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GLOSARIO

ADN o DNA: &cido desoxirribonucleico. Molécula que contiene y transmite la
informacion genética de los organismos vivos, excepto en algunos de casos como
los retrovirus.

ALELO: cualquiera de las formas distintas de un gen que ocupa la misma posicion
o locus en cromosomas homaologos y que sufren apareamiento meiotico.

CALIDAD HIGIENICA: referencia a todas aquellas caracteristicas fisicoquimicas,
microbiologicas y organolépticas presentes en la leche.

CASEINA: del latin caseus que significa queso. Fosfoproteina presente en la leche
y que en la fase soluble se encuentra asociada al calcio en un complejo
denominado caseindgeno.

COLOIDE: suspension coloidal o dispersion coloidal. Sistema fisico quimico
compuesto por dos fases una continua, normamente fluida y otra dispersa en
forma de particulas por lo general sélida, de tamafio mensoscopico o intermedio
entre el macroscopico y microscoépico.

CUAJADA: parte caseosa y crasa de la leche que por la accién del calor y cuajo
se separa. Producto lacteo elaborado por efecto de un fermento o cuajo.

ELECTROFORESIS: técnica de separaciéon de moléculas segun la movilidad de
éstas en un campo eléctrico.

EMBRION: organismo pluricelular en sus primeras etapas de desarrollo.
FENOTIPO: conjunto de propiedades de tipo morfolégico, fisico, bioquimico y de
comportamiento que un organismo desarrolla por la accion de los genes y del

ambiente.

GEN: segmento corto de ADN que constituye la unidad funcional para la
transmision de los caracteres hereditarios.

GENOTIPO: constitucién genética de un organismo en relacion a un rasgo
hereditario especifico o a un conjunto de ellos.

HAPLOTIPO: del griego Haplos que significa simple. En genética molecular,
combinacion de alelos ligados a multiples locus que se transmiten juntos.

HOMOCIGOTO: constitucion genética de un individuo donde las dos copias son
idénticas en los dos cromosomas homologos.



INDUSTRIALIZACION DE LECHE: proceso mediante el cual la leche natural, por
medio del uso de materiales, elementos y métodos, se convierte en un derivado
lacteo.

KAPPA CASEINA: proteina mas importante para la industrializacion lactea, que
constituye el 13% de las caseinas totales de la leche.

LOCI: plural de locus
LOCUS: sitio fisico en el cromosoma donde se localiza un gen.

VIDA PRODUCTIVA: en mejoramiento genético tiene dos definiciones: la habilidad
de la vaca para evitar el descarte por razones involuntarias distintas a la baja
produccion tales como esterilidad o enfermedades, caso en el cual el término
correcto es vida productiva funcional. Por vida productiva verdadera se entiende
la longevidad total de una vaca expresada como funcion entre la reproduccion y la
produccion.

MARCADORES MOLECULARES: biomoléculas (proteinas o ADN) que se pueden
identificar y caracterizar para definir un genotipo determinado y en algunos casos
establecer a asociacion entre dichos genotipos con fenotipos especificos.

MEJORAMIENTO GENETICO ANIMAL: conjunto de metodologias que aplican
principios biolégicos, econdémicos y matematicos, con el fin de encontrar
estrategias Optimas para aprovechar la variacion genética, dentro y entre
poblaciones; seleccionar los animales de mayor merito y decidir el tamafio de su
progenie.

MICELA: conglomerado de moléculas que constituye una de las fases se los
coloides.

PASTEURIZACION: uno de los métodos mas comunes de conservacion de los
alimentos, mediante tratamiento térmico de altas temperaturas por tiempos cortos,
seguidos de un descenso brusco de la misma, con lo que se consigue destruir
microorganismos patdégenos y no patdgenos.

POLIMORFISMO: muiltiples formas. Por polimorfismo genético se entiende los
multiples alelos de un gen en una poblacion que por lo general se expresan como
diferentes genotipos.

PROTEINA: del griego prota que significa "lo primero". Biomoléculas formadas
principalmente por carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, que pueden contener
azufre, fosforo, hierro, magnesio y cobre entre otros elementos.



RAZA: conjunto de individuos con caracteres morfologicos y fisiolégicos propios
transmisibles por herencia dentro de un margen de fluctuacion conocido, por los
gue se les distingue de otros de su misma especie.

RENDIMIENTO: resultado efectivamente obtenido por cada unidad experimental.

SOLIDOS TOTALES: suma de los sélidos disueltos y los solidos en suspension
gue se encuentran en la leche.

RESUMEN



La ganaderia especializada de leche en el tropico alto de Narifio, tiene una gran
importancia socioecondmica, ya que de esta actividad dependen millares de
familias de modo directo e indirecto.

Estudios realizados en la cadena lactea® y en el Programa de Mejoramiento
Genético® indican que uno de los mayores limitantes para alcanzar niveles de
competitividad, acorde con los parametros internacionales, es el bajo rendimiento
industrial de leche, ya que en la actualidad se requieren 11 litros, para producir un
kilogramo de queso fresco, cantidad mucho mayor en comparacion a otras
regiones del pais y del exterior.

Esta baja eficiencia, entre otros factores, se ha atribuido al origen de la materia
prima, que en mayor volumen proviene de la raza holstein, la cual, de acuerdo con
los resultados del Programa de Mejoramiento Genético®, posee una alta
frecuencia del alelo A para el gen de la kappa caseina 'y segun varios estudios,
los rendimientos industriales son menores respecto al alelo B. Sin embargo, esta
afirmacion no es coincidente en todas las investigaciones y obliga a confirmarla,
bajo las condiciones del tropico alto de Narifio.

En el presente estudio se establecieron las relaciones entre los genotipos
homocigotos AA, heterocigotos AB y homocigotos BB del gen de la kappa
caseina, con el contenido proteina en la leche y el rendimiento industrial en
cuajada de vacas de raza holstein.

Para este propdsito, el genotipo de los animales incluidos en el estudio fue
determinado molecularmente mediante la técnica PCR- SSCP (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa- Polimorfismos de Conformacién en la Cadena Simple
de ADN).

En total se utilizaron 27 unidades experimentales. Los datos se analizaron
mediante un modelo lineal en el que se incluyeron los efectos fijos del genotipo, el
tercio de lactancia, la interaccidon entre estos dos factores y como covariables la
edad del animal y el contenido graso de la leche.

Los andlisis de varianza, se realizaron con los programas estadisticos SAS
versiones 9.13 y 9.20 y Enterprise SAS Guide version 4.1. Los resultados de
dichos andlisis permitieron concluir que para la variable rendimiento en cuajada no

LVILORIA, J. Economia del Departamento de Narifio: ruralidad y aislamiento Geografico. [online]
Banco de la Republica, Centro de Estudios Econémicos Regionales (CEER) - Cartagena Colombia,
No 87. [15 de noviembre de 2008]. 2007. Disponible en internet: www.banrep.gov.co. ISSN 1692-
3715.

2 UNIVERSIDAD DE NARINO, Programa de Mejoramiento Genético, Asistido con
Marcadores de ADN, Dirigido a la Obtencion de un Modelo de Bovino Lechero para el Trépico
Alto de Narifio. 2008.

3 UNIVERSIDAD DE NARINO, Ibid.




existe interaccion estadisticamente significativa (P > 0.05), entre el genotipo para
Kappa Caseina y el tercio de lactancia; diferencias estadisticamente significativas
entre los genotipos (P< 0.05); efecto no significativo de la covariable edad (P>
0.05) y efecto estadisticamente significativo de la covariable contenido de grasa
(P< 0.05). La prueba comparacién multiple de Tukey — Kramer, indico diferencias
significativas (P< 0.05) en los promedios de rendimiento, siendo el genotipo BB el
de mayor rendimiento, respecto al homocigoto AA y al heterocigoto AB, lo que
indica que fue el tratamiento donde se requirieron menos litros de leche para
producir un kilogramo de cuajada. Entre el homocigoto AA y el heterocigoto AB no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

En cuanto a proteina, se detectaron diferencias estadisticamente significativas (P<
0.05) para el tercio de lactancia y los genotipos; ausencias de interaccion entre
estos dos factores y la covariable edad no resultd estadisticamente significativa.
La prueba de Tukey — Kramer permitié concluir que el genotipo BB, en promedio,
produce mayor cantidad de proteina total en la leche respecto al Homocigoto AA 'y
el Heterocigoto AB, los cuales producen una cantidad de proteina promedio
similar.

ABSTRACT



The main goal of this research work was to determine the relationships between
genotypes AA, AB and BB of the Kappa casein gene and the curd cheese
performance and total content of protein in Holstein breed in Narifio- Colombia.
The genotype of each animal was molecularly determined by means of the PCR-
SSCP technique.

In order to evaluate the curd cheese performance and protein content 27
experimental units were used. The linear models include the fixed effects
genotype, the lactation stage, the interaction effect between these factors and the
covariates age of animals and fat percentage.

The results indicated that there was not an interaction between the genotypes
and the lactation stage. For the curd cheese performance, the age of animal was
not statistically significant but the covariate  fat percentage was statistically
significant and the only significant factor was the genotype. The Tukey-Kramer test
showed statistical differences between BB genotype and AA and AB genotype.
According to these results the genotype BB was the best treatment because it
required the lowest amount of milk to produce a kilogram of curd cheese.

For the analysis of protein the linear model was the same in relation to the other
variable, but it only included the covariate age of animals. In this case we found
differences in genotypes and lactation stage. The results indicated that the best
genotype was the BB and the greatest contents of protein were found in the third
stage of lactation.

INTRODUCCION.



En Colombia, los sistemas de produccién de leche se ubican en las siete regiones
de competitividad establecidas en la Resoluciéon 0021 de Enero de 2006 emitida
por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural®. En Antioquia, Cundinamarca y
Narifio se encuentran las cuencas lecheras de tropico alto, con una marcada
tendencia hacia la lecheria especializada; mientras que en las cuencas de trépico
bajo predominan las lecherias de doble propésito (Observatorio Agrocadenas)®.

El departamento de Narifio, ubicado en la region cuatro, se caracteriza por operar
con costos mas altos por unidad de producto y por lo tanto requiere un mayor
capital operacional, en comparacion con las otras regiones. Sin embargo, por
tratarse de sistemas especializados en produccidn de leche se obtiene mas
utilidad economica, cuando las condiciones del precio de la leche son favorables,
aunque el riesgo es mas grande, por efecto de las fluctuaciones en los precios y
las dificultades para competir debido a la menor calidad de la leche que se
produce en la regién (Gonzales et al)®. Por lo tanto, el mejoramiento de la calidad
composicional de la leche en esta zona es un aspecto importante que debe
tenerse en cuenta en los planes nutricionales y genéticos.

El mejoramiento de la calidad lactea, es tan amplio y complejo, ya que implica
abordar desde los eventos bioquimicos que ocurren dentro de la glandula
mamaria, hasta los cuidados que debe tenerse en el almacenamiento,
conservacion, procesamiento industrial y distribucion.

La calidad composicional de la leche depende de muchos factores ambientales y
genéticos; en los ultimos el gen de la Kappa caseina (K-Cs) y sus polimorfismos
o diferentes formas alélicas, se han estudiado ampliamente con el fin de
establecer relaciones entre dichas variantes y los rendimientos industriales en
cuajada, queso fresco y queso maduro. Investigaciones de esta naturaleza han
sido realizadas fuera del pais y dada la complejidad de la expresion génica es
necesario confirmar los resultados obtenidos, bajo las condiciones del Tropico Alto
de Narifio.

En el presente estudio, se establecieron las relaciones entre los genotipos AA, AB
y BB de la K-Cs y las variables contenido total de proteina en la leche, contenido
graso y el rendimiento en cuajada, en animales de raza Holstein, puesto que
esta raza es la mas difundida en esta zona de Colombia, al igual que muchos

* COLOMBIA, Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, resolucién ndmero 000012 del 2007
“por la cual se establece el sistema de pago de la leche cruda al productor”. 12 de enero 2007.

> OBSERVATORIO AGROCADENAS. Segundo informe de coyunturas de leche. [online] 2006.
Disponible en internet www.agrocadenas.gov.co.

® GONZALEZ, M. F et al. Desarrollo de un modelo para evaluar la factibilidad productiva y
econdmica de la progenie resultante del cruzamiento de vacas holstein friesian con toros de las
vacas francesa montbeliarde y normando. [online]. 2004 departamento de ciencias animales
facultad de agrondmica e ingenieria forestal, pontificia universidad catélica de Chile.




lugares del mundo debido a su alto potencial genético para la produccion de
leche, lo que constituye su mayor ventaja, aunque la composicion de su leche es
pobre en grasa y proteina. (Gonzales et al)’.

Este proyecto se enmarca en el Programa de Mejoramiento Genético, que
adelanta la Universidad de Narifio en convenio con la Cooperativa De Productos
Lacteos de Narifio — Colacteos y el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de
Colombia, cuyo objetivo es la seleccidon de los individuos mas apropiados para las
condiciones de esta region, donde uno de los criterios de mayor importancia es la
calidad composicional de la leche, especialmente en cuanto a los contenidos de
proteina, grasa y rendimiento industrial.

1. DEFINICION Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

" GONZALEZ, M. F et al. 2004. Ibid.



En varios paises, especialmente en los de la Union Europea e incluso en los
Estados Unidos, existe una clara tendencia de revisar y replantear los esquemas
de seleccion tradicionalmente utilizados en la ganaderia especializada de leche,
gue durante muchos afios se centraron casi que exclusivamente en los volumenes
de produccion. En la ultima década, los objetivos prioritarios de seleccion han
evolucionando hacia un aumento en la cantidad de proteina, solidos totales,
recuento de células somaticas y vida productiva (Brotherstone y Hill)®.

Los esquemas clasicos de seleccion se han basado en el control de la produccion
y la utilizacion de modelos matematicos cada vez mas complejos, con el objetivo
de seleccionar los individuos de mayor mérito genético. Sin embargo, en la
actualidad, la informacion fenotipica se complementa con la informacion molecular
y de esta manera se han acelerado los programas de mejoramiento, al facilitarse
la identificacion, incluso en estado embrionario, de genes asociados a
caracteristicas de importancia en produccion y salud animal.

El desarrollo de técnicas moleculares y genomicas se han intensificado en todas
las areas y concretamente en el campo zootécnico permitiendo la identificacion de
variantes alélicas de manera rapida y confiable y con ello los estudios para
relacionarlas con las variables involucradas en todo el proceso productivo y de
transformacion o procesamiento de la leche. (Mesina®, Coulon™).

En Colombia, la mejora genética es un campo con escaso desarrollo, situacion
gue puede explicarse por la ausencia de un sistema nacional de registros, altos
costos en los programas de seleccion, falta de articulacién entre las entidades
oficiales con el sector productivo y las universidades para formular y desarrollar
programas de mejora genética, al igual que el concepto generalizado entre los
ganaderos, quienes han asumido de modo equivocado que el mejoramiento se
limita a la utilizacion de semen bovino importado o a los cruzamientos, sin fijar
criterios y objetivos de seleccion, acordes con las condiciones particulares de cada
zona.

Por las razones antes expuestas, en el Tropico Alto de Narifio no existe un
programa de seleccion y por lo tanto tampoco se han definido los criterios y metas

8 BROTHERSTONE, S y HILL, W. G. Phenotypic and genetic analyses in pedigree type classified
herds. Dairy herd life in relation to linear type traits and production. [online] 1991 Anim. Prod.
53:279-287.
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Disponible en internet www.cifacantabria.com




evaluables y alcanzables para solucionar los problemas estructurales detectados.
Por ejemplo, segun Colacteos en esta zona se requieren en promedio 11 litros de
leche para producir un kilo de queso fresco, a diferencia de Chile, donde segun las
cifras reportadas por Avilés™, se necesitan 8.7 litros de leche por kilo de queso
producido y los indicados por la Universidad Nacional de Colombia que asegura
requerir 9 litros de leche para obtener un kilo de queso fresco. (Rodriguez)*?.

En este estudio se establecio la relacion de los genotipos AA, AB y BB del gen de
la Kappa Caseina (K-Cs) sobre el rendimiento industrial en cuajada y la cantidad
total de proteina, como herramienta de orientacion en el proceso selectivo que se
adelanta en la region para mejorar la calidad composicional de la leche y por ende
sus rendimientos en el procesamiento industrial.

2. FORMULACION DEL PROBLEMA

HAVILES CAMPO SURERO. Productores avanzan en la industrializacién, Chile. 2004. Disponible
en internet

http://www.australtemuco.cl/site/apg/campo/pags/20040320230206.htm|

2 UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA, RODRIGUEZ. Agencia De Noticias UN Unimedios,
la maduracién de quesos, un gusto que se toma a Colombia, Ediciéon 109, Ciudad Universitaria -
Bogota D.C.- Colombia. 2008. Periddico disponible en internet
http://unperiodico.unal.edu.co/ediciones/109/quesos.html




En la raza holstein, bajo las condiciones del Tropico Alto de Narifio ¢existe
relacion entre los genotipos AA, AB y BB del gen de la kappa caseina, el
contenido total de proteina en la leche y el rendimiento industrial en cuajada?

3. OBJETIVOS



3.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar la relacion entre los genotipos AA, AB y BB de la kappa caseina, con
el contenido total de proteina de la leche y el rendimiento industrial en cuajada
en animales de raza holstein del Tropico Alto de Narifio.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

3.2.1 Determinar los genotipos del gen de la K-Cs, mediante la técnica molecular
PCR-SSCP en hembras holstein del Trépico Alto de Narifio.

3.2.2 Determinar la asociacion existente entre los genotipos AA, AB, BB del gen

de la Kappa caseina con el rendimiento en cuajada y el contenido total de
proteina.

4. MARCO TEORICO



4.1 ASPECTOS GENERALES DE IMPORTANCIA EN LA RAZAH OLSTEIN

La ganaderia que actualmente se desarrolla en diferentes zonas del territorio
colombiano se inicio desde los primeros afios del periodo colonial. Lo que hoy se
denomina “ganaderia de la costa atlantica”, se formé con animales provenientes
de la isla la espafiola, en el segundo viaje de Cristébal Colon, con 200 vacas y
algunos toros (Asoholstein)*3.

Hacia finales de 1800 y debido a la necesidad de mejorar el ganado criollo se
inicié la importacion de animales procedentes de Europa con las razas holstein,
overo negro, normando, pardo suizo y jersey, las cuales mejoraron notablemente
la produccién lechera, especialmente en las zonas de clima frio (Ortega)™.

En la actualidad, la raza holstein es una de las mas importantes en la produccion
lechera, tiene como sus ancestros mas remotos los animales negros de los
bavaros y los blancos de los frisios, tribus que hace cerca de 2.000 afios se
ubicaron en el delta del Rhin, en territorio que hoy corresponde a Holanda. Por sus
caracteristicas de color, fortaleza y produccion, la holstein empez6 a diferenciarse
de las demas razas y pronto comenzé a expandirse por otros paises, empezando
por Alemania, y desde hace mas de 300 afios esta consolidada en un lugar de
privilegio en el hato mundial, por su producciéon y su adaptacion a diferentes
climas.

4.1.1 Caracteristicas fenotipicas. La vaca holstein es grande, elegante y fuerte,
con una alzada aproximada de 1.50 m, peso promedio entre 600 y 700 kg en edad
adulta para hembras; mientras que un macho adulto alcanza un peso entre los
1,000 y 1,200 kg. Los colores caracteristicos son blanco y negro o blanco y rojo,
con un patron de manchas bien definidas.

La edad al primer parto, en condiciones normales, esta alrededor de los tres afos.
Puede permanecer en el hato durante mas de cinco lactancias, en cada una de las
cuales (305 dias) su produccion se encuentra entre 5.000 y 10000 Kilos; datos
reportados por el Programa de Mejoramiento™®.

4.1.2 Produccion de leche. La holstein se distingue por su elevada produccién
de leche, en virtud de la permanente seleccibn a favor de ese rasgo,
principalmente en Estados Unidos y Canada.

4.1.3 Genética. Ademas de la informacion sobre produccion y genealogia, los
cuales permiten tomar decisiones de seleccion genética, para establecer
mecanismos de cruces, otro elemento importante en la seleccion son los
marcadores genéticos que permiten identificar la mejor variacion genética y

13 COLOMBIA ASOHOLSTEIN. . Disponible en internetww.holstein.com.co

14 ORTEGA, J. Sistemas de Produccién animal parte I. 2005.
5 UNIVERSIDAD DE NARINO, Programa de Mejoramiento Genético. 2008. Op. cit.




eliminar defectos hereditarios. Los marcadores pueden detectarse en machos o
hembras, en cualquier tejido, en la sangre, el semen, la leche, el pelo o en
cualquier célula viva e independiente de la edad del animal.

Los resultados obtenidos en la seleccion se miden mediante las pruebas de
progenie. Inicialmente la comparacion se realizaba sélo de madre a hija, luego se
amplié a las comparferas de hato de las hijas de un determinado toro. La raza
holstein ha sufrido un proceso de seleccion sostenido por mas de cinco décadas,
gracias a lo cual es la preferida en los sistemas especializados de produccién de
leche y sin duda alguna la més productora, aunque en la actualidad los objetivos
de seleccion se estdn modificando en muchos paises en procura de obtener un
animal que produzca leche de mejor calidad composicional, una morfologia
funcional y mayor vida productiva.

Uno de los mayores avances en la seleccion del ganado holstein lo constituye el
uso de herramientas moleculares para asistir la seleccidén clasica y en los dos
tltimos afios la evaluacién gendmica, lo que permitird seleccionar animales muy
jovenes con base en su valor genético genodmico, lo que probablemente eliminara
la necesidad de realizar pruebas de progenie.

4.2 CARACTERISTICAS FiSICO QUIMICAS DE LA LECHE
4.2.1 Composicion béasica de laleche. De acuerdo a Hurley:

La leche es uno de los liquidos mas complejos que se conocen, pues
combina propiedades de emulsion, suspensién y solucion acuosa. En el
primer caso dada por la dispersion de los glébulos de grasa, en
segundo lugar por la suspension coloidal de las micelas de caseina,
proteinas globulares y particulas lipoproteinas y por ultimo, debido a la
disolucion en agua de la lactosa, proteinas solubles minerales,
vitaminas y otros componentes'® (Tabla 1).

16 HURLEY, W.L. Lactation biology. University Press, University of lllinois. Urbana Champaing.
2000.



Tabla 1. Composicion de la leche en las principale s razas lecheras.

Razas Grasa Proteina Proteina Soélidos
% total verdadera % totales
% %
Holstein 3.64 3.16 2.97 12.24
Ayrshire 3.88 3.31 3.12 12.69
Pardo Suizo 3.98 3.52 3.33 12.64
Jersey 4.64 3.73 3.54 14.04

Fuente: Adaptado de Amiot, 1994.

Segln el Ministerio de Agricultura y desarrollo rural’’ en la resolucién ntimero
000012 del 2007, resuelve en el capitulo | “la definicion de calidad estandar de la
leche, la cual corresponde a los parametros minimos para la calidad higiénica,
composicional y sanitaria, relacionados directamente con el precio competitivo,
gue debe cumplir la leche cruda entregada por el productor a un agente
economico comprador de la misma de acuerdo con cada region”.

4.2.2 PROTEINAS
Rivera e Insuasty'®, afirman que:

La mayor de parte del nitrégeno de la leche, se encuentra en forma de
proteina. Los aminoacidos que constituyen las proteinas de la leche
son 20 y el orden de estos esta determinado por el cédigo genético y le
otorga a la proteina una conformacién Unica. Posteriormente, la
conformacion espacial de la proteina le confiere su funcion especifica.

El Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICTA)* afirma que:

" COLOMBIA, Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. Op. cit.

® RIVERA, J e INSUASTY E. Tecnologia de leche. Primera edicién. Pasto. 2008.

19 INSTITUTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS (ICTA) Guia para producir
guesos colombianos. Banco Ganadero. Santafé de Bogota. 1994. p.27, 31, 32, 49.



La proteina es el componente quimico mas importante de la leche y
puede dividirse en dos grupos, la caseina y proteinas del suero. Dentro
de la caseina, se encuentran la aS1- Caseina, aS2-Caseina, B-Caseina
y la Kappa-Caseina, las cuales se caracterizan por coagular bajo
accion del cuajo o por acidificacion a pH cercano a 4.6; entre las
proteinas del suero se incluyen a-lactoalbumina, B-lactoglobulina,
inmunoglobulinas y sero-albuminas (Tabla 2).

4.2.3 Caseinas. De acuerdo a Webb®, Alais**, Fennema®: Las caseinas son un
complejo de proteinas fosforadas presentes en la leche como largas particulas
coloidales o micelas que contienen cantidades apreciables de calcio, fosfato y
pequeias cantidades de magnesio y citrato. Sus diametros fluctian entre 30-300
nm, contienen un 92 % de proteina, compuesta por asl, as2, B y Kappa caseina
(K-Cs) y un 8% de constituyentes inorganicos, esencialmente fosfato calcico.

Tabla 2. Composicion proteica general de lalech  e.

PROTEINAS PARCIALES TOTALES
Caseinas
Caseina asl 1.08
Caseina as2 0.25
Caseina beta (B) 0.79 2.56%
Caseina kappa (k) 0.31
Caseina lamda 0.13
Lacto albiminas
Alfa — lacto albumina 0.15 0.52%
Beta — lacto globulina 0.34
Albumina sérica 0.03
Lacto globulinas
Euglobina 0.07 0.12%
Pseudos globulina 0.05
Proteinas Minoritarias 0.03%

Fuente: Adaptado de Amiot, 1994

4.2.3.1 Estructura de la micela de caseina. La micela de caseina constituye un
sistema coloidal muy estable en la leche. Este hecho tiene importantes
implicaciones practicas relacionadas, tanto con la formacion de los geles de
caseina como con la estabilidad de los productos lacteos durante su tratamiento

 WEBB, B; JOHNSON, A; ALFORD, J. Fundamentals of Dairy Chemistry. AVI Publishing
Company, Inc. Wesport. [online].1980 Connecticut. Pp. 2 —124.

#L ALAIS, CH. Ciencia de la leche: Principios de técnica lechera. [online] 1985. Editorial Reverté,
Barcelona, Espafia. 873 p.

FENNEMA, O. Quimica de los alimentos. [online] 1993. Editorial Acribia S. A. Zaragoza, Espaiia.
Pp. 889 — 929.



térmico, concentracion y almacenamiento. Por estas razones, la microestructura
de la micela de caseina ha sido intensamente estudiada durante las ultimas cinco
décadas, puesto que su conocimiento es fundamental en la elaboracion del queso.
(Ferrandini et al)?>.

La formacion de la micela de caseina puede afectarse por los cambios de pH,
concentracion de sales, temperatura y de las regiones hidrofilicas. En condiciones
normales de pH y concentracion de sales, las micelas de caseinas se encuentran
muy hidratadas, teniendo ligados alrededor de 3,7 gramos de agua por gramo de
proteina. Cuando estas condiciones cambian, las micelas de caseina se
desestabilizan por la acidez y por la protedlisis de la K-Cs, lo cual esta relacionado
también con la variante alélica para esta fraccion proteica.

En cuanto a la acidez, se destacan dos efectos: En primer lugar, una disminucion
en el pH genera el rompimiento de los enlaces entre los grupos fosfato y el ion
calcio, al reducirse la ionizacion de los fosfatos. En segundo lugar, las repulsiones
entre las micelas, ya que se reducen cuando el pH se acerca al punto isoeléctrico
de las caseinas. A un pH de alrededor de 4,5 y a una temperatura superior a 20 °C
las caseinas se agregan, formando una cuajada poco mineralizada.

Un claro ejemplo de como los cambios en las regiones hidrofilicas y la temperatura
afectan la estabilidad de la micela es el tratamiento con quimosina. Al adicionar
guimosina, la K-Cs pierde, por protedlisis, su region hidrofila facilitando la
agregacion. A temperaturas bajas de refrigeracion, las fuerzas hidrofébicas que
mantienen unidas a las moléculas de la B-Cs se debilitan, haciendo que esta
exponga su region hidrofila hacia el exterior, esto aumenta la hidratacion y el
volumen de la micela. Como consecuencia, a temperaturas de refrigeracion no se
produce la agregacion de la caseina ni por la acciéon de la acidez ni por la de la
qguimosina.

Otros factores que afectan considerablemente la agregacion de la micela son el
contenido de calcio y el contenido de sal. La pérdida de Ca*™ conduce a una
disociacién de la B-Cs sin la desintegracion del micelar. Por otro lado el contenido
de sal, afecta la actividad del calcio en el suero y la cantidad de fosfato de calcio
de las micelas (Figura 1).

23FERRANDINI, M.E; et al. Laencina. Modelos estructurales de la micela de caseina.
Departamento de Tecnologia de Alimentos Nutricion y Bromatologia. 2006. Universidad de Murcia.



Figura 1. Micela formada hasta cuaja da por la Kappa Caseina.
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Fuente: Adaptado de Chr. Hansen. 2007

4.2.3.2 Coagulacién por cuajo. La coagulacién de la caseina por el cuajo es la
llamada reaccién proteolitica limitada, donde la caseina es el sustrato de la enzima
y se separa la llamada “Proteasa de Hammarsten” que representa alrededor del
6% de la caseina.

La coagulacién de la leche por el cuajo es una accién compleja de la cual se
distingue las siguientes etapas:

a) Hidrdlisis enzimatica limitada de la Kappa caseina, o reacciones primarias. La
hidrélisis ocurre entre los aminoacidos fenilalanina y metionina, que ocupan las
posiciones 105 y 106 de la cadena de 119 aminoacidos que componen esta
caseina. Esta reaccion ocurre incluso a bajas temperaturas (4 °C).

b) Modificacion de las micelas y probable degradacién de estas, con participacion
de fosfato de calcio en la constitucion de nuevas micelas.

c) Sinéresis del coagulo por retraccion del reticulo e inicio de la separacién del
suero, que es mas acentuado cuando mayor sea la temperatura, acidez, cantidad
de cuajo y acciones mecanicas.

d) Protedlisis lenta de los componentes de la caseina o fase terciaria. Esta accion
secundaria del cuajo es una protedlisis semejante a la pepsina.

La accién del cuajo se ve notablemente influenciada por la temperatura y pH. El
tiempo de coagulacion se extiende notablemente bajo 20 °C y es minimo a los 40 -
42 °C. A temperaturas mas altas el tiempo de coagulacion aumenta ya que
comienza la desnaturalizacion de la enzima. Por la misma razén, a pH sobre 7,5 la



coagulacion no se produce y a medida que el pH desciende del valor normal de
6,7, el tiempo se acorta notablemente.

4.2.3.3 Tipo de cuajo. La Cooperativa de Productos Lacteos de Narifio-
Colacteos, emplea coagulacion enzimatica, con un producto comercial constituido
Unicamente por quimosina, con las mismas caracteristicas que el cuajo de ternera.
Constantemente se efectian pruebas para constatar la pureza y estabilidad
enzimatica para asegurar una coagulacion 6ptima de la leche y un méaximo
rendimiento en la produccion de todo tipo de quesos.

4.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA COMPOSICION DE LA LECHE.

Segln Strandberg y Lundberg?®®, Durr®, en la composicién de la leche influyen
factores nutricionales y no nutricionales. Segun Mabhieu; citado por Casado y
Garcia®®, dentro de los factores de variacion de la composicion de la leche, el
36% de ellos estan ligados al animal y son caracteres hereditarios y alrededor del
60% se deben al medio en que vive el animal.

4.3.1 Factores no nutricionales

4.3.1.1 Raza. La raza constituye uno de los factores mas importantes a considerar
en la composicion de la leche, puesto que la grasa y la proteina son caracteres
genéticos con alta heredabilidad (Imagawa et al)?’. La heredabilidad estimada para
produccion de leche es relativamente baja 0.25%, sin embargo la heredabilidad
para la composicién de la leche es bastante alta 0.50% (Mercier y Vilotte)®;
opuestamente los factores ambientales como la nutricion y el manejo pueden tener
mayor efecto sobre la produccion que sobre la composicion de la leche. (Ng- Kwai-
Hang et al*® y Ponce™®).

Existen notables diferencias entre razas con relacion a los componentes mayores
de la leche, donde se distingue la raza holstein con niveles de sélidos mas bajos si

#STRANDBERG E y LUNDBERG C. A. note on the estimation of environmental effects on lactation
curves [online] 1991. Anim. Prod., 53, 399-402.
25DURR, J.W; FONTANELI, R.S; BURCHARD, J.F. Fatores que afetam a composicao do leite.
[online] 2000. In: Curso de sistemas de producao para gado de leite baseado em pastagens sob
lantio direto. Passo Fundo. Anais EMBRAPA.

GCASADO, P.y GARCIA, J.A. La calidad de la leche y los factores que la influencian. 1985 [online]
Industrias Lacteas Espafiolas, N°81. P 298.
“IMAGAWA, W et al. Control of mammary gland development. 1994. The Physiology of Lactation.
Lonline] 1994. 2nd edition. P 1033.

|MERCIER, J. C y VILOTTE, J. L. Structure and function of milk protein genes. J. 1993 [online].
Dairy Sci. 76:3079-3098.
29NG-KWAI-HANG et al. Association of genetic variants of casein and milk serum proteins in milk
fat and protein production by dairy cattle. [online]. 1984. J.Dairy Sci. 67:835.
% PONCE, P. Estudio de la lactancia en vacas de los cruces 5/8 H — 3/8 Cy % H — % C en
condiciones de Cuba. [online] 1984.



se compara con otras razas como la jersey, que registra la mayor composicién
(Tabla 3).

4.3.1.2 Estado de lactancia. El estado de la lactancia afecta la produccion y la
composicion de la leche. Un aumento en el rendimiento de leche es seguido por
una disminucion en los porcentajes de grasa y proteina en leche. (Knight y
Wilde®, Akers®**y Pérochon et al*®).

Los cambios en los rendimientos productivos durante el ciclo de lactancia influyen
de manera inversa a la composicion. Generalmente, en el primer tercio de
lactancia correspondiente con el pico de lactancia, se registran las menores
concentraciones de grasa, proteina y solidos de la leche, situacion que se invierte
al final de la lactancia. (Akers**, Beeyer et al*®, Blackburn® y Hurley®). Se
exceptian de este cuadro las concentraciones de lactosa y potasio que
disminuyen al final de la lactancia (Figura 2).

Figura 2. Comportamiento de la produccion de leche, el porcentaje de grasa
y proteina durante el ciclo de lactancia.

- Lactation curves:- =22
1/ S~ Ime o Fh
L -\. waw Protein % / _mE
\ \.><./. -1@
40+ '\ /. /. .\I\. r:::ﬂ:
i\ S =< I
\1\_.__—».—--»-‘"" #"'

Week of lactation

Fuente: Wood, 1976
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36BLACKBURN, D. G. Lactation: Historical patterns and potential for manipulation. 1993. J Dairy
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4.3.1.3 Salud de la ubre. La mastitis es la enfermedad que mas afecta la
produccién y composicion de la leche y por ello ha siso ampliamente estudiada.
(Calvinho®, Smith®, Rajala — Schultz et al*® ). En la Tabla 4 se indican los
cambios que ocurren en la composicion de la leche con altos conteos de células
somaticas, ocurriendo una reduccion en el contenido de grasa y caseina y un
aumento en el contenido de suero de la leche. Estos cambios de las proteinas en
union con la lactosa, el contenido mineral y el pH de la leche, tienen como
resultado bajos rendimientos en la produccién de queso y alteraciones de las
propiedades y en la industrializacién de la misma. (Armenteros)*'. Bajo dichas
condiciones se aprecia un tiempo de coagulacion mas largo y una cuajada mas
débil.

Tabla 3. Cambios en la composicion de la leche aso ciados a elevados
conteos de células sométicas (CCS).

Componente Leche Normal Leche con elevados
niveles de CCS
SNG 8.9% 8.8%
Grasa 3.5% 3.2%
Lactosa 4.9% 4.4
Proteina 3.61% 3.2%
Proteina del suero 0.8% 1.4%
Sodio 570mg 1050mg
Cloruro 911mg 1470mg
Potasio 1500mg 1750mg
Calcio 1200mg 400mg

Fuente: adaptado de Philpot, 1992.

4.3.1.4 Epoca del afio. Los porcentajes de grasa y proteina son mas altos
durante el invierno y méas bajos durante el verano (Dahl)*’. Esta variacion esta

38CALVINHO, L. La mastitis y su impacto en la calidad de la leche. [online] 1995. _Informe técnico
INTA. No. 1:1-14.

39 SMITH, K.L. El consejo Nacional de Mastitis y el futuro del control de mastitis y la produccién de
leche de calidad. [online]1996. Memorias del Congreso Regional del Consejo Nacional de Mastitis
de Estados Unidos de América. Orlando, Colorado.

40RAJALA-SCHULTZ, P.J et al. Effects of Clinical Mastitis on Milk Yield in Dairy Cows. [online]
1999. J. Dairy Sci. 82:1213-1220.

41ARMENTEROS, Mabelin. Evaluacion de un desinfectante mamario post-ordefio de origen
natural. [online] 1998. Tesis en opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias. La Habana, Cuba.

“2 DAHL, G. E; CHASTAIN, J. P; PETERS, R.R. Manipulation of photoperiod to increase milk
production in cattle: biological, economic and practical considerations. [online]1998 Amer. Soc.
Agric pp. 259-265.



relacionada con los cambios en la disponibilidad y calidad forrajera (Coulon y
Pérochon et al*®* y White et al**).

4.3.1.5 Numero de lactancias y edad. Los niveles de produccion de leche
aumentan con las sucesivas lactancias del animal, obteniéndose los mayores
volumenes de produccion, entre la tercera y la cuarta lactancia, lo que depende en
gran medida de la edad en la que el animal empieza su vida reproductiva y el
manejo de la misma durante su vida productiva. (Ponce*, Beeyer et al*®, Imagawa
etal*’ y Aranda et al*®).

Mientras el contenido de grasa en la leche permanece relativamente constante, el
contenido de proteina en leche gradualmente disminuye con el progreso de la
edad. (Wilde y Hurley)*. Segin Rodriguez®® en un estudio realizado en rebafios
Holstein, indicaron que el contenido de la proteina en leche disminuye tipicamente
0.02 a 0.05 unidades por lactancia.

4.3.2 Factores nutricionales

4.3.2.1 Alimentacion. Tiene una influencia fundamental en la composicion de la
leche, por eso deben proporcionarse raciones equilibradas y debidamente
calculadas. Si el plano nutricional, de acuerdo a los requerimientos normales, se
eleva un 25-35% aumenta el ESM (extracto seco magro, sin grasa) en un 0.3%.
Este cambio se debe a una alteracion en el contenido proteico y a modificaciones
en la caseina.

La subalimentacion, ademas de rebajar el volumen de leche, conduce a una
reduccién en la concentracion proteica de la leche y a un incremento en la grasa.
La ingestion de gran cantidad de alimentos, ademas de incrementar el
rendimiento, aumenta poco, pero significativamente la proteina de la leche y
cominmente la grasa disminuye. (Rivera e Insuasty)>".

“3PEROCHON et al. [online] 1996. Op. cit.

“ WHITE, S. L et al. Milk production and economic measures in confinement or pasture systems
using seasonally calved Holstein and Jersey cows.[online] 2002. J Dairy Sci .85(1):95-104.
“*PONCE, P. 1984 Op. cit.

“ BEEYER D. E et al.1991. Op. cit.

“"IMAGAWA, W. et al.1994. Op. cit.

48ARANDA, E et al. Growth of heifers grazing stargrass complemented with sugar cane, urea and
protein supplement. [online] 2001. Livestock Production Science 71:201 — 206.

“WILDE C. J. y HURLEY, W. L. Animal models for the study of milk secretion. J [online] 1996.
Mammmary Gland Biol. Neoplasia 1:123-134.

** RODRIGUEZ. 2008. Op cit.

> RIVERA e INSUASTY. 2008. Op. cit.



4.4 POLIMORFISMO GENETICO DE LAS PROTEINAS DE LA L ECHE

En los tejidos animales, es posible encontrar proteinas semejantes entre si por su
composicion, peso molecular y propiedades. Estas representan varias formas de
una misma proteina, es decir, se trata de variantes cuya sintesis esta comandada
por un gen en particular. (Alais®, Lehninger y Nelson®?).

Las variantes de una proteina se diferencian solo por minimas variaciones en su
composicion, a menudo se trata de la sustitucion de uno o dos aminoacidos en la
cadena peptidica. En las variantes genéticas se observa que la nomenclatura
para cada proteina corresponde a un orden alfabético progresivo y/o al orden
cronoldégico de los descubrimientos, al principio fue referido también a la movilidad
de las bandas, pudiendo existir individuos homocigotos y heterocigotos, los que
pueden presentar una variante AA, BB, 6 una mezcla de ellas AB, AC, BC,
respectivamente. En las especies bovinas la frecuencia con la que se presentan
estas variantes esta influenciada por la raza. La existencia de formas genéticas
determinadas, con propiedades distintas y en proporcién variable puede ser la
causa esencial de las diferencias que se observan en los procesos industriales a
los que se somete la leche (Alais®, y Allmere citados por Jakob y Puhan®).

4.4.1 Polimorfismo de la Kappa Caseina. Las variantes de la kappa caseina son
controladas por genes autosomicos del cromosoma 6 y los bovinos heredan de
cada progenitor un alelo, conformandose asi los genotipos homocigotos o
heterocigotos.

Desde 1983 hasta el 2007, se han reportado para la K- Cs 11 variantes alélicas (A,
B,C,E F G, H, I Al, A2, A3) pero en Bos tauros las variantes A y B son las de
mayor frecuencia y no todos los alelos aparecen en todas las razas. (Chessa et
a>°l; Soria et al®’; Atherton y Newlander®®; Eigel et al*®.

%2 ALAIS, CH .1985. Op. cit.

3 EHNINGER, A y NELSON, C. Principios de bioquimica. [online] 1995. Editorial Omega.
Barcelona, Espafa. Pp. 136 — 147.

** ALAIS, CH .1985. Ibid .

**JAKOB, E. y PUHAN, Z. Implications of Genetic Polymorphism of Milk Proteins on Production and
Processing of Milk. 1995. Bulletin FIL -IDF. 304. 25.

®CHESSA, S et al. Development of a Single Nucleotide Polymorphism Genotyping Microarray
Platform for the Identification of Bovine Milk Protein Genetic Polymorphisms. [online] 2007. J. Dairy
Sci. 90:451-464

> SORIA, L. A et al. Test to detect allelic variants of the bovine kappa-casein gene. Anim
Biotechnol.[online] 2003. 14(1):1-5.

ATHERTON, H y NEWLANDER, J. Chemistry and testing of dairy products, AVl Publishing
Company, Inc. Wesport, Connecticut. [online] 1977. Pp. 1 -33.

*EIGEL, W; BUTLER, J; ERNSTROM, C. Nomenclature of Proteins of Cow‘s Milk. [online] 1984.
Journal of Dairy Science, 67 (8): 1599 — 1631.



Ordas®® afirma que:

El locus para la Kappa caseina posee dos variantes alélicas Ay B, la
variante proteicas del alelo A tiene treonina en la posicion 136,
codificado por la tripleta ACT y aspartato en la posicion 148, codificado
por la tripleta GAT, mientras que la variante B, presenta isoleucina
codificada por la tripleta ATT y alanina codificada por la tripleta GCT, en
las posiciones antes mencionadas.

4.5 RELACION ENTRE EL GENOTIPO DE LA KAPPA CASEINA, LA
PRODUCCION Y EL RENDIMIENTO EN CUAJADA.

Ng-kwai-hang et al®, después de varios estudios han descrito que “el genotipo BB
de la Kappa-Caseina determina mejores propiedades de la leche en cuanto a
produccion de queso, asociada con firmeza en el cuajo y menor tiempo en la
formacién de este. Mclean et al ®?, deduce que “la leche derivada de animales la
Kappa caseina AA tiene menor porcentaje de caseina y como consecuencia de
esto una mayor proporcion de micelas grandes. Otro factor a tener en cuenta
para la industrializacion lechera, es el curso de la lactancia, que no solo afecta la
produccion de leche, sino también la composicién”.

Knight y Wilde, expresan que “normalmente, un aumento en el rendimiento de
Iecheséas seguido por una disminucion en los porcentajes de grasa y proteina en
leche™.

®*ORDAS, J. G. Selection of bovine K-caseins by ADN and PCR (Polymerase Chain Reaction
Polymorphisms). [online] 1992. Vol. 32. p. 21-23.

®1 NG-KWAI-HANG, K.F et al 1984. Op.cit.

®MCLEAN, D. M; GRAHAM H. A. MCKENZIE. Estimation of casein composition by gel
electrophoresis. [online] 1982. 21st Int. Dairy Congr. Moscow 1(2): 221.

®KNIGHT, C. H. y WILDE, C. J. Mammary growth during lactation: implications for increasing milk
yield. [online] 1987 J. Dairy Sci. Vol 70. p. 1991 - 2000



5. DISENO METODOLOGICO

5.1 IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS VARIANTES ALELI CAS DEL GEN
DE LA KAPPA CASEINA.

Para la determinacion del genotipo se utilizo el siguiente protocolo:

5.1.1 Determinacion de las Variantes Alélicas. La genotipificacion de cada
ejemplar incluido en el muestreo se llevé a cabo mediante la técnica PCR-SSCP,
descrita por Barroso et al (1998), con modificaciones y ajustes realizados en el
Laboratorio de Mejoramiento Genético Animal de la Universidad de Narifio. Esta
técnica reune la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con la identificacion
de polimorfismos cortos de cadena simple de ADN (SSCP). En el proceso, los
productos PCR son desnaturalizados en cadena simple de ADN, luego se
renaturalizan para favorecer los apareamientos intracatenarios que finalmente
podran ser identificados en geles de poliacrilamida. De esta manera la estructura
de cada hebra de ADN adoptard una conformacion dependiente de la secuencia
nucleotidica, lo que afectara su migracion en el gel. Asi, dos productos PCR con
diferencias puntuales en sus secuencias presentaran distintos patrones
electroforéticos de ADN monocatenarios.

5.1.2 PCR- SSCP. La técnica PCR — SSCP se llevé a cabo con el siguiente
proceso:

Amplificacion del fragmento de 453 pares de bases (pb), usando un disco FTA®
de 1.2 mm, el cual contenia aproximadamente 25 ng de ADN. Las condiciones de
amplificacion se indican en la Tabla 4 y Figura 3. En esta parte del proceso se
utilizé un termociclador.

Tabla 4. Condiciones de PCR-SSCP para la amplific  acion.

COMPONENTES SOLUCION CONCENTRACION VOLUMEN

STOCK TRABAJO (uL)
ADN 25 ng 1 disco FTA
Buffer PCR 5X 1X 4.0
d’'NTPs 5 Mm 0.8 mM 0.8
Cebador Forward 100 uM 1.0 uM 0.2
+ Reverse
MgCl, 25 mM 2.0mM 1.6
Taq polimerasa 5 U/uL 2 U/uL 0.08
Agua mili-Q 13.32

Volu men total de la reaccion de PCR = 20 yL




Figura 3. Programa de amplificacion para PCR-SSCP d el gen de la K-Cs en
un termociclador.

1 ciclo 1 ciclo

La secuencia de los cebadores (iniciadores, oligonucleétidos de iniciacion o
primers) para la cadena adelantada o Forward fue 5-TGT GCT GAG TAG GTA
TCC TAG TTA TGG-3' y para la cadena atrasada o Reverse fue 5-GCG TTG
TCT TCT TTG ATG TCT CCT TAG-3'.

5.1.3 Electroforesis. Electroforesis y tincion con plata. Las muestras fueron
corridas en presencia de un control negativo para asegurar la limpieza de la
reaccion PCR-SSCP. Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% en proporcion
100 Acrilamida: 1 N’N-bis acrilamida. Los geles se corrieron durante 16 horas a
160 voltios y a temperatura ambiente, lograndose en ese lapso una observacion
correcta de los fragmentos amplificados del gen de la K-Cs. Para la visualizacion
de los patrones electroforéticos de los alelos A y B. para la tincion de los geles se
utilizaron los siguientes reactivos: solucion nitrato de plata, solucién fijadora (acido
acetico glacial al 0.5% / etanol al 10%) y solucion reveladora (NaOH \ aldehido
formico al 37%).

Posterior al proceso de tincion se realizé la lectura de los geles de modo visual,
acorde con el patron obtenido en el laboratorio (Figura 4) y se confirmaron con el
lector de geles referencia GL-4151B Epidigicam.



Figura 4. Patrébn de bandas generadas por la técnic a PCR-SSCP
para el gen de la Kappa caseina en bovinos de raza  holstein del Tropico Alto
de Narifio
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5.2 LOCALIZACION Y TAMANO DE MUESTRA

La evaluacion de rendimiento en cuajada se realizd en la planta de leche de la
Cooperativa de Productos Lacteos de Narifio — Colacteos (Figura 5), ubicada en
la comuna 10 de la ciudad de Pasto, con coordenadas de latitud norte 1°13’ 227,
longitud occidente de 77° 16° 22" a una altura de 2690 m.s.n.m. con una
temperatura promedio de12<C y una humedad relativa del 82 %. IGAC®*

¢ INSTITUTO GEOGRAFICO AGUSTIN CODAZZI. Disponible en Internet www.igac .gov.co/




Figura 5. Planta Procesadora de Leche Aranda Colact eos.
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5.3 SELECCION DE ANIMALES

Se selecciondé una muestra poblacional, constituida por 9 animales de la raza
holstein, los cuales se encontraban en plena produccion. Una vez escogida la
muestra se procedié a la identificacion del genotipo de la Kappa caseina en el
Laboratorio de Mejoramiento Genético de la Universidad de Narifio. Se establecio
el tercio de lactancia en cada individuo y del ordefio de la mafiana se obtuvieron
las muestras de leche para realizar los analisis de rendimiento en cuajada y
proteina (Tabla 5 y Figura 6).

Tabla 5. Datos de animales incluidos en el estudio.

Animal Raza Padre Madre Edad Intervalo Leche
Entre Ajustada
Partos a
305 vy
EA (PL))
Damisela H 1523 12458 6,3 380 5892
Tormenta H 150 4953 51 393 6582
Disney H 0 0 55 472 8814
Amalia H 13750 12982 45 375 5633
Mascara H 13750 5971 4,0 511 5757
Limefa H 12897 4904 4,3 484 7559
Gondola H 12064 5740 6,0 318 4967
Antonia H 13750 12810 4,5 564 6133




Figura 6. Fincas seleccionadas para muestreo de ani  males

5.4 MATERIALES Y EQUIPOS

Siguiendo el reglamento interno establecido por la direccién técnica de la planta
Colacteos, fue indispensable contar con los siguientes elementos basicos para el
ingreso a planta: Gorro, tapabocas, overol, peto, botas y bata. Ademéas todo
operario hombre que tenga contacto con leche cruda, debe tener cabello corto, sin
barba, uiias cortas sin lesiones visibles, sin joyas y sin olores fuertes que puedan
causar contaminaciéon cruzada. En el caso de las mujeres debe tener el cabello
recogido, abstenerse de utilizar maquillaje, crema de manos y cuerpo, Sin
lociones, ufias cortas sin esmalte y sin joyas.

5.4.1 Protocolo de ingreso a planta
5.4.1.1 Limpieza de manos. Se inicia con la limpieza total de manos y

antebrazo con jabon antibacterial, teniendo en cuenta que la limpieza
sea uniforme y entre los dedos como se aprecia en la Figura 7.



Figura 7. Protocolo de limpieza de manos y antebra zo para el ingreso a
planta.

5.4.1.2 Limpieza de botas. La limpieza conssite, como se observa en la figura 8,
las botas se humedecen completamente en las escobilla, luego se frotan con la
escoba en seguida se enjuagan e inmediatamente se desinfectan con hipoclorito
al 10%.



Figura 8. Limpieza y desinfeccion de botas parae |ingreso a planta

5.4.1.3 Obtencién de mu estras en campo. Se utilizaron 3 muestras por genotipo
en cada tercio de lactancia, con lo que el experimento fue replicado tres veces.
Para el procesamiento de la leche se tomaron cuatro litros de leche entera del
ordefio de la mafiana los que fueron transportadas hasta la planta de Colacteos,
debidamente identificadas con el nombre del animal y de la finca. Las muestras se
almacenan en el cuarto frio a - 4C (Figura 9).



Figura 9. Identificaciébn y almacenamiento de las muestras en el cuatr o
frio.

5.5 PROTOCOLO DE RENDIMIENTO EN CUAJADA

5.5.1 Analisis fisico quimico y microbioldgico. De cada muestra se utilizé un
litro de leche entera, a la cual se le realiz6 la valoracion composicional mediante
un analizador de leche de tipo industrial llamado EKOMILK, situado en el
laboratorio fisico quimico en la planta de Colacteos (Figura 10). En el proceso
automatizado, el EKOMILK succiona una pequefia muestra de leche y la somete al
paso de una onda de ultrasonido. Un microprocesador traduce los resultados
midiendo las variables porcentaje de materia grasa, porcentaje de sélidos totales,
porcentaje de proteina total, densidad, punto de congelacion y agua agregada. El
tiempo empleado para la medicion por cada muestra fue de un minuto.

Figura 10. Laboratorio Fisico - Quimico de la planta procesadora de leche
Colacteos.

Adicionalmente, los resultados fueron confirmados mediante  pruebas
manuales, para evitar errores de calibracion en el equipo EKOMILK.



En la prueba manual, en primer lugar se determiné cualitativamente la acidez
por cambio de color al mezclar un volumen leche y la solucién alcalina
(hidréxido de sodio) y el indicador (fenolftaleina) a 0.1 N.

En segundo lugar se determing el porcentaje en grasa, mediante el método
butirométrico de Gerber (B.S.1)*°, el cual consiste en separar las grasas
utilizando acido sulfarico concentrado y alcohol amilico, seguido por cinco
minutos de centrifugacion a 3000 r.p.m.

En cuanto a los analisis microbiologicos, se realizdé el conteo de Unidades
formadoras de colonia (UFC) y es un valor que nos indica el grado de
contaminacion ambiental que la leche posee.

5.5.2 Proceso de rendimiento en cuajada

5.5.2.1 Materiales y elementos. Cuajo en polvo, cloruro de calcio, ollas en
acero inoxidable, liras para corte, termometros, moldes, bolsas para empaque,
medidor de litro, tinas, banco de hielo, estufas eléctricas, centrifuga, papel
aluminio, buretas, pipetas, densimetro, balanza de precisién, cucharillas,
frascos esterilizados, agua destilada, coladores con papel filtro, garrafas
plasticas de 4 litros.

5.5.2.2 Rendimiento en cuajada. Se sometieron a pasteurizacion lenta
durante 30 minutos a una temperatura de 63° C con agitacion constante tres
litros de leche. El proceso de retencion consistio en mantener por 30 minutos
la temperatura alcanzada sin agitar. Posteriormente se disminuyd la
temperatura en tres pasos: 63° C, 34° C y 33° C, con el fin de favorecer el
crecimiento de las bacterias acido lacticas necesarias para beneficiar el
proceso.

Alcanzada la temperatura de 34° C se agregaron 0.45 gramos de cloruro de
calcio para contrarrestar las pérdidas causadas en la pasteurizacion y 0.06 g
de cuajo a 33°C, con el fin de llevar a cabo el proceso de coagulacion.

La cuajada formada se corté con liras metalicas, obteniéndose granos de 1
cm®. Los granos obtenidos se calentaron durante 5 minutos aumentando la
temperatura gradualmente a 38° C. Pasado este tiempo se agitd suavemente
durante 25 minutos.

65 BRITISH STANDARDS INSTITUTTION. Gerber Method for determination of fat in milk and milk
products. [online] 1955. Londres.



El rendimiento en cuajada fue calculado teniendo en cuenta el volumen de leche
procesada y el peso final de la cuajada después de 10 horas de refrigeracion
(Figura 11), asi:

RC=VL/WC
Donde:
RC = rendimiento cuajada

VL = volumen de leche
WC = peso final de cuajada

Figura 11. Flujo para evaluar el rendimiento en cu  ajada.
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5.6 DISENO EXPERIMENTAL
5.6.1 Modelo lineal de evaluacion. En total se utilizaron 27 unidades
experimentales y se llevaron a cabo los analisis, mediante un modelo lineal, en el
gue se incluyeron los efectos fijos del tercio de lactancia, los genotipos, la
interaccion tercio de lactancia por genotipo, el contenido graso y la edad del

animal como covariables. Este modelo se representé de acuerdo con la siguiente
expresion algebraica.

Yik = HET;+ay +(T’a)jk +131(X1i _21) +182(X2i _)_(2) +5ijk
Donde:
Yik= rendimiento en cuajada, asociado al j-€simo genotipo, en el k- ésimo tercio
de lactancia, en la interaccién del j-ésimo genotipo con el k -ésimo tercio de
lactancia, corregido por la edad del animal.

pu= Media comun a todas las observaciones.

T ;= Efecto del j- ésimo genotipo. j=1, 2, 3.
a = Efecto del k- ésimo tercio de lactancia. k=1, 2, 3.

T, = efecto de la interaccién de j- ésimo genotipo con el k-ésimo tercio de
lactancia.

B.(x, —%,) = efecto de la covariable edad.

Ba(Xe =%,) = efecto de la covariable grasa.

eijk= Error experimental asociado al j- ésimo genotipo, en el k- ésimo tercio de
lactancia y en la interaccion entre el j- ésimo genotipo con k ésimo tercio de
lactancia.

Los analisis de varianza se realizaron con el paquete estadistico SAS versiones
9.1.3, 9.20 y Enterprise Guide version 4.1, debidamente licenciado para el
Programa de Mejoramiento Genético de la Universidad de Narifio.

Para el analisis de la proteina se utilizé el mismo modelo sin incluir la covariable
grasa.



6. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los genotipos AA, AB y BB del gen de la K-Cs determinados en este estudio,
fueron correspondientes a los reportados por Barroso et al®.

6.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LAS VARIABLES ANALIZ ADAS.

En las tablas 6,7 y 8, se indican los principales estadigrafos para las variables
analizadas en esta investigacion, discriminados para cada genotipo.

Tabla 6. Estadistica descriptiva para el genotipo homocigoto AA para el gen
de la K-Cs.

Variable N Media Maximo Minimo Desviacion
estandar
Litros/Kg 9 6.722 7.700 5.500 0.712
Proteina 9 3.076 3.320 3.000 0.105
Grasa 9 3.117 4.120 2.310 0.582
Sdélidos totales 9 11.699 13.290 10.670 0.756

Tabla 7. Estadistica descriptiva para el genotipo heterocigoto AB para el gen
de la K-Cs.

Variable N Media Maximo Minimo Desviacion
estandar
Litros/Kg 9 6.111 7.000 5.000 0.653
Proteina 9 3.062 3.260 2.900 0.114
Grasa 9 3.718 4.470 2.510 0.659
Soélidos totales 9 12.269 13.470 11.140 0.774

Tabla 8. Estadistica descriptiva para el genotipo homocigoto BB para el gen
de la K-Cs.

Variable N Media Maximo Minimo Desviacion
estandar
Litros/Kg 9 5.456 6.400 4.300 0.615
Proteina 9 3.188 3.340 3.080 0.080
Grasa 9 3.924 4.500 3.330 0.367
Soélidos totales 9 12.730 13.330 11.950 0.477

® BARROSO, A et al. 1998. Op.Cit.



Los valores promedio, para cada uno de los tratamientos, en cuanto a litros de
leche requeridos para producir un kilogramo de cuajada, no pueden compararse
con experimentos similares, ya que se carece de referentes, nacionales o
extranjeros que permitan establecer la existencia de rangos amplios de variacion o
un comportamiento dentro de los limites establecidos en la industria lactea.

En cuanto a los contenidos de proteina, grasa y solidos totales, los promedios
calculados en esta investigacion son similares a los reportados para la raza
holstein en Colombia y otros paises como Estado Unidos, Irlanda, Canada y
Argentina (Callanan,1991).

Las cifras indicadas en las tablas antes mencionadas tienen valor informativo para
la region y el pais, aunque es necesario advertir el Programa de Mejoramiento
Genético de la Universidad de Narifio divulgara los resultados correspondientes a
todas estas variables, excepto el rendimiento en cuajada, con una muestra de
gran tamafio y por ende de alta confiabilidad.

6.2 ANALISIS DE VARIANZA
6.2.1 Analisis de varianza para la variable rendimi  ento en cuajada.

Al efectuar el andlisis de varianza, incluyendo todos los efectos inicialmente
considerados en el modelo, los resultados indicaron la ausencia de diferencias
estadisticas significativas en la interaccion genotipo por tercio, la edad del animal y
el tercio de lactancia. A su vez se detectaron diferencias estadisticas significativas
para el genotipo y la covariable contenido de grasa. En consecuencia el modelo
definitivo de evaluacion incluyd Unicamente el genotipo y la covariable contenido
de grasa. Los resultados de dicho analisis se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Andlisis de varianza para la variable rend  imiento en cuajada.

Fuente GL Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
Cuadrados de la
Media
Modelo 3 9.130 3.043 8.16 0.0007
Error 23 8.579 0.373
Total 26 17.709

correcto




Fuente GL Tipo SS  Cuadrado F — Valor Fr>F

medio
Genotipo 2 2.52729644 1.26364822 3.39 0.05
Grasa 1 1.90735750 1.90735750 5.11 0.03

En la Figura 12 se consigan los valores correspondientes al promedio de
rendimiento de cada genotipo, ajustado por la covariable contenido graso.

Figura 12. Rendimiento expresado en litros de leche por kg de cuajada
producida en la raza Holstein para el genotipo de la K -Cs en el Tropico Alto
de Narifio.
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Para establecer el mejor tratamiento, las medias minimo cuadraticas se
compararon con la prueba de Tukey — Kramer, lo que permitié concluir que entre
los genotipos AA y AB no existen diferencias estadisticas significativas, mientras
que el genotipo BB tuvo un rendimiento mayor y estadisticamente significativo
respecto a los dos genotipos antes mencionados, lo que permite asegurar, que
bajo las condiciones del Tropico Alto de Narifio, el mejor rendimiento para la
produccion de cuajada con animales de la raza holstein, el genotipo mas
recomendable para la Kappa Caseina es el homocigoto BB, que requirié de 5.4
litros de leche para producir un kilogramo de cuajada; mientras que con los
genotipos AA y AB fue necesario utilizar 6.7 y 6.1 litros por kilogramo de cuajada,
respectivamente.
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Resultados similares son reportados por Ng-kwai-hang et al®® y Mclean et al
quienes, después de varios estudios, aseguran que “el genotipo BB de la Kappa-
Caseina determina mejores propiedades de la leche en cuanto a produccion de
gueso, asociada con firmeza en el cuajo y menor tiempo en la formacién de
micelas pequefias. En animales de Kappa Caseina AA, se encontraron menores
porcentajes de caseina y como consecuencia de esto una mayor proporcion de
micelas grandes”.

De acuerdo con los resultados especificos para el Trépico Alto de Narifio se puede
afirmar, que en la reorientacion del proceso selectivo del nucleo holstein en esta
zona de Colombia, el genotipo para la Kappa Caseina es un criterio importante,
dejando claro que dicho rasgo debe considerarse integralmente, junto con otros
factores de marcada relevancia como el tipo funcional, la longevidad y la eficiencia
reproductiva, acorde con las tendencias actuales de seleccion para la raza holstein
en muchos paises (Caraviello)®.

6.2.2 Andlisis de varianza para la variable protein  a.

En la Tabla 10, se indican las medias minimo cuadraticas de la variable proteina,
las cuales se compararon con la prueba de Tukey — Kramer, resultando el
genotipo y el tercio de lactancia estadisticamente significativos (P< 0.05);
mientras que en la interaccién genotipo por tercio no se encontraron diferencias
estadisticas significativas (P> 0.05), lo que indica que tanto el tercio de lactancia
como el genotipo son factores determinantes del rendimiento industrial en
cuajada.

Tabla 10. Analisis de varianza para la variable proteina

Fuente GL Suma de Cuadrado F-valor Pr>f
cuadrados de la
media
Modelo 8 0.208 0.026 3.92 0.0077
Error 18 0.119 0.006
Total 26 0.328

5" NG-KWAI-HANG, K.F et al 1984. Op.cit.

®8 MCLEAN, D. M et al 1982. Op.cit.

®CARAVIELLO D. Cruzamientos en el Ganado Lechero. Novedades Lacteas Reproduccion y
Genética. 2004 [online] No. 610.



Fuente GL Tipo 1l Cuadrado  F —Valor Fr>F

SS medio
Genotipo 2 0.085 0.042 6.44 0.0078
Tercio 2 0.049 0.024 3.72 0.0445
Genotipo * 4 0.073 0.018 2.76 0.0600NS
tercio

Como puede apreciarse en la Tabla 11, el mayor promedio de proteina se obtuvo
en el tercer tercio de lactancia. La prueba de comparacion mdltiple de Tukey,
indico que no existen diferencias entre los valores de proteina en los tercios 1y 3;
tampoco se encontraron diferencias entre los tercios 2 y 3, pero si se detectaron
diferencias estadisticas significativas entre el tercio 1 3/ 2. Estos resultados son
coincidentes con los reportados por Alinaghizadeh et al”®.

Tabla 11. Promedios de produccion de proteina segun el tercio de lactancia.

Tercio Medias minimo
cuadraticas
1 3.075
2 3.062
3 3.187

% ALINAGHIZADEH, R et al. Department of animal genetics and biotechnology, agricultural college.
2007. ISSN 1028- 8880. p. 4221 — 4294.



7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1CONCLUSIONES

7.1.1.

7.1.2

7.1.3

7.1.4

La utilizacién de técnicas moleculares, es un hecho sin precedentes en la
region, para determinar genotipos de la K-Cs y su implementacion resulto
atil para la correcta identificacion de los individuos segin su constitucion
genética y permitio el desarrollo de otros estudios para obtener medidas
como la estructura poblacional y la diversidad genética para el gen de la K-
Cs en el Tropico Alto de Narifio.

En la raza holstein, bajo las condiciones del Trépico Alto narifiense, el
mayor rendimiento en cuajada se obtuvo con leche proveniente de
animales con genotipo BB.

El mayor contenido de proteina total se obtuvo en animales con genotipo
BB y en el tercer tercio de lactancia, factores que no produjeron efecto de
interaccion.

Los resultados de esta investigacion constituyen una buena orientacion
para revisar y formular los programas de seleccion en el Tropico Alto de
Narifio para el ganado holstein, ya que para mejorar la calidad
composicional de la leche e incrementar los rendimientos industriales se
requiere incluir el rasgo del genotipo para K-Cs en una evaluacién genética
integral, que incluya junto con otros factores de importancia el incremento
de la frecuencia génica del alelo B para Kappa Caseina.

7.2 RECOMENDACIONES

7.2.1 Ampliar este estudio, incluyendo un mayor tamafo de muestra y el genotipo

7.2.2

7.2.3

7.2.4

molecular de todas las fracciones proteicas de la leche.

Divulgar los resultados obtenidos en esta investigacion para contribuir a
mejorar el ingreso econdémico por venta de leche con caracteristicas
composicionales superiores, lo que permitiria a los productores acceder al
pago de bonificaciones establecidas por este concepto.

Fortalecer los programas de proyeccion social, enfatizando la necesidad de
un manejo correcto de la leche desde el hato hasta la planta de
procesamiento.

Utilizar eficientemente el laboratorio de genética molecular, construido y
dotado gracias a la ejecucion de los convenios interinstitucionales, con la
realizacion de trabajos de investigacion y extension en las diversas
especies de interés Zootécnico.
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