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Resumen

Las proteinas de la leche, que representan alrededor del 3,5% del peso total, se dividen en dos
grupos: caseinas, insolubles a pH 4,6 y constituidas de cuatro cadenas polipeptidicas (a0, a -, By
K-caseinas); y, proteinas del suero que incluyen la B-lactoglobulina, a-lactoalbimina, albiumina sérica
e inmunoglobulinas. Ademas, en la leche existen enzimas de naturaleza proteica y de importancia
tecnoldgica como la fosfatasa alcalina (indicador de la eficiencia de la pasteurizacion de la leche).
Por otra parte, el consumo frecuente de leche asegura el aporte de aminodcidos esenciales en la die-
ta, mejora el rendimiento fisico y, en el caso de las inmunoglobulinas tienen un efecto inmunoprotec-
tor y otros péptidos poseen actividad antitrombotica, antimicrobiana, antioxidante y antihipertensiva
(através de la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina). A través de técnicas electroforé-
ticas en gel se han observado proteinas homaélogas en varias especies. Existen siete variantes gené-
ticas de caseina aS1, designadas como A, D, B, G, C, F y E. A esto se le llama polimorfismo genético,
debido a variaciones en la secuencia de aminoacidos; Gtil en la clasificacion filogenética del ganado
y otras especies. La proteina de la leche de vaca es uno de los alérgenos alimentarios mas comunes
en muchos paises desarrollados. Sin embargo, el desarrollo de formulas lacteas hidrolizadas ha per-
mitido enfrentar este problema.
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1. Introduccién

secuencia de aminodcidos determinara las pro-
piedades y funciones de cada proteina [1]. En la

Las proteinas de la leche son polimeros for- (Tabla 1) se muestra la composicién de aminoa-
mados a partir de 20 aminoéacidos diferentes. La  cidos de las proteinas de la leche.




Aminoacido

Acido aspartico/Asparagina
Treonina

Serina

Acido glutédmico/Glutamina
Prolina

Glicina

Alanina

Cisteina

Metionina

Valina

Isoleucina

Leucina

Tirosina

Fenilalanina

Triptéfano

Lisina

Histidina

Arginina
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Caseina (%) Proteinas del suero (%)
7.1 10,5
49 7,0
6,3 4,8
22,4 17,6
11,3 59
2,7 18
3,0 49
0,34 23
2,8 1,7
72 57
6,1 6,4
9,2 10,3
6,3 29
50 3,1
1,7 24
8,2 8,7
3,1 1,7
4,1 23

Fuente: Pellegrino, Masotti, Cattaneo, Hogenboom, & Noni, (2013)

Tabla 1. Composicion de aminoacidos de las proteinas de la leche.

Como se muestra en la (Figura 1), las pro-
teinas de la leche se dividen en tres grupos: ca-
seinas, las cuales son insolubles a pH 4,6 y re-
presentan el 80% del total de las proteinas, y las
proteinas del suero, que son proteinas globulares
con un punto isoeléctrico de aproximadamente

5,0 y representan el 20% restante. Asi, en la leche
a pH 4,6 las caseinas precipitan; mientras que las
proteinas del suero permanecen solubles [2-4].
Un tercer grupo esta representado por las enzi-
mas que, aunque de naturaleza proteica, tienen
otras funciones muy especificas.
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PROTEINAS DE

LA LECHE
Proteinas del .
Caseinas .
suero (24 - zeé /L) Enzimas
(5-7 g/L)
B-lactoglobulina Caseinas aS (15-19 g/L) Lipasa
(2.4 g/L) asS1(A B,C,D,EF,G) Plasmina
2R B G D) Fosfatasa
a-lactoalbumina )
(1-1.5g/L) Lactoperoxidasa
B-caseinas (9-11 g/L) Xantina oxidasa
Albumina sérica (A1,A2, A3, A4, B, C,D,
(0.1-0.4 g/L) E F)
Inmunoglobulinas K-caseinas (3-4 g/L)
(IgG, IgA, IgM) (A,BC,EFF1,G)

Figura 1. Principales proteinas presentes en la leche.

Familia Especie Caseina Proteinas del suero

Hominidae H. sapiens 04 0,6 1,0
Bovidae B. primigenius 2,8 0,6 34
Bovidae C. aegagrus 2,5 0,4 29
Camelidae C. ferus 29 1,0 39
Bovidae 0. orientalis 4,6 09 55
Leporidae 0. cuniculus 9,3 4,6 139
Equidae E. africanus 1,0 1,0 2,0
Bovidae B. bubalis 35-42 0,92 4,42 - 512
Cercopithecidae M. mulatta 11 0,5 1,6
Ursidae U. americanus 8.8 57 14,5

Fuente: Fox, Uniacke-Lowe, McSweeney, & O'Mahony, (2015) [5].

Tabla 2. Contenido proteico en leches de diferentes mamiferos (g/100 mL).




En la leche de vaca B. primigenius, (la de ma-
yor consumo), el contenido proteico representa
alrededor del 3,5%. Sin embargo, en la bibliogra-
fia se encuentran rangos que van de 2,9 a 6,8
g/100 mL [6,7]. Esta concentracion estara en fun-
cion de la etapa de lactacion, estado de salud del
animal, especie y raza, alimentacion, estacion del
afo, entre otros [5]. Ademas, la temperatura, pH
y fuerza idnica pueden afectar la conformacién
de las proteinas, alterando sus propiedades, ta-
les como la capacidad de reaccion con solutos,
asociacion-disociacion, entre otras [8].

2. Caseinas

La proteina representa ~95% de la materia
seca de las micelas de caseina, y el resto son
minerales denominados colectivamente como
fosfato calcico coloidal (CCP, por sus siglas en
inglés) [5]. De hecho, estas supramoléculas son
la principal fuente nutricional de calcio, fosfato
y aminodcidos para los neonatos de mamiferos
[9]. Las caseinas se definen como aquellas pro-
teinas que precipitan a pH 4,6 a 20°C y que se
diferencian por su movilidad electroforética o se-
cuencia de aminodcidos [9]. No es una proteina
globular y solo forman a-hélices, son hidrofébi-
cas, con una carga elevada, contienen fosfato
de calcio coloidal, y son termoestables, ya que la
leche se puede calentar a su pH natural (~6,7) a
100°C durante 24 horas sin que se produzca coa-
gulacion [5,8]. Las caseinas son una mezcla de
varios componentes: Caseinas a_, a_, By K, cu-
yas caracteristicas se describen a continuacion:

2.1. Caseinas a_,

La familia de caseinas as1 representa apro-
ximadamente el 40% del total de las caseinas en
la leche de vaca. Esta proteina estd formada de
199 aminodcidos, con 8 de las 16 serinas fosfo-
riladas. La proteina tiene una masa molecular de
~23,0 kDa, de la proteina no fosforilada, y ~23,6
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kDa de aquella proteina fosforilada. Su punto
isoeléctrico (pl) es ~4,4-4,8 [4].

2.2. Caseinas a_,

La familia caseinas a,, constituye hasta el
10% de la fraccién de caseina total en la leche
bovina. Estd conformada por 207 aminoacidos,
resultando en una masa molar de ~24,3 kDa,
para el caso de la proteina no fosforilada, y 25,2
kDa en la proteina con la variante 11P. La variante
no fosforilada tiene un pl ~8,3. Mientras que el pl
de la proteina fosforilada es considerablemente
mas bajo (~4,9) [4].

2.3. B-caseinas

Las B-caseinas constituyen hasta 35% de
las caseinas de la leche de vaca. Contiene 209
aminodcidos y tiene una masa molecular de 23,6
kDa. El pl de la B-caseina A2 no fosforilada se es-
tima en 5,1, disminuyendo a ~4,7 como resultado
de la fosforilacion. La B-caseina es fuertemente
anfipatica; los residuos N terminal 1-40 contie-
nen toda la carga neta de la molécula, tienen baja
hidrofobicidad y contienen solo 2 residuos Pro.
La seccién media de la B-caseina (residuos 41-
135) contiene poca carga y tiene una hidrofobia
moderada, mientras que la secciéon C-terminal
(residuos 136-209), contiene muchos de los resi-
duos apolares y se caracteriza por poca carga y
alta hidrofobicidad [5].

2.4. k-caseinas

La k-caseina es la mas pequefa, ligeramen-
te fosforilada, un pl ~3,5, tiene baja sensibilidad
al calcio y es la Unica caseina que puede estar
glicosilada. Consta de 169 aminoacidos y mas
de la mitad de las moléculas de k-caseinas no
estdan glicosiladas, pero el resto puede contener
hasta 6 glicanos, que pueden ser galactosa (Gal),
N-acetilglucosamina (GalNAc) o acido neurami-
nico (NeuAc) [4]. La mayoria de la mitad de las
moléculas de k-caseina en la leche bovina a
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granel no estan glicosiladas, pero el resto puede
contener hasta 6 glicanos, en los residuos Thr
121,131,133, 142,145y 165 [4].

2.5. Micelas de caseina

Las caseinas en la leche se encuentran como
estructuras supramoleculares de aproximada-
mente 150-200 nm, nombradas micelas (Figura
2), que pueden describirse como coloides de
asociacion estabilizados estéricamente. El tér-
mino “micela de caseina” se ha empleado para
referirse de forma genérica a las particulas coloi-
dales de proteinas conteniendo fosfato de calcio
[9]. En la leche bovina, estas micelas contienen

cuatro diferentes cadenas polipeptidicas: ag,
ag,-, B~ y k-caseinas [10]. La proporcién en la que
se encuentran estas fracciones proteicas en la
leche de vaca son 4:1:3,5:1,5, respectivamente
11]. Para estabilizar estas micelas, las caseinas
se unen mediante interacciones proteina-protei-
na (puentes de hidrégeno, interacciones hidro-
fobicas y electrostaticas) y por la presencia de
nanoclusters de fosfato de calcio coloidal [12].
Uno de los aspectos Unicos de las caseinas es la
forma en que estan presentes en la leche como
micelas de caseina. Pueden describirse como
supramoléculas conformadas por multiples en-
tidades moleculares mantenidas unidas y orga-
nizadas mediante interacciones no covalentes.

o Submicela

J Cadena filamentosa
— Fosfato de célcio

- k-caseina

@) Interacciones hidrofilicas
(grupos -PO,)

Figura 2. Estructura molecular de una micela de caseina.

3. Proteinas del suero

Las proteinas del suero incluyen un grupo
complejo formado por B-lactoglobulina (~55%),
a-lactoalbimina (~20%), albumina sérica (BSA)
(~7%), inmunoglobulinas (~13%) y otras protei-
nas menores, tales como lactoferrina (~5%) [12].
Ademads de estas proteinas del suero, se puede
obtener caseinomacropéptido a partir de la se-
paracion enzimatica de las micelas de caseina, el

cual puede representar hasta el 20% del conteni-
do total de las proteinas del suero [13].

3.1. B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina es la principal proteina
del suero presente en leche de rumiantes (vaca
u oveja), aunque estd ausente en humanos [14].
En rumiantes y bajo condiciones fisioldgicas, la
B-lactoglobulina se encuentra como un dimero,
mientras que en otras especies aparece como



un mondémero. Es una proteina de una elevada
hidrofobicidad [1,5], la cual esta en funcién del
pH y la fuerza idnica; sin embargo, no precipita
cuando la leche se acidifica [10,14]. Ademas, la
concentracion de B-Lactoglobulina depende de
la especie animal, variaciones estacionales y
dieta [14]. Mediante cristalografia de rayos X se
ha obtenido la descripcion estructural mas com-
pleta de la B-lactoglobulina. Su estructura consta
de nueve hebras de lamina B- antiparalela, ocho
de estas dispuestas de tal forma que simulan un
barril plano o cénico aplanado, cerrado en un ex-
tremo por Trp,,. La hebra A se dobla aproximada-
mente 90° en el residuo 22 para permitirle formar
una interaccion antiparalela con la hebra H. La
novena hebra, |, estd en el exterior, y puede for-
mar parte de la interfaz del dimero [14]. El hecho
de tener en su composicion aminodacidos, apor-
ta valor nutricional, pero las propiedades mole-
culares, resistencia a acidos y pepsina [15,16] y
la unién a ligandos hacen suponer que existen
muchas otras funciones especificas. La B-lac-
toglobulina se encuentra unida a acidos grasos,
cuando esta se separa bajo condiciones suaves
[17,18] y la unién a ligandos aumenta la estabi-
lidad de la proteina [19,20]. La B-lactoglobulina
esta en mayor cantidad en las proteinas del sue-
ro en la leche de vaca, y es relativamente termo
labil. Se sospecha que la B-lactoglobulina juega
un papel muy importante en el metabolismo del
fosforo en la gldndula mamaria y unién del retinol
[21]. Algunos de los cambios en las propiedades
de la leche que ocurren durante el calentamien-
to se deben a la desnaturalizacién y agregacién
de la B-lactoglobulina desnaturalizada con otras
proteinas. Por ejemplo, la de un enlace disulfuro
entre la B-lactoglobulina y la k-caseina [22].

3.2. a-lactoalbimina

La a-lactoalbumina (a-La) es un componen-
te proteico Unico del suero de leche en todas las
subdivisiones de mamiferos, los euterianos, mar-
supiales y monotremas [23]. La a-lactoalbimina
de la mayoria de los mamiferos contiene 123
aminodcidos. En el caso de aquellas a-lactoalbu-
minas de cerdos y conejos, estas tienen un resi-
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duo menos en el extremo. En la a-lactoalbumina
bovina (y probablemente en las a-lactoalbiminas
de otros rumiantes), una pequefia proporcion de
alrededor del 10% de las moléculas estan glico-
siladas, mientras que las a-lactoalbuminas de
conejo y rata parecen estar uniformemente glico-
siladas en este sitio [24,25]. Se conocen las es-
tructuras de a-lactoalbimina de varias especies,
incluyendo bovinos, caprinos, cobayas, bufalos
y humanos [26,27]. La estructura globular de la
molécula de a-lactoalbimina (dimensiones 23 A
x 26 A x 40 A) incluye tres a-hélices regulares, dos
regiones de hélices 3, , y una pequefia hoja de 3
hebras anti-paralelas plegadas separadas por gi-
ros B irregulares. Otra regién que es helicoidal en
lisozima tiene una estructura menos regular en
a-lactoalbumina [28]. Ademas, el i6n calcio esta
coordinado por cinco atomos de a-lactoalbimi-
na. Dos moléculas de agua también coordinan
el calcio, formando una bi-pirdmide ligeramente
distorsionada con grupos ligantes de la proteina
[23]. Diversos estudios han relacionado la a-lac-
toalbumina en la sintesis de la lactosa. Ademas,
existen preparaciones para el tratamiento del
cancer y los ensayos clinicos iniciales en pacien-
tes con papilomas de la piel y cancer de vejiga
generaron resultados prometedores [29].

3.3. Inmunoglobulinas

La leche tiene una gran variedad de factores
que contribuyen a la proteccién del neonato y la
gldndula mamaria de diversas enfermedades.
Los anticuerpos son un componente importante
de la funcioén de resistencia a la enfermedad de
las secreciones mamarias. El sistema inmune de
los animales estd constituido de dos componen-
tes interrelacionados, i) la inmunidad humoral
(compuesta de protectores solubles) vy ii) la in-
munidad celular (compuesta por leucocitos) [30].
Respecto a la inmunidad humoral e inmunoglo-
bulinas (Ig), es importante indicar que la inmuni-
dad de la glandula mamaria mediada por el humo
consiste principalmente en anticuerpos en forma
de Ig. Los anticuerpos de la leche juegan un papel
importante en la proteccion inmune de la glandu-
la mamaria y el neonato [31-33]. La inmunoglobu-
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lina G (IgG) se encuentra solo en forma monomé-
rica en la sangre o la leche, mientras que la IgA
y la IgM estan presentes en formas poliméricas
tanto en la sangre como en la leche [30]. A su vez,
en la inmunidad mediada por células, la glandula
mamaria y los leucocitos de la leche tienen un
papel importante en la inmunobiologia mamaria
[33,34] y en la inmunidad del neonato [31]. La
concentracién de leucocitos en las secreciones
mamarias varia considerablemente segun la es-
pecie, la etapa de la lactancia y los estados fi-
siolégicos y patoldgicos de la glandula mamaria
[33]. El recuento de células sométicas en la leche
de las glandulas mamarias bovinas con infeccio-
nes bacterianas puede aumentar rapidamente a
las pocas horas de la infeccién. En la industria
lactea, la concentracion de leucocitos de la leche
(recuento de células somaticas) ha sido la base
para reconocer y cuantificar las respuestas infla-
matorias de la glandula mamaria. Los leucocitos
de la leche consisten principalmente en neutré-
filos, macréfagos y linfocitos. La leche también
puede contener un pequefio porcentaje de célu-
las epiteliales [30]. Al respecto, los linfocitos se
dividen en dos tipos distintos, células Ty B [33].
Las poblaciones de linfocitos T incluyen varios
subtipos, incluidos los linfocitos aB y yB. Los lin-
focitos T y6 estdn asociados con la proteccién
de las superficies epiteliales. Otro linfocito invo-
lucrado en las respuestas inmunes del huésped
es la célula asesina natural (NK) [33].

El sistema inmune de los mamiferos se desa-
rrolla lentamente y la proteccién contra la enfer-
medad depende inicialmente de los anticuerpos
maternos. Existe una gama considerable de me-
canismos de transporte de inmunidad pasiva de
la madre al neonato entre las especies de mami-
feros [30]. La presencia de IgG, en altas concen-
traciones en las primeras secreciones mamarias
consumidas por el recién nacido, aunque consta
de una extensa cantidad de macromoléculas, su
duracién en el intestino es muy corta. En contras-
te, el feto humano adquiere IgG durante el Gltimo
trimestre de gestacion por transporte a través de
la membrana placentaria [30]. Durante la forma-
cion del calostro, las células epiteliales mama-
rias bovinas absorben rapidamente IgG, en su

superficie de membrana basolateral y se pue-
den observar grandes cantidades de IgG tanto
en las células como en el lumen en el momento
del transporte maximo justo antes del parto. La
union de IgG, a las células epiteliales durante la
lactancia también podria ser responsable de las
bajas concentraciones de IgG que se encuentran
en la leche bovina [30].

3.4. Lactoferrina

Las proteinas de union al hierro ejercen mu-
chas funciones fisioldégicas en los sistemas
biolégicos. Varias de estas proteinas estan in-
volucradas en el transporte de hierro dentro del
cuerpo y su almacenamiento en varios compar-
timentos, al mismo tiempo que protegen contra
los efectos prooxidantes del hierro [35]. Al res-
pecto, se ha sugerido que la lactoferrina esta
involucrada en varios eventos fisioldgicos, tales
como efectos bacteriostaticos o bactericidas,
siendo un componente del sistema inmune, un
factor de crecimiento y un potenciador de la ab-
sorcion de hierro [35].

La lactoferrina es una proteina de cadena
sencilla con una masa molecular de alrededor de
80.000 Da. La proteina contiene enlaces disulfu-
ro intramoleculares pero no grupos sulfhidrilo [i-
bres. La cadena polipeptidica de lactoferrina con-
siste de dos Iébulos globulares unidos por una
a-hélice sensible al ataque proteolitico [36]. La
lactoferrina de la leche humana contiene glica-
nos poli-N-acetilactosaminicos. La lactoferrina
tiene un alto punto isoeléctrico, pH 8,7, y por lo
tanto, tiene una tendencia a asociarse con otras
moléculas debido a las diferencias de carga [37].
La concentracion de lactoferrina en la leche varia
ampliamente entre especies. La leche humana
y la leche de otros primates, cerdos y ratones
son ricas en lactoferrina, mientras que la leche
de otras especies, por ejemplo, la vaca y otros
rumiantes, son bajas en lactoferrina y la de otros
(por ejemplo, la rata) carece por completo de lac-
toferrina. Las especies que tienen una baja con-
centracion de lactoferrina generalmente tienen
un alto nivel de transferrina en su leche [35].

La lactoferrina participa en la regulacion del



hierro y en su captacién por la mucosa. Debido
a su alta concentracién en la leche de algunas
especies, también se propuso que la lactoferri-
na participa en el suministro de hierro a la leche
[35]. Dado que la lactoferrina afecta a algunas
cepas bacterianas, se ha planteado que en la
dieta podria afectar la flora bacteriana. Altas
concentraciones de lactoferrina se acumulan a
partir de los neutrdéfilos activados durante la in-
flamacién vy, por lo tanto, pueden ayudar con la
muerte fagocitica [35]. Durante una respuesta
inflamatoria, los neutréfilos activados liberan la
lactoferrina a la circulacién y se ha propuesto
que este mayor nivel de lactoferrina circulante es
parcialmente responsable de eliminar el hierro de
la transferrina y la incorporacién al sistema reti-
culoendotelial [38]. La lactoferrina juega un papel
regulador durante las respuestas de citoquinas
[39]. A concentraciones inferiores a 10® M, se ha
informado que la lactoferrina es un inhibidor de
las respuestas de citoquinas in vitro, suprimien-
do la liberacién de interleucinas 1y 2 (IL-1, IL-2) y
factor de necrosis tumoral (TNF) de cultivos mix-
tos de linfocitos [40].

4. Propiedades moleculares de las protei-
nas de la leche

Las seis proteinas principales de la leche son
moléculas pequefias, una caracteristica que con-
tribuye a su estabilidad. Las proteinas del suero
estan altamente estructuradas, pero las cuatro
caseinas carecen de estructuras secundarias
estables [35]. Las mediciones fisicas clasicas
indican que las caseinas no estan estructuradas,
pero las consideraciones tedricas indican que, en
lugar de no estar estructuradas, las caseinas son
moléculas muy flexibles y se las conoce como
reomorficas [35]. La incapacidad de las caseinas
para formar estructuras estables se debe prin-
cipalmente a su alto contenido de la estructura
que rompe el aminodcido, la prolina; la B-caseina
es particularmente rica en prolina, con 35 de los
209 residuos. Ademas, todas las caseinas care-
cen de enlaces disulfuro intramoleculares, lo que
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reduciria la flexibilidad de las moléculas [35].

Las caseinas generalmente se consideran
proteinas muy hidréfobas, con la excepcién de
la B-caseina, debido a su falta de estructuras
secundarias y terciarias estables, la mayoria de
sus residuos hidrofobicos estan expuestos. La
estructura abierta y flexible de las caseinas las
hace muy susceptibles a la protedlisis, lo que las
hace una rica fuente de aminodcidos. La suscep-
tibilidad a la protedlisis también es importante
en la maduracién del queso y para la produccion
de hidrolizados de proteinas. En contraste, las
proteinas del suero, especialmente la B-lactoglo-
bulina, en el estado nativo son bastante resisten-
tes a la protedlisis. La mayoria de las proteinas
del suero desempefian una funcién no nutricio-
nal en el intestino y, por lo tanto, la resistencia
a la protedlisis es importante. La mayoria de las
proteinas de la leche contienen secuencias que,
cuando se liberan por protedlisis, son bioldgica-
mente activas [35].

Debido a su alta hidrofobicidad, las proteinas
de la leche, especialmente las caseinas, tienen
una propension a producir hidrolizados amargos,
lo cual es problematico en la produccion de pro-
ductos dietéticos y queso, en los que el amargor
puede ser un problema. La falta de estructuras
terciarias estables significa que las caseinas no
son desnaturalizables en sentido estricto y, en
consecuencia, son extremadamente estables al
calor; el caseinato de sodio, a pH 7, puede sopor-
tar el calentamiento a 140°C durante varias ho-
ras sin cambios visibles. Esta estabilidad térmica
muy alta permite producir productos lacteos es-
terilizados con calor con muy pocos cambios en
la apariencia fisica. Ningun otro sistema alimen-
tario importante resistiria un calentamiento tan
intenso sin sufrir cambios fisicos y sensoriales
importantes. Las caseinas tienen una tendencia
muy fuerte a asociarse; incluso en el caseinato
de sodio, que es la forma mas soluble de caseina,
las moléculas estan presentes como agregados
de 250-500 kDa [35]. Debido a su alto contenido
de grupos fosfato, que se producen en grupos,
las caseinas ag,, a, y B tienen una fuerte tenden-
cia a unirse a iones metalicos, que en el caso de
la leche son principalmente iones de calcio [35].
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Proteina Meche leche
Caseina 1.170 26
a,, caseina 440 10,0
a,, caseina 110 2,6
B caseina 400 9.3
K caseina 180 33
y caseina 40 0,8
Proteinas del suero ~320 6,3
B-Lactoglobulina 180 32
a-Lactoalbdmina 90 1,2
Albumina sérica 6 0,4
Proteasa-peptona ~40 0,8
Inmunoglobulinas ~4 0,8
1gG1, 1gG2 0,65
IgA 0,14
IgM 0,05
Varias 0,8
Lactoferrina ~1 0,1
Transferrina ~1 0,1
Proteinas de membrana 0,6

9N OOIde Caracteristicas Peso
proteina Molecular
78,5 pl=46 23.192
31 Fosfoproteina 23.618
Algunas con
8 —S-S— 25.231
28 Fosfoproteina 23.986
10 Glicoproteina 19.026
2.4 Parte de: la
B-caseina
19 Solubles a pl
9,8 Contiene cisteina 18.282
37 Parte de lactosa- 14181
sintasa
1,2 66.277
2.4 Frac’c:lon
heterogénea
24 Glicoproteinas
1,8 Varios tipos
0,4
02 . Parte‘es
crioglobulina
2,5
Glicoproteina,
liga Fe
Glicoproteina,
liga Fe
2 Glicoproteinas

Adaptado de Walstra y cols., 2006 [8]

Tabla 3. Contenido proteico de la leche de vaca.

5. Aspectos nutricionales de la proteina de
leche

Desde hace miles de afios, en diversas cultu-
ras del mundo se ha consumido la leche y deriva-
dos como parte de la dieta basica, ya que estos
proporcionan nutrientes necesarios para man-
tener la salud y el bienestar del cuerpo huma-
no. Actualmente, la leche representa uno de los
alimentos mas completos en la dieta humana.
Tanto es asi que la leche juega un papel muy im-
portante en la dieta como suplemento nutricio-

nal en todas las edades desde el destete hasta
la vejez [22]. La leche contiene una gran variedad
de proteinas que deben cumplir con los reque-
rimientos de crecimiento y mantenimiento. Los
requerimientos de crecimiento hacen referencia
a la necesidad de proteinas durante la lactancia,
desarrollo o crecimiento de nifios, mujeres lac-
tantes y embarazadas, adultos convalecientes,
entrenamiento fisico o durante el aumento de la
sintesis de proteinas. Mientras que los requeri-
mientos de mantenimiento estan asociados a la
necesidad de cubrir el recambio diario, principal-
mente a través de la dieta [41].



Se ha demostrado que las proteinas de la
leche y los péptidos bioactivos resultantes de
la hidrélisis enzimatica, ademdas de su papel
nutrimental, ayudan en el mantenimiento de di-
versas funciones fisioldgicas y bioquimicas. Las
principales acciones incluyen mejoramiento del
rendimiento fisico, mejora de la absorciéon de
otros nutrientes, prevencién de atrofia muscular,
manejo de la saciedad y el peso, mejoramiento
de la salud cardiovascular, reparacion de heridas,
actividad antihipertensiva, antitrombdética, anti-
microbiana, antioxidante e inmunomodulatoria
[22]. La mayoria de estas funciones estan aso-
ciadas a las proteinas y péptidos presentes en la
leche. Las proteinas y péptidos con actividades
biolégicas importantes incluyen inmunoglobuli-
nas, enzimas, inhibidores enzimaticos, factores
de crecimiento, hormonas y agentes antibacte-
rianos [22,41].

5.1. Importancia de los productos lacteos en
la dieta humana

Las proteinas son importantes para diver-
sas funciones metabdlicas humanas porque (i)
proporcionan aminodcidos esenciales y pépti-
dos bioactivos (ii) unen y transportan metales
y vitaminas y (iii) realizan funciones especificas
como anticuerpos y hormonas [42]. La leche de
vaca es una fuente de proteinas de muy alto valor
bioldgico [43]. Por ello, es considerada como la
mejor fuente proteinica tomando en cuenta los
aminodacidos esenciales y la digestibilidad de la
proteina [44] (Tabla 1). Ademds, por sus carac-
teristicas nutricionales y versatilidad, la leche
puede ser transformada en subproductos con
diferentes caracteristicas, tales como quesos,
yogurt, crema, mantequilla, entre otros. Por ello,
se recomienda incluir a la leche y subproductos
en la alimentacion diaria.

5.2. Valor nutritivo-bioldgico de las proteinas
y sus requerimientos en la dieta

Aunque existen mas de 300 aminodcidos en
la naturaleza, solo 20 de ellos se utilizan como
unidades estructurales para construir proteinas.
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Los aminoacidos se clasifican como nutricional-
mente indispensables (IAA), prescindibles (DAA)
o condicionalmente indispensables (CIAA) para
los humanos [22]. El requerimiento dietético es
la cantidad de proteina que se debe suministrar
en la dieta para satisfacer la demanda metabo-
lica. La consulta de expertos de la WHO/FAO/
UN en el 2007 propusieron un “requerimiento
promedio” estimado de 0,66 g de proteina/kg de
peso corporal/dia para adultos sanos. Teniendo
en cuenta la variabilidad interindividual, se es-
pera que un “nivel seguro de ingesta” de 0,83 g
de proteina/kg/dia satisfaga los requisitos de la
mayoria (97,5%) de la poblacién sana. Estos va-
lores deben incrementarse para nifios y mujeres
embarazadas/lactantes [45]. Las proteinas de la
leche son indispensables para garantizar esta in-
gesta recomendada. Debido a la importancia que
tienen las proteinas en la alimentacion y para ga-
rantizar la ingesta diaria recomendada, la Agen-
cia Francesa de Seguridad Alimentaria (AFSSA,
2007) recomendo6 el consumo diario de leche y
productos lacteos, ya que estos aportan el 20,6%
y el 17,2% de las proteinas de la dieta para nifios
(4-14 afios) y adultos, respectivamente.

5.3. Cambios en el valor nutricional de las
proteinas

Todos los productos lacteos se someten a
tratamientos térmicos durante el procesamien-
to, con el objetivo de garantizar la seguridad y la
estabilidad, asi como por muchas otras razones
tecnoldgicas. Este calentamiento provoca reac-
ciones que inducen modificaciones en las protei-
nas, que pueden afectar la calidad nutricional de
la leche. Desde un punto de vista nutricional, los
cambios mas importantes inducidos por el ca-
lor estan relacionados con desnaturalizacién de
proteinas, glicosilacion, reacciones de B-elimina-
cion, racemizacion de aminodcidos y formacién
de enlaces isopeptidicos [46]. Durante la elabora-
cion de quesos, uno de los productos lacteos de
mayor consumo a nivel mundial, se pierde gran
cantidad de proteinas del suero, las cuales son
de un elevado valor biolégico. Mientras que cerca
del 95% de las caseinas se transfieren de la leche
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al queso. Con respecto a esto, se esta buscan-
do aplicar tecnologias como ultrafiltracion para
aumentar la retencion de proteinas de suero [2].

6. Hidrolizados de proteinas y péptidos
bioactivos

Se ha pensado durante mucho tiempo que
la funcion basica de las proteinas de la leche es
proporcionar nitrégeno y aminodcidos esencia-
les para los mamiferos jovenes [22]. Sin embar-
go, las proteinas de la leche intactas tienen una
variedad de actividades biologicas. Por ejemplo,
las inmunoglobulinas tienen un efecto inmu-
noprotector, la lactoferrina muestra actividad
antibacteriana, mientras que las bajas concentra-
ciones de factores de crecimiento y hormonas,
principalmente presentes en el calostro, parecen
desempefiar un papel importante en el desarrollo
postnatal [47]. Como se muestra en la (Tabla 4),
las proteinas de la leche también contienen una

Péptido bioactivo

Precursor de la proteina

amplia gama de secuencias de péptidos bioacti-
vos, agonistas y antagonistas opioides, péptidos
hipotensores potenciales que inhiben la enzima
convertidora de angiotensina | (ACE), péptidos
de unién mineral, inmunomoduladores, antibac-
terianos y antitrombéticos [47,48].

6.1. Estructura y actividad biolégica
6.1.1. Péptidos opioides

Los péptidos opioides enddgenos se derivan
de encefalinas, endorfinas y dinorfinas, y actian
como ligandos de receptores opioides. El efecto
fisioldgico de estos péptidos depende del tipo de
receptor [49]. Los péptidos opioides derivados
de proteinas de la leche pueden mostrar activi-
dad agonista o antagonista. Los péptidos opioi-
des derivados de caseina exdgenos se conocen
como casomorfinas y/o casoxinas, mientras que
los péptidos opioides derivados de proteina de
suero se conocen como lactorfinas [50].

Bioactividad

Casomorfinas Caseinas a_, y B
a-lactorfina a-lactoalbumina
B-lactorfina B-lactoglobulina

Agonista opioide
Agonista opioide

Agonista opioide

Lactoferroxinas Lactoferrina Antagonista opioide

Casoxinas K-caseina Antagonista opioide

Casokininas Caseinas a_, y B- Inhibidor de ECA

a-lactoalbimina, B-lactoglobulina y

albumina sérica Inhibidor de ECA

Lactokininas

Inmunopéptidos Caseinas B-, k-y a Inmunomodulador

Lactoferricina Lactoferrina Antimicrobiana

Casocidina Caseinas a,, Antimicrobiana
Isracidina Caseinas a, Antimicrobiana
Casoplatelinas K-caseina Antitrombatica

Fosfopéptidos Caseinas a_,,a,, B~ y K- Mineral de enlace

Fuente: : FiztGerald & Meisel, (2003) [50].

Tabla 4. Péptidos bioactivos derivados de proteinas de la leche.




6.1.2. Péptidos inhibidores de enzima con-
vertidora de angiotensina 1 (ECA)

La enzima convertidora de angiotensina-l
(ECA; peptidildipéptido hidrolasa, EC 3.4.25.1)
se ha asociado con el sistema de renina angio-
tensina que regula la presion arterial. La enzima
puede aumentar la presién arterial al convertir
la angiotensina | en el potente vasoconstrictor,
la angiotensina Il. La inhibicién de la ECA puede
ejercer un efecto antihipertensivo como conse-
cuencia de una disminucién de la angiotensina ll.
De hecho, los inhibidores sintéticos potentes de
la ECA, como Captopril®, se usan ampliamente
en el tratamiento de la hipertensién en humanos
[51].

Se han encontrado secuencias de casokinina
(inhibidores de péptidos derivados de la caseina
de ECA) [52] en caseinas a,,-, B- Y k-, y lactoki-
ninas [53] en a-lactoalbimina, B-lactoglobulina
y albuimina sérica bovina. Potentes casokininas
incluyen a.,-CN (f 25-27), B-CN (f 74-76), B-CN (f
169-174) y k-CN (f 108-110) que tienen valores
ECAIC,,de 2 a 5 pmol/L. La lactokinina derivada
de proteina de suero mas potente es B-lactoglo-
bulina (f 142-148) que tiene un valor ECA IC, de
43 pmol/L [50]. Muchas casokininas y lactoki-
ninas potentes contienen un residuo de prolina,
lisina o arginina C-terminal. Parece que los pép-
tidos que contienen residuos de aminoacidos
hidrofébicos en la region C-terminal muestran la
mayor potencia inhibitoria [50].

6.1.3. Péptidos antimicrobianos

La lactoferrina es una glucoproteina de unién
a hierro presente en la mayoria de los fluidos
biolégicos de mamiferos, incluida la leche. Se
ha informado de la existencia de una secuencia
antimicrobiana, llamada lactoferricina (f 17-41)
cerca del extremo N de lactoferrina, en una re-
gion distinta de sus sitios de unién al hierro [54].
La lactoferricina mostré actividad antimicrobia-
na contra diversas bacterias Gram positivas y
negativas, levaduras y hongos filamentosos.
Estos péptidos catidnicos matan microorganis-
mos sensibles al aumentar la permeabilidad de
la membrana celular [54].
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6.1.4. Péptidos antitrombéticos

Las casoplatelinas, péptidos antitrombdti-
cos, se derivan de la parte C terminal (caseinogli-
comacromapéptido) de la k-caseina bovina. Es-
tos péptidos inhiben la agregacion de plaquetas
activadas por ADP y la union de la cadena V de
fibrindgeno humano a los receptores de fibriné-
geno de la superficie de las plaquetas [55]. Los
principales péptidos antitrombéticos de k-casei-
na corresponden a k-CN (f 106-116) y fragmen-
tos mas pequefios de los mismos [50].

6.1.5. Péptidos inmunomoduladores

Los inmunopéptidos derivados de caseina,
incluyendo a_-CN (f 194-199) y B-CN (f 63-68), (f
193-202) y (f 191-193) estimulan la fagocitosis
de los globulos rojos de las ovejas por los ma-
créfagos y ejercen un efecto protector contra la
infeccion por Klebsiella pneumoniae en ratones
después de la administracion intravenosa de
péptidos [56].

6.2. Importancia fisiolégica

Los péptidos bioactivos deben alcanzar sus
objetivos para ejercer una respuesta fisioldgica
especifica. Los péptidos opioides derivados de
las proteinas de la leche parecen tener impor-
tancia fisioldgica en los mamiferos, debido a la
liberacién de casomorfina en la gldndula mama-
ria [57]. La inhibicion de la ECA, que se encuentra
en diferentes tejidos (plasma, pulmaén, rifidn, co-
razén, musculo esquelético, pancreas, cerebro,
arterias mamarias, testiculos, Utero, intestino)
puede influir en diferentes sistemas reguladores
[50].

Un reciente ensayo de alimentacién humana
mostré un aumento en la absorcion de calcio y
zinc después de la incorporacién de caseino-
fosfopéptidos en un alimento infantil a base de
arroz [58]. Ademas, se ha demostrado que los ca-
seinofosfopéptidos se unen al calcio pueden te-
ner un efecto anticariogénico, ya que inhiben las
lesiones de caries a través de la recalcificacion
del esmalte dental [50]. Los péptidos bacterici-
das pueden ayudar a proteger el tracto intestinal
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neonatal y, por lo tanto, respaldar la defensa no
inmune del intestino [59]. Todavia no estéa claro
cémo los efectos antibacterianos de los pépti-
dos derivados de alimentos son de importancia
fisiolédgica. Sin embargo, se demostré que un
fragmento de lactoferricina de 11 residuos tie-
ne una actividad hemolitica menor mientras que
mantiene su actividad antimicrobiana [50].

7. Enzimas presentes en la leche

La mayoria de las enzimas presentes en la
leche no tienen un papel fisiolégico en la biosin-
tesis y secrecion de la leche, con excepcidon de la
lipoproteina lipasa y la xantina oxidorreductasa
[11]. Las enzimas de la leche provienen princi-
palmente del i) plasma sanguineo, ii) citoplasma
de células secretoras, iij) membrana del glébulo
de grasa (esta es probablemente la fuente de la
mayoria de las enzimas en la leche), y iv) células
somaticas (leucocitos), que ingresan a la glan-
dula mamaria desde la sangre hasta la infeccién
bacteriana (mastitis) y, por lo tanto, ingresan a la
leche. De forma natural, la leche no contiene sus-
tratos para muchas de las enzimas presentes,
mientras que otras se encuentran inactivas de-
bido a condiciones ambientales no éptimas para
su actividad, como pH o potencial redox [11]. Sin
embargo, muchas otras enzimas tienen funcio-
nes especificas; por ejemplo, fosfatasa alcalina,
lactoperoxidasa, catalasa, y-glutamil transferasa,
amilasa son importantes para conocer el histo-
rial térmico de la leche [11].

7.1. Lipasas

La reaccién de la lipasa transforma las gran-
des lipoproteinas ricas en triglicéridos en lipo-
proteinas remanentes ricas en colesterol. Este
proceso se completa en minutos a unas pocas
horas después de que la lipoproteina ha entrado
en circulacién [60,61]. Algunos de los restos se
eliminan de la circulacién como tales, pero otros
se transforman en lipoproteinas de baja densi-
dad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL).
Estas particulas derivadas remanentes son las

principales lipoproteinas en el plasma en ayunas
[60]. Se han encontrado dos lipasas en la leche:
colesteril éster hidrolasa y la lipoprotein lipasa.
La colesteril éster hidrolasa o también llamada
lipasa no especifica o lipasa activada por bilis, se
activa Unicamente cuando la bilis esta presente
[62].

7.1.1. Lipoprotein lipasa (LPL)

La lipoprotein lipasa (LPL) est4 presente en
diferentes concentraciones en la leche de todos
los mamiferos. La LPL puede atraer y acumular
lipoproteinas en las superficies celulares [62]. La
LPL bovina es un homodimero no covalente de
una subunidad glicosilada con 450 residuos de
aminodcidos, cinco puentes disulfuro y dos ca-
denas de oligosacaridos. Las lipasas tienen dos
unidades plegables, un dominio principal N-ter-
minal y un dominio C-terminal mas pequefio. La
forma cataliticamente activa de LPL (bovina)
es un homodimero no covalente [63]. La lipasa
pancredtica relacionada es monomérica en solu-
cién [64]. Esto sugiere que el estado dimérico de
LPL no es necesario para la actividad catalitica
como tal, pero mantiene las subunidades en su
conformacion activa. La LPL requiere que la apo-
lipoproteina CIl (apoCll) actue sobre las lipopro-
teinas [65]. La lipasa pancreédtica requiere otra
proteina, la colipasa, para actuar en el intestino
[64], pero la lipasa hepética no requiere un acti-
vador. Estudios cristalogréficos han demostrado
que la colipasa interactia con el dominio C-ter-
minal de la lipasa pancreatica [66].

Las estructuras en y alrededor del sitio activo
son similares en lipasa pancreatica, LPL y lipasa
hepatica. Las tres enzimas liberan acidos grasos
de las posiciones 1,3 en tri, di y monoglicéridos
[67]. Durante la lipdlisis de los lipidos de la leche,
se liberan preferentemente acidos grasos de ca-
dena corta y media. Una explicacién de esto es
debido a que los triglicéridos de cadena mas cor-
ta se hidrolizan mas facilmente por LPL que los
triglicéridos de cadena larga debido a una ma-
yor solubilidad y movilidad en la interfaz emul-
sién-agua [60].

Tradicionalmente se ha asumido que la fuen-
te principal de LPL en la glandula mamaria son



las células epiteliales alveolares productoras de
leche. La microscopia electronica mostré LPL
dentro de las vesiculas alo largo de la ruta secre-
tora, es decir, Golgi, vesiculas de condensacion,
vesiculas intracelulares maduras y vesiculas se-
cretoras. No se observé LPL asociado con los
glébulos de grasa lactea dentro de las células,
por lo que aparentemente, la enzima se secreta
con las micelas de caseina. En la glandula ma-
maria puede producirse cierta transferencia a los
glébulos de grasa de la leche, pero esta asocia-
cion probablemente ocurre en gran medida du-
rante la recoleccién y el almacenamiento de la
leche [62]. La actividad de LPL en la leche difiere
ampliamente entre especies. Se ha pensado que
las especies que producen la lipasa en las célu-
las epiteliales mamarias también la liberan en la
leche, mientras que otras especies producen la
lipasa en un tipo de célula diferente y liberan mu-
cho menos enzima en la leche [61].

7.1.2. Lipolisis de la leche

La leche bovina recién extraida contiene
solo pequeias cantidades de acidos grasos li-
bres. Cuando los procedimientos de ordefio y
almacenamiento son adecuados, la leche puede
mantenerse durante varios dias con poco desa-
rrollo adicional de &cidos grasos libres [68]. La
hidrdlisis de tan solo 1-2% de los triglicéridos de
la leche a 4cidos grasos le da un sabor rancio a
la leche, haciendo de la leche no agradable para
su consumo [69]. La lipdlisis se debe en gran me-
dida a la LPL autéctona de la leche. No obstante,
después del almacenamiento prolongado o mal
manejo higiénico, las lipasas bacterianas se vuel-
ven importantes [61].

7.2. Proteinasas

La plasmina (fibrinolisina, fibrinasa, EC
3.4.21.7) es una serina proteinasa similar a la
tripsina que esté activa a pH 7,5y 37°C [70,71].
El papel fisiolégico de la plasmina es la solubili-
zacion de los coagulos de fibrina; es un compo-
nente de un sistema complejo que consiste en
la enzima activa, plasmindgeno, activadores de
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plasmindgeno (PA) e inhibidores de plasmina y
PA. El origen de la plasminay el plasminégeno en
la leche es la sangre de las vacas [72]. El plasmi-
ndgeno bovino es una glucoproteina que contie-
ne 786 aminodacidos y existe en 2 variantes (91,4
y 89,2 kDa) que difieren en su contenido de car-
bohidratos. El plasmindgeno tiene 5 estructuras
caracteristicas de triple asa y cada una cuenta
con un sitio de unioén a lisina [71]. La plasmina y
el plasmindgeno estan asociados con las mice-
las de caseina en la leche. La plasmina se libera
de las micelas de caseina a valores de pH inferio-
resa4,6[72].

La actividad enzimatica de la plasmina ge-
neralmente se mide en una solucién de citrato y
usando sustratos fluorogénicos [73] o cromogé-
nicos [74]. La relacion de plasmindgeno a plas-
mina en la leche se usa con frecuencia como
una indicacién del grado de activacién del plas-
mindgeno [72]. Uno de los factores mas impor-
tantes que afectan la actividad de la plasmina en
la leche es la etapa de lactancia. La actividad de
la plasmina disminuye; mientras que el nivel de
plasmindégeno aumenta después del parto [75].
La actividad de la plasmina también esta relacio-
nada con la alimentacion o suplementacién de
concentrados [76], edad del animal [77], raza de
ganado [78], entre otras. Sin embargo, las dife-
rencias en la actividad entre razas pueden deber-
se a diferencias en el contenido de caseina de
su leche [77]. La leche mastitica tiene niveles
elevados de plasminégeno y plasmina y existe
una alta correlacién entre el recuento de células
somaticas (SCC) de la leche y la actividad de la
plasmina [79].

El procesamiento de la leche influye también
en la actividad de la plasmina. Al respecto, la
pasteurizacién provoca una mayor actividad de
plasmina en la leche, debido a la inactivacion de
inhibidores de los activadores de plasmindgeno,
lo que conduce a una mayor activacién de plas-
minogeno [80]. Al aplicar temperaturas mas ele-
vadas y en presencia de B-lactoglobulina, la plas-
mina se desestabiliza mucho més [81].

En los productos lacteos, la plasmina tiene
efectos especificos, por ejemplo, en el queso
contribuye a la protedlisis durante la madura-




CAPITULO 2

cién [82]. Mientras que en la leche cruda pueden
causar la protedlisis de la leche cruda durante el
almacenamiento, generando sabores desagrada-
bles astringentes [83].

Ademas de la plasmina en la leche, podemos
encontrar proteinasas de células somaticas. En
este sentido, en la leche existen tres tipos prin-
cipales de células somaticas: leucocitos poli-
morfonucleares (PMN), macréfagos y linfocitos,
que generalmente estan en proporciones de 74,
18 y 8%, respectivamente. Durante la mastitis, el
recuento de células somaticas (SCC) de la leche
aumenta rapidamente, debido a una afluencia
masiva de PMN [84]. Debido a una mayor secre-
cion de plasmina en la leche, una parte del SCC
esta correlacionado con la actividad proteolitica,
y el resto probablemente se deba a lisosomas.
La proteinasa de células somaticas mejor carac-
terizada en la leche es la proteinasa aspartica
lisosémica, la catepsina D [72].

7.3. Fosfatasas

Las fosfatasas (EC 3.1.3.) catalizan la hidré-
lisis de monoésteres de fosfato y diésteres de
fosfato, respectivamente, utilizando agua como
aceptor. Las enzimas de la subclase EC 3.1. co-

rresponden al grupo de las hidrolasas, las cuales
actlan sobre enlaces éster e incluyen fosfomo-
noesterasas (EC 3.1.3.), fosfodiesterasas (EC
3.1.4.) y un grupo especifico de fosfodiesterasas,
llamadas nucleasas (EC 3.1.11. -EC 3.1.31.). Las
fosfomonoesterasas son las fosfohidrolasas
mas importantes en la leche y se pueden dividir
en dos tipos generales, fosfatasas alcalinas (EC
3.1.3.1) y fosfatasas 4cidas (EC 3.1.3.2), basa-
das en el pH 6ptimo [85].

Entre las fosfatasas, la fosfatasa alcalina
(ALP EC 3.1.3.1) se presenta en todas las leches,
aunque su nivel presente varia considerablemen-
te entre especies. En el calostro el nivel de ALP
es muy alto, pero se reduce a un minimo en 1-2
semanas después del parto; mientras que des-
pués de la semana 25, alcanza un nivel constante
[85]. La ALP es una glicoproteina que contiene
acido sidlico. Su actividad se usa como un indice
de la eficiencia de la pasteurizacion HTST, debi-
do a que ALP es ligeramente mas resistente al
calor que Mycobacterium tuberculosis. La prueba
ALP es de gran importancia para la salud publica
como un medio para vigilar la minuciosidad de
la pasteurizacién o la adicion de leche cruda a la
leche pasteurizada o productos lacteos [85].

Caracteristicas Condiciones

Caseina 6,8
pH éptimo

p-Nitrofenilfosfato 9,65-10,5
Temperatura éptima 37°C
K, 0,69 mM en p-Nitrofenilfosfato

Activadores

CaZ+‘ an", an", COZ+’ Mgz+

Quelantes metalicos (EDTA, EGTA, etc.)

Inhibidores Ortofosfatos

Peso molecular 170 kDa

Estabilidad térmica

Valor D a 60°C, pH 9 27,2 min
63°C,pH 9 8,3 min

Fuente: Shakeel-Ur-Rehman et al., (2003) [85].

Tabla 5. Péptidos bioactivos derivados de proteinas de la leche.




La fosfatasa alcalina se concentra en la
membrana del glébulo graso de la leche (MFGM),
donde se asocia con los microsomas (particulas
de lipoproteina) de la glandula mamaria. La fos-
fatasa alcalina es una fosfomonoesterasa con
una actividad 6ptima en el rango de pH 9-10,5.
Es un dimero de dos subunidades idénticas de
85 kDa. Las caracteristicas de la leche ALP se
resumen en la (Tabla 5). El valor D para ALP a 60
y 63°C es 27,2 y 8,3 min, respectivamente [85].
Finalmente, la ALP es una de las enzimas mas
importante desde un punto de vista tecnologico.
Leche fluida y sus derivados que muestran acti-
vidad de ALP por debajo 1 pg de fenol/mL por el
método rapido Scharer, se consideran pasteuri-
zados y seguros para el consumo humano [86].

7.4. Lactoperoxidasa

La lactoperoxidasa se ha asociado a propie-
dades antimicrobianas de la leche bovina [87]. La
enzima consiste de una Unica cadena peptidica
de 612 aminodacidos y una masa molecular de
69.502 Da [88]. Los productos de las reacciones
catalizadas por peroxidasa y los mecanismos de
las diversas reacciones dependen de la peroxida-
sa particular, el donador de electrones utilizado,
las concentraciones relativas de enzima, peroxi-
do, pH y la temperatura [89]. La lactoperoxidasa
estd presente en altas concentraciones en la le-
che bovina. El sistema lactoperoxidasa inhibe el
crecimiento y el metabolismo de muchas espe-
cies de bacterias en presencia de concentracio-
nes adecuadas de H202 y SCN- [87].

8. Polimorfismo genético de las proteinas

de la leche

Las caseinas son un grupo de proteinas muy
heterogéneo, por el hecho de que son productos
de genes autosomicos alélicos co-dominantes.
Como se muestra en la Figura 1, hay siete varian-
tes genéticas de caseinas as1, cuatro de casei-
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nas as2, nueve de B-caseinasy seis de k-caseina.
El patron de herencia de los diversos polimorfos
de caseina respalda el concepto de una estrecha
vinculacién de los cuatro loci genéticos para es-
tas proteinas [90]. Por ello, las variantes genéti-
cas no se observan con frecuencias aleatorias o
iguales. Las variantes A y B de la k-caseina se
encuentra con mayor frecuencia [90].

8.1. Métodos de deteccién de polimorfismo
genético

8.1.1. Técnicas electroforéticas

Mediante electroforesis se han detectado y
confirmado las variantes genéticas que existen
en las proteinas de la leche [91]. El polimorfismo
genético se observo claramente en muestras de
leche de vaca analizadas mediante electrofore-
sis en papel filtro en tampon de barbitona (pH
8,6). Se produjeron una o dos bandas, o una mez-
cla de ambas bandas electroforéticamente dis-
tintas, que fueron denotadas como B1y B2-lacto-
globulinas orden de disminucion de la movilidad.
Esta nomenclatura fue luego reemplazada por A
y B, respectivamente, cuando se descubri6é que
la sintesis de estos dos tipos de B-lactoglobulina
estaba bajo control genético, determinado por
dos genes autosémicos alélicos [92,93]. Los mé-
todos electroforéticos para la deteccién de poli-
morfismo genético superan con creces cualquier
otro método utilizado debido a su simplicidad y
facilidad de aplicacion para grandes cantidades
de muestras [93].

8.2. Frecuencia de polimorfismo genético en
especies bovinas

La mayor parte de las investigaciones sobre
el polimorfismo genético de las proteinas de la
leche se ha realizado en ganado bovino. Las di-
ferentes variantes genéticas de las principales
proteinas lacteas identificadas hasta ahora se
representan esquematicamente en la (Figura 1).
En la actualidad, se han detectado siete variantes
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genéticas de caseinas aS1, designadas como A,
D, B, G, C, FyE en orden de disminucién de la
movilidad electroforética. En el primer informe
sobre el polimorfismo genético de caseinas aS2
se utilizo la designacion A para la variante ya co-
nocida comun en las razas europeas y la letra B
para una variante recientemente descubierta en
ganado bovino y ceby, y la letra C a otra variante
observada en yaks del valle de Nepal [94].

8.3. Bases moleculares para el polimorfismo
genético en especies bovinas

El polimorfismo genético en las proteinas de
la leche se debe a sustituciones de aminoacidos
0 a la eliminacién de una cierta secuencia de
aminodcidos a lo largo de la cadena peptidica
como consecuencia de mutaciones que causan
cambios en la secuencia de pares de bases
de la molécula de ADN que constituyen el gen
de la proteina. Para identificar la ubicacion
exacta donde se ha producido la mutacion, se
debe determinar la estructura primaria de las
proteinas. La primera proteina de la leche en ser
secuenciada totalmente fue la a-lactoalbimina,
que contiene 123 aminodcidos. Ahora se conoce
la secuencia completa de aminodacidos de la
segunda proteina de suero, B-lactoglobulina, con
162 aminoacidos [92].

8.3.1. Caseina a_, bovina

La caseina ag, se resolvio en dos bandas
electroforéticas distintas que se denominaron
como: caseina a, para el componente
principal y caseina a,, para el componente de
movimiento mas rapido. Aunque las secuencias
de aminoacidos de los dos componentes de
caseina ag, son idénticas, la caseina a, tiene
una movilidad electroforética mas rapida que
la caseina a, debido a la presencia de un grupo
fosfato adicional unido al residuo de serina en la
posicion 41 [95]. Las variantes A, B,D, F, Gy H
difieren de C y E al tener &cido glutdmico en lugar
de glicina en la posicion 192. La variante D tiene

treonina en lugar de alanina en la posicién 53 en
la variante C.

8.3.2. Caseina a_, bovina

La separacion electroforética en gel mostro
la presencia de varias bandas de proteinas de
movimiento rapido por delante de las zonas de
la B-caseina, las cuales se nombraron como:
caseinas a -, a .-, 0, Q- A, O Y O, en orden
de disminucion de movilidad [93]. La denotacién
a, de las caseinas se debe a los hallazgos
reportados por Brignon y cols. 1973 [96], quienes
demostraron de manera concluyente que las
caseinas a_ restantes tenian la misma secuencia
de aminoéacidos, pero diferentes grados de
fosforilacién [92].

8.3.3. B-caseina bovina

Lavariante A?dela B-caseina fue la primeraen
secuenciarse por completo. Usando la secuencia
de la B-caseina A% como referencia, las variantes
A', B y C difieren al tener una histidina en lugar
de una prolina en la posiciéon 67. La variante B
difiere de A al tener una arginina en lugar de una
serina en la posicion 122. La B-caseina C también
difiere de la B-caseina A? por un 4cido glutamico
a la sustitucion de lisina en la posicion 37 y la
ausencia de &cido glutdmico en la posicion
37 conduce a una serina no fosforilada en la
posicion 35 en la variante C [93].

8.3.4. k-caseina bovina

Se identificaron las estructuras primarias
de dos variantes genéticas de k-caseina, A
y B. La k-caseina A difiere de la variante B por
la sustitucién de treonina por isoleucina en la
posicién 136 y de acido aspartico por alanina
en la posicion 148. La sustitucion de arginina
en la variante B en la posiciéon 97 da la variante
C [97]. En la posicién 155, la variante A tiene
serina, mientras que la variante E tiene glicina.
La sustitucion de arginina en las posiciones 10



y 97 en la k-caseina B por histidina y cisteina,
respectivamente, da lugar a las variantes F [98],
F'y G[99], GE[100]. Debido a que ambas variantes
F' y GE tienen isoleucina en la posicion 136 y
alanina en la posicion 148, podrian considerarse
derivadas de la variante B.

8.3.5. B-lactoglobulina bovina

La B-lactoglobulina contiene 162 aminoacidos
y se conocen diez variantes genéticas. Se
han identificado las estructuras primarias de
B-lactoglobulina A y B. La sustituciéon de acido
aspadrtico en la posicién 64 y valina en la posicién
118 por dglicina y alanina, respectivamente,
constituyen la diferencia entre las variantes A
y B. La sustitucion de glutamina en la posicion
59 de la variante B por histidina proporciona la
variante C, mientras que la sustitucién del acido
glutdmico en la posicién 45 de la variante B por
una glutamina da como resultado la variante D
[96]. La variante E, que se descubrié en la leche
de yak, difiere de la variante B al tener glicina en
lugar de &cido glutamico en la posicion 158 [101].

8.3.6. a-lactoalbumina bovina

Brew y cols., 1970 [23] determinaron las
secuencias de aminoacidos completas de
a-lactoalbumina A y B. La variante A difiere
de B por una Unica sustitucion de glutamina
por arginina en la posicién 10. Se propuso
provisionalmente que la variante C difiera de B
por un grupo amida, muy probablemente por la
sustitucion de asparagina por acido aspartico
[92].

8.4. Distribucién de frecuencia de variantes
genéticas en otras especies

8.4.1. Especies caprinas

El notable ejemplo de a_,-caseina destaca
el polimorfismo de las proteinas de la leche en
la cabra. En base a estudios en caseinas de
leche de cabra, se dedujo que no habia proteinas
correspondientes a a_-caseina. Grosclaude
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y cols. 1987 [102] establecieron la existencia
de al menos siete alelos, asociados con varias
cantidades de a_-caseina en la leche. También
se observaron variaciones cuantitativas de las
caseinas a_, en razas italianas [103] (2). Ademas,
Boulanger y cols. 1984 [104] describieron un
polimorfismo de a_,-caseina, con dos alelos, a_,-
Cn* y a_-Cn®, siendo el primero predominante
en las razas Alpine (0,85) y Saanen (0,87). La
variante A se subdividié en A y C. La variante
B difiere de A al tener Lys en lugar de Glu en la
posicién 64. La variante C difiere de A por el
reemplazo de Lys por lle en la posicién 167 [105].

8.4.2. Especies ovinas

El polimorfismo mejor documentado en las
ovejas es el de la B-lactoglobulina, descubierta.
Las variantes A y B difieren por una sustitucion
de Tyr en la variante A por His en la variante B en
la posicién 20 [106]. Tal diferencia que involucra
histidina versus un aminoacido neutro explica
por qué el polimorfismo se ve en la electroforesis
en gel de almidén a pH 7,2 pero no a pH 8,6. Una
variante adicional, B-Lg C, fue encontrada por Er-
hardt y cols., 1989 [107]. A excepcidn de la k-ca-
seina, también se observé polimorfismo en las
otras proteinas principales. Ademas del tipo co-
mun de a-lactoalbimina, (a-La A), la rara variante
a-La B se observo en tres razas italianas [108].

8.4.3. Especies porcinas

Los polimorfismos mejor caracterizados de
las proteinas de la leche porcina son los de la
B-lactoglobulina. Las variantes Ay B fueron iden-
tificadas a pH alcalino [109]. La variante A fue
predominante en los cerdos Duroc (0,95) y la va-
riante B en los cerdos Yorkshire (0,75). Como se
demostré que las variantes A y B difieren segun
una sustitucion Ala (B)/Val (A) [110]. Una tercera
variante, C, fue encontrada por Bell y cols., 1981
[111].

8.4.4. Especies equinas

El polimorfismo mas claramente establecido
de la proteina de leche equina es el de una protei-
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na de suero menor, llamada proteina de la zona |
y proteina Whey,, que mas tarde se demostré que
era B-Lg Il, una de las dos B-Lgs de la especie.
El primer grupo distinguié cinco variantes (A, B,
C, D y E) mientras que el segundo grupo mostré
cuatro variantes (A, B, Cy D) [92].

8.5. Polimorfismo de proteina de leche como
genes marcadores en especies bovinas

Se ha propuesto que varios aspectos que sur-
gen del estudio del polimorfismo genético de las
proteinas de la leche tienen aplicaciones practi-
cas con el fin de mejorar la eficiencia general en
diferentes sectores de la industria lactea. Debido
a que las diferentes formas polimorficas de las
principales proteinas de la leche estan controla-
das por genes autosdémicos que se heredan, la
seleccion de vacas para un tipo especifico de
proteina de leche es factible, y es posible repro-
ducir variantes genéticas especificas deseables.

8.5.1. Produccién de leche

No es facil relacionar el polimorfismo genéti-
co de las proteinas de la leche y su produccién,
debido a varias razones, que incluyen el tamafio
de la poblacién, las razas de animales, la frecuen-
cia de las variantes genéticas consideradas, los
métodos para medir los rasgos de produccion
(dia de prueba o rendimiento total de la lactan-
cia). Ademas, el rigor del andlisis estadistico
para ajustar otros factores importantes que con-
tribuyen a la produccién de leche, como edad de
la vaca, estacion, etapa de lactancia, estado de
salud y los efectos de otras variantes genéticas.
Existe controversia en la literatura con respecto a
la relacion entre las variantes genéticas de B-lac-
toglobulinay la produccién de leche. Diversos es-
tudios [112,113] no reportaron relaciones entre
las variantes de B-lactoglobulina y la produccion
de leche. Por el contrario, otros estudios sugiri-
eron una produccion superior para las vacas con
fenotipo BB [114]. También se ha informado de la
asociacion de B-lactoglobulina AB con una may-
or produccion de leche [93].

9. Alergenicidad de proteinas lacteas

Desafortunadamente, el nimero de personas
con alergias alimentarias ha ido en aumento,
sobre todo en paises desarrollados [115]. Al res-
pecto, el inicio de la alergia a la leche de vaca es
generalmente durante la infancia. Se tienen esti-
maciones de incidencia de 1 a 7,5% en lactantes.
La variacion parece ser atribuible a las diferen-
cias en los criterios de diagndstico, el disefio del
estudio y la poblacidn estudiada [115]. Una de las
razones de la mayor proporcién de lactantes con
alergia a la leche de vaca parece ser la disminu-
cion en el numero de madres que amamantan a
sus hijos [116] El alimento mas seguro para los
lactantes, con pocas excepciones, es la leche
materna. Las férmulas de leche de vaca que
tienen componentes similares en tipo y propor-
cion a los de la leche materna, son el reemplazo
habitual de la leche materna [116]. Diversos estu-
dios han reportado que el 0,5% de los lactantes
alimentados exclusivamente con leche materna
presentan alergia a la leche [117]. No obstante,
estos valores aumentan hasta un 7% en bebés
alimentados con férmula lactea [117]. En afios
pasados se reportaron casos clinicos de nifios
con reacciones adversas a formulas lacteas, in-
cluyendo hidrolizados de suero [118]. Durante la
infancia, una pequefia parte de las proteinas de
la leche que son alergénicas pueden ser absor-
bidas a través de la pared intestinal sin ser digeri-
das porque el tracto intestinal es inmaduro. Esta
inmadurez se considera una causa importante
del inicio de la alergia alimentaria en la infancia,
aunque el grado de permeabilidad del intestino
no estd directamente relacionado con el riesgo
de desarrollar alergia alimentaria en general. El
otro factor principal parece ser el funcionamien-
to insuficiente del sistema inmune de los lac-
tantes [115].

9.1. Mecanismo de aparicion de alergia a la
leche

Las reacciones inmunitarias asociadas
con alergias alimentarias estan mediadas



por anticuerpos y células en una intrincada
red de interacciones. Cuando los alérgenos
alimentarios, como los de la leche, entran al
cuerpo, reaccionan de manera compleja con
los érganos del tracto gastrointestinal. Primero,
los alérgenos se degradan en el estémago y el
intestino en sustancias de bajo peso molecular,
como péptidos y aminodcidos. Las sustancias
de peso molecular suficientemente bajo no son
reconocidas por el sistema inmune y no causan
reacciones alérgicas. Aunque en la actualidad no
existe un peso molecular definido por debajo del
cual los péptidos se consideran no alergénicos,
se ha sugerido que, en general, los péptidos con
un peso molecular <1.800 Da no son alergénicos
[119]

Se distinguen cuatro tipos (tipos | a IV) de
reacciones de hipersensibilidad. La gran mayoria
de los casos de alergia asociados a la leche
involucran reacciones de hipersensibilidad tipo
| [120]. Como se muestra en la (Figura 3), el
desarrollo de la alergia por el consumo de leche

Hidrolisis

=
b

Reaccion

-

Alérgica
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estd regulado por las inmunogloulinas E (IgE) y
se lleva a cabo en dos etapas. La primera fase,
“sensibilizacion” ocurre cuando las proteinas
de la leche son pinocitadas por las células
presentadoras del antigeno (CPA) y los epitopos
(o secuencia a la que se unen los anticuerpos
o receptores) de las células B o T. Las células
T efectoras Th2 envian sefales a las células B
a través de interleucina-4 (IL-4) para modificar
la produccién de IgE especificos de proteina
de leche, que luego se unen a los mastocitos
(células plasmaticas). En la segunda fase, de
“activacion”, las IgE provocan la desgranulacién
celular y la liberacién de rapida de mediadores
inflamatorios, como la histamina, que causan los
sintomas alérgicos [115,121].

Los sintomas asociados con la alergia a la
leche mediada por IgE incluyen uno o mas de
manifestaciones cutdneas (eccema, urticaria),
gastrointestinales (nduseas, vomitos, diarrea) o
manifestaciones respiratorias (rinoconjuntivitis,
asma) [121].

Célula Presentadora
del Antigeno

/1

Péptidos

('/.,.-"""-
?gb =

....0”

-

IgE

Célula Plasmatica

(Mastocito)

Tabla 3. Mecanismo de las reacciones alérgicas a las proteinas de la leche.
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9.2. Alergenicidad de las proteinas de la leche

En casi todos los casos, la causa de la
alergia a la leche es una proteina. En base a
estudios de alergenicidad, la proteina que mas
frecuentemente provoca respuestas alérgicas es
la B-lactoglobulina. La B-lactoglobulina tiene la
mayor alergenicidad, probablemente porque esta
proteina es estable incluso a un pH bajo, lo que
la hace resistente a la digestién en el estémago
y porque no esta presente en la leche materna
humana, por lo que es una sustancia extrafia
para los bebés humanos [115].

10. Conclusidn

La leche es uno de los alimentos individuales
mas completos y complejos, cuya composicion
varia de una especie a otra. El uso de varios tipos
de leche en la dieta humana ofrece su elevada
concentracién de nutrientes como suplemento
en la dieta de diferentes regiones del mundo.
La importancia de las proteinas de la leche es
ilimitada ya que proporcionan una amplia gama
de propiedades funcionales y bioldgicas que se
descubren continuamente y sobre las cuales
se acumulan datos cientificos. Las proteinas
de la leche estadn conformadas principalmente
de caseinas y proteinas de suero. La estructura
supramolecular de las micelas de caseina se ha
modelado como una red en la que se encuentran
los agregados de fosfato de calcio para mantener
la integridad de la micela. Una caracteristica
de este modelo es que cualquier cambio en la
temperatura o el entorno quimico ejercerd un
cambio global en toda la supramolécula. Un
grupo aparte de las proteinas que conforman
la leche, pero de gran importancia, son las
enzimas, cuyas funciones son significativas para
la proteccion y/o nutricion del recién nacido,
estabilidad o deterioro de la leche. Muchas
enzimas son importantes en la tecnologia lactea
como indicadores de calidad.

Las proteinas, ademas de ser una fuente
rica de aminodcidos, contienen una serie de
péptidos potencialmente activos que tienen
funciones fisiologicas. Se ha documentado
la actividad anticancerigena, antimicrobiana,
inmunomoduladora, portadora de minerales y
antihipertensiva de las proteinas de la leche.
Las inmunoglobulinas son esenciales en la
transferencia de inmunidad, ya que una alta
concentracién deinmunoglobulinas en el calostro
mejora la resistencia a las enfermedades de los
recién nacidos. Algunas proteinas de la leche ya
han encontrado aplicaciones en el desarrollo de
nuevos alimentos disefiados para proporcionar
funciones que promueven la salud, incluida la
prevencion de enfermedades y la mejora del
bienestar de los consumidores. Sin embargo,
todavia hace falta evidencia firme de varios
roles fisiolégicos de péptidos y proteinas de la
leche en el ser humano, asi como las posibles
aplicaciones de estos en algunas terapias
especificas. A pesar de los miultiples beneficios
del consumo de la lechey sus proteinas, también
se encuentran algunos péptidos que estan
asociados con la aparicién de ciertos tipos de
alergias. Estos son problemas importantes que
deben resolverse en el futuro.

Se ha dilucidado la estructura primaria de la
mayoria de las proteinas de la leche, lo que ha
permitido, a través de técnicas electroforéticas,
el descubrimiento de algunas mutaciones,
las cuales se basan en algunas sustituciones
de aminodcidos (polimorfismo genético). La
presencia de una variante u otra puede tener
un efecto en las propiedades de la leche, tales
como concentracion de caseinas y propiedades
de coagulacion. Varios estudios han adaptado
el polimorfismo genético de las proteinas de la
leche como marcadores para la caracterizacion
y diferenciacién de la poblaciéon bovina. A
pesar de que las proteinas de la leche han sido
bien caracterizadas, ain hay oportunidades de
investigacion que deberan ser cubiertas.
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