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Abstract

K-casein is one of the most important milk proteins by their relationship
to traits associated with the cheese production. Therefore, the aim of this
study was to determine the relationship between some production traits
and kappa casein content in the milk of cows in eight herds from Pereira,
Risaralda. 48 milk samples from cows were analysed for k-casein con-
tent by polyacrylamide gel electrophoresis in one dimension (SDS-PAGE
Triazine) and were taken the effect of the breed, the supplementation, cal-
ving number, days in milk and milk yield. The information was evaluated
using a generalized linear model using R software with agricolae and car
libraries (R Core Team). The mean of k-casein was 3.55 g/L and the coeffi-
cient of variation was 19.3%, the coefficient of variation for milk production
was 40.3%. The traits evaluated was only significant (p<0.05) the type of
supplementation and. Was found, an inverse relation of k-casein with the
number of calving, although it was not significant, this may be due to num-
ber of calving it is indicative of the age of the cow and the racial component
of the generation.

Keywords: dairy Cattle, electrophoresis quantification, k-casein quantifica-
tion.

Resumen

La k-caseina es una de las proteinas mas importantes de la leche por su
relacién con diferentes caracteristicas asociadas a la produccion de que-
sos. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar la relacién
entre algunas caracteristicas productivas y el contenido de kappa caseina
de la leche de vacas en ocho hatos del Municipio de Pereira, Risaralda.
Para esto, se tomaron muestras de leche de 48 vacas de diferente tipo
racial, las que se les determind el contenido de k-caseina mediante elec-
troforesis en gel de poliacrilamida en una dimensién (Triacina SDS-PAGE)
y se determind el efecto que ejerce el grupo racial, el tipo de suplementa-
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cion, el niumero de parto, los dias en lactancia, y el volumen de leche producido. La
informacion fue evaluada mediante un modelo lineal generalizado, usando el soft-
ware R mediante las librerias agricolae y car (R Core Team). Se encontré un valor
medio de k-caseina de 3,55 g/L y un coeficiente de variacion del 19,3%, el coeficiente
de variacioén para la produccién de leche fue de 40,3%. De los caracteres evaluadas
solo fue significativo (p<0,05) el tipo de suplementacion. Ademas, se encontrd una
relacién inversa entre el contenido de k-caseina con el nimero de parto, aunque no
fue significativa, esto se puede deber a que el nimero de partos es un indicativo de
la edad de la vaca y el componente racial de la generacion.

Palabras clave: cuantificacion de k-caseina, ganado lechero, proteinas lécteas.

Resumo

A k-caseina ¢ uma das proteinas mais importantes do leite por sua relacdo com
diferentes caracteristicas associadas a produgao de queijos. Pelo anterior, o objetivo
deste trabalho foi determinar a relacao entre algumas caracteristicas produtivas e
0 conteudo de kappa caseina do leite de vacas em oito rebanhos do municipio de
Pereira, Risaralda. Para isto, tomaram-se amostras de leite de 48 vacas de diferente
tipo racial, nas quais determinou-se o contelddo de k-caseina mediante eletroforese
em gel de poliacrilamida em uma dimensao (Triacina SDS-PAGE) e determinou-se
o efeito que exerce o grupo racial, o tipo de suplementacao, o nimero de parto, 0s
dias em lactacao e o volume do leite produzido. A informacao foi avaliada mediante
um modelo linear generalizado usando o software R mediante as livrarias agricolae
e car (R Core Team). Encontrou-se um valor médio de k-caseina de 3,55 g/L e um
coeficiente de variacao de 19,3%, o coeficiente de variacao para a producgao do leite
foi de 40,3%. Dos caracteres avaliados so foi significativo (p<0,05) o tipo de suple-
mentacdo. Além, encontrou-se uma relacao inversa entre o conteldo de k-caseina
com o numero de parto, ainda que nao foi significativa, isto pode-se dever a que o
numero de partos é um indicativo da idade da vaca e o componente racial da ge-
ragao.

Palavras-chave: gado leiteiro, quantificacdo de k-caseina, proteinas ldcteas.

Introduccion

Las caseinas son las proteinas de mayor importancia en la composicién de la leche, ya
gue constituyen cerca del 80% del valor proteico, mientras que el otro 20% esta con-
formado por las proteinas séricas (a-lactoalbiminay B-lactoglobulina). El conjunto de
caseinas se compone en cuatro grupos principales: a_ -caseina, a_,-caseina, B-caseina
y k-caseina, esta ultima constituye cerca del 12% de las caseinas y se encuentra inti-
mamente ligada con la capacidad de coagulacién, tiempo de formacién del cuajo, tasa
de formacion de la cuajada y fuerza del coagulo en la producciéon de queso .

Algunos estudios, senalan que el principal factor que afecta la cantidad de Kappa
caseina en la leche es el factor genético y que las vacas que presentan la variante
alélica B producen mas proteina en la leche que las vacas que presenten la variante
alélica A 2125 observdndose un comportamiento aditivo de la sustitucion génica.
Por otro lado, la expresién del gen de caseina en leche depende de multiples facto-
res entre los que se encuentran el estado nutricional, el nimero de lactancias y el
numero de ordenos en el dia £, entre otros factores ambientales que podrian afectar
el contenido de k-caseina en la leche.
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De acuerdo a lo anterior, el presente trabajo pretendié definir la relacion entre al-
gunas caracteristicas productivas y de alimentacion con el contenido de k-caseina
de la leche en ocho hatos lecheros del municipio de Pereira, teniendo en cuenta la
importancia que tiene este grupo de proteinas para la industria lactea.

Materiales y métodos

Se utilizé la informacidn recolectada en ocho hatos lecheros ubicados en el muni-
cipio de Pereira, en una zona de vida de Bosque Himedo Pre-Montano, a una altura
promedio de 1250 msnm, con temperaturas media mayor a 24 °C, humedad relativa
de 75% y precipitacion entre 1700 a 2800 mm/ano Los animales se encontraron en
praderas de pasto estrella, suplementados con diferentes alimentos comerciales. Se
seleccionaron al azar seis animales de cada finca, a los que se les tomd una muestra
de 10 ml de leche en el ordeno de la tarde. Se colectaron 48 muestras de leche en
tubos de ensayo, las cuales fueron conservadas aproximadamente a 4 °C durante el
transporte hasta el laboratorio de Biologia molecular de la Universidad de Antioquia,
donde fueron refrigeradas hasta su procesamiento.

Para cada uno de los animales muestreados se registrd informacion sobre el tipo
racial, el volumen de leche producida, el nimero de partos, los dias de lactancia y
el tipo de suplementacion, encontrando variacion en estas caracteristicas. La suple-
mentacion fue especifica de cada hato, sin embargo dos hatos coincidieron en el tipo
de suplementacion y por lo tanto, los niveles totales fueron siete, cada uno repre-
sentado por un suplemento diferente. Es importante resaltar que los suplementos
fueron de caracter comercial, por este motivo no se detallan sus nombres, ni se qui-
so establecer el mejor suplemento, sélo si existe un efecto del tipo de alimentacidn,
teniendo en cuenta que a cada animal se le brind6 concentrado de acuerdo al nivel
de produccién basados en una relacion de suplemetacion de 1 kg de concentrado
por cada cuatro litros de leche producidos. Respecto al tipo racial, los animales fue-
ron clasificados como indicus-lechero (n=30) y taurus-lechero (n=18), de acuerdo al
componente racial mayoritario que presentaban, el cual fue determinado fenotipi-
camente, debido a que no se contd con registros genealdgicos. Los dias en lactancia
fueron clasificados como inicio (lactancias menores de 120 dias, n=27), lactancia
media (de 120 a 240 dias, n=15) y finalizacién (lactancias mayores a 240 dias, n=6).
El niumero de parto como indicativo de la edad fue agrupado en tres niveles, el pri-
mero conformado por animales de uno y dos partos (n=18), el segundo con animales
de tres y cuatro partos (n=18) y el tercero con animales de 5 0 mas partos (n=12).

A las muestras obtenidas, se les realizé la medicién de la k-caseina, mediante la
técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en una dimensiéon con triacina
duodecil sulfato sédico (Triacina SDS-PAGE) usando un Mini-Protean Il cell (Bio-Rad
laboratorios, Richmond, CA), de acuerdo al procedimiento descrito por Pardo y Nata-
lucci 2% El gel fue modificado del propuesto por Pardo y Natalucci %, de la siguiente
manera, el de separacién 10% T, 3% Cy el de concentracion fue 4% T, 3% C. Los geles
fueron analizados mediante un documentador de geles DNR Bio-Imaging Systems
(MiniBls Pro, Jerusalén) y la semi-cuantificacion fue realizada mediante el software
GelQuant express (Invitrogen).

La informacion recolectada fue evaluada mediante un modelo lineal generalizado (GLM),
la comparacion de medias se realizé6 mediante la prueba de comparaciones multiples
de Duncan. La homogeneidad de varianzas se comprobd con la prueba de Levene y la
normalidad mediante la prueba de Jarque-Bera. Todos los procedimientos se realizaron
mediante el software R %, usando diferentes librerias como “agricolae” y “car” 2.,
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El modelo utilizado para este analisis fue el siguiente:

Vijrm = H T B +5;+ NP, + DL, + PL,, + €;54m
Donde:

YijeimYijiem €5 1@ variable dependiente (cantidad de k-caseina en el leche); pgt es
la media para la caracteristica; R;R; es el efecto fijo del grupo racial (i=7, 0 2); 5;
§; es el efecto fijo del tipo de suplementacion (j=1...7); NP, NP, es el efecto fijo del
numero de partos (k=1, 2, 0 3); DL,DL, es el efecto fijo dias en lactancia ([=1, 2, 0 3);

PL_PL, eslacovariable del efecto del volumen de leche producidoy e
es el error experimental.

iittm Cifilm

Resultados

Las muestras fueron separadas con éxito (Figura 1) y en la primera columna, se
puede observar el marcador de peso molecular M, la siguiente columna C, constituye
un patron testigo (muestra previamente evaluada exitosamente), las siguientes ocho
columnas, corresponden a muestras de leche de ocho animales diferentes. En el
patron del gel se observa un conjunto de bandas que corresponde con las caseinas
a.,, o,y B. Un poco mas abajo, se observa un fragmento separado de 19 kDa corres-
pondiente con k-caseina, que exhibe variacion en su densidad y area, lo que permite
suponer diferentes concentraciones en las muestras de leche.

Figura 1. Patrén de electroforesis en gel de Poliacrilamida (Tricina SDS-PAGE) en una
dimensién para diferentes muestras de leche Bovina. La columna M, marcador de peso
molecular; columna C, testigo control; Columna 1-8, corresponden a muestras de leche de
animales diferentes.

Con respecto a los datos colectados en los diferentes hatos, la tabla 1 presenta el re-
sumen para las variables cuantitativas evaluadas. Es posible observar que hay una
alta variabilidad en la mayoria de las caracteristicas incluidas en el modelo. Resulta
interesante observar que se conté con animales de diferente nivel de produccion
de leche, con un coeficiente de variacion de 40,3%. Sin embargo, la variacion en la
cantidad de k-caseina fue menor, mostrando un coeficiente de variacion de 19,3%.

El modelo planteado inicialmente fue significativo (p<0,01) con un coeficiente de de-
terminacion (R?) de 0,34. Sin embargo, sélo se encontré un efecto individual signi-
ficativo del tipo de suplemento (p<0,05), las demas variables evaluadas no presen-
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taron efecto estadisticamente significativo; incluso posteriormente se planted un
modelo adicional incluyendo sélo la variable suplemento y se obtuvo un coeficiente
de determinacion (R?) de 0,29, lo que quiere decir que gran parte de la variacion ex-
plicada por el modelo se debe al tipo de suplemento brindado a los animales.

Tabla 1. Resumen estadistico de las variables nimero de parto, produccién de leche en litros y la
cantidad de k-casefna en g/L.

Nimero de parto Produccion de leche (litros) Nivel k-caseina (g/L)
Media 3,4 15,7 3,55
Minimo 1,0 6,0 2,25
Maximo 8,0 35,0 4,50
Desviacién estandar 2,0 6,3 0,69
Coeficiente de variacion 58,5 40,3 19,31

El tipo de suplemento presentd algunas diferencias respecto al promedio de k-ca-
sefna en la leche. Sin embargo, algunos de estos incluian alimentos comerciales,
por lo que resulta poco practico realizar la comparacién de medias, aungue se haya
presentado un efecto significativo (p<0,05). Respecto al nUmero de partos, se encon-
tré una tendencia hacia menores contenidos de k-caseina en la leche a medida que
aumenta el nUmero de partos, sin embargo esa tendencia no fue estadisticamente
significativa (Tabla 2).

Tabla 2. Prueba de comparaciones multiples de Duncan para el nivel de
K-caseina de acuerdo al numero de parto.

Ndmero de parto Nimero de animales Promedio de k-caseina (g/L) *

Grupo A: 1-2 18 3,726°
GrupoB:2 -4 18 3,627
GrupoC: > 4 12 3,3322

*Las letras diferentes indican que las medias son diferentes.

Con respecto al componente racial los animales taurus-lecheros presentaron una
media de 3,74 g/L, mientras que los indicus-lecheros 3,45 g/L; sin embargo esa di-
ferencia no fue estadisticamente significativa. Finalmente los dias en lactancia pre-
sentaron promedios de 3,48; 3.51y 3,97 g/L para los animales en inicio de lactancia,
lactancia media y finalizacién respectivamente, lo que parece una relacién directa
entre el contenido de k-caseina en la leche y los dias de lactancia, aunque esas dife-
rencias tampoco fueron significativas.

Discusion

El valor promedio global de kappa caseina fue (3,55 g/L) superior al reportado en la
literatura (3,0 g/L) “, esto posiblemente debido a la variabilidad racial encontrada en
este trabajo, que incluyd dos grupos de animales, uno con mayor proporcion de Bos
indicus, y otro con alta proporcién de B. Taurus; mientras que el trabajo mencionado
corresponde a ganado B. Taurus Unicamente, como la mayoria de literatura rela-
cionada con k-caseina en la leche 244 Por otro lado, el manejo de alimentacion ha
sido mencionado en la literatura como un factor determinante sobre los niveles de
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caseina £, reportando relaciéon positiva entre dietas con alto contenido de forrajes y
los niveles de caseinas en la leche X esto Ultimo guarda relacidén con las condicio-
nes encontradas en el presente estudio, ya que la fuente principal de alimentacion
consistié de forrajes y en menor medida suplemento comercial. Adicionalmente, es
importante considerar el efecto de la suplementacion mineral utilizada, ya que a
medida que se incremente la diferencia entre cationes y aniones, los niveles de k-
caseina disminuyen 1Z,

Para la determinacion de caseinas en leche se han reportado diversos métodos en-
tre los que se encuentran la espectrometria de masas, cromatografia de interaccion
hidrofébica, nano particulas de oro cubiertas con antigeno anticuerpo doblemente
marcadas, los cuales presentan diferentes beneficios y limitantes 1215 La técnica de
electroforesis de este trabajo y utilizada con anterioridad para la determinacion de
caseinas!?!® es una prueba semicuantitativa, por lo tanto, los valores obtenidos pue-
den tener menor precision que otros métodos de los expuestos anteriormente, sin
embargo es una técnica de facil implementaciéon y muy econémica, lo que favorece
su uso e implementacionte,

Con respecto al tipo racial, es importante resaltar que hubo gran variabilidad en el
componente, con animales cruzados en diferentes proporciones, que al ser agru-
pados, seguramente presentan gran variabilidad interna y por lo tanto es dificil en-
contrar diferencias entre los grupos raciales definidos, los cuales fueron formados
teniendo en cuenta Unicamente la apariencia fenotipica de los animales, debido a
gue se desconocia su pedigri. Adicionalmente, si se tiene en cuenta que la mayoria
los animales usados son seleccionados para produccion lactea, es probable que la
frecuencia de los alelos de k-caseina sean similares y por este motivo el efecto del
componente no sea significativo £ Sin embargo, si se pudiera comparar con dife-
rentes razas lecheras con frecuencias alélicas contrastantes o genotipar cada uno
de los animales, posiblemente se encuentre el efecto ampliamente reportado del
genotipo sobre la cantidad de k-caseina en la leche

De acuerdo con los resultados de este trabajo, el tipo de suplemento consumido por
lo animales influyd sobre el nivel de k-caseina en la leche, lo cual sugiere que para
los sistemas ganaderos tropicales en los cuales se cuenta con gran variedad de fo-
rrajes y suplementos, este valor podria tener una fluctuaciéon importante. No existen
en la actualidad trabajos reportados en los cuales se determine el valor de k-caseina
con diferentes fuentes de alimentacion, sin embargo el presente trabajo sugiere un
efecto importante de la alimentacién sobre la variacién en la k-caseina de la leche
bovina, lo cual merece ser estudiado con mas detalle. Es importante aclarar que
todos los suplementos utilizados en este trabajo fueron marcas comerciales, por
lo que no se tuvo en cuenta la comparacién de medias debido a que se generaban
conflictos de interés para la generacidon de recomendaciones practicas.

El efecto del nimero de parto (NP) sobre el contenido de k-caseina no fue signi-
ficativo en este trabajo. Sin embargo, al observar las medias se ve una tendencia
hacia menores contenidos de k-caseina en animales con mayor nimero de parto
(relacién inversa), si se tiene en cuenta que el nimero de parto es un indicativo de la
generacion a la cual pertenece el animal, la tendencia observada puede deberse al
progreso genético y los cambios productos de la seleccién de animales, que ha sido
encaminada en los ultimos anos hacia el aumento de los solidos totales en la leche
como recomendacion nacional y de la industria lactea’®. No obstante, es necesa-
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rio realizar una evaluacién mas profunda para concluir adecuadamente acerca del
efecto de la edad, sobre los contenidos de k-caseina en la leche bovina, en el cual
se puede incluir el efecto de la seleccidn y el progreso genético en los contenidos
medios de k-caseina en la leche.

Por otro lado, segun la literatura el componente genético resulta determinante en
la produccion de esta caseina, los resultados sugieren que la manipulacion de la
dieta puede modificar en cierta medida la expresiéon genética, por lo tanto, es im-
portante considerar el desarrollo de investigaciones con técnicas de medicion mas
precisas, en donde se evallen diferentes fuentes de alimentacién y suplementosy
su efecto sobre la expresidn de mensajeros de k-caseina y los niveles en leche de
esta proteina; esta informacién podria llegar a ser valiosa para la industria lactea
en la medida que serian identificados los hatos con mejor aptitud para la produc-
cion de derivados lacteos, asi como para la industria farmacéutica debido a la gran
cantidad de beneficios médicos que se han encontrado en esta molécula 2281322

Conclusiones

La determinacién de la cantidad de proteinas por medio de la técnica de electrofo-
resis en gel resulta ser una herramienta valiosa, facil y econémica para identificar
los niveles de k-caseina en la leche, lo que permitié cuantificar y establecer que el
tipo de suplementacién afecta la cantidad de esta proteina en la leche bovina, lo
cual puede ser importante si se tienen en cuenta la relevancia de esta proteina para
la determinacion del rendimiento quesero. Otras variables como el componente ra-
cial, los dias de lactancia y el niUmero de parto mostraron algunas tendencias, pero
no fueron significativas sobre la cantidad de k-caseina en la leche bovina.
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