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~ INTRODUCCION Y OBJETIVOS




Introduccion y Objetivos

JINTRODUCCION

Europa'posee una antigua tradicién en ganado capﬁno que hoy en dia constituye una
realidad palpable por la existencia de una gran diversidad de productos fabricados a partir |
de leche de cabra, como leches pasterizadas, aromatizadas, UHT', yogures, vmantequilla, riaia,
helados, siendo el queso el producto que se sitia como predominante.

| Tradic_ionalrhente la ganadéria' k:aprina en Europa se caracteriza por efectivos
im‘portahtes y por la preséncia en zonas de montafia de grandes rebafios extensivos,
frecuenteme_nte‘ mezclados con rebafios ovinos, de produccion mixta (leche y carne). Estas
dos circunstancias se dan también en Espaia, pais con una climatologia muy favorable para
el desarrollo de este tipo de ganado. o ' '

- La entrada de Espafia y Portugal a la Unién Europea (UE) ha produ01do un
incremento del 40% de los efectivos caprinos ya existentes, situando la cifraen 14.5 millones
de cabezas. La cabafia comunitaria ostenta hoy en dia el 83% del ganado caprino europeo
(excluyéndo la antigua URSS). Los paises mediterrdneos representan' la Caﬁtidad més
imp>ortahte y dentro de la UE, son Grecia y Espaiia los paises que poseen casi el 75% del
total. ” v - B

El potenc1a1 anual de produccwn en leche de cabra comunitario se estima en 12000
millones de litros. Grecia produce el 30%, conun 46% del total del ‘ganado, 51guen Espana
y Francia con un 28% y 9% de la cabaiia respecuvamente, ‘que representa un 28% de la
produccién lechera para cada una. Estos trés paises aseguran globalmente el 86% de la
-produccién comunitéria de leche de cabra (Le Jaouen y Toussaint, 1993).'

~ El andlisis de los sistemas de tran_sformacién della leche de cabra en Europa muestra
.._una gran heterogeneidad en funcién de las tradiciones de consuvmo'de productos lacteos de
cada pais. A"p_é‘sar de estas diferencias, generalmente coexiste una transformacion en granja: |
orientada hacia la venta local y una elaboracién industrial mds o menos desarrollada. La
industria transforma globalmente entre el 20% y 60% de la pfoducc'ién nacional, dependiendo
del pafs. Francia procesa industrialmente casi las 2/3 partes de su produccién, seguida de
Espafia, Italia y Grecia. Estos dos tltimos paises presentan una transformacién industrial

mi_nonitaria coexistente con una elaboracién artesana tradicional preponderante (Georgelet,



11993). |
| La 'evolucién actual del caprino lechero en Espafia se caracteriza por un retroceso de
las estructuras clasicas en beneficio de una ganaderia intensiva, con vocacion comercial, qﬁe
se desarrolla desde hace algunos afnos sdbre la base de nuevos métodos de produccion,
conllevando generalmente un aumento del tamafio del rebafio. Una de las razones que podrian
Justxfxcar estos cambios es la aphcac1on de la cuota lechera para el vacuno, que conduce a
los ganaderos de bovino a reconvertirse o a diversificar su actividad con el caprino. Otra
explicacion, no menos importante, se basa en el desarrollo e mtens1f1cac1on de los
productores _tradmmnales, debido a la evolucién del mundo de la comercializacién que t1ende_

: . i
hacia la produccidn industrial. - : o _ _ |



Introduccion y Objetivos

OBJETIVOS

- El ObjethO pr1n01pal de la presente tesis ha con51st1do en el estudio de la prote011s1s
primaria produmda por la-accion de diferentes enzimas, 1mportantes en el madurado del

- queso, sobre la fraccion caseinica de la leche de cabra.
~ Los objetivos concretos del trabajo fueron:

-. Estudiar la actividad enzimitica del cuajo, la quimosina: y
’ pep'sina y la plésmina sobre el complejo casefnico 0 las caseinas

de cabra aisladas. |

- Caracte}izar los productos pfocedentes de la proteolisis
desarrollada por estos enzimas. |

- Valorar el efecto de algunos parametros de madurac1on del
queso sobre la proteohsls (pH, temperatura NaCl, tlempo
concentracién de enzima, etc.) en estos sistemas casefnicos.

P Conocer el efecto del polimorfismo gehético de la o-Cn sobre
la proteohsls primaria y secundaria. |

- Desarrollar un 51stema para la obtencidn de cuajadas modelo
vahdo para estudiar los procesos enziméticos descritos, en -

condiciones de maduracion real.
La tesis se ha dividido en capitulos, segin se describe a continuaci6n:

- Capztulo T: "consta de una revisién blbhograflca relatlva a los fenomenos proteoliticos
derlvados de la hldI’OllSlS in vitro de las caseinas debldo a la accion de dnferentes enzimas que
afectan prmmpalmente ala proteohsls del queso. También se hace una descrlpcwn detallada
' de las protemas lacteas caprinas, polimorfismo. genetlco y de los ultlmos trabajos publlcados

en leche y queso de cabra relacmnados con el tema.



- Capitulo II: este capitulo se dedica a la descripcion de los materiales y metodos utilizados

durante el desarrollo de las experiencias realizadas.

- Capitulo III: en este capitulo se describen los estudios realizados sobre la hidrélisis de
diferentes substratos caseinicos por accién de algunos enzimas coagulantes importantes eh
la elaboraci6n del queso. Este capitulol incluye un trabajo de hidrélisis de dos variahte%is
genéticas (A 'y F) de la caseiha o por_éccién de la quimosina a pH 5.2 en presencia del 3 %
NaCl, condiciones i6nicas de muchos quesos jé_venes. Este trabajo se realiz6 bajo la direccién
de la Dra. Agnés Delacroix-Buchet en los laboratorios ‘de' lé Station de Recherche Laitiére
y de la Station des Pfoteines del INRA (Jouy-en-Josas, Francia). |
Parte de este clapitulo'ha sido publicado:

Tfujillo A.J.; Guamis, B.; Carretero, C. (1995)' Proteoiysis of goat B-caseih by calf reimét(
under varlous factors affectlng the cheese ripening process J. 'Agr. Food Chem. 43, 1472-
1478. '

. - Capitulo 1V: aqui estudiamos la accién proteolitica de un enzima nativo de la leche, »la.
* proteasa - alcalina de la leche o plasmina, al hidrolizar diferentes substratos casefnicos.
También se resume los resultados_dbtenidqs al someter diferentes componentes caseinicos y
productos de degradacion a la accién simultdnea o consecutiva d'ev los enzimas del cuajo y de

la plasmina.

- Capitulo Vi este capitulo incluye un estudio mediante PAGE—urea de la proteolisis primarfa'
en quesos de- cabra produc1dos enel CeR (Centre Especzal de Recerca) de Tecnologla de los

- Alimentos,-y de dlferentes tipos de quesos de cabra de tipo comercial. También se. descrlbe.
un método de obtencién‘de cuajadas modelo mediante altas presiones hidrostaticas, que
servird en futuros trabajos para calificar y cuantificar la contribucién de cada uno de l(_)s

‘agentes proteoliticos involucrados en la maduracién del queso.
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Capitulo I. Revision Bibliogrdfica

L1. LA LECHE DE CABRA
1.1.1. COMPOSICION GLOBAL

‘La composicion y las caracteristicas que presénfa la leche de cabra han sido objeio v
de d.ifere_ntés revisiones bibliogréficas (Parkash y Jenness, 1968; Jenness, 1980; Juérez y
 Ramos, 1986). T

N En la Tabla 1se muestran algunos datos bibliograficos relativos a la composicion
media de lcches de cabra de Espaiia y otros paises, en comparacion a la que presenta la leche
“de vaca. 7 | |

- De acﬁérdo con los autores antes citédoé, la leche de cabra de razas seleccionadas

"produc‘toras‘de grandes cantidades de leche (Saanén y Alpina), se caracteriza en general y
en comparaéién ala leché de vaca, por contenidos mdés pobres en extracto seco, lactosa y

compuestos mtrogenados En la Tabla 1 también puede observarse que los pardmetros antes
mencionados, pueden variar por la influencia de diferentes factores hgados al animal (raza

~estado de lactacxon) a la zona geograflca (temperatura fotoper10d0 ahmentacxon) etc. Is

'fraccwnes mtrogenadas de la leche de cabra se reparten segun una dlstrlbucmn muy similar o

a la que presenta la leche de vaca. Comparatwamente ala leche de vaca, la leche de cabras
' muy selecc:lonadas en altas produccnones en leche, se caracteriza por valores medlos mas
'bajos en nltrogeno total y en casemas Esto no ocurre asi en razas- autoctonas 1nclu1das las
razas espanolas, _debldo en parte a un contenido mayor en proteinas solubles y en caseinas
que mas 'tarde explicaremos més detenidamente (Tabla 2) -Sin embargo la concentracién en
mtrogeno no proteico (sobre todo de urea) es sens1blemente mas elevada en leche cabra
' (Grappin y col., 1981). |

‘ La materia grasa se encuentra mayoritariamente en forma de glébulos grésos cor“nol
en el caso de la leche de vaca, aunque la propOrcién de globulos grasos pequefios (<4.5 um)
es mds impdrtahte en la leche de cabra (Mehaia,' 1995). La composicion en'lipidos_ y la
naturaleza de éstos,' es muy similar en ambas leches, siendo la diferencia mas notable la
existencia- de una proporcién-fnés elevada en 4cidos grasos de cadena corta, bésicameme'
céprilico Co) y céprico (Cjo) (Garcia Olmedo vy col., 1979). Ciertos autores aitribuyen una

correlacion positiva entre la tasa de dcidos grasos libres de la leche de cabra y la intensidad
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del "sabdr a caﬁra" (Bakke y col., 1977), _tc.nien'do una importanc_ia .especialvlos acidos grasos

de cadené ramificada tipé 4-metiloctanoico y 4‘-6tiloctanoi60 (Klm Ha y Lindsay, 1991).
 Estos 4cidos grasos por ser de cadena corta pueden ser absorbldos a nivel intestinal por un
' mecamsmo mAs simple que los de cadena larga Este hecho , junto con la mayor proporc1on _
‘de gldbulos grasos pequenos conflere a la leche de cabra un notable interés nutnclonal

“debido a su mejor dlgestxblhdad
. ' La lactosa azucar dlstmtlvo y casi excluswo de la leche se presenta en la cabra en
proporcmn muy cercana a la de la leche de vaca (Tabla D y varia un poco en func1on del
, estado de lactacién. ‘ o

En cuanto a la composicién mmeral y de forrna global, las leches de cabra y vaca

son muy similares sobre todo en calcio, fésforo y magnesw (Parkash y Jenness, 1968; Holt
y Jermes, 1984); sin embargo la leche de cabra es mds rica en potasio y cloro y mds pobre

- en citrato que la leche de vaca (Judrez y Ramos, 1986).

' 11.2. LAS PROTEINAS DE LECHE DE CABRA

‘Las proteinas licteas bovinas, que son bien conocidas, se clasifican en diferentes
famlllas muy definidas: las 4 caseinas (Cn) o; %, g YKy las proteinas séricas o-
-lactalbumma B- lactoglobulma seroalbumma y las 1nmunoglobulmas (Jenness 1979). En la

leche de cabra encontramos los mismos componentes proteicos.
I.1.2.1. Proteinas séricas

Las principales proteiﬁas séricas que encontramos en lé leche caprina son la o
laétalbﬁmiﬁa y @-lactoglobulina; las fracciones minoritarias son la seroalbimina,
inmﬁnoglobulinas y las proteosas-peptonas. La concentracién en proteinas séricas difiere en _ |

‘1a leche de cabra y vaca, siendo los datos cuantitativos divergentés segin los autores debido
princip'almente al origen de la Jeche analizada (raza) y al método analitico utilizado (Jenness, : .
1982; Storry y col., 1983). |
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Se conoce bien la secuencia cornpleta de la 6- lactoglobuhna (Preaux y col., 1979),
conflrmada por su secuencm genomlca (Folch y col., 1994),y como su homologa bovina
cuenta con 162 ammoacxdos _Esta protema posee caractenstlcas flslcoquxmxcas parecidas a
la bovma (Phllhps y Jenness 1965). '

La secuencia de la o~ lactalbumma ha sndo determinada por McGllhvray y col: (1979),
corregida por Shewale y col. (1984)y por ultlmo confirmada por su secuencia genomlca v
(Vﬂlotte y col., 1991) La o- lactalbumma caprina dlflere de la bovina por }l subst1tuc1ones
ammoacxdxcas sobre un total de 123 aminodcidos y no cormene residuos metionina. Esta
protema presenta 2 variantes en la especie caprma (Maes y col 1976) visibles por técnicas
de electroforesis. _ | | | |

La fraccion proteosa-peptona caprina también ha sido caracterizada por diferentes
.autores mostrandose muy similar a la bovma (Khatoon y Joshi, 1987 Ramos y col 1988;

Mati y_col. 1991)

* L.1.2.2. Caseinas

La mayoria de los conocimientos generales' relativos a las caseinas de la leche hacen

- referenc:1a ala casema bovma As1 es oportuno deSCI'lblI‘ en este momento las caracterlstlcas

generales de las caselnas bovinas y mas tarde detallar los datos que hasta hoy en dia son
- conocidos de las caseinas caprmas ‘

Las caseinas representan la fraccién proteica mayor de la leche y se definen como un
grupo héterégéheo de fosfoproteinas que precipitan a partif de la leche descremada a pH 4.6
y a 20°C (Thompson y col., 196‘5) Estas proteihas se clasifican segﬁn su movilidad
'electroforetlca relativa en geles de pohacrllamlda o de almidén, a pH alcalino, en presencia
de urea, con o sin mercaptoetanol (Eigel y col., 1984). El complejo caseinico se constltuye

de 4 componentes prmc1pales 4 cadenas pohpept1d1cas fosforiladas denommadas oy, O, B

'y & (ésta dltima también glicosilada). Las caseinas, aunque tienen una estructura menos . -

ordenada y mas flexible que la tipica proteina globular del suero que la hacen ficilmente
accesible a los enzimas proteoliticos, tienen una estructura secundaria significativa y

_posiblemente hasta teréiaria (Swaisgood, 1993). Estas proteinas se organizan en la leche en
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'fofnia»de micelas aSociédas a'un complejo mineral, conipiiesto de fosfato cilcico.

La secuencm primaria de las 4 caseinas bovmas es b1en conocida (Mercier y col., .
1971; Ribadeau-Dumas y col,, 1972 Mercier y col., 1973 Brlgnon y col 1977). Tres de
las casemas(asl, a, y B) son msolubles en presencia de CaCl, a 20°C siendo la x-Cn
soluble en estas cond1c1ones Las casemas &1 y o presentan ‘una heterogeneldad visible por
'electrofore51s a pH alcalino, hgado asu grado de fosfor11a01on varlable (0,1y2,3,4,6,
respectwamente), y la x-Cn-por su mvel de glicosilacion (no menos de 10). - |
' ~ Referente a las c_:asemas caprmas y despues de los t_rabajo_s de Boulanger y col. (1984)
y _Groselaude y col. (1987), se conoce que la caseina eaprina se compone, al igual que la
bovina, de 4 fracciones: oy, a, By k, presentando caracteristicas muy similares a las
bovinas. Las propofciones en estas 4 fracciones se han determinado muy recientemente
(Tabla 3) observdndose que 10s valores que presentan cada una de ellas difieren bastante de
los que presenta la leche de vaca. En general la caseina caprma se caracteriza por ser rica
en caseina 3 y pobre en o -Cn. | _ _ v

Las micelas de caseina capriha pfesentan un grado de dispersion y diémet'r’o' niedio _
mas grandes una mmerahzamon més elevada y un nivel de hldratac1on 1nfer10r con respecto
a las mlcelas bovinas (Rlchardson y col 1974; Ono y Creamer 1986 Jaubert, 1992) lo que
exphca en gran parte su mayor sensibilidad a los tratamlentos térmicos.

Las o-Cn, 1dent1f1cadas por Zittle y Custer (1966) y Zittle (1967), son objeto de
NUMErosos trabajos de investigacion durante 1os Gltimos afos, debido a las earacterlstlcas tan
peculiares que presentan y que mas tarde explicaremds con detalle. Esta fraccién caseinibc'a
muestra una movilidad electroforética menor que la de la a;-Cn bovina, propledad utilizada
por diferentes autores para detectar mezcla de leche de 'vaca y cabra.

- Esen 1984 cuando Boulanger y col. identifican y caracterizan 2 caseinas distintas en
este complejo: o, y o, Estas dos proteinas se superponen parcialmente en geles de
poliacrilamida a pH alcalmo y pueden ser separadas a pH acido. Tamblen observaron una
gran heterogeneidad, deb1d0 a dlferencms cuantitativas- notables en o -Cn en leches
individuales, que se asoc1an aun pohmorflsmo genético complejo del locus de esta proteina.

La estructura prlmarla de la aSrCn de cabra ha sido descrita por Brignon y col.,
(1989) dando a conocer que ‘contiene 199 aminodcidos, como su homéloga bovina y

mostrando un 80% de similitud con ella.
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Esta fraccion tamblen presenta una gran heterogeneldad en leches indjviduales, debldo
'a una varxacmn en el grado de fosforilacion (entre 7 y 9), que exphca el or1gen de las:
o dlferentes bandas observadas en geles de pohacnlamlda e 1soe1ectroenfoque (Chianese y col., :

1993). B |
S Los»datos relativos a la a,-Cn sonvmas limitados y s'evrvesumen en los trabajoé de
‘_ Richardson y Creamer (1975) 'y' Bo’ulahger y col. (1984). Recientemente se ha secuenciado
¢l ADN complementario (ADN(_:) de esta proteina (Bouniol, 1993), daﬁdé”a conocer que
tiene 208 ,aminoacidos, un .arninoacido mds que su homéloga bovina, yv una similitud del 88%
‘con ésta. ’ ' | » _

A pesar de que la B-Cﬁ es la proteina mas abundante en la leche de cabra, se le han
dedicado pocos trabajos de 'investigacién hasta el momento. Esta protcina en geles de
poliacrilamida a pH a_lcalind se desarrolla comov 2 bandas‘, cbn movilidades electroforéticas
dife.rent‘es vdenom'inadas B,y [32,._diferenciandose por el mimero de residuos fosforilados (6
' y 5, respectivainente) '(Richardson y Creamer, 1974) Chianese y col. (1993)'han dado a
_conocer la gran heterogeneldad de esta proteina en leches mdmduales deblda alas multxples
p051b111dades de fosforilacién, observando hasta 4 formas- distintas (3, 4, 5 y 6).

La estructura- prlmarla de la G- Cn caprina ha 51do dedu01da de la secuencia
nucleotxdlca del gen (Roberts y col., 1992) Presenta 207 ammoamdos 2 menos que su
homologa bovma debido a la deleccmn del dlpeptldo Pro, ;¢ Tyrlso, mostrando una s1m1htud
entre ambas del 90% |

La «-Cn caprina fue aislada por Zittle y Custer (1966) a pamr de caseina entera y fue
des'_crlta cOmo una fr_accxon glicoproteica con propiedades similares a la x-Cn bovma,'
"répidamente' hidrolizada por la quimosina, soluble en presenéia de calcio a éualquier
temperaﬁira, con poder estabilizante freﬁte al caicio de las as;Cn caprinas y bovinas. |
Mercier y C(')l. (1976a) publicaron su estructura primaria, la cual >ha sidd recientemente
, conflrmada por la secuenc1a del ADNc correspondlente excepto para el re51duo ammoamdlco
en posicién 113 (Asn—>Asp) (Coll y col., 1993). Esta proteina presenta 171 aminoacidos (2
mas que la bovina) y una similitud del 84 % con su homéloga bovina. Segiin Addeo y col.
| (1978), .la: K-ch caprina es heterogénea presentando 5 componentes (Kl-kj) que difieren en su |

composicién glucidica.
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11.3. EL POLIMORFISMO GENETICO DE LAS CASEINAS CAPRINAS

La B-Cn ha sido considerada durante mucho tlempo como monomorfa en esta espeme
hasta que andlisis de leche de cabra de raza Gargamca revel6 la ex1stenc1a de un probable
“alelo nulo (Dall’ OhoA y col., 1989), confirmado maés tarde en otras razas (Mahé y
Grosclaude, 1993). o | |

La ozsz-Cn es 1gualmente pohmorfa presentando 2 varlantes A y B(Boulanger y col.,
' 1984), aunque hay trabajos que descnben _una_ tercera varlante (Chlanese_ y col, 1992, Bouniol
y col., 1994). o | -

También la «- Cn es pohmorfa descrlblendose dos varlantes Ay B (D1 Lucc1a y col.
1992; Law y Tzibula, 1993).. ' ,

La asl-Cn es la proteina que muestra mas mteres a nivel de pohmorfxsmo que
ltimamente es objeto de multiples estudlos en dlferentes centros de mvest1gac1on Esta
" proteina se distingue por un fuerte polimorfismo estructural asociado a una v_arlablhdad ,
alélica cuantitativa. Los prirﬁerb’s trabajos realizados por‘Grosclaude y col.v (1987) y Mahé
y Grosclaude (1989) establec_iéron qhe ‘este poly_imorfi'srno esta dé_ténninado por un minimo
de 7 alelos que se distribuyen en 4 clases cuantitativé’s: los alelos A, By C se aCompaﬁan
de una pfo_d_uccién alta en .ozsl—Cn (3.6 g/L y alelo), el alelo E asocidado a un nivel medio
(1.6 g/L y alelo), los alelos D y F, asociados a un nivel bajo de sintesis (0.6 g/L y alelo)
y el. alelo. O que confiere el fenotipo nulo. Los animales homocigotos 0O para este locus,
no sintetizan esta proteina o lo hacen-en forma de iraza_s. o (

En la Tabla 4 se 'fnuestran las frecuencias alélicas para el locus de o,;-Cn en diversas
‘razas lecheras caprinas europeas. A nivel tedrico la diferenc_ia entre dos individuos
homocigotos AA 'y FF para este locus, serja de 6 g de proteina/L. Segin los mismos autores ‘
antes hombrados existe una gran correlacion entre la cantidad de a,-Cn y la caseina total,
SIendo los efectos cuanmatlvos del pohmorflsmo de esta protelna un pardmetro que repercute -
fuertemente en la caseina total de la leche aproxxmadamente 4 g/L entre los homocxgotos
arrlba expuestos, que representa una diferencia para la tasa de caseina percana al 20%.

Estas diferencias afectan de manera decisiva al aprovechamiento tecnolégico de la
leche de cabra y en particular al compo’rtémiento_ frente a la coagulacién en la 'obtencién de

cuajadas, como veremos mas adelante.
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Como se muestra en la Tabla 4, las razas mas selecc1onadas en la producc1on lechera-
(Saanen y Alpma) presentan frecuenmas muy altas para los alelos Ey F. En lo que respecta
a las pr1nc1pales razas espaiiolas, generalmente tienen frecuenc1as alélicas F muy bajas,
51endo mas abundantes los alelos E y B. La raza canarla tiene una frecuencia alta para el
alelo A, pero también para el alelo nulo o 0. _
| Se ha descrlto la’ SCCUCI’ICIa am1noac1d1ca de la asl-Cn caprma asi como las diferencias
existentes entre las varlantes A B, C, D, E y F (Brignon y col 1989 ¥ '1990), que se
resumen en la Tabla -51 Las. variantes A, B, C y E se diferencian por sustituciones
) amindacidica’s; ‘mientras qixe las variantes D y F, presentan alteraciones estructurales mas
profundas, materializadas por delecciones internas de 11 y 37 aminodcidos respectivamente,
incluyendo una zona de fosforilacion multlple de esta proteina. Las sust1tuc1ones que
caracterizan a la variante E son parte tamblen de la variante C y sin embargo estas variantes
presentan diferentes niveles de sintesis protelca', por lo cual en este caso se puede afirmar que
las mutaciones correspondientes’ a estas sustituciones _ho son responsables de la tasa menor
de sintesis asociada a Ia variante E. v | ‘ ‘

La Vafivante G e_S una 'subdi\_/isi()n dela D, recientement_e observada. Las variantes D
_ y G présehtan una inovilidad eleCtroforética y una tasa de sintesis pareci_d‘as,vpero la G se
_‘dlstmgue por una deleccion diferente a la que presenta la D.

Las dlferentes deleccmnes encontradas tienen su origen a nivel del gen asi por
ejemplo Ia delecc1on de la variante F se debe a una anomaha en el proceso de ehm1nac1on
de intrones del ARN mensajero (ARNm), inducida por la delecc;_on de un solo nucleétido
dentro de la se;cﬁencia del exén noveno del gen de la ds;eCn (Leroux y col., 1992). Los
mecanismos por  los 'cuales ésta deleccién pu;ltual es susceptible de producir la reduccién de
la tasa de sintesis para este alelo atn estin en estudio. |

Muy recientemente han sido descritas 4 nuevas variantes para la asl-Cn denommadas »

Ct, A?, Xy W_(Chlanesc y col., 1995a).
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L 1 4 EFECTOS DEL POLIMORFISMO GENETICO DE LA CASEINA oy, CAPRINA o

SOBRE LA PRODUCCION Y PROPIEDADES DE LA LECHE

Los estudios derivados de Barbie'ri'y col. (1995) han dado a conocer diferencias
a .significétivamente favorables en la tasé de proteinas .ver'daderaé (AA>AE, AvF>EE, »
EF>FF)A y la tasa butirica (AA' AE, AF>EF FF). Este trabajo demuestra Que el
pohmorflsmo puede afectar ala produccwn cuantitativa de leche las cabras AA producen
menos leche que las AE, AF, 'EE y EF.

El analisis de las propiedades f1s1coqu1m1cas de las leches de cabras homomgotas para

los 3 alelos principales (A, E, F) con_flrma_ los efectos del genotlpo sobre la tasa proteica y

butirica, in‘osfrandO efectos marcados sobre el didmetro de las micelas y su grado de

mineralizacién calcica. Las micelas de menor tamafio corresponden a las leches AAi,

_ caracteristiéa susceptible de favorecer el comportamiento queéero ya que la firmcza del gel

formado aumenta al dlSIl’llIlllll‘ el tamaio de las mlcelas (Remeuf y col., 1991; Remeuf,

11993). | | ' B

'La influencia del tipo de o ;-Cn sobre la fraccién mineral es limitéda_, aunciué existe

una concentracion de calcio total més elevada en las leches -AA‘; esta caracteristica representé_

- ‘también una ventaja tecn()légica, ya que de;érmina en parte la aptitud a la coagulacién
enzimatica. |

~ Estos estudios conflrman que el alelo fuerte es un alelo favorable para mejorar la

aptitud quesera de la leche de cabra N

1.2. LA FABRICACION DEL QUESO

La fabricacién del queso tiene como principio la concentracion de la casefna y grasa
en un factor de 6 a 12, segin la variedad. En la produccién tradicional esta concentracién
se consigue por'coagul'a'cién de la caseina, formando un gel donde queda retenida la grasa. '
Cuando este gel se corta 0 se rompe y se contfaé (sinéreSis) libera el lactosuero qhe contiene
prlnmpalmente proteinas solubles, la lactosa y una parte de los componentes salinos. La
sinéresis depende fundamentalmente de la temperatura pH, agitacion, concentracmn protelca

\
1
P
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.y de los iones calc10 Durante la fabrlcac1on se establecen estos parametros a ﬁn de controlar
| el contenido en humedad de la cuajada y asi del futuro queso.

El reciente desarrollo de tecmcas tales como la ultraﬁltracmn permite, hoy en dla
’concentrar Ia totalidad de la fase colmdal de la leche (casema protemas séricas, grasa'y sales
| _ colmdales) sin hacer uso de la coagulac1on aunque. en la practica este tipo de técnicas se

acostumbran a complementar con el tratamlento enzimatico a fm de obtener una cuajada de

' textura adecuada

La coagulacxon de la casefna se induce por €l uso de:

- Enzimas especificos, normalmente pertenecientes a las familia de las proteasa
acidas o aspartoproteasas, que hidrolizan la k-Cn, estabilizadora de la micela

~ de caseina.

- Precipitacion isoeléctria'a pH~4.6, mediante una acidificacién de origen
bioldgico (bacterias Iacticas) o por acidificacion quimica mediante el uso de

' compuestos 4cidos o acidogénicos (normalmente la glucono—é-lactdria).
- Caie_'ntamiento de 80 a 90°C a pH=5.2. |

Los qucéos de coagulacién 4cida o mixta (4cida/calentamiento) son consumidos‘
generalmente en fresco, sin embargo la mayoria de los quesds producidos mediante
" coagulacién enzimdtica son madurados durante periodos de tiempo variables en funcion del
tipo de producto. | |

La fabricacién de q’ﬁesos de coagulacién enzimdtica se puede dividir en 3 fases
principales bien distintas: la conversién de la leche en cuéjada, trabajoy preparacién de ésta
para obtener el queso bdsico de caracteristicas deseadas y elimadurad_o o afinado hasta el

producto definitivo. -
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La primera fase conlleva diferentes'operaciones:

- Cbagulacibn

- Acidificacién .

- Sinéresis/deshidratacién
co_rté del gel S o
. recalentamiento o coccién - |
. prensado

- Salado

- Un tin de coagulaéién espéciaime_nte extendido en la fabricacién de quesos de cabra
es la coagulacién mixta (écida/enzimética) que suele realizarse con concentraciones elevadas
de fermentos lacticos y. muy diluidas de Cuajo, asi como 'a‘temperétura baja (20°C), muy

inferior a la Optima de ‘crec'i_mientob de los microorgani"smos y de la actividad enzimtica. El
tiempo de obtencion de cuajadas pof esta via es muy largo, de 8 a 22 horas, y en este tipo
de cuéjadas no se produce préct‘icaménte desuerado. El prbducto asi’ obtenido tiene,unas
caracteristicas reolbgicas intermedias entre la cuajada ac1da y la enzimatica y se utlhza para

la obtencién de quesos de pasta blanda.

1.3. FENOMENOS BIOQUIMICOS DURANTE EL PROCESADO Y MADURADO
DEL QUESO

Durante el madurado 1nterv1enen _DUMErosos fenémenos bloqulmlcos como la

glicolisis, hpohs1s y proteollsls esta ultlma objeto pr1nc1pa1 de nuestro trabajo, que se'

traducen en una dlgestlon enzxmatxca de los constituyentes de la cuajada, reacciones que le
confleren caracteristicas nuevas modificando su composicién, su aspecto y textura,
desarrollando el sabor y la formacién de compuestos aromaticos (Desma.zeaud y Gripon,“
11977; Law, 1981, 1984). | |
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1.3.1. GLICOLISIS

Uno de los prifnerbs aconteciniientos en la fabricacién de muchas vafie,dades de ques_ov
_és la fermentacién de lactosa residual (z98% se pierde en el-lactosﬁefo) en 4cido lactico,
producida por las bacterias lacticas del fermento afiadido o bien por la flora natural de la
leche en quesos fabricados con leche cruda.

‘Tanto la cantldad de 4cido lactico, como el penodo dentro del proceso de fabr1cac1on

en que se produce, dependen de la_ variedad de queso. A_s1 por ejemplo, en queso tlpo
| Cheddar, la mayoria del 4cido ldctico se produce antes del moldeado, mientras que en otras -
_ fnuc;has variedades ocurre principalmente después (Fox y col:, 1990).

El momento en que se Adesarrolla la acidificacién determina el método de salado;
mezcla de sal con cuajada en quesos tipo Cheddar y salado en superficie (por frotamiento con
granos de sal o por inmersion en salmueras) en las demds variedades.

La produccmn de ac1do Iactlco afecta decisivamente a casi todas las etapas de Ia
‘ fabrlcacmn del queso cond1c1onando la composmon y cahdad finales. Las consecuencias
mas 1mportantes derlvadas de 1a acidificacién se resumen en la Tabla 6 (Fox y col. 1990).

"~ Los cuatro primeros puntos de la Tabla 6 se abordaran postenormente cuando
hablemos de cada proteasa en pamcular . '

La tensmn que presentan los geles de coagulac1on enz1matlca viene dada en gran parte _
- por el pH del gel (Marshall y col., 1982). El desarrollo de_la acidificacion incrementa la
sinéresis de la cuajada, que-a su vez afecta a la composicién y ast al madurado y la calidad
 final. | | o

El pH al cual sevprodhce el désuerado determina vél contenido mineral de un queso.
La pérdida de calcio y fosfato p’roced'entes de las micelas vde caseina es un factor decisivo en
la proteolisis posterior y asi condiciona la estructura basica y textura del quéso (Lawrence
y col., 1'983)'. Como consecuencia, cuajadas con un pH muy bajo_; como ocurre en las de’
leche de cabra obtenidas por COagulacién predominantemente écida tienen en general una
textura quebradiza, mientras que cuajadas con pH més elevados como en el queso
‘Emmental tienden a ser més eldsticas y manejables.

La proteolisis durante el madurado modifica la textura del queso. O’Keeffe y col.

(1975) observaron que la caseina se hidroliza mds rdpidamente a bajo pH que al pH normal |
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del qﬁes'o‘ débido principalmente ala solubilizaciéh del complejo fosfato calcico coloid;‘l de
las micelas de caseina que forman la cuajada hacxendo que las micelas sean mas susceptibles
ala proteolisis. Paralelamente, y ‘como ‘veremos mas adelante se produce también mas
retencion de quimosina (enzmla prmcxpal de los extractos de cuajo), mis activa a pH ac1do
siendo ésta la principal causa del incremento de proteohsls que exhiben los quesos de ba]o
pH (Creamer y col., 1985). ' ‘
~ La sal tiene numerosas funciones muy importantes en el queso, que s¢ resumen en la- -
Tabla 7, teniendo el pH pfopiedadés sihéfgicas con la sal en dichas fuﬁcioﬁes El pH afecta |
asuvezla cantldad de sal retenida durante el salado Como se ha observado en cuajadas tlpo

Cheddar que retxenen mas cantldad de sal a pH mds alto y v1ceversa (Gilles, 1976)
1.3.2. LIPOLISIS

Enla mayoriadde las variedades de queso este fenémehd bioquimico se da con poc'a
intensidad y muchas véces se considera indeseable, predominaﬁdo los fenémenos de’
- proteolisis (Fox, 1989) ' - S N ;

La leche contiene una hpasa muy potente la hpoprotemhpasa (LPL) con una relativa
‘establhdad termlca s€ requlere un tratamlento térmico de 78°C 15 s para alcanzar su’
inactivacién completa (Drlessen, 1989). Es probable que esta lipasa tenga alguna contribucién
a la lipolisis en queso fabricado a partir de leche pasterizada, especialménte aquélla fratzidé
en condiciones de subpasterizacién. Este enzima es muy sele_ct_ivb en la hidrélisis de 4cidos |
grasos esterificados en posicién 3. El hecho de que la mayoria del 4cido butirico se encuentre
esterificadd en esta posicién, podrizi expliéar la alta concentracion en este dcido graso libre
en queso. - | |

La hpasa de la leche de cabra ha sido descrita y caracterizada por diferentes autores
(DeFeo 1982 Chilljard y col 1984) y su contemdo parece estar asociado a la variante
genetlca en oy;- -Cn (Delacrmx Buchet y col., en prensa). |

Las bacterias acidolacticas, espec1almente Lactococcus y Lactobaczllus presentan%
actividades lipasica y esterasa pequeiias pero cuantificables, aunque no se dispone de mucha -

info'macién al respecto (Kamaly y col., 1990).
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Excepciones a la situacién general expuesta son algunas variedades como los quesos

de vena azul y mertos quesos de pasta dura 1ta11anos Parmesano 0 Romano, donde la lipolisis

Juega un papel 1mportan‘uslmo en el desarrollo del aroma 'y sabor

En las varledades italianas, la 11p011s1s se debe fundamentalmente a las lipasas

exOgenas (esterasas pregdstricas), que se afiaden a la leche de produccion, de forma mds o
menos purificada, formando parte como componente de los enzimas coagulantes. Las

- esterasas pregéstricastienen una alta especificidad hacia los 4cidos ’grasOs de cadené corta

esterificados en pos1c1on 3 liberando grandes cantidades de éstos que son responsables de

las propledades picantes y sabor caracteristico de estos quesos.

_ Los quesos de flora filngica, espemalmente los de vena azul, son los que presentan
un nivel mds elevado de lipolisis, donde mds del 25% del total de los dcidos grasos son
| liberadds en aIguhas variedades. Esta intensa ‘lipo'lisis se debe principalmente a las lipasas

extracelulares liberadas por Penicillium.roquefoni y P. camemberti (Gripon, 1993).

1.3.3. PROTEOLISIS

Miiltiples revisiones bibliograficas han tenido como objeto el estudio de la-proteolisis,

-sin duda porque este fenémeno blquImICO representa el pr1nC1pal evento en la maduracién

de muchas varledades de quesos (Grappin y col 1985; Rank y col., 1985; Fox, 1988 1989
Foxy Law 1991 Visser, 1993; van den Berg y Exterkate 1993).

El mecanismo por el cual la cuajada, relativamente insipida, se transforma en queso

con texturas, aromas y sabores diferentes, todavia no se conoce totalmente. Los procesos

proteoliticos, ademés de contribuir tanto de forma directa como indirecta (a través del

catabolismo de los aminoacidos) al gusto y aroma del queso, potencian el sabor al favorecer
la liberacién de compuestos sapidos durante la masticacién. Por otra parte, determinan de
modd decisivo el desarrollo de la textura, debido a la ruptura de la red de caseina y al

aumento de pH que originan a través de la formacién de amoniaco (Fox, 1989).
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1.3.3.1. Proteolisis en la leche dé fabricacién

Se ’han descrito dos causas pri_nCipalés en este tipo de proteolisis que puede afectar
tanto a la fabricacién como a la calidad final del"qtie'sb:_ _lla’ producida por los enzimas
microbianos y por las proteasas endogenas de la leche. | _

La ﬂora s1cr0trofa es la predommante en la leche refrlgerada de partlda
_ Aparentemente estas bacterlas no suponen mngun problema, en cuanto se reflere a
'proteohsls, si la poblacmn bacterlana no excede de 10° UFC/mL leche; una mayor poblamon
en este tipo de _ﬂoré causa bajos 'réndirniehtos en la produccion de queso, por pérdida dé
sélidos totales durarite el desuerado, ademis de aumentar el contenido acuosQ'de la cuajada,
produciendo una_téera pastosa y diferentes defectos organolépticos (Cousin, 1982; Fairbain
y Law, 1986; Hicks y col., 1986). | | |

Las lipasas prbducidas por la 'ﬂora‘ sicrotrofa son probablemente més importantes que
las prot_éasas, en cuanto a desarrollo de defectos en las caracteriéticas sensoriales del queso, -
" porque las proteasas son solubles en agua y .se pierden con el suero de quéseria mientras que"
las lipasas quedan retenidas Junto a los globulos grasos en la matrlz proteica de la cuajada
(Fox 1989) | ' ‘

" La leche contiene diferentes protea_sas,_ entre las que destaca sin duda la proteasa;
alcalina, también llamada plasmina. Esta proteasa, que tierie una funcién mds o menos
importante durante la maduracién del ‘queso como después veremos, hidroliza
preferentemente la B-Cn,A produciendo las y-Cn y algunos péptidos de la fraccién proteovsa
peptona, asi como la a,-Cn, pudiendo afectar de forma negativa las propiedades de la leche
de fabricacion. Tanto el vtiempo' de coagulacién como la tensién y sinéresis del gel formado,
se ven afectados al avanzar kla lactacion, sobre todo en los Gltimos estadios. El queso asi’
produc1do presenta un alto contenido acuoso y un cuerpo y textura deficientes. Estos 3--
cambios se han asociado a la pI‘OtCOllSIS produmda por la plasmina, aunque Grufferty y Fox
(1988a) han observado que el tlempo de coagulamon, asi como el estado general de la micela |
de caseina para formar el gel, se afectan sélo si la proteolisis prbducida por este enzima es .
extensa. ' _ | ' | _ | | '

Las proteasas procedentes de las celulas somatlcas son también una causa de

proteolisis. en la leche, espec1almente la leche procedente de animales que padecen una
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"masti'tis cliﬁic_a o subclinica (Kitchen, "19181;' De Rham yb Andrews, 1982; 'Seny_k- y col-.,‘
1985). © . - I |
_ Grleve y Kitchen (1985) mostraron que la actividad proteohtlca de la plasmina es de
_2' a 8 veces superior a la desarrollada por un indculo de- leucocitos de 10%/mL leche. Sin”
embafgb, diferentes estudi.os han dado a conocer que vest_as proteasas son capaces de producir
| pro'téoli's'is. enla leche, afectando de manera negativa al rendimiento y calidad final del queso
. (Munro y col., 1984 Grandlson y Ford, 1986; Rogers y Mltchell 1994). .

Hoy en d1a se estdn realizando dlversos trabajos a este respecto en leche de pequenios
rumiantes (cabra y. ove]a) observandose una mayor prote011s1s en comparacwn a la leche de
vaca relamonada con los. mayores recuentos en células somaticas, las cuales aportan gran
cantldad de actlvadores del plasmmogeno que es convertido en plasmina (Droke y col., 1993;
Politis y _col. , 1994), siendo un parametro muy importante a tener en cuenta en la fabricacién

‘de queso de leche de estas _especies.

I§3.3.2. La coagu'laci()n enzimatica de la leche

La funci6n primera de los enzimas que componen el cuajo afiadidos a la leche de
 fabricacién es iniciar la‘coagulac.i()n. Este proceso se basa en una proteolisis puntual, rdpida
y altamente es’pecific‘a delax-Cna nivcl del enlace beptidico Phe,os-Met, s, produciendo un
péptido hidrofilico llarﬁado CaSeinomacropéﬁtido (CMP) y micelas de paracaseina.
En su fOrfna nativa, blas micelas de caseina se mantienen en diSpersién coloidal
- estabilizadas en la leche por repulswnes de tipo estérico y electrostético, debido a su carga '
negativa. Cuando el CMP es liberado, la micela se desestabxhza y entonces auna temperatura -
adecuada ( >20°C) yen presenma de iones calcio, la leche empleza a coagular. |
' La k-Cn caprma es 1gua1mente hxdrohzada a nivel del enlace antes nombrado
escmdlendo la molécula en 2 segmentos peptldlcos la parak-Cn o -Cn (f1-105) hidréfoba
y el CMP 0 x-Cn (f106- 171 £106-169 en el CMP bovmo) altamente hidrofilo (Merc1er y
col., 1976a, b). | |
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I.3.3.3.‘ Proteolisis durante ei madurado del queso |
La abtividad proteolitica en el queso viene determinada por:

- Los agentes proteoliticos presentes Fox (1989) establece. 5 categonas diferentes de
agentes proteolmcos en el queso:- ' '
- Los enzimas del agente coagulante. . L - L
- Las proteasas endogenas de la leche, espemalmente la plasmina.
- Las bacterlas del fermento y sus enzimas.
- Otros mlcroorgamsmos importantes en la maduracién de diversas variedades |
de quesos (bacterlas proplomcas Brevibacterium linens, levaduras y hongos
- especialmente Penicillium roqueforti y P. candidum).

- Enzimas procédentes de bacterias que no forman parte de los fermentos.

- Las cond'ici’onesv fisicoquimicas a que se somete el queso durante lav rhaduréciéh,
* entre las que destacan | | | |

- Relacwn sal/humedad

- Temperatura de madurac1_6n._ :
- pH durante la'médﬂracién. |

- Potencial de oxidaci_én fedu_ccién.

- Contenido en calcio y fésforo. -

La proteolisis acaécida en el queso sé'puedé dividir en primaria y secundaria. La
proteolisis prnmarla se puede definir como aquellos cambios en las caseinas 8, vy, «,
péptidos, y otras bandas menores que se detectan en geles de poliacrilamida. Los productos
de proteolisis secundafia podrian incluir aquellas protéinas, péptidos, y aminoécidos solubles
en la fase acuosa del queso y que son extraibles en la fraccién soluble en agua (Rank y col.,
1985). B |
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1.3.3.3.1. Cuajo

Los pr1nc1pa1es enzxmas proteohtlcos que’ componen el cuajo de ternero son la
‘quimosina y la pepsma en proporcmn de ~75% - quimosina y 25% pepsina.
Aproximadamente entre 3-15% d_e_ la quimosina ‘anadida a la leche de fabricacion se retiene
en la cuajada y el resto se p'ierde en el suero de queserl’a El enzima retenido en la cuajada.
permanece estable a lo largo del madurado del queso (Matheson 1981; Boudjellab y col.

1994). | R
la conc_eﬁtfacién de quimosina en forma activa en el queso depende de las tecnologias
aplicadas en la fabricacién. En la Tabla 8 se nombran los principales factores .qu_e afectan la
actividad de la quimosina. Losv factores 1, 2, 3 yS tienen influencia directa en la cantidad
_retemda en el queso y el resto intervienen en su actividad. |

La cantidad de enzima en queso es mds o menos proporcwnal a la anadlda st
doblamos la cantidad de enzima en la fabricacién no obtendremos justo el doble de enzima
retenido en el queso sino aproximadamente_ 1.5 veces la "conccntracién original. _

~ Durante e:l desuéradb pH bajos causan una alta retehci()ri de quimosina en la cuajada,
mientras que lds coégtilan‘tés de origen bactériano y fingico se retienen en muy pequena
* cantidad mdependxentemente del pH (Creamer y col., 1985)

El CaCIZ, utilizado en cantidades considerables, produce un efecto 51m11ar al descnto'
anteriormente debxdo a que contribuye en disminuir el pH de la leche.

La act1v1dad de la. qu1m051na residual se ve afectada por las temperaturas de _
recalentamlento 0 coccmn La temperatura de inactivacién de la qunnosma en suero de
queserla se alcanza a 54°C y pH 6.4 durante 14 minutos (Garnot y Molle, 1987). Sm
embargo durante la fabr1cac1on de queso Comté de Gruyere a 52°C y otras variedades de
pasta cocida, atin se detecta una pequefia actividad durante la madu_racién (Delacroix-Buchet |
y Fournier, 1992; Boudjellab y col. 1994). L

Si partlmos de la hipétesis que la cantidad de quimosina en la fase himeda del queso
es similar a la del Suero, un queso con mayor humedad tendrd una cantidad de enzima
también mayor. | ' _

Por ultimo, un mcremento enla mtenSJdad de pastenzacxon de la leche de fabricacién

causa un aumento en el contemdo de protemas solubles en la cuajada;, producxendo un queso
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~ de textura gbmdsé y que no madura bién debido fundamenfalmeﬁfe a u'na‘dismi'nucién en la
accesxblhdad de la qu1mosma thacia la casema _ | _ o .

| Con respecto a la pepsina .y de acuerdo con Green'y Foster (1974) en queso tlpO
Cheddar no se detecta actividad alguna sin embargo o’ Keeffe y col. (1978) encontraron una
actividad significativa en el mlsmo tipo de queso Esta discrepancia se puede exphcar por las
dlferencms en pH de los quesos estudlados : ' R ' E

Se han realizado muiltiples estudios sobre la accién proteolmca de los enzimas del
cuajo y de los prlnc:lpales coagulantes microbianos y funglcos sobre las caseinas bovmas
extrapolando los resultados al queso ‘

Los estudios llevados a cabo sobre hidrdlisis in vitro de las caseinas por los .enzima_s
del cuajo han centrado su atencién principalmente sobre las oy y B-Cn Los trabajos,
realizados sobre la x-Cn se han dmgldo a identificar el punto exacto de ruptura de esta
proteina (Phe,qs-Met, o) y a estudlos de cmet]ca realizados con ayuda de substratos smtetlcos
Otros constituyentes caseinicos como la a,-Cn, parak-Cn y 'y -Cn son bastantes re51stentes

‘ala degradac1on por los enzimas del cuajo en el queso, aunque en solucién la «,-Cn es
. hidrolizada por la qulmosma dando diferentes peptldos (McSweeney y col 1994a). :

La B—Cn bovina en solucién . es secuevnc1alme1.1te hidrolizada por la qulmosina a nivel
de los enlaces peptidicos 189-190 y/o 192-193, 163-164 y/o 165-166 y/o 167-168, 139-140
y 127-128 dando los productos de degradacién denominados §-1, 6-1I, A-III y A-IIb,.
réspectivam‘ente‘ (Créam_er, 1976; Pelissier et al., 1974; Visser anq‘Slangen;'1977).' B-11Ib V
s6lo se forma en condiciones de incubac_:ién extremas, tal como pH muy bajo y después de,
- periodos de iﬁcubacién muy largos (Visser y Slangen, 1977).

La hidrolisis de la-5-Cn por‘la quim(_jsina: es inhibida en gran parte en presencia del

5% de NaCl y totalmehte cuando la concentracion de ’NaCl es del 10%.. |

_ MuIV1h111 y Fox (1979b) estudiaron la act1v1dad proteolmca de las qulmosmas y las
pepsinas bovinas, ovinas, caprinas.y porcmas sobre la B- Cn de estas cuatro. especies, |
anunciando secuencias aminoacidicas muy s:mllares para estas protemas debido- a que
presentan un patrén proteolitico muy parecido frente a estos dos enzimas. |

Carretero y col. ( 1994) sefialan al menos 4 productos proteoliticos procedentes de la

B-Cn caprina tratada con extracto de cuajo de ternero a pH 5. 4
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_ Tamblen la asl-Cn bovina es susceptlble de ser hldrohzada por la qu1mosma Se han -
‘reallzado numerosos trabajos dando a conocer que su hldI‘OllSlS es dependlente del pH y N aCl _
(Mulvihill y Fox, 1977, 1979a). La 1nﬂuenc1a de la concentracién de sal sobre la actividad :
'prbteolit_ica, en comparacién con la B-Cn, muestra un‘ comporta_miento diferénte,
observandose hidr_élisis__de la'o_zsl-Cn incluso a concentraciones del 20% (Mulvihill y Fox,
977, S |

La hidrélisis de ia 0,,-Cn pafa pfoducir su producto inmediato de hidrélisis dsl-I en .
presenc1a de sal en concentrac1on del 5%, se ve hgeramente estimulada a pH 5.2 mostrandov

la influencia del pH (Mulvihill y Fox, 1980). ‘
| La prlmera hidrolisis producida por la accién de la qulmosma‘en esta proteina
conlleva la ruptura del enlace Phe,;-Phe,, (H111 y col., 1974) dando el péptido o, (f 24-199)
0 a4, -1 detectado en geles de poliacrilamida (Creamer y Richardson, 1974).

| Mulvihill y Fox ( 1979a) y:Pél'issier y col. (1974) identificaron enlaces potencialmente
susceptlbles de ser hldrohzados en esta proteina. Rementemente se ha establec1do de manera
definitiva la espec1f1c1dad de la quimosina sobre la asl-Cr_l (McSweeney y col., 1993d), dando :
a conocer datos muy intere‘santesu.‘ Los perfiles peptidicos solubles a pH 4.6 provenientes de -
_Hidroiizados apH6.5yS5. 2 (e}sth: tltimo afiadido de NaCI al 5%) tienen unos péptidos en.
comun y algunas dlferenmas como un péptido produmdo apH6.5 que no aparece apH35.2,
y cinco péptidos detectados a este pH que no se ev1denc1an a pH 6. 5. ‘Estos hechos mdlcan
la dependencia de las condiciones i6nicas en la hidrolisis de esta proteina.

. También la asl—Cn'caprina es susceptible de éer‘ hidroiizada por los enzimas dél cuajo.
~ Addeo y col. (1988) estudiaron la accién hidrolitica de la quimosind en caseina entera
| mediante .diferentes técnicas eleétrdforéticas dando a éonocer 2 bandas de mayor recorrido
que la asl-Cn llamando a estos peptldos de forma global oy,-1, por comparac1on al de su
homologa bovina.

Carretero y co_l. (1994) aislaron la o,-Cn caprina y la sometieron a hidrélisis
utilizando un extracto de cuajo, evidencivando en PAGE-urea 3 bandas de mayor recorrido
electrofdrético que la o ;-Cn, que corrésponde al péptido primario de degradacién (PPD) de
esta proteina. La aparicién de las diferentes bandasvelec(roforéticas "pertenecienteé auna
mismé proteina, se explica por la gran heterogenéidad que presenta la ds,—Cn en la cébra,

cdncretamente debido a di‘fe_rente's' niveles de fosforilacién en leches individuales (de 7 a' 9).
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El hecho de que el PPD aparezca como tres bandas indica que los productos proteolmcos

: 1ncluyen las zonas fosforlladas » | ' '
El estudio de Ia proteohsxs en queso muestra dlferenmas con31derables respecto a las

observaciones realizadas sobre casemas ‘aisladas en dlsolucmn Asi la 3-Cn es bastante

resrstente a’la proteohsls en la mayorla de las varledades en que se utiliza como coagulante

cuajo animal, permaneciendo aproxunadamente el 50% de esta proteina sm hidrolizar al final -

del -madurad'o'(Ledford y col., 1966; Phelan y col., 1973 Creamer, 1975; Martin- Hernandez

y colk 1992; Carretero y col 1994) Existe una gran controvers1a en torno a la hidrolisis

| de la 8-Cn por los enzimas del cuajo y la formac1on de sus productos tlplCOS de degradamon

(-1, B-I1 y B-III) en el queso. Los estudlos mas recientes identifican en diferentes

variedades, incluido el queso de cabra, el péptido §-1 (Marcos y col.; 1979; Zarnorani y col. ,

_1992 Carretero y col., 1994; McSweeney y col., ,19941)) y posiblemente 8-II (Carretero y
., 1994). | - '

En dlferentes varredades de quesos, la a,-Cn es degradada intensa o totalmente a su

producto 1nmed1ato de hldrohsxs asl-I el cual permanece mtacto hasta estados avanzados de

la maduracron donde tamblen es hrdrohzado por los enzimas del cuaJo y los bacterlanos para

dar fmalmente peptidos de pequeno tamano y aminoacidos (Creamer y Richardson, 1974).

EStUleS reahzados en cuajadas aseptrcas y quesos con flora controlada han mostrado {
que el coagulante es el responsable de la proteohsls prrmarla detectada por electroforesrs asi’

como de la mayor parte del nitrégeno soluble a pH 4.6. Los mlsmos estudios indican que, j_

contrariamente, el coagulante produce cantidades pequefias de nitrégeno soluble en 4dcido

tricloroacético al 12%>y acido fo_sfotﬁngético (O’Keeffe y col., 19763; Visser, 1.977b; Visser

y de Groot-Mostert, 1977; O’Keeffe y col., 1978). | |

Se conéidera que la proteolisis producida por los enzimas del cuajo es responsable de
la textura blanda'de.los quesos, por lo menos en los prirrleros ,estadiQs de maduracion, a
través de la hidrdlisis de la ozsrCn para producir el péptido oy -1 (de Jong, ‘1976; Creamer

'y Olson, 1982). Sin embargb la matriz proteica del queso sufre a lo largo de la m__aduraci(’)n

~ Otros procesos proteoh’ticos debidos al propio coagulante, la plasmina 'y los enzimas

bacterlanos modificando asi la textura, aroma y sabores del queso.

Para que el queso tenga una calidad organoléptica aceptable es necesario que los

diferentes agentes proteoliticos actien secuencialmente y en-un perfecto estado de equrhbrlo
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(Flgura 1) As1 la accidén concertada en los enzimas re51duales coagulantes los endégenos
de Ia lech_e y las proteasas del fermento proveen de substratos adecugdos a las peptidasas del
fermento, para que éstas generen péptidos de tamaﬁo reducido y aminodcidos libres. .Las
desv1ac1ones que se puedan producxr en este dehcado proceso afectardn a Ja textura, aroma

y sabor deseados en el producto final.

: 1,3.3.3.2. Enzimas endégenos de la ledhe

La leche contiené 'aproximadémente ;inos 60 enzimas enddgenos, algunos de 105 cuales
se han aislado y caracterizado en diferenteé especies. Algunos de estos enzimas pueden
' contnbulr de forma activa en dxferentes aspectos durante el madurado del queso, pero su
nivel de part1c:1pac1on aun es 1nc1erto por la falta de estudios al respecto Esta aparente falta
de 1nteres se puede _]UStlflCal‘ por el hecho de que estos en21mas son relatlvamente constantes
en la leche, muchos de ellos se inactivan durante el proceso de pasterizacién previa a la-
fabficaci()n del queso y su concentracion es minima en comparacion a 1os enziinas d_el é_uajo :
0 bacterlanos | | |

Los enzmas endogenos que podrlan tener una funcién durante el madurado del queso
son la proteasa alcalina o plasmma la’ proteasa acida y la fosfatasa 4cida. Es interesante |
remarcar que todos. estos enzimas son estables a los tratamientos térmicos, “incluso a altas :
temperaturas. |

Hemos quendo incluir en este apartado a la fosfatasa 4cida por la importante func1on
que desarrolla durante el afinado, ya que la degradacién completa de la casema durante el

madurado del queso se lleva a cabo por la accién combinada de las proteasas y fosfatasas R
a. Plasmina
La plasmina es un enzima a destacar por su func1on en la proteolisis durante ‘el

madurado del queso contrlbuyendo de forma mds o menos importante en las dlferentes

variedades.
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Este enzima ha sido . objeto de n.u'me.ros'os rrabajos y ‘re‘visiorles ‘bibliograficas
(Humbert y Alais, 1979; Fox,. 1981 Visser, 1984; -Miranda y Grrpon 1986; Grufferty y
Fox, 1988b). | | |

" La plasmma (frbrmohsma EC 3.4.21. 7) -es una sermproteasa con propxedadesv

similares a la tripsina, presenta un pH optlmo de 7.5-8, pero se demuestra activa en las

condiciones de madurado del queso (Kammogawa y col 1972). Este enzuna tiene una gran _

especificidad por los enlaces peptidicos que contienen hsma y arglmna - -
" La leche contiene todo un sistema alrededor de este enzima, compuesto por su
- precursor plasmindégeno, inhibidores de la plasmina, activadores del plasmindgeno e

inhibidores de los activadores del plasmindgeno. Tanto la plasmina como el plasminégeno

se asocian prinéipalmente a las rnicelas de caseina y asi pasan a forrnar' parte de la cuajada

durante su producmon los otros componentes del sistema son solubles y la mayoria se
-prerden con el suero de queserra

La plasmma también ha sido descrlta en la leche de cabra (thtle y Custer 1963

Varshney y Mathur, 1979), presentando caracteristicas similares y el sistema completo de.

activadores e inhibidores (Poliﬁs y col., 1994). _
- Existen NUMerosos trabajos referentes a la hidrolisis produc1da por la plasmina sobre
las diferentes caseinas bovinas. Los substratos mds susceptrbles de hrdrohsrs en la leche son
B>agy> o0, > >« (Chen y Ledford, 1971 Karmnowaga y- Yamauch1 1972 De Rham y
Andrews 1982). La 3-Cn bovina tiene unos 15-17 enlaces peptldrcos que son susceptlbles
de ser atacados por la plasmma dependlendo de la varlante genética (Pélissier y col., 1974;
Pahkala y col., 1989; Visser y col., 1989; Papoffy col., 1995). Los enlaces peptidicos mas
susceptibles de éer hidrolizados son sin duda Lysss-Lysye, Lysos-Hisygq ¥ ’Lys‘lm—Gluios,A"
produciéndo Jas caseinas y, o f8 (f29-209), v, o B (f1064209),' Y; 0 B (f108-209) y losv’
romponcntes de 1a fraccion _p.roteosa pevptqnav(PP)S reipido of '(f1—2.8'):,._ PPS o B (f1-105/ 107)f
y el péptido B (f29-106/107) (Gordon y col., 1972; And_rews,"1978 ay b; Andrews y
Alichanidis, 1983). | | -
La a,-Cn también és un buen substrato para la plasmina conociéndose los numerosos |
'en]aces hidrolizados (Snoeren y Van Riel, 1979; Le Bars y Gripon, 1989 Visser y col.,
1989). ' ' '
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En solucion la a,,-Cn es también susceptible a Ia hidrolisis por la p_iasmina (Aimutis
y Eigel, 1982; Le Bars y Gripon, 1993; McSweeney y col., 1993c), péro parece ser
resistente en la leche La «- Cn al igual qﬁe lag ‘lactoglobulinay o-lactalbimina se mue.stran
estables frente a este enzima en todas las cond1c1ones estudladas (Chen y Ledford, 1971;
Yamauchl y Kammogawa 1972) _

En la leche de cabra no se ha estudlado el efecto de este enzima sobre las diferentes
' fracclones protelcas_ en forma alslada ni sobre la caseina entera. Las unicas ref_erenc1as
| bibliogréficas encontradaé'son las publicédas por Ciafarone y Addéo (1984) dénde identifican
las y-Cn caprlnas por su 51m111tud a las bovinas mediante electroforesis de 1soe1ectroenf0que |
y Moio y col. (1990) que descrlben la 7,- Cn caprma por el mismo método electroforetlco

Aunque la plasmina no es un agente proteolitico tan 1mportante como los enzimas
.coagulantes durante la maduramon como se ha pOdldO comprobar por la elaboracion de
cuajadas modelo es un factor proteolitico a tener en cuenta sobre todo en algunas varledades
de queso. - | |

La acthdad de la plasmma en el queso depende de los factores enunciados en la .
Tabla 9. |

Ex1sten d1ferenc1as significativas en cuanto al contemdo de plasmina en funcién de
_la éépeme ammal_, individuo, " raza, época dc lactac1on 'y factor chmco (mamitis),
observandose un incremento al final de Ia lactacién (De Rham y Ahdrews 1983; Richardso‘n,
| 1983; Rollema y col 1983; Schaar, 1985 Benshrnane y col, 1990; Polltls y col., 1989; -
Pasquini y col., 1993) B _ , |

La actividad de ‘la plasmiha en la leche de fabficacién aumenta de_:bido a la _
pasterizacion, por lé convefsién de plasmindgeno en p'lasmina, o bien por la inactivacién de
.los inhibidores .(Grufferty y Fox 1988b). De igual forma, en quesos'.de pasta cocida, .la_
temperatura de cocmon estimula la act1v1dad de la plasmina por el mismo mecanismo

.(Delacrmx Buchet y Fourmer 1992)

Grufferty y Fox (1988a) y Farkye y Fox (1990) encontraron que en el 1ntervalo de

pH 4 6-6.6, la plasmma se mantlene asociada a las micelas de caséina. Por otra parte, estos
‘mismos autores mostraron que ni el pH al desuerado ni el metodo de salado afectan a la
cantidad retemda enel queso de coagulacmn enzimatica. En quesos de coagulaci6n 4acida se

produce una perdlda de plasmlna al dlsoc1arse de 1a micela de caseina a pH< 4 6, aparte de
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. obtenerse .una cuajada desmineralizada con una mayor retencién de enzimas coagulantes‘

La concentracion optlma de sal en la fase himeda del queso para la actividad
proteolmca de la plasmma se sitda en el 2% (Delacroix- Buchet y Trossat, 1991)

Finalmente la plasmina es més activa en quesos con pH elevados que no'a pH ac1dos
| aunque es activa en un mtervalo de pH 4-9 (Kaminogawa y col., 1972).

Todos estos_ factores hacen pensar que la plasmina es muy 1mportante-, junto con los
enzimas bacterianos, en quesos de pasta cocida, donde el coagtilante es casi completamente
desnatﬁralizado (Casey col., 1987; Olhkamen y Nyberg, 1988; Olhkamen y Kiveld, 1989)
En'la Tabla 10 se recoge la 1mp0rtan01a relativa de este enzima en comparacion a los
coagulantes en diferentes variedades de queso.

El estudio de este enzima en cuajadas modelo, donde el coagulante se ha eliminado
y la a01d1f1ca010n es producxda por via quimica con glucono-é-lactona, indica que la plasmina
contribuye a la formacién del nitrogeno soluble a.pH 4.6, pero en menor cantidad que los
enzimas del cuajo o los del fermento, y que no contribuye a la formacion de peptldos

pequefios ni aminodcidos libres (Visser, 1977b; De Groot-Mostert, 1977).

~ b. Proteasa acida de la léche

Esta prbteésa enddgena ha sido aislada y caracterizada pof Kaminogay&a y Yamauchi
(1972) én leche de vaca. No hay datos concernientes a la existencia de esta proteasa en leche
de cabra. | | | '

Su actiVidad Optima se sitda a pH 3.2-4.0 e hidroliza preferentemente ala caseina
ag>B>>«ken forma aislada. La especificidad por las caseinas es comparable a la de la.
quimoéiné produc_iendo péptidos muy similares a los fragmént'os o-1, B-I, -y parax-Cn
(Kaminogawa y col., 1980). | - ' ’

Vlsser y De Groot Mostert (1977) detectaron una actividad proteolmca débil a pH'
acido, 1mputable a esta .proteasa, en cuajadas aseptlcas libres . de coagulante y
microorganisrﬁos‘, pof la apaficién de un peptldo de movilidad electroforetlca idéntica al o -

Se ha aislado y caracterxzado una proteasa de caractcr 4cido, probablemente

: pertenecxente ala famlha de las aspartatoproteasas y dlferente dela qu1m05ma en dlferentes

{
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variedades de queso (Gouda, Emmental y Gruyere), mostrando propiedades idénticas a la
proteasa acida de la leche (Igoshi y col., 1986; Igoshi y Arima, 1993), que segun los autores
seria la responsablle' de la produccion del péptido de-degradacion oy,-I en quesos tipo Suizo,
donde el coagulante es casi completamente inactivado en el proceso de coccidn de la pasta

durante la fabricacion.
c. Fosfatasa dcida

La_lech:e contiene principalmente dos tipos de fosfatasas: la acida y alcalina. La
fosfatasa alcalina se concenfra 'en‘ el glébulo grasd y asi también en el queso. Este enzima se
inactiva por tratamientos de pastenzacxon y su estudio s6lo serfa importante en quesos
fabricados a partir de leche cruda.

" La fosfatasa ac1da es estable a las altas temperaturas y aunque se concentra
princ:1palmente en al fase acuosa de la lcche, también se observa actividad en el queso. El
fermento y otraS bacferias qiie_ se afaden al queso durante larfabricaciéh poseen estas dos
fosfatasas. Durante la madufacién, las caseinas son hidrolizadas por los enzimas del‘cuajo,
plasmina y proteasas bacterianas formandose fosfopéptidos. Lé hidrdlisis completa de estos
fosfopéptidOS se lleva a cabo,pof la accion de diferentés‘protEasas y peptidasas bacterianas
y por las vfosfatésas. De esta forma, a las fosfatas_as_ se les asigna un papel importante €n el
madurado del queso y en el dés'arrollo del aroma y sabor, papel que hoy en dia es sélo

putativo ya que no existen trabajos especificos sobre este tema (Fox y Stepaniak, 1993).

1.3.3.3.3. Sistema proteolitico del fermento

‘.Los_ fe—cm_éntos m4s -frecuentemente usados en la fabricacién.de quesos incluyen
principalmente los _meséfil_os, representados por diferentes especies de Lactococcus y
Leuconostoc 'y también los terméfilds representados por especies de Lactobacillus y
Streptococcus salivarius subsp thermophtlus _

Numerosas revmones blbllograflcas han centrado su atencién en el estudlo del sistema

| proteohtlco de estos mlcroorgamsmos (Castberg y Morris, 1976; Thomas y MlllS 1981;
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Thorﬁas y Pritchard, 1987; Kamaly y Marth, 1989; Laan y'"col.,. 1989; Khalid y Marth,
.1990; Koningsvy col., 1991; Tan y col., 1993). | | ,
 Estas bacterias poseen un sistema proteolmco compuesto por proteasas y peptidasas.

.Las proteasas se localizan predommantemente a nivel extracelular (pared celular o bien
membrana celular), aunque se ha encontrado alguna actividad proteésica de tipo intracelular.

Las principalés actividades p.rotezisicas descritas haéta el momento corresponden a las

conocidas  bajo el nombre de P, y Pm; Ambas'proteasas actian preferentemente sobré la {3— _
‘Cn, aunque también sobre o, y «, siendo estas proteinas substratos mejores de la proteasa

tipo Py, que de Py (Visser, 1993). '

Las peptldasas se clasifican en extra e 1ntracelulares y prmc1palmente se distinguen
segin sean e€xo o ‘endopeptldasas Estas degradan los péptidos formados por proteasas de
diferentes orlgenes hasta pequefios péptidos y ammoac:ldos . '

Este 51stema proteohtlco es muy importante durante el madurado del queso. Es
generalmente aceptado que los en21mas del fermento son liberados a la matriz protelca
durante la lisis bacteriana. La localizacion exacta de estos enzimas es un factor muy
1rnportante para que el madurado del queso se lleve a cabo de forma controlada. El orden en
el que actian los enzimas garantiia un balance de hidrélisis adecuado, aseg\‘iraﬁdo la
formacion de productos que éon intermediafios o forman parte de los aromas y gustos de los
' quesbs.. » | ‘

Estudios realizados mediante cuajadas modelo, han mostrado que el sistema
pfoteolitico del fermento es ei responsable fundamental de la formacién de los péptidos de
pedueﬁo tamafio y aminoécidos (Gripon y col., 1975; D_esmazea_ud y col., 1976; Kleter,}
1976; O’Keeffe y col., 1976a; VisSer 1977b; Visser y De Groot-Mostert, 1977; O’Keeffe
y col., 1978) Estos enzimas contribuyen muy poco o nada, en la formac1on de péptidos de .
g_ran tamafio en el queso, aunque son capaces de hidrolizar las caseinas intactas en solucién,
éspecialmente la 3-Cn (McSweenf;y y col., 1993b). Este hecho no tiene 'especialmept'_e‘
importancia én el queso, ya que ‘existen otras proteasas como las del cuajo o la plasmina, a,

las que ya nos hemos referido, que se encargan de realizar esta funcién.
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1.3.3.3.4. Slstemas proteolmcos de otros mlcroorgamsmos 1mportantes en el madurado |
de dlferentes variedades de queso :

Propzonzbacterza shermanzz es un componente esenc1a1 de 1a microflora de quesos de
pasta prensada cocida. Su pr1n01pal funcién en estos quesos es la conversion del lactato en
'proplonato, acetato y CO,, siendo este ultimo responsable de la formacién de "ojos"
'cara}cteristicos,'aunque también tiene una funcién en la proteolisis durante la maduracién.

"En vques'o tipo Emmental, este microorganismo, bes responsable de la formacién de
grandes cantidades'de prolina, lo qilé puede contribuir a su tipico sabor dulce. |

Propzombacterza parece tener un sistema proteolitico poco desarrollado, sin proteasas
“pero con numerosas peptidasas (Sahlstrém y col., 1989).. '

Brevzbacterzum linens es el mayor componente de la flora en superf1c1e de dlferentes v
quesos. de pasta untable y de algunos. quesos tradicionales de superficie enmohecida
(leburger T11s1t Gubeen y ‘Milleens). La funcién exacta de este microorganismo no es
conocida, pero se sabe que tlene una gran contr1buc1on en la prote011s1s y catabolismo de
A aminodcidos durante el madurado. Este mlcroorgamsmo tiene un potente sistema proteohtlco -
especmlmente en actividades. peptldaswas (Fox'y col., 1993).

Las levaduras se desarrollan prmmpalrnente enla superficie de los. quesos y presentan'
actmdades proteohtlcas aprecxables que varian segin las especws y las cepas El sisterna
proteolitico de las levaduras es pamcularmente apto en la liberacion de pequenos peptldos
y ammoac1dos (Schmidt, 1982).

Los hongos son agentes proteohtlcos 1mportantes en diferentes varledades de quesos
de superficie y pasta enmohecida, 81endo los mas profundamente estudlados Pemczllzum
roqueforti’ y P. casezcolum Estos dos hongos poseen un potente sistema proteolitico
»const1tu1do por metaloproteasas neutras y a01das ammopeptldasas y carboxipeptidasas (Trleu-
Cuot y col., -1982).

En quesos de vena azul la prote011s1s en los prlmeros estadlos de maduracion se debe
fun'damentalmen_te a la accién de las _proteasas del cuajo y plasmina, pero durante el

; 'crécimiento, desarrollo y éSpOrﬁlaéién de los _hongos, son los enzimas fungicos quienes"

dominan la proteolisis (Le Bars y Gripon, 1981).
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En el caso de los quesos de superficie enmohecida son también los enzimas fangicos,
fundamentalmente las proteasas extracelulares de P caseicolum, los responsables de la
degradacxon profunda que sufren las caseinas o y 8, producxendo péptidos de pequeno‘
tamano y ammoac1do’s (Desmazeaud y col., 1976). Esta intensa degradacién conduce a'la

textura tipica en estos quesos: blanda a nivel superficial y méds compacta en el interior.

1.3.3.3.5. Sistema _protéoliticd de bacterias acidoldcticas no pei%tenecientes al fermento

Estas bacterias ap’drecén enel queso, bien procedentes de la leche cruda o pa.sterizada,
o bien se afiaden durante la fabricaéién. Este tipo de bacterias alcanzan recuentos de hasta
107-108 UEC/ g en algunas variedades de qﬁésos y son representadas Iﬁor dif_erentes especiés
del género Lactobaczllus Mtcrococcus y Pediococcus. . |

Existe una gran discusion sobre la contrlbucmn de estos mlcroorgamsmos en el
madurado del queso. Generalmente se con51dera que el queso tipo Cheddar y otras muchas
variedades producidas a partir de leche cruda, m.aduran ‘mds_ripidamente y desarrollan
aromas y gustos mas intcnsoé, que los producidos con leche paéterizada aunque'la calidad
final del producto es muy variable (McSweeney y col., 1993a McSweeney y col., 1994c;
- Bouton y Grappin, 1995). ‘Esto sugiere que estos microorganismos tienen una funmon
importante durant_e el madurado del queso, aunque no hay que descartar algunos efectos
' negativos | prodﬁcidos principalmente por Lactobacillus y. Pediococcus de tipo
heterofermentativo. o ' |

Su contribucién al madurad_d del queso ha sido objeto de recientes revisiones

bibliograficas (Peterson y Marshall, 1990; Bhowmik y Marth, 1990). . -

1.3.3.4. Catabolismo de los aminoscidos

Enel curso de la maduracién de los quesos, la degradac1on de las proteinas no se para -
“en la produccxon de aminoacidos hbres Estos son suscepnbles de ser transformados en‘

diferentes compuestos por diversos mecanismos. Numerosas moleculas produc1das por el‘
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catabolismo de los aminoécidds son éofnpuestos aromaticos o precursores de estos
compuestos. En quesos de ven'a’ azul o de superficie enmohecida, se detecta la presencia de
ciertos aminodcidos ausentes en las proteinas de la leche, como es el caso del acido vy-
aminobutirico o la ornitina; al parecer estos prodictos resultan de la degradacion del dcido
glutdmico y de la arginina (Hemme y col., 1982). Otros aminoacidos aparecen en los quesos H
en cantidades notablemente inferiores,qué en las caseinas, como es él “caso del 4cido
aspdrtico, serina, tirosina y contrariamente hay aminoacidos como la 'leuc‘ina, fenilalanina y
alanina que se detectan en tasas mis elevadas en el queso que en las caseinas (Do-Ngocy
ol., 1971). | | | |
También hay que hacer men’ci()n' en este apartado_ de la presencia de las aminas no
- voldtiles (tiramina, triptamina e histamina) detectadas en la mayoria de las variedades de
queso. |
Hemme y col. (1982) proponen un esquema general de catabolismo vmicrobiano de los
aminoécidos du,fante el madurado del queso, donde en una primera etapa, los aminoacidos
podfian sef rﬁodificadds por cuatro grupos de enz_imés: decarboxilasas, transaminasas,
desaminasas y lias'as_; Los productos de esta primera etapa podrian continuar degradéndosé
hasta la formaci6n de compuestos volatiles, tal como el amoniaco, cetonas, aldehidos, 4cidos
0 .compuestbs azufrados que forman parte del aroma de la mayoria de los quesos (Adda y

1., 1978).

1.3.4. METODOS DE ESTUDIO DE LA PROTEOLISIS DE LAS CASEINAS IN
- VITRO Y EN QUESO '

_ La proteolisis es una hidrlisis de los enlaces peptidicos que conlleva la aparicion, a
partir de una. proteina integra,' de péptidos de diferente tamafio. La hidrélisis de cada enlace
provoca la aparicion de nuevos productos con propiedades fisicoquimicaé diferentes a las de
la proteina inicial. El fraccionamiento de estos productbs permité determinar la importancia
de la proteolisis, que podemos evaluar por medida de diferentes fracciones con el uso de
diversas técnicas: medida de la derisidad 6ptica, medida del nitrégeno, reaccion

colorimétrica, etc. Las técnicas mas utilizadas en el estudio de los hidrolizados de caseina

37



'

se puéden agrupar en 2 grandes grupos: precipitaciohes fraccionadas (a pH 4.6, o én
| presencia de acido tr1cloroacet100 més o menos concentrado, por ejemplo) y separacxon en
. funcmn de caracterlsncas flslcoqulmlcas Estas ultimas a su vez se pueden dividir en-
separac1ones por carga (electroforesns en geles de poliacrilamida en presenma de urea, mlxtos“
- pohacrllamlda agarosa) pH isoeléctrico (1soelectroenfoque) tamaiio (electroforems en medlo
SDS), etc.

El estudio de la proteolisis.c'om'prende igualmente la identificacién precisa de los

enlaces peptldlCOS hidrolizados. ' :
 La precipitacién fraccionada de los hidrolizados de casemas es muy utilizada porque

es un método rdpido y 51mple que nos permite caracterizar facﬂmente dlferentes grupos de

| productos nitrogenados. Estos comprenden diferentes fracciones: o

1 fraccmn no casemlca que corresponde a los productos solubles a pH 4.6, pH en el cual

la casefna intacta es normalmente msoluble

2. fraccion caseinica que agrupa los productés.insolubles a pH 4.6, es debir las caseinés

intactas o proteolizadas en un grado tal que permanecen msolubles a este pH, que

corresponde al pH1 de las caseinas, '

3. fraccién mtrogenada no proteica que es la fraccién soluble en ac1do tricloroacético a una

concentracion final generalmente del 12%. -

El estudio de la proteolisis medlante 51stemas electroforetlcos es un metodo que esta
en continua evolucidn. La separacién de las dxferentes caseinas segin su carga clasxcamente
se ha realizado a pH 8.6-8.9, en presencia de urea y de un reductor de _pu_ehtes disulfuro, en
gel de almidon, de poliécrilamida o en gel mixto de poliaérilamida-agarosar La sensibilidad
de esta técnica ha hecho que sea un util muy aprecmdo para estudiar las diferentes fraccmnes
caseinicas y sus’ productos de hldrollsls (Eigel y col‘ 1984 Creamer 1991).

' Otro . método electroforetxco es el 1soe1ectroenf0que Esta técnica se basa en el
pr1n01p10 de que una protema dlspuesta €n un punto cualquiera de un gradlente de pH y
sometida a. un campo electrlco ‘migrard hasta el valor de pH en que su carga se hara nula
- Este sistema posee una resolucnon muy. grande comparada con las electroforesis clésicas y
ha sido muy utlhzado en estudios de polimorfismo genético de las caseinas (Addeo y col.,

1988). Sin embargo, el nimero tan grande de bandas que aparecen en el gel hace que la

interpretacion de resultados sea a veces dificultosa. ‘La inclusién de anticuerpos
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,monoespecnflcos para cada ‘una de las caseinas facilita mucho la interpretacion de los
" resultados (Chianese y col., 1995¢). o

La hidrdlisis de una proteina conlleva la aparicién de‘pfoduetos de proteolisis 'con'
pesos moleculares inferiores al de la proteina original. Asi la identificacién de estos
productos por estimacién de Sus pesos moleeulares aporta informacién muy valiosa. La
determinacién de pesos moleculares de proteinas 0 de peptldos por electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS es hoy en dia una técnica muy corriente y es utilizada
en la »caracter,lzacw,n de los productos de degradacién de las lactoprotemas. Este tipo de
electroforesis perm_it_ié a. Groves y col. (1972) determinar el peso molecular de las y-Cn.
Kaminogawa y col. (1980) confirmaron, por electroforesis en pre.senc‘ia de SDS, que los
productoS’resultant’es de Ia accién de la proteasa 4cida de la leche sobre las caseinas «;, 8
.‘ y K fueron similares a lOs fragmentos agl-l’, -1, B-11 'y parax-Cn obtenidos por accion de la-
qu1mosma ' '

La electroforesis en gel de polxacrllamxda en presencia de SDS ha sido utilizada como
segunda dimension después de una focahzac1on isoeléctrica o de un gel de pollacrllamlda en
. presencxa de urea para obtener una 1magen mas completa de un hidrolizado caseinico o para |
dlstmgulr productos que se solapan en la primera. d1men51on (Trieu- -Cuot y Addeo, 1982;
| Trieu-Cuot y Gripon, 1982; Tutta y col., 1992).

Lds métodos de fracciohamiento utilizados en €l queso como medida de proteolisis,
a través de medidas del contenido en nitrégeno por el método Kjeldahl de estas fracciones,
son numeresos' y han sido recientemente revisados por Christensen y col. (1991). De estas
frac<:1ones cabe destacar:
1. fraccién soluble en agua, fracc1on muy heterogenea y que segun estudlos electroforetlcos
contiene las proteinas del suero, productos de bajo peso molecular procedentes de la
_degradamon de las caseinas y. amlnoacxdos llbres
2 fraccmn msoluble a pH 4.6 la cual contiene caseinas y peptldos de alto peso molecular
| seglin los analisis realizados por HPLC en fase reversa y electroforesis (Chr1stensen 1991),
3. fraccion soluble a pH 4.6, fraccion muy heterogenea y que segin les estudios
'elec'trdforétiéosv se compone de las protel’rlas ‘del suero, la fraccién proteosa-peptona,
productos de bajo peso molecular procedentes de la h1drohs1s de las casemas y aminodcidos

libres (O’Keeffe y col., 1978; Chrlstensen 1991),
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_ 4. fraccion soluble en acido trlcloroacetlco al 12% que contiene pequeiios péptidos (2- 20 :
res1duos) y aminodcidos (Reville y Fox 1978; Kuchroo y Fox, 1982)

5. fraccién soluble en 4Acido fosfotiingstico al 5%, fraccion que contiene pequefios peptldos
(<600 Da) y aminodcidos libres (Jarret y col., 1982).

Sin embargo estos métodos de fraccionamiento y valoracion del nitrégeno son a veces
laboriosos y consumen mucho tiempo. Asi se han idéado diferentes métodos-répidos que
reemplaéen a estos iltimos y que ala vez nos den una medida fiable de la proteclisis. Estos
- métodos se basan en la détcrminacién del contenido en triptéféno y tirosina, en el andlisis
‘de los grupos amino libres mediante el uso del formol, ninhidrina, ﬂuorescaxﬁina; etc, y en
el uso de diferentes cblorantes' como el negro amido o naranja G que precipitan las proteinaé
y péptidos. Esta serie de métodos han sido revisados por Ard6é y Meisel (1991)

Las técnicas de electroforesis utilizadas en el estudio de la proteohsls del queso son |
las mismas que las descrltas anteriormente. - Creamer (1991) describe las técnicas mds
_ corrientes sus 11m1tac1ones y las compara con otros ‘métodos. Shalabi y Fox (1987):
compararon dlversas tecmcas electroforetlcas en . el examen de dlferentes fracciones'
mtrogenadas del queso obteniendo mejores resultados con la utilizacién de geles PAGE -urea.
) Por ultlmo nombrar los métodos cromatograflcos cada dla mas NUmerosos  y
| utilizados, como la cromat_ografxa de permeacxon de geles, cromatografia de mtercamblo‘
i6nico o la fase reversa (RP), en sus versiones clasica o aplicada,a la cromatografia liquida -
de alta eficacia (HPLC). Ardd y Grip_on (1991) describen estos meétodos, su utilizacién‘ y

_ aplicacién en la valoracion de la proteolisis en el queso.

" L3.5. FABRICACION DE CUAJADAS MODELO

En estos LTl_ti'movs afios se han desarrollado. diversos ‘Sistemas modelo que permiten
cuantificar, de forma directa o ihdirecta la contribucién de cada uno de los diferentes
agentes proteoliticos que partxcxpan durante el madurado del queso. Estos sxstemas modelo'v ‘
abarcan una serie de métodos de estudlo que comprenden desde la caseina entera o las
diferentes fracciones casefnicas axsladas hasta la fabrxcacmn de cuajadas modelo en las que

_estan presentes uno o VaI'IOS agentes pI‘OteOlltICOS
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El estudlo de la acc1on 1nd1v1dual de dlferentes enzimas presentes en el queso sobre
substratos caseinicos, se centra pr1n01palmente en la obtencién de informacién referente a la
caracterizacién de péptidos, por diferentes sistemas electroforéticos, en condiciones Gptimas
d¢ hi@rélisié y condiciones iénicas similares_ a las que se dan en el queso. Y por otra parte
en la especificidad del enzima hacia el substrato, evidenc‘iéndo llos puntos precisos de ruptura
'protelca Los resultados se extrapolan despues ala proteohsls observada en el queso.

El estudio de cuajadas modelo nos aproxxma ain mias a la realidad de los procesos
bioquimicos que acontecen en el queso, calificando y cuantxflcando la accién individual de
cada uno de los agentes proteolitiéos antes expuestos.

En este apartado se rev1saran las- dlferentes tecmcas hoy en dia disponibles, en la

elaboracién de las cuajadas modelo.

1.3.5.1. Obtencié_n y preparacion de la leche de fabricacién

Hasta el _moméﬁto los ‘métodosi_ut.ilizado’s en la produccién de cuajadas modelo se han
basado principalménte en una recoleccion de leche | lo més higiénica posible e incluso
aséptica, para evitar la presenc1a de la flora que se afiade a la leche durante el ordefio. Perry
oy McGllhvray (1964) desarrollaron una tecrnca aséptica de ordeno esterilizando
quimicamente las pezoneras de ordefio y desinfectando la ubre de ammales previzimente
seleccionados por la calidad microbioiég_icé de Su leche (<100 UFC/mL). Esta técnica
también ha sido utilizada por otros autores como Kleter y de Vries (1974) y O’Keeffe y col.
~ (1976b) obteniendo recuéntos de 6-100 UFC/mL y <500 UFC/mL, respectivarﬁente Kleter
(1976) y Reiter y col. (1969) obtuvieron leche aséptica dlrectamente por cateterlzac:lon de las-
cisternas de.la ubre del ammal La correcta utlhzacmn de estos metodos nos permite obtener
leche estéril dlrectamente -del animal. En la prictica estos métodos son poco utilizados, por
la gran complejldad de manejo que conllevan, el riesgo que supone para el animal y las'
‘ pequenas cantidades de leche recolectadas insuficientes para realizar producciones de queso
'espec1almente en el caso de los pequefios rumiantes. '

~ Las leches asi _recolectadas se sometlan normalmente a diferentes tratamientos

térmicos para reducir al méximo los recuentos bacterianos. Perry y McGlllvray (1964) usaron ,
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una pASterizacién en cuba '(6.8°C, 5 min) y Champman y col. (1966) pasterizaron (71.6°C,
17 s) sin utilizar ninguna técnica de ordefio aséptico, obteriiendo leche con muy bajos
recuentos para la fabricacién de queso. Otros muc'hos autores han utilizado la pasterizacién
a alta temperatura y corto tlempo para obtener leche de muy buena calldad mlcroblologlca
_(Kleter 1976; Reiter y col., 1967; Visser, 1976 y 1977a).

Turner y Lawrence (1986) mostraron que para obtener cuajadas asépticas con él
UFC/10 kg de producto, procedentes de una leche con. récuentos >10° UFC/mL era
' necesaria, una reducmon de 10® durante la pasterlzacmn lo cual se consigue calentando a
72°C durante 58 soa 83°C y 15 s. |

Le Bars y col. (1975) obtuv1eron leche esterll (<10 bacterlas/mL en forma de
espdras) con un tratamiento térmico de esterilizacion (UHT) a 110°C que les permiti6
fabricar una cuajada modelo. Esta técnica presenta el inconveniente de la inﬂuencia negati\:/a
que tiene el tratamiento térmico UHT sobre la coagulacion de Ia leche y la 1mp051b111dad de
formacién de la- cuajada con una dureza adecuada Para paliar estos defectos se tiene que
modificar la tecnologla de fabricacion aumentaqdo el aporte de CaCl,, la cantidad de enzimas
coagulantes aﬁadidos y la temperatura de coagulacion, pardmetros que son muy importantes
en eivc'lesarrollo del madurado del queso.

Diferentes autores describen la preéencia de esporas de Bacillus en las cuajadas
modelo, provenientes de la leche de fabricacion. Esta bacterias proceden de la piel de 1a ubre
y se afladen a la leche a través de las peioneras de la méquina de ordefio rﬂécénico, siendo -
resistentes a los tratamientos téfmicos. EI uso de des'infectanvtes‘ aplicados a la ubre y la
desinfeccién intensiva de las ihstalaciones de ordefio podria evitar en parte este problema,
pero no de fo_rma' radical ('Visscr, 1977a). Para evitar esta fuente de contaminacion se han
ideado diferentes método'sA como la adicién a la leche de pfoduccién de diferentes éntibiétiéds
(Reiter y col., 1967, Le Bars y cdl.,*1975), nitratos y timerosal (Noomen, 1977a y b), etc. . -

La .nisin_a en asociacién con la penicilina y 1a est'reptorhibcina_," son generalmeﬁte
suficientes para detener el desarrollo de Bacillus durante un periodo minimo de 1 mes (Le

Bars y col., 1975). . | o v . o o
. -En la produccién de las cﬁajadas modelo es neces'airio una fabricacién en condiciones.
aseptlcas leerentes autores han utilizado 51stemas cerrados estériles de produccmn donde

-

se mcluye todo el material de la fabricacién y el aire es esterlhzado (Mabbit y col. 1959
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Perry y McGiIIivray, 1964; Chapman y col., 1966; Reiter y col., 1967 y 1969). Le Bars

y col. (1975) fabrlcaron cuajadas modelo en camaras aseptlcas con aire filtrado. O’ Keeffe

y col. (1975 y 1976b) y McSweeney y col. (19940) utilizaron cubas pequefias introducidas =

en baros termoesta_tlzados de agua realizando las producciones en cdmaras de flujo laminar.

1.3.5.2. Fabricacion de cuajadas modelo libres de fermento

Durénte los primeros momentos de la maduracion del queso, se produce una bajada
de pH debida principalmente ala transformacion de la lactosa en 4cido lactico, producido
fundamentalmente por la flora del fermento. Si se pretende producir un queso libre de
fermento para caracterizar la proteolisis producida pOr otros e;nZimas, nos veremos obligados
a'simu'lar‘vesta bajada de pH a fin de reproducir idénticas cohdiciones de reaccion.

La técnica de p_roduccién de cuajadas modelo libres de fénﬁéﬁto'fue introducida por
Mabbit y col. (1955) y ensayada en queso tipo Cheddar usando Ia glucono-6-lactona (GDL)..
La GDL es’un acidificante quimico que actua de forma progfesiv’a debido a su conversion
en acido glucénico 'e.n ' présencia de agua. Cuando se afade a la cuajada para simular el
‘descenso de pH producido .por el fermento, ésta reduce el pH de forma més rdpida que
cuando se acidifica 'de forma biol()gica. Un pH inferior ai normal, durante el desuerado de
la cuajada, afecta de forma significativa a la cuajada final debido a diferentes fenémenbs
antes comentados: mayor reténcién de los enzimas del cuajo (sobre todo de quimosina) en
la matriz pfoteica de la cuajada (Visser, 1.977a; Creamer y col., 1985) y una desintegracién
précoz del complejo fosfato rcélcico coloidal que mantiene unidos a diferentes grupos de
'mlcelas de caseina, haciendo que éstas sean mads susceptibles a la proteolisis (Fox, 1989).

La tecmca desarrollada por Mabbit y col. (1955) causa mayor descenso en el pH que
el pr_odu01do ‘por la adicion del fermento (O’Keeffe y col., 1975), y por lo tanto es
'cuestionable'para"su uso. La técnica de O’Keeffe y col_. (1975), basada en la aﬁtérior, ajusta
' _ymejor la curva de acidificaci6n~produ¢_ida por el fermento, mediante la u'til‘izacién de 4cido

lactico y GDL en la leche de produccién y cuajada, respectivamente.
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1.3.5.3. Produccién de cuajadas modelo libres de enzimas'coagulantes

‘La p’ro‘duccién' de cuajadas modelo libres de enzimas coagulantes nos permite, de
forma indirecta, calificar y cuantlflcar la conmbucmn de estos enzimas tan 1mportantes
durante la maduracién del queso. Por otra parte suprlmlendo el fermento y los enzimas |
coagulantes podremos estudiar la contribucion de los enmmas-endogenos de la leche.

La producmon de este tipo de cuaJadas es_complicada ya que el coagulante es
1mprescmd1ble para obtener una cuajada de tipo enzimaético. Se ha desarrollado una serie de
técnicas basadas en la inactivacién del coagulante después de la hldrohsls de la «-Cn.
O’Keeffe y col. ( 1977) utlllzaron como coagulante la pepsma porcma en21ma mds sensible
al pH que la quimosina, ya que’pierde totalmente su actividad a pH 7. Estos autores
fabrlcaron cuajadas libres de coagulante incrementando el pH de la cuajada, ya cortada’'y
‘antes.delv desuerado, hasta pH 7 y calentédndola hasté 40°C'pa'ra inactivar la pepéina porcin‘zi.

- V‘isser (1976) usé leche désproVista de calcio y m‘dgncsio en la produccion de este tipb
de cuajadas. A bajas conéentraéiones de calcio, la c‘oagulacién no se produce péro si la ,
hldl‘OllSlS de la x-Cn. El coagulante puede ser entonces facilmente inactivado por tratamiento
| terrmco (72 C, 15 S) obtemendo posterlormente la cuajada por adicion de CaCl,.

Mu1v1h111 y col. (1979) mostraron las caracterlstlcas tan pecullares que presenta la
quimosma de lechon de cerdo, que es capaz de hidrolizar la x-Cn pero que parece inactiva
hacia las caseinasﬂ y o, 1o que apunta un posible uso en'la obtencién de cuajadas libres de
coagulantes. | | | | | ‘

Por ﬁitimo, el uso de los enzimas coagulantes inmovilizados, capaces de hidrolizér
~ la «-Cn sin incorporarse a la leche, 'seria una 0pci6n ideal en la fabriéacién de este tipo de
cuajadas rnodello. Sin embargo, diferentes estudios realizados con 'eniimaé inmovilizados han

mostrado que parte de éstos se aﬁade’n a la leche por solubilizacién (Carlson y col., 1986). -

1.3.5.4. Cu'ajadas modelo librés_ de plavsmina'

La eliminacion de los efectos proteoliticos de 1a plasmina en las cuajadas_modelo, hoy

‘en dia aun es objeto de investigacion. La contribucién de este enzima en el madurado puede
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©ser mvesugada por eliminacién del resto de los agentes proteolmcos produciendo una
cuajada donde el coagulante es posterlormente inactivado y acidificada con GDL.

| Son bien conocidos diferentes inhibidores de la plasmina (denominados generalrﬁente
inhibidores de las serinproteasas), sin embargo-lé mayoria de ellos son demasiado toxicos .
~ para su utilizacion en este tipo de experien‘cias.:Ovtras substancias, tales como el inhibidor
tripsico de- la- soja, aprotinina, dcido -_6—.amiho hexanoico (AAH), N-oz-p-tosil—L-lisina,
clorometilcetona (TLCK).o la 3,4-dicloroisocumarina, no presentan tanta toxicidad, pero
| _précticamente no han sido utilizadas en el estudio de cuajadas modelo. Farkye y Fox (19‘91)
~ utilizaron el AAH_para mostrar la contribucion de la plasmina en el madurado de queso tipo
Ched,dar,' fabricado' en condiciones normales_. Los resultados obtenidos pdr estos 'autorés,
muestran que l'a plasmina tiene una funcién importante en la formacion del nitrdgeno soluble

en el madurado de este tipo de queso.

1.4. LOS QUESOS DE LECHE DE CABRA

: Como se ha indicado aﬁtefiormente en la introduccién de esta memoria, la mayor
parte de la _leche de cabra se _deétina a la fabricacion de queso y en la mayoria de los casos,
la fabricacién de este 'tipo de quéso se ha realizado a nivel artesanalbv_m'és que a escala
industrial. Es precisamente por este motivo que se han desarrollado numerosas variedades
'qu'e han tomado el nombre de la localidad de procedencia En Ftan’cia los més conocidos son:

- Saint Maure Chabzchou Crottzng de Chavzgnol yen Espana Majorero, Camerano, Malaga
Cadiz y Almeria. '
Tanto en los quesos de cabra como en los de oveja, parece que ca‘da‘pais de la Europa
Comumtarla se ha decantado por unos sistemas de elaborac1on de forma que sus respectivos
" quesos pertenezcan casi exclusivamente a unas determmadas famlhas Asi la totalidad de los
quesos de cabra franceses pertenecen a quesos de pasta blanda y superf1c1e enmohec1da
mientras que esta familia apenas si tiene presencia en Espana ‘donde abundan los quesos de
pasta prensada no cocida. o _
Centrandonos en los quesos espanoles elaborados con leche de cabra y tomando como

-referencia el Catdlogo de Quesos de Esparia (Ministerio de Agricultura, Pe_sca y
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Alimentacién, 1990), nos encontramos que de las 81 variedades de quesos catalcjgados’en
Espéﬁa 25 se elaboran exclusivamente con leche de cabra y otros 21 son leches de mezcla,
donde también flgura la leche de cabra.
" Entre los quesos puros de cabra existen algunas varledades que se consumen siempre
como quesos frescos: Alicante, .Camerano,_ Cadiz y Murcia. Todos son de coagulacién
- enzimdtica y pasta compacta o prensada pero blanda .ya Aque" contienen més de un 50% de
humedad Hay otros como los de La Siberia, La Vera y Serranias de Malaga de elaboracbn
similar, pero consumldos tiernos, y los de Acehuche, Albarracin, Alhama de Granada
‘Buelles, COHC_]CI‘O Gata—Hurdes Majorero, Palmero Quesailla, Sierra Morena y Tiétar, que
se consumen semlcurados o curados. El de Aracena suele consumirse de muy curado a afejo.
También pertenecen a éste ultlmo grupo de quesos, los quesos de Ibores y el de Murcm al
vino, con la partlcularldad de que reciben tratamientos superficiales que dan al producto final
unas caracteristicas organolépticas totalmente diférenciéles. El de los Ibores es éometido
durante su afinado a un embadurnado superficial c.onb una mézcla_ de aceite de oliva y
piméntdn dulce, que prodﬁce una corteza limosa de color 'a.naranjado. El de Murcia al vino
es lavado tres o t:uafro veces de forma superficial con vino tihto, adquiriendo la corteza una
tonahdad violacea. | | | | !
Finalmente, entre los quesos puros de cabra hay unas variedades cuya elaboracion es
net_amente distinta de las anteriores, quedando encuadrados en otras familias. El de Babia y
| Laciana es d.é”coagulacién predominantemente ldctica y pasta blanda con la cbrteza
~ ligeramente enmohecida. El de la Garrotxa és de coagulacion mixta, pasta blanda y corteza
totalmente cubierta de una caipa aterciopelada de rhoho griséceo CON una textura unfuosa y
sabor acentuado. Por ultimo, el Cendrat del Montsec es de coagulacion netamente lactlca
vcon pasta blanda y cremosa, cublerto externamente de cemzas y moho.
Entre los quesos elaborados con mezcla de leche de cabra y ove]a merece especml
mencién el Tronchon queso de coagulacién enmmatlca y pasta prensada. |
Los quesos espanoles de past_a azul se elaboran casi en su t_otalldad con mezcla dé
-leche de dos o tres éSpecies aunque ‘sie'nipre con mayor'preéencia de leche de -vacaﬁ_
Cabrales, PlCOI‘l y Gamonedo se encuentran entre nuestros quesos mas prestlglosos y

- valorados
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En estos ultlmos anos se han pubhcado dlferentes trabajos sobre dlstmtas variedades
_de quesos de leche de cabra, tales como Majorero (Fontecha y col., 1990; Mantin-Hernandez
y col.,-1992), Gredos (Medina y cdl., 1992), Los Ibores (Gonzélez y col., 1993), Valdéteja
(Fresno y col., 1988; Carballo y col., 1994), Babié—Laciana (Argumosa y col., 1992),
Cendrat del Montsec (Carretero y col., 1992 y 1994; Mor-Mur y col., 1992 y 1994) y
Garrotxa (Beltran y col., 1993). | R | |

- La composmon en fraccmnes mtrogenadas de un queso de cabra madurado es
diferente segin el tipo de fabricacién quesera, y asi de la act1v1dad mds 0-menos importante
de los agentes responsables de la degradacién de las protemas en el curso de la fabrlcacwn
y de la maduracxon '

La degradacmn de las proteinavsb cénstitutiva_é- del queso es poco intensa en un queso
de pasta prensada tipo Babia-Laciana ya que al final de .su afinado, la cantidad de nitrégeno
soluble observado es del orden del 10% del ﬁitré_gend totai. La proteoiisis glbbal es
netamehte mas émpl_ia en quesoé_ de pasta blanda y con corteza enmohecida como el Cendrat
del MontSec yb-eh quésos de pasta lavada, donde se observan cantidades impoftante‘s de

nitrégeno _soluble'a pH 4.6, del orden del 29% y del 41%, respectivamente (Tabla 11).

La reparticién de las diferentes fraécio_neS nitrogenadas pertenecientes a la fraccic’)h

soluble, es igu‘ahﬁenté diférente de un tipo de'.qu.es_o' a otro (Tabla 11). Los quesos cuya
_ .maduracién es debida' principalmente a las bacteria's lacticas, como el quésb Babia-Léciana
contienen mveles relativamente bajos en nitrégeno no proteico y bajos niveles en nitrégeno
amoniacal (alrededor del 53% y 6.6%, respectlvamente), en cambio los madurados bajo el
efecto de una flora compleja en la que tiene parte la flora fungica, son quesos ricos- en
mtrogeno no proteico y amoniacal, que representan el 84% y 18%, del mtro_geno soluble,
respectivamente. | = '

Los efectos del pohmorflsmo de la asl-Cn en la fabricacién y madurado del queso de
leche de cabra estin rec1b1endo especial atencion. Se han- realizado diferentes ensayos dc
fabricac-ionés (Vassal y col., 1994) tomando como modélo un 'qlies'o de pa'sta blanda y
superflcle enmohecida (Pélardon des Cevennes) y otro de pasta prensada no cocida (St.
Paulin), evidenciando diferencias en la firmeza maxima y velocidad de endurec1m1ento del
gel rendimiento y firmeza media de los ‘quesos para los dlferentes alelos estudiados:

AA > EE>FF. Las d1feren01as de fmneza del queso constatadas por medidas 1nstrumentales
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_ también han sido confi_miadas_ por un jurado de degustaéién; segun el cual, el gusto a "cabra”
| tiende a ser menoé pronunciado en los quesos fabricados a partir de leches AA. Resultad?s
similares han sido descritos por Pirisi y 'col..(19‘94), en cuanto a compos'vicién de léch_é,
. propiedades de fabricacién y caracteristicas de textura en estos tipos de queso. Por otra paﬁe

“el nivel de proteolisis es mas importénte (éémo muestran loé andlisis Kjeldhal realizados a
partir de las fraccion'esbnitrogenadas), y los productos de Hidrélisis diferentes (como muestralp
los perfiles electroforéticos y de HPLC) en quésos tipo A comparados con los tipo F

(Delacroix-BUchet'y col., en prensa).

48



 CAPITULO I




Capitulo 1. Materiales y Métodos

IL.1. HIDROLISIS DE DIFERENTES SUBSTRATOS CASEINICOS POR LOS
ENZIMAS DEL CUAJO Y PLASMINA

II.1.1. PREP_ARACION DE SUBSTRATOS CASEINICOS
I1.1.1.1, Obtencién de las caseinas enteras

Las caseinas corﬁpletas caprinas y bovinas se prepararon a partir d_e leche entera de -
mezcla procedente de cabras de raza Murciano-Granadina y vacas de ‘réza Frisona,
respectivamente, pertenecientes a la Granja Experimental de la Facultat de Veterinaria de la
UAB (Bellaterra, Barcelona). El proceso de separacién fue el siguiente: desnatado (3000
rpm, 30°C, 20 min), dilucic’)vn. a la mitad con agua destilada, precii)itacién apH 4.6 con HC
"1 N, 30°C y posteriormente centrifugacién a 1000 rpm, 10 min. El precipitado se redispersé
- en agua destilada y se llevé-a pH 7 con NaOH 1 N parav su completa disolucién. El proceso |
~ de precipitacién-disolucién se repiti6. tres veces consecutivas y finalmente la caseina fue
liofilizada. |
| En el estudio de hidrolisis de las caseinas enteras céprinas con diferentes genotipos
para la o;-Cn (BB, BE, BF, BO, EE, EF, EO, FF) se partié de leches vindiViduales de
* animales con cada genotipo. La cdracterizacién de estos animales fue realizada por la Unidad
de Genética de la Facultat de Veterinaria de.Barcelbna, utilizando la técnica de Reaccion de
la Polimerasa en Cadena (PCR) (Amigues y col., en preparacion). _

~Enel estudio 'de hidrélisi§ de las o ;-Cn, vaﬁantes Ay F por accién de diferentes
enzimas coagulantes, se partié de leche entera de cabras de diferentes razas, provenientes de
la Station de Testage Caprin (48110 Ste. Croix Vallée Fféngaisé, Francia) y qué presentaban

. homocigosis para los alelos A y F de la o-Cn.

11.1.1.2. Preparaci(m de la §8-Cn caprina

~

Con el fin de aumentar la eficacia y el rendimiento del método de obtencién de la G-

Cn, se prepararon fracciones ricas en esta proteina para posteriormente purificarla, siguiendo
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la metodologia detallada a continuacién.

" I1.1.1.2.1. Preparacidn a gran escala de fracciones ricas en caseinas 8 y o,

~ Se utilizé el método de Hipp y col. (1955), basado en la distinta solubilidad que .
presentan las fracciones caseinicas a diferentes concentrac:1ones de urea. - |
Se partid de la caseina entera liofilizada que se disolvié al 10% en urea 6 6Myse
‘afiadié H,SO, 3.5 M, lentamente, hasta pH 1.5. La s_oluc1on se dlluyo con agua destilada
. hasta una concentracion de urea 2.2 M.‘ Después de 2 h de reposo, la protéina precipitada "
se recogid por centrifugacién a 3000 rpm,‘ durante 20 min a temperatura ambiente. El
precipitado se lavo coﬁ una rriczcla compue'sté deurea 6.6 M, H,SO,3.5My agﬁa destilada
en proporciones semejantes a las anteriores y fue recogido de nuevo por centrifqgaci(’)n. Los ;
dos sobrenadanteé obtenidos se 'g‘uardaron' para sérv dialiiados 'y liofilizados posteriorinehte t
(sobrenadante 1). Este tratamiento nos permite extraer la'k-Cn‘del resto de los éo‘mponentes
caseinicos. | | ' | o '
El precipitado obtenido (precipitado 1) se disolvié en urea 6.6 M, acidificando el pH
dela disolucién hasta 4.5 con HCI 1M, para posterio’rménte diluitlo con agua destilada hasta
alcanzar una concentracion de urea 3.3 M. A esta concentracién de urea el complejo
caseinico o precipita quedando en soluc1on la §-Cn. Este segundo pre01p1tado se separd por
.centrlfugamon y fue lavado varias veces con agua destilada, disuelto en agua, dializado y
liofilizado (precipitado 2). El sobrenadante (sobrenadante 2) se diluyé hasta una
concentracmn de urea 1.7 M y se ajusté el pH a 4.9, obtemendose un precipitado que se .
recogio por centrlfugacmn Este prec1p1tado se lavd con agua varias veces, se dlahzo y
finalmente se liofiliz (prcc_lpltado 3). Al sobrenadante resultante de esta separacion se le
anadié (NH4)2SO4 en forma solida hasta una concentracién 1.6 M, para precipitar el resto de
proteina disuelpa, se éentrifugé, se d‘ializ'éb y finalmente se liofilizo (precipitado 4). La Figura -

2 esquematiza el proceso de obtencién de estas fracciones.
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Capitulo Il. Materiales y Métodos

-11.1.1.2.2. Obtencién de 8-Cn caprina a partir de las fracciones enriquecidas con DEAE-
celulosa mediante un procedimiento discontinuo : :

Este metodo descrito en la separac1on de. las diferentes fracc1ones caseinicas bovinas
(We1 y Whitney, 1985), se testé sobre la caseina entera caprina para posteriormente
adecuarlo a la obtencion de B-Cn caprina a partir de fracciones enriquecidas en esta proteina.

Preparacion de la celulosa

En la separacion de las diferentes fracciones caseinicas se utilizé una celulosa
modificada, 'la dietilaminoetil celulosa (D‘EAE-cellulose\ Jfast flow, Sigma, St Louis, USA),
que se suspendlo en agua destilada, se filtrd y se sometié a los 51gu1entes lavados: NaCl
- 0.25 Ny NaOH 0.25 N, hasta pH basico del filtrado, agua destilada hasta pH neutro y HCl
0.25 N hasta pH 4cido. Finalmente se lavd con agua destilada hasta que el filtrado dio
nuevamente pH neutro. |

La celulosa himeda se acondicioné con tampén imidazol-HCI 0.01 M, pH 7.4,
afiadido de timerosal 0.02% (p/v) como agente germicida. Aproximadamente se utilizaron
6 mL de tampdn por cada gramo de celulosa himeda. La celulosa asi preparada se dejo en
TEPOSO. 30 min para después Separar por decantacion diferentes impurezas de la celulosa y -
se filtré a vacio a través de papel Wﬁatman n° 41. Finalmente se almacend a 4°C en

recipiente hermético hasta su uso.
Preparacion de la caseina

- Con el fin de controlar la pureza de las fracciones caseinicas separadas mediante este
- método, y en especial de la B-Cn,'se realiz6 una separacion a pequefia escala partiendo de
- 2 g de caseina entera vliofilizada.

La caseina se disolvié en 80 mL de urea 3.3 M que contenia 0.02% de timerosal y
ditiotreitol (DTT) 2 mM. Esta dispersion se dializ6 durante 24 h a 4°C, frente a 2 veées su
volumen de la solucidn: urea 3. 3 M, timerosal 0.02% y 77 mg DTT/L, pH 7.4 (a esta

solucion la denominaremos tampdn urea, TU)
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- Fraccionamiento

Los 80 mL de la d,isolucién anterior se mezclaron en un vaso de precipitados de 250(
mL, con 4 g de celulosa (peso en seco),-p.reviamente acondicionadzi; y se diluyeron‘cori, TU
hasta é_‘onseguir una relacion 25:1 (v:p).

~La mezcla se agitd suavemente de forma manual durante 5 min y se dejé en reposo :
otros 5'mih Y, a continuacion, se filtr6 a Vacid a través de papel Whétman n°40. La celulosa
retenida sobre el papel de filtro, se devolvié al.vaso de pr_ecipitados y se repitié dos veées '
el»miémo procedimiento, afiadiendo cada vez un volumen.de TU similar al del filtrado f
" anterior. Las diferentes fracciones casefnicas se fueron obteniendo por repeticién de este |
procédimiento con el uso de cbncentraciones salinaé crecientes en ¢l TU, segun el gréfico que '__
| 'aparece ‘en la Figura 3, con la excepcién de que no se incluyé DT‘T' en ¢l TU con
concentraciones salinas superiores a 0.085 M. | ) | |

Los diferentes filtrados se recogleron por separado se dializaron exhaustivamente
frente a 100 veces su volumen de agua destilada, medlante una membrana de dialisis Visking
~(Medinacell Internatmnal Ltd., Remo Unido), y se liofilizaron. Su caracterlzaclon se realizé |
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia de urea (PAGE-ure_a) _ |
y dodecil sulfato sédico (PAGE—SDS).' '

11.1.1.2.3. Obtencién de «,-Cn caprina a partir de las fracciones enriquecidas

Las fracciones enriquecidas en el complejo caseinico o obte'nidas'por precipitacién
‘ d1ferenc1al en soluc1ones de urea (prec1p1tad0 2) se repasaron a través de la DEAE-celulosa,
segun el método descrlto anterlormente con el objeto de retlrar la 6 Cn contaminante.

El complejo caseinico o fue fraccionado en las o y a,-Cn medlante el método :
propuesto por Bri_g‘non y col. (1976). La fraccién o, se disolvié en urea 6.6 M y el pH se :
ajustd a7 .parz.a dializarsé posteriormente.. A esta solucidén se le afiadid etanol al 96% en
proporcion 1:1 (v/v) seguido de la adicién lenta de acetato amdnico 1 M disuelto en etanol |
al 75% para precipitar la «,-Cn. El precipitado recogido por centrifugaciéh, se dializd y |

“liofiliz6. El sobrenadante se diluyd con agua hasta alcanzar una concentracion en etanol del \.
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10% para despues precxpltar la asl—Cn apH 4 6 medlante ad1c1on de HCl 1M. El prempltado

se redlsolwo dializé y finalmente se IIOfIhZO
I1.1.1.3. Preparacion de las o ,-Cn caprinas variantes genéticas AA y FF

Con el objeto de aumentar la eficacia y rendimiento en la obtencién de estas dos
proteinas se prepararon fracciones ricas en ambas que posteriormente fueron largamente

‘purificadas.

H.1.1.3.1. Preparacwn a gran escala de fracciones ricas -en asl-Cn AA y FF por
cromatografla de mtercamblo catiénico en batch

Las dsI-Cn AA y FF se obtuviefon por el método descrito por Jaubert y Martin
1 (1992), mediante cromatografia de 1ntercamb10 cati6nico, utlhzando COmo soporte SP-
| Sepharose Fast Flow (Pharmac1a Biotech., Uppsala Suema), en un sistema dlscontmuo afin

de purificar mayores cantidades de protema.
Preparacion del soporte cromatogrdfico

La sefarosa '_en cantidad de 300 mL y suspendida en etanol al 20%, se lévé repetidas
veces con agua desionizada hasta quedér libre de alcohol, por filtracion a vacio a través de
un embudo-filtro de borosilicato de porosidad 5;15 umy se acondicioné afadiendo t.ampén
formiato-Na 0.2 M, conteniendo urea 6.6 M, pH 4 0 (tampon A) hasta que el pH del

f11trado fue Idel'lthO al del tampén original.
Preparacion de las caseinas
Como en el fraccionamie‘nto anterior el método de separacion se testdé tomandose 1

- g de las caseinas enteras liofilizadas que se disolvieron en 30 mL de tampdn A que contenia -

‘ 8- mercaptoetanol 14 mM. Seguldamente estas disoluciones se dejaron durante 2 h a 37°C
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a fin de que se completase la reduccién. -
Fraccionamiento

Laé caséinas reducidas se fnezclafon én embudos-filtros de 200 mL con 50 mL de

la sefarosa ya acbndicionada y se diluyeron con 100 mL de tampén A conteniendd NaCl

0.12 M. La mezcla se agité muy suavemente durante 5 min y a continuacién se filtré a
~ vacio. La sefarosa retenida en el filtro se volvi6 a resuspender con un volumen igual al del -

, flltrado anterlor y se repmo la extraccion de la mlsma manera Las dlferentes fraccmnes

casefnicas se obtuvieron por repet1das extraccmnes con concentraciones salinas crec1entes en
el tampon A, segin el gréifico que aparece en la Flgura 4 _
‘Se filtraron pequefias alicuotas de las diferentes fracciones caseinicas obtenidas a

través de filtros de 0.45 pm (Millipore Corp., Bedford, USA) y se analizaron por HPLC en

~fase reversa (RP-HPLC) para verificar su pureza, haciendo especial ‘atencién a la fraccion

donde se eluye la Oy -Cn. Fmalmcnte las fracc1ones ricas en ozsl—Cn se dlahzaron en agua .

y se hoflhzaron para ser sometldas posterxormente a una purlfxcacmn final en columna
preparativa. , N '
En los procesos posteriores de fraccionamiento y obtencién de fracciones ricas en o~

Cn, se partié de 5 gde caseina entera utilizando la totalidad de la sefarosa (300 mL) en el

vfraccmnarmento La fraccnon 3 consistié en sélo dos flltrados uno realizado con tampén A’

y NaCl 0.35 M para obtener la totalidad de ;-Ch, y otro ut1112and0 tampon AyNaCl1M,
para eluir toda protema del soporte cromatografico. En la varlante F se realizaron 5
extracciones con tamp6n Ay NaCl 0.20 M, en lugar de 4, para extraer al maximo esta

proteina.

11.1.1.3.2. Obtencnon de las ogy- Cn AA y FF puras en columna de fase reversa
preparativa '

Las fracciones ricas en «,-Cn se separaron en un equipo de cromatografia liquida

rapida de proteinas (FPLC®, Pharmacia Biotech.) compuesto por un monitor detector UV-1,
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éoneétadoS a un "contrOIa'dor‘ LCC '500 ‘La separacic’;h se realizd mediante una columna
HR16/50 (Phamama) de dimensiones 50 cm x 16 mm. rellena de sﬂlcagel C4, 300 A, 15-20
um (Vydac C,, Touzart y Matlgnon Franma)

-~ Los solventes, prev1amente degaseados con- heho cons1st1eron en: solvente A 4cido
trifluoroacético (TFA) 0. 115% (v/v) en agua'y solvente B TFA 0. 1% (v/v) en acetonitrilo
(ACN) al 80% en agua (v/v). En la separac1on de las caseinas se utlllzo un gradiente 11neal
de elucién del 45 al 55% del solvente B durante 185 min, con un caudal de 3 mL/mm

"~ Las muestras enr1quec1das en aS,-Cn fueron dlsueltas en el solvent‘e A, hasta una
* . concentracién del 6% (p/v), 1nyectandose 50 mL de esta solucwn en cada ciclo de separacmn

cromatograﬁca.

I1.1.1.4. Caracterizacidn de las fracciones proteicas mediante electroforesis y RP-HPLC

Las diferentes fraccionés caseinicas obtenidas en el proceso de separaci6n a partir de
la caseina entera, se caracterlzaron medlante PAGE—urea y PAGE-SDS como se describe en

el apartado 1 7 de este capltulo
RP-HPLC

.~ Esta técnica fue utilizada en la caracterizacion de las fracciones enriquecidas en o;-
Cn AA y FF, y en el control de pureza de estas proteinas.
El equipo de crorriatografia dispuso de dos bombas tipo 501 y 510, un detector de

absorvancia 484 (214 nm) y un inyector automatico WISP 712, controlado por el soporte .

e 'inf(‘)rméticg.) Baseline 810 (Waters, Milford, USA).

Las separaciones se llevaron a cabo mediante una columna Vydaé C,, 214 TP 54
(Touzart y Matignon, Francia) de 15 cm de longitud, mantenida a una temperatura de 40°C. -

Los solventes previamente degaseados con helio, con51stleron en: solvente A, TFA
0.115% (v/v) en agua y solvente B, TFA 0.1% (v/v) en ACN al 80% en agua (v/v). En la
separacién de lés caseinas ée utiliz6 un gradiente lineal de elucién del 37 al 53 % del solvente

B durante 30 min, con un cau.davl de 1 mL/min (Jaubert y Martin, 1992). _
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IL1.2. ENZIMAS, INHIBIDORES Y SUBSTRATOS COMERCIALES
Ex_tri;ctos de cuajo de ternero (Granday® 520, Renifor-15/E)

La actividad declarada paraRenifor—lS/E por la casa comercial (Laboratorios Miret

~ S.A., Barcelona) es de 100 unidédes coagulantes (UC)/mL a UC es 'la cantidad de enzima

.» _ requerldo para cCoagular 10 mL de leche en polvo reconstituida, de alta calidad
. mlcroblologlca conteniendo CaCl, 10 mM en 100 s a 30°C, segun se espec1ﬁca en la norma '
FIL 110A:1987). El extracto de cuajo contlene 780 mg de quimosina (EC 3.4.23.4)/L.y 565
mg de pepsma bovma (EC 3.4. 23. 1)/L. La actividad coagulante de 1a pepsma bovma. :

representa el 25% de la actividad coagulante fotal.

La act1v1dad declarada para Granday® 520 por la casa comefcial (S.anofi Bio- Ind :

21201 Beaune Cedex, Francia) fue de 550 mg/L de quimosina y 303 mg/L de pepsina

bovmas

Extracto de cuajo caprino (Grandine® 165)

- Este producto coagulante comercializado por Sanofi Bio-Ind. con una actividad

declarada de 182 mg quimosina/L y 97_mg pepsina/L, es un cuajo caprino ,obtenidb a'partir

de animales lactantes.

| Quimosina bovina (Ahiren?“ 600 y 880}

- Las actividades declaradas por la casa comercial (Sanoﬁ Bio-Ind.) fueron de 657 y -

880 mg qu1mosma/L respectlvamente Estos productos son cuajos de ternero compuestos en '

un 100% por quimosina animal natural.

Pepsina bovina (Bovipep® 1700)

La actividad declarada por la casa comercial (Sanofi Bio-Ind.) cs,de' 1700 mg "‘

“pepsina/L. Este producto es un cuajo procedente de abomasos de bovinos adultos compuesto
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en un 100% ‘porb,pepsina animal natural.
Plasmina bovina (Fibrinoli'sina; EC 3.4.21.7)

La actividad declarada por la casa comercial (Sigma) es de 2-4 unidades Sigma/mg
proteina. Una unidad Sigma es la cantidad de enzima que, a partir de la-o,-Cn, libera én 20
minapH7.5y temperafura de 37°C, una cantidad de productos solubles en dcido perclérico

equivalentes a un AAy; de 1.0. -
Inhibidor tripsico de la soja

La presentacic’)n de este producto por la casa comercial (S‘igma) es en forma
 liofilizada. Un mg de protema inhibe 1-3 mg de tripsina, con una actividad aprox1mada de _
10000 umdades BAEE. Una umdad de trlpsma produce un AA253 de 0.001/min, utilizando
" como substrato ben2011 L—arglmna etil ester (BAEE) apH7. 6 y 25°C. (

‘La dosis utilizada en los ensayos fue de 1 mg/mL (De Komng y Kaper, 1981; De -

Rham y Andrews 1982a b).
3,4—_Dic{loﬂr¢.)isocumarinav

Se presenta en forma hoflhzada (Slgma St Louis, USA) La dosis utlhzada en los

~ ensayos fue de 0.05 mg/mL (Harper y col., 1985)
B-Cn bovina

Presentada por la casa comercial (Slgma) en forma hoflllzada libre de sal y con un-

minimo del 90% de pureza testado por electroforesis.
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11.1.3. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE

Las soluciones enzimaticas se estandanzaron a igual acthdad coagulante med1ante
una modificacién del método de Berrldge (Collin y col., 1977). Se anadlo 1 mL de solucwn
enzimdtica a 10 mL de leche en polvo de alta calidad microbioldgica (INRA, Poligny,
Francia)_ reconstitﬁida 'al'12% con CaCl, -10 mM. El tiempo de coagﬁlacién lo dio 1a:'
aparicion de floculos enbla pared del tubo de ensayo, que c_oniem’a la lveché‘aﬁadida del *
coagulante en un bafio termoestatlzado a 30°C : | _ - . :
B ~ En otros casos la estandarizacion se llevo a cabo medlante el uso de un
tromboelastrografo Formagraph (Foss Electrlc S.A., Paris, Francia) segun describe '
Delacroix-Buchet y col. (1994). La temperatur_a de coagulacién se fijé6 a 30°C y los -
coagulantes se diluyeron en tampén piperazina hexahidratada 25 mM a pH 5.3. Se afiadid
, 200. pL de las soluciones enzimaticas a 10 mL de leche eﬁ polvo (I.NRA) reconstituida al
| 12% con CaCl, como en el caso anterior A partir de los formagramas se obtuvo el tiempo :,
(min) de ge11f1cac1on de la leche en polvo, evaluada como el tlempo entre la ad1c1on del

coagulante y el principio del endurecmlento del gel.

II 1.4. CONDICIONES DE HIDROLISIS DE LOS SUBSTRATOS CASEINICOS POR
LOS ENZIMAS DEL CUAJO ' ‘

Se prepararon soluciones de caseina entera de cabra y vaca y $-Cn de estas dos )
especies, asi como de o,-Cn caprina proVenien{es de leches de mezcla al 2.5% (p/v), ven :
tampén acético-acetato 50 mM a pH 6.6, Aconteniendo‘ timerosal 0.02% (p/v) como .
- germicida, y se calemaron (80°C, 30 min) para prevemr la actividad de la proteasa alcalina
de la leche durante la incubacién. A estas solucmnes se afiadieron los enzimas del cuajo a
nivel de 0.1 UC/mL. Las soluciones fueron entonces individualmente ajustadas a diferentes
pH (3.8, 4.2, 46 5.0, 5'4’ 58,62y 6.6) e incubadas durante diférentés tiempos (1, 2, 4, ‘
6, 15, 30, 48 y 72 b), en rotacién (13 rpm), a 30°C en estufa Hot-Cold. Al final de cada '
periodo de incubacion los enzimas dei cuajd fueron inactivadbs por ca]cntamiénto en bafio

de agua (100°C, 5 min) y el pH de las soluciones caseinicas acidificado a 4.6, mediante
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adici6n de tarhpén acético-acetato (McGai_m y col., 1972), para separar por centrifugacién
N (12000. rpm, 10 min) las fracciones soluble e ‘ins_olu:_ble a pH 46 Los sobrenadantes
obtenidos fueron filtrados a través_de“filtro's. de nitrato de celulosa de 0:45 um de poroy
analizados por PAGE-SDS. Los precipitados se redisblvieron en urea 7.0 M y fueron
analizados por PAGE-urea y PAGE-SDS. _ ’
Otras condiciones de h1drolxsls espemales utilizadas en este trabajo se expondran en

los capltulos de resultados y dlscusmn _'

En las o;-Cn AyF se partié de soluciones al 1% (p/v) en tampéh fosfato 100 mM
-a pH.6.5 y 5.2, ésfa ultima éﬁadida dé NaCl 3%, que contenian NéN}'0.0S% (p/v) cbmo
agente germicida.'Lés -soluciones proteicas fueron ,fratadas con los diferentes _en_zimas»
éoagulantes con la misma actividad coagu_lante:. Granday® 520 y Aniren™ 600 utilizadas en
soluciones al 1% (v/v), y Grandine® 165 en ‘solucién al 2.5% (VIv). Posteriormente s
incubaron a 30°C durante diferentes tiempos (O O 25,1, 3,6, 12,24y 48 h). Al f1na1 de
cada periodo, los coagulantes fueron 1nact1vados por calentamlento y el pH ajustado a 4.6.
: Despues de centrifugar (12000 rpm, 10 min), los sobrenadantes se filtraron a través de filtros |
de 0.45 um Y. sé analizaro’n por RP-HPLC con el objeto de separar los pépfidos solublés a, |
pH 4.6. Los preupltados se red1solv1eron en un urea 9 M y se tomaron muestras para
caracterizarlas por electrofore51s (PAAGE)

v Tamblen se -hlZO un ensayo de hidrélisis utilizando 'cdmb substrato soluciones de o,-
~ Cn, obtenida en la purificaci_éﬁ de las o;-Cn A y F, a pH 6.2'y 30°C, durante diferentes
periodos de i_ncubaciéri (O'; 0.5,1,2,4y6h). En este caso los ‘pr,oduct(.)s de hidrélisis se

caracterizaron por PAGE-urea.

11.1.5. CONDICIONES DE HIDROLISIS DE LOS SUBSTRATOS CASEINICOS POR
LA PLASMINA

Se prepafaroh'solUciones de caseina entera de cabra y vaca y 3-Cn de estas dos
e‘species,' asi como de las caseinas oy ¥ o, caprinas provenientes de leches de mezcla, al
2.5% (p/v) en tampoOn tris-HCI 0.05 y pH 8.0, a las que se afiadi6 timerosal 0.02% (p/v)

- como agente germicida y se atemperaron durante 30 min a 37°C. Las soluciones caseinicas
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fueron tratadas ccon 0.02 unidades Sigma de plasmina bovina pbr mL de solucién pAroteica,{.
e incubadas durante diferentes tiempds (5,_10,_ 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 150 min).
Transcurridos los tiempos de inCubacié'n, la plasmina se inactivo por-cglentamiento (IQO°C-,:_

10 min) y posteriormente se bajé el pH de las soluciones hasta 4.6 con tampén acético-

acetato. Después de centrifugacién (12000 rpm, 10 min), Ios sobrenadantés se filtraron a

través de filtros de nitrato de celulosa de 0.45 pm de poro y fueron analizados por PAGE-
SDS. Los precipitados se red1solv1eron enurea 7.0 M y fueron anahzados por PAGE-ureaa
y PAGE-SDS. - T

En las ,;-Cn A y F se parti6 de soluciones prOteiéas al 1% (p/v) dis_uel;as en tampon
NH4HCO3 50 mM, pH 8.0 afiadido cie NaN, 0.05% (p/v) pa‘ra‘ evitar cualquier cre:cirr_liénto'.i
rﬁicrobiano. 'Laé_muéstras se trataron con 0.02 unida'dvesv Si_gma»de plasmina bovina por’
milillitro de soiucién proteica y se incubaron a 37°C durante 05,1,2,4y 6 h. Tras el}j
periodo de incubacion la'plasm’ina se inactivé por calentamiento (100°C 10 min) y el pH se
redujo a 4.6 como-en el caso anterior, separandose por centrlfugacmn la fase soluble de Ia
insoluble. Los. sobrenadantes se caracterizaron por cromatografia (RP -HPLC) y los
prec:1p1tados por electroforesis (PAAGE) : ) ' '

Se realizd un ensayo de hidrélisis con la o,-Cn a pH 8.0 y v_'37°C durante periodos ‘.

de incubacién de 0, 30; 60, 90, 120 y 150 min.  ~ R

I1.1.6. CONDICIONES DE HIDROLISIS DE LAS CASEINAS POR LA ACCION
CONJUNTA DEL CUAJO Y LA PLASMINA

- Se prepararon soluciones de caseina entera caprina y bovina al 2.5% (p/v) en tampén

acético-acetato 50 mM en el intervalo de pH 3.8-6.6, conteniendo timerosal como agente

antimicrobiano. A estas soluciones se_aﬁadi6 el cuajo (0.1 UC/mL) y la plasmina (0.02-:'; _

unidades Sigma/mL) y se incubaron durante un periodo de 15 h a 30°C. Transcurrido el .

pernodo de mcubamon los enzimas se inactivaron.por calentamxento (100 C, 10 min) y la

fracc1on msoluble a pH 4.6 fue caracterizada en PAGE-urea

v

De igual forma se hidrolizaron soluciones de caseind entera caprina y bovina a pH |

6.2 y 30°C en periodos de incubacién de 1, 2, 4,6, 15 y 30 h.
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Capliulo I1. Materiales y Métodos
“La descripcién de otros substratos casefnicos especiales, asi como las condiciones de
hidrélisis utilizadas en estos ensayos seran descritos en el capitulo correspondiente de

-resultados y discusion.

I1.1.7. TECNICAS DE ELECTROFORESIS
_PAGE—ﬁrea - - B ' R | -

Las fracciones caseinicas liofilizadas y disueltas en urea 7.0 M, se analizaron
mediante PAGE en geles de 0.7 mm segin el método descrito pof Akroyd (1968) con
- T=8.8% (T:gramos de acrilamida .+ gramos de bisacrilamida/100 mL), C= 2.3%
(C = gramos de bisa’cri’l_amida/%T)'y urea 5 M a pH 8.9 como describen Carretero y col.
(1994). | -

PAGE-SDS

Este ﬁpo de énélisis electrdforéticbs en presen-cia'de. égentes desnaturalizaﬁtes sodio
dodecil sulfato (PAGE-SDS), se realiz6 en geles de 0.7 mm segun la técnica de Laemmli
(1970) Se utilizé un gel de concentracmn con T=4% y C=2.7% y un gel de resolucidn con
T=15% y C=2. 7% Las masas moleculares relatlvas (Mr) de las distintas fracciones
protelcas se obtuvieron utilizando un kit de calibracién de Mr (Slgma) constituido por: |
seroalbimina (66 kDa), ovoalbimina (45 kDa), gliceraldehido-3-fosfato deshldrogenasa (36
kDé), anhidrasa cérbé'nica (29 kDa), tripsindgeno (24 kDa), inhibidor tripsico de la soja
© (20.1 kDa), o-lactalbéimina (14.2 kDa) y aprotinina (6.5 kDa),

PAAGE

Esta técnica de electroforesis se realizé por el método descrito por Uriel (1966) en

gelesde T=5% y C= 3% en presencia de agarosa (Pharmac1a Blotech )al 0. 8% (p/v) a pH o

8.6, tal y como descrlben Gripon y col. (1975)
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Electroforesis bidimensional

Las electroforesis bidimensionales se realizaron segiin'la técnica descrita por Tutta
y col. (1992). La primera dimension se realizé en PAGE-urea, e inmediatamente una carrera -
de este prlmer gel s dlspuso culdadosamente en la zona supenor de un gel PAGE- SDS para

desarrollar la segunda dimensidn.
Tincién | | o _ . -

" Los geles se tifieron con Azul de Coomassie R-250 (Uriel, 1966) y se destifieron coﬁ
repetidos lavados en soluciones de ve'tanol/écido acético/glicerdl/agua (200/50/25/725;

v/v/v/vy. Los geles se secaron entre. 2 ldminas de celofn a temperatura ambiente.
Densitometria

Lais lecturas densitométricas se realizaron a 633 nm con un densitometro léser (LKBf
2202 Ultroscan), conectado a un integrador (Hewlett Packard 3390A), que calculd el
| porcentaje relativo de cada proteina relacionando la altura del. plco correspondiente con la

suma total de las alturas de todos los picos.

IL1.7. CARACTERIZACION DE LOS PEPTIDOS SOLUBLES A pH 4.6
PROCEDENTES DE LA HIDROLISIS DE LAS ¢;-Cn (A y F) POR RP-HPLC

- IL1.7.1. Aislamiento de los péptidos solubles a pH 4.6

‘Los péptidos solubles a pH 4.6 obtenidos én la hidrélisis de la o,-Cn por los enzimas |
‘del cuajo fueron separados por RP-HPLC utilizando una columna DeltaPack C,q (S;mi) de |
dimensiones 3.9 x 150 mm (Waters, Nihon, Japc’)n) y una precolumna uBonddepak™ C,q

- (Waters, 'Milfor_d, USA); E.n.la sepérécién se utilizaron dos sistemas di_ferentes de solventes: :

1) sistema TFA que se compuso de solvente A (TFA 0.115%, v/v, en agua) y solvente B

t
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(ACN 60%, agua 40»%,vTFA 0.1%) y ii)_.sister,ria. fosfato que se compué_d de solvente A
(fosfato potésico 50 mM, pH 7.0) y s01yente B (ACN 60% en solvente 'A). Los péptidos se
eluyeron en él sistema TFA mediante th gradiente lineal de 0 a 80% de‘ solvente B duraﬁte
35 rrﬁn, y de 20 a 30 % de solvente B durante 20 min en el sistema fosfato. El caudal
utiiizado fue‘dé 1 rriL/min y la absorvancia tégistrada a 214 nm. La tempe'ratura de la
columna’ se mantuvo a 40°C durante el proceso de separacion. | | |

Algunos picos obtemdos a traves del sistema TFA fueron colectados y purlflcados con
el sistema fosfato Los péptidos separados bajo estas condiciones fueron recromatograflados
usando un gradlente de ACN- agua con el fin de desalar los peptldos antes de realizar el
andlisis de secuenma

En la hidrélisis deilas og-Cn Ay F pdr aécién de la plésminajsé realizé un peffil
cromatografico de los péptidos solubles a pH 4.6 péra cbmpdfar ambas variantes genéticas.
En estas‘sevparacio_nes se utiliz6 el sistema TFA coh un gradiente lineal de 20 a 75% de -

~ solvente B durante 1»10"min para lograr una mejor separacién de péptidos.

11.1.7.2. Composicién aminoacidica

Los pepndos fueron caracterlzados y algunos identificados medlante su comp051c1on
am1noac1d1ca después de hidrélisis (HCI 5.7 M, 110°C, 24 h, bajo vacio). Los ammoamdos
fueron separados_ y cuantificados por cromatograf_la de 1ntercamb10_catlomco seguido de una
derivatizacién con ninhidrina en un analizador ‘aufomético de aminodcidos 420A (Applied

Biosystems, San José, USA).

I1.1.7.3. Andlisis de secuencia aminoacidica

La determinacion de las secuencias aminoacidicas N-terminales se realizaron por la
degradaciéon dé Edman automatizada en un secuenciador de proteina Applied Biosystem
modelo 477A. Los derivados feniltiohidantoina-aminoécido se separaron en columna de RP

(Spherisorb ODS 2, Cy4, S.F.C.C., Francia) en un equipo HPLC (Spectra Physics, San José,
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| USA) , _
Los residuos C-terminales se obtuvieron por anahsls de los ammoac1dos libres despues _

Y

’ de un tratamlento con carbox1pept1dasa A

II.2. ESTUDIO DE LA PROTEOLISIS EN QUESO DE CABRA Y EN CUAJADAS
MODELO

- En todas las producciones efectuadas, la leche de cabra procedid de cabras de raza’
Mu_rciano-Granadina, pertenecientes a la Granja Experimental de la Facultat de Veterinaria

de Barcelona. -

I1.2.1. FABRICACION DE QUESOS DE CABRA DE PASTA PRENSADA NO
COCIDA

Escala laboratorio

Se realizaron a nivel de laboratorlo diferentes fabrlcacmnes de quesos de pequeno |
tamafo (~250 g/queso). En este tlpo de expenenmas se partié de 5 L de Ieche pasterlzada
(72°C, 15's), la cual se atemperd a 30°C y fue afiadida de un 2% de fermentos lacticos (AM |
Larbus S.A., Madridy cbnstituidos por Laézococcuj lactis subsp. »lactis y Lactococcus lactis
subsp. cremoris, preparados por incubacién en leche desnatada pasterizada (85°C, 30 min)
del cultivo liofilizado (0.04%, p/v), a 30°C durante 18 h. El fermento afiadido a Ia leche de
fabricacién se homogeneiz6 bien por toda la leche y se dejé reposar durante 5" min, para -
luego agregar CaCl, (0.006%, p/v) y un extracto de cuajo (Renifor-lS/E) al 0.02%, conun -
contenido én quimosina activa de 780 mg/L. La leche con el coagulante afiadido se dej6 en
reposo‘,' a 30°C, hasta que el gel formado adquirié la consistencia adecuada (430-'35 min,
desde la adicion del coagulénte). Seguidameﬁte se procedio al corte del gel hasta tamafio de -
grano de garbanzo y se recalent6 la cuajada a razén de 3°C/5 min hasta 36°C, teinperzitura
que se mantuvo durante S min. Los quesos desueraron en molde, pfovisto de una gasa de °
algododn, y se prensaron durante 30 min con una presién de 0.5 kg/cm?. Finalmente, se

salaron por inmersién en salmuera al 19% de NaCl durante 30 min. En la Figura 5 se . -
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muestra él d'iagvrama de 'fvabricaciéﬁvdel queso de cabra.
Escala Planta Piloto

Se realizaron a nivel de Planta PllOtO (CeR, Centre Especzal de Recerca) diferentes
fabrlcac10nes de quesos de cabra de aproximadamente 1 kg de peso. En este tipo de‘
exper;enmas se parti6 de 100 L de leche pasterizada ‘(72°C, 15 s), la cual se atemperd a
. 30°Cy ‘fue aﬁaidida de un 2% de fermentos lécticos (AM Larbus S.A., Madrid) constituidos-
_ vpor Lactococcus lactis subsp lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris, preparados por
vmcubac1on en leche desnatada pasterlzada (85°C 30 min) del cultivo liofilizado (0.04 %,
p/v) a 30°C durante 18 h. El fermento anadido a la leche de fabncacxon se homogeneizo
bien por toda la leche y se dejo reposar durante 5 min, para luego agregar CaCl, (0.006%,
p/v) y un extracto de cuajo (Renifor- IQ/E) al 0.02%, con un contenldo en quimosina activa
de 560 mg/L. bLa leche con el coagulante afiadido se dej6 en repb_so, a.30°C, hasta que el
gel formado adquiri6 la consistencia adecuada (~30-35 A'm‘in; desde la adici(’)n del
coagulante). Seguidamente se procedid al corte del gel hasta btam‘aﬁo de grano de géfbanzo
|y se recalenté la-cuajada a razon de 3°C/5 min hasta 36°C,‘ temperatura que se mantuvo
durante 5 min. Los quesos desucfaron en mo.lde, provisto de una gasa de algodc’)n, y se
prensaroﬁ durante 1 h con una presién de 0.5 kg/cm'2 y17ha?2 kg/émz. Finalmente, se
- salaron por inmersion en salmuera al 19% de NaCl, durante 4 h y se maduraron en cimara

al4°Cy 80% ‘de humedad relativa (HR) durante 30 dias. -

I1.2.2. ‘FABRICACION DE CUAJADAS MODELO
I1.2.2.1. Fabricacién de cuajadas libres de fermento y coagulante (CLFC)

La fabricacion de quesos libres de flora lactica se realiz6 mediante la utilizacién de
la glucono -6-lactona (GDL) en forma sélida y 4cido léctico, segun la tecmca de O’Keeffe y
col. (1975). Esta técnica simula, mediante el uso de un acidificante quimico progresivo, la-

GDL, el perfﬂ de variacién de pH que desarrolla el fermento lactico en el queso.
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La fabricacién' de quesos 'libres' d'e coagulante se»llevé a cabo siguiendo . 1a

modlflcacwn n°2de O’ Keeffe y col. (1977) utilizando la pepsma porcina como coagulante v

de la leche y la posterlor inactivacion de. este a pH 7.0y 38°C. o C ‘ -

- La uni6n de estas dos técnicas hace posible obtener quesos libres de flora lactica y

enzimas coagulantes,. en éstos sélo la proteasa alcalina de la leche (plasmina) es activa

durante la maduracion. ‘ _ A

La pepsina porcina utilizada en la produccmn de cuajadas modelo tuvo una actividad
dec]arada por la casa comercml (Slgma) de 890 unidades Anson/mg protema 1 umdad Anson
es la cantidad de enzima que llbera en 1 min, a partir de hemoglobina, a pH 2.0 y
temperatura de 37°C, una cantidad de productos solubles en acido tricloroacético equivalentes

a un AA,q de 0.001 y que pres.er'lta un poder coagulante lv_:IOOOO. Este enzima se presenta

en forma de polvo amarillento. Para su utilizacion se redisolvi6 en tampén acético-acetato.

0.05M, pH 5.35, contemendo NaCi 15%.

Para estas producc1ones se partié 1gualmente de 5 L de leche, que fue como en el caso
anterior pasterlzada atemperada y afadida de CaClz, asi como de una mezcla de antibiéticos
(Amresco®, Iberlabo S.A., Barcelona), compuesta de 100000 U penicilina, 100 mg
estreptomicina y 250 mg anfotencma B. Seguidamente se adiciono a la leche 4cido lactico
de uso alimentario (Purac 80, Purac S. A, Barcelona) hasta alcanzar un pH 6.45, pH que
se con51gue tras la adici6n de los fermentos l4cticos justo antes de anadlr el coagulante. Se

adicion6 a la leche la soluci6én preparada de pepsina porcina 0.3%, VIV)y se dej6 en reposo

hasta que el gél adquirio la consistencia requerida (~40 m_in)', para proceder al corte hasta s

tamafio de grano de garbanzo. A la mezcla cuajada-suero se le adiciond en agitacion suave .
NaOH 10 N, en pequeiias alicuotas durante 10-15 rﬁin, hasta pH 7.0, La cuajada se recalentd
a razon de 4°C/5 min hasta 38°C, temperatura que se mantuvo durante 5 min.

El queso se pre-prensé en molde de forma manuai, para obtener una cuajada lo mas
seca p0s1b1e y se adicion6 GDL (Lysactone® Roquette frére, 62136 Lestrem Franc1a)

solida, en forma de lluvia, a razén de 7 g/250 g cua_]ada que se homogeneizd con ayuda de

una espatula Los quesos desueraron en molde con gasa de algodon para luego ser prensados

y salados.

Todas las soluciones adicionadas a Ia leche de fabricacién se esterilizaron, por '

filtracién en filtro de 0.2 pm (Anotop™ 25, Anotec, Reino Unido) o bien en autoclave a
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Capitulo II. Materiales y Métodos *
120°C, 15 min. El 'material utilizado en la fabricacién farhbién se esterilizé en autoclave y
todas las operaciones de producéién se realiiaron en cdmara de flujo laminar para evitar la-
: contam1nac1on pOr microorganismos. '
" Enla Flgura 6 se muestra el dxagrama de obtenc10n de quesos CLFC y en la Figura

7 aparece el sistema de fabrlcacmn en cimara de ﬂu;o laminar.

1I1.2.2.2. Fabricacién de cuajadas libres de fex_'mento (CLF) ”

Este tipo de fabricacién se realizé utilizando un extracto de cuajo, tal y como se
" -describe en la fabricacion del queso de cabra, y utilizando la GDL como acidificante quimico
(Figura 6), llevando a cabo la produccién en cdmara de flujo laniinar igual que'en el caso
anterior. En este tipo de cuajadas los enzimas que participan en la proteolisis durante la

- maduracién del queso son principalmente los coagulantes y la plasmina.

11.2.3. TRATAMIENTO DE LAS CUAJADAS MODELO A ALTAS PRESIONES.
HIDROSTATICAS :

“Con el fin de eliminar los diferentes microorganismos sobrevivientes al tratamiento

de'pasterizacién 0 que ganaron acceso a la cuajada durante su fabricacién y manipulacion,

- la cuajada una vez salada, seenvasé al vacio y presurizé a 400 MPa durante 10 min, a 2°C,

en un pascahzador experimental de txpo dlscontmuo (ACB, Nantes, Francia) de 2 L de

capacidad total en cilindro.

I1.2.4. COMPOSICION GLOBAL DE LA LECHE DE FABRICACION Y CUAJADAS

Determinacion del pH: medida dir_ecté sobre la leche y sobre un homogeneizado

cuajada-agua ( 1:1, p/v) con un pH-metro Crison, modelo 2001.
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Determmaczon del extracto seco: segiin normas de la Federacmn Internacional de:f
Lecheria (FIL-IDF) 4A 'y 21B (1982 y 1987 respectlvamente) Esta determ1nac1on tiene su

‘ pr1n01p10 en la evaporacién del agua de la muestra en estufa, a temperarura de 10242°C. .

Détennihaciéh de la materia grasa: segﬁh métodos butirOmétricos Gerber y van'
Gulxk segun las normas de la. Federacion Internacional de Lecheria (FIL -IDF) 105y 152
(1981 y 1991, respectivamente). |

Determinacién del nitrégeno total (NT): seglin norma FIL-IDF 20B (1993). Anilisis |
basado_ en la digestiéﬁ de una porcién de muestra cori_ una mezcla de 4cido ‘sulfurico
concentrado y de sulfato potésico',' utilizando .el sulfato de cobre 1T como catalizador, para
convertir asi el nitrogeno orgénico presente en sulfato de amonio. Se adiciona hidréxido dei
sédio en excésd p}ara liberar el amoniaco, el cual es seguidamente destilado sobre solucién
de écido b6rico y determinado por valoracién volumétrica, utilizando una solucién de écido
clorhidrico, calculandose asi la cantidad de nitrégeno ‘de la muestra segun la cantidad de

amoniaco produc1do . , o -

Determmaczon del contemdo en cloruros en cuajada: segun Ia norma AOAC 935. 43
(1990). Método basado en la destrucc1on de la materia orgdnica del queso por permanganato

|
1
¢

potasico y ac1do mtrlco y determ1nac1on argentlmetrlca en presencxa de sulfato amonico |

férrico como 1nd1cador

Determinacion del fésforo total en cudjada: segn norma FIL-IDF 33C (1'987).. |

Técnica basada en una mineralizaciéon de la cuajada por acido sulfiirico y perdxido de

hidrégeno, formacién de azul de molibdeno por adicién de una solucién de 4cido ascérbico-

molibdato y medida fotométrica a 820 nm del color azul formado. R ‘

~ Determinacién del calcio total en cuagjada: segun el método complexométrico de

Pearce (1977), usando él acido etilendiaminotetraacético (EDTA).
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IL.2. 5 ANALISIS MICROBIOLOGICOS DE LA LECHE Y CUAJADAS

'vPrepafacién y homogenizacion de las muestras: segin describen Kosikowski y
Brown (1973). | |

Recuento de bactenas aerobias mesoleas en medio Plate Count Agar (PCA; Oxo1d »
’ RU) a 30°C durante 48 h (ICMSF 1983) '

. Recuento de enterobactenas en medio Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG Oxoid)
a37°C durante 48 h (ICMSF 1983) '

11.2.6. ESTUDIO DE LA PROTEOLISIS EN CUAJADAS |

El nitrégeno soluble en agua (NSA) se extrajo segan el método de Kuchroo y Fox
- (1982). Se homogenizan 30 g _de queso finamente rallado con 60 mL .de agua 'd_estiléda, con
- ayuda de un Ultr_a-Turréx, a 5000 rpm durz‘lnteVSV min. El factor de dilucién se determina en
‘peso debido a laé dificultades-de aforar el homogeneizado de queso. La suspension obtenida
se calienta en:baﬁ_o marié a 40°C durante una hora, seguidamente se centrifuga a 7000 rpm
' durante'v 30 min a 10°C. El sobrenadante obtenido por centrifugacion se filtra a través de lana '
de vidrio y se guarda para obtener las diferentes fracciones nitrogéﬁadas_. :
El precipitado contiene las fracciohes caseinicas, déspués de servresuspendido varias
~veces en agua destilada y obtenido por centrifugacion, se guarda para liofilizarlo y analizarlo
por PAGE-urea. | ' '
A partlr del sobrenadante que contiene €l NSA, se separa el nitrégeno no caseinico
(NNC) obtenido por precipitacion del NSA a pH 4.6 mediante adicién de tampon acético-
acetato. El mtrogeno no protelco (NNP) se obtiene prec1p1tando el NSA con acido
trlc]oroacetlco hasta concentracion final del 12%. |
El NNC y NNP se determinaron mediante el método automatizado .Kjeldahl y se

expresaron como porcentaje del NT.
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11.2.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE RESIDUAL. EN
| CUAJADAS

Se realizd mediénte el método de Singh y Creamef _(1.990)_. Esta técnica se basa en

la descrita por Carlson y col. (1985).'Estos autores incubaron leche adicionada de pequeiias,

cantidades de enzimas coagulantes de concentracién desconocida durante un tiempo definido ‘

Este ensayo fue seguido de la adICIOIl de una cantidad de coagulante de act1v1dad conoc1da
la cual coagulaba la leche en pocos minutos. Observaron que el camblo en el tiempo de
coagulacion ocasionado por la incubacion inicial era directamente proporcmnal a la cantidad

inicial de coagulante afadida a la leche.
Extraccion de los enzimas coagulantes

~ Se tomaron 40 g de cuajada finamente 'réllada y se mezclaron con 60 g de tampén

cacodilato SOdlCO HCl O 05 M, pH 6.0, que contenia CaCl2 0.1 M y NaCl 0. 86 M. La

. .mezcla se homogene1zo pesé € incubd a 30° C durante 4 h-para mis tarde ser centrlfugada

1
i

a 10000 rpm y 4° C_durante 1 h. El sobrenadante se _obtuvo por f11trac1on sobre papelg

Whatman n° 41 y se pesé. El tubo de centrifuga que contenia el precipitado del queso y el ,:

papel de filtro utilizado se pesaron para determinar las cantidades de sobrenadante retenidos *

en estas fracciones.

Substrato de ensayo -

El substrato de ensayo se compuso de leche en polvo 'désnatada de alta calidad

microbioldgica (INRA), al 1.5% (p/v) disuelta en tamp6n cacodilato sédico-HCI 0.05 M, pH
6.0 que contenia CaCl; 0.01 M. ’ '

Procedimiento

Se 'dispusié'ron 20 mL del substrato de ensayo en 6_tub'os y se dejaron atemperar a ,

30°C durante 30 min. Al substrato se le afiadié 1 mL del extracto de cuajada y se incubé a
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30°C durante 5 10 15, 20, 30y 40 min. Al final de cada perlodo de incubacion se agregd
‘una cantidad predetermmada y conocida de una solucwn estandar del enzima utlhzado enla
fabricacién de la cuajada a cada uno de los tubos de ensayo y se determind el tiempo de
coagulacion segin describen Collin y _cql. (1977). Al tiempo, en’ segundos, transcurrido desde
la adicién del extracto de cuajada al substrato ensayo hasta la adicion de la-solucién estandar
_ de enzima- se le. dio el nombre. de tiempo "de incubacién y al tiempo, en segundos, |
transcurrido desde la adicién de la solucién estdndar de enzima hasta la formacién visible de -
ﬁ(_’)culos en la. pared del tubo de ensayd se le dio el nombre dé tiempo dé“coagulacién |

| La cantldad de coagulante reterudo en la cuajada expresado en umdades coagulantes

(UC)/kg cuajada, se calculo medlante la sxgulente férmula:

. -8 Peso sobrenadante 100 |
UCkg = = — — N — 1000
o 148 Peso cuajada Factor dilucién .

S es la pendlente y se calcula a partir de una recta de regresion entre el txempo de
1ncubac1on y el tiempo de coagulacion. ’

El extracto de cuajo utlhzado en el ensayo contuvo 100 UC/mL

Ya que solo el 80% del enzuna retemdo en la cuajada puede ser extraido en el
'sobrenadante por este metodo se utlhzo un factor de correccién de 1. 25 para obtener la

cantldad absoluta de enzima presente en la cuajada.

11.2.8. DETERMINACION DE PLASMINA EN CUAJADA

" Esta determinacion se realiz6 por espectrofluorimetria segiin el método de Richardson
y Pearse (198‘1)' El .ensayo usa un substrato no fluorescente N-succinil-L-alanil-L-
fenilalanina-L-lisil-7-amido-4 metil-cumarina (péptido cumarinico), el cual es hidrolizado por

la plasmina paré dar 7-amin0-4_—metil cumarina (AMC), producto fluorescente.
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Extraccion de plasmina

Se parti6 de lg dé-cuajada finamenfe rallada al cual se adicionaron 9 mL de citrato
SOdlCO al 2% estéril. Esta mezcla se incubé durante 15 mm a 37°C en bafio maria. La
'solucmn lechosa se desnatd por centrlfugacwn a 1000 g, Smina 4°C y la solucién ba]o la
capa de grasa se volvié a centrifugar a 27000 g durante 10 min a 4°C. Con la solucién clara

asi obtenida se determing la actividad en plasmina.
Procedimiento de determinacion

La determinacién se realizd con un espectrofluorimetro Perkin-Elmer modelo 3000,
termoestatizado a 25°C y las longitudes de onda de excitacién y de emision utilizadas fueron

de 380 y 460 nm, respectivamente.

" El cero se hizo antes de la medida sobre la solucién siguiente:

- Extracto vde cuajadé 50 uL

- Dimetilsulféxido (DMSO) 32 uL §;
- Tamp6n tris-HCl 50 mM, _ | '
NaCl110mMapH7.5 - 718 uL

La determinacién de plasmina en las muestras de cuajada se realizé en un volumen |

" final también de 800 mL conteniendo:

- Extracto de cuajada 50 ul

- Tampén tris-HCI 50 mM,
NaCl 110mM apH 7.5 . 590 uL | , 1
- Péptido cumarinico 1 mM - 160 uL ' |

(afiadido en tiempo 0)

La medida se realiz6 a los 5-10 min, segun la cantidad de plasmina de las muestras 1

estudiadas. Los resultados obtenidos se expresaron en unidades AMC. Una unidad AMC |
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equlvale a 1 nmol de AMC produmdo por mmuto y por gramo de cuajada. -El
espectroﬂuonmetro fue estandarlzado dlanamente mediante la utilizacién de una gama de

patrones comprendlendo concentracmnes de AMC comercml (Sigma) de 0a 3x10 M.
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Capitulo 111. Resultados y Discusion

III.l.. PREPARACION DE LA 8-CN CAPRINA

Las técnicas erhpléadas hasta el momento en el fraccionamiento de caseinas incluyen
procedimientos quimicos de separacion en urea, alcohol, 4cido sulfirico, etc., que permiten
obtener fracciones enriquecidas en casefnas individuales; la éromatografia de afim'dad que
sépafa caseinas sin gruﬁos SH- (o, y B) de las que contiencn grupos sulfhidrilo (k' y o) ¥
la cr’b_matografia de intercambio i6nico. La crométografia de intercambio i6nico es la téénica
que ofrece méyofes posibilidades, al permitir la separacién de mOiéculas queTaun presentando
tamaiios similares, dxfleren ligeramente en cuanto a punto isoeléctrico.

" En este trabajo se optd por la obtenc;on de fracciones enriquecidas en dlferentes
caseinas para posteriormente purificarlas, ya que este método nos permite obtener grandes |
cantidades de caseina con una pureza muy elevada, necesarias para realizar las hidrdlisis por
los diferentes enzimas estudiados. v | |

Antes de comentar los resultadds obtenidos en el fraccionamiento de la caseina caprina
y ya que la caracterlzacmn de las diferentes fracciones se realizé medlante PAGE—urea y
PAGE SDS, es necesario descrlblr brevemente el comportamlento de las caseinas caprinas

en estos sxstemas electroforetlcos
‘Patrones electroforéticos de las caseinas caprinas en PAGE-urea y PAGE-SDS

_ .El electroforegrama de la caseiné entera capriﬁa (Figura 8) presenta, en PAGE-urea,
una serie de bandas de baja movilidad electroforética, similares a las y-Cn bovinas. En
:PAGE-SDS éstas migran por debajo de las caseinas ‘mayores e incluso de la parax-Cn,
indicando un peso molecular 1nfenor que ésta ultima. |

Seguldamente aparecen dos bandas principales, 3, y Bz, las cuales dlfleren en su mvel
de fosforilacion (6/5) (Richardson y Creamer, 1974). En PAGE-SDS da una sola banda, ya
que la diferehcia de peso molecﬁlar debido a uh residuo fosfato, hace variar muy poco el
peso inolecu]ar total de esta proteina y se sitiia por debajo del corhplejo o. |

La x-Cn caprina migra, en PAGE-urea, como una serie de bandas que contiene un
componente -principal que se sitha justo debajo de 8, o bien se supérpone con ella

parcialmente, y diferentes componentes de mayor movilidad que ésta tiltima (hasta 5; «,-«s),
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' qlie se dlferencian por su distinto nivel de glicosilaciénb(Addero y col., 1978). Al'g'unos'
autores (Assenat 1967 Remeuf y col., 1989) ante la 1mpos1b111dad de cuantificar la x-Cn de
forma separada optan por tratar las muestras con cuaJo ‘animal a concentracmnes muy bajas
“capaces de h1drohzarla en, para;c -Cn, cuantificando este ultimo producto y aphcandole un _
.factor de correccién para obtener la cantidad en k-Cn or1g1nar1a en la muestra: En PAGE—
SDS, la K-Cn migra por debajo de la B-Cn debido a su menor peso molecular. La paraK—Cn
-caprma mxgra en geles PAGE-urea por encima de los componentes v-Cn, y en PAGE-SDS
por debajo de los componentes prmcxpales como una banda de bajo peso molecular. _
El altimo grupo de bandas‘de mayor movilidad electroforética corresponde a la;-
' fraccién caseinica o que comprende una mezcla de caseinas o Y ¢ que se ,s_upérponenl
parc1almente én PAGE- -urea (Boulanger y col 1984; Addeo y col., 1988). La as,—Cn' en;
general migra, en PAGE-urea, como una serie de bandas debido al diferente nivel de’
i fos_forxlacxon (7-9) que presenta esta proteina en leches individuales (Chianese y col., 1993),-
pero su patrén électroforético pﬁe_de variar como veremos mas adelante segun la variante
genética. No éxisten datos bibliogréficos que describan el patron electroforéfico qué presenian=
las diferentes varlantes genéticas de esta protema no obstante las d1ferenc1as estructurales
entre algunas de ellas conducirfan sin duda a ‘grandes cambios. En PAGE- SDS en geles al
20% de pol1acr11am1da tiene la misma mov111dad que la §-Cn, pero en geles al 15% mlgra
: por encima de la B-Cn separandose aunque txene un peso molecular inferior a ésta u1t1ma
La variante genética F de esta proteina se detecta perfectamente en este tipo de geles_
migrando por debajo de la xk-Cn, debido a'surmeno'r peso mole»c‘ular‘ resultante de la deleccién
de 37 aminodcidos en su estrucfura protelca. N _ | ,
La ‘a,-Cn, en PAGE-ufea da una" seric de 3 bandas con menor mol/ilidad ’
electroforética en conjunto que las bandas que componen la o,-Cn, superpomendose con.
-algunas de ellas. La presencia de 3 bandas indica sin duda diferentes mveles de fosforllacmn
En PAGE-SDS esta proteina migra por encima de la o;-Cn por su mayor peso molecular.

4

Obtencion de las fracciones enriquecidas

Enla blbllograﬁa aparecen dlferentes metodos uullzados en la obtenmon de fracciones

enr1quec1das en caseinas individuales. Famelart y col. (1989) y Famelart y Surel (l994)
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_ obtuvieron sbluciones enﬁdﬁecidas__eh B-Cn‘ a4°C, .simplémente bor modific_aéién del pHy
| ~adicién de' NéCl b calcio. Murphy y Fox (1991) fraccionafon Caseinato sédico usando
" membranas de ultraf11trac1on de 300 kDa a 4°C, obtemendo permeados ricos en (-Cn.
: Igarash1 (1995) frac01ono d1rectamente leche desnatada por un procedunxento basado en la
solubilidad diferencial - que presentan las fracc1ones casefnicas a soluciones de etanol
contemendo NaSCN y' CaCl‘z, ﬂy a solucmnes de urea en presencia de fosfato calcico,
| obtenlendo fracc1ones que pueden ser utlhzadas como fuente en la separac10n de las proteinas
individuales. ‘ f T
En la obtencién de fracciones _enriquecidas,eh -Cn se utilizé un método clésico
basadb en una pre'cipitacién selectiva segun la solubilidad que presentan las caseinas a
diferentés concentraciones de urea (Hipp y col., 1_95'5). Este método, -aunque requieré
mahipular grandes volﬁméneé de soluciones 'acﬁosas de urea, no necesita ningiin tvipo de
material o infraestructura especial, permitiendo obtener las ffaccionc_s enriquecidas en menos
de6h. | |
" En la Figura 2 se represex_ita el esquema en 'la obtencién de fracciones ricas en
caseinzis,_' y en la Figura 9 los electroforegramas de lbs diferéhtes 'precip.itados y
sobrenadant_es obtenidos por este  método, cafacterizados, pbr PAGE—uréa. Los
e‘léctroforégramas muestran qué el precipitado 2 consistié en la fraccic')n. caseinica o
contammada con cantldades apremables de B-Cn. El sobrenadante 2 se compuso
‘principalmente de 3-Cn contammado por la fraccién o, sobre todo por la a,-Cn. La
preparacion enriquecida en k-Cn (sobrenadante 1) apareci6 contamlnada con grandes
) cantldades de casemas By o Estos resultados son similares a los obtenidos por Chrlstensen
y Munksgaard ( 1989) y Shammet 'y col. (1992b) en el fraccmnamlento de la caseina bovma
| A partir de estas fracc1ones enriquecidas en 6-Cn _(sobrenadante 2), una vez

precipitadas por dilucién de la concentracién de urea a 1.7 M, se procedid a la purificacién.
Purificacion

A fin de purificar las caseinas contenidas enlas fracciones enriquecidas obtenidas.
segin la metodologia expuesta anteriormente, se consideraron diferentes métodos propuestos .

para la obtencién de caseinas aisladas puras.
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Wei y Whithey (1'985) desarrollaron un método QUé permite la obtencion de;'
fraccxones caseinicas puras con altos rendimientos, trabaJ ando en dxscontmuo y utilizando una
celulosa substituida (DEAE- celulosa) Sanogo’ y col. - (1989) basandose en este metodo
obtuv1eron grandes cantidades de 8-Cn pura y fraccwnes enriquecidas en asl-Cn usando como
soporte DEAE-celulosa y CaCl, como eluyente. Ng-K_wa1—Hang y Pélissier (1989) alslaron,
diversas fracciones caséinicas con un alto grado de purezé (>95 %)' excepto la o,,-Cn que- |
aparemo contamlnada con asl—Cn pero con bajos rendlmxentos utlllzando cartuchos QAE
Zeta Prep 250.(LKB, Pharmama) Cayot y col. (1992) utlhzaron la Q-Sepharose Fast F low
(Pharmacia) para separar las dlferentes caseinas, permltlendo la obtencién de fracciones muy
~ puras con alto rendimiento. El inconveniente que presenta este método es la necesidad de

realizar unos 60 lavados para eluir todas las fracciones que posteriormente deben. ser A
concentradas por ultrafiltracion. Leaver y Law (1992) desarrollaron un método rapido en la
obtencion de .grandes cantidadgs de B-Cn uti_lizando un intercambiador de cationes (S-
Sepharose Fast Flow, Pharmacia) con un alto grado de pureza.

Se escog10 la técnica descrlta por Weiy Whltney (1985) por dlferentes razones entre '
ellas, el poder procesar grandes cantidades de muestra y obtener del orden de gramos de
caseinas individuales en un corto tiempo, Yy por no requerir 1nfraestructura especializada.

- Ya que este método fue .desa_rr.ol'lad'o para la separacién de las caseinas bovinas, se
realizé uné caracterizacién eleétréforética de l'as>diferentes fracciones eluidas a partir de’
“caseina entera de cabra, para poder escoger las cond1c1ones de elucwn para cada una de las
casemas caprmas en especial de la B-Cn. |

La caracterizacion de los diferentes filtrados obtemdos a partir del fraccxonamlento‘
cofnpleto de la casema caprma (Figura 3), se efectué mediante PAGEfurea_ (Figura 10) y.
PAGE-SDS (Figura 11). R | |

De los resultados obtenidos se deduce que cada familia de casemas aparece
concentrada en una fracc1on aunque ex1stleron ligeras diferencias entre los filtrados de una
determinada fraccién. Los filtrados 0,, 0, y 0,, obtenidos a partir del tampdn urea (TU)_
original sin adicion de sal, consistieron principalmente en pequeﬂas cantidades de 3-Cn. -
| Los fi]tradosrlll, 1, y 1, contuvieron pfincipalmeﬁte la B—Cn aunque como se observa "‘?
en el gel de PAGE-SDS aparecieron contammados con - Cn y una pequeiia cantidad del ¢ ‘

—complejo o, espec:]almente el fﬂtrado 1.
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Los filtrados 21, 2,9 2, extraldos con TU afiadido de NaCl 0. 085 M, consistieron
en una mezcla de caseinas 8 y «, donde la k-Cn habia désaparecido.

‘Las fracc10nes 3y4 consistieron en o,-Cn, donde la 8-Cn contaminante se hizo cada
vez menos evidente hasta llegar a desaparecer por completo a partxr del filtrado 4,. La
fraccion 5 se mostro casi siempre libre de protema aunque en algunos casos se evidenciaron
trazas del complejo casemlco .

A partir de las fracciones enr1quec1das en 3-Cny cromatografladas en DEAE-
celuiosa, el proceso fue mas simple obtemendose esta proteina en los filtrados 1,, 1, y 1,
libre de cualquier otra casema | | |

El complejo casefnico o caprlno se obtuvo libre de B-Cn, a partir de las fracc1ones

kéririquec_ldas en esta proteina: filtrados 3,, 3;, 4,, 4, y 4. '

Wei y Whitney_ (1985)’trabajando con caseina bovina lograron separar la o,-Cn

~ (fraccion 3)_dé la o ;-Cn (fraccién 4). Los filtrados cbrrespondientes a las fracciones .3 y 4
6btenid6s en la separaciéon de la caseina caprina, se compusieron de una mezcla de caseinas -
o Y Qp. Se. intenté- recromatografiar diferentes filtrados de las fracciones 3 y 4, pero en el

‘caso de la caseina caprina no fue posible separar é_stas dos proteinas mediante este
prdcedimiento. De aqui que se ensayara un bmétodo eficaz, ’répido' y sencillo para realizar la
separacion del complejo a;. El métbdo utilizado fue el de Brignon y col. (1976), descrito en

el apartado 11.1.1.2.3., consiguiéndose separar la a,;-Cn con un alto grado de pureza, pero
con una pequefa contaminacion en «,,-Cn. La Contaminacién en a,-Cn pudo ser eliminada
en gran parte repitiendo el procedimiento de SCparac_:ién,'pero no se cohsiguié aislar la ¢,-Cn

de forma pura.

II1.2. PREPARACION DE LAS «,-CN A Y F CAPRINAS

También en este caso se partié6 de fracciones enriquecidas en o,-Cn para
posteriormente purificarlas por cromatografia en fase reversa (RP) adaptada a un eq\iipo de
FPLC con el objeio de obtener estas proteinas cromatogréficarhente puras. Aunque es posible

bbtcner a,-Cn pura mediante este método directamente a partir de la caseina entera, se

prefirié partir de fracciones enriquecidas por la cantidad relativamente pequefia en que se
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encuentran las asl-Cn en las leches de cabra, sobre todo la vanante F, que teorlcamente se’

._ ‘ produce a un nivel de 0.6 g/L y alelo (Mahé y Grosclaude 1989)

XY

 Obtencién de las fracciones enriquecidas

El método utilizado para la obtenc1on de fracc1ones ricas en ozsl-Cn fue la'

cromatograﬁa de intercambio catiénico con SP—Sepharose ya. que es una de las pocas :

. técnicas, junto con la cromatograﬁa en fase reversa, que permlte un alslannento eflcaz de

esta protelna Las COl’ldlClOIleS en que se aphco esta metodologla estan recogldas en-el
apartado. 11.1.1.3.1. '

En los perfiles cromatograflcos (Figura 12) obtenidos a partxr de los fﬂtrados que se

representan en la Figura 4, de nuevo cada grupo de caseinas apare_cié concentrado en una

fraccion, excepto la k-Cn, la cual se obtuvo junto a la 8-Cn en la fraccion 1. Como muestran -

Jaubert y Martin (1992), es posible separar estas dos proteinas_tnediante_ la cromatografia de

intercambio catidnico, utilizando' diferentésv concentraciones ‘de NaCl. Nuestro objetivo

durante la puesta a punto de Ia tecmca fue desarrollar un método rapido y eﬁcaz en. la

preparacién de ozsl Cn redu<:1endo al maximo el tiempo requerldo en el proceso de

fracc1onam1ento ehmmando las casemas 6] ’y K €n un sola fraccion.

Los perfiles obtenidos a partlr de los f11trados (Figura 12) muestran que la fracc1on ;

0 (filtrado obtenido a partir del tampon A libre de NaCl) qued¢ libre de protema 1ndlcando \

que la propormon entre la caseina entera reduc1da y resina utlllzadas fuela correcta.

La fraccion 1, obtenida en presencxa de NaCl 0. 12 M en el tampén A, contuvo |

prinélpalmente las caseinas 8 y «. En el cuarto f11trad0 (1,) aparecieron cantidades no

, despreciébles de o,-Cn, asi que se guardd para liofilizarlo y posteriormente purificarlo.

La fraccion 2, extraida con NaCl 0.20 M, se compuso principalmente de o;-Cn

relativamente pura. Los filtrados 2,-2, contuvieron una gran concentracién en «,-Cn y el

filtrado 2, presentd contaminacién con o,-Cn. Esta fraccion es la que se debe considerar

como enriquecida en «,-Cn, siendo el nivel de pureza alcanzado en los primeros 3 filtrados

“suficientemente alto para realizar un estudio de hidr6lisis €n un sistema electroforético. La

necesidad, en nuestro caso, de obtener una pureza cromatografica exige ulterior purificacion

de los filtrados. Dada esta exigencia‘de purificacién postérior y la baj_a cantidad absoluta de . '
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o;-Cn d1spomble se decxdlo 1nc1u1r todos los flltrados que contuvieran la protema en
‘cantidad apreciable, aunque fuera contammada con otras casemas
La fraccmn 3, extralda a partir de concentraciones de NaCl - 0. 35 cons1st10
principalmente en la a,-Cn. El filtrado 3, contuvo concentraciones smxlares en casemas 0l
y a,. Este filtrado se reserv también para su posterior punflcac_lon. La Tabla 12 résume

la composicion proteica de los diferentes filtrados.
Purificacion

‘El método cromatograflco en fase reversa adaptado aun equlpo FPLC se descrlbe en'
el apartado 11.1.1.3.2. |
La Figura 13 muestra ios perfiles cromatogréficos, obtenidos po: FPLC, de las
fracciones enriquecidas en «,,-Cn A by F, en el proceso de purificacién final. Los picos
correspondientes a.las. ay-Cn se recogieron y analizaron por RP-HPLC con objeto de
comprobar su grado de pureza. Los cromatogramas FPLC mostraron dos diferencias
principales. El pico éromatogréfic_o correspondiehte a la a,;-Cn'F mostré un compo.rtarriiento
andmalo en RP-HPLC. Esta proteina eiuy_é antes ciué la ¢,-Cn A, y muy pféxima ala oy
Cn, aunQue tericamente tendria que eluir més tarde, al estar desprovista de 6 gmpos fosfato
y por lo tanto présentar una naturaleza mds hidrofébica que la o,-Cn A. Estos resﬁltados
- concuerdan con los obtenidos por Jaubert y Martin (1992) para esta mismél proteina, y
Ferranti'y col. (1995) para la‘va‘ri‘ante D de la o,-Cn ovina, e indican que no siempre es
. posible. predecir el compértamiento.éromatogréfiéo de las caseinas en RP a partir de su
estructura primaria, y viceversa. Por otra parte este pico cromatogréfico fue muy pequeio,
en comparaciéh' ala variénté A ya que ambas variantes se asocian con diferentes contenidos
proteicos en la leche. |
La Figura 14 muestra los cromatogramas obtenidos para las'as,‘-Cn Ay Fenel
analisis RP-HPLC. El anélisis cromatografico de la variante A dio 2 picos consecutivos (uno
de ellos mayoritario), lo que hizo pensar en una posible contaminacion. Sin embargo,
,obﬁsérvando el area de' los picos, la contaminaci(’)n deberia de ser muy grande, hecho bastante
improbable en este tipo de separaciones. Con objetd de comprobar la naturaleza de ambos’

picos se recogieron y se realizé un andlisis en composicién aminoacidica. Este analisis reveld
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1

que la composxcwn aminoacidica de ambos productos era 1dent1ca y equlvalente a la
estructura: am1noac1d1ca de la o,-Cn A caprina. Quizis Ia apar1c1on de 2 picos en el
cromatograma se deba a los distintos niveles de fosfor11ac1on que presenta. esta proteina.- |

A El cromatograma pertenecxente alag;-CnF mostrd un sélo pico,no dejando mnguna
duda respecto a la eficacia del sistema de purificacién. _ '

De esta manera el método FLPC desarrollado se muestra un sistema rapido y muy
eficaz para. la pur1f1cac1on de cantldades consxderables (multlgramo) de estas protelnas
Aunque esta técnica no se ha utlhzado en este trabajo ‘para separar otras .caseinas, esi'

1gualmente utll eficaz y rdpida en. el proceso de pur1f1cac1on del resto de casefnas.
| La técnica de Jaubert y Martm (1992) de RP HPLC se demuestra en este trabajo ut11
en la separacidn de proteinas que difieren solamente en el grado de fosfonlacxon como se
ha comprobado por analisis ammoacxdlco de los dlferentes componentes en que se resuelve:
la o ;-Cn A.

III 3 PROTEOLISIS DE LA /3 CN CAPRINA POR LOS ENZIMAS DEL CUAJO DE
TERNERO

~ Se han dedlcado escasos estudlos ala B Cn caprina, aunque esta protelna es la mas*
abundante en el complejo casemlco de las leches de cabra (Remeuf y Lenoir, 1985,}
Grosclaude y col., 1987 Carretero y col., 1994) Los traba]os existentes en $-Cn bovma |
describen que es hidrolizada en solucion por la quimosina dando los péptidos de degradac1on
B-1, B-11, g-1ll 'y B-111b (Creamer 1976' Pelissier y col., 1974; Visser y Slangen, 1977). El
-peptldo B-1IIb sélo es formado en condiciones extremas de incubacién, como pueden ser
valores de pH muy bajos durante tiempos de incubacién prolongados (Vlsser y Slangen,
1977). - o
Mulvihill y Fox (1979b) estudiaron la actividad proteolitica y espeéificida_d de _lasi
quimosihas y. pepsinas bovihas, ovinas, ’cap'rinaAs y‘por'cinas Sobre las caseinas ( de. estasL
cuatro espec_ies., mostrando patronés electrOforéticos muy similares, lo que sugiriere que estas |
_ proteinas probablemente tendri.an secuencias aminoacidicas muy préXimas entre ellas. .

En queso no han sido detectados claramente 3-I y el resto de productos caracteristicos |
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de degradacmn provementes de la h1dr011s1s de Ia B Cn por accion del cuajo. Ledford y col.
(1966), en queso Cheddar y Trleu Cuot y Grlpon (1982), en queso Camembert no
detectaron la presencm de estos productos de degradacmn y concluyeron que el cuaJo no
actuaba sobre la 3-Cn en. estos quesos. Sin embargo Marcos y col. (1979), en dlferentes
varledades de queso, y Carretero y col. ( 1994), €n queso Cendrat del Montsec, menc1onaron
la presenma del peptldo B-L : '
"A continuacién se muestra un estudio realizado sobre la act1v1dad proteohtlca y
éspemflcldad del cuajo en la hidrélisis de Ia B-Cn caprina, bajo dlferente_s-- condiciones

proteoliticas y tecnologicas qu'e' afectan el proceso de ‘madurado del queso.

I11.3.1. Proteolisis de la 8-Cn caprina por el cuajo. Efecto del pH

La Flgura 15 muestra para dlferentes pH y tiempos de incubacion crecientes, el patron
proteolitico de la 8-Cn sometida a la acc1on del cuajo bovino. ' '

Los electroforegramas dan a conocer que la 3- Cn es hxdrohzada en 5 productos de
degradacmn que ‘hemos deSIgnado de 8-1a -V, de acuerdo con la clasificacion dada por
'Creamer y col. (1971), segin el orden de aparlcwn y su mayor movilidad electroforética en .
condmones alcalinas. En las dlferentes condiciones con31deradas se observaron las siguientes
caracterxstlcas pecuhares v _ _

1. La 3-Cn caprina migra en PAGE alcalina como 2 bandas.principales, B3, y B, Ias vcuales
difierén en su" nivel dé fosforilacién (6/5) (Richardson y Creamér, 1974), obteniéhdose
productos de degradac1on por accién de los enzimas del cuajo que también aparecieron
como 2 bandas, por incluir la zona fosforllada de la g- Cn ‘

2 B-ly B- IV mostraron movilidades electroforéticas muy 51m11ares a las presentadas por la
B-Cny B-111, respectlvamente. ' |
3. BIVy BV se for’maroﬁ en pequefias cantidades en estas condiciones _pr_otc'oli‘ticas y
tuvieron una capacidad débil de tincién. | :

4. 1a B-Cn fue hidrolizada de forma Optima a 3-1 a pH 6 2yaf- II a pH 3.8. Aunque (- III
se produjo en todo el intervalo de pH, se formé mayoritariamente a valores de pH=5.4. (-

v apareéié en todo el interyalo de pH y -V tuvo un éptimo de formaciéh apH=<5.0. Estos
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2 wltimos productos de degradac1on se formaron en todo momento en pequenas cantldades
A pH isoeléctrico (pH 4.6), la hldl‘OllSlS de la B Cn fue mmnna “asi como la formacién de
sus productos de degradac1on ' ' _ _

La Figura 15 muestra ‘también que el pH no tuvo 1nfluenc1a en la espec1f1¢1dad’
.proteolmca del cuajo al actuar sobre la B Cn, pero la act1v1dad del cuaJo se mostro altamente

!‘

-dependlente del valor de pH . - | o EEE

y:

Despues de 1 h de 1ncuba<:1on los pohpeptldos B-1 y 6 II aparec1er0n en todo el

" intervalo de pH estudlado La B Cn fue optunamente hidrolizada a pH>5 4, aunque 2 pH

4.2 también mostrd una fuerte degradac1on A pH 4.6 se observé una hidrolisis minima y
a pH 3 8,50y 6.6 se degrado poca cantldad de caseina. El pollpeptldo B-11 aparecm de
forma optima a pH 4cidos extremos (Figura 15, A). ‘
' Despues de 2 hde 1ncuba01on el patrén electroforético no cambid notablemente pero
se produjo una 1ntens1ﬁcac1on de bandas. ;
| A las 4 h de incubacion y a pH 6.2 se observd una gran degradacwn de B-Cn y
formac1on de G-1. ApH isoeléctrico, se continué observando menor degradacwn A pH 6 6
cerca del 50% de la B Cn 1n1c1al se degrado dando el pohpeptldo B-1y una cantldad pequena
“de 6-1I (Figura 15, B). ' - o
" Tras6hde mcubacmn y enel mtervalo de pH 5.8-6.2, 1a 3- Cn desaparec1o para dar

B-I; a pH 6.2, B-1 representd el 90% del total de los polipéptidos formados (Flgura‘15 , C).

Después de 15 h de 'incub_acién la 3-Cn désaparec_:ié a valores de pH >5.4. A pH 6.6 g

se produjo un maximo de formacién de 8-I pero a Ia vez una produccién minima o nula de -

B-11. Parece ser que -1 apH 6.6 es altamente resistente a la accion enzimatica del cuajo yi. '

asi se acumula sin ser hidrolizado. El pohpeptldo B-1I se produJo a lo largo de todo el v

intervalo de pH con un minimo a pH 6.2-6. 6 y un max1mo apH3.8 (Flgura 15, D). A este |

ultimo pH se produjo poca cantidad de 8-1, pero grandes cantidades de 8-I1. Este hecho se . %

puede explicar, bien por una rapida hidrélisis del polipéptido B-I a B-11, o bien por una serle |

de cambios conformacionales que podrlan darse en la $-Cn debido a su estado de agregacion -

a este pH (la precipitacién proteica es visible en el intervalo de pH 3.8-5.0), que haria que -

los enlaces susceptibles 'de hidrélisis en la produccion de (8-, no fueran completamente
dlspombles a la accion ‘hidrdlitica de los enzimas y si los correspondientes a (-I1,

favorec1endose globalmente 1a produccion de este pohpeptldo
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- Tras 30 h de 1ncuba01on se formaron los productos de degradacion 3-I1I, B IVy 8- V..
Los pohpeptldos B Il y B-IV se prodUJeron de forma optxma apH>5.4,y8-VapH<5.0
(Flgurz_l 15, E). En todo momento a lo largo de las experiencias realizadas, los pohpeptldos
. aparﬁ:cieron de forma. secuencial, y no hubo evidencia alguna de la formaciénvde -algan
producto de degradacién'prdcedente de la §-Cn, si su producto predecesor no fue formado;
asi Ja aparicion de 8-1I'y 8-III s6lo es p_osibl‘e i existe formacion y’posterior degradacién de
6-1.'chﬁn estds résul_tados podemos _concluir que el prirher ata‘cjue de los enzimas del vcuajo
sobre la B-Cn produciria el polipéptido 8-I, el cual seria degradado casi totalmente a B-I1 y '
‘ entonées B-11 pbdria ser_hidrolizado dando B-III. Finalmente, B-1II podria dar. 3-IV y B-V.
Esta seCdéhcia hidrolitica puede ser vexpli.cada de esta forma si la B-Cn y los productos de
degradaéi()n que dé ella se derivan, ‘ado.ptasen una conformaci6n tal que hiciera inaccesible
.. otros sitios de h1drohsls _ | _
— Despues de 48 h de incubacién, las bandas electroforéticas correspondlentes aB- III
VB-IV y B-V v1eron incrementada su densidad. El patrén electroforetlco alas 72 h, perlodo
méximo de mcubacmn estudxado fue similar excepto para - IV y 8-V, que aparecxeron
llgeramente reducxdos (Flgura 15, F), 1nd1cando una posible hidrolisis de estos productos que
darian otros no visibles en este sistema electroforetlco ’ '

- El anallsls en PAGE-SDS mostré que los productos de hidrolisis, msolubles a pH 4.6,
obtenidos a partir de la B-Cn tuV1eron masas moleculares relativas (Mr, expresadas en Da)
en el intervalo de 2'23'00-‘12800. Las condiciones de incubaciéh (pH y tiempo) usados en este
anlisis se escogieron con bel dbjeto devobtener todos los productos de hidrélisis de forma
secuen01a1 para identificarlos y caracterizarlos (Flgura 16). |

El Mr para la 38-Cn fue de 27500; este resultado no es del todo c01nc1dente con el
peso molecular calculado a partir de su secuencia aminoacidica (Mr 23800). Los datos
descritos en la biinogréfia muestran qu.e' el peso molecu'l‘ar de las caseinas o, y 8 bovinas

‘ obte'nid'o‘ en geles de SDS, son mayores qué los calculados a partir- de su secuencia
aminoacidica, aunque los valofes obtenidos son vélidos y entran en el intervalo de los
alcanzados por otros métodos fisicos. Este he'cho se puede éxplicar por el recorrido anormal
que preséntan las -caSein'as en.el sistema electroforético de Laemmli, m'igrando en una
posicion cercana a la anhidrasa 'carbc’)nica (Mr 29000). Parece ser qué cada cascina individual

liga diferentes cantidades de SDS, debido quizas a una cuestién de equilibrio competitivo al
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-~ ligar SDS o bien debido a la'interacci()n entre moléculas de caseinas (Bash y col., 1985). Lo's |
resultados obtenidos son s1m11ares a los presentados por Groves y col. (1972) y Green y
Pastewka (1976) : P

| Los Mr calculados por PAGE—SDS para los 5 grupos de peptldos msolubles a pH 4. 6.

) (,3 I a (3-V), obtenidos por la hidrdlisis de la 8-Cn por accion de los enznnas del cuajo

fueron de 22300, 21400 20700 18900 y 12800, respectivamente. - 1

A51m1smo ‘el anélisis en PAGE SDS de la fraccién solubie a pH 4.6 mostr6 la

~ formacién de productos con Mr entre 23600- 8500. Las bandas predommantes variaron con
el pHy las condlclones iGnicas utlhzadas en las experlenmas Los patrones electroforéticos -
correspondientes a los pH estudlados fueron muy snnllares aunque se observo alguna

| diferencia a pH 3.8. Los productos de degradacion formados a pH 5.4 y 6.6 mcluyeron

3 péptidoé con Mr entre 23600-14700; otros péptidos con Mr ménor de 14500 formados a pH

3.8, no‘ aparecieron claraxhenie a otros pH. Despuéé de 15 h de incubacion y a pH 6.6,

aparecieron nuevos péptidos con Mr de 19900 y 19400 (Figura 17). L ’ L

I1.3.2. Proteolisis de la §-Cn caprina por la quimosina y pepsina bovinas ~ |

Las p'roteasas géstricas son tradicionalmente utilizadas en la fabricacién de muchas”
variedades de queso siendo el extracto de cuajo de ternero y el cuajo bovmo los mas; 4
' ut1hzados para este fin. Ambos tlpos de cuajos contienen quunosma y pepsma a d1ferentes:‘
niveles dependlendo del tipo, individuo, alimentacién y edad de los ammales (Andren y’
Collin, 1986, 1988). Debido al _descenso en la obtencién de estdmagos de amrnales Jovenes; |
y al incremento en la produccién de queso, hoy en dia, estas preparaciones enzimaticas
_ébntienen mas pepsina bovina que antafio. Ya que' la actividad proteolitica de la pepsinalé
- bovina es mayor y parece ser mas dependiente del pH al coagular la leche que la quimosiha J
(Fox 1969), es mteresante establecer las dlferencms si existen, en la habilidad de estos
enzimas para hidrolizar la 3-Cn caprina. -

Para ello se prepararon solucmnes de B-Cn 2. 5%, p/v), que se tratraron con !

solucxones de quimosina y pepsina bovinas a nivel de 0.1 UC/mL (soluciones enmmatlcas

o — o

estandan}zadas a igual actividad coagulante), se ajustaron a diferentes pH y se incubaron a
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o 30°c durante 15 h. | |
| De los resultados obtemdos en los electroforegramas (Flgura 18) es ev1dente que, en :
conJunto y para idéntica actividad coagulante la pepsma bovma fue mas proteohtlca que la
_qulmosma. La B-Cn fue hidrolizada a -1 por ambos enzimas, 51endo la quimosina la més
: eficiente en la prodhcc'ic’)n de este bolipéptido el cual mbsfré' gran resistencia a su hidrdlisis '
posterlor sobre todo a pH=5.4, tal y como ocurri6 en las exper1enc1as de hldrohsxs de la
B-Cn por los enzimas del cuajo. El polipéptido B-II solo apareci6 a pH<5.0 en los
- hidrolizados obtenidos a partir de la quimosina, mientras que los productos B-11, B-111, G- IV :
'y 8-V aparec1eron en los hldrohzados obtemdos por la pepsma bovma en 1gual tiempo’ de

' mcubacxon_

: III_;3.3; Efectb de la concentracion de cuajo én la proteol_isis.de la 8-Cn

La mayoria dél_ cuajo afiadido a la leche en la fabricacién del quesb se pierde en el
suero de qﬁeseria y s6lo una péqueﬁa cantidad queda_ incluida en la cuajada después de la
' fabricacién del queso, dependiendo de las condiciones tecnolégicas citadas anteriormente en
el Capitulo I. El cuajo résidual parece ser muy estable durante el madurado del queso
(Matheson, 1981' Boudjellab y col., 1994) contribuyendo de forma esencial en la proteohsls
durante el madurado.y asi consecuentemente también en el desarrollo del aroma, gusto y

textura del queso (Fox, 1989). | ' : '
| En este estudio las cantidades utilizadas de enzima son ‘ecjuivalerites a aquéllas
retehidas en la cuajada segun diferentes a_utOres‘(Fox, 1988; Boudjellab y col., 1994). Los
‘valores indicados a continuacién como UC/mL, correspo'nden al 20% y 6% del cuajb
ret’e'nido en ia cuajada cuando se trata la leche de fabricacién con enzima en proporcion de
20 mL/100 L leche. ' | |
Asi, se trataron diferentes inuesfras dev B-Cn éon extracto de cuajo a nivel dé 4x103
y 1.2x10° UC/mL, se ajustaron a diferentes pH y fueron incubadas a 30°C durante 15 h.
Los electfoforegramas de“la Figufa 19 muestran que €l extractc')Ade cuajo, a ambas
cohcentraéiones y a lo largo de todo el interyalo de pH estudiado, es capaz de producif Ios

polipéptidos B-I y B-II. El resto de productos de degradacién no se formaron ya que las
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T,
!

concentraciones. enziméticas usadas fueron pequenas para este tiempo de 1ncubac1on La

‘ utlhzacmn de penodos de mcubacmn prolongados hxzo pOS1ble la formacmn del resto de

productos proteohtlcos

IIL3.4. Efecto del NaCl en la prdteoliSiS de la 8-Cn por el cuajo

El NaCl influencia el madurado del queso a traves de su efecto sobre-a: actmdad del

~agua (a ), aunque probablemente tienen 1nﬂuenc1a otros efectos ms espec1f1cos parmalmente '
debldos a la a, (Guinee y Fox, 1993)

En el queso, B-I y el resto de bandas caracterlstlcas resultantes de la acc10n de los‘

enzimas “del cuajo sobre la B-Cn, no han sido claramente identificadas, ex1st1endo_
J
dlvergenmas en _1os resultados obtemdos por dlferentes autores como se ha comentado

.anter’iormente | - o S ’

|

Carretero y col. (1994) en queso Cendrat del Montsec, produ01do a partlr de leche
de cabra, muestran que a lo largo del afmado la zona electroforetlca que ocupa la fraccmni
: caselmca o, disminuye en 1nten51dad para posterlormente aumentar, y por otra partew
observan que el pohpepudo B II obtenido a pamr de solucwnes de caseina entera de cabra 1
por accmn de los enzimas del cuajo, presenta una mov1hdad electroforética similar a laj
presentada por la fracc1on casefnica a,. Segin estos autores el 1ncremento en la zona a |
podria ser debida a la aparlclon del producto de degradacién S-1II. Q

- Las diferencias observadas entre los distintos autores y tipos de queso descrltos se w
deben quizis a la tecnologia usada durante la fabrlcacmn del queso y las condiciones de t |
madurado, a.l.a proporcién en enzimas coagulantes, y también posiblemente a las técnicas A

analiticas utilizadas.

En este estudio se partid de soluciones de 3-Cn (2.5%, p/v) que contenian 0, 0.5, 1,

2.5,5,10y 15% (p/v) de NaCl y que poste'riormente fueron adicionadas de cuajo a nivel ;
 de 0.1 UC/mL, ajustadas.a pH 54 mcubadas a 30°C durante 15 h. .
' Los electroforegramas de la Figura 20 muestran que la g3- Cn fue mas res1stente ala

hidrolisis del cuajo al elevarse la concentracién de NaCl. A 15% de NaCl, solo se observé

una}lig‘era proteolisis. Los péptidos_ éaracteristicos de degradacbié‘n -1, B y B-11 se
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- formafon hasta que. la concentracién de NaCl aléahzé el 2_.5%. El polipéptido 8-1I se formé
en cantidades. apreciables al 5% de NaCl pero no a mayores concentraciones. A

oncentramones de 10 y 15% s6lo se observo la formac1on de pequeiias cantidades de B-L.
Estos resultados concuerdan con los obtemdos por Mu1v1h111 y Fox. (1978) y Gouda ( 1987)
| _'para la 5-Cn bovina. '

Las razones que justifican esta inhibicién a aln no son claras, pero es conocido que la.
sacarosa, el glicerol o una concentramén protelca elevada producen un efecto parecido. La
G- Cn es bastante resistente a la proteolisis en 1a mayona de las varledades de queso en que
se utiliza como coagulante cua]() animal, permanec1endo grandes cantldades de la protema
sin hidrolizar al final del madurado (Ledford y col., 1966, Creamer, 197_5,Carretero y col.,
1994). Sin duda el NaCl juega un papel inhibitorio de la protedlisis en el queso, aunque
quésos hiposodados o sin salar también presentan niveles bajos de hidrélisis en esta caséina,
lo que hace pensar que otros factores ligados al madurado tienen una importancia vital en
' esté inhib'iéién (Fox y éol.,. 1993). Es posible que la inhibicién sea debida a cambios de -

‘conformaci6n producidos por la presencia de iones.

IIL3.5. Efecto del pH en la prote_olisis de la §-Cn adicionada del 5% NaCl por el cuajo

En estas experiencias se tomaron soluciones de 8-Cn (2.5%, p/v) adiéionadas de NaCl

(5%, p/v), se ajustaron a diferentes pH, se trataron con cuajo a nivel de F'O.IIUC/mL y

- finalmente se incubaron a 30°C durante 15 h.

Los elect_rofbregramas de la Figura 21 muestran que el efecto inhibitorio del NaCl
- sobre la 'B'-Cn varié coh el pH. La inhibicién fue maés pronunciada al disminuir el pH,
) 'especialménte apH< 5.0. El polipép_tido -1 se produjo en todo el intervalo de pH_estudiado,
aumentando en intensidad al incrementar el pH, especialmente a pH 6.6. 8-1I fue el principal
producto de degradacién formado a bajos valores de pH (pH S46) B-1II no se evidencid en
el intervalo de pH- estudiado en estas condiciones. Sin embargd, tanto B8-1 como B-II se |
formaroh en presencia del 5% NaCly a pH 5.4, condiciones idnicas de la mayoria de quesos

jovenes o poco afinados. -
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‘ El efecto 1nh1b1tor10 del NaCl en la proteolisis de la (- Cn bovina tamblen es pH'
dependxente Sin embargo a valores ‘bajos de pH el NaCl altera la especxﬁc:dad proteohtlcar
de la quimosina y pepsina, inhibiendo la formac10n de B-III a concentracmnes del 2. 5% y* :
promueve la formacion de 2 peptldos nuevos (Mulvihill y qu, 1_978). En el caso de la 3-Cn |

' éaprin'a'_y en las cohdiciones‘pr_otéoiiticas y sistema ele_:ctrofo‘rético utiliZadds, no se obserﬂ{é ;'

la aparicién de nuevos productos de proteolisis. -

;‘

La Flgura 22 muestra la secuencxa de las caseinas 8 caprina y bovina. La homologla
existente entre estas 2 protemas es muy elevada (>90%) con secuencias ammoac1dlcas
51m11ares, por 1o menos en las reglone_s, descntas como susceptibles de hidrolisis por lal:
quirﬁosina enla B-C‘n bovina. La diferencia més's'ignificativa entre ambas p‘roteinas se debe
ala de‘l',eccién del dipéptido Pro;,-Tyr,g, €n vla_ B-Cn Caprina. La qﬁim_o_'sina hidrOliza la 3-Cn
bovina a través de 1os enlacbes'peptidic»osv 1894190 y/0192-193, 163-164 y/b 165-166 y/o 167-
168, 139-140 y 127-128 dando los productos de degradacién denominados G-I, 8-II, G-Il y |

B-11Ib (Creamer, 1976 Pélissier y col., 1974; Vlsser y Slangen 1977) . : :
En este estudlo comparatlvo se partlo de solumones de - Cn caprma y de casema
entera bovina que fueron tratadas con cuajo a nivel de 0.1 UC/mL, pH 5.4, a 30°C durante
‘dlferentes periodos de incubacidn (1, 2,4, 6 y 15 h). Los e]ectroforegramas de la Figura 23
muestran la accién. proteohtlca de los enzunas del cuajo sobre la 3-Cn caprina y la casema
entera bovma En estas cond1c1ones proteolmcas la caseina entera bovina produce, en un 4
sistema de electroforesis PAGE-urea, 4 productos principales identificados como (-1, _B-II -
y B-III que proceden de la hidrélisis de la B—'Cn y el productd denominado o,-I procedente |
de la hidrolisis de .la a,;-Cn por los enzimas del chajo (de Jong y de Groot-Mostert, 1977).
Los productos B-1, B-11 y B 111 produ01dos a partlr de las caseinas § caprina y bovina se !

mostraron 1dentlcos 0 muy similares en PAGE-urea La banda electroforética més rapida de |

la 5-Cn caprina y de sus productos de degradacxon, tuvieron movilidades electroforéticas
idénticas qu'e las presehtadas_ por la B¥Cr_1: bovina y sus productos de degradacion,

respectivamente. Estos resultados sugieren que la 8-Cn capriha podria ser atacada por los
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en21mas del cuajo en las mismas reglones descrltas como susceptlbles de h1drohs1s en suA
homologa bovina por la accién de la qulmosma La presenc1a de los pohpeptldos B v y 8-V
en los hidrolizados caprinos, podrla ser exphcada por una diferencia a mvel de conformac10n
'protelca respecto a la 3-Cn bovina, qulzas _deblda a la deleccion del dlpeptldo. Prom-T YT1s0
antes nombrado, yqu‘e' hatia accesible otros puntos de hidrélisis a la éccién proteolitica de los

. enzimas del cuajo.

I11.3.7. Efecto del mvel de fosfonlacnon de la ;3 Cn al ser hldrollzada por los enznmas
del cuajo : : :

Las estructuras prima_riés pertenecientes a algunas caeeinas en la que se incluye la 8-
Cn caprina (Roberts‘ yvcol‘., 1992), no. han sido determinadas directamente a partir de la
proteina, sino qvue. se hah deducido de las correspondientes secuencias -del ADNc. Estas
técnicas tienen. el inconveniente prineipal de no dar inforinécién al'guna de las modificaciones
' que ocurren durant_e los procesos de tran_scripcién y.traduccic’)n' hasta dar una proteina
| "madura”. Actualmentediferentes laboratofios estan trabajando en estas brotefnas vcon'_ objeto
de verificar los camblos que sufre el ARNm e 1dent1f1car los residuos fosforllados

El analisis electroforetlco a pH alcalmo de la 3-Cn caprina presenta 2 bandas de .
‘1nten51dades similares. Rlchardson y Creamer (1974) denominaron estas bandas como B,y
B,, en base a su composmlon aminoacidica y contenido en fosfato, atrlbuyendoles 6y5S
._residuos' por mol, respectivamerite, como ya se ha comentado anteriermente. | |

Los trabajos de Roberts y col. (1992) muestran que la secuencia Ser,,-Ser-Ser-Glu-
G1u21, reconomda por una casemqumasa especifica, es altamente conservada en las especies
_mamlferas incluida la caprina. o : : -

Estudios recllentes han mostrado que- este perfil puede variar en nimero de
componehtes e intensidades, incluéo puede darse el caéo}en que las bandas correspondientes
. ala ﬁ-Cn no aparezcan en el gel de electrof’o_resivs. Esta gran heterogeneidad ha sido atribuida
ala existencié de variantes genéticas (Dall’Olio y col., 1989), y a diferentes niveles de
fosforilacién de la cadena proteica, siehdo el nimero de residuos fosfato por molécula de.

proteina variable de 3 a 6 (Chianese y col., 1993). La intensidad diferente, para cada una de
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| las bandas electroforetxcas pertenec1entes a esta protema depende del porcentaje de cada una
" de las distintas formas. fosforlladas en muestras individuales. Los niveles de fosfor11ac1on 3
y 4 se encuentran en muy baja proporcmn en comparacmn a los niveles 5 y 6.
Este fenomeno no es exclusxvo de la (-Cn caprina, descrlblendose hasta 7 niveles de.
. fosforllacmn dlferentes a 7) en la B Cn ovma (Chlanese y col., 1995b).

Segun Mer01er (1981) son necesarlas las secuencias Thr/Ser-X- A, donde X representa
un aminoacido y A un residuo .dlC&I‘bQXlllCQ7 paga que el proceso de fosforilacién se/
prOdUiéa, siendo el residuo Thr peor aceptor de fosfatos que la Ser. Los lﬁgarés’ donde Ai
es un dicarboxilico son considerados co_mobv sitios primarios de fosforilacién (posiciones 14,
20, '21‘, 37y43)y aquélloé con un residuo fosforilado en esta posié_ién son considerados"
como ge'cundariols (posiciones 17y 19), dando un‘total de 7 sitios potenciales de fosforilacion, '

en la 3-Cn capriha (Figura 22) igual que ocurre en su homéldga' ovina. i
Tedricamente, los diferentes grados de fosforﬂacxon deberian afectar la formacién de j _
los productos de degradacion propios de la - Cn al ser hidrolizada por los enzimas del cuajo, ;
obteniéndose grupos de pétidos formados por tantas bandas electroforéticas como niveles de :
fosforllacwn se incluyen en la protema ‘ - ,
Con el objeto de verlflcar esta h1p0tes1s se purificd 3-Cn procedente de una muestra |
md1v1dua1 que contenia al menos 5 mveles de fosforilacién visibles por PAGE-urea. '

La §-Cn purlflcada se. hldI‘OllZO con cuajo 0.1 UC/mL) a diferentes pH ya 30°C
durante un perlodo de tlempo de 30 h. _

La Flgura 24 muestra los resultados d;: esta experlenma "El perfil observado para la
B Cn purificada presentd 2 bandas prmc1pales de gran intensidad que corresponden a los
mveles de fosforilacién 5 y6 (5P y 6P), y otras 3 bandas de menor intensidad siendo 2 de ,
ellas de menor recorrido electroforetlco y 1 de mayor recom_do. Si consideramos que las .
" bandas mayoritarias pertenecén a los niveles 5Py 6P (Richardson y Creamer, 1974), las 2
bandas de menor recorrido electroforético correspondefian a niveles de fosforilacion
inferiores, posiblemente 3P yv 4P, tal y como describen Chianese y col. (1993). Sin embargo ,
la banda de mayor recorrido, respectb a los cornponerites principales, tendria un nivél de
- fosforilacién superlor posxblemente 7P (no descrita hasta el momento en caprino) igual que .

ocurre en la 3-Cn ovina. : , c . !
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Merc:1er (1981) relac1ono la produccmn de formas mu]tlfosforlladas de caseina con
| una def1c1enc1a en casemqumasa resultando un proceso 1nef1c1ente al fosforilar grandes
_cantldades de caseina a nivel del aparato de Golgi. ,

Temendo en cuenta las pos1c1ones potenc1ales de fosfor11a01on en la (- Cn caprlna y
las formas predommantes 5P y 6P el resto de formas fosforiladas observadas en PAGE-urea.
se podrla construlr una hlpotesm que exphcase estos resultados
| 1. Las formas 5P y 6P (formas pr1nc1pales) serian el resultado de la fosforllamon de los
residuos Ser en las posiciones 18, 19 y 35 (pos1c10nes _prlmarlas de fosforilacién), residuos
Ser eri las posiciones 15 y 17 (dénde A es unv.res_iduo SerP)’y de un residuo, Thr dé las |
posiciones 12 o 41. - |
.2 La forma 7P tendria fosforllados todos los sitios potenciales antes nombrados.
3. La forma 4P tendria fosforllad_as las posmlones primarias y un resxduo Ser de las
posiciones 15 0.17. o ' ' | -
4. En la forma 3P solo se fosforilarian las posiciones prlmarlas v

Los productos de degradacxon obtenidos - por accion del cuajo presentaron las
sxgulentes caracterlstlcas '
1. Los péptidos B I obtenidos tras la hldl‘OllSlS de la B-Cn se compuso de 2 bandas de gran
intensidad optlca y de 3 bandas de menor 1nten51dad y recorrido electroforetlco
2.A pH 5.4- 6 6 fueron v151b1es todas las bandas de los peptldos B-I ya que la 8-Cn fue
hldrollzada por completo en este intervalo de pH, mientras que a pH 3. 8 5.0 solo se
'obser_varon las 3 bandas mas rapidas de este producto de d_egradac1on. Las bandas de menor »
»_recorrido se solaparon con 1;5 bandas de la B-_Ch residual. . ‘ .
3. El product(S B-11, cdmo en el ~caso anterior, mostré un perfil 'elevctr_‘c_)forético .de 5 .
componentés peptidicos perféctaménte visibles en los eleciroforegramas en todo el intervalo
de pH estudiado. , . _ |
| 4. Los polipéptidos (- III G-IV y B vV tamb1en aparec1eron pero en una proporcmn tal, que
.fue dificil apreciar los componentes peptldlcos minoritarios o menos fosforilados.
Te'éricamehte os componéntés mas lentos del B-1V se solaparian con _Ios mis rapidos del (-
oL | o -
Todos los puntos de hldrohsls de la 3-Cn caprina y de sus productos de degradac1on

conducen a peptldos que contienen todos los residuos fosforllados quizas debldo a que la
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zona fosforilada de estos compuestos dificulta Ia accién proteolitica'de los enzimas del cuajo;

en esta region. A B . , -

~

{IL4. PROTEOLISIS DE LA asl-CN CAPRINA POR LOS ENZIMAS DEL CUAJO DE |
TERNERO : o | R R

I11.4.1. Prptepl‘isisde la as,-Ch por el cuajo. Efecto del pH

La Flgura 25 muestra el efecto del pH en la proteolisis de la ozSI -Cn por el cuajo a! _
30 C durante 4 y 6 h, respectlvamente Como en el caso de la (- Cn la asl-Cn presenta :
diferentes niveles de fosforilacién (7-9) que se traducen en PAGE-urea en la presencia de 3
bandas elect'rof.oréticas' que corresponden 'alla misma cadena proteica con diferentes grados:
- de fosforilacion (Chlanese y col., 1992). - !
Los electroforegramas dan a conocer un 6ptimo de pH en la hidrélisis de la asl—Cm
por los enzimas del cuajo para dar su- producto pr1mar10 de degradacmn (PPD) entre 5. 8 y
.6 2. Alas 8 hde hldl‘OllSlS en este mismo intervalo de pH la o-Cn desaparecm casi; "
completamente y sus productos de hidrélisis también sufrieron una proteollsls con51derable
Finalmente a las 15 h de 1ncubac10n tanto la o;-Cn como el PPD habian desaparemdo ' ‘i
Contrarlamente a pH<5.0 se aprecm una proteolisis minima, no observandose la|
formacién de productos de degr‘adamon, mcluso cuando el tiempo de incubacién se prolongé .
a15h. | | | R
De los resulta'dosk Obtenidds podemos afirmar que esta caseina es mucho mds sensible ‘
~ala accién dél é_uajo que la 8-Cn de forma aislada, pero también rhucho mas dependiente del %
pH de reaccion; en iguales condiciones hidroliticas (0.1 UC/mL, pH 5.4-6.6, 30°C) la - |
Cnes degradada en aprox1madamente 8 h, mientras que la 3-Cn tarda mas de 15 horas en »
h1drohzarse por completo. ‘ ‘
_ Con el objeto de inducir una mayor proteolisis a pH<5 0 las experiencias | 1
anteriormente descrltas se repmeron introduciendo una concentracmn de cuajo mds alta (1 i
.b UC/mL). La Figura 26 muestra los resultados de esta hldI‘OllSlS a 1 h de incubacién. Los ‘

electroforegramas muestran una h1dr011s1s Optima de la a,-Cna pH 5.8-6.6 y minima a pH

|
| | |
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‘ 3.8-5. O aunque no nula. Los prodp'ctos de degradacmn obtemdos apH 3. 8-5. 0 tuv1eron un
patro_n electroforético dlferente al presentado apH 5.4- 6._6. Este hecho sugiere que el pH de
 reaccién influencia de manera decisiva la na_turaieza_ de los productos de proteolisis formados.
. ‘Los patrc')nes electroforéticbs de los ‘PPD forrhados a lo largo del intervalo de pH .
: estudlado sugleren la formacidn de dos pohpeptldos que se solapan parcmlmente en este’ tipo
~de gel, y que se forman en mayor o menor cantidad dependlendo del pH de reacmon ApH
3.8 aparecieron 3 bandas de 1n_ten51dad débil con una movilidad electroforética muy préxima
a la o-Cn, tai y como aparecen a pH 5.8-6.6, aunque en este pasola intensidad es mayor.
ApHS5.0 apareciefon de nuevo 3 bandas vpero con una 'mdvilidad mayor aunque pr6xima a
las'3 bandas anteridrmente descritas. ApH 42,46y5. 4 se observaron estados de transiciéh
‘entre estos tipos de polipéptidos, predommando los polipéptidos de mayor recorrido

electroforetlco a pH 4 2 y 4.6,y apH 5.4 las de menor movilidad.

La Flgura 27 representa graflcamente los electroforegramas obtemdos en la hidroélisis

- dela ozsl-Cn por. el cuajo a diferentes pH

Con el objetivo de conflrmar la produccmn solapada de los dlferentes PPD formados
segﬁn el pH utilizado en la hidrélisis, se realizé una electroforesls bldlmensmnal de los.
hidrolizados obtenidos a pH 5.4,A‘q'ue‘contiene ‘amb‘os PPD. o _

» La Fi-gura 28 muestra el resultado de esta experiencia, identificdndose la og-Cn |
" residual y dos zbnas con material peptidico de peso molecular diferente. Arﬁbas zonas
constaron de dlferentes componentes electroforéticos. |

Los Mr (Da) calcu]ados para estos 2 productos fueron en conjunto de 18300 para el

 que tuvo menor movilidad electroforética en_PAGE urea, y de 15200 para el de mayor .

movilidad. El Mr hallado para la o,-Cn fue de 24500, valor que coincide con el peso
molecular _calcuiado a partir de su sécuencia primaria. » '

En los trabajos realiZados en la a_sl-Cn bovina (Mulvihill y Fox, 1977) se describe la
aparicion consecutiva de diferentes péptidos denominados oq-1 a IV a pH>S. 8‘ En un
trabajo mds reciente se detalla la naturaleza de estos peptldos correspondlendo asl—I al peptldo
oy (£24-199) y asl-II al peptldo oy (f24-164) (McSweeney y col 1993d) Como veremos
mas adelante estos puntos de hidrolisis también son susceptlbles de ser atacados por la -
qulmosma en la asi-Cn caprina (apartado L.5.1.1. ) -Los Mr obtenidos para estos. dos

polipéptidos concuerdan con los calculados a partir de las secuencias primarias. La formacion
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dé un.pol‘ipé.ptido u otro, o bien ‘hha m_ezéla de los dos, dependiendo del pH de reaccidn, :J
' tendria su explicacién en el espadd de agrégacién de ésga proteina segiin el pH. De esta formail;
-y siguiendb ._ con la nomenclatura adoptada en la eépecie bovina, segin la movilidad i
electroforética respecto a la «;-Cn, denominaremos estos productos de hidrélisis como a-I -
 y a1l Asi a pH 5.8-6.6 y 3j.8 aparecéri’a casi éxclusivamente el polipéptido o,;-1, a pH 50
.a'pareAce'ria principalmente el p'OIipéptido ay-llyapHd4.2,4.6y5.4 aparecerl’a una mezcla |-
de ambos. o | | ’ | ‘ |

Ambos pollpeptldos se desarrollan en PAGE—urea como 3 bandas debldo a los grados
de fosfonlamon dlferente que presenta el producto de hidrélisis, al incluir en su estructura
prlmarxa las zonas fosforlladas de la o-Cn.

Hay que sefialar que en las condiciones de hidrélisis y sistemas electroforéticos
utilizados, la proteolisis de la asi-Cn‘ sélo dio los productos de degradacién anteriormente
descritos. En la hidr6lisis de su homéloga bovina se han descrito diversos péptidosj?
.correSpondientcs a puntos de hidr6lisis potenciales (Mulvihill y Fox, 1979a). Sin embargo,
.~ cerca de la mitad de los péptidos identificados por estos alithes, no han sido :a.islados ni
‘ identi'ficadlo's en un trabajo mis reciente realfzado por McSweeney y col. (1993d)."Segin *‘
estos autbres las discrepancias observadas' entre los r_esultadc_)s previos obtenidos en la
hidrélisis de la proteina bovina y los recienteméhte descritoé, se deberian a diferencias en las
condiciones de hidrélisis 0 bien a las técnicas analiticas utiiizadas enla ide_ntific‘acién de los j

- péptidos.

I11.4.2. Efecto del NaClv en la proteolisis de la dsl-Cn por el cuajo

En estas experiencias se partié de solucionés (2.5%, p/v) dé o;-Cn, afiadidas de |
NaCl, llevandose las soluciones finales a 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10y.15% _(p/i/) apH 54y se ;
' .trataroh con 'CUajo (0.1 UC/mL). Finalmente las soluciones se incubaron a 30°C durante 6 i
“h. Los electroforegramas de la Figura 29 .m"uestran veh contraste con la 3-Cn, que en géneral *
la proteolisis de la- ;- Cn apH 5.4, fue estimulada al mcrementarse la concentracwn de .
NaCl, sobre todo al 5%, y disminuyé a concentracmnes de NaCl del 10 15% A estos

tiltimos valores también se produjo una proteolms 1mportante en comparac1on con la - Cn,
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donde iguales contenidos de NaCl 'so”nfc'apacesv'de pafféiriflas reacciones de hidrélisis. Estos
datos concuerdan con los obteni_dos para la ozsl—'Cn bovina (Mulvihill y Fox, 1980; Gouda, -
1987). | |

111.4.3. Efecto del pH en la proteohsns de la o;-Cn adicionada del 5% NaCl por la
accion . del cuajo

Se tomaron ‘sol'uciones de asl-Cn (2.5%, p/v) cjue contenian NaCI—S_% (p/V) y se
ajusta’r.onulos pH en una escala de 3.8-6.6 a intervalos de pH de 0.4 unidades. Las soluciones
se tratraron coﬁ cuan (0.1 UC/mL) y se incubaron a 30°C durante 1, 2, 4y 6 h. »

" Los electroforegramas de 1aA Figura 30 muestran esta experiencia a las 2 y 4 h de
incubacion, respectwamente Como se observa el efecto del NaCl varié con el pH; a pH 5.0-
6.6, la concentracién en NaCl utilizada tuvo un cierto efecto inhibitorio en la proteol151s de
- la a-Cn, y especialmente en la posterior degradacién del PPD. Al descender €l pH, el NaCl -
“estimuld la prbteolisis de la protefna como es visible en los' electroforegramas, sobre todo a
PH38y46. | |
" Sehan descrito resultados similares para la proteina bovma mostrando en esta especie
una espec1ﬁcxdad diferente del enzima coagulante por 1a proteina en presencia de NaCl a pH
5.2, produc1endose los productos denominados c,-VII-VIII (Mulvihill y Fox, 1979a, 1980).
| En las condiciones de hidrolisis y sistema electroforético utilizados no se obtuvo
resoluciéon s_uficiente para boder descfibir la presencia dé nuevos pfoductos de degradacién
de forma concluyente, aunque en los pH mas favorables y tras 2 h de incubacién parecen
esbozarse depdsitos polipeptidicos de mayor movilidad electroforética, poco nitidos y todavia '
no identificados (Figura 30). El péptido producido a pH 3.8 con adicién del 5% NaCl fue
. equivalente al dsl—li, en lugar del o,-I producido sin édicig’m de sél.‘ A pH 5.0y en presencia
del 5% NaCl se observé un mezcla de péptidos y el resto de lbé PH se definieron cdmb una
forma u otra (Oter a pH>5 4y ay-ll a pH<4.6), sin existir estados de transiciéon. La
Figura 31 resume la formacion de estos pohpeptldos seguin las condiciones iénicas utilizadas.
' Esta exper1enc1a demuestra que la accion del cuajo sobre la «,-Cn caprina es

dependiente'de las condiciones i6nicas utilizadas, y tanto una variacion de pH como la
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“presencia de NaCl condicionan la naturaleza de los productos de hidrélisis formados. -

El NaCl es generalmente usado en el procesado de alimentos a bajas concentra'cic‘)nes

para incrementar la solubilidad protelca Sm embargo Strange y col. (1994) demostraron que
* . la solubilidad de 1a a,-Cn bovina, y en general de todas las caseinas, decrece en un 30% en?
‘presencia de Na'C.l 0.1 M a pH inferiores del isoeléctrico (pH 4.6). En nuestro caso y la"
pH<4 6, el NaCl podrla producir una bajada enla solubilidad de la proteina modlflcando
su estado de agregac1on favoreciendo la formacién de los péptidos ozs]—II frente al ocs1 -1, por

_un cambio en la conformacion proteica.

et et e e it e 5

III.4.4. Proteolisis de la o, ,-Cn caprina por el cuajo, quimosina y pepsina bovinas

it e ®

En este trabajo se pamo de: soluc1ones de a,-Cn (2.5%, p/v) a pH 5 4 en presenc1a
del 5% NaCl (p/v) que se trataron con cuajo de ternero (Remfor 15/E) quimosina (Amre
880) y pepsina ‘bovina (Bov1pep® 1700) a mvel de 0.1 UC/mL. Las soluciones se mcubaron
a30°C durante 0.5, 1, 2,4,y 6h. | o

La Figura 32 muestra los electroforegramas obtemdos en los hidrolizados | j
~ anteriormente dCSCI'ltOS En todos los casos la o-Cn fue degradada al PPD, 51endo la !'
pepsma el enzma mas proteohtlco para igual actividad coagulante seguldo del cuajo y la -
quxmosma - S . | "

A las 6 h de hidrdlisis la pepsina hidrolizd toda la proteina, mientras que a este |
mlsmo tiempo de incubacion quedaron restos de ella en la hidrélisis producida por el cuajo,
y una cantldad apreciable en la reahzada bajo la ac¢idn de la quimosina. Los PPD producidos

por la qulmosma y pepsina se mostraron estables al ataque proteolmco de estos enzimas,

mientras ‘que . el produc1do bajo la accién del cuajo fue h1drohzado en gran parte

,posterlormente Parece ser que la accién conjunta de ambos enzimas (qulmosma y pepsma)

- produce una degradacion mds 1ntensa de este producto de hld_rohsls.
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II1.5. PROTEOLISIS DE LAS CASEINAS o,'A j F CAPRINAS POR ACCION DE
LOS ENZIMAS DEL CUAJO EN DIFERENTES CONDICIONES IONICAS

Los estudios realizados sobre las protemas de leche de cabra han dado a conocer que

'todas las caseinas presentan en mayor 0 menor grado polimorfismo genético (Boulanger y
I., 1984, Addeo y col.,- _1988, Dall’Olio y col_., 1989; Di Luccia y vcol., 1990). S_m.

embargo, €l polimorfismo tan especial que presenta la o;-Cn ha hécho que sea el centro de
atencién de NuUmMeErosos €quipos de 1nvest1gac1on |

_.El locus de la o5 -Cn se distingue por un fuerte pohmorfxsmo y sobre’ todo por el
hecho de que existe, entre alelos 0 grupos de alelos, grandes diferencias a nivel de sintesis
proteica. | ' - | |

Se han dedlcado pocos estudlos concernientes a las propiedades que presentan estas
~ leches en la fabricacién del queso. Ciafarone y Addeo (1984), asi como Ambrosoli y col._
(1988), dieron a. conocer que leches con bajo contenido en a,,-Cn co'agulan mas rapidamente,
pero también broducen cuajadas mas blandas y dificiles de manejar '(Emaldi y Ciafarone,
1987; Remeuf y col., 1989, 1991) en comparacién con las leches- que presentan un
contemdo alto en o;-Cn. .

Este polimorfismo afecta la cantidad de leche ‘prdducida (Barbieri y col., 1995)
encontrandose diferencias en el porcentaje de grasa y caracteristicas micelares (Remeuf,
1993) entre los alelos A, Ey F.

Cada una de las variantes genéticas de baja sintesis protelca se caracterizan por la
" deleccién de una secuencia aminoacidica (re51duos 5995 en Fy 59-69 en D) que es el
resultado de un procesado anémalo del ARNm (Brignon y col., 1990).

| Como resultado de estas diferencias, las leches con un contenido alto en o-Cn

muestran una aptitud mayor a la‘coagulacién y dah mayores rendimientos queseros, respecto
a las variantes de contemdo medio y bajo de proteina (Pirisi y col., 1994; Vassal y col.
1994) Sin embargo los quesos fabrlcados con leches que contienen los alelos fuertes tienen
menos grasa, son quesos de textura mis firme y tienen menos sabor a "cabra" que los
producndos a pamr de leches que contienen los alelos E y F (Vassal y col 1994) Por otra
parte parece ser que los quesos fabricados a partir de leches A presentan una proteolisis mas

importante (como muestran los andlisis Kjeldhal realizados a partir de las fracciones
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" _ mtrogenadas) y productos de hldl‘OhSlS dlferentes (como- muestran los anahsls electroforetxcos I
y perfﬂes cromatograﬁcos obtemdos por HPLC) respecto a quesos fabncados con leches F4 |
(Delacr01x Buchet y col., en prensa). » : '  IR _ ]i

La qulmosma es el principal enzuna que encontramos en diferentes cuajos naturales
utilizados para inducir la coagulacion en el proceso de fabr1cac1on de queso. Este enzima es |
activo sobre las casemas 0 Y B caprinas en soluc1on como se ha descnto anteriormente, - |

, mostrandose en todos 1os casos mas actlva sobre la o- -Cn. En queso estas dlferenmas son.
mucho més acusadas, por la 1nﬂuen01a de las condlclones i6nicas ya comentadas en losj :

apartados I11.4.2y 4. 3.

La proteohsls producida por los enzmas del cuajo, via hidrélisis de la og-Cnenog-l, i
es la responsable de la textura blanda de los quesos en estadios tempranos de madurac1on (de

|

‘1

g

b

|

J_ong, 1976, Creamer y Olson 1982) v i
El cuajo produce péptidos que a su vez sirven de substratos a las proteasas y
peptxdasas mxcroblanas para produc1r peptldos de pequeno tamano aminodcidos y otrosi
componentes que son necesarios en el desarrollo de las caracteriticas organoleptxcas 1

Ya que la asl-Cn es una de las casefnas més hldrohzadas durante el madurado del|

queso, es necesarlo estudiar en qué forma el. polunorflsmo de esta proteina seria
cond1c1onante de las dlferenmas observadas en la proteohsls, textura y caracterlstlcas

organoleptlcas

ITL.S.1. Proteolisis de las a,-Cn A y F por la quimosina . o '

En este trabajo se parti6 de o,;-Cn A y F cromatogréficamente puras, que fueron
tratadas con quimosina bovina (Aniren™ 600) en unas condiciones hidroliticas que simulan |
t

_ las condiciones idnicas presentadas por quesos Jovenes de cabra (pH 5.2 y 3% NaCl) Las ;

caracteristicas experxmentales se descrlben en el apartado II.1.4. de esta memona !
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II1.5.1.1. Estudio de la fase sohible & pH 4.6 <

La Figura 33 muestra los cambios en los perfﬂes de eluc1on de los peptldos solubles
a pH 4.6 obtemdos por RP- HPLC en la hldIOhSlS de las og-CnrA y F por accién de la
- qulmosmaA apH 5.2 en presenc1a del 3% de NaCl, a lo largo de-diferentes penodos de
incubacidn. ‘ ' _ | | _

En las muestras control, donde el enzuna es mactwado rapldamente tras su adicién
' (tlempo 0), solo aparecw un gran plco (indicado en la Flgura con un asterisco), con un
' tlempo de elucion aproximado de 16 mm que correspondi6 al benzoato sédico utlhzado en
las preparacmnes de quimosina como agente antlmlcroblano La 1dent1dad de este producto
se verificd 1nyectando en el cromatografo la solucién en21matlca de qulmosma y el benzoato
sédico puro,: obtemendose plcos con tiempos de elucion idénticos.

En el transcurso de la hidrlisis de la «;-Cn' A se form6 un nimero relatlvamente
importante de pe_ptldos, a las 3 h de incubacién (Flgura 33, f) se observé la aparicién de
aproximadamente 10 picos principales. En el hidrolizado obtenido a las 12 h, se incremento
el nimero de peptxdos y a las 24 h de hidrélisis solo se aprec1aron dlferencms cuantltatlvas
~en el drea de los picos correspondlente a los peptldos formados, pero no en el nimero.

" La aparicién rapida de un nimero elevado de péptidos en un periodo relatlvamente
corto de hidrdlisis (3 h), suglere un mecanismo de accién enzimética de la quimosina en los
extremos de l1a o, ;-Cn A, produmendo un nimero considerable de peptldos solubles a pH 4.6.

' En el caso de los hidrolizados realizados en la o-Cn F yalas3h (Flgura 33,¢e)de
incubacién, s6lo se evidencié la formacién dé 5 pépfidos principales, 'indicando variaciones
en los parametros cinéticos de la reaccion enzimatica dependientes de la variante genética de
a,-Cn. En general la variante A se mostro r’nés'_sosceptible ala prOteoliSis pof la quimosina
oue la F, como es evidente eﬁ los'cromatograr'nas. Este hecho podrié ser explicado por una
confomiacié'n proteica diferente adoptadab en'la'asl-Cn’F vrespect‘o a la variante A, que podria
deberse a la deleccién que presenta (remduos 59-95) que la harla mads resistente al ataque
proteolmco de la quimosina. De igual forma la conformac1on protelca de la variante F podrla
hacer susceptlbles dlferentes enlaces peptidicos a la accion de la quimosina, obtemendose
péptidos- diferentes respecto a la variante A, o bien potencidndose la formacién de unos

peptldos frente a Otros, COmO Veremos més adelante.
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La Flgura 34 muestra los perflles de eluc1on de la fraccxon soluble a pH 4 6 obtemdos
por RP-HPLC a partir de los hidrolizados correspondientes a la c;-Cn (varlantes AyF) por
la accién de la qu1mos1na alas 24 h. Los péptidos principales (picos A3, A6 A11 Al12, Fl
| .F2 F8 y F9) se identificaron a partir de las fraccmnes de elucion recogldas despues de 1 hI
y 3 h de incubacién para las varlantes A y F respectlvamente El resto de peptldos ‘
produc1dos en ambas variantes se separaron e identificaron a part_xrrde los hidrolizadosi
obtenidos a las 24 h de incﬁbacién’ Auntjue en ambas yariantes'hub(') péptidos con el mismo;
i tlempo de elucion, éstos fueron aislados € 1dent1f1cados en sus hldI’OllZﬂdOSTCSpCCthOS ya
| que en un numero elevado de casos se encontré que un pico contuvo mas de un peptldo B
La Tabla 13 muestra las secuenc1as determinadas para los diferentes picos, y la F1gura|
35 mdlca la posicion de estos pepndos en las moléculas de la asl-Cn Ay F. Los resultadosi’ '
de secuencia dieron a conocer datos muy interesantes: - . i :
1. Un solapamlento considerable entre peptxdos que exphca en gran parte las dlflcultadesl

* encontradas al aislarlos. _ _ _ S _ i

. - ° . . . . -.I - '
2. Los perfiles peptidicos encontrados para cada una de las variantes tuvieron un nimero de’

" péptidos en comun (f21-23 y £24-32 en ambas variantes, f143-149 y £106-112, f165-199 y
£128-162, f102—11_20~y f65-83 en 15‘s variantes A Iy F feSpectivamente), mientras que otros

péptidos fueron s6lo detectados en la variante A (f9_2-94., £83-91, f81-?; f1-16, f121-142, 19-
23, f180-199 y f165 179) y en la variante F (f65-7, f65- 105 y f1-23). :,
3. Los enlaces peptldICOS h1drollzados por la quimosina fueron Leu,¢-Asny,, Gluls-Asnlg, }
,Phe23-Valz4, Phezs-Prozg, Phe,,-Arg,,, lle,,-Gly,s, Tyrg-Iley,, Glngz-Lysg3, Tyry-Leug,, Tyrg,- Hi
Leugs, Leuyg,-Lysyqy, Leu,og-Glu,y, Leu,,o-His,yy, Leum-Alam, Leum-Phelso, Leu,~Arg, ., !
Trp;eqc Tyrms, Phe,,,-Ser 4, para la variante A y Phe,,-Val,,, Phé32-Arg33, LeuM—Lys(,s, Leugg :
‘Hxsg4, Leu,OS»A]a,O(,, Leum—Phem, Lc:u“g-Asp120 y Trpm Tyr128 para la variante F.

4. Nueve de los enlaces peptldlcos hldrohzados e identificados en la variante A (senalados

en negrita en el punto 3) coinciden con aquéllos descrlt_os por McSweeney y col. (1993d) en ;- .
la o;-Cn B bovina. o B | - {
5. En ambas variantes caprinas los enlaces susceptibles de hidrélisis tuvieron un residuo

~ aromitico o hidrofébico en la parte N-terminal del enlace peptfdicd (4 Phe-X, 1 Trp-X, 2

Tyr-X y 7 Leu-X par la variaﬁte A,y 2 Phe-X, 1 Trp—X.y 6. Leu-X para la variante F). En |

la variante A también se hidrolizaron enlaces que contenian residuos Glu y Gln. Estos
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resultados concuerdan con la espec:1flcldad de la qu1mosma .al actuar sobre las casefnas 6]
(Vlsser y Slangen 1977) y o, (McSweeney y col 1993d) bovmas ,

6. La variante A fue extensamente h1dr011zada identificandose peptldos de todas las reglones
de su molecula excepto de la zona Gly,s a Tyrso Esta secuenc1a contiene 7 de los 8 residuos .
fosfoserina de la asl;Cn A 8P lo que podria explicar la resistencia de esta zona al ataque
pfoteol_itico de la quimoéina. Resultados similares han sido obtenidos para la dsl-Cn.bovina

. 'y los enzimas quimosina y plasmina (McSweeney y col., 1993c, d).

-+ 7. Las zonas més hidrolizadas en la variante A se situaron a nivel de los enlaces 'Phe/B-Valu,» ‘

' Iﬁu14i;Al;¢1143 y Trpm-Tyr;és, y en la variante F Phe,;-Val,, y Leug-Lyses.
| 8. El enlace peptidico Leu(,‘t—Lys65 de la varlante F fue h1drohzado en mayor proporcién que
en la variante A (Leu,o-Lysio0), formandose hasta 4 péptidos’ dxferentes Estos resultados
pueden ser explicados por la conformacién protelca diferente antes mencionada. La diferencia
de confonnaéiéﬁ haria més disponible el enlace peptidico Leug-Lys¢s de la variante F a la
accion de la qulmosma y como consecuencm seria mds hidrolizado. . _
9. La secuencia am1noac1dlca deleccmnada en la variante F, y presente en la varlante A, fue
hldrohzada a nivel de los enlaces Tyrgo-llegl, Glng,-LySy;, Tyry-Leu,, y Tyre,-Leuys,
produmendo los peptldos f81-94, 183-91 y £92-94.
La secuencia peptldlca (ver Flgura 35)yel camblo en el area relatlva de los diferentes
picos encontrados sugiere el siguiente esquema de prote011s1s en las variantes A y F: la
qui‘mosi'na primero hidrolizaria el enlace Phe23-Vélg4 produciendo el péptido f1-23 y los
.p_olipéptido"s complementarios o, A _(f24-199) y oy F (Q4-162). En la variante A el péptido
£1-23 no fue 'ide'ntificado directamente quizds porque fue hidrolizado ripidamente en los
péptidos f1-16 y f19-23. El préximo enlace hidrolizado en la variante A seria Trp;e-TyI 45,
que se corresponde con el enlaée Trp55-Tyryy €n la variante F, produciendo los péptidos
f165-199y f24-164 (A) y £129-162 y-f24-128 (F). El péptido o A (f24-164), con 10 'enlaces .
susceptibles de _-hAidr.élisis, producirié un nimero elevado de fragmentos en este orden: f109-
142, 121-142, f102-120 y f143-.1’49. El péptido o, A (f165—199) prodria ser hidrolizado a
nivel del enlace peptidico Phe”g—Ser.180 produciendo los fragmentos f180-199 y f165-179. El
péptido o, F (f24-128) seria hidfolizado en el siguiente orden: Leug-Lysgs, Leu; q-Asp;y,
- Leu;g5-Alaygq, Alayj,-Phey;; y Leug;-Hisg,. -
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Antes de abordar el estudio electroforetlco de los hldrohzados de las o;-Cn A y F
obtenidos por la accxon de la qu1mosma se descr1b1ra brevemente el comportamlento de las
casefnas caprinas en el sistema electroforético " utilizado en este estudio; geles de,

poliacrilamida en presencia de agarosa (PAA_GE). : . | 1
~ Caseina entera - a - | o | : -

Los componentes caseinicos caprinos resueltos por PAAGE a pH 8.6 (Figura 36) sei
desarrollan como ‘una serxe de bandas que se 1dent1f1caron en base a sus movilidades:

electroforéticas usando como patrones algunas fracc1ones puras aisladas. La x-Cn tamblen

~fue 1dent1flcada por su alta sensibilidad a la accién de la quimosina, resultando de su’

hidrolisis la aparicién en el gel del péptido parax -Cn. ' , ].'

La B Cn mlgro como dos ‘bandas, 1gual que sucede en PAGE-urea debldo a sus dosi

" niveles de fosforilacion.

La x-Cn mlgro a pH 8.6 como una sola banda por debajo de los componentes de la i
B Cn debido al tratamiento previo del gel con $-mercaptoetanol como agente reductor. &
La a,-Cn migré en general como 3 componentes (uno de ellos mayoritario), siendo i
uno de ellos predominante sobre los demas y presentando una mov111dad electroforética l

mayor que los componentes de la as,-Cn 1ndependlentemente de la variante genética de ésta.

" También es evidente en el electroforegrama de la caseina entera que incluye la o;-Cn A, un §

solapamiento parcial entre los componentes mis lentos de la a;-Cn y los componentes mds -

l‘apldOS de la o ;-Cn A. . : S

Como en el caso dela B-Cn, la o-Cn A presenta niveles de fosforxlacmn dlferentes

d

y como en PAGE-urea, esta proteina mlgra como 3 bandas. :
I

.La delecc1on que caracteriza la variante F (remduos 59-95) conlleva la pérdida de 5

residuos fosfoseril contiguos. Leroux y col. (1992) dividen los ARNm pertene01cntes ala oy |

Cn F en dos clases: las formas cortas (FI-F4) y largas (F5-F9), las cuales representan |
aproximadamente el 60 y 40% de los transcrltos respectwamente Las formas cortas de {

|
ARNm deberian teorxcamente traduc1rse en cadenas protelcas acortadas, ya que todas ellas |
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presentan la deleccién de los resnduos 59 95. Aproxnnadamente la mltad de las formas largas
de ARNm se traducman en cadenas prot¢1cas que contendrlan la secuenma aminoacidica
deleccionada en las formas cortas y presentarian una estructura proteica similér ala o -Cn
A. Sin embargo estos autorés no determinarbri cudles de: estos transcritos son traducidos, y
en qué proporcion, en proteinas de dlferente tamario. | |
En resumen y de forma teorlca cabria esperar que la proteina madura correspondlente
"a la a;-Cn F estuviese compuesta por una mezcla de dos especxes moleculares que se
dlferenmarlan prmmpalmente en la deleccxon de la secuenma aminoacidica 59- 95.
La aparicién de diferentes formas de ARNm para una proteina no es un caso aislado
y caracteristico de la o,-Cn'F caprina. Ferranti y col. (1995) mostraron que las variantes A,
CyDdela d-Cn ovina se componen de dos especies moleculares que"difiere_n entre ‘si en
la deléccién ‘aniinoacidica‘de' los residuos 141-148, produciendo cadenas proteicas de 199 y
191 aminoécidos respectivamerite, donde la forma proteica mas larga representa el 80% de
la proteina total. De igual manera, las o,-Cn caprina y 6vina aparecen como dos formas no
‘ alélicas produci'dasvpor diferentes formas de ARNm (Boisnard y Petrissant, 1985; Boisnard
y col., 1991). | | | A

- La variante F de la asl-Cn caprina mlgro en PAAGE entre las caseinas k ¥ oy, y se

“

compuso de 3 componentes principales (2 bandas de gran intensidad Optica y una tercera de
baja inténsidad) y una serie de componentes menores. Los 'cbmponent'es principales
" corresponderian a la mlsma cadena proteica con dlferentes mveles de fosforllacwn y los
componentes menores podrian ser los transcritos largos alternativos procedentes del alelo F.
Es interesante rerharcar que el péptido més lento de la variante F tuvo una movilidad
electroforética coincidente con la x-Cn Iguales resultados se obtuvieron en PAGE-urea
‘ (resultados no mostrados).
' Esta variante es altamente defosforilada, en comparac10n a la variante A lo cual
exphca la mov111dad electroforética observada en PAAGE

La Figura 37 muestra con mis detalle y de forma ampliada el patrén eiectroforético
de la variante F en PAAGE. En el electroforegrama se observa la serie de bandas de mayor -
ré_corfido que los componentes principales, presentando movilidades.ele_c,tr'oforéticas idéntiéas
a 1os péptidos qué fc')rmran la variante A, sugiriendo que podrian ser los mismos. Asi la

variante F seria una mezcla de dos especies moleculares de diferentes tamafios (199 y 162
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residuos). Las lecturas dens1tometrlcas reahzadas sobre la asl-Cn F mostraron que los :

‘componentes menores representaron el 31 % de la protelna total, cifra 51m11ar a la dada parai .

. los transcritos largos del ARNrn de esta protema Estos electroforegramas son sin duda una:
evidencia, a nivel protelco, de las_ dlferentes formas de ARNm _descrltas para el alelo F por|,
Leroux y col. (1992). | ' '

 Hidrélisis | B - 0

[

La Figura 38 muestra los electroforegramas pertenementes a los hldrohzados de las' N

sl-Cn A y F (qu1m05ma pH 5. 2 y3 % NaCl) obtenidos a lo largo de dlferentes periodos deg

. mcubacmn Bajo estas condiciones hidroliticas ambas _variantes fueron completamente: :
hidrolizadas en3y6h respectivamente, mostrandose mds resistente a la hidrdlisis la variante

| F que la A. Estos resultados confirman los obtemdos por RP- HPLC en el estudio de laj
' fracc10n soluble a pH 4.6. ' _
El PPD detectado en la hidrolisis de la variante A se desarrollo en 3 bandas como la?

o -Cn A indicando que las zonas de fosfonlacxon de la proteina estan 1nclu1das en este
producto de degradacién. De acuerdo con la nomenclatura propuesta anteriormente para el |

PPD segin su- mov111dad electroforetlca en condlclones alcahnas el PPD produ01do apHS5S. 2

y en presencia de NaCl correspondena al polipéptido «;-II. EI PPD fue degradado tras su [

vformacxon quedando sélo restos a las 12 h de hidrlisis. R N E
En los electroforegramas también aparecieron una serie de dep051tos de. matenal 4-

peptldlco (no menos de 4) con capacidades débiles de tincién y ‘movilidades electroforetlcas

menores a la o;-Cn A. Es 1mportante subrayar la espe01f1c1dad de la quimosina al hldrohzar .

-los dlferentes peptldos que componen la a,-CnAy el PPD. La o,;-Cn A hidrolizada mas ;
rapldamente fue la de mayor grado de fosforilacién (Figura 38, carrera 4). En el PPD, fue E
el peptldo con menor grado de fosforllacmn el mds. rapldamente h1drohzado (Flgura 38, ¢
carreras 5 y 6). _ .
Los hldrohzados obtenidos a partlr de la asl-Cn F mostraron patrones electroforéticos
" muy diferentes a ]os descritos anteriormente para la variante A También en este caso la

proteina con mayor grado de fosforilacion fue degradada mdas rapidamente, en comparacién

al resto.
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Los principales productos-de degrédacié‘n sé presentaron en forma de 2 bandas de
gran intensidad_ 6ptIca y una tercera de baja intensidad con una movilidad electroforética én
conj‘unto superior a la o ;-Cn F. El producto de hidr(’)lisis de menor movilidad tuvo una
Iocahzacxon proxuna ala presentada por el componente principal més rapldo de la o ;-Cn
integra. En esta hidrolisis también se formé una serie de material peptldlco de menor
movilidad que la proteina entera, observandose la aparicién de un peptldo adlclonal con una
mov111dad muy baja El PPD obtenido en esta variante podrla tener su origen en la hldI‘OIlSlS
del enlace peptidico Phe,;-Valy, para producir el péptido o, F (£24-162).

“En ambas variantes los PPD formados fueron posteriormente hidrolizados a Io ]argo -
‘ de los periodos de incubacién, sin producir otros 'productos de degradacion de rﬁayor'

movilidad apreciables en el sistema electroforético.

II1.5.2. Proteolisis de la ozsl-Cn A por accién de la qulmosma en funcién de las .
cond1c1ones i6nicas del medlo reaccnonante

Mulvihill y Fox (1977, 1979a) demostraron que la especificidad proteolitica de la
quimosina al hxdrohzar la asl—Cn bovina era dependiente del pH de reaccion y del estado de
agregacion del substrato. También se ha demostrado este efecto para la asl-Cn caprina
(apartados III 4.1, 4.2 y 4.3), encontrando una dependencxa de las condiciones ionicas
utlhzadas _ ' . |

En este trabajo se inténtaré establecer hasta que punto una variacién en el pH o bien

“la concentracién del NaCl son capaces de producir un cambio en el patrén proteolitico de

esta proteina al ser hidrolizada por la quimosina.

I11.5.2.1. Estudio de la fraccién soluble a pH 4.6
La Figﬁfa 39 muestra los perfiles peptidicos pertenecientes a los hidrolizados

obtenidos a pH 6.5 y 5.2, este altimo en presencia de NaCl al 3%, a las 24 h de hidrolisis.

Como es visible en los cromatogramas, la variante A se mostré mas susceptible a la
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' proteolisis pOr accion de la quirhOSiha bomo indiéa la aparicion de un nimero més 'cl_evado’
de plCOS a pH 5. 2 en presenc1a de NaCl que a pH 6.5 hbre de NaCl. R 1‘ |
_ En estos hldrohzados aparecieron una serie de plcos en comin (A3, A6, A7, A8, Alll
y A12 que corresponden a los péptidos £21-23, f157-164, £110-142, f19- 23, f102- 120, f143-i
149 24-32, £24-28 y f165- 199) pero las proporciones formadas de cada péptido variaron,
~con las COI)dlClODCS i6nicas utlhzadas Sélo los pept1dos marcados en negrlta aparec1eron en%
mayor proporc1on apH 6.3, mlentras que el resto 10 fue a pH 5.2. )
‘Un nimero elevado de plcos formados a pH 5.2 (Al, A2, A4, A5 -A9y AlO que,
corresponden a los péptidos f92- 94 'f83- 91 f81-?, 33-44, fl 16, £180- 199 y f165- 179) no
aparecieron a pH 6. 5 ‘mientras que dos plCOS con tiempos de retencién de 25 25y 26. 93 mm:
(identificados en los cromatogramas como X e Y, respectlvamente) formados en grani :
cantldad a pH 6.5, no aparecieron en los hldrohzados obtemdos a pH 5.2. Estos dos picos,
no fueron aislados ni caracterlzados V ’I
Los patrones cromatograflcos expuestos anterlormente corroboran los resultados: '
obtenidos en PAGE-urea (apartados II1.4.1, 4.2 y 4.3), mostrando claramente que la i
naturaleza de los produétbs obtenidos en la hidrélisis d'e.la o-Cn por accién de la quimosina ‘ _
son dependientes,de las condiciones i6nicas Vpr_esentevs en el medio de reaccion. 1 ‘

b
3

II1.5.2.2. Estudio de la fraccién insoluble a pH 4.6

La Figura 40 muestra los electroforegramas de los hidrolizados obtenidos de la «,- Cné
A por accién de la quimosina a pH 6.5y 5.2 en presencia del 3% NaCl. ? _

ApH6.51a asl-Cn A fue hidrolizada ca51 completamente a las 48 h, mientras que a 5
pH 5.2 (en presencia de NaCl) desapareci(’)‘ a las 6 h, mostrando la influencia positiva del
NaCl en la hidrdlisis de esta proteina. | , |

Los patrones elec_troforéticos‘p'resentédos en los hidrolizados realizados a pH 5.2'
fueron idénticos a los descritos en el épartado II1.5. 1.2. Los patrones obtenidos a pH 6. Si
presentaron diferencias significativas como era de esperar. Estas dlferenmas se centraron
basicamente en la naturaleza del PPD,; observandose a pH 6.5 un PPD con una mov1hdad]

“electroforética inferior al obtenido a pH 5.2. Como se des_crlblo anteriormente, la naturaleza |
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del PPD es depéndiente fundaméntalrhénte de lés"co'rid'i‘éiones"idnicas utilizadas en las

4 hldI‘OllSlS El PPD obtenido a pH 6. 5, denommado ;-1 segin su movilidad electroforetlca

relativa a la asl-Cn se. solapo parcialmente con ésta €n el sistema electroforético ut111zado

(PAAGE). Este solapamlento entre bandas no ocurre en PAGE-urea, como se mostro

anteriormente’, produciéndose una separaciéh neta entre la proteina y su producto de
degradacwn o | | _

A pH 6.5 se formo una serie - de depOS1tos peptldlcos de .menor movilidad

- electroforética que la o;-Cn, como OCllI'I'lO a pH 5.2, pero en nimero inferior de bandas.

También a este; pH aparecieron diferentes bandas con movxhdades electroforéticas mayores

| “que el polipéptido a,;-I en forma de 2 gmpos compuestos por multiples bandas. Quizis estas

bandas cdrrespondan a productos de degradacion provenientes de la hidrolisis de o-1.

IIL.5.3. ‘Provteolisis de la a;-Cn A por accion de diferentes coagulantes

Existe una gran variedad de enzimas de origen animal con capacidad de coagular la
leche, pero sin duda han sido los ‘cuajos de animales lactantes y la pepsina bovina, los
coagulantes mas utilizados en la fabricacién-de queso. |

Los cuajos preparados a partlr de estomagos de mamiferos lactantes contienen una
serie’ de enzimas cuya funcién principal es coagular la leche en el estdmago de estos
animaies, incrementando asi la eficiencia digestiva. Aunque estas preparaciones contienen los
enzimas naturales y teSricamente Optimos para producir la coagulacion de la leche de cada
una de las especies, la utilizacion de cuajo caprino no estd muy extendida, siendo el precio,

. superior al cuajo de ternero, el mayor inconveniente que presenta. |

Hoy en dia el uso de los cuajos caprinos qued_é restringido a las fabricaciones _
artesanas de queso de cabra, y s6lo Francia e Italia utilizan este tipo de cuajo en algunas de
sus variedades industriales (Pecorino, ProVolone, etc.). En Espana solo algunas variedades
de quesb como los de Gata-Hurdes estén elaborados con cuajo natural de cabrito.

» Ya que el cuajo de caprinos lactantes es el cuajo 6ptimo para coagulaf la leche de
cabra seria imeresame‘rver si los -productos de hidrélisis son semejanteé 0 no, a los

producidos por la quimosina o por un cuajo de ternero. -
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En este trabajo se partlo de soluc1ones de asl-Cn A (1%, p/v) apH 5 2 afiadida del

3% NaCl que fueron hldrollzadas por soluc1ones de qulmosma (AnmenTM 600), cuajo de

ternero (Granday® 520) y cuajo de cabrlto (Grandine® 165) estandarizadas a igual actividad: -
|

coagulante La temperatura de 1ncubac:1on fue de 30°C y los perlodos de 1ncubac1on de O,
0.25,1y3h. ‘

‘
III.S;S.I-.‘Esthdio de la fracciéh ‘solul')vlé» a pH 4.6 ' . - i
:
!

La Fxgura 41 muestra los perflles peptxdlcos de los hldrohzados obtemdos a pamr de
la ozS,-Cn A por accién de la qu1m0s1na cuaJo de ternero y. cuajo caprino a las 3 h de.
‘hidrélisis. _ -
| El analisis cromatogféfiéo mostro perfilés peptidicos muy similares para los diferentes_

coagulantes testados, aunque la cantldad relativa de cada pico varié con el coagulante

utilizado. En general el cuajo. de ternero y la qu1mos1na se mostraron mas proteohtlcos que:
el cuajo caprino, produciendo los peptldos A3, A5, A7, A8 A9 AlQ y Al2, en mayori
proporcmn Los péptidos A4, A6 y A11 fueron produc1dos en cantldades aprox1madamente
iguales. | | _ .

La Comparacién entre los cromatogramas pertenccientes a la hidrolisis realizada con
quimosina y cuajo de ternero, mostrd una similitud muy elevada, incluso éﬁ las proporciones

de los péptidos formados.

111.5.3,2. Estudio de la fraccién insoluble a pH 4.6

La Figura 42 muestra los electrofdregramas bbtenidos enla hidrélisis de la o;-Cn A,

por accién de la qu1mosma cuajo de ternero y cuajo caprmo a pH 5.2 en presencia del 3%
N aCl, durante diferentes periodos de 1ncuba01on v

| Los patrones electroforéticos obtenidos a partir de los diferentes hidrolizados

presentaron caracteristicas casi idénticas para los 3 t'ipos de coagulantes ﬁtilizados. La a,-Cn

. A fue degradada progresivamente en los diferentes estadios de incubacién, permaneciendo-
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sin hldrohzar canudades pequenas de esta proteina a las 3 hde hidrolisis, sobre todo en los

hidrolizados donde se. utlhzo el cuajo caprino como agente proteohtlco El PPD formado fue

idéntico para los tres tipos de coagulantes tlpo oy,-1I como corresponde a las cond1c1ones‘
idnicas utlhzadas '

Estos resultados demuestran que 1a utilizacién de cuajo de cualquiera de las dos

_ espemes ‘mencionada no debena afectar a la calidad del queso obtemdo por cuanto respecta

ala h1drohs1s durante Ia madurac1on

IIL.5. HIDROLISIS DE LA CASEINA CAPRINA POR LOS ENZIMAS DEL CUAJO

Enel transcurso de los estudios realizados en nuestros laboratorlos sobre la proteolisis
durante el madurado de queso de leche de cabra nos hemos encontrado con diferentes
resultados a nivel de degradacién de las caseinas o, y 8. Ya que estas proteinas pueden ser
hidrolizadas por los enzimas del .cuajo como hemos mostrado ante“riormente parece ser que
las COIldlClOI]CS del madurado del queso determma principalmente las diferencias en
| proteohsls Las condlclones fisicoquimicas de madurado que mas influencian la proteohsls
son el pH, el contemdo en NaCl y la humedad.
El obj'eti‘vo del siguiente trabajo trata de obténer informacién, mediante uﬁ siste_rha
" modelo como es la caseina entera, que nos pueda ayudar a dil;icidar' las diferencias de
proteolisis encontradas en el queso entre las fracciones caseinicas. Para ello centraremos el
trabajo en la influencia del pH, NaCl vy concentracién de cuajo en la hidrélisis de 15_ caseina
caprina pdr accién del cuajo ’ut}ilizandoxdiferentes métodos electroforéticos como métodos

“analiticos en la detecci6n de la proteolisis.

JILS.1. Hidrdlisis de la caseina capfina por el cuajo. Efecto del pH

- La Figura 43 ilustra la accion proteolitica del éuajo sobre la caseina entera caprina

a diferentes pH. -
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A 1 h de hidrlisis (Figura 43, A) el patron electroforético fue casi idéntico a la

‘ casema control para el intervalo de pH estudxado Los cambios observados més significativos |

fueron los siguientes: o _ _

1. Apareci6 una banda de muy corto r_éCorrido electroforético que correspondé a la parak-Cn.
2. Con una movilidad ‘ligeramente mayor qﬁe la B-Cn aparecieron varios péptidos de
N caracteristicas semejantes al B-1 descrito en la hidrdlisis de l'a’ B-Cn por el cuajo, y que se
formo en todo el intervalo de pH estudlado aunque de forma mas pronun01ada apH=5.4,
déndose un minimmo de formacién a pH 4.6-5.0. ‘

- 3. Con movxhdades superlores ala presentada por el complejo caselmco o aparec1eron una

serie de péptidos que corresponden al producto de hidr6lisis pr1mar10 de la asl—Cn (PPD).

4
1

{
f

L]

Alas2h de hidrélisis el patrén electroforético varlo poco, consistiendo la diferencia '

principalmente en una intensificacién de ‘_Ias bandas pertenecientes a los productos de

hidr6lisis. Las medidas densitométricas muestran un minimo de hidrélisis de la 8-Cn a pH
4.6 y un maximo de formacion del pohpeptldo B-1.a pH 5.8. El PPD tuvo una formacion
més intensa a pH extremos (3.8 y 6.6). | N
A las 4 h de h;drolms el patron electroforético fue atn mas acentuado aparecxendo
nuevos productos de proteohsls Uno de ellos tuvo una movilidad electroforética idéntica al
polipéptido (3- II y se s1tuo de forma solapada a las bandas mas rapldas del complejo
caseinico o (Figura 43 B, carrera 2) donde tleng: su formacién méxima, perfectamente visible
a pH 3.8. De igual manera aparecieron dOS_bandas con movilidades coincidentes con las
bandas mis lentas dcl PPD, sobre todo evidéntes apH >5.4 que co.r'responden‘ también a un
producto de degradacion de la 8-Cn, el polipéptido B-1II. También aparecieron, pero de
forma muy débil, otros prdductés de hidrélisis con movilidades eléctroforéticas superiores
al PPD, ténueménte_ Qisible a pHSS.O.' Estos pé;;tidos cbircsponden a los productos 8-IV y
| B-V como veremos més adelante de forma mas clara. Los diferentes solapamientos entre
- productos de’ proteoiisis y caseinas intactas hacen que las lecturas densitométricas sean

Jdificiles de realizar y den resultados contradictorios como por ejemplo un aumento en la

fraccion , en el transcurso del tiempo de hidrélisis. La fraccién parak-Cn permaneci intacta

mostrando una gran resistencia a la accién. proteolitica del cuajo, al igual que la asz-Cn.

A las 6 h de hldrollsls no se prodUJeron grandes camblos acentuandose los productos' |

nuevos de hidrélisis antes nombrados
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A las 15 h (Figura 43 C) se incrementé la formac1on del polipéptido B-II, visible
A ahora en todo el intervalo de pH estudiado mostrando igual movﬂldad que las bandas mas
rap}dos de las caseinas «,. También se h1c_1e_rQn miés evidentes los péptidos 8-V y B-V,
perfectamente visibles a pH<5.0. A este tiempc.)" de incﬁbacién se produjo un cambio enla
intensidad de las bandas pertenecientes a la «,-Cn con la aparicién simultinea de diferentes
bandas de baJas mov111dades electroforetlcas visibles a pH <4.6 en la region de las y-Cn y
’ prox1mas ala parak-Cn.

A las 30 h (Figura 43, D) se acentuaron las bahdas_ correspondientes a los productos
"de degradacién 8-11, 8-II, B-IV y 8-V y se produjo una disminucién drastica en las bandas
correspondlentes a la o,;-Cn. ‘

A las 48 h de hldI‘OllSlS (Figura 43 E) alin se detectaron restos de §-Cn 1ntacta
,mostrando que esta proteina tiene una susceptlblhdad menor a la proteolisis en el sistema
caseinico completo que en soluciones de proteina aislada, donde es totalmente hldrohzada
aproximadamente alas 15h a pH = 5 4, resultados que concuerdan con los obtenidos por Fox
y Guiney (1973) para la caseina bovina. De igual manera, la asl-Cn es mas susceptible a la
'proteohsls por accién del cuajo en solucién que en este sistema caseinico, asi como maés
susceptible a la proteolisis qﬁe la 3-Cn en la hidrdlisis de la caseina caprina entera. Un
| cambio observable en este periodo de hidrélisis consistio-en la disminucién en intensidad de
la banda' correspondiente ala parax-Cn, evidente a pH muy éc.idos. Este resultado muestra
que los eniimas del cuajo, ademds de presentar una gran actividad proteolitica de naturaleza
muy especifica _so.bre la k-Cn, son capaces de hidrolizar la parax-Cn. Sanogo y col. (1987)
describieron resultados similares paré el péptido bovino a pH 5.0 en presencia del 5% NaCl.
Diferentes autores descrfben una grah resistencia a la hidrolisis de la parak-Cn en el queso
(Green y Foster, 1974), sin embargo trabajos recientes han dado a conocer que este péptido
puede ser degradado posterlormente en el transcurso del madurado (Calvo y col., 1992).
Quizés las diferencias en los resultados se deban a las técnicas de analisis utilizadas, mucho
mas resdlutivas en el wiltimo caso. Shammet y col. (1992a) estudiaron la actividad proteolitica
de alguhos enzimas coagulantes al actuar sobre la x-Cn de forma aislada observando que
estos enzimas hldrollzaban la protelna de forma diferente y que el péptido paraK -Cn podia

ser proteohzado en el transcurso de la hidrélisis.
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También en este periodo de incubacic’)nv'se‘ pro_duj»(v) una intensificacién_de 1as bandas
- cercanas a la parak-Chn, procedentes de la hidrélisis de 1a o,-Cn.

A las 72 h (Flgura 43, F) la 8- Cn desaparec1o por completo y el patrén electroforetlco*
obtemdo tras este perlodo de 1ncubac1on fue semejante al presentado en la hidrdlisis in vitro
de la 3-Cn alslada por acc1on del cuajo. La ozsz-Cn tamblen desaparec1o por completo con la |
producc1on de dlferentes productos de h1drohs1s con movilidades menores a la B Cn. Los '
' 'peptldos B-1 fueron degradados casi completamente apH<5.0, mxentras que a pH=54se,
observaron cantidades aprec1ables de este producto de hidr6lisis. Los peptldos B-11 fueron los
productos que se formaron en mayor proporcién y no hubo camblos perceptlbles para los
peptldos G-1II, B-IV y B-V. _ |

La Figura 44 muestra los dlagramas densnometncos correspondlentes a los
electroforegramas obtenidos mediante PAGE-urea, de la caseina caprma entera y tratada con
cuajo en los penodos de incubacién de 6 y 72 h a pH 5.4.

La Figura 45 muesra el andlisis en PAGE- SDS de la fraccién msoluble apH4.6 de '
los hidrolizados obtemdos a pH 54 a partlr de la caseina caprina entera durante los N
~ diferentes perlodos de 1ncuba01on por accion del cuajo Los productos de hidrolisis
caracterizados en este anahsls tuv1eron Mr (Da) de 22900 9800 Destacaron por su intensidad
3 bandas, dos de las cuales presentaron Mr de 22900 y 21600, Mr equivalentes a los
presentados por los péptidos 3-1y 3-I1. Otros peptldos tuv1eron Mr de 20700, 17300, 14500,
12600, 10900 y 9800. Los peptldos con Mr 20700, 17300 y 12600 podrlan corresponder a
B-III, 3-IV y §-V. El peptldo con Mr de 14500 fue la tercera banda de alta intensidad y
correspondid a la parax_-Cn, con Mr_51m11a_r al .calc‘ulado para su estructura _prlmarla. El resto
de péptidos quizas procedan de la hidrdlisis de Tas caseinas o.

‘Como puede apreciarse en los electrbforegramas, la ag_li-Cn de‘saparecié‘ rapidamente,
y a las 4 h s6lo quedaron restos de esta proteina.. En carﬁbib la oy-Cn se :degrad(’) muy
lentamente quedando -_trazas‘ a las 72 h. También fue mas lenta la degradacion de la B-Cn, !
casi completaménte hidrolizada a las 48 h. VIgua_llmente se observo la resistencia a la hidrélisié
de la parak-Cn, muy estable durante las primeras 15 h, para después disminuir de ihtensidad-
pfogresivamenie .hasta las 72 h 'c.ionde s6lo quédaron 'trazas de ella. En resumen él orden de '
susceptlblhdad ala proteohsls de los diferentes componentes casemlcos por accidn del cuajo

al hldrohzar la caseina completa caprma fue: asl >p >oz32 >para/< -Cn.
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Paralelamente se reahzaron diferentes ensayos dé hidrolisis de la caseina caprina a
| temperamras de incubacién de 7 y 15°C, sunulanglo las temperaturas de refrigeracién y
médurado del queso obteniéndoéé 'iguales productos proteoliticos. A ambas temperaturas se
produjo 'un erilentechnienfo de la reaccién enzimatica debido al descens.o de la temperatura
teniéndose que alargar los periodos ‘de ‘incubacion hasta 5 dias para obtenerse de forma

v151b1e todos los productos de hidrélisis antes descritos (resultados no mostrados)

111.5.2. Hidro6lisis de la caseina bovina por el cuajo y coniparacién con la caprina

En la Figura 46 se muestran 1os | electrofdregramas obtenidos a partir de loé_
hidrolizados procedentes de la caseina bovina realizados en iguales condiciones hidroliticas
que la caseina caprihé, a las 15 h de incubacién. En ellos se pueden identificar de menor a
mayor movilidad electroforética la §-Cn residual, el péptido §-I, §-II, la o;-Cn residual y
los péptidos B-11'y as'l—I. Los péptidos B-1y g-11 aparecieron de forma ms o menos intensa
alo largo de todo el intervalo de pH, mlentras que B III sélo fue visible a pH=5.4. Es
interesante apreciar que en este tiempo de incubacién permanecieron sin hldrollzar cantldades

significativas de,a_sl-Cn, asi como del peptldo o;-1, mostrando que en 1guales condiciones
| proteoliticas, tanto la o;-Cn y el PPD cdprinds so_n.més susceptibles a la hidrOlisis que sus

homélogos bovinos.

I11.5.3. Efecto del NaCl en la proteolisis de la caseina caprina por el cuajo

~ La Figura 47 muestra los .electroforegramas obtenidos a partir de los hidrolizados de

15 h, realizadds sobre’ sdluCiOnes' de caseina caprina a pH 5.4 por el cuajo adicionadas de
concentraciones crecientes de NaCI 0,0.5,1,25,5, 10y 15%).

En el electroforegrama correspondlente ala h1drohs1s realizada en ausencia de NaCl

(carrera 2) aparepleron los productos tipicos de degradacién procedentes de la 3-Cn (B-1 a

B-1II). A medida que la- concentracién de NaCl fue 'incre‘mentado, estos productos de-

hidrélisis se formaron en menor cantidad, debido al efecto inhibitorio del NaCl en la
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_'proteohsm de la B Cn. Se produjo una disminucion acusada en la proteohsls de la B-Cn a
‘ concentraciones de NaCl del 5%, ylslble del electroforegrama correspondxente (carrera 6)“
por la d15m1nuc1on en la formacmn de B 1. Estos datds concuerdan con los obtenidos en la .
hidrolisis in vitro de la B-Cn por la acc1on del cuajo (apartado III.3.4.) y con los obtenidos |
'por Foxy Walley (1971) y Sanogo y col (1987) en la hidrélisis de la caseina bovina en estas
_ condlclones iénicas. , _
" La o;-Cn se hidroliz6 por éompletb en el tiempo deﬂincubacién realiiado (15 h), .
. mosfrando su mayor sensibiiidad ala hidrélisis incluso a concentraciones del 15% NaCl.
‘Las bandas electroforéticas situadas entre 1os peptldos B-I y B—II corresponderlan a
la asz-Cn res1dual | o _ v '
Otro dato interes}zinm que cabe destacar es la disminucion de la banda correépondien_te
a la parak—Cn a concentracionés de NaCl> 10%, sugiriendo que el NaCl a altas

concentraciones podria estimular la proteolisis de este péptido.

IIL.5.4. Efecto de la cohcc‘ntracién de cuajo en la proteolisis de la caseina caprina

En estas experiencias Sé ensayairon 2 concentraciones diferentgs de éuajo_, una
equivalenté a la cantidad de enzima aﬁadida alalecheenla producéién de queso (20 mL/100 -
L leche), y 1a segunda que sxmula una retencién enzxmatlca en la matnz protelca del queso
del 6% (Fox 1988). _

Se parti6 de soluc1on¢s proteicas de caseina completa (2.5 % p/v) que se trataron cdn |
cuajo de ternéro a concentraciones de 2x170'2 UC/mL y 1.2x10° UC/mL, se ajustaron a
diferentes pH y fueron incubadas a 30°C durante 15 h. -

Cuando la casema fue tratada con una concentracmn equlvalente a la anadlda ala
leche de producc1on de queso (Flgura 48), los peptldos B-1 aparecieron en todo el intervalo
de pH y de forma mds intensa a pH=5.4. La fraccion caseinica o, parecié permanecer casi
intacta a las 15 h de hidr(’)lisis sin embargo los electroforegramas muestran mas intensidad ’
en las 2 bandas mas rapldas de la fraccion o, que ‘podrian corresponder a S-IL que junto a
la asz-Cn dan un patron electroforetlco muy semejante al complejo caseinico . La ozsl -Cn, |

en las condiciones empleadas no se hidroliz6 totalmente como mostré el andlisis realizado
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en PAGE-_SDS (resultado no molstrad{)) .- El PP]j no fué vi§ib1e ya que a las concentraciones
de cuajo utilizédas, ‘éste se formaria en pequeﬁas 'cantidades y seria posteriormeﬁte
hidrolizado en otros componentes de menor tamano no resueltos en este sistema
electroforetlco _ | ‘ _

La caseina tratada con una concentracmn de cuajo equivalente a una retencion del 6%
en la rvnatrlzvpro,telca del queso, no tuvo grandes cambios aparentes como muestra los. -
_éle'ctrofdregramas' de la 'Figura 48. Los pébtidos 3-1 aparecieron nqtarhen’t‘e visibles a
pH=5.4. De igual mané_ra que en el caso antefior,- B-11 pbdria formarse y situarse dé forma
* coincidente con el .complejo caseinico «, pero de forma mis débil ya québ la cantidad de

cuajo utilizada fue mucho menor.

IIL.6. HIDROLISIS DE LA CASEINA CAPRINA CONTENIENDO DIFERENTES
VARIANTES GENETICAS DE o5-CN POR LOS ENZIMAS DEL CUAJO -

I11.6.1. Estudno electroforetlco de la caseina caprma con dlferentes variantes genetlcas
de OISI-CH

En la Figura 49 se muestran los electroforegramas 6btenidos pdr PAGE-urea de la

caseina entera caprina de difcréntes individuos pfcsentando genotipos distintos de ¢,,;-Cn (BB,
BE, BF, BO,' EE, EF, E0 y FF). La Tabla 14 presenta la tasa de sintesis y frecuencias
_ alélicas encontradas én la Granja Experimental de la Facultat de Veterinaria (UAB).
_ Las muestras que contuvieron una cantidad alta en «,;-Cn, mostraron 2 bandas
intensabs y una banda mas débil (la mas rapida de todas) en la zona electroforética descrita
para . esta proteina, con pequefas diferencias en intensidad Optica dependiendo de 1la
combinacién de alelos. Las muestrés con menos cantidad de o -Cn presentafon bandas
menos intensas y en un nimero variable debido ai efecto de los alelos F y O (Figura 49,
carreras 6-9). - | |

Los electroforegrafnas también mostraron que hubo una variacién, relacionada con
las varlantes de la oy-Cn, de la cantidad de otras fracciones casemlcas En general se

observa que al bajar el contemdo en asl-Cn la zona electroforetlca de la 3-Cn se mcrementa
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asi como la de la asz—Cn La caseina entera que contuvo la varlante genética BB de la ozS,-Cn

(carrera 2) presentd una intensidad menor en las _bandas per_tenementes_ ala asz-Cn. La

, ‘caseina entera que contuvo ia vérian‘te genética FF de la o,-Cn (carrera 9) presenié una zona
electroforetlca a nivel de la 3-Cn muy engrosada asi como en las bandas correspondlentes ‘

“ala a,-Cn. El engrosamlento de la zona de la 3-Cn puede ser debido en parte a un aumento
en el componente pr1nc1pal de la «-Cn, c01nc1dente en parte con la (3,. Estos datos

: concuerdan con los de Law y Tziboula (1992) '

Como se descrlblo anterlormente (apartado II.5.1. 2) la asI-Cn F presenta una
mov111dad electroforética entre las casemas KY Oy, y Mmuy diferente a la presentada por la
variante A. Esto podrla exphcar el patron electroforético de la muestra de la caseina con los
alelos EF (carrera 7), qﬁe adn presentando unavconcentrac‘iéh tedrica superior en o,;-Cn que

la muestra con los alelos EO, tuvo una zona electroforética o, de menor intensidad.

I11.6.2. Hldrohs1s de la casema caprina con dlferentes alelos para la o,-Cn por accnon ;
del cuajo

En la Flgura 50 se muestran los electroforegramas de caseinas presentando diferentes
varxantes genetlcas de caseinas asl hldrohzadas por los enzimas del cua]o a pH 6.6 durante
0.5, 4 y 15 h. ' ‘ _

A los 30 min de hldrohsxs B-1 ya fue ev1dente sobre todo en las variantes genetlcasv
con menor conten‘ido en o,-Cn (Figura 50, A). Las diferentes fracciones «, fueron
disminuyendo en intensidad debido ala _hidrélisis enzimdtica, mientras que la a,-Cn
perinanecié evidente y poco degradada. | _

A las 4 h de hidr6lisis (Figura 50, B) 8- increment6 eh intensidad y sé evidenciaron ,
productos de degradacién con mayor movilidad electroforética que la «,-Cn. Estos productos
de degradacién correspondieron al PPD'y sélo. fuefon observables en las variedades genéticas
de o;-Cn con mayor contenido en proteina. La o,»,-Cn continud casi sin hidrolizarse. v_

A las 15 h (Figura 50, C) el patrén electroforético de degradacion fue muy parecido
" al que presenta la 8-Cn aislada hidrolizada por el cuajo, con.la fofmacién de los compliestos

. de_hidr()lisis B-1 a B-IV y la degradacioén casi total de esta proteina. Los péptidos B-1'y B-11
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se forrnaron en mayor proporc1on en las variantes con mayor cantidad de asl-Cn La as,-Cn
desaparecm por completo asi como sus compuestos de degradacxon prlmarlos y la ap-Cn
permanec1o casi sm hldrollzar ' '

_ En este. momento se estdn reahzando en nuestro laboratorio estudios mais profundos
sobre la hldI'O_hSlS por los enznmas del cuajo de las caseinas que contienen las variante

genéticas AA, EE y FF de la as1’¥Cn. -

~ IIL7. HIDROLISIS DE LA e,-CN POR LOS ENZIMAS DEL CUAJO

La Figura 51 muestra los electroforegramas obtenidos en la hidrélisis de la a,-Cn por
 acci6n de los eniimas del cuajo (0.1 UC/mL) a 30°C y pH 6.2 durante periodos de tiempos
de0,05,1,2,4y6h. |
_ “La a,-Cn obtenida en la p_urificabién de la og-Cn a través de la columna preparativa

‘en RP y un equipo FPLC, aparecié en PAGE-urea como 4 bandas situadas en la zona dei
| coniplejo caseinico o éaprino, y una serie de bandas de mehor recorrido que corresponderian
- a diferentes productos contaminantes no identificados. _ |

‘La serie de bandas observadas en la Zona eléctroforética de la fraccién «, consistiria
en una misma proteina con niveles de fosforilacién diferente, al igual que ocurre en la
caseina bovma (Elgel y col., 1984). En este caso como se observa en los electroforegramas,
las bandas mas. rapidas se solaparlan con las més lentas de la asl-Cn

" Durante los periodos de hldrO]lSlS la a,-Cn fue degradada progreswamente por los -
enzimas del cuajo, formandose una serie de productos de hidrolisis que tuvieron movilidades
electroforéticas inferiéres (primer grupo), similares (segundo grupo) y superiores (tercer
grupo) a la proteina intacta, El primer grupo consistié'éproximadaménte en 3-4 bandas que
se situaron en la zona electroforética de los componentes 7. El tercer grupo contuvo no
menos: de 8 bandas de gran intensidad Gptica. Por iltimo el segundo grupo correspond10 a
2-3 bandas commdentes con algunos componentes de la a,-Cn. El nimero elevado de bandas
electroforetlcas indica que la proteina es escindida en el centro de la molécula dando

numerosos péptidos.
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Enel ultlmo perlodo de 1ncubac1on (6 h) aun hubo restos de a,-Cn sin hldrohzar lo
| que demuestra que aunque esta proteina es degradada por los enzimas del cuajo es mucho
menos sensible que la asl-Cn McSweeney y col. (1994a) obtuvieron resultados s1m1]ares‘

para su homologa bovina,
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Capitulo IV. Resultados y Discusién

IV.1. HIDROLISIS DE LA §-Cn CAPRINA POR ACCION DE LA PLASMINA Y
'COMPARACION DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION CON SU HOMOLOGA
'BOVINA -

1a plasmlna principal proteasa endogena de la leche puede afectar las propledades de
_ la leche y de dlferentes productos lacteos durante su almacenamlento (Miranda y Gripon,
1986; Grufferty - y Fox, 1988b), y tiene una funcién unportante durante el madurado de
diferentes variedades de quesos (Ollikainen y Klvela 1989 Farkye y Fox 1991, 1992;
Farkye y Landkammer 1992). S e

Los productos de degradac1on produc1dos a partir de Ias caseinas bovmas han sido
_caracterlzados en diferentes estudios. Las By o,-Cn son hidrolizadas rapidamente por la
- plasmma (Snoeren 'y Van Riel, 1979), la ¢;-Cn es hldrohzada, pero mds lentamente, y la -
Cn y las proteinas del suero se muestran resistentes al ataque proteolitico de este enzima
(Bigel, 19772). R | | | |
, La hidrélisis de la 8-Cn por accién de la plésmina\produ‘ce 'i'nicialmente las y-Cn
(Kammogawa y Yamauchi, 1972; E1ge1 y col., 1979 Snoeren y van Riel, 1979)y algunos
de los componentes de la fraccion proteosa peptona (Andrews 1978a b Eigel y Keenan
'1979; Andrews y .Ahchamdls, 1983). Las y-Cn se componen de las 'y], Y, ¥ 73-C_n que
corresponden a los fragmentos 3-Cn (f29-209), B (f106-209).y B (f108-209), re_spectivamente
(Gordon y col., 1972; Groves y col., 1972; Eigel, 1'977‘b)7. Los fragmentos complementarios
' B-Cn (f1-28), B (1-105/107) y 8 (£29-105/107) han sido también aislados en la especie
bovina, identificindose algﬁnoé de ellos con componentes de la fraccién prdtéosa_ peptona
oP). S _ .

También» se ha descrito, aislado y caracterizado una proteasa alcalina de las mismas
| caracteristicas qﬁe la p_laémina b_bvina en la leche de cabfa (Varshey y Mathur, 1979).

| El objeti?o principal perseguido en este trabajo fue caracterizar los »dife'rentes

fragmentos obtenidos a partir de la $-Cn caprina por la accién de la plasmina bovina por
medio dé-diferentes sistemas eiectroforéticos y comparar estos fragmentos de hidr6lisis a los
obtemdos a partir de su homologa bovina.. De igual forma se estudlaron los productos de
' proteohsls procedentes de la hidrélisis de la caseina caprma completa por accidon de la

plasmina bovina y caprina.
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IV.1.1. H_idrélisis.de la B-Cn caprina por la plasmina

Para la realizacién de este estudio se utilizé la plasmina bovina porque e.s‘
‘comercialmente asequible, al COntrario que la-"cap'rina y los trabajos p'ublichdos por Schaller"
y Rickly (1988) 1ndlcan una gran s1m111tud entre la estructura y los dom1n1os func1onales de.
los en21mas de estas dos especies. '

" En la Figura 52 se muestra el resultado de la hidrolisis de la 3-Cn por la plasmina.

El ahallsls elect_roforetlco en PAGE-urea revela la presencia de tres bandas -prmc1pales (A,
B, ©) y una banda de débil intensidad (D) todé_s ellas .de movilidad electroforética inferior
que la 3-Cn. También se evidencian otras bandas (E) pero con‘m(‘)vilidades'elec{roforéticas
superiores ail.a presentada por la'3-Cn. Estas Giltimas apar_écieroh en forma de 2 grupos, uno
de muy baja intensidad 6ptica (4 bandas en forma de dbbleteé) con una movilidad inmediata
ala que presenta la B-Cn y otro (no menos de 7) de alta intensidad y mayor recomdo

Este patron electroforético suglere la producc1on a partlr de la 3-Cn caprina, de
componentes parecidos u homologos alas y-Cny fragmentos N- terrnmales complementarxos
produmdos por la accién de la plasmma sobre la G- Cn bovma

La Flgura 53 muestra las secuencias de las B-Cn caprma y -bdyina. La ﬁqmologia
entfé estés dos proteinas es muy alta (‘> 90%) con sccueriCias_ aminoacidicas similares en las
regiones descritas'como‘susccp_tibles al ataque proteolitico de la plasminé., |

Las bandas correspondientes - a-la 3-Cn .fueroh desapareciendo a medida que
transcurrio el tiempo de ‘in,cubaci»c’)n_y progreéi(iamente fueron apareciendo los productos A,
"B, C, Dy E. Los componentes A y B fueron increméntando de 'iritensidadb a medida que
avanzd el tiempo de incubacion, en cambio C'y D incrementaron de intensidad para luego
disminuir progresivamente. El componente D se formé en muy 'pequéﬁa cantidad y
- aproximadamente a los 120 min desaparecm por completo. La B-Cn desaparecid
paralelamente ala formac1on de estos compuestos quedando solamente trazas a los 90 min. .
Igual ocurri6 para los productos ‘proteoliticos de mayor mov111dad electroforetlca
'(componentes E), que incrementaron su 1nten51dad (max1ma a los 60 min) para despues ir
desaparec1endo indicando que son productos sen51bles a ser hidrolizados de nuevo, 1gua1 que |

ocurre con los componentes CyD.
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Estos productos de degradac1on también fueron v151b1es en la caseina entera de cabra _
“cuando se traté con plasmma como muestra la Figura 54. Los componentes A y B se
i produjeron en __mQYOr cantidad que los componen_tés C y D. Dentro de la caseina entera, la
$3-Cn se hidrolizé a lo 'la"r_go de los periodos sucesivos de incubacién, siendo a los 90 nﬁn
donde se observo un cambio dréstic‘o' apareciendo '.pequeﬁas cantidades en el ultimo periodo
de 1ncubac1on (150 min). Igual ocurrié con el complejo caselmco as, siendo la asz-Cn la
'fracc1on que se hldrohzo mas rapldamente en comparacmn a la aS,-Cn Al final de la
incubacién el complejo casefnico o fue casi completamente hidrolizado al igal-que la 8-Cn.
La x-Cn se mostro bastante resistente al ataque de 1a plasmina durante los diferentes periodos
de incubacién, como se pudo apreciar en los electroforegramas PAGE-SDS (Figura 55)
Estos resultados permiten establecer el perfil de degradacmn para las caseinas caprmas al ser
' hidrolizadas por la plasmina en el siguiente orden; 8 = o> > k. Estos resultados se asemejan
‘bastante a 10s enéontradds en la especie bovina y contradicen los obtenidos por Varshey y

'Mathur (1979) para la .especie caprina. Estos autores proponen el siguiente perfil: k> o> 3.

IV.1.2. Comparacién de la accién de la plasmina sobre las caseinas caprinas y bovinas

‘Con el que'to de caraéterizar y pro‘fundizar. mds en el estudio de estos componentes,
se hidrolizafoh y cdmﬁararon los produétos de ‘hidr()lbisis producidos a partir de bla caseina
entera y la 3-Cn bovinés mediante diversos métodos electroforéticos.

En la Figura - 56 se muestran los pa'trones-. électrofbréticos (PAGE-urea) de los
productos de ’degrédacién obtenidos a partir de la caseina bovina entera por accién de la
plasmina. Se observaron numerosas bandas de las cuales se pudieron identificar las
. pertenec1entes a las B-Cn, o, oy, Y1, ¥2 ¥ 3. Aunque €l Comité de la American Dairy
* Science Associatzon (Eigel y. col.;'1984) propone la nomenclatura de B X-1P (_'f29-_209), B X
(f106-209), B X (f108-209), g X-5P (f1-105/107), B X-1P (f29-105/107) y 8 X-4P (f1-28),
- donde X desigha la variante genética de B-Cn y P el mimero de residuos fosfato del
fragmento, para designar los componehtes Y1> Y2 Y¥3» PPS, PP8_ lento y PP8 rﬁpido bovinos,
respectivamente, se seguiré utilizando la terrninologia con letras grie'gas_ para una abreviada

~y répida identificacion.
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Las bandas que aparecen con un mayor recorrldo electroforetlco (Flgura 56 carréras
1y 10) pertenecen al 1nh1b1dor tr1psxco de'la soja (SBTI), afiadido a la muestra control que N
se sometio a iguales condlclones de hidrolisis que la muestra con periodo de 1ncubac10n mas
- largo v(150' min) Como puede observarse en el eIectfofofégrama' la plésmina fue inhibida
pero no de forma total, dada la presencia de productos de degradacmn indicando que este
inhibidor de las sermproteasas no inhibe eficazmente la act1v1dad de la plasmma Estos.
resultados concuerdan con Ios de De Rham y Andrews (1982) y Rollema y col. (1981) Otro
_inconveniente que. se presenta al utilizar este mhlbldor es su inchusién en los 'k
electroforegramas con una posible p’ertu'rbacién‘ en la interp_retaéién de los resultados. Por -
ello se decidi6 utilizar en algunas ocasiones otro inhibidor, la 3,4-d-iéloroisbéumarina (DCI),
) pofente inhibidor de la plasmina hﬁman'a (Harper y col., 1985), y de mejor _maﬁejo que otros .
como el di-isopropil-ﬂﬁorofosfato, altamente toxico. Los resultados obtenidos en los ensa:yos
realizados deniueStran que la 3,4-DCI _esvu‘h inhibidor extremadamente eficaz que ademis no
deja traza 'alguna én los geles electroforéticosv | v |
Los electroforegramas de la Figura 56 dan a conocer una hidrélisis progreswa de las
'casemas con la apar1c1on smultanea de diferentes productos de. degradac1on La a,-Cn fue
: .rapldamente hidrolizada por la plasmlna La B-Cn tamblen fue hidrolizada quedando sé6lo
restos de esta protema al final de la mcubacmn (150 min). Paralelamente a esta hidrélisis se
produjo un aumento en las 'y -Cn. En PAGE-urea la 4,-Cn tuvo una mov111dad intermedia
entre v, y v,. La identidad de estas bandas es bien conocida, sin embargo el orden en que
, migran (Y3, Y1V 72 ha.‘sido con frecuencia mal interpretado COmo muestran McSweeney 'y
col. (1994b).

" La a,-Cn también fue disminuyendo en intensidad confirmando que, aunque no es
un substrato pfeferido de la plasmina, también es susceptible de hidrdlisis (Lé Bars y Gripon,
1993; McSweeney y col., 1993c). Hay que hacer espemal atenmon en el hecho de que en
idénticas condiciones proteoliticas, la fraccién caseinica o, caprina (Figura 54) es hidrolizada
por la plasmina con més intensidad que su homéloga bovina, en periodos de tiempo iguales,
~ indicando una mayor sens1b111dad a la hidrélisis.

Por tltimo la «-Cn, en las CODdlClOHCS hidroliticas ensayadas y durante los periodos -
de incubacién realizados, se mostrd poco sensible al ataque proteolitico de la plasmina‘ como -

muestran los eleciroforegramas en PAGE-SDS (Figura 57), r_esultados que concuerdan con |

130



Capz’tulo 1V. Resultados y Discusion

. los obtemdos por Chen y Ledford (1971) y Eigel (1977a)

Con una mov111dad electroforetlca intermedia entre las 8y Oty Cn aparecxeron dos
bandas que corresponderlan a los fragmentos B-Cn 1P (£29-105/107). Otros productos de
degradacwn con un recorrldo mayor que la asl-Cn corresponderian a los fragmentos - Cn
5P (f1-105/107) a51 como a diferentes productos provementes de la hidrolisis de la a-;;Cn.

La hldI‘QllSlS de la 3-Cn bovma por_,la plasmina (Flgura 58) dio un nimero de bandas
id_eritificédais como la 3-Cn residual y las vy, v, 73§Cn. Las bandas éon mayor movilidad
. electrofo_rétic_a 'c_orresponden a los fragmentos N-ter_minéle_s» de la 3-Cn antesfnombradds;

Los electroforegramas de las .Figu‘ras 56 y 58 rhuestran la exiStencia de bandas
situadas en la zona eieétrofoféfica de las 'y-Ch (seﬁaladaé con flechas discontinuas) no
1dent1flcadas hasta el momento. Su formacmn puede ser explicada considerando 2
p051b111dades _ _

1. Resultados obtemdos por dlferentes autores (Pahkala y col., 1989; Visser y col., 1989§
PapOff y col., 1995) ‘muestran la existe_ncia de otros puntos de hid'rélisis‘ tipo Lys-X, en
medio de la molécula de la 8-Cn bovina, que son también’ sensibles a la hidrélisis por la
plasmina. Trieu—Cuot y_Gripon (17981-)‘,‘e's'tudiando por ele‘ctréforesié _bidimenS’ional los
pAat'r’ones _'electiroforéticos de las y-Cn, obtenidas a partir de un hidrolizado de la 3-Cn bovina
producido por la plasmina, identificaron dos ba_ndas menores con valores de pH isoeléctrico |
superiores a la y,-Cn, asignandd'el nombre de v, a uno de ellos. En nuestro sistema
elec’troforético (PAGE-urea) se observafqn’ 2 bandas de menor intensidad que las y-Cn. Una
de ellas tuvo una movilidad electroforética menor que.la v,-Cn, identificz_;da como 7,, v la
otré se.situé entre las bandas corréspondientes alasy, y 'yl;Cn (identificada como v,). -
2. Su presencia podria ser también explicada por el polimdrfi_smo genético de la 3-Cn bovina.
El patr6n electroforético que presenta esta proteina en nuestro gel muestra dos bandas de
diferente inténsidéd Optica, perter_leciendo cada banda a una variante genétiéa diferente
(vafiantes Ay B, tal'y como se describe en el elecfroforegrama.correspondiente). La Tabla
15 resurﬁe las Substifuciones aminoacidicas en las v»ariantes genéticas Ay B de _esté proteina.
"Teniendo en cuenta estas substituciones podriamos obtener diferentes fragmentos peptidicos
para la y,-Cn en todas las variantes genét_icas, fragmentos pepti.dicos del 'componente v, en
| las_nvarian.tes A’y B diferentes al résto, y un fragmento peptidico para el componenté v, de

la variante B que se diferenciaria de sus homoélogos. El hecho de que estos fragmentos de
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- talla idéntica cénténgan 'difere’rites substituciones puntﬁales, podria alterar su ‘- movilidad
electroforética dando la formacién de nuevas bandas de débil intensidad en la zona de las -

La Figura 59 c'or'np'ara,' mediante PAGE-_urea, _los_ componentes A, B, C; Dy E.
eaprinos las 7-Cn y-’los ffagmehtds complementarios N-terminales obtenidos por hidrolisis
- de las 3-Cn caprma y bovma respectlvamente

Los componentes A, B'y C caprinos mostraron mov1hdades electroforetlcas S1m11ares ‘
a las presentadas por Yo Y2 y Yys respectlvamente El componente D presento*una movilidad
electroforetlca 1ntermed1a entre v, y 73 Los componentes E presentaron en con]unto una
m0v1hdad electroforética similar a los componentes N-termmales bovinos, pero un patron

"electroforetlco mas comphcado

Iv.1.3. Electroforesns bidimensional de los hldrohzados obtemdos de las B-Cn caprma
y bovina por acciéon de la plasmina

Las Figuras 60 y 61’ muestran el rﬁapa electrofor‘ét’ico en geles obtehidos por
electrofore51s bidimensional de los hidrolizados realizados sobre las 8-Cn caprlna y bovina, V
respectlvamente | '

~ Los r'esuItadOs obtenidos muestran que los éompbnéntes A, B, C 'y D caprinos -
producidos por hidrdlisis de la $3-Cn por la accic’)n.'de la plasmina presentéron una gran
serhejanza con los productos obtenidos en los hidrolizados a partir de su hor_n(’)loga bovina.

La hidrolisis de la 3-Cn bovina dio diferentes dep6sitos de material péptidico donde
se pudo identificar: | . - |
l.} La (-Cn residual, las Y15 ¥2 ¥ v5-Cn, segln su posicién proveniente de la primera
dimension y peso molecular calculado directamente. El Mr (Da) calé_ulado para la y,-Cn fue

de 20600 y de 9600 para v, ¥ v; (igual peso molecular ya qué se diferencian en sélo do_s
| aminodcidos). Estos resultados.cqincid,en con los obtenidos por Triéu—Cuot y Gripon (1981)
y Trieu-Cuot y Addeo (1981)
2. Los productos con mayor movilidad electroforetlca en PAGE-urea (primera d1mens1on)

correspondientes a diferentes fragmentos N-termmales complementarios a las vy-Cn,
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presentaron un Mr que varlo entre 12000 y 12600 Otros componentes que aparec1eron cerca
- de la B- Cn podrlan corresponder a las partes’ complementarlas de los componentes v, Y Yy
0 también a productos contammantes de la casema de partida, ya que la casa comercial cita
un 90% de pureza electroforetlca para esta proteina. v

3. Los productos Yx Y Yy fueron identificados por su posicién relatlva en PAGE-urea .
» (prlmera dimensién), con respecto -al resto de componentes %, Y mostraron Mr 51m11ares a
Y2Y3 Y Yi» respectlvamente El componente Y presentéd un Mr de 10000 algo superior que
' 72 Y vs, yel componente Yy tuvo un Mr de 19600, Mr un poco 1nfer10r al presentado por v;.

El patron electroforético bldunensxonal del hidrolizado caprino (Flgura 60, B) fue, en

» c0mpa:ac1on al bovino, esen‘cxalmente el mismo, presentando las siguientes caracteristicas:
1. Los' componentes Ay B tuvieron la misma localizacién en el gel que las Y2 ¥ v3-Cny ési '
también casi idénticos Mr de 9200. Estos componentes podrian corresponder a los fragmentos
B (f106-207) y B (f108 207).
I' 2. El componente C tuvo una localizacién sunllar a vy, y mostré un Mr de 21400 y podrla
-corresponder al fragmento B-1P (£29-207).

3. El componente D mostr6 un Mr idéntico al componente C. Su origén' puede ser explicado
en base a los niveles diferentes de fo_sforilac.ic’)n que presenta la 3-Cn caprina (ver apartado
111.3.7.). Atendieﬁdo a las reglas de fosforil}ééién dadas por Mercier (1981) y los resultados
 de fosforilacién obtenidos en la espécié ovina (Chianese y col.., 1995b) podemos pensar que

.el 'niVe.l'SP corresponde a la fosforilacion de los lugares primarios (Serq, Ser;o y Ser;s) y los:
| residuos S.er15 y Sér17, mientras qué le nivel 6P corresponderia a la fosfdrilaéiéﬁ de estos
residuos y de un residuo Thr de las posiciones 12 o0 41. Lé fosforilacién de la Thr,,, tras la
accion e‘nzim_ética' de la plasmina, nos llévaria a la obtencion de 2 fragméntos de igual peso-
molecular p'ero de diStiﬁto contenido en residuos fosfato, y qué en PAGE-urea se
.desarrollarian como | bandas difefent_es.’ Uno de estos fragmentos corre_spondéria al
componente' C [B-1P (f29-207)] y el componente D corresponderia al fragmento B-2P (£29-
207). Las intensidades en que se formarlan estos componentes dependerlan de la proporc1on
de cada una de las formas fosforiladas de la B- Cn en la muestra a hidrolizar.
4. Lps compon_entes E de menor recorrld_o aparecieron como 2 pequeiios depdsitos peptidicos
de Mr 8500 y 8700. Estos componentes aparecieron en PAGE-urea como 2 dobletes (4

bandas) con movilidades inmediatas a la B-Cn. Segin el Mr hallado para estos compuestos
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de dégradacién y localizacién en el gel PAGE-uréa (Beﬁali y col., ' 1994) serian conﬁpuestoé
homélogos a los fragmentos B- 1P (£29-105/ 107) bovmos El hecho de aparecer en forma de .
| doblete confirma la h1pote51s de que el residuo fosforllado para el nivel 6P en la 3-Cn
caprina corresponderia a la-Thr41, formandose ]os,fragmentqu B-1P (f29-105/ 107) 'y 8-2P
-(f29 105/107). o | S
5. Los componentes E de mayor recorndo electroforetlco tuvieron en conjunto Mr de 13600 .
'y podrxan corresponder prmcxpalmente alos peptldos B-5P (f1- 105/ 107) y B- 6P (f1-105/ 107)
| . Los resultados de h1dr011S1s obtenldos por PAGE-urea (Flgura 52) dan a-conocer una
‘ dlsmmuc1on en la intensidad de los componentes Cy D y un aumento de los componentes
AyBa lo largo de los periodos de incubacién. Este hecho se puede expllcar por la hldI‘OllSlS
vde los componentes Cy D [B-1P (29-207) y B-2P. (129-209)] para dar los componentes A
y B ya que los prlmeros contienen los enlaces Lysws-Hls106 y Lysio-Glu,s sensibles a la
| accwn de 1a’ plasmma Se han obtenido resultados similares para la especie bovina (Papoff
y col., 1995). : | ‘
El analisis ‘de imagen realizado por éuperposiciéh de los geles bidim_ensi_onalés se
presenta en Ia Figufa 62, mostrando la gran homologia entre los pro‘ductbs de degradacién
para arﬁbas especies. El ligero desplazamiento observado para las';y2 y 73—Cn, respecto a los.
' _componenteé homoélogos .caprinos, se debe ‘esenc-ialmente. a la .di_fere‘n-te movilidad
“electroforética de estos componentc_é en la primera dimensién. o

' Aunque las movilidades electroforéticas, en PAGE-ure_a, de los componentes
principales_ A, B y C son diferentes de los presentados por las v, .73 y v,-Cn,
respectivamente, él mapa peptidico mostrado por electroforesis bidimen_sional revela ﬁna
distribucién y Mr mliy similares para estos componentes. Las diferencias de movilidades
eiectroforéticés observadas en PAGE-urea se pﬁéden explicar por’ la diferente carga total de |
estos péptidos debido a las‘substituciones' puntuales qué encontramos entre las 3-Cn de estas
dos especies y a la dvélecci()n del dipéptido en la 'pfoteina cap'rina. De igual forma estas
substituciones puntuales hacen ch'e estoé compohentés_ tengén pH isoeléc‘:tri.cos. diferentes en
las especies bovina y caprina, y 'puédan ser facilmente diferenciados por técvnicas de
isoelectroénfoque Esta observacion ha dado comd resultado la puesté a punto de un método
de deteccion de leche de vaca en leche de cabra, que ha sido adoptado por la Unién Europea

‘ ‘como método de referenma enla detecc10n de leche de vaca en queso de cabra. M010 y col.
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(1990) han adaptado una versién ripida 'y sensxble de esta tecmca analmca al equipo
PhastsystemTM (Pharmacia). _

Los Mr obtemdos para los productos E concuerdan con los resultados obtenidos por
dlferentes autores en el estudlo de dxferentes componentes de la fraccién proteosa-peptona v
caprina (Khatoon y Joshi, 1987 Ramos y col., 1988; Mati y col., 1991). El patrén mis
complejo respecto al bovmo mostrado en PAGE—urea podria tener su origen en la inclusién
en su secuencia primaria de la parte fosforllada de la 8-Cn caprma formandose de nuevo
dobletes de estos compuestos debidos a los dlferentes niveles de fosforﬂac:lon de esta.

protelna visibles en los geles de PAGE -urea.

Iv.14. Hidroélisis de la caseina entera caprina por la plasmina caprina

Con | objeto de establecer si la plasmina caprina podria o no tener diferente -
vebspecificidad que la pla.smina bovina o si las caseinas de estas dos especies presentan
diferentes. susceptlbllldades a la accion de la plasmma se compararon los hidrolizados
obtemdos a partir-de la caseina caprina por accién de la proteasa alcalina endogena presente
en la leche de cabra y los obtenidos por accion de la ‘plasmina bovina (Flgura 54).

Ya que la plasminé se libera muy répidamente de las micelas de caseina a pH <4.6
(Grufferty y Fox, 1988a), es de esperar que la caseina obtenida a.partir de una precipitacién
ac1da presente una actividad muy pequefia o nula en este enzima, por lo que se decidié en’
esta exper1enc1a obtener la caseina mediante ultracentrlfugacwn

En un experimento 51m11a1_r a los llevados a cabo, se estudi6 la accién hidrolitica de
la prbteasa' alcélina e_ndégena'de la leche de cabra a partir de caseina entera (2.5%, p/v)
obtenida por ultrécéntrifugacién (25000 rpm, 2 h, 20°C) a pH 8.0, durante periodos de
incuba'cién de 1,6, 15, 24 30,48,72y96 ha37°C en'presebncia de timerosal (0.02%, p/v)
para evitar cualquier contammamon 0 prollferac1on mlcroblana

Los patrones electroforetlcos (Figura 63) de los pr1n01pa1es componentes semejantes
a las y-Cn bovmas 'y el resto de las bandas produ01das por la proteasa endbgena caprina,
fueron idénticos a los mostrados en los hidrolizados obtenidos a partir de la casema caprina

por la accién-de la plasmina bovina. Este hecho suglere que ambas proteasas tienen similar
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especificidad para hidrolizar la caseina caprina. Por otra parte, la diferencia de velocidad de
- hidrélisis p‘aia vlavs o,;-Cn caprina y bovina es debida a una dife'ren_te suséeptibilidad de estas -

caseinas a la accién de la plasmina.

{
.

IV.2. HIDROLISIS DE LA ¢,-CN CAPRINA POR LA PLASMINA

El presente trabajo describe la accion de la plasmina bovina sobre la @;;-Cn obtenida
- a partir de leche de cabra de mezcla. Las frecuencia's para las variantes genéticas de la o;-Cn .

encontradas en los individuos de donde procedi6 la leche se detallan en la Tabla 14.

IV.2.1. Estudio de la fraccién insoluble a pH 4.6

v ‘La Figura X muestra los electroforégramas (PAGE-urea) obtenidos a pértir de los
hidrolizados devla a,;-Cn por accion de la plésminé a pH 8.0 y 37°C, durante diferentes
periodos de incubacién. La ds,JCn fue degradada por la plasmina en 9-10 bandas detéCtadas
por PAGEfurea, con movilidades electroforéticas superiores a lé proteina. entera, excepto
para uné banda visible a partir dé los 60 min de hidrélisis, qﬁe presentd una movilidad algo
i_nferi}o'r._Esto‘s péptidos fueron visibles desde los primeros tiempos de hidr(’)liéis y fueron
incremehtand'o su intensidad progresivamen_te enel tfanscurso del tiempo. La aparici6n rdpida
de un nimero elévado de p’éptidds podria ser el resultado de la hidféliéis inicial de la proteina
hacia el centro de su mdlécula_. La plasmina tiene una alta esbecificidad en hidrolizar los
enlaces tipo Lys-X y en menor grado Arg-X (Weinstein y Doolittle, 1972)-, y precisamente’
enla a,-Cn se sitiian en 'el centro de la molécula un numero élevado de este tipo de enlaces
(ver Figura 35). o

En el dltimo périodo de incubacién (150 min), aproximada‘r'nvente el 30% de 1_5
proteina permanecié intacta. En las " mismas condiciones proteoliticas y sistema
electroforético, la 3-Cn fue degradada .casi -por éom’pleto a los 90 min (apartado IV.1.1.)
moétrando_ que la o,-Cn, aunque eé susceptible a la accién proteolitica de la plasvmina,. es

mds resistente a la hidrdlisis que la §-Cn, igual que ocurre con sus correspondientes
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homélogas Bovinas. Sin embargo, como sé observé afitefiormente en el apartado 1.1. de este
} éapitulo la's' ;8 y o-Cn son degfadédas por la plasmina aproximadamente a la misma
velocidad cuando el sistema caselmco utilizado es la caseina entera. _

Los electroforegramas dan a conocer, como. en el caso de la h1drohs1s de la o;-Cn
por accion de la qulmosma que las’ protemas con dlferentes n1veles de fosforllacmn no

' fueron degradadas de forma homogénea, 51endo la forma de mayor mov111dad la mas
proteohzada desaparemendo en el periodo ultimo de 1ncubac1on )

El patron»electroforetlco, detectado por PAGE-urea, de los productos ﬂe'~degradacién
fue en Conjunto”similar al 'encontrado por Andrews y Alichanidis (1‘983) y McSweeney y col.
(1993c), en -l.a‘ hidrélisis de ia_as,-Cn bovina. Este consté de una serie de 3 bandas que
apérecieron con aproximadamente igual intensi_d.a’d-y movilidades electroforéticas superiores
al resto de bandas (identificadaé enla Figura‘64_ como A,ByC),y que' se produjeron en una

| mayor propo'r.cvic’)n respecto al resto. | _ | |

El andlisis electroforético bidimenSionél (Figuré 65) realizado a partir del hidrolizado
obtenido a los 150 min de incubaci()n; mﬁestfa_ c'laramen,te una acﬁfnulacién de péptidos en
algunas de las bandas detectadas bor,’PAGE'-'urea.’ El gel bidimensional se compuso de
éproximadémeﬁte 17 depbsitos peptidicos, -éﬁe fuvieron un intervalo de.pesos_ moleculares

“muy amplio. Los 3 péptidos (A, B'y'C) producidos en méyor proporcié'nv,vpresentaron pesos
_moleculares muy 51m11ares sobre todo los péptidos B y C. | ,
| | El anahsls PAGE-SDS realizado sobre ‘este mismo hldrohzado (Figura 66) dio a
- ‘conocer que los péptidos formados tuvxeron un intervalo de Mr entre 22100 y 8800. El
péptido A presenié uh Mr de 20400 y 'los péptidos B y C de 19200 (indist'mguiblesv en PAGE-
SDS por presentar pesos moleculares vsir'hilares). Estos péptidos aparecieron en los
electro‘foregramés como. 2 béndas de m'ayor‘ dehsidad Optica, respecto al resto de’
componentes, seguidos de 2 bandas con Mr‘ de 16800 y 1:5800, y de una serie de 4 bandas
con Mr de 11400, 10500, 9600 y 8800, respectivamente. Estos resultados son coincidentes
~con los obtemdos por Elgel (1977a) en la hldI'OllSlS de la asl-Cn bovina por acc1on de la

plasmma
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IV.2.2. Estudio de la fraccién soluble a pH 4.6

La.Figura 67 muestra los electrbforegramas (PAGE4SDS) obtenidos a partir de las
fraccmnes solubles a pH 4.6, de los hidrolizados realizados sobre la a,;-Cn por acmon de la
Ny plasmma en dxferentes perlodos de incubacidn (5, 15 30y 45 mm) _

El patron electroforético se caracterlzo por un namero elevado de bandas (no menos.
de 11) con un intervalo de Mr comprendido entre 20100 y 8100... Los péptidos con Mx 9300
-y 8100 se pro‘dujeron en grandes canti.dades,v respecto al resto, 1o que llimitéia.'inclusién en
el gel de los hidrolizados obtenidoé con tigmpds superiores -de incubacién. También se
formaron en gran cantidad y al final de los periodos de incubacién 3 bandas con Mr de
16600, 14800 y 13300, o |

" IV.3. HIDROLISIS DE LAS «,-CN A y F POR LA PLASMINA

Ya que estas variantes presentan grandes d1ferenc1as estructurales como se ha descnto
seria mteresante ver como se comportan estas protemas ante la accién proteolitica de la
plasmma _ ,

Como el perlodo de incubacién maximo (150 min) utilizado en el estudio de la a,-Cn,
obtenida a partlr de leche de mezcla, se mostro msuflclente para hldrohzar la totalldad de la’

- proteina, en este trabajo se alargo el perlodo de incubacién hasta 6 h.

Iv.3.1. Estudio de la fraccién soluble a pH 4.6

La caracterizacion de los péptidos solubles a pH 4.6 se realizé mediante RP-HPLC.
En este trabajo no se aislaron ni identificaron los péptidos, sélo se realizé un estudio y.
comparacion de los perfiles peptidicos obtenidos tras las hidrélisis de estas variantes
genéticas. | ‘ | _

La Figufa 68 muestra los cambios en los perfiles de eluci(m de las o;-Cn A y F

sometidas a la accién de la plasmina durante los diferentes periodos de incubacién. Las
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'. condxcxones de elucién escogldas en el metodo cromatograﬁco separaron los péptidos de
ambas varlantes en 2 grupos de picos distintos. El grupo de peptldos con tiempos de eluc1én
entre 55 y 95 min, aparecm més rapldamente que el grupo compuesto por peptldos con'
txempos de eluci6n entre 25 y 45 min.

* Estos perfiles cromatograflcos sobre todo el obtemdo para la variante A, fueron muy
semejantes a los obtenidos: por. Le Bars y Grlpon (1993) y McSweeney y col (1993c) para
la ¢&,-Cn bovma _ B

| La Flgura 69 muestra con detalle los perflles peptidicos obtenldos a partlr de las
varlantes Ay F en el ultlmo perlodo de 1ncuba01on (6 h). Los cromatogramas de ambas
variarnites fueron bastante similares entre si. Los péptidos pertenecientes al segundo grupo
tuvieron tiempos de eluciéon muy similares en ambas varlantes. Aunque la mayoria se
formaroh en proporciones superiores en la variante A, algunos de ellos fue mas abundante
en Ia variante F. (picos con tiempos d¢ eluci_én de 52, 61¥64 y 85-91 min).

El primer grupb de péptidos presenté aigunas diferencias entre los dos hidrolizados,
apareciendo una serie de ellos sin correspondencia:'en una y otrd variante (picos con tiempos
aproximados de elucién de 19, 27 y 38 min para la Qériante A, yun pico eluido a los 11 min
en la Vafiante F). | | |

~ En ambas varlantes se observaron una serie de picos de naturaleza muy hidrofilica que
eluyeron a los 5 min. | o
Los trabajos realizados en al asl-Cn bov1na (Le Bars y Grlpon 1993; McSweeney y
1993c) dan a conocer que esta proteina es extensamente degradada por la plasmina
1dent1f1cando peptxdos pertenecientes a multlples zonas de la molécula, excepto para las
| reglones Gln59-Lys79 (zona multlfosforllada en la protema bovina y variante A caprma e
inexlstente en la variante F. cap_rma) y Gln,s,-Lys,o;. La secuencia Glnsg—Lys79 contiene 7
residuos SerP, de los 8 que contiene la o;-Cn B 8-P bovina y la a;-Cn A 8-P éaprina,
sﬁgifiéndo que el contenido alto en SerP'imposibilita o reduce considerablemente el potencial
'pr(')te_oliti'co‘de la plaémina en esta region. Este hecho podria explicar la similitud en los -
perfiles peptidicos obtenidos a pa'rtir de las variantes Ay F caprinasv Los enlaces Lys79aH"isgo
'y Argg- Tyrg1 son susceptlbles de ser hidrolizados por la plasmina en la aS,-Cn bovina (Le
_Barsy GI'lpOl’l 1993; McSweeney y col., 1993c). Estos enlaces estan incluidos en la a,-Cn

A caprina (Lys,y-Tyrg y Arge-Tyr) y forman parte de la dele_écién que caracteriza a la
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variante F caprina ‘Las diferencias observadas para algunos picos ‘en cada una de las
_varlantes caprinas, podria ser exphcadas prec1samente por la 1nexlsten01a de estos dos puntos

potenc1ales de hldI‘OhSlS en la varlante F.

IV32 Estudio de la fraccion insoluble a pH 4.6

La Figura 70 muestra '1'os electrefo_régrar’nas obtenidoé por PAAGE dg-}os'.hidrolizados
realizados a partir de las o;-Cn A y F por accidn de lé plasmina a pH 8.0, durante diferentes
‘ perlodos de tiempo. o . ' |
El patron electroforetlco que presento la variante A se compuso de una serie de 5
bandas con mayor mov111dad que lavprotema intacta, y otra serie de 4 bandas, en este caso
de inferior movilidad. 'La.qsl-Cn A desapareci6é por completb tras 2 h de iné_ubaéién,
mdst_rando una sﬁsceptibilidad elevada a la éc'c_ién proteolitica de la plasminé. Incluso en el
ti_erhpo 0 (inactivacién inmediata de la "plas.mina tx_‘as' su adicién) apareci6 una banda
electrbfofética de grari dénsidad 6ptfca Esia cbnstituyé el producto mas importante de
hidrlisis a lo largo de los perlodos de incubacién. Este producto permanecw estable hasta
estados avanzados de h1drohs1s desaparec1endo casi por completo a las 6 h. El resto de
productos proteolmcos de mayor mov1hdad electroforetlca desaparec1er0n a las 4 h de
' 1ncubac1on Sin embargo los productos de h1drohsls de menor recorrido, respecto a la ¢;-Cn
A, permanec1eron estables durante todo el periodo de 1ncuba01on |

El patron. electroforético de  hidrélisis que presentd la variante F, fue
éignificativamente dlfere_nte en comparacion al obtemdo en la variante A. En este caso se
produjeron dds grupos de bandas con movilidades electroforéticas superiores e inferiores o
coincidentes con la proteina entera. Los prodUctoS de mas rapido recorrido aparecieron de
forma débil a los 30 min y.desaparecie‘ro_n por complcto-a la hora de incubacién. Los
productos ‘proteoliticos de menor _fnovilyid»ad fueron similares a los formados en los
hidrolizados de la_varia;ite'A. Sin embargo, el pétrén electroforético perteneciente a los
produétos de‘mayor movilidad présenté diferencias considerables respecto al obtenido en. la

variante A.
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Iv.4, HIDROLISIS DE LA asz-CN POR LA PLASMINA

_ La Figura 71 muestra los electroforegramas obtenidos a partlr de la asz-Cn por accién
i de la plasmlna a37°C y pH 8.0 durante dlferentes perlodos de hldl‘OllSlS (O 30, 60, 90, 120
y 150 min).- v

Como se observa en los electroforegramas en el primer penodo de incubacién se
prodhjo un camblo drastico en el patron electroforetlco desapareciendo la totahdad de la A
Cn para dar formacién de diversos productos ‘de degradacion de menor mov111dad
electroforética, que posterlormente fueron desaparec1endo para dar otros de mayor mov111dad
'reSpecto ala asz-Cn El patrén electroforético obtenido en la hidrlisis de esta protema no
fue muy nitido, observandose la aparicién de multlples deposuos de material peptidico
difusos. La experiencia se repiti6 varias veces sin llegar a conseguir mejor resolucion.
Snoeren y Van Riel (1979) obtuvieron resultados similares en el estudio electroforético de
la hidr6lisis de la o,-Cn bovina por accién de la plésmina .

Los resultados muestran que en 1guales condiciones h1droht1cas la ay,-Cn es
hldrohzada mas rapldamente que la 8-Cn. Sin embargo esta experiencia se llevé a cabo en
una condiciones hidroliticas e i6nicas que difieren bastante de las existentes en la leche y
* queso. .7 | o v v |

La plasmma es un enzima que hidroliza preferentemente los. enlaces tipo Lys Xy
Arg -X. La secuencia ammoamdlca de la asz—Cn caprina (Bouniol, 1993) contlene NUmerosas |
regiones altamente basicas lo que exphcarla en gran parte la preferencia de la plasmina por
este substrato y la produccién de un nimero relativamente pequefio de peptldos observables

en PAGE-urea.

1V.5. HIDROLISIS DE DIFERENTES SUBSTRATOS CASEINICOS CAPRINOS Y
BOVINOS POR LA ACCION SIMULTANEA O CONSECUTIVA DE LOS ENZIMAS
DEL CUAJO Y PLASMINA

Como ya hemos comentado durante el madurado del queso se produce la rotura de
la matriz proteica en péptidos de largo, mediano y pequefo tamafio, y amino4cidos. El

desarrollo Optimo o negativo del proceso de madurado de un queso, y asi de la calidad final
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del producto se debe premsamente al balance entre estos productos de hidrélisis. La
produccion de estos peptldos y am1n0a01dos de forma controlada es causa directa de la accmn |
concertada de los enzimas coagulan_tes resxd_uales, proteasas endogenas de_la leche yvpro_teasas '
del fefmento, los cuales proveen de substrato's adecuados a las peptidasas del ferr_r_iento que
se enc_argah de generar péptidos pequefios y arﬁinoécidos (Visser, 1993)'.- | |

_ Un modeio proteolitico ‘de estudio mas complicado es lé utilizacién conjunta de 2
enzimas sobre un substrato casefnico simple 0 complejo.como' es la caseina entera. Este
modelo n_és acerca més a la rcalidad' proteolitica que rodea el proceso de- madurado del

queso, que es el objetivo de esta experiencia.

IV.5. 1 Hidrolisis de las casefnas enteras caprina y bovma por la accién simultinea de
los enzimas del cuajo y plasmina : :

La Figufa 72 muestra los 'electrofo'regra_mas obtenidos a partir de los hidrolizados de
15 h de la caseina bovina pbr_ accion del cuajo y plasmina, a diferentes pH. En ellos se
pueden obsérv‘ar una sefie de component’és‘ identificables de menor a_'may(_ir movilidad como
7-Cn (x;, 71, 73), B-Cn residual, 6-1 B-II, oy-Cn residual, G-I, o1y una serie de
peptldos que qulzas se originen a part1r de Ia o,;-Cn por accidén del cuajo y correspondan al
producto ;- I descrito por Mu1v1h111 y Fox (1977) | '

Las d1ferenc1as de mten51dad en las dlferentes bandas aparemdas muestran la
dependencia de pH de los enzimas utilizados en la hldl’OllSlS de la caseina. A.pHSS.O
aparecieron productos de hidrélisis tipicos déllcﬁajo al proteolizar la B-Cn B-1y B-I) y la
o-Cn (aslfI). ApHS5.0 se.ev,idenci(’) una pequefa cantidad de productoé procedentes de la
hidrélisis de la 3-Cn por accion de la plasmina (cdrriponentes ¥). ApH=5.4 se formaron
‘todos loé productos proteoliticos nombrados antériormente 'y de forma més acusada los
coxﬁpo‘nehtes Y, asi como el péptido B-1II casi inexistente a pH SS.Q.' La plasmina aunque
es un enzimé estable en un intervalo de pH de 4 a 9 (Kaminogawa y col., 1972) tuvo una
actividad prOteolitica'apreciablé a partir de pH=5.0, en cambio el cuajo tuvo una actividad
proteolitica importante en todo el intervalo de pH estudiado. Los péptidos B-1 y B;II se -

fofrnaron més intensamente a pH <5.0, mientras que el péptido 8-III lo fue a pH=5.4. El
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péptido dsl-I apareci6 en proporciones similares a lo largddel ihtérvalo de pH Las By oy -

- Cn tuvieron un maxnno de degradacxon a pH 6. 6 explicable ya que. ambos enzimas son
activos a este pH. | | ) |

En la Figura 73 se muestran los electroforegramas obtenidos a partir de la caseina
caprma en 1dent1cas condiciones proteolmcas En general la casefna caprma presentd patrones '
electroforetlcos més complejos que los descrltos para la caselna bovma con las S1gulentes

_ caracterlstlcas '

" 1. La zona pertenec1ente a las Y- Cn fue mucho mas complicada que en el caso de’ la caselna
bovina, apareciendo no menos de 7 bandas, algunas de las cuales se 1dent1flcaron con los
componentes homologos de las y-Cn bovmas Sin embargo hubo una serie de bandas enesta -
zona electroforética, principalmente 2 de menor r_ecomdo,. que no aparec1e_ron en los
hidrolizadbs'-bovinos'. Estas tuvieron una localizacién muy similar a las obtenidas en la
hidrélisis de la asz-Cvn por accién del cpajo. Los componentes homélogos a las ¥-Cn se
hicieron_ viSiblés a pat_tir de pH >5.4, mientras que las 2 band‘as. de menor recorrido fueron
visibles en todo el intervalo de pH aunque de forma ms proﬁunciadé a pH>5.4. El hecho
de que estas 2 bandas aparezcan también a pH écidos extreinos indica que son formadas por
ac01on de los enzimas del cuajo y no por la plasmina. _

' 2 La B-Cn fue hldrohzada de forma optlma a pH 3.8 y pH>6 2 mientras que tuvo un

m1n1mo de hldrohsls a pH 4.6.

3. El polipéptido B-I formado en grandes cantldades a pH 4 2-5.4. En el resto' de pH
estudiados 3-1 también fue v151b1e pero en menor proporc1on qulzas porque fue degradado

'"posterlormente en otros componentes '

4. Tras B-1 apa_reueron 3 bandas electroforéticas claramgrite obServables apH=<5.4. Las 2
de mayor rcéorrido corfcspondiéron a la a,-Cn. Estas 2 bahdas también apareciefon pero

: vcon inferior intensidad apH > 5.8, sugiriendo que son hidrolizadas por accion de la plasmina.

5. El polipéptido B-1I aparecio formado intensamente a pH <5.0, aunque se origind también
en el resto de mtervalo de pH )

6. A contmuac1on apareueron una serie de bandas electroforetlcas que se pudieron 1dent1flcar
como B-III,‘ G-IV y B-V, perfectamente visibles a pH<35.0. A pH=5.4 el patrén
e‘le_ctr_oforético que siguid a'los _péptidos B-II fue mas complejo, debido a la mezcla de. los

'péptid.os B-11, B-IV y 8-V con los fragmentos N-terminales ,proveniehtes de la hidrolisis. de
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la - Cn por accién de la plasmma | , v , |

En el intervalo de pH =5.8 en general, los productos de degradacnon procedentes de
la B Cn por acciéon del cuajo se formaron menos intensamente que en €l resto de pH Es
_ precisamente en este mtervalo de pH (>5 8) donde la plasmma tuvo una acc1on mas
acentuada, visible por la apar1c1on de las y-Cn. La accién conjunta en este intervalo de pH
de los enzimas del cuaJo yla plasmlna en la hidrolisis de la casema seria la responsable de
la mtensa degradacmn observada V

~En las Flguras 74 y75 aparecen los electroforegfamas correspbndient'és a1a hidrolisis
de las caseinas caprmas y bovinas, respectivamente, por la accién conjunta de los enzimas
del cuajo y de la plasmina a pH 6.2 y 30°C, ~durante dlferentes periodos de incubacién {,
2,4,6,15 y 30 h). En los dos casos se pudo observar la aparicién de los productos tipicos
'_ de degradacion de 1os enzimas del cuajo (o;-1, 8-1, G-Il y B—III) ydela plaSmina (y-Cn) por
. hi,drélisis.de las a; y B-Cn. Estos se _produjeron' de forma progresiva al avanzar los periodos
de incubacion, péro también fueron hidroliiados pdsteriormente _en.otros productos como es
.visible_ en el dltimo (30 h). En este perfodo de hid.rélisis.tanto las y~-Cn como or-1, ﬁ-I,» B-1I
y B-111 fueroh'dismihuyendb en intensidad optica, e incluso algunos de ellos desapafécierdn
por completo. R - ‘. _ |

Es 1nteresante remarcar que en 1gua1es condiciones proteolmcas la o,-Cn caprina
desaparece casi por completo a las 6 h de ‘hidr6lisis (algo confuso de apremar por el
- solapamiento de esta proteina con el producto B-10), mlen_tras que su homéloga bovina todavla
permanece a las 30 h sin hi_clrolizar totalmente, mostrando- la mayor susceptibilidad de la
caseina céprina a la hidrolisis. Por otra parte el PPD no pudo ser apreciado en los
electroforegrar'nas caprinos ya que fue répidamente hidrolizado tras su formacion, mientras
que en los electroforegramas bovinos fue visible en todos los periodos de 1ncuba01on
| aparec1endo pequenas cantidades incluso tras 30 h de hldrohsls | ‘

» Las a,-Cn bovina y caprina se mostraron mds resistentes a la hidrélisis, respecto al
resto dé cbmponentes caSéinicos, pero fueron hidrolizadas gradualmente a lo 'largo del
tiempo, quedando solo restos en el dltimo periodo de incubacién. Un datd interesanﬁ: a
remarcar es el so'lapamiento del producto de. degradacion B-II bovino con uno de los
componentes principales de ia a,-Cn, perfectamente visible en los electroforegramas en las -

- carreras 5y 6 de la Figura 74.
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. Capitulo IV. Resultados y Discusion.

IV. 5 2 Hldl‘OllSlS de las 8-Cn caprma y bovma por la accién consecutlva de los enzimas’
‘del cuaJo y plasmma : :

Ya que las 'y—Cn contiénen los enlaces _sﬁsceptible_s de hidrdlisis por accién de 10s
enzimas del . .cuajo (B-I a (-1 boi/inos y B-1 a g- V".caprinos) y estos pfoductos de
degradacion 2 su. vez contienen los enlaces susceptlbles de hidr6lisis por accion.de la
plasmma, podnan ser hldrohzados postenorrnente a su formacion. _ '

"-Con objeto de verlflcar esta hlpotesm se reahzaron dos. experlenc1as paralelas En una
“se hidrolizaron soluciones de - Cn caprma y bovma 2. 5%, p/v) con plasmma (O 02 U/mL)
a pH 8.0y 37°C durante 3 h. Transcumdo este tlempo se pard la: reaccién por calentamiento
' '(100°C 10-m1n) y se separaron los componentes solubles e insolubles a pH 4.6 por adici6n
de tampon acético-acetato. La parte insoluble a pH 4.6 recogida por centr1fugac10n y que
teorxcamente conteman las 'y-Cn se resuspendio en tampon acético-acetato 0.05M a pH 6.2,
fue anadlda de una solucwn de cuajo (O 1 UC/mL) y se mantuvo a 30°C durante dlferentes
tiempos de incubacién (0, 1, 2,4 y 6 h). Transcurrldos estos tlempos la reaccién se par por .
calentamiento (100°C, 5 min), se separaron las fases solubles e insolubles a pH 4 6 y la fase
msoluble se sometio a analisis PAGE- -urea. '

De igual forma se hldrollzaron soluciones de (- Cn caprma y bovina (2 5%, p/v) con .
cuajo (0.1 UC/mL) a pH 6.2 durante 18 hy a 30°C. Pasado este tiempo de h1drohs1s se pasé
la reaccién por calentamlento (100°C, 5 min) y se separaron las fases vsolubles [ insolubles
| a pH 4.6, therﬁéndose la insoluble por centr_ifugaciéﬁ. Seguidamente ¢l.precipitado fue

. redisuelto en tampén tris-HCI 0.05 M, pH 8.0 y se afiadi6 plasmina (0.02 U/mL)
| 1ncubandose durante 0,0.5,1, 2y 6 h. Tras los diferentes perlodos de 1ncubac1on el enzima
fue inactivado y una porci6n de la muestra fue analizada por PAGE-urea. o

Los resultados de 1a prxmera experlenma (Figura 76) muestran que las &-Cn formadas
no sufrieron hidroélisis posterior apreciable por accion del cuajo en los periodos de incubacién
ensayadbs Yya que no aparecié ningiin produéto de degradacién. diferente de ellas. Estos
fesilltados' son comparables a los obtenidos en el queso, donde estos componentes en general
| permaﬁeceh bastante estables sobre todo en los periodos finales lde la maduracién (Farkye y

Fox, 1991).

145



Hidrolisis de substratos caseinicos por la plasmina .

. En las Figuras 77 y 78 se mﬁestran los resultados de '_la'.‘segun'da experiencia. En
- ambas especies la 8-Cn fue hidrolizada casi en su totalidad _trés 30 h de hidrélisis por los |
enzimas del cuajo (carreras nimero 3de “ambés Figuraé)'; Los produéytosvd:e degrada(:ién que
- aparecieron fueron eSe'ncialmente'B-I éﬁnque también se formarori c"antidad'es apreciables de
G-Iy B-IIl en ambas espemes Durante los perlodos sucesivos de h1dr011s1s por accién de la
plasmina, estos productos de degradac1on provenientes de la B-Cn fueron hidrolizados a su
Vez en otros, como muestra el descenso de sus mtenmdades opticas respectlvas, y la aparici6n
de diferentes productos de ‘degradacvi()n que se sitdan en la zona electroforética de las y-Cn.
En los _electroforegramés pertenecientes a la 3-Cn bovina apareéier(')n no menos de 6
productos de hidrélisis‘, fnientraé que en la 3-Cn c_é\prina s0lo apa_recié uno. En ambos casos
el produéto predominantemente _fofmado tuvo cafa'cteristicas electroforéticas similares al
" componente casefnico T | o o :
_ Las bandas electroforetlcas de mayor recorrldo presentaron un patrén xdentlco a los
fragmentos N- termmales obtenidos en las hidrolisis de las 8-Cn bovina y caprina por accién -
de la plasmina. Sin embargo, la movilidad electroforetlca_ de estos componentes en los
hidrolizados caprinos en coﬁjunto fue mayor que la observada en los hidrolizados obtenidlos |
a pamr de la B8-Cn (ver Figura 52) Estos resultados sugieren un cambio en la espeC1f1c1dad
‘de la plasmina al actuar sobre los productos de degradacién de la 5-Cn, dlferente ala
presentada al actuar sobre la proteina entera, quizds debido a una diferencia de estructura
entre estos compuestds que hace d_isponibles otros puntos de hidrdlisis. Estos productos deben
- conservar la zona fosfori_ladzi- de la 8-Cn al igual que los fragmentos N-terminales obtenidos- |
a partir de la 3-Cn, pero deben ser de talla mis pequefia ya 'que'tienen mayor movilidad.
Estas bandas podrian corresponder a los polipéptidos B-Cn (f1-97) y (f1?99) ya que Visser
y col (1989) y Papoff y col. (1995) mostraron que los enlaces Lyss,-Valgg y Lysgg-Glu100 de
la 3-Cn bovina son también susceptlbles a la acc¢idén de la plasmina.

Todos los cambios observados en los electroforegramas obtenidos en las hidrolisis de
1las caseinas caprina y bovina por la accion simultdnea de los enzimas del cuajo y de la
plasmina, y 3-Cn capriria y bovina i)or la acci_6n consecutiva de estos enzimas, hace pensar
que la_mayoria de los productos _dé hidrélisis primarios son susceptibles de sufrir fenémenos
de proteolisis poéteriores formandose hueVos productos de proteolisis de menor tamafio,

algunos de ellos dificiles de observar en PAGE-urea. _
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Capitulo V. Resultados y Dzscuszon

V. ESTUDIO DE LA PROTEOLISIS EN QUESOS DE LECHE DE CABRA

V.1. ESTUDIO ELECTROFORETICO DE LA PROTEOLISIS PRIMARIA DE LA
CASEINA EN QUESO DE CABRA ’

' 'La_ pioteolisis es considerada como el acontécirniento més importante durante el
- madurado de muChas variedades de quesb (Fox, 1989) Aunque se hah deSarrol]ado diferentes
- esquemas en el fraccionamiento de peptldos en queso (Chnstensen 'y col. 1991) 'se han
alslado 1dent1flcado y caracterlzado muy pocos peptldos a partlr de él.

La mayoria de los trabajos realizados en este campo dedican sus estudios al

fracc1onamlento de los péptidos solubles en agua, mientras que los insolubles han récibido

inuy poca atencion, atn siendo los prirriéros p{:ptidos que debemos conocer ya que seran los
pfecursores de los productos de tal_la'pequeﬁa‘. | o
| En estos tltimos ,aﬁ'oéi, ha ténidohn éran 'desarrollé el esfudio de las proteinas y
‘péptidos del_ quesb mediante el uso de geles de 'electrofores_is.- Creamer (1991) describe en- '
una reviéién bibliogrifica los L_’iltinios avances en técnicas eleciroforéticas éplicadas al anéli_‘sisA
del queso, en el séguimiento de la hidrolisis de la caseina. ' |

» .Un_ ejemplo de técnicas de elec_frqforeéis aplicadas en el andlisis de diferentes
‘variedades de qﬁé's'os europeos es el estudio realizado pér Marcos y col. ('1979), al evaluar
el grado de madurado- de estos’ quesos a traves de la naturaleza de los productos de
degradac10n v151b1es en el gel de electrofores1s

| La proteolisis primaria que encontramos en el queso es el resultado de las acciones
proteolmcas de los enzimas coagulantes y plasmina, fundamentalmente (Fox, 1989) Los
resultados obtemdos en d1ferentes variedades de queso (Addeo y col., 1995; Carretero y col
1994; McSweeney.y col., 1994b) mdlcan que la mayorla de los productos proteoliticos del
queso detectables en PAGE-urea son originados por la accién de los enzimas coagulantes y
plasmina, y que los resultados de hidr6lisis in‘vi_tro obtenidos en la proteolisis de las By -
Cn por la acci6n de estos enzi_mas, pueden ser pevrfectaniénte extrapoladbs y corhparables a
" los obtenidos en €l queso. | v
El objetwo pr1nc1pa1 de este estudlo fue caracterizar por electroforesis los péptidos

_inSolubles en agua extraidos de la matriz protelca del queso, y establecer hasta qué punto los
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" Proteolisis en queso de leche de cabra _

_ resultados de los estudios de hidrolisis de las caseinas en soluc1on pueden ser extrapolados

- a los obtenidos en dlferentes varledades de queso de cabra. | v
En la Figura 79 aparecen los electroforegramas de dlferentes quesos de cabra

comerc1a11zados en dlferentes establec1m1entos Por orden de electroforegramas estos quesos -

| 'fueron IR |

. Queso de coagulacion ac1da marca comer01al Belay (Franc1a)

. Queso de coagulacién ac1da ‘marca comerc1al Chavrou.x (Franma)

. Queso fresco salado sin marca. . o S =

. Queso semicurado, marca comerc1a1 Llosa de Ranes. (Valenc1a)

Queso semlcurado marca comerc1al Jumilla (Mur01a)

Queso semlcurado marca. comerc1a1 Corba de Can Costa (Glrona)

Queso de Los Ibores (Extremadura)

Queso de leche de vaca semicurado ahumado marca comercxal Pria Llanes (Asturias).

,_\0.90 .\j.g\‘_cnh WO -

Queso Buelles (Asturlas)
10 Queso curado Serrania de Ronda (Malaga)
11, Queso sem1curado Majorero (Canarlas)
-12 Queso semlcurado marca comerc1al Blancafort (Cataluna)

13. Queso Cendrat del Montsec (Cataluna)

, Aunque la mayoria dé quesos de cabra espafioles perfenecen a la familia de quesos
de pasta prensada no cocida’ se han estudiado también varios q'uéSds frescos dé'cc)agulacién
acida o lactlca de origen frances y un queso de pasta blanda y corteza enmohecida, de -
coagulacién predommantemente lactica que es el Cendratr del Montsec abarcando asi la
mayorla de familias més representatlvas de quesos de cabra.

“En los electroforegramas podemos aprec1ar una serie de bandas que podemos agrupar
en diferentes zonas electroforéticas, de acuerdo con las 1ndlcac1ones dadas por Marcos y col.
(1979) en el estudio y caracterizacion de una serie de qﬁesos €uropeos en parak—Cﬁ v-Cn,

: B-Cn residual, pre-8, a Cn’ residuales y pre-c. . Estas zonas electroforéticas vienen -
esquematlzadas en la Flgura 80.. ,
El electroforegrama correspondlente a la carrera 3 presento un patrén electroforetlco

bien diferente al _rest_o de quesos debido a la mezcla con leche de vaca, visible en los geles - |
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Capitulo V. Resultados y Discusion

A

~yaquela asl‘-Cn' bovina presenta un 'rééorrido mayOr' qu'e' su homéloga caprina. En la carrera
8 se ha introducido una muestra de que§d de leche de vaca. |
En la totalidad de las variedades de quesos estudiados el complejo casemlco o, fue
_ degradado mas extensamente que la 3-Cn. En la mayorla de las variedades de queso de cabra-
la o;-Cn desaparec1o por completo al igual que su producto 1nmed1ato de hldI‘OllSlS mientras
que en los quesos’ elaborados con mezcla de leche de vaca y cabra y de leche de vaca
(carreras 3 y 8) se pudieron identificar estos componentes

Estos resultados pueden exphcarse teniendo en cuenta diferentes con51dera01ones
1. Por una parte la mayor res1stenc1a ala h1drohsls de la as,-Cn bovina, respecto a su
homologa caprlna al igual que ocurre en la hldréhsls de estas dos protemas de forma aislada
por accién del cuajo
2. El pohmorflsmo genético de la asl-Cn caprina asomado a su nivel de sintesis protelca
variable segun la varlante genetlca

Dependiendo del genotlpo predomlnante de a,-Cnen la leche de fabrlcacxon del
queso y del nivel de proteohsls tendremos mas 0 menos cantidad de esta protema y de sus
productos de hldrOhSlS visibles por electrofore51s | _

En general las muestras correspondlentes a los que$Qs de cabra éontuvier.onv grandes
cantidades de 3-Cn intacta, pero por el contrario una cantidvad escasa 0 nulé de a;-Cn, loque
indica qué el madurado de este tipo de queso lleva impHcito un contenido reducido de o,-Cn
en la leche de fﬁbfiéacién y/o procesos de proteolisis avanzados para esta prOteina.v

En las variedades estudiadas aparecieron un ntmero variable de bandas 'con diferentes
mtensxdades a nivel de la zona de la B Cn v

En el queso de leche de vaca aparecxo en la zona electroforetlca dela B Cn una banda
intensa y  de mayor recorrido, y una banda de menor recorrido e intensidad. Este patrén
eléctroforético: se explica por el polimorfismo que presénta esta proteina. Serhan descrito 7

' ‘variéntés genéticas para la 3-Cn bovina. En geles alcalinos adicionados de urea estas
variantes migran en el orden A'=A’=A’>B>D, E>C (Eigel y col., 1984). La banda
electroforetlca de mayor 1nten51dad corresponderia a la varlante A y la ‘banda de menor
mtenadad y recorrido corresponderia a la variante B, variantes genetxcas mas frecuentemente
encontradas de la B-Cn bovina. La intensidad de lasb bandas depende del genotipo

predominante para esta caseina en la leche de mezcla.

151



Proteolisis en queso de leche de cabra. .

_En ios"quesds de cabra én todos. los ca's'os se observé la aparicién de dos bandas
predominantes en la zona electroforética de la $-Cn, aunque también en algunas ,vaficda.déé
(carreras 4, 5, 10, 11y 12) aparecieron diferenteé bandas de menor inténéidad .y recbrrido

_en esta zona. En este caso no se trata de diferentes variantes genéticas, sino que la gran
heterogen'eidad observada en los geles es debida a niveles defosforilacién distintos para esta
proteina. - | | ‘
" La 1nten51dad optlca observada en los geles para la 8-Cn, y para cada una de las
varledades de queso, vari6 dependlendo del grado de h1dr011s1s que presente cada una.

Los resultados electroforetxcos hasta ahora descrltos nos proveen de una 1nformacxon
'com,paratlva entre las variedades de queso del grado de degradacion de‘cada una de las
fracciones casefnicas. Sin .embargo, con .el objeto de comparar los mecanismos de
degradacion de las caseinas en estas variedades es también necesario considérar el origen de
los prmmpales productos de degradacion observados en los geles de electroforesw
_ Las fuentes o substratos caseinicos susceptlbles a la acci6n de los enzimas y que dardn .
origen a los diferentes . productos de degradac10n V1s1bles por PAGE-urea son
fundamentalmente las caseinas 8, asl, o y la parak-Cn.

La parafc -Cn es un péptido que mlgra hacia el catodo en condlclones alcahnas "En
nuestros electroforegramas este péptido corresponde a la banda electroforética de menor
recorrido. En este estudio como no se realiz6 un seguimientd durante la maduracién del . '
queso no sevpucde décir nada fespécto a si este péptido es d_egradzido posteriorhehte-, tan séld :
podemos decir que en aigunas variedades se prcéenté en mayor (carrera 3) o menor (cafrera
1.3) proporcion. - - ) | '

La 8-Cn puede presentar diferentes patrones de hidrélisis, segin el/los enzima/s
presente/s. Asi los componentes caseinicos y formados por la-accién de la plasmina caprina
pudiefon' ser identificados de los electroforegramas comparando sus movilidades con aquéllas
que se obtuvieron va‘_ pzirtir de la B-Cn y caseina entera caprinas in vitro. En los
electroforegramas de las variedades de quesos estudiados estos componentes fueron mis o
menos evidentes,' y se brodujeron en péqueﬁa cantidad en las variedades de coag_ulécién
predominantemente véci‘da.' Este hecho se puede explicar si fenemos en cuenta 2
consideraciones; por una parte el pH que desarrollan estas variedades'de queso hasta finalizar

la coagulacién (va 3.8—4.2), y por otra-la propiédad que presenta la plasmina de désligarse

152



Capitulo V. Resultados y Discusion

~“de la micela de caseina y pasar'él_vsuer:o’ a pH 's';f.é‘f(ai:ﬁfferty y Fox, 1988a) durante la.
produccién del queso. | ' o | '
~ Las bandas de los productos proteoliticos obtenidos en solucwn por hidrélisis de la
" 3-Cn con enzimas del cuajo también se detectaron en los perfiles electroforéticos de algunas
de las variedades de queso: El producto -1 fu_e visible en mayor o menor"proporcién‘ en
todos los quesos. En él queso de leche dé vaca (carrera §) aparecié como un solo' péptido y
en el resto de varledades como varlos al incluir las zonas fosforlladas variables de la B- Cn
| 'Las Varledades de queso donde este peptldo fue mas dificil de apreciar, p€ro no por ello
inexistente, fue precisamente en los' quest de coagulacion predommantemente acida (carreras
1, 2 y 13) Corﬁo yé se ha discutido en esté memoria este hecho fue obsérvadb en la»
'-aprec1aron cantldades superlores de @-II que de G-1. Esta observac1on se exphco en su
momento por un fenomeno de h1dr01151s rapida - de B I a -II o por un cambio de
conformacién de la protema a este pH que haria menos accesible los lugares de hidrolisis
paral producir 8-1. | | ' | ' o
En las muestras estﬁdiadas se plie(ie obSer:var dos bandas electrdforéticas de intehéidad
'optlca similar en la zona electroforetlca de la o,;-Cn que corresponderlan al pohpeptldo G- II _
Este es el motlvo por el cual. las lecturas densitométricas cuantltatxvas reahzadas en este tipo .
de quesos dan resultados erréneos al cuantlflcar diferentes productos de degradacnon que se
solapan con proteinas intactas. En el de queso de ‘leche _de vaca, apareci6 una banda '
electroforética con movilidad coincidente con algﬁri componente de la _ dsz-Cn e igual
movilidad que el péptido mas répido del conjunto §-II caprino. Este péptido presentd
caracteristicas similares al $-II obtenido al incubar la caéeina entera bovina con cuajo.
McSweeney y col. (1994b) describieron en queso Cheddar la aparicién de un péptido de
idéntica localizacion electroforética qﬁe identificaron como el ﬁ‘agmento B-Cn (fl—?).. Los
autores asociaron .este péptido a algiin compoﬁente de la proteosa pept(')na;sin embargo los
fesultados obtenidos en el estudio de hidrélisis de las ,caseinas' bovinas en solucidn, relacionan
los péptidos B-Cn (f1-105/107) pertenecientes a la fraccion proteosa peptona, que se
desarrollan entre Jas B y asz—Cn (apartado IV.1.2. ), con un recorrido electroforeueo menor
que el peptldo observado en la muestra de queso. En cambio el peptldo -1 bovino tiene una

locallzacmn comc1dente con algunas de las bandas pertenecientes a la o,-Cn, como se
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| B muestra en la Flgura 74 1gua1 que sucede en la muestra de queso.

En la Figura 81 aparecen los electroforegramas obtemdos a partlr de un queso de.
cabra de pasta prensada no comda, madurado en 30 dias y fabrlcados en el CeR de
Tecnologla de los Ahmentos segun se espec1flca en el apartado correspondlente de materiales
y métodos. Se tomaron muestras a los 2,7,15,21y 30 d1as para realizar el anahsls PAGE-
urea. o | o

En los electroforegramas podemos aprec1ar una serie de bandas que se pudleron
1dent1flcar como parax-Cn, diferentes componentes peptldlcos en la zona de-las y- -Cn, la (-
Cn remdual y una serie de bandas que engloban la o-Cn residual y diferentes productos de '.
degradacion. | '

El electroforegrama correspondlente al queso prensado y salado (2 dlas) muestra que
el complejo o (o +ary) atin fue visible, sobre todo las bandas correspondlentes ala o-Cn,.
Con una movilidad mmedlata a'la /3 Cn aparec:1eron 2 bandas electroforetlcas con
_ caracterlstlcas y mov111dades 1dent1cas al peptldo -1 obtenido en la hidrélisis de la 8-Cn
vcaprma por accién de los enzimas del cuaJo ‘(quimosina y pepsma)

‘Enel 51gu1ente estado de maduracion (7 dias) el complejo caselmco o fue h1drohzado‘
en gran parte (sobre todo o), v1s_1ble en el electroforegrama por la .perdlda de intensidad
Optica. Sin embargo su broducto primario de degradacién no fue visible en este sistema
e]ectroforetlco quizas debldo a que tras su formacmn fue rapldamente hldrohzado en otros
productos de prote011s1s de tamafio 1nfer10r

En el perlodo de maduracion de 15 dias los procesos de hidrélisis antes descritos se
.acentuaroh, incluyendo tambié’n la proteblisis de la o,-Cn.

Tras 21 dias‘de maduracion el patron electroforético cambi6 de nuevo, acentuandose
" la formacién de 2"péptidos de gran intensidad en la zona electroforética de la a,-Cn. Los
péptidos -1 fueron visibles en todo momento, y en la zona electroforética de la a,-Cn
aparecieron una serie de bandas antes 1nex1stentes El patr6n electroforetlco correspondlente
al estado de maduracmn de 30 dias no tuvo grandes cambios respecto al de 21 dias
produciéndose s6lo un 1ncremento de la intensidad optlca en las bandas antes descritas. Las
' ~bandas que se situaron en la zoﬁa'de la o;-Cn podrian corresponder a los péptidos G-1I. Las
bandas electroforencas de gran intensidad que se situaron en la zona de la asz-Cn podrian

corresponder a productos de degradacmn de esta misma protelna por accion de los enzimas
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del cuajo.

'V.2. PRODUCCION DE CUAJADAS LIBRES DE FERMENTOS Y COAGULANTES
CON FLORA MICROBIANA CONTROLADA MEDIANTE EL USO DE ALTAS
- PRESIONES HIDROSTATICAS

" Las altas presmnes (100 a 1000 MPa) afectan a diversos componentes y sistemas
'blologlcos Se puede presurlzar un materlal b1010g1c0 en atmosfera gaseosa; en un hqu1d0
(presion hxdrostatlca) 0 por ultracentr1fugac1on Los gases son fuertemente compres1bles lo
~cual provoca una var1a<:1on de volumen importante muy d1f1c11 de controlar. Ademas los
gases comprlmldos son a veces explosxvos presentando problemas de seguridad. La
'ultracentrlfugamon es costosa y solo permxte tratar pequefias cantidades de producto a
presiones inferiores a 200 MPa. El método elegido para realizar este proceso es la presién
hidrostatica, siendo el producto sumergido en agua o en otro liquido que transmite la presion
(aceite, mezcla de agua y abeite soluble, etc.). Estds liquid(_)s son casi incompresibles.b El
‘ productd no debe entrar en édntacto direéto con el liquido, asi que. normalmenie, se .

acondiciona con un envoltorio plastlco | '
Durante el tratamlento la presion se ejerce 1nstantanea y uniformemente a través de

vtodo el material bioldgico, hablandose entonces de un proceso isostatico. La Figura 82
'muestra 1a diferencia bisica entre la presion isostatica y la uniaxial. No podemos utilizar la
presion uniaxial, ya que en el caso-de que el producto a pfesufiiar sea sélido, Este serfa
aplastado; En el proceso de. pre’s_uﬁzacién hidrostatica no existe un gradiente de presién,
contratiamente al gradiénte de tempefatura que se produce cuando un material biol(’)gico es
_ calentado por conducc1on Asi la duracxon del tratamiento a alta preswn ho se determina por -
el volumen 0 por la masa del producto a tratar.

' En el tratamiento de alta presion generalmente ésta es ejercida por una bomba
_ hidraulica mediante un plston alimentada por un compresor de aire. Para llegar a presiones
de.IOO a 1000 MPa necesitamos un sistema multiplicador. EI lugar donde se encuentra el
liquido presurizado debe resistir estas _presibnes,' y consiste genera_lmen_te en un cilindro de
acero inoxidable y a veces se compone de distintos cilindros concéntricos. El mantenimiento

de estas presiones durante un tiempo prolongado (de 30 a 60 min) no consume energia
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| shp_lementaria; 'cc.)nsiguiéndose t_‘al.;e-fecto por cierre de una llave alojada al ladé dél jciliridro._
| * Podemos ménteher el cilindro, el liquido y el p_rodubtp a una temperatura détennihada
.dura.nte el ciclo de presion pof ‘utilizaci(’)n de collares eléctricos que. rodeen ‘el' cilindro “
metalico o bien por la utlhzacwn de equlpos de frio. La Flgura 83 muestra un esquema de
1os componentes pr1nc1pa1es de un equipo de alta presmn '
| Los mecanismos bas1cos responsables de los fenomenos de desnaturahzac1on protenca
de mactlvacmn de enmmas y de destrucc1on de mlcroorgamsmos por presurlzacwn son solo
parcialmente -conomdos_ todavia. Las altas presiones modlﬁcan ciertas. . propxedades
fisicoquimicas del agua tales como la dens1dad y punto de fusidén. Las presmnes superiores
a 150 MPa provocan la dlsoc1ac1on y el desplegamlento parcml de las estructuras protelcas
debldo a modxfxcacmnes en los puentes de h1drogeno uniones electrostatlcas e interacciones’
h1drofob1cas, pero sin afectar los enlaces covalentes. La dest-rucclon de las células vegetativas
probablemente se deba principalmente a alteraciones de.la membrana celular. Las_ esporas |
bacterianas, por el contrano son muy resistentes a la presxon
Se han pubhcado dlferentes revisiones generales sobre la apllcacxon de las a]\tas'
pres1ones hldrostatlcas en los alimentos (Farkas 1986; Hayash1 1989; Hoover y col. 1989;
Farr, 1990; Cheftel, 1991; Hoover, 1993). | |
El trabajo que a cont1nuac1on se. desarrolla muestra los resultados obtenidos en la
presurizacion.de diferentes cuajadas, producidas con el.fm de obte‘ner un método sencillo de -
estudio que nos permita cuantificar y calificar .lav contribh¢_ién de diferentes enzimas

importantes-en el madurado del queso.

V.2.1. Tratamiento de la leche de fabricacién

" El estudio de 1a accion de enzvimas en queso libfe de fermento lactico, requiere la
prdduccic’)n de ‘una cuajada que no contenga microorganismos vivos o solamente en muy
pequena cantidad, pero en el Gltimo caso que no sean capaces de multlphcarse en. el perlodo
de tlempo que dure el madurado del queso. Esto supone, no solamente una fabrlcac:lon en
condlclones asept1ca§, sino tamblen que la 1ech_e no aporte microorganismos capaces de

multiplicarse en periodos posteriores.
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Con el fin de reduc1r en lo pos1ble la presencm dé mlcroorgamsmos se escogieron
ammales con recuentos mlcroblologlcos bajos en la leche de partida y se aphco un
tratamxento termlco (72°C 15s)en pasterlzador tubular que nos perrmtma obtener una leche’
de muy buena calidad. La presenc1a de ﬂora bacterlana residual post-pasterizacion o bien de
flora afiadida durante la fabrlcacmn no presentara problema alguno ya que durante el
tratamlento de alta presion la eliminaremos casi en su totalidad. .

A La adicién de los antibi6ticos a la leche de produccxon tlene como objeto la inhibicién
- .del desarrollo de diferentes formas resistentes a los tratamlentos de pasterizacion. y
~ presurizacion COmd'soh' las esporas. Enun experiencia compleméntaria se éhequeé la posible
inhibici'én de los '-enZimas coaguiantes y de la plaéfnina por .elluso de los antibiéticos,
cor'nprobandos.e que | a las dosis utilizadas en la leche de fabricacién no afectase las
actxvxdades enzimaticas. | | | : |
" La leche cmda de cabra utxhzada durante las fabr1cac1ones contuvo un maximo de
50000 bacterias totales y menos de 500 enterobacterias por mililitro. Despues del tratamlento
térmico el recuento total se redujo a =100 UFC/mL y ausencia de enterobacterias en todos

los casos. -

V.2.2. Técnica de fabricacién de quesos

V.2.2.1. Quesos obtenidos por acidificaci(m'quimi'ca

La Figura 6 pr'esenta el ésquema de fabricacion de las cuajadas libres de fermentos
(CLF) y coagulantes (CLFC) Entenderemos como cuajada el queso fresco justo salido de )
la salmuera sin madurar, ' _

- La falta de acidificacién natural se resuelve mediante la adicién de la glucono-o-
lactona (GDL) compuesto que se hidroliza en 4cido glucénico en presencia de agua, al
_afadirse direCta'm_ente\a la Cuajada qué e"s.c')bt.e_nida a partir de un preprensado manual.

Esta técnica, preconizada pof Mabbit y col. (1955) y mejorada por O’Keeffe y col.
(1975) para Queso tipo Cheddar, se tuvo que adaptar a la tecnologia del queso de cabra. Par a
ell'o se realizar_oh una serie de expériehcias donde se ensayaron diferentes cantidades de

GDL. . Se probdron cbnce.ntraciohes del 1, 2, 3, 4, 8 y 12% (p/p) _Sobré.vla cuajada,
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: comprobandoseﬁel pH de estos quesos a"las 24 h, en cdmparacié_n al pH' dcsarrollado'. en
cuajadas' adicionadas de flora lactica. ‘Como se muestra en Ia Tabla 16 el pH final alcanzado
por acidificacién quimi.ca qﬁe mis se ajustd al Obtehido mediante acidificaéién bioldgica se |
consiguid al utilizar 1a GDL al 3%, resultados comparables a los obtemdos por O’ Keeffe y
~ col. (1975). | | | |

| . En la Figura 84 se muestran las curvas de a01d1f1ca01on obtenidas por el fermentto y
por a01d1f1cac1on quimica (ac1do lactlco y GDL) Las curvas de ac1d1f1cac1on que presentaron
las cuajadas anadldas de fermentos y de GDL tuvieron practlcamente el mismo,valor de pH
‘a las 24 h de su fabricacion, sm"emba_rgo‘ los _caminos seguidos 'pa_ra llegar a este pH final
fueron diferentes. Aprdximadamente alas4 hde aci‘difica'cién ‘l'o's quesos afiadidos de GDL
' habian alcanzado el pH f1na1 (pH 5. 33), mientras que las cuajadas producidas con fermentos
l.tardaron mas de 10 h hasta alcanzarlo

Los posibles problemas que nos podriamos encontrar en la fabrlcacmn de cuajadas
-a01d1f1cadas con GDL conswtman teorlcamente en:

1. Diferencias en la comp051c1on de las cua]adas
~ 2. Una retencién mayor de enzimas coagulantes en la cuajada debldo al descenso mAs brusco
de pH. | |

3. Un 1ncremento en la actividad proteohtlca del coagulante debldo a que el pH optlmo de
'estos enz1mas se alcanza mas rapldamente ‘ ' '
4. Un mcremento en la susceptlbllldad de la mlcela de caseina a la proteolisis -por
desmmerallzacmn de la cuajada.

La Tabla 17 muestra la compos1c1on flslcoqmmlca de la cuajada acidificada mediante
fermentos (CO)y con GDL (CLF) a las 24 h de su produccion, de la cual se deduce que las
cuajadas CC y CLF tuvieron una _compos1c10n 51m11ar. Las pequeias variaciones observadas |
p_édrian ser debidas a la adicion de _la GDL y a la retencién de la'lactosa, las cuales tie'n'den'
a incrementar la capacidad de retencion de agua, de ahi que sean un poco més himedas.
Resultados similares fueron obtenidos por Visser (1977) y O’Keeffe y col. (1978).

El parametro mds importante que determina el contenido de coagulante en el queso,
a excepcién de los de pasta cocxda es el pH en el desuerado (Creamet y col. 1985) Un
incremento en los niveles de enzimas coagulantes retenidos tendrian diferentes c_onsecuencias'

durante el madurado del queso. Los résultados obienidos por O’Keeffe y col. (1975),
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trabajando ségﬁn la técnica de Mabbit y col. (1955)' fnuéstran que el incremento de
proteolisis observado en este t1po de queso podrla ser atr1bu1da a la gran retencion de
en21mas coagulantes ‘Este fenémeno puede ser exphcado por la utilizacién de HCI y GDL
de fonna dlrecta enla leche de partlda que hace que el pH en el desuerado sea muy inferior
y asi se retengan una mayor proporcién de enzimas coagulantes. En nuestras producc1ones
al utlhzar dcido lactico para estandarlzar el pH que se alcanza con los fermentos y llegar al
'desuerado en un tlempo reduc1do el pH de los dos tipos de cuajadas fueron practicamente
1dent1cos (pH 6.4). Los valores calculados de coagulante residual en nuestras cuajadas,
' correspon_den aprox1madamente al 9% del cuajo anadldo, cantidad que puede considerarse
normal y qué concuerda éon los intervalos de'scritos_ por Fox (1988) para otros quesos. Las
diferencias observadas en la retencién de coagulante entre la CC y la CLE (Tablé 17) pueden
ser debidas a la mayor cantidad de suero retenido en estas dltimas. | |

Los valores en nltrogeno no caseinico (NNC) y nitrégeno no protelco (N NP) muestran
v “que las cuajqdas modelo no sufrxeron una proteolisis excesiva, s_1endo_ los valores de estos -
parérhetrds ligeramente inferiores a los obtenidos en las CC. Las diferencias observadas en
las CC sé_ pue_dén expiicér por la presencié de las bacterias licticas que Colab'oran en la
ﬁroduc,é_ién de "es_t'as fracciones nitrogenadas. Otro 'pérémetrq que podria ‘condicionar estas
pequeiias diferencias es el pH éptimd de actuacién de los enzimas del cuajo. Segin nos
| muestran los électroforegramas de los 'ens_ayds realizados sobre caseinas enteras y diferentes
fraccionés caséinicas aisladas caprihés, éste se sitla en ~35.8 para ‘_la_ hidré_liéis’ dé la caseina
~enteray en 5.8-6.6 y 5.8-6.2 para las o, y 3-Cn, respectivarhente (Capitulo III). El pH que
| desarrollé la CC se mantuvo durante un periodo de tiempo "-m'zis p‘rolon.gavdo en el intervalo
éptimo de actuacion de los enzimas del cuajo sobre los substrétos éaseinicos, mientras que
'la CLF pasé réi)idaniente del pH .éptimo a un pH mds 4cido. Asf las cbndicio'nes de pH que
se'dan en las CC parecen sef ‘teéricamente mds favorables é.la pfoteolisis’ que las que
presenta las CLF o

Fox (1970) mostré que las mlcelas de caseina preparadas con un bajo contemdo en
Complejo fosfato _calc1co coloidal (CFCC) eran mds susceptibles a ‘la proteolisis que las
micelas intactas. Una béjadé’ brusca de pH; como ocurre en el método propuesto pdr Mabbit
'y col. (1'9_5_5), puedé.solljbilizar hasta un 50% del CFCC durante el proceso de desuerado

'(O’Keeffe y col., 1975). Esto también ocurre en la produccién de cuajadas dé tipo 4cido,
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teniéndo COmo consecuencia una desmineralizacién pércial de la éﬁajada Los déios obtenidos
. para los contemdos en calcio. y fésforo (Tabla 17) en los dos tipos de cua]adas fueron
1dermcos mdlcando que las micelas de casefna no sufneron desmmerahzamon alguna

Los valores encontrados de plasmma residual en estas cuajadas fueron comparables
a los obtemdos en la CC. | N ' '_ A

Los patrones electroforetxcos obtenidos por PAGE—urea de la fraccién  proteica
1nsolub1e fueron 1dentlcos a los presentados en la CC (Flgura 85, carreras 1 y 2) no
. _observandosev una proteohsls_precoz 0 excesiva en las cuajadas de a01d1f1cacmn quimica.
. Estos resuliados .confirman qué el enzima 'coagu’lan_te» incorporado en “Iaé cuajadas fue
aproximadamen'té el -misrﬁo en arhbos tipos y que la CLF no sufrié. fenéménos de
desmineralizacién que la h1c1eran mas vulperable a la proteohsls Las fracciones ‘caseinicas
By aparec1eron casi intactas como corresponde a un queso fresco justo después del salado,

~ aunque el producto proteollucoﬂ 1 fue visible formandose en muy pequefias concentracmnes.

V.2.2.2. Quesos o_ybteni'dos'pof ééidificacién quimica y libres de coagulantes (CLFC)

La produccién de este tipo de qhesd se reallizé '_integrando las técnicas de O’Keeffe
'y col. (1975, 1977)- para la prod.uc'cyic’)n de quesos libres de fermentos y coagulantes, tal y
. como sé deScribe en el apartado cdrrespondiente_de materiales y métodos (Capitulo II). |
| ".El uso de estas dos técnicas nos permite fabricar quesos donde ‘el Ginico sistema
proteolitico importante a considerar es la proteasa alcalina de la leche o plasmiha
~ La Tabla 17 muestra los resultados de composmon para este t1po de queso y para una
CC. De nuevo como ocurrié para las CLF las d1ferenc1as observadas se deben a una mayor
_retencion de agua. Sin embargo, en este tipo de cuajada este fenomeno se acentud, quizas
| deb1do al uso de la pepsina porcma que da geles de poca consnstenma y asi dificiles de
trabajar, arrastrando en el suero de queserla protema y grasa (Green y Foster 1974). Estos
resultados concuerdan con los obtemdos por O’Keeffe y col. (1978).
La cuant1f1cac1on de los enzimas coagulantes en la cuajada modelo. mostroé que la
pe_psina porcina '-fue .inéqtivada en su totalidad en las condiciones ensayadas. La pepsina

pofcina es muy inestable a pH superiores a 6.0, y por lo tanto menos estable que los enzimas
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' dél» cuajo, lo que -'sugiere que poéfi’a ser 'inactivad'a:'{otahﬁente o casi durante el proceso de
madurado del queso (Green y Foster, 1974). La técnica' utilizada en la produccién de CLFC
| precomzada por O’ Keeffe y col. (1977) aprovecha la caracterlstlca de pH dependencia que
presenta la pepsma porcina para ehmmarla ‘uria vez concluida la coagulacmn Sin’ embargo
estos autores observaron por electroforesis la formacmn de oI, y Justlfxcaron estos
: ‘resultados por la presenma de qulmosma 0 enzunas coagulantes de igual estabilidad en las
preparamones de pepsina. utlhzadas - aunque no descartaron la p051b111dad de la existencia de
pepsma porcma residual ya que no reahzaron una cuant1f1cac1on del enzuna Majeed (1985)
realizé una serie de experiencias obt¢n1endo quesos tipo Cheddar ac1d1f1cados con GDL y
aﬁ'adidos' de pepsina porcina a diferentes pH. Los resultados moétrafo_n que la cantidad de
pepsina .porci_na retenida en el'queSo es depehdicnte del pH de'la leche en la formacién del
gel. Por otra parte los anélisis PAGE de los quesos mostraron que al incrementar la pepsina
_poréina también inc.reméntaba la degradéci‘c’)n dela asl‘-Cn Sin émbargb 'los quesos fabricados
apH 6 6 tambxen sufrieron hidrélisis de la asl-Cn alo largo de la madurac1on del queso sin
que se pudlera detectar pepsma re51dua1 alguna. ' _ ' '
En efecto, parece ser que Ja degradacmn que se obsetva en la a,,-Cn no debe ser - |
atribuida ﬁnicamenie a'los enzimas coagulantes o los enzimas del fermento, como muestra
. 1os trabajos de Majeed (1985) y posiblemente otros factores y enzimas estén implicados en
este procésc_) proteoliticd. Algunos autores describen la e)_(istencia de una proteasa de caricter
dcido propia de la leche y’ de nespeciﬁcidad similar a los enzimas del cuajo al producir .
- productos proteolmcos 1dentlcos a partir de las oGy B Cn (Kammogawa y col., 1980; Igoshi
y Arima, 1993). '
El estudlo electroforetlco realizado en PAGE—urea (F1gura 85 carreras 1y 4) de la
CLFC mostré un patron muy similar a la CC, excepto en que en la CLFC no se observé el
polipéptido 8-1, quizis debido a la desnaturalizacién del enzima coagulante. ElApeptldo de
degradacién parak-Cn ,ap'ar_e‘cié en las CLFC pero con una inténsidad inferior a la presentada -

enj las CC.-
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' V223 Efecto de la presurizaciéli en las CLF y CLFC

Las condiciones de'presurizat:ién (temperatura, presic’)n tiempo e{c )fﬁeron e’scog.idas'

en, base a experlencms prehmmares que nos asegurasen un descenso unportante en el numero .
de mlcroorgamsmos y por otra parte no afectasen las actividades enzunatlcas prmmpalmente |
~alade los enzunas coagulantes y plasmma ' '

| La Flgura 86 muestra dos de estas exper1enc1as prehmmares donde se presurizé cuajo
animal, quimosina y pepsma bovinas en dlferentes condiciones de presién (400, 450 y 500
MPa)a2y 10° C durante 10 min. La valorac1on de act1v1dad enzimatica se realiz6 midiendo
el tlempo de coagulacmn por el metodo de Berrldge modificado | por Collin y col. (1977) Las
gréficas dan a conocer que los tratamlentos de presurizacién realizados no afectaron la
actividad enzimatica de la pepsma. La act;vxdad enzunatlca de la- quimosina se vio afectada
a partir de los 450 MPa a 10°C y 500 MPa a 2°C. El cuajo de ternero fue la preparacion
enzimdtica més afectada por la presion a las dos temperaturas estudiadas. Sin embargo la’
~ diferencia entre la preparacién enz.imética'control (sin pfesurizar) y la presurizada fue escasa
.cuandd se realizd a 400 MPa y a 2°C, condiciones que sé utilizaron posteriormente para
presurizar el queso. Parece ser que la bresurizacién tiene un efecto muy 'limitadQ sobre la
pepsina y quimosiha bovinas de forma _aislada; pefo cuando estos dos enzimas son
présurizados conjuntamenté, algin tipo de relacién o reaccion debe ocmjfir_entrc ambos ya
que la solucién final pierde actividad. . |

- La Tabla 18 muestra los resultad0s refc-:rehtes a la actividad enzimatica de la plasmina

obtemdos de dos experxenc1as donde se presurlzo ‘leche de cabra a 400 y 500 MPa a 2°C,
durante 10 min. ' |

En las cond1c1ones de presurlzac1on ensayadas la actividad en21matlca correspondlente
a la plasmina caprina no ‘tuvo modificacién alguna por lo que se decidid utlllzar las
condiciones de 400 MPa 2°Cy 10 min, _

Otros resultados obtenidos en la Unidad de Tecnologia de los Alimentos muestran que
estas condicionés de presuriiaciéri .son capacés de reducir los recuentos mic_robiolégicos,
realizados sobre VRBG (Red Bile Glucose Agar) de un queso fresco inoculado con 107-108
UFC/g de E. coli, a niveles .de no detecciéh, y sobre.PCA (Plate Count Agar) a 10> UFC/g,.

~ siendo los microorganismos termorresistentes, algtin Micrococcus 'y Lacto_ba'cillus, ‘los
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generos mas representativos encontrados y que se mostrarbn resistentes a las cond1c1ones de
presurlzac1on (Capellas y col., en prensa). '
" Los andlisis mlcroblologlcos reahzados sobre las CLF y CLFC presurlzados (CLFP
y CLFCP respectivamente) se resumen en la Tabla 19. o
. La leche de fabrlcacwn contuvo 100 UFC/mL como m4ximo, y al final de la
fabrlcacmn y antes de presunzar los quesos experxmentales contuvieron 1300- 1500 UFC/g.
El aumento en el mimero de microorganismos puede ser exphcado por el efecto de la
concentracwn realizado en la transformacmn de leche a queso y, también 2 algun tipo de
contaminacién externa que pudiera darse en las dlferentes etapas de la fabr1cac1on
_ Despues del tratamiento de presurlzacwn los anélisis mlcroblologlcos dieron recuentos
en el h’mitc_ de deteccién en medio VRBG y 100 UFC/g ve’n medio PCA. Aunque no se realizé
' ideritificaci(’)n ni‘vca'racterizacién de las colonias que crecieron en medio PCA, éstas deberian
pertencer a formas esporuladas y baroresistentes. La resistencia de los microorganismos a
la presién es muy variable s1endo las células en fase exponencml de cremmxento las menos
resistentes. La temperatura el pH y la composmlon del medio, influencian mgmﬁcatwamente |
la reslstenc1a a la_presmn. Las esporas bacterlanas_ son mucho mis resistentes a la presion
que las células yegetaﬁvas, y la presurizacién no las destruye de forma significativa. Se sabe
por ejemplo que el trafamiento de la leche cruda a 1030 MPa y a'10°C durante 10 min ho
destruye las esporas (ver Hoover y col., 1989).. |
Las bacterias gram negatlvas como Campylobacter jejuni, E. colz Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium y Yersinia enterolytzca son destruidas a partir de 300
MPa, las levaduras Sac'charo'myces Cerévisiaé y Candida utilis exigen al menos 400 MPa y
- las bactenas gram posmvas como Micrococcus, Staphylococcus aureus 'y Streptococcus
faecalzs al menos 600 MPa (Cheftel 1991). _
Qu1zas sea necesaria la adicion de antlblotlcos si queremos obtener quesos donde los
m’icroorgamsmos que sobreviven a los tratamientos de pasterizacion y presurizacién no
crezcan O se desarrollen El'inconveniente principal que presenta la adicion de antibidticos
es la imposibilidad de que los quesos puedan ser exammados organoleptlcamente debido a
su p051ble efecto tox1co '
En este momento se estdn realizando multlples trabajos necesarios para determmar la

cinética de destruccidn de diversas esporas por tratamientos combmados pre51on-temperatura,
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| para prec1sar la 1nﬂuenc1a del medlo (pH contemdo en agua en aziicares, en sales presencia
de diferentes admvos ahmentarlos 0 de c1ertos gases). En nuestro caso en particular, la
adlc1on de hsozxma en la leche de fabr1cac1on podna SlletltLlll' los antlblotlcos ya que facilita -
| la destruccwn de por eJemplo Baczllus cereus durante la presurlzac1on probablemente porque .
la hsozuna provoca la germinacion de una parte de las esporas. Seria también interesante
estudiar el efecto de ciclos repetldos de presurlzamon despresurlzacwn para -hacer germmar
las esporas y asi eliminar estos microorganismos residuales.

La Tabla 17 muestra los resultados de composicién obtemdos para- las cuajadas
presurlzadas En general la composmlon de las cuajadas presurnzadas fue 51m11ar a las no
presurlzadas ‘ |

El ana11s1s de recuperacmn de enzimas coagulantes dio negativo de nuevo en las
| CLFCP. como era de esperar, y en las CLFP el valor de act1v1dad enzimética se redUJo
sen51blemente respecto a la CLF aprox1mandose asi al valor encontrado para la CC. En
ambos tlpos de cuajadas la presurlzac:lon no afect6 la act1v1dad enzimatica de la plasmina.

Los patrones electroforetlcos correspondlentes a las cuajadas presurizadas fueron
idénticos a las no presunzadas (Figura 85 carreras 3 y 5).

‘ Los resultados obtenidos en estas producc_:lones muestrah 'qué la presurizaciéﬁ esuna
técnica valida en Ia produccién de éuajadas sin flora _baCteriana. Sin embargo el uso de eSfa
 técnica combinada con diferentes aditiVOs' de calidad alimentaria o bien el uso de ciclos
repeudos de presunzacxon podria suprlmlr el uso de los antibiéticos y abrirfa nuevos

- caminos en el estudlo de las caracterlstlcas sensorlales de estos quesos experlmentales
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CONCLUSIONES.






