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“Descubri, aunque inconsciente e incesablemente, que el placer de observar y
razonar era mayor que el que reside en tantas otras cosas...”

Charles Darwin
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“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un esfuerzo

total es una victoria completa.”

Mahatma Gandhi
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RESUMEN

En México, la leche fluida destinada al consumo humano debe ajustarse a las normas de
calidad fisicoquimica establecidas, donde existen varios factores que la determinan, entre
los que destacan el genotipo del animal y el sistema de produccion. Los objetivos del
estudio fueron evaluar la calidad fisicoquimica de 2 tipos de leche en estabulacién en el
norte de México; estimando los parametros de cuantificacion de proteina, asi como un

analisis microbiologico.

Durante 2 semanas, se colectaron cada 2 dias muestras de leche de los ordefios matutinos
de vacas y cabras individuales de los hatos muestreados, y se analizaron para determinar
los porcentajes de proteina (caseina). Seguido de un analisis de determinacién de proteina
utilizando e método de kjeldahl, evaluando tres métodos de hidrolisis distintos, los cuales
fueron: Hidrolisis Quimica, empleando acido citrico. Hidrolisis Fisica, aplicando tratamiento

térmico, en distintas formas; esterilizacion y microondas.

Los resultados en porcentaje del contenido proteico no mostraron una diferencia
significativa, sin embargo en el analisis microbiolégico demostré que aplicando el
tratamiento de microondas en leche de cabra se logra reducir, un ciclo logaritmico de
crecimiento bacteriano, en comparacion con los 2 tratamientos restantes. Por otra parte la
aplicacién de acido citrico en leche de vaca demostré también un cambio significativo,

reduciendo un ciclo logaritmico en la carga total microbiana.

PALABRAS CLAVE: Leche, Hidrdlisis, Proteinas, Tratamiento Térmico, Acido Citrico,
Hidrolizado.

Correo electronico; Adela Nazareth Garcia Sanchez, nazareth gs@hotmail.com
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

1.1.1. Consumo de diferentes tipos de leche.

El consumo regular de leche animal se remonta a la época en que el hombre dejo de
ser ndmada y comenz6 a domesticar animales (principalmente cabras y ovejas) que
pudieran satisfacer sus necesidades de alimentacion y vestido (6000 afios antes de
cristo).

Bajo relieves descubiertos en las proximidades de Ur. (Antigua caldea) demuestran que
hacia los 3500 afios antes de cristo, el hombre ya realizaba el ordefio de vacas y
separaba la grasa de la leche.

Posteriormente (unos 400 afos antes de cristo), los griegos dieron uso medicinal a la
leche de vaca, la cual era recetada como antidoto para casos de envenenamiento;
similarmente, los romanos consideraban que la leche poseia propiedades
rejuvenecedoras; en Egipto se le daba uso cosmético haciendo referencia a los bafios
de leche de burra que tomaba Cleopatra.

Ya en la edad media, el consumo de leche en Europa se concentraba en el medio rural,
y era practicamente reservado para las sirvientas y artesanos.

Durante la revolucion industrial (siglo XIX) la leche deja de ser un alimento exclusivo de
las areas rurales y pasa a consumirse también en las ciudades. Afilos mas tarde, el
francés Nicolas Appert realizo los primeros ensayos de conservacion de la leche
mediante esterilizacion, y en 1835 el inglés William Newton consigui6é conservar la leche
mediante calentamiento a temperaturas menos elevadas que las usadas en la
esterilizacion, agregandole azucar; este procedimiento dio origen 20 afios mas tarde a la
primera fabrica de leche concentrada de azucarada.

Fue hasta mediados del siglo XIX (1864) que los descubrimientos de Louis Pasteur
representaron la primera victoria de la ciencia contra la accion de toxinas y
microorganismos; y en el siglo XX, se introdujo la cadena de frio y se manejaron las
técnicas de conservaciéon y de transformacion, que han hecho de la leche una de las

mas importantes industrias alimentarias en el mundo.
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1.1.2. Produccién Mundial de leche.

Los datos de la produccién mundial de leche son muy variados; se estima que la
produccién mundial de leche alanzo unos 415mil millones de toneladas, en el afio 2005,
siendo los 25 paises de la union Europea, los que concentran el mayor volumen de
produccion, con un 31% del total. Estados Unidos es considerado el pais que produce
mas leche con cerca de 83 millones de toneladas, la cual significa el 19% de la
produccioén global. Las estadisticas del sector lacteo reportan que el continente asiatico
registra uno de los cambios mas importantes destacandose la China, que incremento su
produccion de leche en un 24% y conjuntamente con India representan al 16% del
volumen mundial. En américa del sur, el principal productor de leche es Brasil con cerca
de 25 millones de toneladas anuales, alcanza la autosuficiencia en materia lactea (la
figura 1) presenta algunos datos publicados por la FAO (Food and Agricultural

Organization) de la produccién mundial de la leche.

[ 2004 I 2014

Union Europea —
India —

Estados Unidos
Rusia

Pakistén m

Brasil

China

Nueva Zelandia
América Central
Australia
Argentina

| I}

0 2 40 60 80 100 120 140 160
Millones de toneladas

FAO (Food and Agricultural Organization) 2004-2014

Figura 1. Presenta algunos datos publicados por la FAO (Food and Agricultural

Organization) de la produccién mundial de la leche.
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1.1.3 Proteinas hidrolizadas.

Las alergias y las reacciones a los alimentos son frecuentes y pueden estar
relacionadas con los alimentos, incluidas las formulas de leche modificadas. Se han
utilizado férmulas que contienen proteinas hidrolizadas para el tratamiento de lactantes
con alergia o intolerancia alimentaria. Sin embargo, no estéa claro si se puede defender
el uso de la formula hidrolizada para prevenir la alergia o la intolerancia alimentaria en

lactantes sin evidencia de alergia.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo General
¢ Realizar un estudio comparativo de la composicion quimica en dos tipos de leche

(Cabra y Vaca) empleando 3 métodos de hidrolisis proteica.

1.2.2 Objetivos Especificos
e Evaluar 3 métodos de hidrolisis proteica en 2 tipos de leche: vaca y cabra que se
encuentran estabuladas en el norte de México.
e Efectuar un analisis microbioldgico.

e Estimar porcentaje de proteinas presentes en ambas muestras.

________________________________________________________________________________________________|
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1.3 HIPOTESIS
Es posible hidrolizar la proteina de la leche (cabra y vaca) por medio de una hidrolisis

quimica y otra fisica.

1.4 JUSTIFICACION

En la actualidad se necesitan proporcionar métodos sencillos para hidrolizar la proteina
de cualquier tipo de leche existente.

La esencia de la hidrolisis proteica es la rotura del enlace peptidico, y en consecuencia
la generacion de péptidos de menor tamafio o incluso de amino&cidos libres. La rotura
de estos enlaces puede producirse por métodos quimicos y fisicos. Los primeros
incluyen la hidrolisis mediante el tratamiento con &cidos y bases. Hoy en dia apenas se
utiliza la hidrolisis quimica debido a sus efectos perjudiciales sobre la calidad nutricional
del hidrolizado, ya que se destruyen L-aminoécidos, se forman D- aminoacidos y
compuestos téxicos como Lisinoalanina. Por otro lado, los métodos fisicos conducen la
hidrolisis por medios alternativos al proceso térmico convencional.

Una de las aplicaciones mas importantes de los hidrolizados de proteina es su
utilizacién como fuente de nitrégeno en la formulacion de dietas enteras con destino a la
alimentacion infantil y/ o de adultos enfermos. Estas dietas entéricas se disefian para
ser absorbidas en el intestino sin una digestion previa en el estbmago y son esenciales
en el tratamiento de pacientes con desordenes estomacales o problemas de la mucosa
intestinal, asi como en lactantes con sindromes de malabsorcion- malnutricion, con
cuadros alergénicos en la mayoria de los casos (Lebenthal 1983).

En cuanto a los dos tipos de leche mas alla de sus posibilidades economicas y de su
uso para llenar las necesidades nutricionales diarias, la leche de cabra posee
cualidades que la hacen apropiada para nifios, adultos y madres que amamantan, entre
las que se puede citar sus propiedades nutracéuticas y anti alergénicas (Gilbere y Hom
2002). En nifios que presentan malnutricion por mala alimentacion o lactancia deficiente,
la leche de cabra ha demostrado ser un substituto superior a la leche de vaca (Bos
taurus) (Gilbere y Hom 2002; Capra 2004). No obstante, los pediatras no la

recomiendan como sustituto total de la leche materna en infantes menores de un ano
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dado su alto nivel proteico y mineral, y por su bajo contenido de carbohidratos, acido
folico y vitaminas C, D, E, Bs y B, (Darnton et al. 1987). Y la leche de vaca es un
alimento de primera necesidad. De gran demanda por su alto valor nutricional que se
refleja en sus componentes, es considerada un alimento basico.

Los hidrolizados proteicos también tienen aplicaciones no alimentarias, como fuente de
fermentacion para el crecimiento de microorganismos, como son los hidrolizados de
levaduras o caseina que todos conocemos. También se usan en cosmética para el
tratamiento del cabello ya que se ha sugerido su efecto en el fortalecimiento del pelo.

Asi mismo, también se usan como fertilizantes vegetales.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Definicion y constitucion de la leche

La leche es un fluido complejo que contiene diversos tipos de moléculas; sus principales
constituyentes son agua, lipidos, azlcares y proteinas, en conjunto con otros elementos

traza como minerales, vitaminas, hormonas y enzimas (Thompson et al., 2009).

La leche se define como el producto normal de la secrecion de la glandula mamaria, de
composicién compleja, de color blanquecino y opaco, con un pH cercano a la neutralidad,

de sabor dulce y libre de calostro (Wattiaux, 2011).

De acuerdo al uso final que se le dé, hay varias definiciones de leche. Desde el punto de
vista dietético la leche es un alimento completo ya que contiene aminoacidos esenciales
(Walstra et al., 2006), es fuente de calcio, fésforo, vitaminas liposolubles e hidrosolubles y
proporciona un aporte importante de lipidos y lactosa, que en conjunto constituyen una

importante fuente energética para quien la consume (Agudelo y Bedoya, 2005).

La definicidbn quimica de la leche es la de un fluido complejo formado por agua y solidos
totales que estan constituidos por miles de moléculas diversas (Neville, 1995).

Fisicamente la leche es mas bien una emulsibn combinada con una fase coloidal en

dispersién en la que la fase continua es una solucion (Sherbon, 1999).
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Biologicamente la leche es el producto de la secrecion de las glandulas de las hembras
mamiferas, cuya funcion natural es crucial para la sobrevivencia y alimentacion de los

recién nacidos (Keenan y Patton, 1995).

Cientificamente la leche se define como la secrecidon de la glandula mamaria de los
mamiferos que tiene un pH entre 6.5y 6.7 (Fox, 2002); es una emulsion de grasas en agua,
estabilizada 2 por una dispersion coloidal de proteinas en una solucion de sales, vitaminas,
péptidos, lactosa, oligosacaridos, caseina y otras proteinas (Sherbon, 1999). La leche
también contiene enzimas, anticuerpos, hormonas, pigmentos (e.g. carotenos, xantofilas,
riboflavina), células (e.g. epiteliales, leucocitos, bacterias y levaduras), CO2, O2 y nitrégeno
(Fox, 2002), por lo que se concluye que la leche constituye un sistema complejo (Neville,
1995). Legalmente se define como leche, al producto destinado para consumo humano,
proveniente de la secrecion natural de las glandulas mamarias de vacas sanas ((LICONSA,
2007; SAGARPA, 2009), excluyendo el producto obtenido 15 dias antes y 5 dias después
del parto, sin haber sufrido ningan proceso industrial (NOM-024-ZOO- 1995). No debe
contener sustancias extrafias a su composicion natural, tales como bactericidas,
bacteriostaticos, preservativos quimicos o biolégicos, antibiéticos o sustancias téxicas
(LICONSA, 2007). La leche producida por otras especies se designara indicando el nombre
de la especie correspondiente. Por ejemplo, leche de oveja, leche de cabra, etc. (Agudelo y
Bedoya, 2005). La leche se integra por tres sistemas o fases donde encontramos a los
constituyentes principales, junto con otras muchas sustancias que se presentan en

solucion, suspensiéon o emulsion en agua (Cuadro 1).

La fase de solucién esta constituida por lactosa, proteinas séricas, minerales y vitaminas
hidrosolubles. En la suspensién coloidal estan presentes algunas de las proteinas de la
leche, como la caseina, dentro de gran numero de macroparticulas o micelas, que no se
sedimentan salvo que sufra alteraciones térmicas importantes (Thompson et al., 2009). Las
grasas y vitaminas liposolubles forman la fase de emulsion dentro de diversos glébulos que

impiden que se mezclen con el agua (Jensen et al., 1991).
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Cuadro 1. Compartimientos y constituyentes de la leche

COMPARTIMIENTOS

LECHE BOVINA
%

CONSTITUYENTES

Fase Acuosa 87
Cenizas (1nm) 0.7 Ca, Mg, POy, Na, K, Cl, CO,, Citrato y
Caseina
Proteinas del Suero 0.6 a-lactoalblimina, lactoferrina,
(3a9nm) inmunoglobulinas (IgA), Lisozimas y
Seroalbiminas
(20% del total de N)
Azucares 4.7 Lactosa (4.6%) y oligosacaridos (0.1%)
NNP* 30mg N DI* Componentes de nitrégeno no proteico:
glucosamina, urea, aminoécidos (5%del
total de N)
Vitaminas Miscelaneos: Complejo B, acido
ascorbico.
Dispersion Coloidal 2.6 Caseina: a-, B-, k-, Ca, PO,
11 a 55nm Glébulos Grasos: Trigliceroles, vitaminas
10%/dL liposolubles, ésteres de colesterol.
Emulsién 3.9

Globulos de Grasa
4 um, 1.1x10*%/dL

Membranas de glébulos de grasa-
proteina, fosfolipidos, colesterol, enzimas

y minerales traza.

Membrana de
glébulos de grasa

2% del total de la grasa

Células
8-40um
10“a 10°%DI

Macréfagos, Leucocitos (neutréfilos,
linfocitos) y células epiteliales

NNP= nitrégeno no Proteico

Fuente: Jerson et al. (1991) Cuadro 1. Compartimientos y constituyentes de la leche
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2.2 Componentes de la leche

La leche entera (Figura 1) esta constituida por alrededor del 88% de agua y contiene en
promedio 12% de sélidos totales (Jenkins y McGuire, 2006). Se le han identificado mas de
100 diferentes componentes que resultan relevantes para la nutricion humana, tal es el
caso de las vitaminas (D, A, B12), los minerales (Ca, Ky P), las proteinas (caseina) y otros

factores benéficos para la salud (acidos grasos omega 3 y 6) (Miller et al., 2007).

87% agua

Leche
13% sdlidos y 3.5% protienas
otros liquidos ?ﬁ%f;%?ﬁis 4.9% lactosa
’ 0.8% sales minerales
0.3% vitaminas y
minierales

no grasos

Figura 2. Principales componentes de la leche.
Fuente: Adaptado de Miller et al., 2007.

Existen varios factores que influencian la composicion de la leche (Figura 2), tales como, la
genética, la raza, la etapa de lactancia, el nUmero de parto, la dieta (cantidades de granos o
forrajes), el estado nutricional de la vaca y la época de parto (Jenkins y McGuire, 2006;
Tyler y Ensminger, 2006; Thompson et al., 2009; Wattiaux, 2011). Sin embargo, dicha
condicién se neutraliza al juntar diferentes leches en el tanque de recibo o pipas de

transporte, y durante el proceso de homogenizacién (Jensen et al., 1991; Fox, 2002).

Cuadro 2. Compartimientos y constituyentes de la leche (2)

COMPONENTE ENTERA

Agua% 88.30
Proteina% 3.20
Grasa% 3.20
Ceniza% 0.70
Carbohidratos% 4.50
Energia,kcal/100g 60.00
Colesterol mg/100g 10.00
Acidos grasos % total

e saturados 64.90

e mono insaturados 28.30

e poliinsaturados 6.80

Fuente: Jenkins y Mc Guire (2006)
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Existen cambios en la composicién de la leche durante el progreso de la lactancia. El
calostro es la secrecion de la glandula mamaria inmediatamente después del parto; es un
fluido que contiene altos niveles de proteina sérica e inmunoglobulinas (Huppertz y Kelly,
2009). La leche de hembras enfermas de mastitis, los calostros o la leche de animales que
hayan recibido un tratamiento farmacolégico sin que transcurra el tiempo de retiro
estipulado para cada producto, no deberan ser incluidos en el tanque de reciba del hato
(Jensen et al., 1991).

2.2.1 Agua

La leche contiene entre 86 y 90% de agua, el resto esta integrado por sélidos disueltos o
sélidos totales (Wattiaux, 2011). Es el agua el disolvente de los compuestos solubles como

son las vitaminas hidrosolubles, la lactosa y los minerales (Roos, 2002).

El agua no es un componente nutriciona, pero determina muchas de las caracteristicas
fisicoquimicas de la leche y sus derivados, (e.g. viscosidad, propiedades termodinamicas,
etc.); y es un factor clave en el crecimiento microbiano, palatabilidad, vida de anaquel de
leche y derivados y punto de congelacion de la leche (Roos, 2002). La produccién de leche
es afectada directamente por la disponibilidad de agua de bebida (Wattiaux, 2011) y variara
dependiendo de la raza (Shearer et al., 2003). La cantidad de agua en la leche es regulada
por la lactosa dentro de las células secretoras de la glandula mamaria (Wattiaux, 2011). El
agua en la leche se puede encontrar en dos estados en relacion con las proteinas: agua
libre y agua ligada. El agua libre esta en solucién con sales minerales y lactosa pero
independiente de sustancias insolubles. El agua ligada es la que encontramos retenida en
las fases de emulsion y suspension, no tiene capacidad de disolver porque esta unida a
proteinas ocupando cerca del 70% del espacio dentro de las micelas de las proteinas
(Alais, 2003). Existe una proporcion no fija, pero en equilibrio, entre el agua ligada y el agua
libre, que depende de condiciones de la leche tales como, temperatura, pH, concentracion
de sales, etc. (Alais, 2003). El agua dentro de la ubre normalmente no es reabsorbida ya
que los ductos secretores de leche son impermeables a la mayoria de los componentes,

sé6lo se limitan a conducir y almacenar la leche dentro de la ubre (Tyler y Ensminger, 2006).
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El agua que se le agrega a la leche (adulteracion) es facilmente detectable por diversos
métodos analiticos. Estos métodos estan basados en el punto de congelamiento o punto de
crioscopia de la leche o cambios en la refraccion de la luz en el suero de la leche (Alais,
2003).

2.2.2 Sélidos totales

Los sdlidos totales (ST) en la leche se refieren en especial al contenido de grasa, lactosa,
proteinas y minerales, o sea, a todos los componentes de la leche con excepcion del agua;
se calcula como la diferencia que hay entre el porcentaje de agua con respecto al cien por
ciento (Shearer et al., 2003). El valor econémico y nutricional de la leche esta directamente
asociado a los ST; a mayor contenido de sélidos totales mayor rendimiento al procesar la
leche para obtencion de queso u otros derivados (Shearer et al., 2003). Gasque y Blanco
(2001) muestran que existe una diferencia en la produccion promedio de soélidos totales
entre razas lecheras, en el caso de las vacas la raza Jersey produce leche con 14.5% de
ST, la raza Holstein con 11.93%, la raza Suiza con 13.41% y las vacas de razas Cebuinas
leche con 13.5% de ST.

e Solidos grasos Desde un punto de vista practico los lipidos tienen una importancia
fundamental, ya que, confieren valor nutricional, textura y las propiedades
organolépticas caracteristicas de la leche y sus derivados (e.g. crema, quesos,
mantequilla, etc.) (MacGibbon y Taylor, 2006).

e Soélidos no grasos Los solidos no grasos en la leche se refieren a los elementos
como proteinas, lactosa, vitaminas y minerales, con excepcion del contenido de

agua y de lipidos.
2.2.3 Proteinas

La leche aparte de ser un alimento, también apoya funciones fisioldgicas; éstas son
llevadas a cabo principalmente por las proteinas y péptidos, incluyendo inmunoglobulinas,
enzimas, enzimas inhibidoras, factores de crecimiento, hormonas y agentes antibacteriales

(Thompson et al., 2009). La leche es reconocida por ser una fuente excelente de proteina
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de alta calidad, elevado valor biolégico y de facil digestion (Pinto et al., 1998; Walstra et al.,
2006). Alrededor del 3.5% del peso de la leche es proteina y representa el 38% del total de
sélidos no grasos (Miller et al., 2007). El contenido proteico de la leche es heterogéneo ya
que resulta de una mezcla de varias proteinas, enzimas y trazas de nitrdgeno no proteico
(Miller et al., 2007). El porcentaje de proteina varia segun la raza (Tyler y Ensminger, 2006)
y estéd en relacion directa con la cantidad de grasa en la leche (Wattiaux, 2011): cuanto

mayor es la cantidad de grasa, mayor es la cantidad de proteina.

La caseina es la proteina principal dentro de la leche (80%) (Miller et al., 2007); precipita a
un pH de 4.6, propiedad que es utilizada para la fabricacién de diversos quesos y derivados
(Walstra et al., 2006). La caseina es una proteina “completa” ya que contiene aminoacidos
esenciales que los humanos no son capaces de sintetizar (Fukagawa y Yu, 2009). Puede
ser fraccionada electroforéticamente (Cuadro 3) en cuatro fracciones principales, alfa
caseina (as1- y as2-), beta caseina (B-), gamma caseina (y-) y kappa caseina (k-) con

actividad biologica especifica (Miller et al., 2007).

Cuadro 3. Fracciones Proteicas de la leche de Vaca

FRACCIONES CONCENTRACION EN LECHE (G/L)
Proteina total 36

Caseina 29.50
as1- caseina 11.90
as2- caseina 3.10
B — caseina 9.80
K — caseina 3.50
Y — caseina 1.20
Proteinas del Suero 6.30
B- Lactoglobulina 3.20
a- Lactaalbumina sérica 1.20
Seroalbimina 0.40
Inmunoglobulinas 0.80
Proteosa Peptona 1.00
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La aS1-, aS2-, B-, y k-caseina, se producen en diferentes porcentajes. La k- caseina se
encuentra glicosilada con varias moléculas. Parte de la 3-caseina se divide por las enzimas
proteoliticas en y-caseina y proteosa peptona. La aS1-, aS2-, y B- caseinas son
fosfoproteinas que tienen varios grupos fosfato esterificados con restos de serina; esto
facilita que se precipite en presencia de Ca2+, pero la k-caseina la protege para que esto
Nno ocurra en situaciones normales, pero, al exponerlas a la enzima quimosina (cuajo) esta
proteccion termina y la proteina se precipita (Walstra et al., 2006). La diferencia entre las
fracciones de la caseina es la fosforilacion y glicosilacion, asi como la capacidad de

protedlisis.

El suero contiene proteinas disueltas como la B-lactoglobulina (16%) y a- lactoalbamina
(4%); esta ultima contiene altos niveles de triptéfano precursor de la niacina. Otras
proteinas presentes en el suero, en bajas concentraciones, son la seroalbumina, algunas

inmunoglobulinas (e.g. IgA, 1gG, IgM), la lactoferrina y la transferrina (Miller et al., 2007).

Las proteinas presentes en el suero son globulares por lo que son termolabiles (Walstra et
al., 2006). La B-lactoglobulina es la proteina del suero mas concentrada, sus propiedades
quimicas tienden a dominar las propiedades de las proteinas séricas, sobre todo en las
reacciones que ocurren en el tratamiento térmico. Su solubilidad depende del pH y no se

precipita en acidificacion (Walstra et al., 2006).

La a-lactoalbumina tiene funciones de coenzima en la sintesis de lactosa. Es una proteina
pequefia, esférica y compacta no asociada al ién de calcio (Walstra et al., 2006). Tiene un
elevado contenido de triptéfano que actia como precursor de la niacina (Miller et al., 2007).
Las globulinas son glicoproteinas (alfa-globulinas, beta-globulinas y gammaglobulinas
(Walstra et al., 2006)) que pasan a la leche directamente del suero sanguineo por lo que
son variadas para cada raza (Tyler y Ensminger, 2006). Existen diversas clases de
inmunoglobulinas (IgA, IgM, IgD, IgE, 1gG) que son anticuerpos especificos para cada
antigeno, y se encuentran mas concentradas sobre todo en los calostros (Walstra et al.,
2006).
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La lactoferrina es un inhibidor bacteriano que también limita la disponibilidad de hierro
(Fe3+) en la leche, por lo que no resulta ser una fuente suficiente de este mineral para los

nifios lactantes y se complementa en las formulas infantiles (Walstra et al., 2006).

Otras proteinas miscelaneas estan presentes en la leche en muy bajas concentraciones,
sobre todo las provenientes de la membrana del glébulo de grasa (glicoproteinas) (Walstra

et al., 2006), las enzimas y las hormonas.
2.2.4 Proteinas lacteas: caseinas, proteinas del suero y proteinas minoritarias.

En el mundo de la quimica lactea se considera normalmente como proteina lactea a la
suma de todas las moléculas nitrogenadas que se determinan como tales mediante el
método de kjeldahl. Este valor bruto de proteina (contenido total de proteina, cuadro 4) es,
debido a la porcion de nitrogeno no proteico (NNP), demasiado alto. ElI contenido en
proteina pura total de la leche es en promedio un 0.17% menor al contenido total de

proteina.

Cuadro 4. Constituyentes de la leche

FRACCION NITROGENADA VALOR MEDIO (MG PORCION DEL
N/100ML) NITROGENO TOTAL

RANGO DE VARIACION SEGUN KJELDAHL EN

% ( REDONDEADO)

Nitrégeno de Caseina 431 (349-602) 76
Nitrégeno de Proteina de suero 76 (67-110) 14
Nitrégeno de Proteosa Peptona 28(17-46) 5
Nitr6geno no proteico 31 (23-42) 5
Nitrégeno total® 566 (482-770) 100
(@) Los contenidos de nitrdgeno determinados con el método de kjeldahl se transforman, aplicando

factores que dependen del contenido en nitrdgeno de cada proteina, en el contenido
correspondiente de proteina. Para la proteina total de la leche el factor es de 6,38; para el
contenido de NNP de la leche es 3,60. Fuente: Kielwein (1985).
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Cuadro 5. Proteinas lacteas.

PROTEINAS LACTEAS CONTENIDO MEDIO EN % EN
PESO (RANGO DE VARIACION)
Caseinas 2,7 (2,2-3,8)
Proteinas del suero 0,6 (0,5-0,9)
Proteosa-peptona 0,08 (0,05-0,18)

Proteinas de la membrana del glébulo

graso 0,04

Fuente: kielwein (1985), Meisel en: Schlimme (19902).

El nitrégeno no proteico (NNP) engloba al contenido de nitrégeno de aquellos componentes
de la leche que permanecen en disolucion tras el precipitado de las proteinas lacteas

(caseinas, proteinas del suero, proteosa-peptona) con acido tricloroacético al 12%.

La fraccion NNP contiene en promedio el 5% del nitrégeno total de la leche con un rango de

oscilacion del 4-8%.La porcion de NNP supone entre 200-400mg por litro de leche.

Las proteinas lacteas estan constituidas por el grupo que aparece en el cuadro 5 que se

pueden diferenciar en funcién de su precipitabilidad o solubilidad.

. Las caseinas se precipitan mediante acidificacion hasta pH 4,6; las proteinas del suero

permanecen en disolucion en el suero tras la precipitacion de las caseinas.

La funcién primaria de las proteinas con funcion nutricional es el aporte suficiente de
aminoacidos esenciales y de nitrégeno organico. Por investigaciones de (Young y Pellet,
1988), sabemos que la perdida inevitable de nitrégeno, esto es la perdida diaria de
nitrdgeno cuando se ingiere una dieta sin proteinas, es en el hombre (en todo el mundo) de

unos 40 mg por kilogramo de peso corporal.

La ingesta minima de proteina tiene que reemplazar estas pérdidas tanto cuantitativa como
cualitativamente, para equilibrar el balance corporal de nitrégeno. EI metabolismo corporal

diario de una persona sana supone unos 3 0 4 de proteina por kilo de peso corporal. Este
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balance comprende un flujo total diario 500-600 mg de nitrégeno. Segun estos datos la
reutilizacion de amino&cidos en un adulto con un balance fisiolégico-nutricional equilibrado
es de un 90%. Unicamente se oxida un 10% de los aminoacidos. El aporte minimo de
proteinas adecuado para surtir las necesidades fisioldgicas de un adulto es de 0,6 gramos
por kilo de peso corporal. En este valor esta considerada una retencion de los aminoacidos
ingeridos con la dieta “debida a la digestibilidad y resorcion-biodisponibilidad de las

proteinas de la dieta” de un 70%.
2.3 Factores que modifican la produccion y composicion de la leche

La produccion y la composicion de la leche de vaca, son dos aspectos relevantes desde el
punto de vista econdmico, tanto para el productor, como para la industria lechera. La
composicién es fundamental para la valoracion de la leche, debido a que afecta su valor

nutritivo y su dificultad de proceso (Lindmark-Mansson et al., 2003).

Dentro de los factores que influencian la produccién y composicion de la leche, se
encuentran: la raza de la vaca, la etapa de la lactancia, la nutricién, el sistema y nivel de
alimentacion, los cambios estacionales, la frecuencia de ordefio y sistema de ordefio
(Huppertz y Kelly, 2009); aunque también existen fluctuaciones diarias en los animales que
se manifiestan aun cuando todas las condiciones de produccién son constantes (Alais,
2003; LindmarkMansson et al., 2003).

Entender estos factores es fundamental para maximizar la rentabilidad de la unidad de
produccién. De acuerdo con Banks (1987), la manipulacion de la composicion de la leche,
en especial de la grasa y la proteina, puede ser considerada a tres niveles: Cambio en el
contenido del componente, cambio en la produccién del componente y cambio en la

estructura del componente.
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2.3.1 Factores nutricionales

La nutricion es una de las principales herramientas para modificar la produccion y

composicion de la leche en el corto plazo (Brun-Lafleur et al., 2010).

Factores dietarios de particular importancia, incluyen:

R/
A X4

cantidad de forraje consumido
% relacion forraje: concentrado de la racion
% composicion de carbohidratos y lipidos en el concentrado

% consumo total y frecuencia de alimentacion

La proteina y la grasa en leche son los componentes de mayor importancia en los sistemas
actuales de comercializacion; en relacion a éstos la modificacion por medio de la
alimentacion es de 0.5% para proteina, mientras que para la grasa el cambio puede ser de
hasta 3%(Sutton, 1989).

Con respecto a los sélidos no grasos, se ha encontrado que su variacién es paralela a la
variacion del contenido de proteina, pero no de caseina; por consiguiente, el margen de
manipulacion de los solidos no grasos por medio de la alimentacion es limitado (Banks,
1987). Jenkins y McGuire (2006) sefialaron que el contenido de lactosa no puede ser
manipulado con cambios en la dieta, excepto con restricciones muy severas en la
alimentacion. Segun Walsh (1968) la subalimentacion trae consigo una reduccion de 0.2%

en el contenido de sélidos no grasos.

Otros factores, como el contenido de urea en leche, son dependientes del balance
proteina-energia de la dieta; de modo que un incremento en el contenido de proteina en
dieta sin la suficiente fuente de carbohidratos fermentables, ocasiona mayor presencia de
urea en la sangre, y por lo tanto, mayor concentracion de urea en la leche (Eicher et al.,
1999).
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2.3.2 Consumo de energia y proteina

Aunque la produccion de leche puede ser afectada por varios nutrientes de la dieta son la

proteina y la energia los més criticos (Brun-Lafleur et al., 2010).

Algunas investigaciones han demostrado que con un aumento en el consumo de energia,
hay un incremento lineal en la produccién de leche; sin embargo, no hay efecto en la
concentracion de proteina; mientras que para el caso de la grasa, se ha reportado un ligero
decremento. Por su parte, una mejora en el consumo de proteina, promueve un aumento
en produccion de leche; sin embargo, no hay influencia en concentracion de grasa o

proteina (Brun-Lafleur et al., 2010).

Generalmente la concentracion de proteina y caseina incrementan con el aumento del
consumo de energia de la dieta; pese a ello, no se ha observado una alteracion en las
fracciones de caseina. No obstante, varios trabajos (Barber et al., 2005) han demostrado
que las fracciones aS1 y aS2 de caseina, varian en funcién del tipo de fuente de energia

(e.g. granos, aceites) con que se alimenta a los animales.

Con respecto al consumo de proteina, cuando ésta se ofrece por encima de los
requerimientos del animal, la respuesta en composicion de proteina y caseina no tienen
tendencia definida (Barber et al., 2005). Un consumo bajo de proteina y energia, asi como
pobre eficiencia de utilizacidén de la proteina de la dieta, son responsables de un punto de

congelacion de leche alto (Henno et al., 2008).

Animales subalimentados, en balance negativo de energia, normalmente hay una
movilizacion de tejido adiposo, esto trae consigo un cambio en la concentracion de grasa

en leche y composicion de la misma (Palmquist et al., 1993).

El consumo de forraje afecta directamente a la produccion de leche y sus componentes,
por estar directamente relacionado con el consumo de energia y proteina. Dicho consumo,

es a su vez afectado por la calidad, composicién y disponibilidad del forraje.
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En sistemas de pastoreo, el manejo de la carga animal es un aspecto clave que regula el
consumo y calidad de la pastura; cargas altas traen consigo un descenso en el consumo de
forraje por rumiante, en consecuencia hay menor produccion de leche y sus componentes
(Holmes y Wilson, 1989).

Algunos estudios han observado un aumento significativo en las concentraciones de
proteina total y caseina con el incremento en el nivel de forraje ofrecido, mientras que, con
una alimentacion restringida se ha presentado una reduccion en el contenido de proteina
cruda y proteina total, asi como de caseina, en hembras de lactancia temprana y media
(Barber et al., 2005). Cuando se comparan sistemas de produccion (e.g. estabulado vs
pastoreo) se ha encontrado que animales en pastoreo presentan una menor produccion de
leche, asi como menor produccién de grasa y proteina (Bargo et al.,, 2002). Se ha
planteado que estas diferencias probablemente son consecuencia de un cambio en los
requerimientos de energia para mantenimiento, relacionado a la actividad de pastoreo y la
caminata hasta la plataforma de ordefio; incluso, se ha cuantificado que el gasto de energia
en estas actividades es de alrededor 5.4 Mcal d-1 . Considerando que para producir un kg
de leche se necesitan 0.64 Mcal de ENL, estas actividades pueden representar hasta 8.4
kg d-1 de diferencia (Bargo et al., 2002). A pesar que ha sido demostrado que la produccion
de leche en pastoreo es menor que la de animales estabulados, cuando se compara la
composicién de la leche de hembras alimentadas con dieta totalmente mezclada, a la de
pastoreo, ésta Ultima presenta mayor concentracion de acido linoléico conjugado (CLA)
(White et al., 2001).

2.3.3 Consumo y componentes del concentrado

Se ha observado que con un incremento en el consumo de granos (almidon fermentable),
se incrementa la produccién de leche y proteina, pero la concentracion de grasa disminuye
(Palmquist et al., 1993).
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El tipo de grano y el proceso al que éste se somete tiene influencia sobre la produccién de
leche, contenido de grasa y su composicion; sin embargo, el efecto es variable, por
ejemplo, las dietas basadas en cebada reducen la concentracion de grasa en leche, no
obstante, no hay cambio en la estructura de la grasa; en contraste con dietas basadas en
maiz amarillo que produjeron grasa de leche con una baja concentracion de C4:0 pero alta
en C18:1 (Palmquist et al., 1993).

El motivo principal de inclusion de grasa o aceite en el concentrado de la dieta es para
incrementar el consumo de energia y la produccion de leche; no obstante, ha sido
ampliamente aceptado que esta inclusion tiene efectos especificos en la concentracion de

grasa en leche y la composicion de acidos grasos de la grasa de ésta (Sutton, 1989).

Estos efectos se deben parcialmente a la influencia que tiene la grasa en la fermentacion
del rumen; especificamente, la suplementacion con grasa de 6 a 8% de total de la materia
seca (Sutton, 1989), trae consigo un descenso en la digestibn de los carbohidratos
estructurales (fibra). Como consecuencia de esto, hay un cambio en el patrén de formacion
de &cidos grasos volatiles en el rumen, con un incremento en la concentracién de acido

propionico, mientras que los acidos acético y butirico descienden.

Una insuficiencia de acido acético en el rumen puede ser la causa de una severa depresion

de la sintesis de grasa en la glandula mamaria (Palmquist et al., 1993).

Con la adicién de grasa en la dieta, ya sea de granos enteros o aceite, protegida o no para
su degradacion en rumen, se ha observado un descenso de 0.1 a 0.3 unidades
porcentuales de proteina; también existe una disminucion de los solidos no grasos
(DePeters y Cant, 1992; Carroll et al., 2006). De manera similar, el contenido de Nitrrogeno
total en leche y la fraccion de Nitrogeno en caseina descienden conforme se aumenta la
grasa en la dieta (Carroll et al., 2006). Por su parte, Schroeder et al. (2004) observaron que

la concentracion de grasa en leche fue incrementada 5.1% con una suplementacion con
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grasa saturada a animales en pastoreo, mientras que hubo un decremento de 8% en la

concentracion de grasa cuando éstos se suplementaron con grasa insaturada.

Ciertas dietas causan una marcada reduccion en la produccion de grasa de leche en
rumiantes, comunmente conocida como depresion de grasa de la leche o MFD por sus
siglas en inglés; en este sentido, numerosas teorias han sido propuestas para explicar este

fendbmeno (Bauman y Griinari, 2003).

No obstante lo anterior, la teoria mas soportada ha sido la de la biohidrogenaciéon de los
acidos grasos de la dieta en el rumen, la cual establece que bajo ciertas condiciones de la
dieta, las vias de biohidrogenacion en el rumen son alteradas para producir Unicamente
intermediarios de acidos grasos que inhiben la sintesis de grasa en leche. Dentro de estos
intermediarios se encuentran los isémeros trans-10 y cis-12 del &cido linoléico conjugado
(Bauman y Griinari, 2003). Con base en lo anterior, la suplementacion de aceites
insaturados de origen animal o vegetal ricos en &cido linoléico conjugado es una forma

potencial de causar la depresion de grasa en la leche.
2.3.4 Relacién forraje concentrado

La relacion forraje: concentrado de la dieta esta estrechamente relacionada con el cambio
de concentracion y consumo de energia; usualmente una reduccion de la relacion forraje:
concentrado causa una caida de la concentracion de grasa en leche (Sutton, 1989), sin
embargo, el contenido de proteina y la produccion de leche se incrementan (DePeters y
Cant, 1992).

Varias investigaciones (Sutton, 1989; DePeters y Cant, 1992) han encontrado que con una
relacion forraje: concentrado 50:50 no hay cambio en el contenido de proteina, caseina y
grasa; sin embargo, una reduccién de esta relacion trae consigo cambios significativos en

produccion y componentes de la leche.

La presencia de una cantidad determinada de forraje en la dieta de la vaca lechera, es

principalmente para mantener un ambiente ruminal saludable; en especifico para mantener
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un pH ruminal adecuado a través del estimulo de la masticacion y salivacion, la cual tiene
efecto buffer, ademas de ayudar a mantener un nivel aceptable de grasa en leche (Sutton,
1989).

2.4 Factores no nutricionales
2.4.1 Raza

La habilidad para producir leche, grasa, y solidos no grasos, son caracteristicas heredables
gue presentan variacion entre razas y entre individuos de la misma raza. En general, con
una disminucion de la produccién de leche, el contenido de grasa se incrementa de
acuerdo con la raza del animal, por ejemplo para vacas: Holstein, Pardo Suizo, Ayrshire,
Guernsey y Jersey; la variacién en el contenido de grasa va de 2.6 a 6% en Holstein,
mientras que para Jersey se ha reportado que ésta va de 3.3 a 8% (Tyler y Ensminger,
2006).

La produccion de leche actual y corregida al 4% de grasa, es mayor en la raza Holstein,
respecto a Jersey y Pardo Suizo; esta tendencia también se observa para la produccion de
grasa, proteina y sélidos no grasos; mientras que el contenido total de N, nitrégeno no
proteico y urea en leche, asi como la concentraciones de Ca, Na, K, Mg y P no difieren

entre razas (Carroll et al., 2006).

La raza también influye en el pico de produccion diaria de lactosa, proteina y grasa, asi
como en el dia en que se alcanza el pico de produccion de grasa y proteina (Hickson et al.,
2006).

Henno et al. (2008) encontraron que la raza tiene efecto (p<0.05) en el punto de
congelacion de la leche (rango -0.520 a -0.530 °C) siendo las vacas de la raza Holstein las
gue presentan el valor mas alto respecto a razas nativas. En cuanto a la concentracion de
acidos grasos, se ha encontrado que la leche de vacas Holstein es alta en &cido linoléico
conjugado, C16:1, C18:1 y baja en C6:0, C8:0, C10:0, C12:0 y C14.0, respecto a Jersey
(White et al., 2001).
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2.4.2 Diferenciacion celular

A pesar de que se ha sefalado que la produccion y composicion de la leche son
dependientes de la alimentacion (Brun-Lafleur et al., 2010), y de la raza (Tyler y Ensminger,
2006), se ha demostrado que el niumero de células secretoras de leche y su actividad son
las que determinan la forma y la curva de lactancia. En un estudio en el que se dio
seguimiento a la lactancia en mamiferos, se encontré que el niumero de células secretoras
es mayor al inicio de la lactancia, aunque la produccion de leche es baja, no obstante, la
produccion de leche por célula se incrementa significativamente hasta el pico de lactancia y
entonces se mantiene constante. Se ha propuesto la hipotesis de que este incremento se
deriva de la diferenciacion celular, mientras que, la disminucién en produccion de leche
después del pico de produccion, probablemente es resultado de la muerte de células
secretoras por apoptosis y no por pérdida de actividad secretora (Svennersten-Sjaunja y
Olsson, 2005).

Factores tales como la nutricién, el estrés oxidativo impuesto por la alimentacion, y
hormonas reproductivas como estradiol y progesterona, ademas de la frecuencia de
ordefio, regulan la muerte celular programada (apoptosis) de las células secretoras; este
proceso es un factor clave en la dindmica celular y con ello la persistencia de la lactancia

puede ser modificada (SvennerstenSjaunja y Olsson, 2005).
2.4.3 Frecuencia de ordefio

Se ha demostrado que con un aumento en la frecuencia de ordefio es posible incrementar
la produccion de leche de 10 a 15%. Esta mejora es atribuida a la frecuente remocién de la
glicoproteina FIL (Factor inhibidor de la lactancia), la cual es producida en las células
epiteliales, y tiene efectos negativos en el nUmero de células secretoras; por ello una mayor
remocion de esta proteina (ordefio) promueve la proliferacién de células secretoras y como

consecuencia una mayor produccion de leche (Svennersten-Sjaunja y Olsson, 2005).
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Hickson et al. (2006) reportaron que la frecuencia (tres veces, al dia) de ordefio afecta la
produccion total de leche, asi como produccion diaria y los dias transcurridos desde el parto
hasta que se alcanza el pico de produccién de lactosa, proteina y grasa. Estos autores
también encontraron que la persistencia de la curva de lactancia se mejora con dos

ordefas diarias.
2.4.4 Numero de partos

El nimero de lactancia o parto esta estrechamente relacionado con la edad del animal.
Cuando alcanzan su madurez y maxima produccion de leche en mamiferos rumiantes es
alrededor de los seis afios de edad, después su produccion declina; este efecto también ha
sido notado para la produccién de grasa (Tyler y Ensminger, 2006). Por su parte, el
contenido de grasa en leche decrece alrededor de 0.2 unidades porcentuales de la primera

a la sexta lactancia (Walsh, 1968).

Para el caso de los sdlidos no grasos, el impacto del nimero de lactancia es mayor: el
decremento en su concentracion de la primera a la quinta lactancia va de 0.06 a 0.08% por
cada lactancia. Esta caida esta ligada a un descenso en contenido de lactosa, y no de
proteina, ya que esta ultima desciende sélo 0.08% de la primera a la quinta lactancia
(Walsh, 1968).

(Svennersten-Sjaunja y Olsson, 2005) mencionaron que el numero de parto afecta la
persistencia de la lactancia; en relacion con lo anterior, rumiantes de primer parto presentan
una persistencia mayor que hembras multiparas. Conforme se incrementa el nimero de
parto el contenido de caseina en leche disminuye; mientras que la proteina alcanza su

maximo en animales de 3 afios de edad, después declina (DePeters y Cant, 1992).
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2.4.5 Epoca del afio y efecto de hato

El porcentaje de grasa en leche varia de 0.3 a 0.5% con la estacién del afio, es alta en
invierno y cae en primavera y verano (Tyler y Ensminger, 2006). Los s6lidos no grasos
también presentan variacion estacional, con el porcentaje mas bajo en primavera y verano
(Tyler y Ensminger, 2006). Este efecto ha sido reafirmado por (Ozrenk y Sekul, 2008)
quienes encontraron que existe variacion estacional significativa para el contenido de
proteina, sélidos totales, grasa y acidez titllable; con porcentajes altos de grasa, proteina 'y

sélidos totales en invierno y bajos durante el verano.

Respecto al efecto del hato sobre la produccion y composiciéon de la leche, se ha
puntualizado que muchas de las diferencias encontradas son atribuibles a la raza, al
potencial genético de los animales, la edad, la etapa de la lactancia y la presencia de
enfermedades como mastitis. Para el caso de los solidos no grasos, se encontré que la
edad, la etapa de la lactancia, la raza y el conteo de células sométicas explican el 70% de

la variacion entre hatos en sélidos no grasos (Walsh, 1968).
2.4.6 Enfermedades

La mastitis es una enfermedad que tiene impacto en la composicién de la leche. En vacas
afectadas hay una reduccién en el contenido de caseina, mientras que la proteina de suero
de la leche se incrementa (DePeters y Cant, 1992). Otros estudios encontraron que con
una infeccion bacteriana en la ubre, hay una disminucion en la produccion de leche,
también baja el contenido de grasa, sélidos no grasos, lactosa y caseina, mientras que hay

un aumento de agua, nitrogeno total, albuminas y globulinas (Walsh, 1968).

Se ha observado que la incidencia de acidosis ruminal subaguda en ganado estabulado
fue de 0.3% a través de la lactancia y es mayor en el primer mes posparto. En vacas

afectadas de acidosis se ha notado un descenso en la produccion de leche de 3 kg vaca-1
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dia-1, también se encontré6 una disminucién en la concentracion de grasa y proteina
(Krause y Oetzel, 2006).

2.5 Métodos de hidrolisis en la leche
2.5.1 Hidrolisis acido- base

En la hidrolisis acido-base el agua se divide en el ion hidroxilo OH y un ion H* (el cual es
inmediatamente hidratado para formar elion hidronio H;O"). Esta reaccién sucede
espontaneamente en agua pura, y en el equilibrio la concentracion de iones hidronio en
agua es [H30"] = 1 x 107’ M. Esta es también la concentracién de iones hidroxilo puesto
gue cada molécula de agua que se divide genera un hidroxilo y un hidronio. Dicho equilibrio

se denomina auto protolisis.

La adicién de algunas sustancias al agua, por ejemplo una sal, modifica el equilibrio.* Al ser
disueltos en agua, los iones constituyentes de una sal se combinan con los iones hidronio,
hidroxilo, 0 ambos, procedentes de la disociacién del agua. Al consumirse estos iones se

modifican su concentracion y, como consecuencia, se modifica el valor del pH.

Los iones A", BH' procedentes de acidos débiles AH, bases débiles B o sales AB se
hidrolizan por accién del agua, dependiendo el grado de la reaccion de la debilidad del
acido o de la base, y la solubilidad de la sal; los iones procedentes de &acidos o bases
fuertes no se hidrolizan apreciablemente. Tanto la reaccion como su constante de
equilibrio se pueden obtener por combinacién de la reaccion acido-base con la reacciéon de
auto protolisis del agua. Asi, las sales obtenidas a partir de acidos y bases fuertes no se
hidrolizan, las obtenidas a partir de acidos y bases débiles se hidrolizan de forma que el pH
depende de las dos constantes, y en las obtenidas a partir de una combinacion de acido y

base en las que solo uno es fuerte, seré el fuerte el que determine el pH.

2.5.2 Hidrolisis en quimica organica
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En quimica orgénica, la hidrdlisis se presenta como la reaccion opuesta a la condensacion.
En este contexto una molécula organica y el agua reaccionan rompiendo un enlace
covalente para formar dos moléculas organicas con grupos funcionales que incluyen los
atomos de la molécula de agua. En general se requiere afiadir acidos o bases fuertes para

catalizar la hidroélisis.

2.5.3 Hidrdlisis de amidas y ésteres

La hidrolisis de amidas y ésteres ocurre cuando un nucledfilo, el agua o el ion hidréxido,
ataca al carbono del grupo carbonilo del éster o la amida. En una base acuosa, los iones
hidréxido son mejores nucledfilos que las moléculas polares como el agua. En un acido, el
grupo carbonilo se protona, facilitando el ataque nucleofilico. Dado que una amida resulta
de la condensacion de una aminay un acido carboxilico, la hidrélisis de la amida genera
dicha amina y dicho acido. Para los ésteres, resultado de la condensacién de un &cido
carboxilico y un alcohol, se obtiene igual el &cido y el alcohol:

Uno de los ejemplos mas antiguos de hidrdlisis es la saponificacién, en la que la hidrélisis
basica de un triglicérido (una molécula con grupos éster) genera glicerol (un alcohol) y
acidos grasos (carboxilicos). Estos acidos reaccionan a su vez con la base de la disolucion

generando sales organicas conocidas como jabones.

2.6 Cuantificacién de proteinas, por el método de Biuret.

Determinar la concentracion de proteinas en una muestra biolégica es una técnica de rutina
basica cuando se aborda un esquema de purificacion de una proteina concreta, cuando se
quiere conocer la actividad especifica de una preparacion enziméatica, para el diagndéstico
de enfermedades, asi como para muchos otros propdésitos. Existen diferentes métodos para
la cuantificacion de proteinas. Muchos de estos métodos se basan en: a) la propiedad
intrinseca de las proteinas para absorber luz en el UV, b) para la formacion de derivados
quimicos, o c¢) la capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos colorantes (Segal,
2005).
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La reaccion de Biuret es una reaccion coloreada (violeta) debida a la formacién de un
complejo de Cu en un medio alcalino en compuestos que poseen mas de un enlace

peptidico, como las proteinas (Cambell et al, 2006):

H,N CO NH —-00—an biuret
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- -
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Figura 3: Reaccion de Biuret

La curva de patron es un método de quimica analitica empleado para medir la
concentracion de una sustancia en una muestra por comparacion con una serie de
elementos de concentracion conocida. Se basa en la existencia de una relacion en principio
lineal entre un caracter medible (por ejemplo la absorbancia en los enfoques de
espectrofotometria) y la variable a determinar (la concentracion). Para ello, se efectian
diluciones de unas muestras de contenido conocido y se produce su lectura y el
consiguiente establecimiento de una funcion matematica que relacione ambas; después, se
lee el mismo caracter en la muestra problema y, mediante la sustitucion de la variable

independiente de esa funcion, se obtiene la concentracién de esta. Se dice pues que la
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respuesta de la muestra puede cuantificarse y, empleando la curva patron, se puede
interpolar el dato de la muestra problema hasta encontrar la concentracion (Harris, 2003)

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Animales y ubicacién

Se utilizaron 5 vacas lecheras de la raza Holstein (pertenecientes al establo lechero en la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro), clinicamente sanas, manejadas en un
establo, con uso de cercos de metal. Las cuales contaban con una alimentacion

principalmente constituidas por alfalfa y presencia de otras gramineas.

Ademas se emplearon cabras resultado de la cruza entre la raza Saanen-Alpina,
clinicamente sanas, manejadas en un corral, utilizando barrotes de madera como cerca
(ubicadas ejido la Encantada) con una alimentacion a base de concentrado para caprinos,
y algunos granos.

Los hatos muestreados se localizaron en dos areas geograficas del altiplano mexicano, en
el Estado de Saltillo Coahuila. En la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro se
muestrearon los hatos de produccion de leche de vaca. En el ejido la Encantada se
muestred el hato de produccién de leche caprina. En ambos sistemas de produccion se
muestrearon distintos animales; vacas (Holstein) y (cabras Saanen — Alpina) El nUmero de

animales de cada genotipo en cada uno de los hatos se presenta en el (Cuadro 6).

Cuadro 6. Numero y genotipo de Animales empleados en el estudio.

GRUPO GENETICO ESTABULADO UAAAN ESTABULADO LA
ENCANTADA
Vaca Holstein 180 (5) 0 (0)
Cabra 0 (0) 12 (5)
Total 180 12
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! Entre paréntesis el nimero de muestras de leche colectadas para analisis durante el
periodo de estudio. Cuadro 6. Numero y genotipo de Animales empleados en el estudio.

Las unidades de produccién de leche de vaca en estabulacion en el Estado de Saltillo se
ubican dentro del complejo de la Granja Experimental de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, Estado de Coahuila, y cuyas coordenadas geograficas son 25° 21 20 de
latitud norte y 101° 01 30" de longitud oeste. El clima, en el invierno existe frio seco y puede

llegar a nevar.

El verano, histéricamente era de calor moderado; recientemente se ha incrementado hasta
alcanzar temperaturas de 38°C. Las precipitaciones son escasas. El clima en el municipio

es del subtipo seco semicalido, con una temperatura media anual de 14 a 18°C.

La produccién de leche de cabra en estabulacién en el ejido la Encantada, se encuentra
ubicado en el libramiento norponiente de Saltillo, con unas coordenadas de 25°42 - 25°48
latitud norte y 99° 14 -99°10 longitud oeste, cuyas coordenadas geogréficas son 25° 21 20
de latitud norte y 101° 01 30 de longitud oeste. El clima, en el invierno existe frio seco y
puede llegar a nevar. El verano, ha incrementado hasta alcanzar temperaturas de 40°C.
Las precipitaciones son escasas. El clima en el municipio es del subtipo seco semicalido,

con una temperatura media anual de 12 a 20°C.

3.2 Toma de muestras de leche

En cada uno de los hatos analizados, se colectaron muestras de leche de vacas (Holstein)
individuales durante los ordefios de la mafiana. Cada dos dias, durante una semana, en los
horarios de 6:00 am y 15:00 pm. Mientras que para el hato en estabulacion de leche de
cabra fue alas 8:00 am y a las 11:00 pm. Las muestras de leche se colectaron en viales de
plastico de 500 mL sin contenido de conservadores. Los viales se llenaron directamente de

los medidores de leche (tipo Waikato) en el caso de las vacas UAAAN; en cuestion de
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cabras (Saanen — Alpina) la toma de muestra fue concisamente de la ubre del rumiante,

cada 48 horas, y fue contenida en botellas de plastico sin refrigeracion.

3.3 Método de hidrolisis

Se evaluaron tres métodos de hidrolisis proteica en la leche, los cuales se describe a

continuacion:
3.3.1Hidrolisis Quimica

Utilizando 10ml de los dos distintos tipos de leche, se dio inicio a la hidrolisis quimica;
fueron agregados 4 gramos de acido citrico, posteriormente se homogenizaron las
muestras y se mantuvieron a temperatura ambiente por 30 minutos, para luego determinar

su analisis posterior.
3.3.2 Hidrolisis Fisica (proceso térmico)
3.3.2.1 Esterilizacion:

Se recolectaron 10ml de leche (cabra y vaca) en un matraz de 100ml, y se sometieron a un
proceso térmico, utilizando una autoclave, a 121°C, con una atmosfera y 15lbs de presion.

Finalmente las muestras se refrigeraron para siguientes investigaciones.
3.3.2.2 Microondas:

En un microondas (Samsung Microondas de conveccion MWF600G con sensor IR, 32 1)
con la tecnologia Slim Fry de Samsung, que combina la funcion del grill con circulacion de
aire caliente; se calentaron 10 ml de leche (ambas muestras) de manera individual, por 2
minutos, al momento de precipitar se mantuvieron a temperatura ambiente, para analisis

posteriores.

3.4 Andlisis Microbiolégico
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Se evaluo la calidad e inocuidad de la leche cruda, de ambas muestras, identificando los
riesgos microbiol6gicos. La metodologia consistio en recolectar muestras en dos etapas: en
la primera, leche de vacas (Bos Taurus) en el maximo nivel de produccion; en la segunda,

cabras (Saanen — Alpina)

Cada una de las muestras de leche fueron homogenizadas. Posteriormente se tomaron 10
ml de leche y cada una de las muestras se mezclé con 90ml de agua destilada estéril;
seguido de esto se realizaron diluciones decuples seriadas, transfiriendo 1 ml de la dilucién
inicial a 9 ml de agua destilada estéril hasta la dilucién 1078,

Una vez terminadas las diluciones, se utilizo la técnica de siembra por barrido en la cual se
depositaron 100 pl de cada dilucion en la superficie de una placa de agar Nutritivo para
cuenta en placa. Permanecieron en incubacion durante 24 horas a 32 °C. Transcurrido este
tiempo se reviso el crecimiento de colonias bacterianas en cada una de las diluciones (con

distintos tratamientos).

Los cultivos fueron examinados para identificar la morfologia macroscépica de las colonias
desarrolladas y estimar su namero relativo, de acuerdo con el nimero de cuadrantes del
agar donde se observé crecimiento bacteriano. Se obtuvo un promedio de las colonias, y se

realizé el célculo para obtener el nUmero de colonias bacterianas presentes por ml de

muestra.
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Figura 4. Materiales utilizados para el andlisis microbioldgico
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3.5 Andlisis de determinacion de proteina por el método de Kjeldahl

Se pesaron .05ml de muestra de leche, (se colocaron en un matraz kjeldahl de

100ml), fueron agregados 4ml de solucion digestora

El matraz fue dejado en el digestor micro — kjeldahl y se calenté hasta que hubo
un viraje claro, e inmediatamente seguido de este, “un color azul” después de esto
la muestra digerida se dejé enfriar. Posteriormente se adicionaron 30ml de

solucion de H3BO3 y 3 gotas de indicador en un vaso de 100 ml.

Fue colocado el Erlenmeyer en el destilador con un extremo sumergido en la
solucion. El contenido fue vaciado en un matraz kjeldahl dentro del destilador, se
enjuago con agua destilada. Fueron afiadidos 15ml aproximadamente de una
solucién concentrada de NaOH (o una cantidad suficiente para hacer alcalino el
contenido). Se destilo el amoniaco hasta que se pudo observar al viraje del
indicador, el contenido del matraz se tituld con una solucién valorada de H,SO4

0.255 N. Por ultimo se calculd el porcentaje del contenido de N de la muestra.
3.6 Andlisis de determinacién de proteina por el método de Biuret.

Fueron colocados 10ml de leche en un vaso de precipitado, posteriormente fueron
titulados con hidroxido de sodio, utilizando fenolftaleina, como indicador. Se
obtuvo un viraje ligero a un tono rosado. Finalmente se calculd el porcentaje e

proteinas utilizando la formula correspondiente.

Ademas del contenido proteico, seguido de este procedimiento; se analizaron

factores como el Ph (utilizando un potenciometro).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Métodos de Hidrolisis
4.1.1 Efectos del tratamiento térmico sobre la leche (Hidrolisis Fisica)

Mediante la aplicaciébn de dos métodos distintos (esterilizado y microondas) se
observdé que no existe una diferencia significativa en el contenido de proteina
hidrolizada; sin embargo, la aplicacion de calor en la leche implica numerosas
consecuencias, como modificaciones de la estabilidad de la solucién coloidal y de
la emulsion grasa, color y sabor, ademas de sus correspondientes repercusiones

nutricionales.

El comportamiento de la leche sometida a calentamiento es funcidén no solamente
de la temperatura alcanzada sino también de la duracion del calentamiento.
Cuando la leche se calienta tienen lugar una serie de reacciones importantes: Las
caseinas se disocian de las micelas (Kudo, 1980; Aoki y Kako, 1983; Dalgleigh y
col. 1987), ademas se producen interacciones entre las proteinas séricas y la ic-
caseina de la superficie de las micelas (Sawyer, 1969). Este conjunto de
reacciones pueden afectar al comportamiento del fosfato calcico micelar y
precipitar el suero (Dalgleish, 1989).

4.1.2 Efectos del tratamiento quimico sobre la leche (Hidrolisis Quimica)

El resultado que se obtuvo del hidrolizado quimico, utilizando acido citrico no tuvo
diferencias significativas con respecto al control, en comparacion con los
hidrolizados fisicos. Se utiliz6 acido citrico ya que el pH disminuye como
consecuencia de la ruptura de la lactosa dando lugar a formas acidas (Gould,
1948). Las caseinas se desfosforilan parcial o totalmente (Belec y Jenness, 1962).
El &cido citrico es muy apreciado por su sabor amargo, se le atribuye la capacidad
de actuar como un amortiguador del pH. Se encuentra presente como uno de los
aditivos mas utilizados por la industria alimentaria, buen conservante y

antioxidante natural; en el organismo humano el 4cido citrico ingerido se incorpora
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al metabolismo normal, degradandose totalmente y produciendo energia en una
proporcion comparable a los azucares. Es perfectamente inocuo a cualquier dosis

concebiblemente presente en un alimento
4.2 Microbiologico

En el andlisis bacteriol6gico general de leche se realizd un conteo de bacterias y el
resultado obtenido fueron cantidades por encima del limite permitido por la NOM-
243-SSA1-2010. En la figura 5 y 6 se puede observar que el nuamero de
microorganismos fue variando conforme pasaba el tiempo. Los datos obtenidos en
este trabajo son mayores que lo que reporta la norma oficial mexicana lo cual
puede ser debido al mal manejo de las muestras desde el ordefio (ya que los
pastores no estan capacitados) hasta el almacenaje y distribucién de la leche.
Ademas se puede apreciar claramente que resulto ser mas efectivo el tratamiento
térmico por microondas, reduciendo un ciclo logaritmico la carga microbiana nativa

de la leche de cabra.

80.000.000.000
70.000.000.000
60.000.000.000
50.000.000.000

Esterilizado
40.000.000.000

B Microondas
30.000.000.000 B Acido
20.000.000.000

10.000.000.000

Figura 5. Estudio microbiologico comparativo de 3 métodos de hidrdlisis en leche de cabra.
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En la figura 6 se puede observar que el proceso térmico por esterilizacion resulto
ser menos efectivo para eliminar a los microorganismos acido-lacticos presentes,
ya que empleando acido citrico se observa una reduccion de hasta 1 ciclo
logaritmico. Haciendo comparacion final de cada uno de los tres tratamientos
utilizados, se puede decir que resulté ser mas efectivo para muestras de leche de
vaca, la adicion de &acido citrico, reduciendo un ciclo logaritmico la carga

microbiana.

40.000.000.000 -+
35.000.000.000 -
30.000.000.000 -
25.000.000.000 -

Esterilizado

20.000.000.000 - .
H Microondas

15.000.000.000 - M Acido
10.000.000.000 -

5.000.000.000 -

Nl "H "H W " N
1 2 3 4 5

Figura 6. Estudio microbiologico comparativo de 3 métodos de hidrolisis en leche de vaca.

Haciendo una comparacion de los dos tipos de leche, observamos que en el caso
de la leche de cabra tuvo mejores resultados la aplicacion de un tratamiento
térmico (esterilizado), ya que al igual a las muestras de leche de vaca, se logro

reducir un ciclo logaritmico en el crecimiento bacteriano.
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En los cuadros 7 y 8 se presentan los datos obtenidos del crecimiento microbiano
empleando los 3 métodos de hidrolisis; donde se observa que la carga
microbiana es menor en la leche de cabra lo cual puede ser debido a las malas
practicas de manejo e higiene que se tiene tanto en el producto, asi como con el
animal. Haciendo énfasis en cuanto a los resultados ya mencionados se pude
decir claramente que menor crecimiento microbiano la leche de cabra en
comparacion a la leche de vaca, haciendo resaltar que las cabras muestreadas
mostraron mejor calidad a pesar que se encuentran estabuladas en condiciones
deplorables e incluso llegan ser alimentadas en medio extensivo. Las vacas por
otra parte mostraron indices bacterioldgicos mas altos, se encuentran estabuladas
en el establo universitario, nos muestra claramente que se estan desarrollando
malas précticas de higiene tanto en el animal como en la toma e muestra, incluso
con la higiene del humano, como por ejemplo, mala ordefia, ubres sucias e

infectadas, llenas de excremento y tierra.

Cuadro 7. Microorganismos presentes en leche de cabra en UFC/ml

UFC/ml
TRATAMIENTO 1 | TRATAMIENTO 2 | TRATAMIENTO 3
Tiempo Esterilizado Microondas Acido

Muestreo 1 0 3,000,000,000 5,600,000,000 20,000,000,000
Muestreo 2 48 69,000,000,000 21,000,000,000 40,000,000,000
Muestreo 3 72 1,270,000,000 1,320,000,000 1,030,000,000
Muestreo 4 96 26,000,000,000 28,000,000,000 40,000,000,000
Muestreo 5 120 300,000,000 330,000,000 200,000,000
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Cuadro 8. Microorganismos presentes en leche de cabra en UFC/ml

UFC/ml
TRATAMIENTO 1 | TRATAMIENTO 2 | TRATAMIENTO 3
Tiempo Esterilizado Microondas Acido
Muestreo 1 0 35,000,000,000 3,000,000,000 2,000,000,000
Muestreo 2 48 35,000,000,000 3,800,000,000 2,000,000,000
Muestreo 3 72 20,000,000,000 3,700,000,000 1,270,000,000
Muestreo 4 96 20,000,000,000 3,900,000,000 2,000,000,000
Muestreo 5 120 20,000,000,000 3,100,000,000 1,020,000,000

En el cuadro 9 se presentan las morfologias de los microorganismos cultivados,
observando que se obtuvieron 8 cepas diferentes en cuanto a sus caracteristicas
macroscopicas. De las cuales 4 fueron bacterias y 4 hongos (incluyendo
filamentosos y mohos algodonosos). Los hongos cultivados sugieren una
contaminacion en la leche por la manipulacion, almacenaje, malas practicas de

manufactura, etc.
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Cuadro 9 .Morfologia macroscopica de microorganismos cultivados en leche de

cabra y vaca.
Colonia Color Forma Margen y/o Elevacién
Borde
1 Hongos Blanquecino Rizoide lobulado y Umbilicada
filamentosos estriados
2 Hongo Blanco Circular Liso Plana
filamentoso
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3 Bacterias Blanco-mate Circular o Liso Plana
Puntiformes

4 Mohos Blanco con beige Granular Lobulado y Plana
algodonosos arrizado

5 Bacterias Beige con tonos Irregular Dentado Plana
rosados
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6 Bacterias Amarrillo, rosa, Puntiforme Bordes Convexa
verde y beige redondeados
7 Hongo Blanco Rizoide Lobulado y Plana
filamentoso filamentoso
8 Bacteria Amarillo brillante Plana Dentado Plana
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4.3 Determinacion de proteina por el método de kjeldahl

Los resultados que se obtuvieron tras haber finalizado con el método de kjeldahl,
fueron calculados utilizando la férmula: factor de conversion para pasar de
contenido de nitrégeno a contenido de proteina cruda, utilizando como factor
(6.38).

El analisis de proteinas mostré que no existe diferencia significativa en cuanto al
contenido de proteina, en muestras de leche de vaca y cabra, ya que en ambas

muestras se obtuvieron valores de 29.029%.

Algunos estudios han observado un aumento significativo en las concentraciones
de proteina total y caseina con el incremento en el nivel de forraje ofrecido,
mientras que, con una alimentacion restringida se ha presentado una reduccion en
el contenido de proteina cruda y proteina total, asi como de caseina, en vacas en
lactancia temprana y media (Barber et al., 2005). Cuando se comparan sistemas
de produccion (e.g. estabulado vs pastoreo) se ha encontrado que animales en
pastoreo presentan una menor produccion de leche, asi como menor produccién

de grasa y proteina (Bargo et al., 2002).
4.3.1 Determinacion de proteina por el método de Biuret.

Con el método Biuret se determind la concentracion de proteina en distintas
muestras de leche, haciendo a la vez una serie de aspectos analiticos, sencillos
como la determinacion de Acidez la cual no muestra una diferencia significativa, si
es del mismo origen; sin embargo al comparar el grado de acidez de leche de
vaca contra leche de cabra, se nota una leve diferencia, teniendo menos acidez la

leche de cabra, de acuerdo a el procedimiento realizado (figura 7).
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Figura 7. Comparacion grafica de porcentaje de acidez en ambas muestras

En cuanto al pH se obtuvieron resultados muy similares en los dos tipos de leche
ya que las muestras se tomaban directamente de la ordefia. En cuanto a la leche
de vaca se refiere, después de la ordefia se refrigeraba de inmediato y en el caso

de la leche de cabra no recibia ningun tratamiento alternativo como medida
preventiva (Figura 8).
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Figura 8. Comparacion grafica de pH obtenido en amabas muestras

Los Grados Dornic “grados Dornic” (°D) que corresponde al volumen de solucion
de hidréxido de sodio N/9 utilizada para titular 10 ml de leche en presencia de
fenolftaleina. Este resultado expresa el contenido en &cido lactico. Un grado
Dornic equivale a 0,1 g/l de acido lactico 6 0,01% en gramos de &cido lactico por
litro o por kilogramo. Si se utiliza hidréxido de sodio N/9 con 10 ml de leche, el
volumen de reactivo en ml da directamente el resultado, calculado a partir de 2
tipos diferentes de leche; se puede apreciar claramente en el grafico que los
grados Dornic dependen basicamente del grado de acidez contenido en la
muestra. Es por eso que no se muestran cambios significativos por lo contrario
dependientes y muy similares al porcentaje de acidez, lo cual indica que no hay
proliferacion de bacterias acido-lacticas, debido a que como es bien conocido los

métodos de hidrolisis son métodos de conservacion en alimentos (figura 9).
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Figura 9. Comparacion grafica de °Dornic, presentes en ambas muestras

Grafico de porcentaje en caseina encontrado en la leche; determinado a través de
la prueba de Biuret donde nos muestra que el contenido de caseinas presentes en
la leche tiene una variacion insignificante, manteniéndose dentro de un margen
gue va desde un 4 hasta un 6%. Esto indica que se encuentran dentro del rango
establecido, pues estudios anteriores demuestran que el contenido de caseina
presente en mamiferos rumiantes es de un 5% teniendo en cuenta las distintas

variantes (figura 10).
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Figura 10. Comparacion gréfica del contenido en porcentaje de caseina

En los datos obtenidos del contenido total proteico, se puede apreciar que la
leche de vaca tiene un contenido proteico mas alto, en comparacion de la leche de

cabra, mostrando la curva, siempre constante (figura 11).
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Figura 11. Comparacion grafica de contenido proteico en los dos tipos de leche
evaluados

Se puede apreciar que los porcentajes de proteina obtenidos en ambas muestras

de leche, no presentan una diferencia significativa.
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5. CONCLUSIONES

Se logré realizar un estudio comparativo de la composicion quimica en dos

tipos de leche (Cabra y Vaca) empleando 3 métodos de hidrolisis proteica-

La estimacion del porcentaje de proteinas presentes en leche de cabra resulto

funcionar mejor con un método de hidrolisis fisica (microondas).

Comparando los andlisis de determinacion proteica utilizados en esta
investigacién, se puede decir que es mas confiable el método de kjeldahl, que

el de Biuret, este ultimo tiende a ser menos preciso en cuanto a sus resultados.

En cuanto al estudio microbiolégico se obtuvieron niveles encima de lo
permitido por la NOM-243-SSA1-2010 -

A pesar de la fama ya existente que habla de buenas préacticas de higiene y
manufactura, en la leche producida dentro del establo universitario UAAAN, se
demostré que tiene altos contenido microbiano en comparacion con la leche

producida en un establo externo y con menor infraestructura.

.Es necesario encaminar al personal que labora en todo el proceso lacteo hacia
las buenas practicas de higiene y manufactura para disminuir las cargas
microbianas, cumplir con las normas establecidas y asegurar la salud del

consumidor.
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