e e e aeeeeesaaseeeeassaeeesansseeeesanreeanas 25
(60] 3Tl (D13 To ) T=T- TSP P TSP PO PRRPR 28
RECOMENAACIONES ...ttt st sttt et e bt st esae e sab e e ab e bt e b e e s beesmeeease e bt esbeesneesnnenas 29

4] (] =] LA = LT 30



indice de Cuadros
Cuadro 1 Resultados para los analisis de pH, densidad, humedad, y proteina cruda de las muestras de
1Yol 1=l [N or- 1 o] - PO USROSt 18
Cuadro 2 Resultados para los analisis de pH, densidad, humedad, y proteina cruda de las muestras de
leche de cabra SEGUN 13 FAZa. ...uuiii ittt e e s st e e e s be e e s ssbee e e ennbeeeeennreeas 18
Cuadro 3 Rangos de pesos moleculares registrados para cada proteina expresados en kDa............. 21
Cuadro 4 Tabla resumen para el porcentaje de concentracidn relativa de caseinas presentes en leche
de cabra de dos difEereNntes FAzZas. ......ciiiciiii it e e e e e e e e e e ebae e e e nareeas 22
Cuadro 5 Porcentaje de concentracion relativa de B-LG y a-LA presentes en leche de cabra de dos

Lo Y Y (=T = P4 L 25



indice de Figuras
Figura 1 SDS- PAGE analisis de leche caprina pertenecientes a la raza Alpina.......cccccccveeeivieeeecnnenenn. 20
Figura 2 Categorizacidn de las concentraciones relativas de as-1 CN contenidas en muestras de leche
caprina pertenecientes a raza Alpina Francesa y SAaNeN......ccueececvieeeeciiee e et eeee e e evre e e 24
Figura 3 Analisis electroforéticos de resultados para métodol y 2 de aislamiento aplicado. ............ 26

Figura 4 SDS-PAGE analisis del resultado del método de aislamiento de as1-CN.........ccccecveeerrnrennnn. 27



indice de Anexos

Anexo A Método 1 de aislamiento de aS1-CN: punto isoeléctrico y solubilidad en urea.................... 34
Anexo B Método 2 de aislamiento de aS1-CN: Sensibilidad en Cloruro de Calcio.......cccccceevveeeneeennne. 35
Anexo C Método 3 de aislamiento de aS1-CN: Fraccionamiento del complejo asl- k caseina. .......... 36

Anexo D Concentracion relativa de aS1-CN expresada en % en base a un 100% del total de proteinas

para cada muestra de [8Che eValUada .........oeioeeiiiiiiiii e e e rr e e e e e e 37



Resumen

La industria lactea caprina ha experimentado un notable crecimiento en los ultimos afios, pero, los
rendimientos, especialmente en la produccién de quesos, siguen siendo bajos. Esta situacion se puede
atribuir bioquimicamente a un contenido reducido de aS1-caseinas en la leche de cabra, una proteina
que forma parte integral del complejo de caseinas. Identificamos las proteinas en muestras de leche
de cabra de raza Alpina Francesa (n=50) y Saanen (n=36) mediante perfiles electroforéticos. Estos
analisis permitieron ser la base para una cuantificacion de abundancias relativas expresados en
porcentajes de alfa S1-Caseinas (aS1-CN), alfa S2-Caseinas (aS2-CN), Beta-Caseinas (B-CN) y Beta-
Lactoglobulina (B-LG). Ademas, se evaluaron tres métodos de aislamiento de aS1-CN. Los datos se
analizaron mediante una prueba normalidad Shapiro-Wilk (p > 0.05) y una prueba t Student (p < 0.05)
para muestras independientes. Los datos mostraron una distribucién normal y no reflejaron
diferencias estadisticas en los contenidos de aS1-CN y aS2-CN entre razas, mientras que los
contenidos de B-CN resultaron mayores para las razas Alpina Francesa y B-LG en razas Saanen. El
método de aislamiento basado en el fraccionamiento con urea y precipitacidon mediante punto
isoeléctrico logré dicho aislamiento donde observamos una sola banda correspondiente a la proteina
de interés y porcentaje de recuperacién del 50%. Los resultados obtenidos servirdn como pauta para
futuras investigaciones en los que se vinculen los rendimientos queseros con la abundancia de aS1-
CN, mientras que el aislado de dicha proteina promueve investigaciones sobre su funcionalidad y
actividad biolégica.

Palabras clave: aislamiento, cuantificacidn relativa, proteinas, aS1-CN.



Abstract

The goat dairy industry has experienced a significant growth in recent years, but, yields, especially in
cheese production, remain low. This situation can be biochemically attributed to a reduced content
of aS1-caseins in goat milk, a protein that is an essential part of the casein complex. Proteins were
identified from the French Alpine (n=50) and Saanen (n=36) goat milk samples by electrophoretic
profiles. These analyses served as a basis for quantifying relative abundances expressed as
percentages of aS1-Caseins (aS1-CN), aS2-Caseins (aS2-CN), Beta-Caseins (B-CN), and Beta-
Lactoglobulin (B-LG). In addition, three methods to isolate aS1-CN were evaluated. The data was
analyzed using a Shapiro-Wilk normality test (p > 0.05) and a t-Student test (p < 0.05). The data showed
a normal distribution and did not reflect statistical differences in aS1-CN and aS2-CN contents
between breeds, whereas B-CN contents were higher in French Alpine breeds, and B-LG contents were
higher in Saanen breeds. In addition, we evaluated three methods to isolate aS1-CN. We analyzed the
data using a Shapiro-Wilk normality test (p > 0.05) and a Student's t-test (p < 0.05). The data showed
a normal distribution and did not reflect statistical differences in aS1-CN and aS2-CN contents
between breeds, whereas B-CN contents were higher in French Alpine breeds, and B-LG contents were
higher in Saanen breeds. On the other hand, the isolation method based on fractionation with urea
and precipitation through the isoelectric point achieved successful isolation, where it was observed a
single band corresponding to the protein of interest and a recovery value of 50%. The results obtained
will serve as a guide for future research relating cheese yield to the abundance of aS1-CN, while the
isolation of this protein promotes the investigation of its functionality and biological activity.

Keywords: isolation, goat milk proteins, relative cuantification, aS1-casein.



Introduccién

A lo largo de los afios se ha evidenciado el crecimiento de ganaderia caprina en los sectores
rurales de la poblacién, sin embargo, este ha sido un rubro que ha existido en nuestras civilizaciones
desde tiempos antiguos, siendo las cabras (genus Capra) y los ovinos (genus Ovis), de las primeras
especies de ganado en ser domesticadas. Mediante el proceso de domesticacidn y cria estable de
rebafios de ovejas y cabras surgieron nuevas tecnologias para la conservacién de un nuevo producto:
la leche, con el cual se desarrollaron los primeros quesos, mantequillas y fermentos lacticos
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2023)

Hoy en dia el sector caprino lechero forma parte de la industria ldctea mundial, que incluye la
leche de vaca, oveja, bufalo y camello y sus productos (Pirisi et al., 2007). La produccidn mundial total
de leche de cabra se estimd en 21 millones de toneladas en el afio 2020. Ademas, para el mismo afio,
se reportd una produccién mundial de queso de leche de cabra que superé las 500 mil toneladas (FAO,
2021). Durante la década de 2010 a 2020, Europa y Africa reportaron la mayor produccién de leche
de queso de cabra (39.8% y 39.4%, respectivamente), seguido del continente asidtico (16.3%), y
América (4.5%). Dentro de la regién latinoamericana, los dos principales productores de leche de
cabra son México y Brasil con producciones estimadas mayores a 150 mil toneladas. Si bien esta ha
sido una industria que ha experimentado un crecimiento gradual, los niveles productivos aln no se
asemejan a los obtenidos en productos lacteos de origen bovino, lo que mantiene sus tasas de
crecimiento en desventaja. Se estima que solo el 2% de la industria de productos lacteos mundial, es
de origen caprino (Park, 2017).

Ademas de los factores socioecondmicos, aspectos bioquimicos, especialmente el bajo
contenido de aS1-CN, limitan el crecimiento y rendimiento de la industria del queso de cabra (Skeie,
2014). El estudio de esta proteina ha provocado interés para los investigadores debido a la evidencia
de relacion existente en el contenido de aS1-CN y los rendimientos en quesos de leche de cabra (Guo

et al., 2004; Johansson et al., 2015) . En principio, se debe recordar que la proteina de la leche se
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compone principalmente de cuatro caseinas aS1, aS2, B y k (aS1-CN, aS2-CN, B-CN y k-CN) ademas
de las proteinas del suero, las cuales proporcionan aminoacidos esenciales para los seres humanos
(Song et al., 2020). La caseina es el principal componente proteinico insoluble de la leche y representa
aproximadamente entre el 75 y 80% de la fraccién proteica total de la leche (Bhat et al., 2016), en
leche de cabra, este representa el 77% (Jensen R.G., 1995). Diversos estudios destacan la fuerte
influencia genética sobre la presencia de aS1-CN en leche de cabra, estas alteraciones son llamadas
“variantes alélicas”. Al menos 17 variantes de aS1-CN han sido encontradas, y se ha identificado que
las expresiones cuantitativas pueden ser designadas como "tipo nulo o bajo" a cantidades >0 g/L, y
las "tipo alto" para valores > 3.5 g/L (Boulanger et al., 1984; Martin et al., 1999).

Al investigar las propiedades tecnoldgicas de la leche de cabra con diferentes contenidos de
aS1-caseina, Ciafarone y Addeo (1948) y Salem et al. (2009), demostraron que los tipos bajos tienen
un tiempo de coagulacién mas corto y una resistencia mas débil a los tratamientos térmicos que los
tipos altos. Por lo tanto, cuando la leche de cabra se juzga con fines tecnolégicos, la mejor firmeza de
la cuajada obtenida en la leche de alto tipo parece digna de consideracidn. En la leche de tipo alto la
mayor cantidad de aS1-CN se asocid con una mayor cantidad de caseina total, lo que aumenté el
rendimiento quesero de la leche de cabra (Ricordeau et al., 1967). Por ello, algunos estudios de interés
buscan aumentar la expresion de dicha proteina, al ser este un factor que se encuentra directamente
relacionado con rendimientos en la elaboracién de quesos.

En consecuencia, a la importancia del estudio de la aS1-CN, la presente investigacion explora
la fraccion proteica de leche de dos diferentes razas de cabra, partiendo de una caracterizacion
general de la leche, en la cual se incluye el andlisis de proteina cruda y perfil electroforético para la
identificacion de las proteinas presentes en las muestras, asi como el desarrollo de un protocolo de
aislamiento de aS1-CN, prioritario para continuar el estudio de dichas moléculas. Es relevante
mencionar que actualmente no existe un método de aislamiento publicado, por lo que este nuevo

protocolo permitird identificar la raza con mayor produccién de aS1-CN y ademas, ahondar en el
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estudio de esta fraccién. El estudio del aislamiento de proteinas, como la aS1-CN, proporciona
directrices para futuras investigaciones y beneficia a los productores lacteos, debido a su impacto en
la produccidn y la salud humana. A continuacién, se presentan los objetivos:

Identificar las proteinas aS-CN, B-CN, a-LA, y B-LG en muestras de leche de cabra de las dos
razas mas importantes para fines comerciales (Saanen y Alpina Francesa).

Cuantificar de manera relativa las aS1-CN en muestras de leche de cabra de las dos razas mas
importantes para fines comerciales (Saanen y Alpina Francesa).

Desarrollar un método para el aislamiento de aS1-CN en muestras de leche de cabra.
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Materiales y Métodos

Ubicacidon del Estudio

El estudio se desarrolld en el Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Monterrey, en
el Centro de Investigacién y Desarrollo de Proteinas (CIDPRO), localizado en el estado de Nuevo Ledn,
México.
Muestra de Estudio

Se utilizaron 86 muestras de leche de cabra de las cuales 50 corresponden a la raza Alpina, 36
Saanen. Todas pertenecientes al Rancho Cabrio, S.P.R de R.L, ubicado en Linares, Nuevo Ledn, México.
Coleccidon y Preparacion de la Muestra

Las muestras de leche fueron trasladadas en hieleras con hielo hasta las instalaciones del
Centro de Investigacion y Desarrollo de Proteinas (CIDPRO) ubicado dentro de las instalaciones del
Instituto Tecnoldgico de Monterrey, donde se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
Analisis Proximales

Se determind pH, densidad, humedad y proteina cruda para cada una de las muestras
realizando pruebas por triplicado. El analisis de densidad se ejecutdé haciendo uso de un picnémetro
con termémetro en vidrio de borosilicato con capacidad de 25 mL. Humedad se ejecutd con el método
gravimétrico propuesto por los Métodos Oficiales AOAC. El contenido de proteina cruda se estimé
utilizando un volumen de muestra 500 pl, con el método Micro-Kjeldahl aplicando un factor de
conversion (6.38) de acuerdo con el método 991.20 (Association of Official Analytical Chemists
[AOAC], 1994).
Perfil Electroforético

El procedimiento para la preparacion de gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sddico
electroforesis (SDS-PAGE) descrito por Laemmli (1970), fue ejecutado con leves modificaciones en los
volumenes de soluciones y muestras. El gel de apilamiento se prepard a una concentracién de

acrilamida del 5%, mientras que el gel de separacidn fue elaborado a un 15%. Para la preparacién de
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las muestras se realizé una dilucidn 1:3 de la muestra de proteina en agua destilada. El volumen de la
dilucion se mezclé con un volumen igual de tampén de carga el cual contiene 4% SDS, 20% glicerol,
10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul bromofenol y 0.125 M Tris HCIl. Las muestras se sometieron a
tratamiento térmico durante 5 min en un bafo de agua hirviendo antes de ser aplicadas al gel,
posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Tras la polimerizacidn del gel, se aplicaron
16 pl de solucién en cada carril del gel. Ademas, se utilizé el marcador BIO-RAD Precision Plus Protein™
como referencia del peso de las proteinas. Para cada andlisis realizado, se le fue aplicada una carga de
150V durante dos horas. Seguidamente, la tinciéon se llevd a cabo mediante la inmersion de los geles
en azul de coomassie (100ml/gel) durante una hora a temperatura ambiente y en agitacidn constante.
Previo al proceso de destefiido se realizaron enjuagues en agua para eliminar el exceso de azul
coomassie. El destefiido de los geles se realizé en dos etapas, la primera mediante inmersion en
solucién decolorante uno la cual contia etanol absoluto (45%), agua destilada (45%) y acido acético
(10%). El proceso tuvo una duracién de una hora en agitacién constante a temperatura ambiente.
Seguidamente se realizd la segunda etapa, la cual consiste en lavados en una segunda solucidn
decolorante, conteniendo concentraciones diferentes de metanol (7%), agua destilada (88%) y acido
acético (5%). El nimero de lavados en la segunda solucion decolorante varié de dos a tres por gel, o
hasta lograr una visualizacidn de las bandas. Los geles fueron almacenados en soluciones de acido
acético al 5% en refrigeracién a 4 °C. La captura de imagen de los geles se realizé haciendo uso del
equipo iBright Imaging System. Finalmente se realizé un analisis de imagen mediante el software
GelAnalyzer 19.1 (www.gelanalyzer.com) por Istvan Lazar Jr., PhD y Istvan Lazar Sr., PhD, CSc. Para
cada analisis se realizé una calibracién en funcién del volumen de banda y movilidad relativa (Rf) sobre
el marcador de peso molecular, estos valores sirvieron como referencia para determinar los datos
para cada muestra. Las concentraciones relativas de la abundancia de as1-CN, as2-CN, B-CN y B-LG
fueron expresadas en porcentajes con respecto al 100% de proteinas obtenidas en cada muestra de

leche.
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Aislamiento de aS1-CN

Diversos métodos fueron aplicados a una misma muestra de leche de cabra, descongelada,
sin desgrasar, sin pasteurizar. Los resultados para cada método fueron revelados a través de andlisis
electroforético SDS-PAGE con una concentracidn al 15% acrilamida (misma metodologia utilizada para
determinacién de perfil electroforético). El porcentaje de recuperacion de proteina fue calculado en

el método efectivo para el aislamiento, mediante el uso de la Formula 1.

ug de aS1—CN aislada X
ug de aS1—CN contenida en la muestra inicial

% recuperacién = 100 [1]

Método 1: Punto Isoeléctrico y Solubilidad en Urea.

Se siguid el protocolo realizado por Hipp et al. (1952), el cual propone el aislamiento de asS-
CN a partir de precipitacion de caseinas por punto isoeléctrico y su fraccionamiento en a, By k CN
mediante soluciones acuosas de urea, incluyendo algunas modificaciones: la muestra se centrifugd a
9661 rpm 4 °C durante 30 min con el objetivo de descremar y obtener una fraccidn clarificada de
carbohidrato y proteina. Una vez extraido, se acidifico el pH de la fraccidn a 4.46 con 1 N de HCl a fin
de obtener una precipitacién de las micelas de caseinas por medio de punto isoeléctrico,
posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 30 min a 4 °C a fin de precipitar y separar las micelas
de caseina. El sobrenadante fue descartado y el precipitado fue diluido en 6.6 M de urea con el fin de
solubilizar el complejo de a-CN (Swaisgood y Brunner, 1973), seguidamente, la solucién fue diluida en
agua destilada hasta alcanzar una concentracién 4.6 M urea. Cuando la concentracion de urea se
redujo a 4.6 M por la adicion de agua, la a-CN se torné insoluble (Hipp et al., 1952). Por consiguiente,
la a-CN fue removida sometiendo la solucidn resultante a centrifugacion durante 20 min a 3500 rpm
a 25 °C o temperatura ambiente. Se descarté el sobrenadante y se mantuvo el precipitado, el cual se
redisolvié en una solucién 6.6 M urea y 0.15 M NaCl con el fin de purificar la a-CN. Finalmente, se
diluyd la concentracion de urea a 4.6 M afiadiendo agua destilada. Dicha solucidn se centrifugé a las

mismas especificaciones del paso anterior. Una vez extraido el precipitado, se suspendid de nuevo en



15

4.7 M ureay centrifugado a 3500 rpm durante 30 minutos a 25 °C o temperatura ambiente eliminando
lasimpurezasy trazas de B-CN (Hipp et al., 1952). La solucién resultante fue dializada durante 24 horas
en agua bidestilada y agitacién constante, en una membrana de dialisis de celulosa Spectra/Por® con
MWCO de 6000 - 8000 daltons; esto con el fin de realizar una separacién molecular en el que los
compuestos de bajo peso molecular se difunden a través de la membrana mientras que los pesos
moleculares mds altos, como las proteinas, quedan retenidos por la membrana, esto resultd en una
solucién purificada de agua y aS1-CN.
Meétodo 2: Sensibilidad en Cloruro de Calcio

Se ejecutd el protocolo realizado por Thekkilaveedu et al. (2020), con algunas modificaciones
sobre las especificaciones de las centrifugaciones. Este método induce el fraccionamiento de las a , B
y kK CN por medio de adiciéon de CaCl, mediante el cual, las caseinas aS y B sensibles al calcio fueron
precipitadas (Atamer et al., 2017). A una muestra de leche descongelada y descremada le fue afiadido
CaCl, (>95%) seco, hasta alcanzar una concentracién 1.5 M en la solucién, seguidamente se ajusté su
pH a 5.0 con 1M 4cido lactico. En consecuencia, las micelas de caseina se precipitaron de la leche
descremada por proceso de acidificacidn utilizando acido lactico a una concentracién molar especifica
(1.0 mol/L) como agente acidificante (Thekkilaveedu et al., 2020). Seguidamente, se centrifugd a 5365
rpm durante 10 min a 20 °C, a fin de separar el precipitado (identificado como fracciones de caseina
ay B) y el sobrenadante (fraccion k). Las a-caseinas fueron separadas mediante extraccion en frio a
través de centrifugacidén a 5365 rpm por 10 min a 4 °C. La extraccién en frio del precipitado se justifica
debido a que la hidrofobicidad de la B-caseina disminuye a una temperatura fria, lo cual separa de la
fraccion abundante de B-caseina en la porcidén sobrenadante, la cual se precipita en condiciones
acidificadas (Thekkilaveedu et al., 2020). Finalizada la centrifugacién, se retird el sobrenadante
conteniendo B-caseinas y se conservd el precipitado conteniendo las a-caseinas el cual fue,
seguidamente, re suspendido en agua para ser analizado en gel de electroforesis con la metodologia

previamente descrita.
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Método 3: Fraccionamiento Del Complejo as1- K Caseina

Se llevd a cabo el protocolo descrito por Gehrke et al. (1966), para el aislamiento de aS1-CN.
Los fundamentos para la separacién quimica de aS- caseina incluyen el fraccionamiento de caseina en
urea, a partir de precipitacidon por punto isoeléctrico y fraccionamiento en aS1-k, B y k caseina.
Algunos ajustes fueron realizados para logra escalarlo a volimenes bajos de muestra (10 ml iniciales
de muestra). La temperatura para cada proceso de centrifugacion fue de 4 °C. Se llevé a cabo el
protocolo descrito por Gehrke et al. (1966), para el aislamiento de aS1-CN.

Originalmente, una muestra de leche, sin pasteurizar fue descremada por medio de
centrifugacidn a 9661 rpm durante 25 min. La fraccidn descremada fue extraida a fin de extraer las
caseinas mediante el ajuste de pH a 4.6 con 1N HCI. Las caseinas precipitadas fueron separadas
mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 20 min. Una vez descartado el sobrenadante, el
precipitado de caseinas fue disperso en una solucién de urea al 6.6 M; posteriormente se diluyd a urea
4.5 My se reajustd a un pH de 4.6. Esta solucidon se mantuvo durante una noche en refrigeracion a 4
°C y luego centrifugada a 3000 rpm durante 30 min a fin de fraccionar el complejo asl-K. Este
procedimiento con solucién de urea se repitid una vez mas sobre el precipitado obtenido de la
centrifugacidn. Una vez realizada la segunda centrifugacion, se descarto el sobrenadante y se agregd
agua destilada al precipitado, posteriormente se ajusté el pH a 8.5 con 0.01M NaOH. Una vez
alcanzado este valor, se reajusté a pH 7 con 0.01 M HCI. Seguidamente, se afiadié 3M de CaCl; a fin
de alcanzar una solucién 0.2M en base al volumen inicial. Al agregar CacCl,, el complejo a- k se divide,
la k -caseina y la a-caseina forman rapidamente un precipitado, la k-caseina forma polimeros que
permanecen en el sobrenadante (Waugh y Hippel, 1956). Manteniendo un pH de 7, se procedié a
centrifugar la solucion a 3000 rpm durante 30 min. Este proceso fue repetido una vez con el
precipitado obtenido de la centrifugacion. Seguidamente se le agregd agua destilada al precipitado
obtenido y se ajustdé el pH a 8.5 anadiendo 0.01M NaOH. Posteriormente se agregd la cantidad

necesaria de 1.5M de oxalato de potasio (K»C,04) para alcanzar una solucién 0.5M, partiendo del
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volumen inicial. Tras la adicién de oxalato de potasio, el calcio de las micelas es eliminado, liberando
asi la caseina (Waugh y Hippel, 1956). Posteriormente, el pH fue ajustado nuevamente a 8.5 y
centrifugado a 10,000 rpm por 40 min. El sobrenadante obtenido fue guardado y el proceso fue
repetido con el precipitado. Finalmente, los sobrenadantes fueron mezclados y dializados en agua
bidestilada durante seis horas.
Analisis Estadistico

Los datos se presentaron como valores medios con desviacion estandar calculada. Los
resultados obtenidos de las diferentes concentraciones de caseinas para cada muestra se analizaron
con el fin de evaluar diferencias estadisticas entre razas para cada proteina, por lo tanto, se realizé
una prueba t de Student con un nivel de significancia P <0.05 para comparacién de muestras
independientes. Ademas, se realizaron andlisis de normalidad para las fracciones aS1-CN en muestras
de leche de cabra para las razas Alpina y Saanen, los resultados mostrados fueron evaluados mediante
la prueba de Shapiro-Wilk (p > 0.05). Dichos analisis fueron ejecutados haciendo uso del programa
“Statistical Analysis Software” SAS 9.4®. Debido a la escasez en la cantidad de muestras para las
muestras de razas Nubian y Toggenburg, el andlisis estadistico se realizd solamente para las razas

Saanen y Alpina.
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Resultados y Discusion

Analisis Proximales

Los valores obtenidos para los analisis proximales de pH, densidad, humedad y proteina cruda
en las muestras de leche de cabra se muestran en el Cuadro 1 para todas las muestras evaluadas,
mientras que el Cuadro 2 presenta los resultados de acuerdo con las razas evaluadas. Los valores de
pH obtenidos en este estudio (Cuadro 1y 2) coinciden con los rangos documentados en los valores
medios de pH, los cuales van de 6.5 a 6.9 para leche de cabra (Bhattarai, 2014; Y. W. Park et al., 2007).
Las mediciones de pH segun la raza presentaron resultados similares a los obtenidos por Yousif (2006)
quien reportd valores de 6.72 + 0.06 en leche de raza Saanen. De igual manera los resultados de pH
para las muestras de raza Alpina Francesa coincidieron con los reportados por Wu et al. (2020) el cual
fue de 6.7 (Cuadro 2).
Cuadro 1

Resultados para los andlisis de pH, densidad, humedad, y proteina cruda de las muestras de leche de

cabra.
Parametro pH Densidad (g/mL) Humedad (%) Proteina cruda (%)
Base Humeda
Valor 6.70£0.23 1.06 £0.02 88.11+0.34 3.8+ 0.67
Cuadro 2

Resultados para los andlisis de pH, densidad, humedad, y proteina cruda de las muestras de leche de

cabra segun la raza.

Raza pH Densidad (g/mL) Humedad (%) Proteina cruda (%)
Base humeda

Alpina Francesa

(n=50) 6.72+0.21 1.06 +0.02 88.23+1.30 3.85+0.80
?:f;g)n 6.67£0.22 1.05+0.03 88.42+1.66 3.67+0.47

Evaluaciones de densidad obtenidas por Shuvarikov et al. (2021) para muestras de leche de

cabras fueron de 1.0285 +0.97 g/cm? en razas Alpinay 1.0281 + 0.60 g/cm? para razas Saanen; aunque
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los valores obtenidos en este estudio fueron de 1.06 y 1.05 g/mL en las mismas razas respectivamente,
las desviaciones estandar reportadas son menores a 0.03 (Cuadro 2) en comparacién a los valores del
estudio de Shuvarikov et al. (2021) lo cual refleja un dato mayor acertado para este parametro.

Un parametro relevante en la composicidon quimica de la leche de cabra es el contenido de
humedad. Se ha registrado que la leche de cabra esta constituida por un 87% de agua (Haenlein, 2001;
Shuvarikov et al., 2021). Sin embargo, Yousif (2006) reportd en su estudio que las muestras de leche
de cabras Saanen estdn constituidas por un 88.22% de agua. En otro estudio elaborado por Lesié et al.
(2021), se documentaron valores de humedad de 88.4% en raza Saanen, coincidiendo con los valores
obtenidos para este estudio (Cuadro 2); sin embargo, no se logrd evidenciar la misma coincidencia
para la raza Alpina, ya que los valores obtenidos en el estudio fueron de 85%, mientras que los analisis
obtenidos en el presente estudio mostraron un porcentaje mayor (3%) de humedad para dicha raza.

Los valores de proteina cruda para la raza Saanen obtenidos en el estudio fueron mayores a
los reportados por Jenness (1980) en Australia y Nigeria entre la década de los 60’s y 80’s, cuyos
contenidos se encontraban entre 3.07 y 3.39%. Sin embargo, un reciente estudio realizado en Moscu
reveld medias cercanas a las obtenidas, presentando porcentajes de proteina de 3.55 + 0.03 en razas
Saaneny 3.72 £ 0.10 en raza Alpina (Shuvarikov et al., 2021). Esto concuerda con los diversos estudios
que indican que la leche caprina contiene en promedio un 3.5% de proteina cruda (Haenlein, 2001;
Rafig et al., 2016, 2016) Sin embargo, se sabe que las variaciones de estos valores, asi como la
composicion de la leche en general, dependen de las estaciones, etapas de lactancia, dieta del animal,
raza, entre otros aspectos. Por ello, se presenta un rango de porcentaje de proteina cruda para leche
caprina que va desde 2.49 a 5.06% (Amigo y Fontecha, 2011). Al igual que en este estudio, LeSi¢ et al.
(2021) revela que, en promedio, el contenido de proteina cruda fue mayor en razas Alpina en
comparacion con la raza Saanen.

Perfil Electroforético
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Para la caracterizacion de las proteinas se realizé un perfil electroforético de cada muestra de
leche de cabra. En la Figura 1 se muestra un gel tipico de electroforesis en el cual se analizaron nueve
muestras de leche correspondientes a la raza Alpina, las cuales fueron incluidas en el estudio. Este
mismo analisis fue utilizado para cuantificar de manera relativa las caseinas previamente
identificadas.

Figura 1

SDS- PAGE andlisis de leche caprina pertenecientes a la raza Alpina.
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Nota. PM: marcador molecular con sus respectivos pesos moleculares expresados en kDa. Los siguientes nueve carriles corresponden a
diferentes muestras de leche de cabra, Igl: Immunoglobulina G, LF: Lactoferrina, SA: Seroalbimina, as1-CN: asl-caseina, as2-CN: as2-

caseina, B-CN: B-caseina, k-CN: k-caseina, B-LG: B-lactoglobulina; a-LA: alfa lactoalbdmina

Las proteinas identificadas incluyen en su mayoria Seroalbiminas, caseinas y PB-
lactoglobulinas, siendo las principales proteinas de interés para el estudio la as2-CN, as1-CN, B-CN y
B-LG. Se logrd apreciar una separacion evidente entre las proteinas de bajo y alto peso molecular, lo
gue permite una facil identificacion de las caseinas con respecto a las proteinas del suero. Una
caracterizacion de la leche de cabra realizada por Salem et al. (2009) reportd que proteinas como la

seroalbumina y la lactoferrina, mostraron marcadas diferencias en las movilidades de migracién de
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las distintas proteinas. Ademas, se observd que la 3-LG en la leche de cabra era mas rdpida, mientras
gue a-LA tenia una movilidad de migracién mas lenta en el gel que las proteinas de la leche de vaca.
Este resultado muestra las diferencias entre pesos moleculares. Debido a los bajos pesos moleculares
de la a-LA (<13 kDa), se obtuvieron limitados datos de dicha proteina en el presente estudio, siendo
identificada Unicamente en 18 muestras de entre los 86 perfiles electroforéticos obtenidos. Esto indica
gue una mayor concentracion de acrilamida en la composicién del gel de separacién podria revelar la
identificacion de esta proteina en todas las muestras evaluadas. Los pesos moleculares para las
proteinas de cada muestra de leche se identificaron a través del analisis de imagen, los resultados
sobre los rangos entre los que se ubicaban las proteinas evaluadas se muestran en el Cuadro 3.
Cuadro 3

Rangos de pesos moleculares registrados para cada proteina expresados en kDa.

Proteina as2-CN as1-CN B-CN K-CN B-LG a-LA
Peso (TSSCU'” 33-36 27-30 24-26 21-24 16-18 11-13

Los pesos moleculares obtenidos en este estudio se asemejan a los reportados por Dos Sandos
et al. (2018), donde se registran pesos de 12.34 KDa para a-LA, 16.50 para B-LG y 30.18 para as1-CN.
Variaciones en la movilidad de las proteinas se debe a los polimorfismos genéticos de cada proteina,
por lo cual los pesos registrados en este estudio son expresados en rangos.

Por otro lado, se obtuvo un reporte de areas relativas a partir de las 50 muestras de leche
pertenecientes a la raza Alpina y 36 correspondientes a la raza Saanen. Con estos valores se realizd
una evaluacion de medias con el fin de identificar diferencias estadisticas de dichos valores entre las
razas. El Cuadro 4 muestra una tabla resumen de los promedios obtenidos por raza y su diferencia de

medias.
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Tabla resumen para el porcentaje de concentracion relativa de caseinas presentes en leche de cabra

de dos diferentes razas.

Fraccion total

Raza as-2 CN as-1CN B-CN K-CN de caseina en
(%) (%) (%) (%) base a 100% de
proteinas
Alpina (n=50) 6.11+2.97° 24.73+6.86° 16.02+5.14° 4.03+2.83 50.89
CV (%) 48.67 27.73 32.08 70.31
Saanen (n=36) 5.38+3.00% 24.44 +5.85 2 12.90+4.51° 3.96£2.38 46.68
CV (%) 55.76 23.93 34.94 60.15

Nota. *® Medias seguidas por diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Los resultados de los analisis estadisticos revelan que no existen diferencias significativas en
la abundancia de las proteinas as1-CN y as2-CN entre las razas Alpina y Saanen, sin embargo, se
presentaron mayores concentraciones de B-CN en la leche de cabra de la raza Alpina, superando en
un 3.12% la media obtenida en muestras de raza Saanen. Por otro lado, se observaron diferencias
significativas en el contenido de B-LG con una media de 29.20% en leche de cabras Saanen, superando
en un 8.42% el contenido de esta proteina en la leche de cabra de la raza Alpina.

Los porcentajes obtenidos de as1-CN en este estudio (24%), indican altos porcentajes de la
presencia de esta proteina de acuerdo a lo descrito por Boulanger et al. (1984) donde sefiala que en
la leche de cabra, el contenido de as1-CN oscila entre el 0 y el 25% dependiendo la presencia de
polimorfismos en el gen que codifica esta proteina. Esto representa una ventana de variabilidad
considerablemente alta para una comparacién del contenido de aS1-CN entre muestras.
Adicionalmente, la igualdad estadistica de estos resultados entre razas, contradicen los expuestos por
Maga et al. (2009) y, donde se expone que las muestras de leche producidas por cabras Saanen suelen
tener cantidades bajas de as1-CN en comparacion con la cantidad encontrada en la leche producida

por cabras Alpina.
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El interés de estos resultados radica en la oposicidn de los mismos ante los diversos estudios
gue revelan una predisposicién genética sobre la poca produccion de aS1-CN en las razas Saanen y
Alpina (Grosclaude et al., 1994; Trujillo et al., 1998). Ademas de contradecir a los estudios que indican
gue la B-caseina es el componente mayoritario de la fraccién de caseina en la leche de cabra (Jensen
R.G., 1995; Nayik et al., 2022; Park, 2017; Salem et al., 2009, 2009, 2009).

La identificacidon de expresiones altas de aS1-CN en las muestras de leche evaluadas en el
estudio, proyectan afectos positivos y provechosos para la elaboraciéon de productos lacteos. En un
estudio de comparacion de la composicion de la leche, las propiedades queseras y las caracteristicas
texturales del queso en leche de cabra elaborado por Pirisi et al. (1994), se evidencia que la leche
procedente de animales con un alto contenido de as1-CN era mas rica en materia seca, grasa y caseina
y tenia un tamafo medio de micela menor. Mientras que otros estudios mostraron que esta leche
tenia mejores propiedades de coagulacién del cuajo y sélidos totales en el queso, ademas que la
recuperacion de grasa y el rendimiento bruto fueron significativamente mayores (Grosclaude et al.,
1994; Pirisi et al., 1994).

Obtenidos la cuantificacion relativa de cada una de las proteinas de la caseina, se realizé una
sumatoria de estas fracciones, obteniendo la representacidon porcentual de todo el complejo de
caseinas. Este resultado se comparte mediante el cuadro 4, el cual muestra que, de las proteinas
presentes en las muestras de leche, las caseinas representan un 50.89% en razas Alpina Francesa y un
46.68% en Saanen, dichos resultados menores incluso a un 60%, resultan ser inferiores a los esperado,
ya que, los estudios indican que la caseina generalmente representa entre un 70 a 80% del total de
proteinas (Ceballos et al., 2009)siendo en cabras un contenido de caseina alrededor del 77%. Las
razones que podrian explicar el bajo contenido de caseinas en las muestras analizadas radican sobre
el efecto de factores genéticos, fisioldgicos (Shi et al., 2015) y medioambientales (Kedzierska-Matysek
et al., 2014), los cuales influyen directa e indirectamente sobre la composicidon de la leche. Estos

factores son igualmente atribuidos como respuesta a las variaciones entre los porcentajes de proteina
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representada por as-1 CN. En las muestras analizadas para el estudio, se encuentran contenidos de
as-1 CN que oscilan entre el 0 - 40%. La Figura 2 revela un grafico de barras apiladas en el cual se
representa una categorizacién de la abundancia de dicha proteina mediante rangos segun las razas
estudiadas.

Figura 2

Categorizacion de las concentraciones relativas de as-1 CN contenidas en muestras de leche caprina

pertenecientes a raza Alpina Francesa y Saanen.
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Los hallazgos mostraron que un 5% de las muestras correspondientes a la raza Saanen no
mostraron presencia de la proteina, en contraste, todas las muestras de leche de la raza Alpina
Francesa expresaron la proteina, con contenidos superiores al 11%. Fue evidente que el mayor
porcentaje de las muestras analizadas poseian contenidos de as-1 CN que representaban entre un 20
—29% del total de proteinas presentes, estando presente en un 54% de las muestras de la raza Alpina
Francesa y en un 58.3% en Saanen (Los niveles bajos de asl-caseina en la leche de cabra dan lugar a
micelas de caseina mas grandes, con poros mas hidratados que las micelas de caseina de la leche de
vaca (Haenlein, 2001; Moatsou et al., 2004). Como consecuencia, el yogur y el queso de cabra tienen

una estructura de gel menos densa que sus homadlogos elaborados con leche de vaca (Prosser, 2021).
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El Cuadro 5 muestra las concentraciones relativas para las proteinas del suero B-LG y a-LA. Los
contenidos de B-LG fueron significativamente fueron estadisticamente significativos entre razas,
siendo mayor el contenido de esta en razas Saanen, representando el 29.19% de entre todas las
proteinas, mientras que para la raza Alpina Francesa representd un dato menor en un 9%. Al obtener
una sumatoria de los contenidos representados por la fraccidn de proteina de suero, estas
representan porcentajes del 31% en razas Alpina Francesa y 41% para raza Saanen, estos valores
representativos son inferiores a los reportados Amigo y Fontecha (2011) donde indican porcentajes
mayores al 40% en B-LG y mayores a 15% en el contenido de a-LA.

Cuadro 5

Porcentaje de concentracion relativa de 8-LG y a-LA presentes en leche de cabra de dos diferentes

razas.
Fraccién total de B-LG y
Raza B-LG a-LA a-LA en base a 100% de
(%) (%) ,
proteinas
Alpina (n=50) 20.78+7.51° 10.22 +5.80 31.00
CV (%) 36.14 56.80
Saanen (n=36) 29.19+9.94" 12.26 + 8.04 41.45
CV (%) 34.07 65.60

Nota. *® Medias seguidas por diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Método de Separacion de as1-CN

La implementacidn de tres diferentes métodos reveld diversos resultados en la busqueda del
aislamiento as1-CN. Para la ejecucién del Método 1, fue implementado una desnaturalizacion y
separacion de proteinas mediante punto isoeléctrico y solubilidad de las caseinas en urea, resultando
en una separacion de las proteinas del suero y las caseinas, lo cual reveld un aislado de todo el
complejo de caseinas (aS1, By k). El Método 2 involucré un fraccionamiento de las proteinas mediante
la sensibilidad de estas en diferentes concentraciones de cloruro de calcio. Este procedimiento resultd

en el aislamiento de aS1-CN y B-CN debido a la sensibilidad de estas proteinas al compuesto, sin
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embargo, no se obtuvo un aislado efectivo de aS1-CN a pesar de la aplicacién de extraccién en frio, lo
qgue supondria un separacién de la B-CN por el aumento en la hidrofobicidad de la proteina
(Thekkilaveedu et al., 2020). Este resultado puede verse influenciada por la existente dependencia de
cada fraccion con respecto a la concentracion de calcio aplicada en el proceso de fraccionamiento, ya
gue esta variacidon de la concentracion de CaCl, influye en la pureza y recuperacién de cualquier
fraccidn de caseina (Atamer et al., 2017). Los resultados para los métodos uno y dos se muestran en
la Figura 3, en el que se revelan las proteinas resultantes a través de un analisis electroforético. Debido
a que la metodologia implementada no involucraba el aislamiento de la aS1-CN pura, este derivé en
la busqueda de un tercer método el cual incluyera todos los factores de influencia descritos.

Figura 3

Andlisis electroforéticos de resultados para Método 1y 2 de aislamiento aplicado.
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Nota. PM: pesos moleculares correspondientes al marcador molecular, MM: Marcador molecular, M1: método 1, M2: método 2.

El protocolo de aislamiento de aS1-CN en el cual se obtuvieron los resultados esperados fue
el Método 3 (M3), en el cual se realizd un fraccionamiento del complejo asl- k caseina, utilizando
oxalato de potasio lo cual afectd la estabilidad idnica de las caseinas, desencadenando una separacion

de las fracciones y resultando en el aislamiento de la asl-CN. Figura 4 muestra el analisis
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electroforético que evidencia la eficacia del método utilizado, al demostrar la sola presencia de as1-

CN

una comparacién entre la muestra de leche descremada, revelando las proteinas presentes y
su resultado luego de la aplicacidn del M3 de aislamiento de dicha proteina.
Figura 4
SDS-PAGE andlisis del resultado del método de aislamiento de as1-CN.
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Nota. Carril 1: marcador molecular con sus respectivos pesos moleculares expresados en kDa. Los carriles segundo, tercero, quinto, sexto,

octavo y noveno corresponden una misma muestra de leche de cabra.

Como se muestra en el gel electroforético, se aislé6 de manera definitiva la as1-CN, sin
embargo, esta no fue aislada en su totalidad. La intensidad de la banda del aislado frente a las bandas
de aS1-CN en las muestras de leche es menor, por lo que se aplicé la Formula 1, obteniendo un
porcentaje de recuperacidn del 50%, siendo este resultado menor, en comparacién al 90% obtenido

por Gehrke et al. (1966) con el mismo método de aislamiento.
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Conclusiones

La aplicacién de analisis electroforéticos en muestras de leche de cabra en razas Alpina
Francesa y Saanen permitié una identificacidon de las proteinas presentes, asi como el analisis de las
proteinas de interés para el estudio.

Los resultados obtenidos mediante el andlisis de imagen de los geles electroforéticos fueron
la pauta con la cual se realizé una cuantificacion relativa de las proteinas aS1-CN en cada muestra de
leche, identificdndose una nula variacién en el contenido de esta proteina entre razas.

El aislamiento de la aS1-CN en leche de cabra resulté eficaz mediante el método de
fraccionamiento del complejo asl- k caseina a través de la solubilidad en urea, punto isoeléctrico y

centrifugacion en frio.
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Recomendaciones
Realizar un analisis de correlacién de los rendimientos queseros en leche de cabra
correspondientes a las razas Alpina Francesa y Sanen, categorizando segun los contenidos aS1-CN.
Investigar la relacién existente entre los estadios de lactancia y los contenidos de aS1-CN en
muestras de leche caprina, a fin de identificar las etapas en las que se evidencie una mayor expresion
de la proteina.
Explorar las actividades bioldgicas procedentes de péptidos derivados del aislado de la aS1-

CN a fin de identificar potenciales caracteristicas beneficiosas para la salud humana.
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Anexos

Anexo A

Método 1 de aislamiento de aS1-CN: punto isoeléctrico y solubilidad en urea.

Centrifugacion de la o Aa Sobrenadante Adicién de solucion 6.6 . Aa
muestra ) Ajuste de pH a 4.46 ) ﬁ?:m'gruggcrﬁ:s M urea y dilucién de la ol 2??8"'392?&?“5
4°C por 30 min a con 1 N de HCI 4 concentracion a 4.6 M ey P
a 8000 rpm - a 3500 rpm
9661 rpm Precipitado urea
) Sobrenadante ) . Adicién de solucién Sobrenadante
Dialisis | 2(5;“9(';“‘(2?93?&"% Resuspension 2§uegmmgza(flr?.inns 6.6 Murea+0.15M
24 hrs P en4.7 M urea por 1 Nacl y dilucién a 4.6
a 3500 rpm - a 3500 rpm L
Precipitado M urea Precipitado
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Anexo B

Método 2 de aislamiento de aS1-CN: Sensibilidad en Cloruro de Calcio.

i TS » Sobrenadante
Centrifugacion de la Adicion de CaCls . Centrifugacion -
TR » hasta alcanzar una plginsieldelphialojeod —» 20°C por 10 mins |
4°C por 30 min a - .. 1 1 M de acido lactico P
concentracion 1.5 M a 5365 rpm o
9661 rpm » Precipitado
Sobrenadante i o
Resusoension Centnifugacion
Electroforesis |« - g - 4°C por 10 mins <€
9 _ a 5365 rpm
Precipitado
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Anexo C

36

Método 3 de aislamiento de aS1-CN: Fraccionamiento del complejo as1- k caseina.

Muestra desnatada y
ajuste de pH a 4.46 con
1 N de HCI

»| Caseina precipitada

isoeléctricamente

Iadicién de 6.6 M urea
ydiluciénde la
concentracién a 4 5M

Reposo durante una

Sobrenadante

Repetir

4°C por 30 mins
a 3000 rpm

paso 1
Precipitado

Precipitado

Mezclados y
dializados por 6 hrs
en agua bidestilada

T

Precipitado

Sobrenadante

r'—';‘u

con 0.01 M NaOH

Repetir
paso 2

Precipitado

Redisolver en agua

Reajuste de pH 8.5 destilada.

Adicion de 1.5M
oxalata de potasio

por 40
mins a 10,000 rpm para alcanzar

solucién a 0.5M

en agua
destilada
Ajuste de pH a 8.5
con 0.01M NaOH
Reajuste de pH 7 con
0.01 M HCI

1

Adicion de 3M de
aClz
para allcanzar una
concentracién 0.2M.
Centrifugacién por 30
mins a 3000 rpm

Sobrenadante

Precipitado

Repetir
paso 2

Precipitado




Concentracion relativa de aS1-CN expresada en % en base a un 100% del total de proteinas para

Anexo D

cada muestra de leche evaluada

Concentracion relativa de aS1-CN (%)

Raza Muestra Abundancia Raza Muestra Abundancia
3 33.1 28.9
12 22.81 2 27.89
15 19.39 4 20.59
16 20.33 6 23.24
18 14.5 8 31.97
20 26.6 14 23.66
22 24.38 17 22.82
24 19.48 21 26.72
25 22.25 26 21
28 20.53 29 22.99
42 28.96 30 12.2
43 219 32 21.84
45 124 33 20.45
46 27.77 36 19.14
49 32.69 39 21.32
54 20.6 47 24.61
57 34.36 51 21.08

Saanen
61 14.63 55 32.07

Alpina 62 11.73 59 23.23
65 35.51 69 32.52
66 22.81 72 30
67 22.01 73 28.42
68 24.91 78 28.67
74 18.76 84 31.62
76 34.36 86 14.43
77 12.03 97 18.17
79 26.75 104 29.52
81 29.6 105 33.07
88 26.31 109 35.48
82 23.98 111 27.27
90 34.76 114 22.5
91 15.28 115 19.62
92 27.68 116 12.93
96 21.86 117 20.99
98 24.6
100 15.09
101 30.22
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102 25.52
103 23.89
106 25.54
107 22.9
112 36.73
113 32.08
5 33.1
11 39.64
13 30.05
40 26.12
44 28.49
93 16.81
94 20.85
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