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CONCLUSIONES

1. El método combinado de enriquecimiento de fracciones en asl-Cn A y F mediante

la SP-Sefarosa, y posterior purificación de éstas por FPLC en columna de fase

reversa, permite obtener estas proteínas con pureza cromatográfica y en cantidades

suficientes para realizar ensayos de hidrólisis.

2. Los enzimas coagulantes del cuajo hidrolizan la /3-Cn caprina para :dar cinco

productos de degradación insolubles a pH 4.6 (/8-I a /3-V). La asl-Cn es degradada

en iguales condiciones a un producto primario de degradación (PPD) que a su vez

es posteriormente hidrolizado. La as2-Cn se muestra menos sensible a la acción

proteolítica de estos enzimas, pero puede ser degradada por ellos dando un perfil

complejo de péptidos, que indica la escisión de la molécula en su parte central. En

iguales condiciones de hidrólisis la intensidad de degradación de las distintas

caseínas caprinas fue asl> >/3>as2> >paraK-Cn.

3. Los productos de degradación insolubles a pH 4.6, formados en la hidrólisis de las

/ï y asrCn caprinas por acción de los enzimas del cuajo, conservan las zonas

fosforiladas de las proteínas originales, por lo que aparecen en PAGE-urea

desdobladas en diferentes bandas de idéntico patrón electroforético que éstas. Por

otra parte las zonas fosforiladas se muestran resistentes al ataque proteolítico de los

enzimas estudiados.

4. Al igual que la caseína bovina, la proteolisis de Cn caprina por los enzimas del

cuajo depende fuertemente del pH. La (3-Cn es hidrolizada de forma óptima a

pH>5.4, pero a diferencia de su homologa bovina el patrón de degradación

obtenido no depende del pH, aunque sí la cantidad de productos formados. En el

caso de la as]-Cn no sólo la cantidad, sino también la naturaleza de los productos

de hidrólisis, se ven afectados por este parámetro. Se identificaron dos posibles

PPD (asl-I y Q!sl-II), apareciendo preferentemente uno u otro, o mezcla de ambos,

en función del pH.
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5. La concentración de NaCl détermina la actividad de los enzimas del cuajo sobre las •

caseínas caprinas, como en las bovinas. La hidrólisis de la /3-Cn se ve fuertemente

inhibida a concentraciones superiores a 5% de NaCl, pero una vez más el patrón •

proteolítico no se ve afectado por las condiciones iónicas, contrariamente a lo

descrito para la especie bovina. Concentraciones del 5% de NaCl estimulan la I

hidrólisis de la aSI-Cn, mostrándose actividad enzimática sobre esta proteína incluso

para contenidos del 15%. Tanto la naturaleza como la cantidad de los productos I

de degradación de la <xsl-Cn obtenidos dependen de la presencia de sal.-

I
6. El cuajo, la quimosina y la pepsina mostraron igual especificidad en su acción

sobre los distintos substratos caseínicos caprinos, siendo la pepsina el enzima más I

proteolítico en las mismas condiciones de reacción.

I
7. Las interacciones entre los componentes del complejo caseínico determinan su

susceptibilidad a la proteolisis. Así la /3 y asl-Cn son más intensamente degradadas I

por el cuajo cuando se utilizan como substrato separadas que cuando se somete a

hidrólisis la caseína entera. El patrón electroforético de degradación de la caseína |

entera por los enzimas coagulantes es muy similar al de la /3-Cn, debido a la

intensa proteolisis sufrida por la asl-Cn y sus derivados de hidrólisis, a diferencia |

de la caseína bovina, en que en iguales condiciones, éstos productos permanecen

visibles tras períodos de incubación largos. |

I8. La hidrólisis de las variantes genéticas A y F de la asi-Cn caprina por acción de

la quimosina muestra cinéticas de degradación diferentes, siendo la variante A más _

rápidamente hidrolizada que la F. Igualmente los perfiles peptídicos obtenidos son I

diferentes. Nuestros resultados muestran para la asl-Cn A 18 enlaces peptídicos •

susceptibles de hidrólisis por la quimosina: Leu,6-Asn,7, Glu18-Asni9, Phe23-Val24, •

Phe28-Pro29, Phe32-Arg33, Ile44-Gly45, Tyrgo-Ile81, Gln82-Lysg3, Tyr91-Leu92, Tyr94- •

Leu95) Leu101-Lys]02, Leu109-GluI10,Leu120-His121,Leu142-Ala143,Leu149-Phe150,Leu156- •

Arg157, Trp164-Tyr,65, Phe179-Ser,80. Para la variante F los enlaces hidrolizados •

fueron: Phe23-Val24, Phe32-Arg33, Leu^-Lys^, Leu83-His84, Leu105-Ala]06, Leu,12- ••

I

I
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Phe113, Leu119-Asp120 y Trp^-Tyr^g. Muchos de estos puntos de corte coinciden con

los descritos para la asl-Cn B bovina.

I
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9. Los perfiles electroforéticos y cromatográficos obtenidos a partir de hidrolizados

de o!sl-Cn A con quimosina bovina, cuajo bovino y cuajo caprino no muestran

diferencias apreciables, lo que sugiere actividad y especificidad semejantes para

estos coagulantes.

10. La hidrólisis de caseínas con diferentes genotipos para la asl por acción del cuajo

varió sensiblemente en los primeros estadios de proteolisis (sobre todo en la

aparición o no del PPD), pero al avanzar el tiempo de incubación los patrones

electroforéticos fueron muy similares.

11. La j8-Cn caprina es hidrolizada por la plasmina dando productos de degradación

muy similares a los obtenidos en la hidrólisis de su homologa bovina (y¡, y2, y3 y

fragmentos N-terminales). El patrón electroforético más complejo para estos

productos en la especie caprina se debe a los distintos niveles de fosforilación que

presenta esta proteína. También la ásl y Cüs2-Cn son degradadas dando numerosos

productos insolubles a pH 4.6, siendo la as2.-Cn mucho más sensible a la hidrólisis

por la plasmina que la asrCn. Este resultado coincide con lo descrito para las

caseínas bovinas, aunque en iguales condiciones de reacción las proteínas caprinas

son más proteolizadas que sus homologas bovinas.

12. La hidrólisis de las asl-Cn A y F por la plasmina presentaron perfiles

cromatográficos (solubles a pH 4.6) similares, indicando escasa actividad

proteolítica en la zona multifosforilada de la variante A, defeccionada en la F.

13. La acción conjunta de plasmina y cuajo sobre la caseína caprina conduce a la

formación de los productos de hidrólisis descritos para cada enzima. La acción

sucesiva de estos enzimas demuestra que las y-Cn son resistentes a la acción del

cuajo, lo que explica la estabilidad de estos péptidos durante la maduración del
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queso, mientras que los productos de hidrólisis del cuajo (/3-I a 0-111) pueden ser •

posteriormente degradados por la plasmina. ™

14. Los resultados obtenidos en las hidrólisis in vitro realizadas sobre las caseínas

caprinas son comparables a los observados en quesos de cabra, por lo que estos •

estudios de proteolisis pueden aportar información útil sobre los procesos

acaecidos durante la maduración del queso. •

15. La técnica desarrollada para la obtención de cuajadas modelo, mediante la •

aplicación de alta presión hidrostática, se considera un método apto para el estudio

de la proteolisis del queso en condiciones reales de maduración. I

I

i
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País

España

M
"
"

Francia

« .

Grecia
ti

India
»

Irlanda
Italia

Leche de
vaca

* en g/100 g

Raza

Murciano-
Granadina
Murciana
Granadina

Canaria
Alpina
Saanen
Alpina-
Saanen
Saanen

Indígena
Barban

Black Bengal

Aplina-
Saanen

Estraco Seco

13.2-15.7

14.10-17.18
12.04-13.83

-
11.65
11.74

10.15-12.58
14.20-15.89

13.38
15.02
12.27
11.31*

13.00

Grasa

4.5-6.6

4.7-7.4
3.7-5.2

-
3.13
3.09
3.33

2.41-4.06
5.25-6.18

4.00
5.52
3.63
3.05*

3.90

Proteína Lactosa

3.5-3.6

3:11-3.91

3.19-3.75
3.8^.4

2.91
2.82
2.94 4.40

2.86-3.54 4.15-4.70
3.52^.00 4.58-5.11

5.17 4.52
6.40 4.38
3.39
3.00* 4.49*

3.27 4.90

Cenizas Autores

0.82-0.89 (1)

0.84-0.95 (2)
0.75-0.86 (2)

(3)
(4)
(4)
(5)

0.73-0.91 (6)
0.68-0.77 (6)

0.97 (7)
0.76 (7)
0.78 (8)
0.80* (9)

0.90 (10)

1 (1) Juárez y col. (1991) (6) Anifantakis y Kandarakis (1980)
(2) Martin-Hernandez y col. (1988) (7) Agarwal y Bhattacharya (1980)
(3) Fresno y col. (1992) (8) Espié y Mullan (1990)

1
(4) Mahieu y col. (1977) (9) Mariani y col. (1987)
(5) Grandpierre y col, (1988) (10) Luquet (1985)

_ Tabla 1. Composición (% p/v) de la lèche de cabra de algunos países en comparación con los valores medios
• de la leche de

1

1

1

Raza

Jamunapari
Saarien
Alpina
Alpina-
Saaiien

Murciana
Granadina

Leche de
vaca

|

*en g/100 g
(1) Singh y col.

vaca.

Proteína
total

4.78*
2.82
2.91
3.09*

3.61
3.48

3.30

Proteína
verdadera

4.50*
2.48
2.45
2.81*

3.38
3.20

3.27

Caseína

3.39*
2.07
2.00
2.33*

2.57
2.44

2.80

Proteína Nitro
soluble prc

1.09* 0
0.41 0
0.45 0
0.61* 0

0.81 0
0.76 C

0.47 C

»eno no Autores
rteico

.16* (1)
.31 (2)
.39 (2)
.27* (3)

.23 (4)

.27 (4)

•03 (5)

(1972) (4) Martin-Hernandez y col. (1988)
(2) Mahieu y col. (1977) (5) Luquet (1985)
(3) Grappin y col. (1981)

1
* Tabla 2. Composición media (% p/v) de las diferentes fracciones nitrogenadas en leche de algunas razas de

cabras en comparación con la leche de vaca.

1

1

1

1



I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

I
I
I

Tablas y Figuras

Autores

CABRA

Le Mens, 1985
Remeuf y Lenoir,

1985
Grosclaude y col.,

1987
Martin-Hernandez

y col., 1988
Mora-Gutierrez y

col. 1991
Law y Tziboula,

1992
Quiles y col., 1993

VACA

Jenness, 1982

«S

«si «s2

5 25
5.6 19.2

5.3-1.4 17.3-21.2

29.37-29.47

0.12-2.70**

4.4-26.0 5.0-19.2

26.43

38.5 10

&

50
54.8

38.1-45.3

53.14-53.17

42.2-64.0

65.5

35.7

K

20
20.4

26.6-32.1

17.37-17.44*

9.8-23.5

8.03

15.8*

Métodos de
análisis

Electroforesis
"

Inmunoelectrof.

Electroforesis

HPLC

FPLC

Electroforesis

Electroforesis

* caseínas K+y
** en g/1

Tabla 3. Distribución de las fracciones caseínicas en la leche de cabra en comparación con la leche de vaca
(en % de la caseína total).

Razas

Alpina
Alpina
Saanen
Saanen

Poitevine
Gargantea
Maltesa

Murciano-
Granadina
Malagueña
. Payoya
Canaria

País

Francia
Italia

Francia
Italia

Francia
Italia
Italia

España
España
España
España

Efectivo

213
80
159
70
172
54
81

77
56
39
74

Alelos
A B C D E F O

0.14 0.05 0.01 - 0.34 0.41 0.05
- - 0.35 0.59 0.06

0.07 0.06 - ~ 0.41 0.43 0.03
0.03 —0.003— 0.49 0.46 -
0.05 0.35 - - 0.45 0.14 -
0.61 —0.37 — - 0.02 -
0.33 —0.28 — 0.11 0.27 0.01

0.08 0.25 - -- 0.62 0.05 -
0.25 - - 0.70 0.05 -

0.04 0.14 - 0.82 - 0.20
0.28 0.32 - ~ 0.20 - 0.20

Tabla 4. Frecuencias alélicas para el locus de la 0,,-Cn en diversas razas lecheras caprinas europeas (tomado
de Martin, 1993).
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Variante 8 16 Delección 77 100 195

A His Leu Gin Arg Thr
B His Pro Glu Arg Thr
C Ile Pro Glu Lys Ala
D His Pro (59-69) Glu Arg Thr
E His Pro Glu Lys Ala
F His Pro (59-95) Arg Thr
G His Leu (14-26) Gin Arg Thr

Tabla 5. Posiciones de las substituciones aminoacídicas en la estructura primaria de las diferentes variantes
genéticas de la as,-Cn. Los números indican las posiciones de las substituciones o de las delecciones (éstas
últimas entre paréntesis) en las cadenas peptídicas.

(1) Actividad del coagulante durante la fabricación
(2) Retención del coagulante en la cuajada
(3) Actividad y quizás especificidad del coagulante

durante el madurado
(4) Actividad de la plasmina (enzima endógeno de

la leche)
(5) Tensión y sinéresis de la cuajada
(6) Solubilidad del complejo fosfato calcico coloidal,

que afecta directamente a la textura
(7) Retención de sal
(8) Presencia y/o crecimiento de bacterias patógenas
(9) Sabor típico a ácido en quesos de coagulación

acida o quesos jóvenes de coagulación enzimática
(10) Los láclalos son sustrato en la producción de ácido

propiónico, ácido acético y CO2 durante el madurado
quesos tipo Suizo

Tabla 6. Consecuencias nías importantes derivadas de la acidificación (tomado de Fox y col., 1990).
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I - Modificación directa del sabor, favorece la sinéresis regulando
así la humedad de la cuajada.

| - Reducción de la a^,, que a su vez tiene influencia sobre la
actividad enzimática (cuajo, bacterias y enzimas endógenos de

• la leche).

- Suprime el crecimiento de la microflora no deseable.

• - Influye en el nivel de maduración y calidad final del queso.

I —— :
Tabla 7. Principales funciones de la sal en el queso (tomado de Guiñee y Fox, 1993).

I

I

I

(1) Cantidad de enzima añadido.

(2) pH durante la preparación de la cuajada.

(3) Uso de CaCl2.

(4) Temperatura de recalentamiento o cocción de la cuajada.

(5) Humedad del queso.

™ (6) Concentración en sal del queso.

(7) pH del queso.

(8) Intensidad del tratamiento térmico de pasterización.

I Tabla 8. Principales factores que afectan la actividad de la quimosina en queso (tomado
de Van den Berg y Exterkate, 1993).

I

I

I

I
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CUAJADA

enzimas residuales
coagulantes

m

proteasas del fermento
plasmina

proteasas y peptidasas
del fermento

Péptidos grandes

Péptidos pequeños

peptidasas del fermento

Aminoácidos

Gustos y Aromas

Figura 1. Mecanismo general de actuación de los diferentes agentes proteolíticos en el queso y formación de
gustos y aromas (tomado de Visser, 1993).

(1) Contenido en leche (especie, raza, época lactación,...)

(2) Intensidad tratamiento térmico de la leche.

(3) Temperatura de cocción.

(4) pH durante la preparación de la cuajada.

(5) Concentración de sal en queso.

(6) pH del queso.

Tabla 9. Principales factores que afectan la actividad de la plasmina en queso (tomado de Van den Berg y
Exterkate, 1993).
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Chershire Cheddar Gouda Suizo

Cuajo

Plamina

4 + 3 +

2 +

2+

3 +

+

4+

Tabla 10. Actividad relativa de los enzimas del cuajo y plasmina en cuatro variedades de quesos (escala: 4+,
alto; +, bajo. Tomado de Lawrence y col., 1983).

Queso

Babia-Laciana

Cendrat del
Montsec

Semiduro de
pasta lavada

Pasta blanda
y corteza

enmohecida

NS/NT(%)

9.75

28.59

41.14

16.00

NNP/NT(%)

5.14

20.29

22.91

13.44

NNP/NS(%)

52.72

70.97

55.69

84.00

NNH2/NT(%)

0.64

-

-

2.90

NNH2/NS(%)

6.56

-

-

18.12

Autores

(1) .

(2)

(3)

(4)

1) Argumosa y col. (1992)
(2) Carretero y col. (1991)
(3) Martin-Hernandez y col. (1992)
(4) Martin-Hernandez y Juárez (1988)

Tabla 11. Composición media de las fracciones nitrogenadas media de algunas variedades de quesos de leche
de cabra en su estado óptimo de maduración.
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Caseína entera

* disolver en urea 6.6 M
* pH 1.5 (H2S04 3.5 M)
* diluir a urea 2.2 M
* reposo 2 h y centrifugar

Sobrenadante 1

Precipitado 1

* disolver en urea 6.6 M
* ajustar a pH 4.5
* diluir a urea 3.3 M
* centrifugar

Sobrenadante 2

* diluir áurea 1.7 M
* ajustar a pH 4.9
* centrifugar

Precipitado 2

Sobrenadante 3

* añadir (NH4)2SO4

hasta 1.6 M final
* centrifugar

Precipitado 3

Sobrenadante 4
I

Precipitado 4

Figura 2. Diagrama de obtención de fracciones caseínicas por el método selectivo de precipitación en
soluciones de urea.
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2 g caseína entera

en 80 mL urea 3.3 M
conteniendo DIT 2 mM

* mezclar con 4 g DEAE-celulosa
* dilución con TU 25:1
* agitación 15 min y filtrar
* 2 extracciones con TU

* 3 extracciones con TU FRACCIÓN O (Filtrados O,,
conteniendo NaCl 0.035 M 03)

* 3 extracciones con TU
conteniendo NaCl 0.085 M

FRACCIÓN 1 (Futrados 1M 12,

* 4 extracciones con TU
conteniendo NaCl 0.12 M

I
FRACCIÓN 2 (FUtrados 2t,

2» 24)

* 4 extracciones con TU
conteniendo NaCl 0.175 M

FRACCIÓN 3 (FUtrados 3^
33, 34)

* 1 extracción con TU
conteniendo NaCl 0.3 M

FRACCIÓN 4 (FUtrados 4» 4,,
4a, 44)

CELULOSA
(almacenar y reciclar)

FRACCIÓN 5 (FUtrado 5,)

Figura 3. Diagrama de obtención de fracciones caseínicas caprinas por un procedimiento estático con DEAE-
celulosa.
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Tablas y Figuras

1 g caseína entera

en 30 ml tampon A
conteniendo j8-mercaptoetanol 14 mM

* mezclar con la sefarosa
acondicionada
* 1 extracción con tampon A (100 mL)
* agitar 5 min y filtrar

* 4 extracciones con tampon A
conteniendo NaCl 0.12 M

I
FRACCIÓN O (Futrado 0)

* 4 extracciones con tampon A
conteniendo NaCl 0.20 M

FRACCIÓN I (Filtrados 11, 12,
13,14)

* 2 extracciones con tampon A
conteniendo NaCl 0.35 M

FRACCIÓN 2 (Futrados 21, 22,
23,24)

SEFAROSA
(almacenar y reciclar)

FRACCIÓN 3 (Futrado 3,)

Figura 4. Diagrama de fraccionamiento de la caseína caprina por un procedimiento discontinuo con SP-
Sefarose.
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Tablas y Figuras

LECHE DE CABRA I 5L

[PASTERIZACIÓN

COAGULACIÓN

CORTE

72°C,15 s

+ 2 % fermento (Larbus AM)

CaCI20.006%(p/v)
Extracto cuajo 0.02 % (v/v)
(Renifor- 15/E, 780 mg
quimosina IL) a 30°C

grano garbanzo

! RECALENTAMIENTO I 3°c '5 min hasta 36°c <5 min>

MOLDEADO i = 9 cm H = 6 cm

PRENSADO J 30 min, 0.5 Kg/cm2

SALADO 30 min, salmuera 19 % NaCI
d = 1.143

Figura 5. Esquema de fabricación de queso de cabra de pasta prensada no cocida a escala de laboratorio.
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CLFC

CaCljO.OOe %
Pepsina porcina 0.3% (v/v)
NaOH1 ON hasta pH 7.0

ALCALINIZACION

4°C / 5 min hasta 38°C (Smin)

Tablas y Figuras

CLF

I

LECHE OE
CABRA

PASTERIZACIÓN

SL

72°C, 15s

• Antibióticos

ESTANDARIZACIÓN I Ac. láctico (PuracSO)
pH I hasta pH - 6.45

COAGULACIÓN

CORTE

CaCI20.006 % (p/v)
Extracto cuajo 0.02 % (v/v)
(Renifor-15/E,780mg
quimosina A.) a 30°C

grano garbanzo

RECALENTAMIENTol 3«C / 5 min hasta 36-C (5 min)

PREPRENSADO

MOLDEADO

GOL (LysactoneP) 3% (p/p)

H«6cm

PRENSADo

SALADO

ENVASADO AL
VACIO

30 min. O.S Kg/cma

30 min, salmuera 19 % NaCI
d -1.143

Bolsas BB. 4L
(Cryovac)

ALTAÏRESÍONvi 40°MPa-«•10"*«•

Figura 6. Esquema de fabricación de cuajadas libres de fermentos (CLF) y cuajadas libres de fermentos y
coagulante (CLFC).
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\

Tablas y Figuras

Figura 7. Sistema de fabricación de queso en cámara de flujo laminar. (1) Cuba de acero inoxidable, (2) baño
termoestatizado de agua, (3) cámara flujo laminar, (4) material de agitación y (5) dirección del aire estéril.

12



I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

.+-VB

Tablas y Figuras

as2-Cn
asl-Cn

p-Cn
K-Cn

y -Cn

Figura 8. Electroforegramas de la caseína caprina obtenidos en PAGE-urea (A) a pH 8.9 y PAGE-SDS (B).
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Tablas y Figuras

P-Cn
K-Cn

as-Cn

+ 1 /j 5 6 i

Figura 9. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea pertenecientes a las fracciones caseínicas obtenidas por
la técnica de precipitación (Hipp y col., 1955). 1 y 4. Caseína caprina; 2. Precipitado 2; 3 y 5. Sobrenadante
1; 6. Sobrenadante 2.
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p-Cn
K-Cn

ccs-Cn

B

Tablas y Figuras

5, 6 .7 8:.

',; 20 ±

Figura 10. Perfiles PAGE-urea obtenidos en el fraccionamiento de la caseína caprina con DEAE-celulosa.
1 y 11. Caseína caprina; 2-4. Filtrados Or03; 5-7. Filtrados Irl3; 8-10. Filtrados 2,-23; 12-14. Filtrados 3r33;
15-17. Filtrados 4,-43; 18-20. Filtrados 5!-53.
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Tablas y Figuras

AI;-

as2a si -Cn.
-Cn.

'+1 4 5 6 7 8 9 lOi

12 13 14 15 16 17, 18j

Figura 11. Perfiles PAGE-SDS obtenidos en el fraccionamiento de la caseína caprina con DEAE-celulosa.
1 y 11. Caseína caprina; 2-4. Filtrados Or03; 5-7. Filtrados Irl3; 8-10. Filtrados 2r2^; 12-14. Filtrados 3r33;
15-17. Filtrados 4,-43; 18-20. Filtrados 5,-53.
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Tablas y Figuras

1 .50-

l.OO

•í1
o.so-

1

f j

\
000 1 00 2.00 300

x 10* xlnutn

1 .00 •

O.8O -
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1
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M ^ o.oo
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asi .0
A
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l .OO-

O.8O-
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lí

•i
0.4O-

1 0.20-

5

\ °s2 A^, í
0-°° '00 2 00 .1 00

Figura 12. Perfiles cromatográficos obtenidos por RP-HPLC en el fraccionamiento de la caseína caprina con
_ SP-Sepharose Fast Flow. 0. Futrado 0; 1. Filtrados 1,-13; 2. Filtrados 2r23; 4. Filtrado 24; 5. Filtrado 3,.

1

1
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Figuras

Figura 13. Perfiles cromatográficos obtenidos por FPLC de las fracciones enriquecidas en las caseínas
A(l) y F(2).
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Tablas y Figuras

i t.sa-

J -V

2.00 3.00

IÓ1 Minut*n

o.óo -
» no n.i»

IÓ1 «<inut*«

Figura 14. Análisis cromatográfico (RP-HPLC) de las caseínas a,i A(l) y F(2) caprinas purificadas.
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1
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1
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FRACCIÓN CASEÍNICA

Fracción número

0

1

2

3

Concentración
NaCl (M)

0

0.12

0.20

0.35

Componentes

ND*

K y j8-Cn
K y 0-Cn
K y 0-Cn

K, 0 y Osj-Cn

asl, K y 0-Cn
asi-Cn
asi-Cn

«si y «sz-Cn
as2 y «si-Cn

as2-Cn
Ofs2-Cn

Filtrados

Oí

li
la
13

14

2,
2.
23
24

3.
32

33

*ND (NO detectado)

Tabla 12. Composición caseínica de los filtrados obtenidos en el fraccionamiento de la caseína caprina con
SP-sepharose.
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Tablas y Figuras

?*^'*

p-Cn

.p-I
-p-II

-p-III
-p-IV

-p-V

5 6 7 8 9 10J

Figura 16. Electroforegramas obtenidos en PAGE-SDS de la fracción insoluble a pH 4.6 provenientes de la
hidrólisis de la /3-Cn caprina por acción del cuajo. 1. /3-Cn; 2-5. /3-Cn hidrolizada a pH 5.4 durante 1, 6, 15
y 30 h; 6. Kit de calibración de peso molecular; 7-8. 0-Cn hidrolizada a pH 5.4 durante 48 y 72 h; 9. /3-Cn
hidrolizada a pH 3.8 y 30 h.

Figura 17. Electroforegramas obtenidos en PAGE-SDS de la fracción soluble a pH 4.6 provenientes de la
hidrólisis de la j3-Cn caprina por acción del cuajo a pH 3.8 (1-3), pH 5.4 (5-7), y pH 6.6 (8-10) durante 1, 6
y 15 h, respectivamente. (4) Kit de calibración de peso molecular.
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Tablas y Figuras

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

B

p-v

î+1 1 2 _ _ 3 : 4 5*-' 6s-; 7 \ 8 , 9 ^f 10

Figura 18. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la /3-Cn caprina hidrolizada por la quimosina (A)
y pepsina (B) bovinas a 30°C durante 15 h. 1 y 10. /3-Cn; 2-9. /3-Cn hidrolizada a pH 3.8, 4.2, 4.6, 5.0, 5.4,
5.8, 6.2y 6.6, respectivamente.
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Tablas y Figuras

B"

J't'iSya 'fcjfe»"' '•p-Cn

, . « • • ! >#»>• •>.' í

;. t? -»-, ' . , N ,',, s "í *«

•' "•' - N- ^A' L o ^^5.*- ' ï
-i-, s. ' ^

- , ' - - • ~ ^ -, ... \

ip-n

2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 í

Figura 19. Electroforegramas obtenidos por PAGE-urea de la /3-Cn caprina hidrolizada por el cuajo a nivel
de 4xlO-3(A) y 1.2xlO'3(B) UC/mL a 30°C durante 15 h. 1 y 10. /3-Cn; 2-9. /3-Cn hidrolizada a pH 3.8, 4.2,
4.6, 5.0, 5.4, 5.8, 6.2 y 6.6, respectivamente.
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Tablas y Figuras

p-Cn

ccs-Cn

3 8 9 10

Figura 20. Electroforegramas obtenidos por PAGE-urea de la /3-Cn caprina hidrolizada por el cuajo a pH
5.4, 309C y 15 h, adicionada de NaCl. 1. Caseína caprina; 2 y 10. /3-Cn; 3-9. /3-Cn adicionada de O, 0.5, 1,
2.5, 5, 10 y 15% (p/v) de NaCl, respectivamente.

Figura 21. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la 0-Cn caprina hidrolizada por el cuajo en
presencia de NaCl (5%, p/v), 30°C y 15 h a diferentes pH. 1 y 10. j8-Cn; 2-9. /í-Cn hidrolizada a pH 3.8, 4.2,
4.6, 5.0, 5.4, 5.8, 6.2 y 6.6, respectivamente.
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Tablas y Figuras

I
I
I

Leu Pro Serp Serp Serp Serp
M H-ArgrGlu-Gln-Glu-Leu-Asn-Val-Val-Gly10-Glu-Thr-Val-Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu20-

Arg . SerP
• Glu-Ser-Ile-Thr-His-Ile-Asn-Lys-Lys-Ilejo-Glu-Lys-Phe-Gln-Ser-Glu-Glu-Gln-Gln-Gln^

Thr
• Thr-Glu-Asp-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys-Ile-Hisso-Pro-Phe-Ala-Gln-Ala-Gln-Ser-Leu-Val-Tyreo-

Pro Pro
• Pro-Phe-Thr-Gly-Pro^le-Pro-Asn-Ser-I^Uyo-Pro-Gln-Asn-Ile-I^u-Pro-I^u-Thr-Gln-ThTgo-

Va/ Ser
I Pro-Val-Val-Val-Pro-Pro-Phe-Leu-Gln-PrOgcrGlu-Ile-Met-Gly-Val-Pro-Lys-Val-Lys-GluKX)-

• Ala Ala
I Thr-Met-Val-Pro-Lys-His-Lys-Glu-Met-Prono-Phe-Pro-Lys-Tyr-Pro-Val-Glu-Pro-Phe-Thr^o-

|

| Asn Pro Leu LLeu
Glu-Ser-Gln-Ser-I^u-Thr-I^u-Thr-Asp-Valjjo-Glu-Lys-I^u-His-Leu-Pro-Leu-Pro-Leu-Valj^-

I His Pro
Gln-Ser-Tip-Met-His-Gln-Pro-Pro-Gln-Projso-Leu-Ser-Pro-Thr-Val-Met-Phe-Pro-Pro-Gln^-

I I 1 LSer Pro Tyr
Ser-Val-Leu-Ser-Leu-Ser-Gln-Pro-Lys-Valno-Leu-Pro-Val-Pro-Gln-Lys-Ala-Val^^-Pro-Glnj,

I Arg-Asp-Met-Pro-Ile-Gln-Ala-Phe-I^u-I^Utso-Tyr-Gln-Glu-Pro-Val-I^u-Gly-Pro-Val-Argzar

I lie
Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Leu-ValzorCOOH

• Figura 22. Estructura primaria de la 0-Cn caprina (Roberts y col., 1992) comparada con la /3-Cn A2 bovina
(Ribadeau-Dumas y col., 1972; Grosclaude y col., 1973; Caries y col., 1988). En la secuencia bovina sólo los

• residuos que difieren de la secuencia caprina aparecen en trazo itálico. Las flechas indican los enlaces peptídicos
• susceptibles a la hidrólisis de la quimosina en la /3-Cn bovina (Creamer, 1976; Pélissier y col., 1974; Visser

y Slangen, 1977). Los asteriscos indican la delección del dipéptido en la especie caprina.

I

I
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Tablas y Figuras

P -I

p-II

P -HI

p -Cn
" p - I

P-II

'«si -Cn
"P-III
as l-Cn

g. m,, -'«/'-% '>? ':íï·v^..^-%-4&-.-·^.··4i'Í• *". :^- ••- •*••• -•·-" i" -

Figura 23. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de los productos de degradación provenientes de la
hidrólisis de las /3-Cn caprina y bovina a pH 5.4 por los enzimas del cuajo. 1. 0-Cn hidrolizada durante 15 h;
2-5. Caseína bovina hidrolizada durante 6, 15, 30 y 48 h.

27



I
I
I
I
I
I
I
I
1
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

Tablas y Figuras

,'•>! t , - , , , W '» • -f „ *r,t | -
' \ '~ < **.

,"' '!$>. >1 -̂ « «<: -T" P-Cn

p-v

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 24. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la /3-Cn caprina con múltiples grados de
fosforilación hidrolizada por el cuajo a 30°C durante 48 h a diferentes pH. 1 y 10. /37cn caprina; 2-9. /3-Cn
hidrolizada a pH 3.8, 4.2, 4.6, 5.0, 5.4, 5.8, 6.2 y 6.6, respectivamente.
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1

Tablas y Figuras

T •*- - " L - * - "

asl-Cn

PPD

2 ' - - 3 4- 8 9 1 0 i

B

2 3 , 4 , 5.

Figura 25. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la asi-Cn caprina hidrolizada por el cuajo (0.1
UC/mL) a 30°C durante 4 h(A) y 6 h(B) a diferentes pH. 1 y 10. asl-Cn; 2-8. asl-Cn hidrolizada a pH 3.8,
4.2, 4.6, 5.0, 5.4, 5.8, 6.2 y 6.6, respectivamente. PPD. Producto de degradación primario procedente de la
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Tablas y Figuras

p -Cn

a ,-Cn
si

PPD

r 1 2 , 3 ; >,4.,,t; ,5 6 8 9 1 0

Figura 26. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la asl-Cn caprina hidrolizada por el cuajo (12
UC/mL) a 30°C durante 1 h a diferentes pH. 1. Caseína caprina; 2. asl-Cn; 3-10. asl-Cn hidrolizada a pH 3.8,
4.2, 4.6, 5.0, 5.4, 5.8, 6.2 y 6.6, respectivamente.
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Tablas y Figuras

p-Cn-

a s-Cn

+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

•asl-Cn

PPD

Figura 27. Gráfico de los electroforegramas mostrados en la Figura 26.
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Tablas y Figuras

PAGE-urea

t»
Q
°P
g «Sl-Cn \ PPD

s ~

ïb, *;.,
í í
í

A..

B J LA.

Figura 28. Electroforesis bidimensional de la asl-Cn caprina hidrolizada por el cuajo a pH 5.4 y 30°C.
A. PAGE-SDS proveniente del hidrolizado de la asl-Cn;
B. Electroforesis bidimensional del hidrolizado de la asi-Cn (1. asi-Cn residual; 2 y 3. PPD);
C. PAGE-SDS del kit marcador de peso molecular.
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P -Cn

a , -Cn
si

PPD

1 2 3 5 8 9 10

Figura 29. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la asl-Cn caprina hidrolizada por el cuajo a pH
5.4, 30°C y 6 h, adicionada de NaCl. 1 y 9. c^-Cn; 2-8. asl-Cn adicionada de 0. 0.5, 1, 2.5, 5, 10 y 15%
(p/v) de NaCl, respectivamente.
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Tablas y Figuras

(3 -Cn

a s-Cn- -a , -Cn
si

-PPD

fcr.4 : · ' . S"-1"' 6 ' 7 '

•*•».

te-

+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 30. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la asl-Cn caprina hidrolizada por el cuajo en
presencia de NaCl (5%, p/v), 30°C durante 2(A) y 4(B) h a diferentes pH. 1. Caseína caprina; 2. asl-Cn; 3-10.
asl-Cn hidrolizada a pH 3.8, 4.2, 4.6, 5.0, 5.4, 5.8, 6.2 y 6.6, respectivamente.
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asl-Cn
+ Cuajo » asl-I

pH 3.8, 5.8-6.6

Tablas y Figuras

I asl-Cn
+ Cuajo » asl-n

pH 5.0

asl-Cn
+ Cuajo > asl-I + asl-n

pH 4.2-4.6

I asl-Cn +5%NaCl
+ Cuajo » asl-ü

. pH 3.8-4.6

I asl-Cn +5%NaCl
+ Cuajo > asl-I

pH 5.4-6.6

I
asl-Cn +5% NaCl

+ Cuajo > asl-I + asl-n
pH5.0

I

I
Figura 31. Secuencia de formación de productos de degradación a partir dé la a,,-Cn en diferentes

• condiciones iónicas.

I
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¡3$ rfc x-. -, -^«p& *% ~ , w, **">
-^~- ^"« * > ,'fïî^^ ' ' '^ÎSWÎi' '

'+ "1 '2
B

7 .

-/?*

. ,'5

C .'.i*S¥.

+ 1 3 4

• asl-Cn
PPD

Figura 32. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la asrCn caprina hidrolizada por el cuajo (A),
quimosina (B) y pepsina (C) bovinos a 30°C, pH 6.6 y 0.1 UC/mL durante diferentes períodos de tiempo. 1
y 7. asl-Cn; 2-6. asl-Cn hidroli/ada durante 0.5, 1, 2, 4 y 6 h, respectivamente.
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Tablas y Figuras

H-Arg,-Pro-Lys-His-Pro-Ile-Asn-His-Gln-Gly10-Leu-Ser-Pro-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu2o-

Leu-Arg-Phe-Val-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glujo-Val-Phe-Arg-Lys-Glu-Asn-Ile-Asn-Glu-Leuw-

1 - ̂

Ser-Lys-Asp-Ile-Gly-Ser p-Glu-SerP-ThrÎO-Glu-Asp-Gto-Ala-Met-Glu-Asp-Ala-Lys-Gln-Me^

Lys-Ala-Gly-Serp-Serp-Serp-Serp-Serp-GlUro-Glu-Ile-Val-Pro-Asn-Ser-Ala-Gln-Gln-Lys-Tyrgo-

Ile-Gln-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu-Argco-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Gln-Leu-Leu-Arg,^-

. Leu-Lys-Lys-Tyr-Asn-Val-Pro-Gln-Leu-GlUno-Ile-Val-Pro-Lys-Serp-Ala-Glu-Glu-Gln-Leu,^-

. His-Ser-Met-Lys-Glu-Gly-Asn-Pro-Ala-His130-Gln-Lys-Gln-Pro-Met-Ile-Ala-Val-Asn-Gln14o-

^ ^ »• "̂
• Glu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro-Gln-Leu-Phe,j0-Arg-Gln-Phe-Tyr-Gln-Leu-Asp-Ala-Tyr-Proli0-

• Ser-Gly-Ala-Trp-Tyr-Tyr-Leu-Pro-Leu-Gly^-Thr-Gln-Tyr-Thr-Asp-Ala-Pro-Ser-Phe-Serjjo-

• Asp-Ile-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly-Ser-Glu-Asn190-Ser-Gly-Lys-Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp199-COOH

I
Figura 35. Secuencias aminoacídicas de la a,,-Cn A 8-P(l) y o,rCn F 3-P(2) (Brignon y col., 1989, 1990)

• mostrando la posición de los péptidos solubles a pH 4.6 producidos por la quimosina.

I

I

I
40

I

I



I
I
I
I

Tablas y Figuras

• H-ArgpPro-Lys-His-Pro-Ile-Asn-His-Gln-Gly^-Leu-Ser-Pro-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leuzo-

• Leu-Arg-Phe-Val-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glujo-Val-Phe-Arg-Lys-Glu-Asn-Ile-Asn-Glu-Leu^-

I Ser-Lys-Asp-Ile-Gly^Serp-Glu-Serp-Thr-Gli^o-Asp-Gln-Ala-Met-Glu-Asp-Ala-Lys-Glu-Gliiao-

>*

I Leu-Leu-Arg-Leu-Eys-Lys-Tyr-Asn-Val-PrOjo-Gln-Leu-Glu-Ile-Val-Pro-Lys-Serp-Ala-GlUjo-

I *" -
Glu-Gln-Leu-His-Ser-Met-Lys-Glu-Gly-Asn^-Pro-Ala-His-Gln-Lys-Gln-Pro-Met-Ile-Ala^-

| Val-Asn-Gln-Glu-L?u-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro,10-Gln-Leu-Phe-Arg-GIn-Phe-Tyr-Gln-LeU"Asp ,

| Ala-Tyr-Pro-Ser-Gly-Ala-Trp-Tyr-Tyr-Leu^o-Pro-Leu-Gly-Thr-Gta-Tyr-Thr-Asp-Ala-Pro,^-

I Ser-Phe-Ser-Asp-Ile-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly^o-Ser-Glu-Asn-Ser-Gly-Lys-Thr-Thr-Met-Pro,^-

• Leu-Trp,62-COOH

I
Figura 35. (Continuación). * Secuencia incompleta.
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Tablas y Figuras

as-Cn

•K-Cn

•as2-Cn

+ 1 2 3

Figura 36. Perfil electroforético de la caseína caprina obtenido en PAAGE a pH 8.6. 1 y 4. Caseína caprina
conteniendo las variantes A y E de la asl-Cn, respectivamente; 2. o^-Cn A; 3. asl-Cn F; 5. k-Cn + as2-Cn.

Figura 37. Electroforegramas obtenidos en PAAGE correspondientes a la caseína caprina conteniendo la
variante genética A de la asl-Cn (1) y la asl-Cn F (2).
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Tablas y Figuras

p-Cn
K -Cn

as-Cn

PPD ~.^w^^*^— .,*.
3v :,4v-¿'$-C¿>4'7Í*,8f>; 9 ' '-10.

Figura 38. Electroforegramas obtenidos en PAAGE de las asl-Cn A y F hidrolizadas por la quimosina a
30°C, pH 5.2 en presencia de NaCl (3%, p/v) durante diferentes períodos de tiempo. 1 y 9. Caseínas caprinas
presentando las variantes A y F de la asl-Cn, respectivamente; 2 y 10. asl-Cn A y F; 3-8 y 11-16. asi-Cn A
y asl-Cn F hidrolizadas durante O, 1,3, 6, 12 y 24 h, respectivamente.
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_ Figura 39. Perfiles cromatograficos obtenidos por RP-HPLC de los péptidos solubles a pH 4.6
• correspondientes a la a,,-Cn A caprina hidrolizada por la quimosina a 30 °C durante 24 h a pH 5.2 adicionada
• de NaCl (3%, p/v) (1) y pH 6.5 libre de NaCl (2). *Benzoato sódico.

1

1

1

44



I
I
I
I
I
I
I
I

I
I

I
I
I
I
I
I
I
I
I

Tablas y Figuras

•T JT JL^

+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15*16

Figura 40. Electroforegramas obtenidos en PAAGE de la asl-Cn A hidrolizada por la quimosina a 30 °C a
pH 5.2 adicionada de NaCl (3%, p/v) (3-8) y a pH 6.5 libre de NaCl (9-14) durante 0, 1, 3, 6, 12 y 24 h,
respectivamente. 1 y 16. Caseína caprina conteniendo la variante A para la asl-Cn; 2 y 15. asl-Cn A.

45



1
1

Tablas y Figuras

1
1 Oil -

O fin

I Ó K"

L

1
1 ""
1

1.00

• O.IK.

u .eu •

1 5

n. «o

•j 0 ZO

o i«

I 3 ,• 1 .OO-

V O ttO-
»

1̂ O 4O-

o.ao-

1

i . Jlá. .r '- - Jl^^-Jl > il/" « VWL --n ^

t oo 2.00 a.oo
x IÓ* nantit**

, jMi_
1 00 2.00 3.00

M «O1 Minut»*

L·lajllAUL-
o.oo « .00 . 2. oo ^ on

Figura 41. Perfiles cromatográficos obtenidos por RP-HPLC de los péptidos solubles a pH 4.6
' correspondientes a la asl-Cn A caprina hidrolizada por la quimosina (1), cuajo de ternero (2) y cuajo caprino
I (3) a pH 5.2 adicionada de NaCl (3%> P/v) a 30 °C durante un período de tiempo de 3 h.
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Tablas y Figuras

4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6

P -Cn
K-Cn

Figura 42. Electroforegramas obtenidos en PAAGE de la asl-Cn A hidrolizada a pH 5.2 en presencia de
NaCl (3%, p/v) por la quimosina (3-6), cuajo de ternero (7-10) y cuajo caprino (11-14) durante O, 0.25, 1 y
3 h, respectivamente; 1 y 16. Caseína caprina conteniendo la variante A de la asl-Cn; 2 y 15. asl-Cn A.
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