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Resumen
El objetivo de este trabajo fue Cuantificar la proteina (caseina) aislada de tres hatos
ganaderos con diferentes tipos de alimentacion una de ellas leche comercial, leche
organica y leche sobre alimentada, el 3% - 4%, de caseina, siendo en la especie bovina la
media alrededor del 3,5% las proteinas de la leche se dividen en dos grandes grupos: las
séricas, que constituyen un 20% de la proteina total, y las caseinas, que constituyen un
80% del total, hay tres tipos de caseinas: a — caseina: tiene dos variedades, a S1 y a S2.
b - caseina. k - caseina. Posteriormente se procedio al aislamiento de la proteina de las
diferentes leches de los tres hatos ganaderos, inmediatamente se tomaron las muestras de
pH inicial de los tres tipos de leche: leche comercial (6,4), leche organica (6,5), leche de
ganado sobre alimentado (6,6). Se aument6 la temperatura de 37 a 38 ° C, luego se
procedio a la adicion de acido citrico para obtener el punto isoeléctrico de la caseina y
por ende la precipitacion de la caseina. Las cantidades usadas fueron las siguientes: Leche
comercial (35g) de 4cido citrico con un pH de (4,6), Leche organica (45g) de acido citrico
con un pH de (4,4), Leche de ganado sobre alimentado (40g) de acido citrico con un pH
de (4,6). El peso de las tres muestras obtenidas fueron las siguientes: Leche comercial

(1.160 Kg), Leche organica (1.405 Kg), Leche de ganado sobre alimentado (1.035 Kg).

Palabras clave: leche; caseina; macromoléculas; punto isoeléctrico
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Abstract

The objective of this work was to quantify the protein (casein) isolated from three
livestock herds with different types of feeding, one of them commercial milk, organic
milk and overfed milk, 3% - 4%, casein, being in the bovine species On average, around
3.5%, milk proteins are divided into two large groups: serum proteins, which constitute
20% of the total protein, and caseins, which constitute 80% of the total. There are three
types of caseins. : a — casein: it has two varieties, a S1 and a S2. b - casein. k - casein.
Subsequently, the protein was isolated from the different milks of the three livestock
herds. The initial pH samples were immediately taken from the three types of milk:
commercial milk (6.4), organic milk (6.5), milk of overfed cattle (6.6). The temperature
was increased from 37 to 38 ° C, then citric acid was added to obtain the isoelectric point
of the casein and therefore the precipitation of the casein. The quantities used were the
following: Commercial milk (35g) of citric acid with a pH of (4.6), Organic milk (45g)
of citric acid with a pH of (4.4), Milk from overfed cattle (40g ) of citric acid with a pH
of (4.6). The weight of the three samples obtained were the following: Commercial milk

(1,160 Kg), Organic milk (1,405 Kg), Milk from overfed cattle (1,035 Kg).

Keywords: milk; casein; macromolecules; isoelectric point
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Introduccion

La leche es un fluido producido especificamente por las gldndulas mamarias de las
hembras de los mamiferos; esta constituida primordialmente por (grasa, proteina, lactosa,
vitaminas y minerales) su composicion varia segun la raza del animal, alimentacion, edad,
medio donde se encuentre, suministros de analgésicos, presencia de enfermedades, cargas
microbianas y células somaticas (OCLA, 2018). Este es un alimento imprescindible en la
dieta humana, ya que provee importantes nutrientes para la poblacion; pero, debido a su
composiciéon, se vuelve un medio ideal para el desarrollo y propagacion de
microorganismos patogenos, los cuales se pueden desarrollar por una mala higiene, mal
ordefo, inadecuado almacenamiento y mal transporte; éstos son causantes de su
descomposicion; una leche descompuesta puede ser clasificada como una leche
contaminada no apta para el consumo (Zamora & Miguel, 2023).

En los tres ultimos decenios, la produccion lechera mundial ha aumentado en mas del 50
por ciento, pasando de 500 millones de toneladas en 1983 a 769 millones de toneladas en
2013. La India es el mayor productor mundial de leche, con el 18 por ciento de la
produccion total, seguida por los Estados Unidos de América, China, Pakistan y Brasil.
Desde el decenio de 1970, el aumento de la produccion lechera se registra en su mayor
parte en Asia meridional, que es el principal impulsor del crecimiento de la produccién
lechera en el mundo en desarrollo (FAO, 2019).

El sector lechero en el Ecuador ha mejorado su produccion, los ganaderos de la Sierra y
Oriente, ven con buenos ojos las cifras que se han presentado en el tltimo trimestre del
afo pasado. La produccion ha crecido, en Ecuador se producen 5,3 millones de litros por
dia, se han hecho las inversiones necesarias para fomentar una comercializacién mas justa
para el productor y lo que se cree es que hay el espacio necesario para crecer en el mercado
interno. El sector ha crecido en su produccién de manera rentable, lo que permite que los
ganaderos ya vean una alternativa para incrementar ain mas la produccion (CIL, 2019).

La llegada del invierno trae alegria al sector ganadero en la provincia de Manabi, debido
a la produccién de leche y queso aumenta en esta €poca, tras la caida de las primeras
lluvias, los potreros de la zona norte se pintan de verde con hierba llena de minerales para
las reses, los duefios del ganado aseguran que la presencia del pasto es un alivio, ya que
en el verano del 2018 algunos sectores sufrieron las consecuencias del mal invierno,
incluso se reportaron varias vacas muertas. Rubén Parraga, presidente de la Federacion
Nacional de Ganaderos (Fedegan), indicé que es evidente la mejoria que ha tenido el
sector ganadero con la llegada del invierno, tanto asi que la produccion de leche aumento
hasta en un 40 % y el precio del queso bajé notablemente, hasta inicios del 2019 la libra
de queso se la encontraba a $ 2,50, ahora se la vende a $ 1,50 y en el campo es mas barata.
A nivel de Manabi en verano se llegd a producir hasta 500 mil litros de leche al dia, ahora
en invierno se sobrepasan los 700 mil, esto es porque hay mas alimento, el pasto al crecer
tiene mayor porcentaje de proteinas y hace que el animal aumente su rendimiento
(DIARIO, 2019) y (Requena, Agiiera, & Requena, 2019).
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Los genes que codifican estas 4 variedades o tipos de caseinas se encuentran en el
cromosoma 6 (concretamente en la region 6q31) del ganado bovino, en un locus de 250
kilobases (kb) y organizados uno tras otro en el siguiente orden: o S1, f, a S2 y k. Los
genes de las tres primeras se encuentran dentro del locus en una region de unas 140 kb,
mientras que el gen de la k -caseina se encuentra en una region de unas 95-120 kb. la « -
caseina se encuentra en una region de unas 95-120 kb (Guevara-Garay, Rincon Florez,
Llano Naranjo, & Cuartas Castafio, 2019).

Las caseinas poseen estructuras genéticas similares. En general, contienen muchos exones
pequefios y una baja proporcion entre exones e intrones, también cabe destacar que
poseen multiples copias de repeticion denominadas transposones. Los genes de las
caseinas o S1 y a S2 poseen unidades transcripcionales relativamente largas, de
aproximadamente 17,5 y 18,5 pares de kb respectivamente, y con un niumero de exones
similar, el gen de la B -caseina tiene una secuencia génica que es mas o menos la mitad
de la longitud de las otras caseinas. El nimero de exones que contiene también es la mitad
que el que poseen las demas, el estudio del mapa del locus del gen de la caseina ha
demostrado que, a diferencia del resto de los otros tipos de caseinas, la B -caseina se
transcribe de forma divergente (Cepeda-Palacios, 2018), (Ochoa Ledn, 2023).

En cualquier lugar donde se elabore queso se produce suero como subproducto, el cual es
rico en proteinas que poseen un elevado valor nutritivo, se estima que a escala mundial
se producen, cada afio, unos 72 millones de toneladas de suero, equivalentes a 200 mil
toneladas de proteinas aproximadamente. No obstante, solo la mitad se utiliza en la
alimentacion humana y animal, el resto es tratado como desecho, existe, por tanto, gran
necesidad de desarrollar nuevos usos para el mejor aprovechamiento de este valioso
recurso, entre los componentes del suero, existe un péptido conocido como
caseinomacropéptido, al que se le han atribuido diversas propiedades biologicas y
nutricionales, se destacan en ¢l sus efectos antitrombotico y antiinfeccioso (Oliva, 2019).

Este péptido se forma en la primera etapa de coagulacion enzimatica de la leche durante
la elaboracién de quesos. En esta etapa la quimosina o renina ocasiona la ruptura del
enlace de la caseina, provocando la desestabilizacion y desnaturalizacion de las miscelas
de caseina. De la ruptura de este enlace se originan dos polipéptidos: la para-[kappa]-
caseina ligeramente cationica a pH 6,6, hidrofobica, poco soluble y que posee una
estructura secundaria relativamente estable, y el caseinomacropéptido (CMP), polar, poco
estable y que contiene todas las modificaciones post tradicionales de las kappa-caseina
de partida fosforilacion, glicosilacion, y las variantes genéticas el perfil de aminoacidos
de este ultimo y su contenido en azicar (Ramos, 2020).

Materiales y métodos

El objetivo de esta investigacion es el aislamiento y la cuantificaciéon de la proteina
(caseina) presente en la leche de los diferentes hatos ganaderos con una alimentacion
distinta. La metodologia de recopilacion de informacion fue dentro de los ensayos
realizados en el laboratorio de la Universidad Técnica de Manabi extension Chone y
Portoviejo.
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Aislamiento de la caseina

Para el aislamiento de la caseina se usaron los siguientes materiales: Tanque de gas,
Cocina Industrial, Olla Industrial, Gramera, Paleta, Tamiz, Medidor de pH, Medidor de
Temperatura, Acido Citrico.

El pH Inicial de los 3 tipos de leche fue:

e Leche comercial 6.4
e Leche orgénica 6.5
e Leche de ganado tecnificado con suplementacion alimenticia 6.6

Las tres muestras fueron identificadas de la siguiente manera:

e Leche comercial T1
e Leche orgéanica T2
e Leche de ganado tecnificado con suplementacion alimenticia T3.

La caseina es una proteina conjugada de la leche del tipo fosfoproteina que se separa de
la leche por acidificacion y forma una masa blanca. Las fosfoproteinas son un grupo de
proteinas que estan quimicamente unidas a una sustancia que contiene acido fosférico.
En la caseina la mayoria de los grupos fosfato estdn unidos por los grupos hidroxilo de
los aminoécidos serina y treonina. La caseina en la leche se encuentra en forma de sal
calcica (caseinato calcico). La caseina representa cerca del 77% al 82% de las proteinas
presentes en la leche y el 2,7% en composicion de la leche liquida.

Todas las macromoléculas de la naturaleza adquieren una carga cuando se dispersan en
agua. Una caracteristica de las proteinas y otros biopolimeros es que la carga total que
adquieren depende del pH del medio. Se aument6 la temperatura de 37 a 38 © C. Luego
se procedio a la adicion de acido citrico para obtener el punto isoeléctrico de la caseina y
por ende la precipitacion de la caseina. Las cantidades usadas fueron las siguientes:

Leche comercial: 35 g de acido citrico con un pH de 4.6, Leche organica: 45 g de acido
citrico con un pH de 4.4, Leche de ganado tecnificado con suplementacioén alimenticia:
40 g de acido citrico con un pH de 4.6

Se procedi6 a dejar en reposo por 40 minutos para la posterior obtencidon de caseina, por
medio de la precipitacion generada. El peso de las tres muestras obtenidas fue el siguiente:

e TI:1.160Kg
e T2:1405Kg
e T3:1.035Kg

Una vez obtenidas las muestras de proteinas de la leche caseina, se procedido a su
respectiva deshidratacion a temperatura contralada de 60 ° C por 24 horas.

e TI1:0.590 kg
o T2:0.550Kg
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e T3:0.465Kg

Resultados

Se procedio a reducir el pH mediante la adicion de acido citrico con el fin de precipitar la
caseina y lograr llegar a su punto isoeléctrico

pH Comercial Organica Sobrealimentada
pH inicial 6.4 6.5 6.6
pH reducido | 4.6 4.4 4.5
acido citrico | 35¢g 45¢g 40g

Fuente: Suarez (2024).

Cuantificacion de la caseina

El laboratorio molecular de la UTM Portoviejo cuenta con equipos especializados para
realizar pruebas de ADN, ARN y PROTEINAS el laboratorio Molecular cuentas con los
siguientes equipos: Espectrometro Evolution. Espectometro De Plasma. Baio Maria.
Medidor De Ph. Microcentrifuga refrigerada modelo PRISM R MARCA LABNET.
Centrifuga 5804/5804 R. Crometografo Uhplc. Refrigeradora. Mufla. Agitador
Reciprocal. Digital Microcentrifuga. Balanza analitica. Balanza digital. Equipo De Pcr
Tiempo Real. Optimair Vertical Laminar. Refrigeradora, Fluorometro Qubit, Digital
Microcentrifuga, Sistema de Electroforesis Vertical, Incubadora de Cultivo. Bortex.
Tubos Qubit. Pipetas, Micropipetas entre otros. Para la cuantificacion de caseina se
trabajo con: Kit de proteinas - Fluorometro QUBIT 2.0 - Tubos QUBIT - Micro pipetas - Bortex

Para el procedimiento el kit de proteinas viene con sus respectivos 5 reactivos
comercialmente identificados como A-B-C-D-E para la cuantificacion de caseina
trabajamos con los reactivos A que es en una presentacion pequefia y reactivo B que es
en una presentacion pequena los otros reactivos C D y E son para calibrar el equipo en
este caso el Fluorometro QUBIT. Se procedi6 hacer una disolucion madre de 800 pl con
el kit de proteinas reactivo A 'y B, luego 198 ul de la disolucion madre en 4 tubos pequeiios
enumerados del 1 al 3 por las 3 muestras de caseinas, para completar los 200 pl ubicamos
2 ul de agua mas la muestra de cada caseina en su respectivo tuvo, cada muestra se
disolvio utilizando el Bortex.

Discusion

Primera muestra: Se procedid hacer una disolucién madre de 800 micro-litros con el kit
de proteinas reactivo A y B, se procedio6 a tomar para la primera muestra 198 micro-litros
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de la disolucién madre y 2 micro-litros de la disolucion de agua mas la caseina de la leche
comercial, obteniendo la concentracion en el Fluorometro Qubit de 10,7pug/mL.
Segunda muestra: Se procedi6 hacer una disolucién madre de 800 micro-litros con el kit
de proteinas reactivo A y B, se procedi6 a tomar para la segunda muestra 198 micro-litros
de la disolucion madre y 2 micro-litros de la disolucion de agua mas la caseina de la leche
organica, obteniendo la concentracion en el Fluorometro Qubit de 14,4pg/mL.

Tercera muestra: Se procedid hacer una disolucién madre de 800 micro-litros con el kit
de proteinas reactivo A y B, se procedi6 a tomar para la tercera muestra 198 micro-litros
de la disolucion madre y 2 micro-litros de la disolucion de agua mas la caseina de la leche
altamente tecnificada, obteniendo la concentracion en el Fluorometro Qubit de
14,6pg/mL.

Rendimiento Comercial Organica Sobrealimentada
Caseina

Peso 590 g 550 g 465 g
Concentracion 10.7 pg/mL 14.4pg/mL 14.6 pg/mL
(caseina).

Fuente: Suarez (2024).
Conclusion

La leche es la materia prima con la que se elaboran numerosos productos lacteos, como
la mantequilla, el queso, el yogur, entre otros. Es muy frecuente el empleo de los
derivados de la leche en las industrias agroalimentarias, quimicas y farmacéuticas en
productos como la leche condensada, leche en polvo, caseina o lactosa. La leche de vaca
se utiliza también en la alimentacidon animal, estd compuesta principalmente por agua,
minerales como aniones (cloruro, fosfatos, citratos) cationes (calcio, sodio, potasio,
magnesio) carbohidratos (lactosa), materia grasa (fosfolipidos) vitaminas liposolubles (A,
D, E, K) y proteinas (caseinas). Los anélisis de laboratorio nos muestran la cantidad de
proteina (caseina) de los tres diferentes hatos ganaderos permitiendo saber la
concentracion de proteina en pg/mL a través del Fluorometro Qubit obteniendo las
concentraciones de la leche comercial 10.7 pg/mL, seguido de la leche organica con una
concentracion de 14.4 pug/mL y por ultimo la leche sobre alimentada con una
concentracion de 14.6 ug/mL los resultados obtenidos demuestran la mayor
concentracion de caseina en la leche de la muestra tres sobre alimentada, cuyo origen es
de un ganado tecnificado con sobre Alimentacion.
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