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RESUMEN

El uso de cuajo de alpaca, proveniente de fetos y crias, para elaborar quesos
tradicionales con leche de vaca, es una practica extendida en las comunidades
altoandinas; sin embargo, no se ha reportado la presencia de enzimas
responsables de la coagulacion de la leche en los tres compartimentos ni su
concentracion relativa. El objetivo fue caracterizar parcialmente el proteoma del
cuajo de alpaca. Se recolectaron 22 estdbmagos de fetos y 31 estbmagos de crios
lactantes, a partir de los cuales se obtuvo un Extracto Proteico Total (EPT). Se
determind proteinas por Bradford y se procedié con la electroforesis SDS-PAGE,
cargando 30 ug de proteina en los carriles. En fetos, se identificaron entre 7y 10
bandas de proteinas, con pesos moleculares entre 18,84 y 65,87 kDa; y en crias
lactantes, 10 bandas de proteinas, entre 16,75 y 63,95 kDa. Se calcul6 la
concentracion relativa de cada proteina y se identificaron las bandas
correspondientes a quimosina y pepsina, con 36,87 kDa y 30,82 kDa,
respectivamente. La proporcién quimosina/pepsina en cada uno de los tres
compartimentos estomacales ClI, Cll y Clll fue ascendente, tanto en fetos como
en crias. Si bien los perfiles electroforéticos de los EPT mostraron algunas
diferencias entre fetos y crias lactantes, se demostré que existe actividad
coagulante en los tres compartimentos estomacales de la alpaca, lo cual valida el
conocimiento empirico de las comunidades altoandinas de utilizar estbmagos
completos como cuajo.

Palabras clave: Quimosina, pepsina, perfil electroforético.



l. INTRODUCCION
El cuajo animal es un coagulante enzimatico extraido del cuarto estbmago de los
rumiantes lactantes conocido como abomaso, donde se encuentran la quimosina
y pepsina que actlan sobre la caseina, teniendo una alta especificidad sobre la k-
caseina. Los cuajos son de importancia en la industria alimentaria para la
elaboracion de quesos, el cuajo proveniente de terneros ha sido tradicionalmente
considerado el mas adecuado para la produccién de quesos, debido a su elevada
concentracion de quimosina, cuya proporcion depende de la edad del animal. En
las comunidades altoandinas, el cuajo obtenido de alpacas se emplea de manera
frecuente en la preparacién de quesos tradicionales elaborados con leche de
vaca.. En este caso, el término “cuajo” se refiere al estbmago completo de fetos y
crias lactantes de alpaca y no Unicamente a la cuarta cavidad llamada abomaso o
cuajar. La coagulacién de la leche ocurre a través de un proceso en el cual la
desestabilizacion de la solucion coloidal de caseina provoca la union de las
micelas y da lugar a la formacién de un gel que retiene los demas componentes
de la leche. Sin embargo, seguln conocimientos empiricos tradicionalmente en las
alturas los alpaqueros tienen como actividad econémica la crianza de alpacas,
aprovechando su lana, carne, piel y el cuajo, especialmente este ultimo de los
fetos abortados o las crias que fallecieron por friaje u otras causas; el cuajo es
utilizado en la produccién de quesos, siendo el queso producido a partir de cuajo
de alpaca uno con buena textura y sabor. La alpaca posee tres compartimentos
estomacales, asi para el estudio de la presencia de proteinas que intervienen en
la coagulacion de la leche se utilizaron los tres compartimentos para observar la
presencia de las proteinas responsables de la coagulacion y estimar el peso
molecular en el perfil electroforético y la concentracion relativa, en este estudio se
evaluaron los tejidos gastricos de fetos y crias lactantes de Vicugna pacos

“alpaca”. A la fecha no existe reportes especificos sobre la caracterizacion



molecular de las proteinas quimosina y pepsina en este animal, por lo que el

presente estudio tuvo como objetivos:

Objetivo general

Caracterizar molecularmente el Extracto Proteico Total (EPT) obtenido de tejido

gastrico de los compartimentos ClI, Cll y ClllI del estbmago de fetos y crias de

Vicugna pacos “alpaca”.

Objetivos especificos

1.

2.

Obtener el Extracto Proteico Total (EPT), a partir de tejido géstrico.
Determinar el perfil electroforético SDS-PAGE del EPT.

Establecer y comparar el patrén de bandas de proteinas del EPT en los

compartimentos.

Estimar la variacion y proporcion de quimosina/pepsina en el EPT de los

tres compartimentos.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes

2.1.1 Antecedentes internacionales

Isselnane et al. (2016) realizaron la caracterizacion molecular del abomaso de
camello de Argelia, puesto que, al momento de usar cuajo bovino, este no tenia
mucha eficiencia para poder coagular la leche de camellay el cuajo de camello si.
En este estudio se realiz6 la comparacion del extracto crudo de dromedarios
lactantes, dromedarios de dieta mixta y destetados, se realiz6 la electroforesis
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis,
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico) y se observé una
diferencia significativa entre estas tres muestras, pero en el extracto crudo gastrico
de dromedarios destetados observaron una banda muy notoria de un peso
molecular aproximadamente de 38 kDa, que seria la quimosina; en dromedarios
adultos al realizar la cromatografia DEAE-celulosa se encontr6 un pico
perteneciente a pepsina con gran actividad coagulante.

Por otro lado, Elagamy (2000) realiz6 la caracterizacion fisicoquimica, molecular
e inmunolégica del cuajo de ternera de camello y cuajo de ternera de bufalo;
encontrando que el cuajo de ternera de camello fue més termoestable que el de
ternera de bufalo, ademas de que la actividad de coagulacion de ambos aumentd
mientras el pH disminuia; la temperatura de accion para el ternero fue de 50°C y
para el cuajo de ternero de bufalo fue de 45°C; la actividad proteolitica del cuajo
de ternera de camello fue mas efectiva en la degradacion de caseina. Al momento
de realizar la electroforesis de SDS-PAGE de las proteinas de las dos muestras

se observaron dos bandas principales, para el cuajo de ternera de camello fueron



estimadas en 52 KDa y 39 KDa y para el cuajo de ternera de bufalo fueron de 50
KDay 35 KDa.

Mohanty et al. (2003) aislaron, purificaron y caracterizaron la quimosina de bufalo
de rio (Bubalos bubalis). Para la purificacion utilizaron la técnica de cromatografia
de filtraciébn en gel, posteriormente se realizd la electroforesis en SDS-PAGE
determinando el peso molecular que fue un peso de 35,6 KDa; asi también se
reporté el umbral de temperatura, dando como resultado una actividad maxima a
los 55°C, ademéas de que la coagulacion disminuyé a medida que el pH
aumentaba, finalmente se compar6 con quimosina bovina, observandose
diferencias pequefias en la estabilidad y actividad proteolitica.

Moschopoulou et al.,, (2006) al investigar la purificacion y caracterizacion de
quimosina y pepsina de cabrito, reportaron que las proteinas quimosina y pepsina
se extrajeron de una raza autoctona y estas fueron separadas mediante
cromatografia en DEAE-celulosa para posteriormente ser purificadas mediante
filtracidbn en gel y cromatografia de intercambio aniénico. Dieron como pesos
moleculares de 36 KDa para quimosina y 40 KDa para pepsina; por ultimo,
reportaron la actividad de la pepsina de cabrito que fue mas dependiente del pH'y

la temperatura que la actividad de la quimosina de cabrito.

2.1.2 Antecedentes nacionales

Mujica & Hernandez (2023) investigaron la actividad coagulante de cuajo de
alpaca que se aplica directamente a la leche, después del macerado;
caracterizaron y evaluaron su actividad coagulante, proteinas por el método
Bradford, electroforesis SDS-PAGE, tiempo de coagulacion y actividad
proteolitica. Los resultados mostraron que el extracto enzimatico presentd
concentraciones protéicas entre 29,80 y 52,91 mg/ml de proteina. El analisis
electroforético reveld la existencia de al menos siete proteinas distintas, con pesos
moleculares comprendidos entre 91,6 y 15,3 KDa, destacando dos bandas
principales de 18,4 y 15,3 KDa que corresponderian probablemente a quimosina
y pepsina, respectivamente.

Contreras (2025) realizé una investigacion en cuajo bovino (de 13 a 17 meses),
porcino (de 8 a 12 meses) y de alpaca (hembras de 2 a 3 afios), utilizando
macerados de 15, 30 y 45 dias, realizando una caracterizacion enzimatica y
electroforética, reportando mayor fuerza de coagulacién en bovinos y porcinos,
mayor actividad lipolitica en bovinos y bandas de 42,7 KDa y 31,7 KDa que



corresponderian a quimosina y pepsina respectivamente; ademas de reportar 13
bandas con pesos entre 245 KDa y 26,6 KDa. .

Tenorio (2025) en su tesis reportd la caracterizacion bioguimica de estbmagos de
fetos y crias de alpaca, utilizando Extracto Enzimético Crudo (EEC) de los
compartimentos Cl, Cll y Clll, concluyendo que los estdbmagos de fetos del ultimo
tercio de gestacion tienen mayor fuerza de cuajo, mostrando incremento
progresivo del Cl hasta el Clll; ademas de que los Compartimentos ClI, Cll y CllI
de fetos y crias lactantes contienen enzimas coagulantes donde el ClIII presentd

la mayor actividad coagulante.

2.2 Marco conceptual

2.2.1 Anatomia y fisiologia digestiva de la alpaca

La alpaca es un animal herbivoro con tendencia selectiva y oportunista, posee
preferencia por las herbaceas y se alimenta de las puntas de las ramas de arboles
jovenes cuando hay extrema necesidad, ademas, debe beber agua todos los dias.
Entre su dieta se encuentran especies como Oxychloe andina (Cyperaceae) y
Festuca nardifolia (Poaceae), gramineas (F. nardifolia, Deschampsia caespitosa y

Agrostis tolucensis) (Castellaro et al., 2004).

La anatomia gastrica de la alpaca esta adaptada en gran medida al proceso
fisiologico de rumia y a la degradacion del contenido de las paredes celulares de
las plantas. El estbmago consta de tres compartimentos y muestra dos areas
saculadas en Cl y otro sistema similar a un peine en Cll. Los compartimentos estan
revestidos por una mucosa lisa, solo las células profundas de Cll estan revestidas
por una mucosa papilada; se sugiere que el disefio especifico del estbmago, junto
con sus funciones y procesos fisioldgicos relacionados, confirma que la evolucién
de los tilépodos y los rumiantes se produjo en paralelo y no en homologia (Vater
et al., 2021).

La anatomia y fisiologia de los Camélidos Sudamericanos (CSA) difiere
notablemente de la observada en los rumiantes. Estos animales presentan tres
compartimentos denominados CI, Cll y CllI, que no guardan similitud estructural
ni funcional con el rumen, reticulo, omaso y abomaso caracteristicos de los
rumiantes. El compartimento | constituye el de mayor tamafio y se encuentra
dividido en una proporcion craneal y otra caudal, separadas por un pliegue
muscular transversal. EI compartimento I, por su parte, es el mas reducido en

volumen. En cambio, el compartimento Il posee una forma alargada y tubular, y



en su segmento terminal se lleva a cabo la secrecion de &cido clorhidrico. Asi
mismo, los compartimentos | y Il desempefian un papel fundamental en los
procesos de fermentacidn, albergando la microbiota responsable de la

degradacion y aprovechamiento del forraje (Pinto et al., 2010).

Vallenas y Furet (1971), realizaron un estudio detallado de la antomia
macroscoépica del estbmago de la llama y el guanaco, aplicando técnicas tanto in
vivo como in vitro. Estos autores describieron que el estbmago de dicho camélidos
(aplicable también a la alpaca y la vicufia) esta conformado por tres
compartimentos denominados CI, CIl y CIll, o bien designados como
compartimentos proximal, intermedio y distal (PC, IC y DC, respectivamente)
(Alzola et al., 2004).

2.2.1.1 Etapa fetal

La evaluacion morfométrica indica que el tamafio aumenta segun avanzan los
tercios gestacionales, asi el largo del compartimento Ill es mayor al compartimento
Cly CII, el ancho del compartimento Cl es mayor a la del compartimento Cll y CIII.
El largo y ancho en ambos sexos son similares; al finalizar el primer tercio de
gestacion es evidente la formacion de los tres compartimentos del estbmago fetal
de la alpaca, visibilizandose a los 103 dias, esto sugiere que el desarrollo del
estbmago fetal de la alpaca en compartimentos separados ocurre durante la
gestacion temprana. Por otro lado, también se describen las celdillas y surcos
perpendiculares que aumentan a medida que avanza la gestacion de la alpaca.
La superficie interna del saco ventral es lisa con presencia de mucosa en los tres
tercios de gestacion. El CIlI presenta crestas glandulares no tan evidentes,
mientras que el Clll no presenta surcos ni celdillas. En el saco dorsal del
compartimento Cl se observan numerosos surcos perpendiculares que persisten
hasta el segundo tercio de gestacion y se incrementa en el Gltimo, manteniéndose

posteriormente en la edad adulta (Flores et al., 2022).

Durante el primer tercio gestacional, el esbozo del estbmago se origina como una
dilatacion del intestino primitivo, localizada cranealmente respecto al higado. En
el segundo tercio, el compartimento craneal se sitla hacia la derecha y
ventralmente al higado, mientras que hacia la izquierda caudalmente se relaciona
con el bazo y el rifion izquierdo. Estas transformaciones anatoémicas del estbmago
fetal de la alpaca evidencian una organizacion progresiva que diferencia

claramente el primer y segundo tercios gestacionales (Carrica et al., 2022).



2.2.1.2 Etapa de cria lactante

La cria de alpaca se alimenta de leche al nacer, exclusivamente durante ocho dias
y va disminuyendo segun pasan los dias; las crias lactantes tienen una
alimentacion intermedia o gradual hacia el consumo de pastos que van hasta los
18 dias de edad; entre los ocho a diez meses existe una alimentacion mixta,
pasado este tiempo inicia el destete. El desarrollo posterior al nacimiento ocurre
con notable rapidez. A partir de las ocho semanas de edad, la estructura tisular de
los compartimentos estomacales de alpaca se asemeja a la de los adultos. La
actividad microbiana se incrementa de manera significativa hacia las 12 semanas,
lo que se asocia con una disminucion en los niveles de glucosa sanguinea, un
aumento de la produccion de acidos grasos volatiles y la reduccion del pH en los
Cl y CIl. Estos cambios continlan hasta las 16 semanas, momento en el que los
valores de la glucosa alcanzan niveles comparables a los observados en animales
adultos (Garcia et al., 2005; Yaranga, 2009)

Mientras la cria va desarrolldndose el pH del estbmago aumenta, es asi que se
reporta que el pH en los compartimentos I, Il y Il es menor en los recién nacidos
que en las crias entre el dia 1 y 45 de edad, mientras que el pH en los intestinos
es constante (Vasquez et al., 2012).

2.2.2 Cuajos animales

El uso de cuajo derivado del abomaso de terneros lactantes constituye una
practica ancestral que se consolidé durante el siglo XIX con su industrializacién
en Europa alrededor de 1874 (Cano, 2015).

Dentro de los coagulantes de origen animal, el cuajo de ternero es considerado el
mas apropiado para la elaboracién de quesos debido a su elevado contenido de
guimosina, enzima responsable de la coagulacion proteolitica y desnaturalizacion
de la caseina. En el abomaso de animales jovenes, la proporcidon de quimaosina y
pepsina varia de acuerdo con la edad y el tipo de alimentacion del animal (Cano,
2015).

2.2.3 Proteinas de laleche

La leche esta constituida aproximadamente por 87,7% de agua, 3,3 a 3,5% de
proteina, 4,9% de lactosa, 3,4% de grasa y 0,70% de minerales, ademas de un
3,36% de componentes menores. La leche bovina representa una fuente esencial
de nutrientes que aporta proteinas, carbohidratos y micronutrientes

indispensables para el crecimiento de los terneros lactantes, y se considera uno



de los alimentos mas completos dentro de la nutricibn humana. (Ahmed &
Abdelrahman, 2020; Padilla et al., 2021).

La leche contiene mas de cien proteinas diferentes, clasificadas en tres fracciones
nitrogenadas: caseinas (asi-, asz2-, B- Y K-caseina), que representan alrededor del
78%; proteinas del suero o lactosuero (17%), entre las que destacan la a-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, albumina sérica bovina (BSA) vy las
inmunoglobulinas (Ig); y finalmente, una fraccion de nitrégeno no proteico (NPN)
correspondiente al 5%. Asimismo, las proteinas lacteas incluyen componentes
asociados a la membrana de los glébulos de grasa y una amplia variedad de

enzimas (cerca de 60) y hormonas (Dupont et al., 2011).

2.2.3.1 Caseinas

Las caseinas son fosfoproteinas que constituyen la principal fraccién proteica de
la leche. En leche bovina, un litro aporta entre 25y 32 g de proteina, sintetizadas
exclusivamente en la glandula mamaria. Estas proteinas se organizan formando
agregados multimoleculares denominados micelas de caseina, responsables de

la estructura coloidal de la leche liquida (Padilla et al., 2021)

Las caseinas son una fuente relevantes de calcio, fosforo y aminoacidos, y
representantan uno de los sistemas protéicos mas valorados nutricionalmente. Por
ello, la leche y sus derivados constituyen productos de alto consumo en la dieta
humana (Padilla et al., 2021).

En conjunto, las caseinas comprenden cerca del 78 % de las proteinas lacteas y
se precipitan al acidificarse la leche hasta un pH de 4,6. Se encuentran unidad
principalmente a fosfato de calcio (Cas(POa.)2), formando una estructura esponjosa
denominada micela. Su clasificacion se basa en la movilidad electroforética de sus

fracciones (Garcia et al., 2014).

a) Caseina-a; (aS1-CN)

Es la de fraccién proteica mas abundante en la leche bovina. Su estructura esta
compuesta por 199 aminoacidos con ocho o nueve grupos fosfato para
interaccionar con calcio, tres regiones no polares o hidrof6bicas, y una zona polar
o hidrofilica de carga neta negativa, en la que se encuentran la mayoria de los
grupos fosfato proporcionando a la leche un pH de 6.6 (Garcia et al., 2014). Es
una fosfoproteina con un peso molecular aproximado de 23 KDa, presente en

concentraciones de 12 a 15 g/dm de leche (Micinski et al., 2013).



b) Caseina-a. (aS2-CN)

La aS2 esta compuesta por 207 aminoacidos y posee 13 grupos fosfaos que le
permiten interactuar con el calcio. Presenta un bajo nimero de residuos de prolina
y un unico enlace disulfuro entre dos cisteinas. Es més hidrofilica que la aS1-CN,
ya que contiene tres zonas polares y una regién no polar con aminoacidos
hidrofébicos, lo que le confiere una carga neta positiva. Su concentracion en la
leche es relativamente baja y su peso molecular aproximado es de 25 KDa
(Micinski et al., 2013).

c) B-Caseina (B-CN)

La B-CN esta formada por 209 aminoacidos y contiene cinco grupos fosfato con
afinidad por el calcio. Aunque carece de cisteina, es la fraccién con mayor nimero
de residuos de prolina, lo que la hace mas flexible estructuralmente. Su molécula
presenta una divisibn clara entre una regiébn polar y otra hidrofébica,
predominando esta ultima, conformada por abundantes aminoacidos no polares
(Micinski et al., 2013).

Esta proteina exhibe actividad de tipo chaperona durante la formacion de micelas,
propiedad atribuida al elevado contenido de prolina y a sus extensas superficies
hidrofébicas. Ademas, puede surir hidrolisis enzimatica por accion de proteinasas
de origen sanguineo, originando fragmentos conocidos como y-CN y fraccion
proteosa-peptona (PP). La B-CN es una fosfoproteina con un peso molecular
aproximado de 24 KDa (Micinski et al., 2013).

d) k-Caseina (k-CN)

La k-CN esta formada por 169 aminoacidos y se caracteriza por poseer residuos
de serina glucosilados distribuidos a lo largo de su estructura. Contiene un grupo
fosfato y mantiene una interaccion débil con el calcio, en comparaciéon con las
demas fracciones de caseina. Esta proteina cumple la funcion esencial al
estabilizar la superficie de las micelas, evitando la precipitacion de las caseinas
aS1-CN, aS2-CN y B-CN inducida por el calcio (Garcia et al., 2014).

Ademas, participa en la formacion de un “cepillo micelar”, estructura que protege
la micela frente a la agregacion. La k-caseina presenta grupos carboxilicos que se
hidrolizan en condiciones fisiol6gicas cercanas a un pH de 6,0, y el tamafio de las
micelas depende de la cantidad de k-caseina disponible. Una mayor proporcién
de esta proteina genera micelas mas pequefias y estables, faclitando la dispersion

de los solidos durante la coagulacion, asi la firmeza del coagulo y, por lo tanto, la



calidad del queso (Ahmed & Abdelrahman, 2020; Padilla etal., 2021). La k-
caseina es la fraccibn menos fosforilada y la Unica glicosilada con un peso
molecular de 19,03 KDa (Sanchez & Sepulveda , 2020).

2.2.3.2 Proteinas del suero

a) Alfa — lactoalbdmina (a-LA)

La a-lactoalbimina es una proteina exclusiva del suero de la leche, presente en
todas las especies de mamiferos, incluido eutéricos, marsupiales y monotremas.
En la mayoria de mamiferos, esta proteina esta formada por 123 amino&cidos; sin
embargo, en especies como cerdos y conejos presenta un residuo menos. En la
a-lactoalbumina bovina (y probablemente en las a-lactoalbuminas de otros
rumiantes), aproximadamente el 10% de las moléculas se encuentran glicosiladas
(Sanchez & Sepulveda, 2020).

Su estructura globular presenta una conformacion terciaria estabilizada por cuatro
enlaces disulfuro, y contiene tres a-hélices regulares, dos hélices 310 y una
pequefia lamina de 3 hebras anti-paralelas plegadas, separadas por giros

irregulares (Sanchez & Sepulveda, 2020).

La a-LA posee un sitio especifico de union al calcio y desempafa un papel
importante tanto nutricional como funcional, ya que forma parte de las proteinas
esenciales del lactosuero. En la industria alimentaria, su uso es relevante en la
elaboracion de férmulas lacteas infantiles debido a su alto contenido de
aminoacidos esenciales, especialmente triptéfano. Ademas, se considera una
proteina de baja alergenicidad y representa cerca del 22% de las proteinas totales
del suero, con un peso molecular aproximado de 14 KDa (Garcia et al., 2014;
Sanchez Vega & Sepulveda Ahumada, 2020).

b) Beta-lactoalbimina (B-LA)

La B-LA constituye la principal proteina del suero en la leche de rumiantes (vaca
y oveja), aunque esta ausente dn la leche humana. En condiciones fisiolégicas,
esta proteina se encuentra como dimero, aunque puede presentarse como
monomero en determinadas especies. Posee una alta hidrofobicidad, propiedad
que depende del pH y de la fuerza iénica del medio. Durante la acidificacion o la
desnaturalizacion térmica de la leche, la B-LA experimenta cambios estructurales
que afectan su solubilidad y funcionalidad. En la leche de rumiantes, constituye

una de las proteinas mas abundantes del suero (Sanchez & Sepulveda, 2020).
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Su estructura estd formada por 162 aminoacidos con dos enlaces disulfuro, y
posee un grupo tiol libre en Cys-121 que le otorga a la B-LA su capacidad
antioxidante, compuesta por un atomo de azufre y uno de hidrégeno. Su estructura
incluye nueve hebras de lamina B-antiparalelas, de las cuales ocho se disponen
formando un barril de configuracién plana, ligeramente cénica, cerrado en un
extremo por el residuo Trp-19. La hebra A se pliega cerca de 90° en el residuo 22,
permitiendo la formacion de una interaccion antiparalela con la hebra H, mientras
que la novena hebra (I) se sitla en la aprte externa, participando en la interfaz del
dimero. La composicion aminoacidica de esta proteina le confiere alto valor
nutricional y resistencia frente a acidos y pepsina, ademas de ser una fuente
importante de péptidos con actividad biolégica (Garcia et al., 2014; Sanchez &
Sepulveda, 2020). Representa una proteina alergénica que constituye
aproximadamente el 51% de las proteinas totales del suero, con un peso
molecular de 18 KDa (Micinski et al., 2013).

2.2.4 Enzimas coagulantes

2.2.4.1 Quimosina

La qguimosina es una proteina con un peso molecular de 31 KDa, es una
endopeptidasa aspartica similar a pepsina, esta se sintetiza en las células de la
mucosa gastrica pero como preprogquimosina que tiene un péptido sefal de 16
residuos necesario para el transporte dentro de la célula. El siguiente zimbgeno
denominado proguimosina, se secreta en el lumen del estbmago, la activacién de
este se da en un entorno acido que implica la escision del propéptido N-terminal
de 42 residuos que bloquea el sitio activo de la enzima. Como resultado de estas
modificaciones la proquimosina se transforma en quimosina, una proteina activa.
La quimosina presenta una estrecha especificidad de sustrato; por ello su principal
sustrato natural es la K-caseina (Belenkaya et al., 2020). La quimosina actia
sobre la k-caseina en el enlace Phel05-Metl06, generando una porcion
hidrofébica y otra hidrofilica. Este proceso provoca una disminucién de la carga
neta negativa y de la resulsién esférica, lo que favorece la agregacion de las
micelas modificadas (Sbodio & Revelli, 2012). Kappeler et al., (2006) reportaron
un peso molecular de 40 KDa de quimosina aparente de camello. Houen et al.,
(1996) menciona que la quimosina bovina tiene un peso molecular de 35,6 KDa y
la quimosina porcina tiene un peso moléculas de 35,4 KDa. Moschopoulou et al.,

(2006) reportaron la quimosina de cabrito con un peso molecular de 36 KDa.
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Baudys et al., (1988) reportaron la quimosina de cordero con un peso molecular
de 36 KDa.

2.2.4.2 Pepsina

La pepsina representa a las enzimas que no contienen grupos prostéticos, su
actividad proteolitica se atribuye a la disposicion de sus amino&cidos en la cadena
peptidica y/o al plegamiento de la cadena en una estructura especifica. Este
plegamiento especifico interviene en la desnaturalizacion de la proteina, implica
un desdoblamiento mas no un cambio en la disposicién de los aminoacidos que
va acompafiada de la destruccibn completa de la actividad peptidica (Herriott,
1956). Su accién sobre las micelas de caseina implica 3 fases distintas: la primera,
hidrélisis especifica del enlace Phe 105 —Met 106 de k-CN por pepsina a pH >5,
produciendo el caseinomacropéptido glicosilado C-terminal y para-k-CN; la
segunda fase que consiste en la agregacion de micelas de caseina por asociaciéon
hidrofébica junto con efectos electrostaticos idnicos, que ocurre cuando se ha
eliminado una cantidad minima del caseinomacropéptido y la ultima fase que es
la protedlisis progresiva donde tanto las caseinas como las proteinas del suero se
hidrolizan en péptidos a un pH <4 (Yang et al., 2022). La pepsina porcina posee
un peso molecular de 34,5 KDa, la pepsina bovina en especifico la pepsina Il o A
tiene un peso molecular de 33,4 KDa; la pepsina bovina | o B llamada también
gastriscina es minoritaria con 30 KDa (Cérdova Ramos, 2009), Abuharfeel &
Abuereish, (1984) reportaron los pesos moleculares de pepsina | y Il de camello,
estas fueron 35.5 KDa y 34.7 KDa respectivamente, Moschopoulou et al., (2006)
reportaron la pepsina de cabrito con un peso molecular de 40 KDa, Baudys et al.,

(1988) reportaron la pepsina de cordero con un peso molecular de 37 KDa.

2.2.5 Variacién de la proporcion guimosina/pepsina

Para la preparacion de queso generalmente se utilizan cuajos de origen animal,
vegetal y microbiano. El cuajo animal generalmente se obtiene de rumiantes; sin
embargo, también se puede obtener de otros animales como los camélidos, entre
ellos la alpaca. Los cuajos se obtienen de los cuajares donde el componente esta
constituido por quimosina y pepsina. La quimosina, es el componente en mayor
cantidad que se encuentra en un 88 al 94% mientras que la pepsina esta presente
con un 6 al 12%. Esta proporcion varia a medida que aumenta la edad del animal
del cual se extrae el cuajo; es el caso de un animal maduro cuya proporcion es

de un 90 a 94% de pepsinay sélo de un 6 al 10% de quimosina (Sivipaucar, 2022).
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La razén de esta proporcién se debe a que la quimosina no puede hidrolizar las
inmunoglobulinas del calostro a comparacién de la pepsina, por ello es que la
quimosina se encuentra en mayores cantidades en los primeros meses de vida de

los animales lactantes (Dobler Lopez, 2015).

2.2.6 Coagulacion de laleche

La coagulacion de la leche es un proceso que se produce por la desestabilizacion
de la solucién coloidal de caseina, lo que provoca la aglomeracién de las micelas
y la formacién de un gel en el cual quedan retenidos los demas componentes de
la leche. Este fendmeno puede llevarse a cabo por distintos métodos,

principalmente por coagulacion enziméatica o acida (Benavides, 2003).

El proceso de coagulacion se desarrolla en dos estapas. En la primera, la
guimosina del cuajo hidroliza el enlace peptidico 105-106 (Phe-Met) de la K-
caseina, una proteina constituida por 169 aminoécidos (Padilla et al., 2021). Esta
relacion da lugar a la separacion de la p-k-caseina y el macropéptido. En la
segunda etapa, la p-k-caseina se precipita por accion del calcio (Ca?") a
temperaturas superiores a los 20 °C. La mayor parte de la quimosina permanece
en el suero, mientras que una fraccibn se integra en la red proteica,
desempefiando un papel relevante durante la maduracion del queso (Dobler
Lopez, 2015).

A medida que avanza el proceso, se forma una red tridimensional de poros que
permite el acomodo de los glébulos grasos, haciendo que el codgulo adquiera
mayor firmeza mediante la formacién progresiva de enlaces entre las micelas
(Garcia Flores et al., 2014).
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guimosina actlia sobre las micelas de caseina (k-caseina) causando la desestabilizacion
de las micelas produciendo la coagulacién (Chen et al., 2021).

2.2.7 Extraccion y purificacion de proteinas

La purificacion de proteinas requiere una extraccion cuidadosa, empleando
procedimientos que garanticen su estabilidad térmica y la preservacion de su
estructura mediante soluciones tampon que controlen el pH y eviten su
degradacioén. En la mayoria de protocolos se incorporan inhibidores de proteasas
para prevenir la hidrolisis enzimatica por proteasas. Una vez obtenidas, las
proteinas se someten a métodos de separacién que buscan conservar su
integridad, aunque estos procesos suelen ser complejos, ya que el material de
partida suele ser un extracto crudo con mdltiples componentes. Entre las
estrategias mas empleadas destacan las técnicas cromatogréficas, las cuales
permiten la separacion fisica de los componentes al pasar una fase movil sobre

una fase estacionaria (Riafio, 2019).

Estas técnicas se bansan en distintos principios: la exclusién molecular, que
separa las proteinas segun su tamafio; afinidad, que aprovecha la union especifica
entre grupos funcionales; y el intercambio i6nico, que depende de la interaccién
entre cargas eléctricas opuestas. Posteriormente, se realiza un monitoreo analitico
para confirmar la pureza y presencia de la proteina de interés. El método mas
comun para esta verificacion es la electroforesis, una técnica que utiliza la carga

eléctrica neta de las proteinas para separarlas. Al aplicar un campo eléctrico, las
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proteinas migran hacia el electrodo opuesto segun su peso peso molecular y
carga. Dependiendo del tipo de sistema, la electroforesis puede efectuarse bajo
condiciones nativas o desnaturalizantes, e incluso de forma bidimensional (Riafio,
2019).

2.2.8 Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis SDS-PAGE es una técnica fundamental para la separacion,
identificacion y purificacion de proteinas. Su principio se basa en la atraccion de
las proteinas cargadas eléctricamente dentro de un campo eléctrico. Al unirse al
dodecil sulfato de sodio (SDS), las proteinas adquieren una carga negativa

uniforme, lo que provoca su migracién hacia el anodo del sistema.

En este método, la velocidad de migracion es directamente proporcional a la carga
eléctrica y al peso molecular: las proteinas mas pequefias o con mayor carga

migran mas rapidamente a través del gel (Pérez et al., 2015).

La Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) es una técnica empleada para
la separacion de moléculas segun su movilidad en un campo eléctrico. Los geles
estan constituidos por redes quimicamente entrelazadas obtenidas mediante la
polimerizacién de acrilamida en presencia de un agente de entrecruzamiento
bifuncional, como la bisacrilamida. Estos geles se caracterizan por su alta claridad
Optica, neutralidad eléctrica y amplia porosidad, lo que permite una separacion
eficiente de biomoléculas bajo diversas condiciones experimentales (Navarro &
Flores, 2019).

El SDS-PAGE es una variante de la PAGE que utiliza dodecil sulfato de sodio
(SDS), un detergente aniénico que desnhaturaliza las estructuras secundarias y
terciarias de las proteinas no unidad por puentes disulfuro. Este agente confiere a
las proteinas una carga negativa uniforme, proporcional a su longitud, lo que
permite estimar su peso molecular durante la migracién en el gel. Sin embargo, la
movilidad electroforética puede verse influenciada por el estado estructural de la
proteina, como su grado de fosforilacién o la presencia de complejos multiméricos
(Navarro & Flores, 2019).

El sistema Laemmli de SDS-PAGE se considera discontinuo, pues esta
conformado por dos fases: un gel de concentracion o apilamiento (stacking gel) y
un gel de separaciéon o resolucion ( resolving gel). Ambos presentan diferentes

valores de pH y concentraciones de poliacrilamida.
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El gel de concentracién, con menor porcentaje de poliacrilamida, permite que las
proteinas se apilen en una banda compacta antes de ingresar al gel de separacion,
en el cual contiene una mayor concentracion de poliacrilamida y posibilita una
resolucion precisa de las proteinas segun su tamafio molecular. Los porcentajes
de poliacrilamida pueden ajustarse en funcién del rango de pesos moleculares

presentes en la muestra (Brunelle & Green, 2014; Navarro & Flores, 2019).
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Figura 2. Electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida: (A) se dispensa
la muestra. (B) se aplica corriente y la muestra se concentra en el gel. (C)
separacion de proteinas por su peso molecular (Stringer, 2005).

2.2.8.1 Componentes

Dodecilsulfato de Sodio (SDS). El SDS es un detergente con una fuerte carga
negativa y se une fuertemente a todas las proteinas, independientemente de su
carga natural. Como resultado, todas las proteinas adquieren una carga negativa
uniforme. El SDS se une a los polipéptidos en una proporcién constante en peso,
por lo que la carga por unidad de masa es practicamente uniforme. Esto hace que
la movilidad electroforética dependa Unicamente de la masa molecular (con
algunas excepciones, como glicoproteinas o proteinas muy bésicas) (Stringer,
2005).

Poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién de
acrilamida en presencia de un reactivo de entrecruzamiento, que cominmente es
N,N'- metilenbisacrilamida (denominada bisacrilamida). Esto resulta en una red en

forma de malla donde fibras largas de acrilamida estan entrecruzadas mediante
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puentes de bisacrilamida. La porosidad del gel es determinada por las
proporciones relativas de la acrilamida y bis-acrilamida (C%) asi, el poro es menor
cuando hay mas bhis-acrilamida en relacion a la concentracién de acrilamida y
cuando la cantidad de acrilamida aumenta, el tamafio de poros aumenta. El
porcentaje total de acrilamida/bisacrilamida (T%) determina el rango de
separacion del gel, la mayoria de las proteinas se separan bien en el rango de 5
a 10% de concentracion de acrilamida/bisacrilamida, donde T% es la
concentracion de mondmeros (acrilamida mas bisacrilamida) y C% el porcentaje
de reticulante (cantidad de bisacrilamida con respecto al total de monémeros). El
tamafo aparente de los poros esta principalmente afectado por dos parametros:
la concentracion total de acrilamida y la proporcidn de acrilamida a bisacrilamida,
esta proporcion afecta la frecuencia de entrecruzamiento de la malla de
poliacrilamida. El efecto de tamizado por tamafo es el principal factor que
determina las propiedades de separacién de un gel de poliacrilamida, donde la
relacién entre el tamafio de los poror y el tamafio de la molécula determina la
movilidad relativa de las proteinas a través del gel (Pérez et al., 2015; Petrov et al.,
2013).

Tampon de concentracion. ElI tampon Tris HCI proporciona un entorno
ligeramente acido (pH 6,7), en el que solo se disocia una pequefa cantidad de
glicina (presente en el tampdn de corrida), lo que conlleva a una baja eficiencia de
movilidad electroforética. Las muestras se diluyen en la solucién amortiguadora
del gel (Tris HCI), de tal forma que las proteinas quedaran entre las soluciones
amortiguadoras del gel y el de los electrodos (Tampon glicina), conocida también
como “solucion amortiguadora de la cola”. Las proteinas quedan entre los iones
de estos tampones, estos disminuyen la movilidad de las proteinas. Cuando se
aplica el campo eléctrico, los iones del gel se mueven por delante de las proteinas
a separar, mientras que los iones del Tampon glicina migran por detrds de las
proteinas. Entre ambos se forma una banda de baja conductividad, donde las
moléculas de proteina se concentran en una banda estrecha antes de entrar al gel
de separacion, este proceso mejora la resolucién de las proteinas. Las diferencias
de pH y tamafio de poro entre el gel de concentracién y el de separacion crean un
gradiente responsable del efecto de nitidez en las proteinas del gel de
concentracion y del efecto de resolucion en el gel de sepracion. El primer tampdn
de corrida o ejecucién descrito para SDS-PAGE consistio en Tris 28 mM, glicina

192 mMy SDS al 0,1 % (pH = 8,3), conocido como tampd6n Laemmli. Cuando se
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utiliza con los geles de concentracidn y separacion de diferente pH, los iones
glicinato del tampon Laemmli estdn menos ionizados en el gel de concentracion y
tienen menor movilidad electroforética que los iones cloruro, que son mas
pequefios e ionizados en ambos geles. Dado que la mayoria de las proteinas
siguen siendo anibénicas a pH = 6,8, se concentran en una banda delgada entre
los iones cloruro y glicinato. Ademas, debido a la baja concentracién de acrilamida
en el gel de concentracién, su movilidad se ve limitada. Una vez aplicado el campo
eléctrico, el cloruro migra mucho mas rapido que el glicinato, por lo que se le
denomina ion lider. El glicinato se convierte entonces en el ion de cola, y las
proteinas migran entre ambos (es decir, las movilidades electroforéticas son Cl-
> aniones proteicos > glicinato) (Dumut et al., 2022; New Desheng CO., s. f.; Pérez
Chabela et al., 2015).

Tampon de separacion. Cuando la muestra entra al gel de separacion, debido al
aumento del pH (pH 8,8), el ambiente se alcaliniza, la glicina se disocia
significativamente y la velocidad de movivlidad electroforética aumenta, siguiendo
de cerca al ion cloruro, el glicinato domina a los aniones proteicos (es decir, las
movilidades electroforéticas se convierten en Cl- > glicinato > aniones proteicos).
El tamafio de poro del gel de separacion se reduce y las moléculas de proteina se
separan segun su carga inherente y tamafio molecular a medida que avanza hacia
el &nodo. Durante este proceso, el tampon Tris HCI proporciona un ambiente
alcalino estable, lo que garantiza la separacion de las moléculas de proteina
(Dumut et al., 2022; New Desheng CO., s. f.).

Persulfato de Amonio (APS) y TEMED. El Persulfato de amonio (APS) se
emplea como catalizador en la polimerizacion de acrilamida y bisacrilamida,
compuestos esenciales en la preparacion de geles de poliacrilamida utilizados
para el andlisis de proteinas y &cidos nucleicos. Este agente oxidante suele
combinarse con TEMED (N, N, N, N’ -tetrametiletilendiamina), que actia como
acelerador de la reaccion mediante un mecanismo catalizado por bases. Durante
este proceso, el APS genera radicales libres de oxigeno en solucién acuosa, los
cuales inducen la polimerizacion de acrilamida y bisacrilamida, formando una
matriz de gel capaz de separar macromoléculas segun su tamafio. En ocasiones,
también se utlizan otras aminas terciarias como el DMAPN (3-
dimetilaminopropionitrilo) que cumplen una funcién similar en la catalisis (Bio-Rad,
s. f.-b; Sigma-Aldrich, s. f.-a).
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B-Mercaptoetanol. Actua como agente reductor que rompe los puentes disulfuro
presentes en las proteinas, provocando la desnaturalizacion de su estructura
tridimensional compacta y transformandolas en proteinas lineales semejantes a
las varillas. El grupo tiol del B-mercaptoetanol cede electrones, reduciendo los
enlaces disulfuro y liberando grupos sulfhidrilo, lo que modifica la estructura y
funciébn de las proteinas. De esta manera, se garantiza que la separacion
electroforética no se vea afectada por la estructura terciaria de las proteinas
(Foroumadi & Saeedi, 2014, Stringer, 2005).

Tampon de corrida (Tampon glicina). Este sistema proporciona un entorno de
pH estable durante el proceso, lo que garantiza la migracion fluida de las
moléculas de proteina. Este tampdn, generalmente de Tris-Glicina-SDS,
proporciona un entorno adecuado para que las proteinas desnaturalizadas por el
SDS se muevan de forma eficiente bajo la influencia de un campo eléctrico (Dumut
et al., 2022; New Desheng CO., s. ).

Tampoén de carga. El tampo6n de carga es una solucién donde se combinan los
siguientes reactivos: el sistema tampon tris y el pH desempefian un papel esencial
para evitar la ruptura de los enlaces peptidicos. El SDS a linealizar las proteinas
(desnaturalizandolas) y a otorgarles una carga neta negativa, independientemente
de su carga inicial.Esto minimiza las variaciones en el movimiento de las proteinas
en el gel. El glicerol proporciona alta densidad (espesamiento de la solucién),
garantiza que la muestra se desplace hacia el pocillo. El Beta-mercaptoetanol se
utiliza para romper los enlaces disulfuro. El beta-mercaptoetanol, junto con el SDS,
garantiza que las bandas se deban a polipéptidos individuales en lugar de a
complejos moleculares, por ultimo el azul de bromofenol indica visualmente la
ubicacién (colorante de seguimiento) de la muestra en el gel (Bio-Rad, s. f.-a;
Sigma-Aldrich, s. f.-b).

Camara de electroforesis. Una camara de electroforesis vertical es un dispositivo
disefiado para llevar a cabo la técnica de electroforesis en gel. Consta de una
cubeta de plastico con compartimentos de tampoén para el anodo y catodo que
contienen electrodos (generalmente de alambre de platino), en esta cubeta se
coloca el gel de poliacrilamida. Los electrodos se conectan a un enchufe que esta
unido a una fuente de alimentacién que generan un campo eléctrico. Los geles se
mantienen en posicion vertical entre las camaras de electrodos durante la

electroforesis (Bio-Rad, s. f.-d; National Human Genome Research Institute, s. f.).
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Figura 3. Componentes de la camara de electroforesis vertical (Bio-Rad, s. f.-d)

Colorante y decolorante. El colorante organico Azul Brillante de Coomassie es
el método mas frecuentemente empleado para la deteccion de proteinas en geles
SDS-PAGE. Este colorante anidnico de trifenilmetano se utiliza en dos variantes,
como el Coomassie R-250 (tono rojizo) y Coomassie G-250 (tono verdoso), que
posee dos grupos metilo adicionales. En medio acido, estos colorantes se unen a
los grupos amino de las proteinas mediante interacciones electrostéticas e
hidrofébicas. Las ventajas de los métodos de tincién con Coomassie incluyen una
unién cuantitativa del colorante a las proteinas (Shen, 2019).

Tras la electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, las proteinas quedan fijadas
en el gel para evitar su dispersion. Posteriormente, se visualizan mediante tincion
utilizando colorantes cromogénicos como el Azul de Coomassie R-250, el Negro
Amido y el Rojo Directo 81, los cuales se disuelven en una mezcla de &cido
acético, metanol y agua. Durante el proceso de tincion, la mezcla del colorante y
disolvente impregna el gel, permitiendo que el colorante interactie con las
proteinas. Tanto el acido acético como el metanol contribuyen a desnaturalizar las
proteinas y generan un medio acido que favorece la fijacion y estabilidad del
colorante. Tras la tincién, el colorante presente en el gel y no unido a la proteina
se elimina utilizando el mismo medio disolvente en el que se disolvieron el

colorante, al que se denomina decolorante. Después de 2-3 horas de estar
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sumergido el gel en la solucion decolorante, la solucidn se colorea, el gel se aclara,
las bandas de proteina permanecen oscuras y el contraste con el gel circundante
mejora. En la solucién decolorante el metanol, acido acético y agua contribuyen
inicialmente a eliminar el SDS del gel. El SDS puede ser removido Unicamente con
una solucion de metanol. Si el SDS permanece alrededor de la proteina, esta
gueda rodeada de cargas negativas, lo que podria competir con la interaccién
entre los colorantes cargados positivamente y los aminoacidos cargados

negativamente en la proteina (Goldring, 2018).

2.2.9 Fotodocumentacion, densitometria y analisis de imagenes

La densitometria es la medicién cuantitativa de la densidad &ptica; es el proceso
de cuantificar la cantidad de muestra en funcién de su absorbancia de luz, mide la
"oscuridad" de un material fotosensible sobre un area definida. La densidad Gptica
de una muestra esta relacionada con el porcentaje de luz incidente que se
transmite a través de ella. La densitometria se utiliza a menudo para cuantificar
manchas o bandas en geles de proteinas tefidos colorimétricamente o en
radiografias  utilizadas para obtener iméagenes de Western blots
guimioluminiscentes. Se mide la densidad 6ptica de las bandas en el gel o la
pelicula, y los valores de gris de las bandas se asocian con la cantidad de material
en cada banda. El GelDoc Go es un dispositivo disefiado para la adquisicién de
imagenes con alta sensibilidad y resolucion, empleado en la documentacién y
andlisis de geles y blots. Los generadores de imagenes utilizan el Image Lab
Touch de Bio-Rad para controlar la captura y optimizar imagenes. (Azure

Biosystems, s. f.; Bio-Rad, s. f.-c; Fundacion Instituto Roche, s. f.).

La semicuantificacion de la carga proteica en el gel se realiza a través de una
metodologia no estandarizada, utilizando densitometria en ensayos SDS-PAGE.
El andlisis de imagenes por densitometria se realiza utilizando los perfiles de los
carriles y calibrados a un estandar conocido. El area del pico es la sefial utilizada
en la mayoria de los analisis de densitometria, en la cuantificacion de proteinas
en las bandas de geles SDS-PAGE. Las proteinas desconocidas se cuantifican
con estandares proteicos disponibles comercialmente como la albimina sérica
bovina (BSA), anhidrasa carbénica (AC) y ovoalbimina (OV), y marcadores de
peso molecular de concentracién conocida. El marcador de peso molecular se
utiliza posteriormente como Unico estandar proteico para la cuantificacion y

estimacion del peso molecular (Alonso et al., 2020).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion de la zona de estudio

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la UNSCH. Las muestras fueron recolectadas en dos
lugares, los estdmagos de fetos del ultimo tercio de gestacion de alpaca se
recolectaron en el Matadero Municipal de Huancavelica, a una altitud de 3780

msnm, con coordenadas 12°47°25.8”S[75°02°14.9”0. Por otro lado, los estbmagos

de crias lactantes de uno a treinta dias de edad se obtuvieron en el Centro Poblado
de Choccoro, ubicado en el distrito de Chuschi, provincia de Cangallo en la regién
de Ayacucho, a wuna altitud de 4337 msnm, con coordenadas
13°24'26.7"S|74°30'17.3"0.

3.2 Poblacién y muestra

3.2.1 Poblacion
La poblacién estuvo conformada por todos los estdmagos de fetos del ultimo tercio
de gestacion y crias lactantes de alpaca de uno a treinta dias de edad post mortem

de Huancavelica y Ayacucho, respectivamente.

3.2.2 Muestra

Se muestrearon 52 estbmagos de alpaca, donde 22 estdémagos fueron de fetos
del ultimo tercio de gestacion post mortem y 31 estébmagos de crias lactantes de
uno a treinta dias de edad fallecidas en época de friaje, enero-febrero. Por esta

razén, no fue necesario tramitar la aprobacién del comité de ética.

3.2.3 Tipo de muestreo
Para la ejecucion de este estudio se utilizé el método de muestreo no probabilistico

por conveniencia.
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https://www.google.com/maps/place/12%C2%B047'25.8%22S+75%C2%B002'14.9%22W/@-12.7905067,-75.0366217,746m/data=!3m1!1e3!4m4!3m3!8m2!3d-12.7905!4d-75.0374722?hl=es&entry=ttu&g_ep=EgoyMDI1MDcyOS4wIKXMDSoASAFQAw%3D%3D
https://www.google.com/maps/place/13%C2%B024'26.7%22S+74%C2%B030'17.3%22W/@-13.4074117,-74.5054497,186m/data=!3m2!1e3!4b1!4m4!3m3!8m2!3d-13.407413!4d-74.504806?hl=es&entry=ttu&g_ep=EgoyMDI1MDcyOS4wIKXMDSoASAFQAw%3D%3D

3.3 Metodologia experimental

3.3.1 Colecta de estbmagos de fetos de alpaca

e Se obtuvieron los estomagos de fetos de alpaca en el Matadero Municipal de
Huancavelica-Chufiuranra, donde se realizé la medicion del diametro biparietal
para la estimacion de la edad gestacional, los estdmagos fueron etiqguetados y
transportados en un cooler con hielo en gel.

e Los estomagos fueron trasladados al Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNSCH, para el procesamiento de las
muestras.

e Los estbmagos fueron congelados, en el laboratorio a -20 °C hasta su uso.

e Antes del procesamiento los estbmagos se descongelaron en recipientes con
agua, se procedié a limpiar retirando grasa perivisceral y eliminando el
contenido estomacal.

e Las muestras después de ser descongeladas se invirtieron exponiendo la
mucosa gastrica para proceder a limpiar el saco glandular con abundante agua
destilada, este procedimiento se realiz6 con el fin de preparar las muestras para

la extraccion de EPT.

3.3.2 Colecta de estbmagos de crias lactantes de alpaca

e Los estomagos de crias de alpaca se recolectaron en el Centro Poblado de
Choccoro, en laregién de Ayacucho. El contenido estomacal fue retirado y cada
estdmago se colocé en un tubo Falcon de 50 mly fue transportado en un tanque
de nitrégeno liquido a -196°C al Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la UNSCH, para su procesamiento.

e En el laboratorio, los estdbmagos fueron conservados a -20 °C hasta su uso.
Antes de procesar los estbmagos, se descongelaron en recipientes con agua
y se limpiaron, retirando grasa perivisceral.

o Los estdbmagos después de ser descongelados se invirtieron exponiendo la
mucosa gastrica para proceder a limpiar el saco glandular con abundante agua
destilada, este procedimiento se realiz6 con el fin de preparar las muestras para

la extraccion de EPT.

3.3.3 Obtencién del Extracto Proteico Total (EPT)

Se utiliz6 el método de extraccion de enzimas gastricas crudas de tejido abomasal
bovino descrito por Valles y Furet (1977), con algunas modificaciones ( Ver Anexo
8).
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a. Trituracion de los compartimentos. Se extrajeron los compartimentos
correspondientes, se midieron y pesaron, posteriormente se cortaron con tijeras
en pequefios pedazos y se trituraron en el mortero.

b. Extraccién de proteinas. Se pesaron 2.5 g de tejido gastrico triturado (cortes
pequefos, triturados en mortero) y se maceraron en 1.25 volimenes de HCI
0.2 M a una temperatura de 42°C durante 60 min en agitacién lenta (agitador
Boheco Bio-RS-24, Germany), seguidos por centrifugacion a 4,000 rpm x 10
min (centrifuga Eppendorf 5702, Germany).

c. Clarificacion. El extracto crudo se clarificé adicionando 1% (v/v) de solucién
de Al,SO4 por volumen y 5% de solucion 1 M de Na,SO. por volumen que fue
calentado a 42°C. Después de la centrifugacion a 4000 rpm por 10 min, se
obtuvo una solucion clarificada amarillenta.

d. Concentracion y resuspencion. Para concentrar el filtrado clarificado, se
adicionaron dos voliumenes de solucién saturada de NaCl (Dobler et al., 2016)
conteniendo 1% (p/p) de HCI concentrado. Se mezcld y se dejé reposar durante
1 h. Luego se centrifugd a 4000 rpm durante 20 min. Para la resuspension se
adicionaron el 20% del peso humedo de solucién salina 'y 100 ul de NaHPO4,
se midi6 el pH y se aumentd 100 pl mas de ser necesario. Luego se afiadio
PMFS a una concentracion de 1 mM, es decir 1 ul por 100 ul de EPT, esto para

inactivar las proteasas que pudieran estar presentes.

3.3.4 Cuantificacién de proteinas por Bradford
Se preparé una curva de calibracién segin Bradford M. (1976) y Ernst Z. (2010),

para ello se prepararon las siguientes soluciones:

Solucién madre. Se prepar6 inicialmente una solucién madre con BSA (Sigma,
USA) a una concentracion de 10 mg/ml. Se pes6 100 mg de BSA, se diluy6 con
agua desionizada y se enrazé en una fiola de 10 ml. Finalmente, utilizando la
formula C1 x V1 = C2 x V2, se tomaron 100 pul de esta soluciéon y se diluyo
nuevamente con agua desionizada enrazandose en una fiola de 10 ml, para

obtener finalmente la solucion madre de BSA a 0.1 mg/ml de concentracion.

Dilucién del reactivo Bradford. El reactivo comercial Bradford (Bio-Rad, USA),

para ser usado, fue diluido previamente 1:3.5 en agua desionizada.

Soluciones estandar. Las soluciones estandar, se prepararon a concentraciones

de 0, 2,4, 8, 12,16y 20 ng/ml de BSA. Se afiadieron 100 ul soluciones estandar
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y 100 ul de reactivo Bradford diluido, posteriormente se dejo reaccionar. Las
lecturas de absorbancia a A595 nm se hicieron después de los 10 min y antes de
los 60 min, tiempo en el cual se desarrollé el color. Se realizé un grafico con los
valores de concentracion de los estandares y las lecturas de A595 nm. Finalmente,
se obtuvo la ecuacion lineal de la curva de calibracion.

Luego se hicieron las lecturas de las muestras, para ello se realizo una dilucion de
1:800 del extracto proteico total (EPT) a fin de lograr lectura dentro del rango
adecuado. En un tubo Eppendorf, se depositaron 100 ul de EPT, luego se afiadié
100 pl de reactivo de Bradford diluido y se dejo reaccionar. Las lecturas de A595
nm se realizaron después de los 10 min y antes de los 60 min. Finalmente, se
calcul6 la concentracion de las muestras de EPT en base a la ecuacion lineal de
la curva de calibracion, los resultados se expresaron en ug proteina ml* de EPT
(Ver anexo 9).

3.3.5 Electroforesis SDS-PAGE

Se utilizé el método segun Andrews (1986) y Laemmli (1970) (Ver anexo 11).

3.3.5.1 Calculo y preparacion de muestras

o Después de cuantificar proteina presente en cada muestra por Bradford se
realizaron calculos para cargar 30mg de proteina en cada pocillo (Ver anexo
10).

e Los EPT se separaron a tubos Eppendorf debidamente rotulados en una
cantidad de 30 pl de cada muestra.

¢ A las muestras separadas se le agregaron tampon de carga en proporciones
de 1:2, en un volumen final de 90 pl.

e Las muestras fueron hervidas a 100 °C por 5 min, para inactivar proteasas que
pudieran estar presentes y desnaturalizar las proteinas presentes en las

muestras.

3.3.5.2 Preparacion de reactivos

a) Solucidén de acrilamida/bisacrilamida al 40% (100 ml)
Para la preparacion de acrilamida/bisacrilamida en una proporciéon 37,5:1 se
pes6 40 g acrilamida y 1,067 g bis acrilamida, posteriormente estos se
disolvieron en 100 ml de agua destilada. Por altimo, se filtr6 y guard6 a 4°C en
la oscuridad.

b) Solucion de Dodecilsulfato de Sodio (SDS) al 10% (10 ml)
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Para preparar SDS al 10 % se pesaron 1 g del reactivo y se disolvié con 10 ml
de agua destilada, se guardd en un tubo Falcon debidamente rotulado y se
almacen6 a 4 °C.

c) Solucién de persulfato de amonio al 10% (10 ml)
El persulfato se amonio se prepar6 al instante de realizar la Electroforesis, para
ello se pesé 10 mg APS y se disolvié en 100 ul de agua destilada.

d) Reactivo TEMED
Se utilizo el producto comercial TEMED (BioRad, USA).

e) Solucién de azul de bromofenol al 1% (10 ml)
Se pesaron 100 mg azul de bromofenol y se disolvié en 10 ml agua destilada,

se guardd en un tubo Falcon rotulado y fue almacenado a 4°C.

3.3.5.3 Preparacioén de soluciones tampon

a) Tampon de separacion Tris-HCI 1.5 M pH 8,8 (50 ml)
Para la preparacion del tampdn de separacion se pesaron 9.075 g de Tris-base,
se disolvié el reactivo en 30 ml agua destilada y se aforé en una fiola de 50 ml,
seguidamente se justo el pH a 8,8 con HCI concentrado o HCI 1 N, tras el ajuste
de pH el tampdn se deposité en un frasco de vidrio rotulado y se almacend a
4°C.

b) Tampdn de concentracion Tris-HCI 0.5 M pH 6,8 (50 ml)
Se pesaron 3 g del reactivo Tris-base y se disolvieron en 30 ml agua destilada,
se ajusto el pH a 6,8 con HCI 1 N o HCI concentrado a continuacién se aforé
en una fiola de 50 ml y se almacend a 4°C en un frasco de vidrio rotulado.

¢) Tampon de corrida 10X (500 ml)
Para preparar el tamp6n de corrida se pesaron 15 g de Tris-Base (25 mM), 72
g de Glicina (192 mM), 5 g de SDS (10%), estos reactivos se disolvieron en 400
ml de agua destilada, posteriormente se ajusto el pH a 8,3 con HCI concentrado
y se afor6 en una fiola de 500 ml.

d) Tampon fosfato sédico NasPO4 0.0625 M (20 ml)
Para la obtencién del tampén fosfato sddico 0.0625 M (pH 7,0), inicialmente se
prepararon por separado dos soluciones, para la solucion 1 se pes6 0,120 g de
fosfato monosaodico (NaH.PO.) y para la solucién 2 se pesé 0,142 g de fosfato
disédico (NapHPO.), cada solucion se afor6 en una fiola de 10 ml,
posteriormente se mezclaron ambas soluciones y se ajust6 el pH a 7.0,
finalmente se almacen6 en un tubo Falcon de 50 ml a 4 °C.

e) Tampodn de carga (7.2 ml)

26



El tampén de carga se elaboré con 1,6 ml SDS 10%; 0,8 ml mercaptoetanol
99,9 %; 0,4 ml de azul de bromofenol 1%; 1 ml de tampédn fosfato sddico 0,0625
M pH 7.0 y 0.8 ml de glicerol, cada elemento se mezclé en un tubo Falcon de
15 ml, rotulado debidamente y se almacendé a 4 °C. Cabe resaltar que el

mercaptoetanol solo se agregd al momento de la preparacion de las muestras.

3.3.5.4 Preparacién de geles de poliacrilamida

a) Preparacion del gel separador al 14% (10 ml)
En un beaker de 100 ml, se mezclaron todos los componentes: 3,84 ml de agua
destilada, 2,5 ml de tampdn de separacion Tris-HCI 1.5 M (pH 8,8), 3,501 ml de
la mezcla acrilamida/bisacrilamida al 40%, 100 ul de SDS al 10%, 50 ul de APS
al 10% (preparado al momento de realizar la electroforesis) y 14 ul de TEMED.
La mezcla se agit6 suavemente, evitando la formacién de burbujas y se
dispensoé a las placas para la polimerizacion del gel, para evitar el contacto con
el aire y una rapida polimerizacion se coloco alcohol, se dej6 polimerizar por 40
min.

b) Preparacién del gel concentrador al 4% (6 ml)
En un beaker de 100 ml, se mezclaron los siguientes componentes: 3,78 ml de
agua destilada, 1,5 ml de tampdn de concentracion Tris-HCI 0.5 M (pH 6,8), 0,6
ml de la mezcla acrilamida/bisacrilamida al 40%, 60 ul de SDS al 10%, 60 ul de
APS al 10% y 6 ul de TEMED. La mezcla se agit6 suavemente, evitando la
formacion de burbujas y se dispensé a las placas para la polimerizacion del gel,
una vez dispensado la mezcla se colocé el peine para la formacion de pocillos
y se dejo polimerizar por 30 min.

3.3.5.5 Electroforesis en gel de acrilamida

Para realizar el proceso de electroforesis se prepar6 el gel de separaciéon y se
cargo en el portagel, se dejé polimerizar por un espacio de 40 min a temperatura
ambiente. Luego se afiadi6 el gel concentrador y se dej6 polimerizar por 30 min.
Por ultimo, se cargd en los paocillos el marcador de peso molecular y las muestras
cuidando de cargar 30 ug en cada caso (EPT de los compartimentos de fetos y
crias lactantes). La corrida se realiz6 a 80 voltios por un espacio de tres horas y

media.
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3.3.5.6 Preparacién del colorante y decolorante

a) Colorante (1000 ml)
Se pes6 0,5 g azul de Coomassie G-250; 1 g sulfato de cobre, ademas se midid
300 ml metanol al 95%; 100 ml 4cido acético glacial; 600 ml agua destilada en
una probeta. La mezcla se agité por lo menos durante 2 h y se guardd en un
frasco ambar. Una vez finalizada la electroforesis se retird el gel de acrilamida
y se sumergi6 en el colorante, el gel se dejara en agitacion suave over night.

b) Decolorante (1000 ml)
Se midié 100 ml &cido acético glacial; 300 ml metanol al 95%; 600 ml agua
destilada, cada una en probetas. Se mezclaron todos los reactivos para luego
ser guardado en un frasco ambar. Terminada la coloracion, el gel de acrilamida
se sumergid en la solucién decolorante y se dejé en agitaciébn suave por 12

horas.

3.3.6 Fotodocumentacién y procesamiento de imagenes.

3.3.6.1 Fotodocumentacién de geles con el equipo GelDoc Go (Bio-Rad,
USA).

Una vez finalizada la decoloracién del gel se procedié a tomar una foto con el
equipo fotodocumentador GelDoc Go Gel Imagen System (Bio-Rad, USA), para
ello se lavo el gel con abundante agua destilada y se colocé al centro de la bandeja
del equipo y se realiz6 una fotografia del gel con la opcién azul de Coomassie que
viene integrado en el equipo, este realizé un ajuste automatico a la imagen del gel
(Ver Anexo 12).

3.3.6.2 Procesamiento de imagenes con el programa Image Lab (Bio-Rad,
USA)
Una vez tomadas las imagenes, estas se exportaron a un USB para ser

procesados en la aplicacion Image Lab de Bio-Rad, USA.

e Una vez descarga la aplicacion de la pagina oficial de Bio-Rad, USA se abri6
el archivo compatible con esta aplicacion.

e La primera herramienta utilizada fue Image Tools para cortar la imagen y
acomodarla de manera derecha para un mejor analisis.

e La segunda herramienta que se utilizé6 fue Lane and Bands que permitid
analizar carriles y bandas de los geles, siempre tomando en cuenta en

Background e intensidad de las bandas.
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La siguiente herramienta denominada MW Analysis Tools, permitié calcular los

pesos moleculares de las bandas escogidas en los carriles determinados.

e La herramienta Quantyti Tools que se utiliz6 como ultima herramienta, permitid
calcular la concentracion relativa de cada banda analizada.

e Por ultimo, los datos proporcionados por el programa se descargaron en el

formato Excel, para realizar andlisis estadisticos (Ver anexo 13).
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Figura 4. Procesamiento y analisis de un gel con ocho muestras de
EPT del Compartimento lll, en la aplicacién Image Lab.

3.4  Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Para ver la diferencia entre el perfil electroforético de fetos y crias lactantes de
alpaca y de sus cavidades se realiz6 una estadistica descriptiva y la comparacion
de medianas de la concentracion total de proteinas y la concentracion relativa de
guimosina y pepsina se realizé con la prueba de Kruskal-Wallis, puesto que los
datos no tenian distribucién normal, esto al pasarlos por la prueba de Shapiro Wilk.
Se considero como diferentes estadisticamente cuando p < 0.05.
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V. RESULTADOS
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Tabla 1. Contenido de proteina (medianas) del Extrado Proteico Total (EPT) de
los tres compartimentos Cl, Cll y CllI de los estémagos de fetos y crias de Vicugna
pacos “alpaca”, Ayacucho 2024.

Contenido de proteina (ng/ml)

Extracto
Proteico
Total (EPT) Cl Cll Clll
n
EPT fetos 22 26,79 2A 20,76 °A 25,08 2B
EPT crias 31 23,6254 24,36 A 38,142 A

Las medianas del contenido de proteina por cavidades comparadas con Kruskal-Wallis seguidas de letras
minusculas en las filas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre cavidades en fetos y crias, por otro lado,
las letras mayusculas indican diferencia significativa (p < 0.05 solo entre el compartimento tres (Clll) de fetos y
crias. En los fetos se observa una diferencia significativa entre Cll y los compartimentos Cl y CllI, con un valor
mas bajo en CIl. En crias, el Clll muestra una concentracion de proteinas significativamente mayor en
comparacion con Cl y ClI. Al comparar entre grupos, el Clll de crias lactantes presenta una concentracién de
proteinas significativamente méas alta que el Cll de fetos.
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44,1 kDa (Quimosina)

36,2 kDa (Pepsina)

Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE del Extracto Proteico Total
(EPT) de tejido gastrico de feto de alpaca. M, marcador de peso
molecular; 1, EPT de tejido gastrico de feto de Vicugna pacos
“alpaca” que resalta las bandas que podrian corresponder a la
guimosina (Q) y pepsina (P) con pesos moleculares de 36,87 kDa
y 30,82 kDa, respectivamente; 2, estandar de pepsina porcina
(Sigma-Aldrich, USA) con peso molecular de 36,2 kDa; 3, estandar
de quimosina bovina expresada en Mucor miehei Tipo Il (Sigma-
Aldrich, USA) con peso molecular de 44,1 kDa.
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Figura 6. Perfil electroforético SDS-PAGE de los compartimentos del estbmago de fetos de Vicugna pacos
“alpaca”. (Cl): EPT del feto uno (1), EPT del feto dos (2); (Cll): EPT del feto uno (1), EPT del feto dos (2); (ClIl) EPT
del feto uno (1), EPT del feto dos (2). Se observa que la banda que corresponderia a pepsina disminuye su concentracion
relativa conforme avanza del ClI al CllI.
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Figura 7. Perfil electroforético SDS-PAGE de los compartimentos del estémago de crias lactantes de
Vicugna pacos “alpaca”. (Cl) EPT de Cria uno (1), EPT de Cria dos (2); (Cll) EPT de Cria uno (1), EPT de Cria
dos (2); (Clll) EPT del Cria uno (1), EPT de Cria dos (2). Se observa que la banda que corresponderia a quimosina
aumenta su concentracion relativa conforme avanza del Cl al Clll, y la banda que corresponderia a pepsina
disminuye su concentracion relativa conforme avanza del Cl al ClIl.
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Tabla 2. Concentracién relativa (medianas) de la banda correspondiente a
quimosina del Compartimento | (Cl), Compartimento Il (Cll) y Compartimento Il
(ClIl) de los estobmagos de fetos y crias de Vicugna pacos “alpaca” en
aproximadamente 30 pg de proteina, Ayacucho 2024

Extracto Concentracion relativa de quimosina
Proteico n

Total (EPT) cl ci cii
EPT fetos 22 1,680 A 4,38 3A 7,37 2A
EPT crias 31 1,35¢4 2,85P8 4,70 3A

Las medianas comparadas con la prueba Kruskal-Wallis seguidas de letras (letras minUsculas para filas y
mayusculas para columnas) en las filas indican diferencia significativa (p < 0.05) entre compartimentos en fetos
y crias donde se puede observar que no hay diferencia entre los Cll y Clll en fetos, pero en crias se observa una
diferencia en los ClI, Cll y CllI, viéndose que el Clll tiene mayor concentracion. Por otro lado, las letras mayusculas
indican diferencia significativa (p < 0.05) entre el Cll de fetos y crias.
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Tabla 3. Concentracién relativa (medianas) de la banda correspondiente a
pepsina del Compartimento | (Cl), Compartimento Il (Cll) y Compartimento Il (CIII)
de los estdmagos de fetos y crias de Vicugna pacos “alpaca” en aproximadamente

30 ug de proteina, Ayacucho 2024.

Extracto Concentracidn relativa de pepsina
Proteico

Total (EPT) Cl Cll Clll
EPT fetos 22 1,023A 0,6123A 0,53 aA
EPT crias 31 0,59 aA 0,28 @A 0,70 a4

Las medianas comparadas con la prueba de Kruskal-Wallis no indican diferencia estadistica significativa (p >
0.05), lo que indica que la presencia de pepsina en Cl, Cll, Clll de estomagos de fetos y Cl, ClI, Clll de estbmagos
de crias lactantes no difieran estadisticamente, por otro lado, la presencia de pepsina entre ClI, Cll y Clll de fetos
y crias tampoco tienen diferencia significativa.
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Tabla 4. Relacion Quimosina/Pepsina del Compartimento | (Cl), Compartimento |l
(Cll) y Compartimento Il (Clll) de los estobmagos de fetos y crias de Vicugna pacos
“alpaca”, Ayacucho 2024.

Relacién quimosina/pepsina

Extracto
Proteico cl cll clll
Total (EPT) — — —

Relacion % Relacion % Relaciéon %
Fetos 22 1,65:1 62% 7,18:1 88% 13,9:1 93%
Crias 31 2,29:1 70% 10,18:1 91% 6,71:1 87%

En los fetos, la relacién quimosina/pepsina muestra un patron creciente desde el Cl hacia el CllI, lo que indica
un incremento progresivo de proporcion de quimosina en relacién con la pepsina. En el caso de crias lactantes,
aungque también se observa una alta proporcién de quimosina, destaca una relacién particularmente elevada en
el Cll, atribuida a una muy baja concentracion relativa de la pepsina en este compartimento, lo que aumenta
artificialmente la relacion calculada. Este hallazgo sugiere, que la relacion quimosina/pepsina en crias puede
estar mas influenciada por la dieta, generalmente en animales en desarrollo como las crias lactantes.
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Figura8. Frecuenciade bandas en los tres compartimentos del estbmago de fetos de Vicugna pacos “alpaca”. Cl, diez bandas
presentes donde las bandas de interés tienen pesos moleculares de 36,80 kDa y 30,86 kDa y estan presentes en el 100% de los
individuos; ClI, siete bandas presentes con pesos moleculares de 37,63 kDa y 31,17 kDa, donde las bandas de interés estan presentes
en un 100% y 86,36%; CllII, siete bandas con pesos moleculares de 36,63 kDa y 30,64 Da, presentes en un 100% y 86,36% en los sujetos
estudiados. Nota: Para este analisis, se consideraron Unicamente las bandas presentes entre 63 KDa y 17 KDa del marcador molecular,
seleccionadas por criterio, debido a una mayor definicién y relevancia para la identificacion de proteinas de interés.
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Figura9. Frecuencia de bandas en los tres compartimentos del estémago de crias lactantes de Vicugna pacos “alpaca”. Cl,
diez bandas presentes, donde las bandas de interés tienen pesos moleculares de 36,13 y 30,85 kDa y estan presentes en el 100% vy
87.10 % de los individuos; ClI, diez bandas presentes donde las bandas de interés poseen pesos moleculares de 36,67 kDa y 30,72 kDa
y estan presentes en un 100% y 90,32% en los individuos estudiados; Clll, diez bandas presentes, donde las bandas de interés tienen
pesos moleculares de 37,25 kDa y 30,84 kDa y se encuentran en un 100% y 93,55%. Nota: Para este analisis, se consideraron Unicamente

las bandas presentes entre 63 kDa y 17 kDa del marcador molecular, seleccionadas por criterio, debido a una mayor definicién y relevancia
para la identificacién de proteinas de interés.
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V. DISCUSION
El presente estudio es el primer reporte respecto al proteoma del cuajo de alpaca,
utilizado en las comunidades altoandinas para elaborar quesos tradicionales con

leche de vaca.

En la Tabla 1, se muestra la concentracion de proteinas en el EPT de fetos de
alpaca. Las medianas de las concentraciones de proteinas fueron: 26,79 pg/ml
para el Cl, 20,76 pg/ml para el Cll y 25,98 ug/ml para el Cll. Se evidencio una
diferencia estadisticamente significativa entre los compartimentos Cl y ClII con
Cll, con una concentracion menor en el Cll (p < 0.05), mientras que en el Cl y CllI
no se detecté diferencia estadistica significativa (p > 0.05). Por otra parte, la
concentracion de proteina en el EPT de los ClI, Cll y Clll de crias lactantes de
Vicugna pacos “alpaca” fue de 23,62 ug/ml, 24,36 ug/ml y 38,14 ug/ml
respectivamente, con diferencia significativa (p < 0.05) donde el Clll presentd
mayor concentraciéon de proteinas, mientras que Cl y Cll no muestran diferencia
significativa (p > 0.05). A comparacion de otras investigaciones realizadas la
concentracion de proteinas en cuajo de alpaca variaron entre 29,80 y 52,91 mg/mi
(Mujica & Hernandez, 2023), quienes trabajaron con muestras de macerados de
cuajo de alpaca listo para ser usados, mas no usaron tejido gastrico como se
realizo en la presente investigacion. Recientemente, Tenorio (2025) report6 la
concentracion de proteinas en las tres cavidades del estbmago de fetos y crias
lactantes de alpaca, encontrandose diferencia entre los compartimentos
estomacales de crias en el cual el Clll obtuvo un valor superior en la concentracion
de proteinas, de igual manera entre el Clll de fetos y crias se report6 diferencia
estadistica mencionando que CllI de crias lactantes poseen mayor concentracion
de proteinas. Por otra parte, se ha reportado la concentracién de proteinas en

Extracto de Enzimas Gastricas (GEC) de abomaso de Camelus dromedarius,
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encontrandose mayor concentracion en dromedarios adultos, en comparacion a
lactantes (Saliha et al., 2012); sin embargo, ellos realizaron una investigacion
anterior en dromedarios de edades diferentes que incluyeron un afo, tres y nueve
afios, observandose un aumento en la concentracion de proteinas conforme
aumenta la edad (Saliha et al., 2011), lo que resulta concordante con Kouadri &
Nessil (2023).

En la Figura 5, se presenta el perfil electroforético SDS - PAGE del EPT de cuajo
de alpaca, donde se observan el marcador, las bandas del estandar de quimosina
recombinante Mucor miehei Tipo Il (Sigma-Aldrich, USA) y el estandar de pepsina
porcina (Sigma-Aldrich, USA) con pesos moleculares de 44,1 KDa y 36,2 kDa,
respectivamente, que se tomaron como referencia para considerar las bandas de
quimosina y pepsina presentes en los tres compartimentos de los EPT de tejido
gastrico de alpaca. En investigaciones realizadas anteriormente se reportaron
pesos moleculares de quimosina y pepsina; en bovinos la quimosina presenta un
peso molecular de 35,5 a 36 kDa (Amjad et al., 2024; Kumar et al., 2010) y pepsina
un peso molecular de 34 kDa a 35 kDa (Chow & Kassel, 1968; Imelio et al., 2008),
los pesos moleculares reportados fueron 52 kDa y 40 kDa para la quimosina en
dromedarios (Elagamy, 2000; Kappeler et al., 2006) y pepsina 39 kDa (Elagamy,
2000), aunque no se encontraron articulos donde se reportan los pesos
moleculares de la quimosina y pepsina en alpaca, el Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) reporta la quimosina con un peso molecular de
43,016 kDa (National Center for Biotechnology Information, s. f.-b) y 41,79 kDa
para pepsina (National Center for Biotechnology Information, s. f.-a), notadndose
que los pesos moleculares reportados por NCBI son mayores a los observados,
es necesario resaltar que son pesos calculados de acuerdo a un gen y que el
resultado de la traduccién del gen son enzimas inactivas como pueden ser la
preproquimosina, proquimosinay la propepsina o pepsindégeno que poseen pesos
moleculares mayores, como la proquimosina que posee un peso molecular de
40,77 kDa y la preproquimosina que tiene 16 aminoacidos mas (Kumar et al.,
2010); el pepsindgeno en bovinos tiene un peso molecular aproximado de 39 kDa,
ovinos 43 kDa y caprinos 42 kDa (Mostofa et al., 1990), tanto la quimosina como
la pepsina para que se activen, necesitan procesarse por protedlisis limitada. Sin
embargo, no se tomaron las bandas mas cercanas o con pesos moleculares
cercanos a la quimosina recombinante y pepsina porcina, puesto que se tomé

como criterio la proporcion de quimosina/pepsina en el abomaso de animales
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utilizados para la produccién de quesos, que varian segun la edad y alimentacion,
donde la quimosina es la principal proteina o enzima altamente especifica en la
coagulacién, por el contrario la pepsina tiene una actividad proteolitica general
(Ruesson, 2018). En el abomaso (cuajo) la cantidad de quimosina es
predominante en recién nacidos y crias lactantes, presente en un 88% a 94%
contra un 6% a 12% de pepsina (Sivipaucar, 2022). Estos valores coinciden con
los resultados obtenidos en esta investigacion (Tabla 4), donde la quimosina
representa entre el 62% y 93 %, mientras que la pepsina varia entre el 7%y 38 %
reafirmando el patrén esperado. Tomando en cuenta estas referencias se tomaron
dos bandas que podrian ser quimosina y pepsina, la primera banda con mayor
presencia y en mayor concentracion sobre todo en el Clll de fetos y crias lactantes
de Vicugna pacos “alpaca” con peso molecular de 36,87 kDa, la segunda banda

de y 30,82 kDa para pepsina.

En las Figuras 6 y Figura 7, se muestra el perfil electroforético SDS-PAGE de los
compartimentos de estbmagos de fetos y crias lactantes de alpaca observandose
en los compartimentos Cl, Cll y Clll dos bandas principales de interés que son la
guimosina y pepsina. En los compartimentos de fetos de observa que la banda
correspondiente a la pepsina disminuye su concentracion relativa conforme
avanza del CI al Clll y la banda correspondiente a la quimosina aumenta su
concentracion relativa conforme avanza de cavidad. En crias lactantes, se observa
un aumento en la concentracion relativa de la banda quimosina y un descenso en

la concentracion relativa de la banda de pepsina.

En la Tabla 2, se muestran las medianas de la concentracién relativa de la banda
correspondiente a quimosina de fetos y crias lactantes. Al realizarse el analisis de
Kruskal Wallis, se percibe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los
compartimentos de fetos y crias; sin embargo, las concentraciones relativas del
Cll y CIII de fetos, no tienen diferencia significativa (p > 0.05), mientras que la
concentracion relativa en los compartimentos de crias lactantes indica diferencia
entre las tres cavidades, con una concentracion mayor en la Clll. Cabe afiadir que
al aplicarse la prueba estadistica para la comparacién de concentracion relativa
de quimosina entre las cavidades de fetos y crias solo existi6 una diferencia

significativa entre la ClII, contando con una mayor concentracion el Cll de fetos.

En la Tabla 3, se tiene la concentracion relativa de pepsina en las cavidades de

fetos y crias lactantes de alpaca. Al aplicarse la prueba estadistica estas no
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mostraron diferencia significativa (p > 0.05) en los tres compartimentos de fetos y
crias, ni entre fetos y crias. Aunque no se reportaron concentraciones relativas
analizadas en el perfil electroforético SDS-PAGE de las bandas de quimosina y
pepsina, Contreras (2025) comparé los perfiles electroforético de macerados de
abomaso en tres tipos de animales (porcino, bovino y camélido) encontrado
proteinas con mayor fuerza de cuajo en el EPT de cuajo de alpaca con pesos
moleculares de 42,5 kDa, 36,2 kDa y 32,5 kDa y concentraciones relativas de 5,28;
6,19 y 2,92 respectivamente; es necesario resaltar que los EPT fueron extraidos
de alpacas de 2-3 afios, y segun la literatura hay mayor presencia de quimosina
en crias lactantes y esta va disminuyendo conforme avanza el desarrollo

fisiolégico por el cambio de dieta.

En la Tabla 4, se reporta la relacion quimosina/pepsina de las concentraciones
relativas en los compartimentos ClI, Cll y Clll. Se determiné que la quimosina se
encuentra en mayor porcentaje con respecto a pepsina, observandose en fetos un
aumento conforme avanzan los compartimentos; mientras que en crias se not6 un
porcentaje mayor en el Cll puesto que hay una baja concentracion de la pepsina;
sin embargo en la Tabla 2 las concentraciones relativas de quimosina aumentan
segun avanzan los compartimentos y en la Tabla 3 se observa que el Cll en crias
lactantes presenta una concentracion relativa baja de pepsina, pero entre los tres
compartimentos no existe diferencia estadisticamente significativa. Estos
resultados resultan concordantes con lo reportado por Sivipaucar (2022), quien
refiere que la quimosina es el componente mayor con relacion a la pepsina, se
encuentra en un 88% a 94% en crias lactantes bovinas, mientras que la pepsina
se encuentra en un 6% a 12%. Esta proporcién varia y se invierte conforme la

edad del animal avanza, puesto que la dieta también cambia.

En la Figura 8, se reporta el patron de bandeo en los compartimentos |, Il y Il de
fetos de alpaca. Se determinaron diez bandas en el compartimento | de estbmagos
de fetos, donde las dos bandas de interés con pesos moleculares de 36,80 kDa y
30,86 kDa mostraron una frecuencia de un 100% para ambas bandas, la presencia
de siete bandas en el Cll de estomagos de fetos, donde las bandas de interés
tuvieron una frecuencia del 100% y 86,36 % con pesos moleculares de 37,64 kDa
y 31,17 kDa respectivamente, por Uultimo la presencia de siete bandas en el CllI
de estdmagos de fetos, con dos bandas de interés de pesos moleculares de 36,63

kDay 30,64 kDa con frecuencias del 100% y 30,64%, respectivamente.
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En la Figura 9, se reporta el patron de bandeo en los compartimentos |, Il y Il de
crias lactantes de alpaca. Se determinaron un total de diez bandas con pesos
moleculares desde 63,95 kDa a 18,81 kDa, sin embargo, la frecuencia de las dos
bandas de interés fue del 100% y 87,10% con pesos moleculares de 36,13 kDa y
30,85 kDa, respectivamente. Se muestran las frecuencia y presencia de 10
bandas en el Cll en crias lactantes, con pesos moleculares desde 63,34 kDa hasta
18,84 kDa, mientras que la frecuencia de las dos bandas de interés fue del 100%
y 90,32% con pesos moleculares de 36,37 kDa y 30,72 kDa, de igual manera se
reportan la presencia y frecuencia de diez bandas en el Clll de estémagos de crias
lactantes con pesos moleculares desde 63,36 kDa hasta 16,75 kDa y las dos
bandas de interés con pesos moleculares de 37,25 kDa y 30,84 kDa tuvieron una

frecuencia del 100% y 93,55% respectivamente.
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VL. CONCLUSIONES

Se logré estandarizar el protocolo para obtener el Extracto Proteico Total
(EPT) a partir de tejido gastrico de alpaca.

Mediante electroforesis SDS-PAGE se establecio el perfil proteico de los
compartimentos estomacales de fetos y crias de alpaca, determinandose
entre 7 y 10 bandas de proteinas.

Se encontraron diez bandas en el Cl, siete en el Cll y Clll de fetos que van
desde 65,87 kDa a 18,84 kDa y 10 bandas en los tres compartimentos de
crias lactantes que van desde los 63,95 kDa a 16,75 kDa. La banda
correspondiente a quimosina esta presente en la totalidad de las muestras.
Existe una variacion en la relacion de quimosina/pepsina en los tres
compartimentos de estdmagos de fetos y crias lactantes de alpaca,
observandose una mayor proporcion de guimosina en comparacién con

pepsina.
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VIl. RECOMENDACIONES
Verificar previamente mediante zimogramas la actividad proteolitica de la
guimosina presente en el EPT del cuajo de alpaca.
Continuar con los estudios que permitan purificar la quimosina de alpaca a
través de cromatografia liquida en columna y demostrar su actividad
coagulante.
Utilizar técnicas méas avanzadas para identificar la quimosina de alpaca,
tales como 2D, HPLC y MS.
Completar los estudios de eficiencia tecnologica con miras a formular una

patente de elaboracién de cuajo de alpaca.
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ANEXOS
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Anexo 1. Vista panoramica del Camal Municipal de Huancavelica, donde se
recolectaron las muestras de fetos.

Anexo 2. Alpacas que fueron faenadas en el Camal Municipal de Huancavelica,
de las cuales se obtuvieron las muestras de fetos.
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Anexo 3. Centro Poblado de Choccoro (Chuschi,Ayacucho), donde
recolectaron las muestras de crias lactantes.

Anexo 4. Alpacas criadas en el Centro Poblado de Choccoro - Ayacucho.
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Anexo 5. Recoleccion de muestras del Camal Municipal de Huancavelica post
mortem. Feto del dltimo tercio de gestacion de Vicugna pacos “alpaca”.

Anexo 6. Recoleccion de muestras del Centro Poblado de Choccoro (Chuschi,
Ayacucho) post mortem. Cria lactante de Vicugna pacos “alpaca”
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Anexo 7. Vista completa del estomago de fetos de Vicugna pacos “alpaca”, con
longitud total de 21 cm (A) y crias lactantes de Vicugna pacos “alpaca”, con
longitud total de 36,9 cm (B), se muestran los tres compartimentos ClI, Cll y CIII.

o N

3,5¢cm

Ld reportada por Tenorio (2025)

B

Longitud reportada por Tenorio (2025)
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Anexo 8. Flujograma de la obtencion del Extracto Proteico Total (EPT) de tejido géastrico de fetos y crias lactantes de Vicugna pacos “alpaca”.

P
— —

Se separard el estémago en Se trituraron y pesaron 2,5gde  Se colocd 2,5 g de tejido en un Los tubos se colocaron en el Se centrifugd al728 x g
compartimentos y se lavaron cada compartimento tubo falcon y afiadié HCI 0,2 M equipo agitacion por rotacion, en por 10 min
(2,5 Vol) incubacion (42°) por una hora

N

Se centrifugé a 1728 x g Se afiadio al sobrenadante 2vol Se descartf’) el sedimento Se centrifugd a 1728 x g Se afiadio Al(SO4)3 1% y Se separ6 el sobrenadante
por 20 min de solucion saturada de NaCl Y S€ separd a otro tubo el por 10 min NazSOa 5% a otro tubo falcon
conteniendo 1% de HCI sobrenadante

concentrado y se dejé reposar
por una hora

Se descarto el Se deposito el sedimento Al sedimento se afiadio Se llevé a congelar a - 20°C hasta su
sobrenadante en tubos eppendorfy se 100 ul de H20 y ajusto el uso
peso pHab5,5
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Anexo 9. Flujograma del método Bradford para la cuantificacion de proteinas en los compartimentos estomacales de fetos y crias de Vicugna pacos
“alpaca”.

Se realiz6 una dilucién Se prepar6 BSA para Se preparo el reactivo En tubos Eppendorf rotulados se Para las muestras, en tubos
1:800 de la muestra realizar la curva de Bradford con una afadié 100 ul de cada Eppendorf rotulados se
calibracion dilucién1:3,5 concentracién de BSA (2,4,8, 10, afiadei6100 pl de muestra
12,16, 18 y 20 ng de BSA/ml) mas diluida y 100 pl del reactivo
el reactivo Bradford diluido y se Bradford y se dejé reaccionar
dejé reaccionar por 10 min

Tras dejar reaccionar se forma
Se llevé a leer al Espectrofotémetro a una coloracion azul
595 nm y anotar las absorbancias,
tanto de la curva y las muestras para
realizar una ecuacion lineal y calcular
la concentracion de proteinas totales
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Anexo 10. Calculo del volumen de muestra necesario para cargar 30 ug de proteina para electroforesis SDS-PAGE

Vol. < Cantidad
CONCENTRACION CONCENTRACION Ma/é’s'ira Bufferde  Volumen ~ COHCERTRATION de \éogg:“‘;‘
CRIA MUESTRA INICIAL (png/ml) INICIAL (pg/pl) ) carga 1x final (ul) (ng/ul) proteina ( I?
(Xi) (¥i) ) (1) © e final (ug)
(b) (d)
cic1 6,587 5,270 30 60 90 1,7565 30 17,1
Cria 01 cic2 9,344 7,475 30 60 90 2,4917 30 12,0
cic3 21,711 17,369 30 60 90 5,7896 30 5,2
c2c1 7,234 5,787 30 60 90 1,9291 30 15,6
Cria 02 c2c2 6,915 5,532 30 60 90 1,8440 30 16,3
c2c3 11,560 9,248 30 60 90 3,0827 30 9,7
c3c1 4,246 3,397 30 60 90 1,1324 30 26,5
Cria 03 c3c2 9,628 7,702 30 60 90 2,5674 30 11,7
c3c3 13,670 10,936 30 60 90 3,6454 30 8,2

Las formulas utilizadas fueron:

Concentracion inicial de proteina en mg/ml

4 (i x 800)
' THooo

Concentracién de proteina con buffer de cargar 1x en mg/ml

_(Yixa)
=

Ci

Volumen a cargar para 30 mg de proteina

d

Vi=—
TG
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Anexo 11. Flujograma de la Electroforesis SDS-PAGE para obtener perfiles electroforéticos de fetos y crias lactantes de Vicugna pacos “alpaca”

Se peso y prepar6 el APS Se atemperd los reactivos Se ensambl las placas de Se preparé el gel separador Se mezcl6 suavemente y se

para el gel concentrado y utilizados vidrio en la camara de agrego a las placas armadas
separador ensamblaje

- ] : :
Se colocé el peine y se dejo Se desechd el alcohol y agrego el Se preparo el gel Se agreg6 alcohol hasta que

Se greg6 el Tampén Se coloco las placas en la polimerizar por media hora gel concentrador, se dio unos concentrador y agitar se cubra toda la placa y dejar
de corrida camara de electroforesis pequefios golpes para que se suavemente para polimerizar por 45 min
distribuya totalmente homogenizar

* Image Lab
‘(1——
- P———
» . . i76 ; Se colored over nigth y decolorar por 12 horas Se tom6 foto en el Foto Se analizaron las fotos en el
Se retir6 el peine y cargé el S_e realiz6 la corrida a 80 _ gin'y p roarama Imoden Lab
voltios por tres horas y media documentador Gel Doc Go prog g

marcador y las muestras
previamente preparas con 63
tampoén de carga y hervidas



Anexo 12. Flujograma de la fotodocumentacion de los geles obtenidos por electroforesis SDS-PAGE.

S Se encendio el foto- . ~ ” ) .
Después de que el gel se decolore, este se ¢l foto- Se programé el tamafio de Se abri6 la platina de imageny  Se cerr6 la platina y se observé
lavaré con agua, para pasarlo al foto- documentador e ingres6 a la : . . ;
d tad carneta previamente creada imagen y el tipo de se coloco el gel en el centro de la imagen antes de tomar la
ocumentador petap colorante usado la platina, procurando que este foto, tomando en cuenta que el
derecho gel este derecho

Se sali6 de la carpeta y Se selecciond las Para exporta la imagen se Una vez tomada la imagen Se tomo la foto en

retiré el gel, se limpi6 la imagenes a ser exportadas utilizé USB se ajusto la exposicion y automatico y se espero
platina y retirar el USB y se envi6 al USB saturacion si es necesario para observar el resultado
para apagar el equipo de la imagen
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Anexo 13. Flujograma del anlisis de imagenes tomadas con el fotodocumentador GelDoc Go (Bio-Rad) y procesadas con el programa Image Lab (Bio-
Rad).

1 GeDiac mrages 051701 06ES

Para analizar la
Gl vees DI 12 LA

imagen se
LG Doz wrege JIAET AR pueden
| CeDaz wrages M-I utilizaron
, Geliac mages 030601137k distintas

Se exportaron las

Se abrié el i herramientas
carpetas del USB a e L e Una vez abierto el proporcionadas Con la herramienta Image
una laptop g d programa se abri6 la Tools se modifico la
previamente en la laptop imagen para ser s | imagen, como rotar o
analizada. ’cortar

- @ Posteriormente se Con esta herramienta se Con la herramienta Lane
- = & anallgaola concentracion analizaron los pesos and bands se detectaron
Ot e mme s relativa de las bandas, moleculares, los carriles y bandas de
b T e tomando como referencia seleccionando el carril del forma manual
Una vez terminado el anlisis, se la banda seis del marcador marcador

exportaron en formato Excel las
tablas generadas de cada gel, y se
realiz6 un andlisis estadistico
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) Anexo 14. Matriz de consistencia
TITULO: Perfil electroforético del extracto proteico total obtenido de tejido géstrico de fetos y crias de Vicugna pacos “alpaca’.

Autor: Jaqueline Susan Huaman Perez

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES E INDICADORES METODOLOGIA
¢,Coémo varian Objetivo general 2.2.1 Anatomia y fisiologia Las Variable 1.Tipo de investigacién

las Caracterizar molecularmente  digestiva de la alpaca caracteristicas Fetos Béasica

caracteristicas el Extracto Proteico Total 2.2.2 Cuajos animales molecularesdela Indicadores 2.Nivel de investigacion
moleculares (EPT) obtenido de tejido 2.2.3 Proteinas de laleche quimosina y - Edad gestacional Explicativo

del Extracto gastrico de los 2.2.4 Enzimas coagulantes pepsina del - Morfometria del estbmago 3.Método

Proteico Total compartimentos CI, Clly Clll  2.25 Variacibn de la extracto - Extracto Proteico Total (EPT) Descriptivo

del tejido del estbmago de fetos y crias  proporciéon enzimatico crudo Variable 4.Disefio

gastrico  de
fetos y crias
lactantes de
“alpaca”
Vicugna
pacos?

de Vicugna pacos “alpaca’.
Objetivos especificos

Obtener el Extracto
Proteico Total (EPT), a
partir de tejido gastrico.
Determinar el perfil
electroforético SDS-PAGE
del EPT.

Establecer y comparar el
patron de bandas de
proteinas del EPT en los
compartimentos.

Estimar la variaciébn vy
proporcién de
quimosina/pepsina en el
EPT de los tres
compartimentos.

quimosina/pepsina

2.2.6 Coagulacién de la
leche

2.2.7 Extraccion y
purificacion de proteinas
2.2.8 Electroforesis SDS-
PAGE

2.2.9 Foto documentacion,
densitometria y andlisis de
imagenes.

de tejido gastrico
de fetos y crias
lactantes son
variables.

Crias Lactantes

Indicadores

- Morfologia craneal.

- Cantidad de dientes

Variable

Perfil electroforético SDS-PAGE
Indicadores

- Numero de bandas

- Concentracion relativa

- Peso molecular

- Proporcion quimosina/pepsina

Correlacional
5.Tipo de muestreo

Aleatorio
6.Muestreo

Por conveniencia

6.1Poblacién

Alpacas gestantes faenadas en el
matadero municipal de Huancavelica,
crias lactantes muertas por el friaje

6.2Muestra

53 muestras de estomagos de alpaca

- (22 fetales, 31 crias lactantes)
7.Técnicas

— Colecta de estébmagos.

— Obtencién de EPT.

— Determinacion de proteinas

— Electroforesis SDS-PAGE
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Jaqueline Susan HUAMAN PEREZ
RESOLUCION DECANAL N° 340-2025-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia martes dieciséis de setiembre del
afio dos mil veinticinco; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga,
participando como presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, el Dr. Pedro Ayala Gomez
(miembro —jurado), el Dr. Raul Antonio Mamani Aycachi (miembro —jurado), el Mg. Reynan Condor
Alarcén (miembro — jurado), el Dr. Fidel Rodolfo Mujica Lengua (miembro — asesor) y el Mg. Luis
Uriel Moscoso Garcia actuando como secretario docente, para presenciar la sustentacidn de tesis
titulada: perfil electroforético del extracto proteico total obtenido de tejido gastrico de fetos y crias
de Vicugna pacos “alpaca” presentado por la Bach. Jaqueline Susan HUAMAN PEREZ; el presidente
luego de verificar la documentacion presentada, indicod al secretario docente dar lectura a la
documentacion generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio
del acto de sustentacion, indicando a la sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para
exponer su trabajo de investigacion tal como establece en el Reglamento de Grados y Titulos de la
Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.
Culminada la exposicion, el presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a participar
con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el
presidente invitd a la sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el
Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y
calificaciones correspondientes; cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Pedro Ayala Gomez 18 17 18
Dr. Raul Antonio Mamani Aycachi 18 17 18
Mg. Reynan Condor Alarcén 18 18 18
PROMEDIO 18

La sustentante alcanzé el promedio de 18 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizo el
ingreso de la sustentante y el publico el Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e indicando
que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las seis con treinta
minutos; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Pl
artin Tenorio Bautista Dr. Pedro Ayala Gomez

Dr. Sa
Presidente Miembro - jurado
Dr. Raul Antoni Mami Mg. ReyAdnCondor Alarcén

Miembro —jurado Miembro — jurado

[

Dr. Fidel Rodolfo Mujica Mg. LuCriel;ono Garcia

Miembro — asesor Secretario Docente
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Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Perfil electroforético del
extracto proteico total obtenido de tejido gastrico de fetos y crias de Vicugna pacos
“alpaca”, por JAQUELINE SUSAN HUAMAN PEREZ; he constatado por medio del uso de
la herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 11%, grado de
coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento
de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucion del
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