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CONCLUSIONES

1. El método combinado de enriquecimiento de fracciones en o,;-Cn A y F mediante
la SP-Sefarosa, y postefior purificacion de éstas por FPLC en columna de fase
reversa, perrmte obtener estas proteinas con pureza cromatograflca y en cantidades

suflclentes para realizar ensayos de hldI'OllSlS

2 ~Los eniimas c_i_oagulaﬁtés del cuajo hidrolizan la B-C'n.ca‘prina para ;dar cinco

| ‘ prbductos de d’egradacién‘insolubles a pH 4.6 (B-I a 3-V). La dsl-Cn es dégradada :
en iguales condiciones a un producto pnmarlo de degradac1on (PPD) que a su vez
es posteriormente hidrolizado. La asz-Cn se muestra menos sensible a la accién
proteohtlca de estos enzimas, pero puede ser degradada por ellos dando un perfil
coniplejo de péptidos, que indica Ia escision dé la molécula en su parté' central. En
iguales éohdic_iones de hidrélisis la ihténsidad de v‘degradaci(’)n de las distintas

caseinas caprinas fue .o, > >8>, > >parax-Cn.

3 Lch_ productos de degradaci6n insolubles a pH 4;6’ formados en la h-_idréliéis de las
B y a,-Cn caprinas por accién de los enzimés del chajo éonsérvan las Zonas
fosforiladas de las protemas orlglnales por lo que -aparecen en PAGE-urea
desdobladas en diferentes bandas de idéntico patrén electroforético que éstas. Por

} 'otra parte las zonas fosforiladas se muestran resistentes al ataque proteohtlco de los

enzimas estudiados.

4. Al igual que la caseina bov'ina, la pfoteolisis de Cn caprina por‘los enzimas del
éuajo' depende fuertemente del pH. La 8-Cn es ﬁidrblizada de forma 6ptinia a
pH=5.4, pero a ‘diferencié »dve‘ su homoéloga bovina el patron de d'egrzidacién
obtenidb no 'dependé del pH, aunqhe si la cantidad de productos formados. En el
caso de la a,,-Cn no Sélo la cantidad, sino también la naturaleza de los productos
de hidrolisis, se ven afectados por este parametro. Se id'entifi_caron dos posibles

 PPD (o-ly dsléll), apva'reciendo'preferentemente imo u otro, o mezcla de ambos,

en funcién del pH.
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La concentracién de NaCl determina la actividad de los enzimas del cuajo sobre las -
caseinas caprinas, como en las bovinas. La hidrolisis de ;la B-Cn se ve fu‘e'rtementev
: inhibida a concentraciones Superiores a 5% de NaCl, pero una vez mis el patrén
proteolitico no se ve afectado por las condiciones i6nicas, contrariamente a lo
| . dCSCI'ltO para la espeme bovina. Concentrac1ones del 5% de NaCl: estimulan 1la
hldI‘OllSlS de la oy,-Cn, mostrandose act1v1dad enzmatlca sobre esta proteina incluso
para contemdos del 15_%. Tanto Ia naturaleza como la cantldad de los productos-

~de d‘egrada'cién\de' la dS,-C_n obtenidos dependen de la presencia de salf--

'El cuajo, la quimosina y la pepsina mostraron igual especificidad en su accién
sobre los distintos substratos caseinicos caprinos, siendo la pepsina el enzima mas

proteolitico en las mismas condiciones de reaccion.

Las interacciones entre 10s compo'ne'nt’es. del complejo caseiniéo determinan su
‘ SUSCCptlbllldad ala proteohsls Asi la B y a;;-Cn son mds intensamente degradadaql
por el cuajo cuando se utilizan como substrato separadas que cuando se somete a
hidrélisis la caseina entera. El patron electroforetlco de degradacién de Ia casema
entera por los enzimas coagulantes es muy 51m11ar al de la (- Cn debido a 1a‘
lntensa proteolisis sufrida por la o;-Cn y sus derivados de hldrohsls a diferencia
' de la caseina bovina, en que en iguales cond1c1ones estos productos permanecen

v1S1b1es tras perlodos de 1ncubac1on largos

La hidrélisis de las variantes genéticas A y F de la o;-Cn caprina por accién de
la quimosina muéstra éinéticaé dé degradac‘ic’)n diferentes, siendo la variante A mds
rdpidamente hidrolizada que la F. Igualmente los .perfiles peptidicos obtenidos son
diferentes. Nuestros resultados muestran para la as,-Cn A 18 enlaces peptldICOS ‘
susceptibles de hidrolisis por la quimosina: Leum-Asn”, GlulS-Asnlg, Phe23 Va124,
Phe,s-Pro,,, Phe32-Arg33, Ile44-G_1y45, Tyrg,-Ileg;, Glng,-Lysg,, Tyry-Leug,, .Tyr94-
- Leugs, Leu,gy-Lys,q5, Let -Gl o, Leup-His,oy, Leu,p-Alay 5, Leu, 6-Phe o, L¢u156—k
' Arg15‘7,.Trp,64-Tyr165,- Phe ;o-Ser,g,. Para la v_ariant‘ev F ioé enlaces hidrolizados
vfueern:F Phez3-Va124,_ Phegz-Argn, 'LeﬁM-Lysﬁs, Leug,-Hisg,, Leu,q5-Alags, Leu, -
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Concluszones

Phem, Leuug-Aspm y Trpm-Tyr128 Muchos de estos puntos de corte comcxden con

los descrltos para la o,-Cn B bovma

Los perfiles electroforéticos y cromatogréficos obtenidos a partir de hidrolizados .

de asl-Cn A con quimoSina bovina, cuajo bovino y cuajo caprino no muest‘ran

d1ferenc1as apremables lo que suglere act1v1dad y especificidad semejantes para

1:0 .

11.

" muy similares a los obtenidos en la hidrélisis de su homéloga bovina (71, Y2, Y3 ¥

estos coagulantes

La hidrolisis de caseinas con diferentes genotipos para la oy, por accién del cuajo
varié sensiblemente en los primeros estadios de proteolisis (sobre todo en la’
aparicién o no del PPD), pero al avanzar el tiempo de incubacién los patrones

electroforéticos fueron muy similares.

-La B- Cn caprina es h1drohzada por la plasmlna dando productos de degradacxon

fragmentos N-termmal_es). El patrén electroforético mas complejo pa_ra estos

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

12.

13.

~ presenta esta protema También la Oy asz-Cn son degradadas dando numerosos .

productos insolubles a pH 4.6, siendo la o, -Cn mucho mis sen31b1e a la hidrélisis

por la plasmma que la ay-Cn. Este resultado coincide con lo descrito para las

caseinas bovinas, aunque en iguales condiciones de reaccién las proteinas caprmas

son més proteolizadas que sus homélogas ‘bo'vina_s.
La hidrolisis de las o -Cn A y F por la plasmina presentaron perfiles
‘crorriat:ogréficos (solublés a pH 4.6) sir'nilares; indicando escasa actividad

proteolitica en la zona multifosforilada de la variante A, deleccionada en la F.

La accién conjunta de plasmina y cuajo sobre la caseina caprina conduce a la

formacidén de los productos de hidrélisis descritos para cada enzima. La accién

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

cuajo, 1o que explica. la estabilidad de estos péptidos durante la médu_raéién del
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14.

15.

queso mlentras que los productos de hidrolisis del cuajo B-Ia B-III) pueden ser

posterlormente degradados por la plasmma

Los. resultados obtemdos en las hldrOhSlS in vztro reallzadas sobre las caselnas

caprmas son comparables alos observados en quesos de cabra por lo que estos

" estudios de proteolisis pueden aportar informacién util sobre los Procesos

acaecidos durante la maduracién del queso.

La técnica desarrollada para la obtenc1on de cuajadas modelo, medlante la
aphcac1on de alta pres1on hidrostitica, se considera un metodo apto para el estudlo '

de la prote011s1s del queso en COIldlClOIlCS reales de maduracmn
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Pais Raza Estraco Seco Grasa Proteina Lactosa Cenizas Autores
Espana Murciano- 13.2-15.7 4.5-6.6 3.5-3.6 - 0.82-0.89 1)
' Granadina
" Murciana 14.10-17.18 4.7-7.4 3:11-3.91 - 0.84-0.95 )
" Granadina 12.04-13.83 3.7-5.2 3.19-3.75 - 0.75-0.86 )
! Canaria - - 3.84.4 - - 3)
Francia Alpina 11.65 3.13 2.91 - - “4)
! Saanen 11.74 3.09 2.82 - - @)
"o Alpina- - 3.33 2.94 4.40 - (5)
Saanen :
Grecia Saanen 10.15-12.58 | 2.41-4.06 | 2.86-3.54 | 4.15-4.70 | 0.73-0.91 ©)
" Indigena 14.20-15.89 | 5.25-6.18 | 3.524.00 | 4.58-5.11 | 0.68-0.77 ©)
India Barbari 13.38 4.00 5.17 4.52 0.97 ()]
" Black Bengal 15.02 5.52 6.40 4.38 0.76 @)
Irlanda - 12.27 3.63 3.39 - 0.78 (8)
Italia Aplina- 11.31* 3.05* 3.00* 4.49% 0.80* 9)
Saanen
Leche de 13.00 3.90 3.27 4.90 0.90 10)
vaca _ 1 7 |
*en g/100 g _
(1) Juirez y col. (1991) (6) Anifantakis y Kandarakis (1980)

(2) Martin-Hernédndez y col. (1988)

(3) Fresno y col

. (1992)

(4) Mahieu y col. (1977)

(5) Grandpierre

y col. (1988)

(7) Agarwal y Bhattacharya (1980)

(8) Espie y Mullan (1990)
(9) Mariani y col. (1987)
(10) Luquet (1985)

Tabla 1. Composicién (% p/v) de la leche de cabra de algunos paises en comparacién con los valores medios
de la leche de vaca.

Raza Proteina Proteina Caseina Proteina Nitrégeno no Autores
total verdadera soluble proteico
Jamunapari 4.78* 4.50* 3.39* 1.09* 0.16* (1)
Saanen 2.82 2.48 2.07 0.41 0.31 )
Alpina 2.91 2.45 2.00 0.45 0.39 )
Alpina- 3.09* 2.81* 2.33* 0.61* 0.27* 3)
Saanen
Murciana - 3.61 3.38 2.57 0.81 0.23 @
Granadina 3.48 3.20 2.44 0.76 0.27 @)
Leche de 3.30 3.27 2.80 0.47 0.03 )
vaca
fvaea | |
Tenglio0g
(1) Singh y col. (1972) (4) Martin-Hernéndez y col. (1988)

(2) Mabhieu y-col. (1977)
(3) Grappin y col. (1981)

(5) Luquet

(1985)

Tabla 2. Composicién media (% p/v) de las diferentes fracciones nitrogenadas en leche de algunas razas de
cabras en comparacién con la leche de vaca.
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Autores Q B K Métodos de
o Oy analisis
CABRA
Le Mens, 1985 5 25 50 20 Electroforesis
Remeuf y Lenoir, 5.6 192 54.8 20.4 "
1985
Grosclaude y col., | 5.3-1.4 17.3-21.2 38.145.3 26.6-32.1 ~ Inmunoelectrof.
1987
Martin-Herndndez 29.37-29.47 53.14-53.17 17.37-17.44* Electroforesis
y col., 1988
Mora-Gutierrez y 0.12-2.70** HPLC
col. 1991
"~ Law y Tziboula, 4.4-26.0 5.0-19.2 42.2-64.0 9.8-23.5 FPLC
1992
Quiles y col., 1993 26.43 65.5 8.03 Electroforesis
VACA
Jenness, 1982 385 10 35.7 15.8* Electroforesis

* caseinas x+vy
** en g/l

Tabla 3. Distribucién de las fracciones caseinicas en la leche de cabra en comparacién con la leche de vaca
(en % de la caseina total).

Razas Pais Efectivo Alelos
A B C D E F O
Alpina Francia 213 0.14 0.05 0.01 - 034 041 0.05
Alpina Italia 80 - - - - 035 059 0.06
Saanen Francia 159 0.07 0.06 - - 041 043 0.03
Saanen Italia 70 0.03 ---0.003--- 049 046 -
Poitevine Francia 172 0.05 0.35 - - 045 0.14 -
Garganica Italia 54 0.61 ~0.37— - 0.02 -
Maltesa Italia 81 0.33 --0.28---- 0.11 027 0.01
Murciano-
Granadina Espafia 77 0.08 0.25 - - 062 005 -
Malagueiia Espafia 56 - 0.25 - - 070 0.05 -
. Payoya Espafia 39 0.04 014 - - 082 - 02
Canaria Espaiia 74 028 032 - - 020 - 020

Tabla 4. Frecuencias alélicas para el locus de la o,-Cn en diversas razas lecheras caprinas europeas (tomado

de Martin, 1993).
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Variante 8 16  Deleccion 77 100 195
A His Leu Gln 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) Gln Arg Thr

Tabla 5. Posiciones de las substituciones aminoacidicas en la estructura primaria de las diferentes variantes
genéticas de la o -Cn. Los mimeros indican las posiciones de las substituciones o de las delecciones (éstas
ultimas entre paréntesis) en las cadenas peptidicas.

(1) Actividad del coagulante durante la fabricacién
(2) Retencion del coagulante en la cuajada
(3) Actividad y quizas especificidad del coagulante
durante el madurado
(4) Actividad de la plasmina (enzima enddgeno de
la leche)
(5) Tensién y sinéresis de la cuajada
(6) Solubilidad del complejo fosfato célcico coloidal,
que afecta directamente a la textura
(7) Retencion de sal
(8) Presencia y/o crecimiento de bacterias patégenas
(9) Sabor tipico a icido en quesos de coagulacion
dcida o quesos jovenes de coagulacién enzimatica
(10) Los lactatos son sustrato en la produccién de acido
propidnico, 4cido acético y CO, durante el madurado
quesos tipo Suizo

Tabla 6. Consecuencias mis importantes derivadas de la acidificacién (tomado de Fox y col., 1990).
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- Modificacién directa del sabor, favorece la sinéresis regulando
asi la humedad de la cuajada.

- Reducci6n de la a,,, que a su vez tiene influencia sobre la
actividad enzimdtica (cuajo, bacterias y enzimas endégenos de
la leche).

- Suprime el crecimiento de la microflora no deseable.

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

Tabla 7. Principales funciones de la sal en el queso (tomado de Guinee y Fox, 1993).

(1) Cantidad de enzima aifiadido.

(2) pH durante la preparacion de la cuajada.

(3) Uso de CaCl,

(4) Temperatura de recalentamiento o coccion de la cuajada.
(5) Humedad del queso.

-(6) Concentracién en sal del queso.

(7) pH del queso.

(8) Intensidad del tratamiento térmico de pasterizacic’m.

Tabla 8. Principales factores que afectan la actividad de la quimosina en queso (tomado
de Van den Berg y Exterkate, 1993).
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enzimas residuales ) proteasas y peptidasas
coagulantes del fermento
CUAJADA = Péptidos grandes ‘ '
proteasas del fermento
plasmina
Péoti Y .
éptidos pequeiios
peptidasas del fermento

Aminoécidos

. Gustos y Aromas

Figura 1. Mecanismo general de actuacién de los diferentes agentes proteoliticos en el queso y formacién de
gustos y aromas (tomado de Visser, 1993).

(1) Contenido en leche (espécie, raza, época lactacion,...)
(2) Intensidad tratamiento térmico de la leche.

(3) Temperatura de coccién.

(4) pH durante la preparacion de la cuajada.

(5) Concentracién 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 4+ 3+ 2+ +
Plamina + 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 NS/NT(%) | NNP/NT(%) | NNP/NS(%) | NNH2/NT(%) | NNH2/NS(%) | Autores

Babia-Laciana 9.75 5.14 52.72 0.64 6.56 )
Cendrat del 28.59 20.29 70.97 - - 2)
Montsec
Semiduro de
pasta lavada 41.14 22.91 55.69 - - 3)
Pasta blanda
y corteza 16.00 13.44 84.00 2.90 18.12 @)
enmohecida

(1) Argumosa y col. (

(2) Carretero y col. (1991)
(3) Martin-Herndndez y col. (1992)
(4) Martin-Hernindez y Juirez (1988)

Tabla 11. Composicién media de las fracciones nitrogenadas media de algunas variedades de quesos de leche
de cabra en su estado 6ptimo de maduracién.
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Caseina entera

* disolver en urea 6.6 M
*pH 1.5 (H,S0, 3.5 M)
* diluir a urea 2.2 M

* reposo 2 h y centrifugar

Precipitado 1
Sobrenadante 1

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

* centrifugar
Sobrenadante 2
Precipitado 2
* diluir a urea 1.7 M
* ajustar a pH 4.9
* centrifugar
Sobrenadante 3 l
Precipitado 3
* afiadir (NH4),S0,
hasta 1.6 M final
* centrifugar
Sobrenadante 4 Precipitado 4

| Figura 2. Diagrama de obtencién de fracciones caseinicas por el método selectivo de precipitacién en
soluciones de urea.
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2 g caseina entera

en 80 mL urea 3.3 M
conteniendo DTT-2 mM

* mezclar con 4 g DEAE-celulosa
* dilucién con TU 25:1

* agitacién 15 min y filtrar

* 2 extracciones con TU

* 3 extracciones con TU
conteniendo NaCl 0.035 M

l

FRACCION 0 (Filtrados 0,, 0,,
0,)

* 3 extracciones con TU
conteniendo NaCl 0.085 M

.

FRACCION 1 (Filtrados 1,, 1,,
1y

* 4 extracciones con TU
conteniendo NaCl 0.12 M

|

FRACCION 2 (Filtrados 2,, 2,,
2:” 24)

* 4 extracciones con TU
| conteniendo NaCl 0.175 M

FRACCION 3 (Filtrados 3,, 3,,

conteniendo NaCl

* 1 extraccién con TU

03 M

33’ 34)
|

FRACCION 4 (Filtrados 4,, 4,,
43, 4,)

CELULOSA
(almacenar y reciclar)

FRACCION 5§ (Filtrado 5,)

Figura 3. Diagrama de obtencién de fracciones caseinicas caprinas por un procedimiento estitico con DEAE-

celulosa.
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1 g caseina entera

en 30 ml tamp6n A
conteniendo B-mercaptoetanol 14 mM

* mezclar con la sefarosa
acondicionada

* 1 extraccién con tampén A (100 mL)
* agitar 5 min y filtrar

|

* 4 extracciones con tampén A FRACCION 0 (Filtrado 0)
conteniendo NaCl 0.12 M

* 4 extracciones con tampén A FRACCION 1 (Filtrados 11, 12,
conteniendo NaCl 0.20 M 13, 14)
* 2 extracciones con tampén A FRACCION 2 (Filtrados 21, 22,
conteniendo NaCl 0.35 M 23, 24)
SEFAROSA FRACCION 3 (Filtrado 3,)

(almacenar y reciclar)

Figura 4. Diagrama de fraccionamiento de la caseina caprina por un procedimiento discontinuo con SP-
Sefarose.
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.| LECHE DE CABRA | SL
| Y
| PASTERIZACION 72°C, 15's
i :

V + 2 % fermento (Larbus AM)
i ‘ N CaCl,0.006 % (ph)

i COAGULACION Extra.cto cuajo 0.02 % (viv)

i (Renifor- 15/E, 780 mg

: quimosina /L) a 30°C

grano garbanzo

1

3°C /5 min hasta 36°C (5 min)

¢=9cm H=6cm

30 min, 0.5 Kg/cm?2

30 min, salmuera 19 % NaCi
d=1.143

Figura‘S. Esquema de fabricacién de queso de cabra de pésta prensada no cocida a escala de laboratorio.

10
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CLFC ! CLF
' : {
___________________ R ShEEEGREREEEE SRS

! LECHE DE
. CABRA 5L
:' v
1 . ]
Z PASTERIZACION 72°C,15s
: Y + Antibiéticos
: ESTANDARIZACION | Ac. lactico (Purac80)

. pH ¥ hastapH =6.45

Y  CaCl,0.006 % (pA)
. ' Extracto cuajo 0.02 % (vA)
CaCl,0.006 % ) : QO-AGUL.ACIO-N (Renifor- 15/E, 780 mg
0. quimosina /L) a 30°C

Pepsina porcina 0.3% (Vi)
NaOH 10N hasta pH 7.0
grano garbanzo

| ALCALINIZACION E

4°C / 5 min hasta 38°C (Smin)

+ GDL (Lysactone™) 3% (p/p)

¢=9cm H=6cm

30 min, 0.5 Kg/lem?2

30 min, saimuera 19 % NaCl

d=1.143
ENVC%%DAL | BoisasBB.4L
S (Cryovac)

 TRATAMIENTO

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

11
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Figura 7. Sistema de fabricacién de queso en cimara de flujo laminar. (1) Cuba de acero inoxidable, (2) baiio
termoestatizado de agua, (3) cimara flujo laminar, (4) material de agitacién y (5) direccién del aire estéril.

12



Tablas y Figuras

D —— asz_Cn
“— 951-Cn

«— B-Cn
«—— k-Cn

Figura 8. Electroforegramas de la caseina caprina obtenidos én PAGE-urea (A) a pH 8.9 y PAGE-SDS (B).

13
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Figura 9. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea pertenecientes a las fracciones caseinicas obtenidas por
la técnica de precipitacién (Hipp y col., 1955). 1 y 4. Caseina caprina; 2. Precipitado 2; 3 y 5. Sobrenadante
1; 6. Sobrenadante 2.

14
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B _Cn ; - 1 : : | : ) : e - 4%»(«(}({
(XS -Cn — '

ALK

i

Figura 10. Perfiles PAGE-urea obtenidos en el fraccionamiento de la caseina caprina con DEAE-celulosa.
1y 11. Caseina caprina; 2-4. Filtrados 0,-05; 5-7. Filtrados 1,-1,; 8-10. Filtrados 2,-2,; 12-14. Filtrados 3,-3,;

15-17. Filtrados 4,-4,; 18-20. Filtrados 5,-5,.
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s -Cnh—
B+x -Cn —>

Figura 11. Perfiles PAGE-SDS obtenidos en el fraccionamiento de la caseina caprina con DEAE-celulosa.
1y 11. Caseina caprina; 2-4. Filtrados 0,-0;; 5-7. Filtrados 1,-1,; 8-10. Filtrados 2,-2,; 12-14, Filtrados 3,-35;
15-17. Filtrados 4,-4,; 18-20. Filtrados 5,-5;.
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Figura 12. Perfiles cromatogréficos obtenidos por RP-HPLC en el fraccionamiento de la casefna caprina con
SP-Sepharose Fast Flow. 0. Filtrado 0; 1. Filtrados 1,-1,; 2. Filtrados 2,-2,; 4. Filtrado 2,; 5. Filtrado 3,.



Tablas y Figuras

Figura 13. Perfiles cromatogrificos obtenidos por FPLC de las fracciones

enriquecidas en las caseinas o,
A1) y F(2).
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Figura 14. Anilisis cromatogréfico (RP-HPLC) de las caseinas o,; A(1) y F(2) caprinas purificadas.
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| FRACCION CASEINICA |
l:——————_——_——:lr_—__________________

Fraccién nimero Concentracioén Componentes Filtrados
NaCl (M)
0 0 ND* 0,
1 0.12 ky B-Cn 1,
ky B-Cn 1,
ky 8-Cn 1,
k, By ay-Cn 1, 7
2 0.20 o, ky f-Cn 2,
asl'cn 21
Otsl—Cn 23
oy Y o-Cn 2,
3 0.35 On Yy asl-Cn 31
asz'cn 32
N asz'cn 33
, ) 2
FND (No detectado)

Tabla 12. Composicién caseinica de los filtrados obtenidos en el fraccionamiento de la caseina caprina con

SP-sepharose.
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Figura 16. Electroforegramas obtenidos en PAGE-SDS de la fracci6n insoluble a.pH 4.6 provenientes de la
hidrélisis de la 8-Cn caprina por accién del cuajo. 1. §-Cn; 2-5. 8-Cn hidrolizada a pH 5.4 durante 1, 6, 15
y 30 h; 6. Kit de calibracién de peso molecular; 7-8. 3-Cn hidrolizada a pH 5.4 durante 48 y 72 h; 9. 8-Cn
hidrolizada a pH 3.8 y 30 h.

Figura 17. Electroforegramas obtenidos en PAGE-SDS de la fraccién soluble a pH 4.6 provenientes de la
hidrélisis de la 8-Cn caprina por accién 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 calibracién de peso molecular.
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i
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i

Figura 18. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la 8-Cn caprina hidrolizada por la quimosina (A)
y pepsina (B) bovinas a 30°C durante 15 h. 1 y 10. 8-Cn; 2-9. 8-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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At

e

L

Figura 19. Electroforegramas obtenidos por PAGE-urea de la 8-Cn caprina hidrolizada por el cuajo a nivel
de 4x10%(A) y 1.2x10*B) UC/mL a 30°C durante 15 h. 1y 10. 8-Cn; 2-9. 8-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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Figura 20. Electroforegramas obtenidos por PAGE-urea de la 8-Cn caprina hidrolizada por el cuajo a pH
5.4, 30°Cy 15 h, adicionada de NaCl. 1. Caseina caprina; 2 y 10. 8-Cn; 3-9. 8-Cn adicionada de 0, 0.5, 1,
2.5,5, 10y 15% (p/v) de NaCl, respectivamente.

Figura 21. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la 8-Cn caprina hidrolizada por el -cuajo en
presencia de NaCl (5%, p/v), 30°C y 15 h a diferentes pH. 1 y 10. 8-Cn; 2-9. 8-Cn hidrolizada a pH 3.8, 4.2,
4.6,5.0,54,5.8, 6.2y 6.6, respectivamente.
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Leu Pro Serp, Serp Serp Serp
H-Arg,-Glu-Gln-Glu-Leu-Asn-Val-Val-Gly,,-Glu-Thr-Val-Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu,,-

Arg , , Serp
Glu-Ser-Ile-Thr-His-Ile-Asn-Lys-Lys-Ile,-Glu-Lys-Phe-Gln-Ser-Glu-Glu-GlIn-Gln-Gln,s

Thr
Thr-Glu-Asp-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys-Ile-Hiss;-Pro-Phe-Ala-Gln-Ala-Gin-Ser-Leu-Val-Tyrg,-

Pro Pro
Pro-Phe-Thr-Gly-Pro-lIle-Pro-Asn-Ser-Leu,y-Pro-Gln-Asn-Ile-Leu-Pro-Leu-Thr-Gln-Thrg,

Val Ser
Pro-Val-Val-Val-Pro-Pro-Phe-Leu-Gln-Proy-Glu-Ile-Met-Gly- Val-Pro-Lys-Val-Lys-Glu, -

Ala Ala
Thr-Met-Val-Pro-Lys-His-Lys-Glu-Met-Pro,,,-Phe-Pro-Lys-Tyr-Pro-Val-Glu-Pro-Phe-Thr,,-

Asn Pro Leu 1Leu
Glu-Ser-Gln-Ser-Leu-Thr-Leu-Thr-Asp-Val,;,-Glu-Lys-Leu-His-Leu-Pro-Leu-Pro-Leu-Val, 4-

His Pro
GIn-Ser-Trp-Met-His-Gln-Pro-Pro-Gln-Pro, ;;-Leu-Ser-Pro-Thr-Val-Met-Phe-Pro-Pro-Gln, ¢,-

lSer | Pro Tyr
Ser-Val-Leu-Ser-Leu-Ser-Gln-Pro-Lys-Val,,,-Leu-Pro-Val-Pro-Gln-Lys-Ala-Val-*-*-Pro-Gln, -

Arg-Asp-Met—Pro—Ile-Gln-Ala{Phe-Leu-Leum—Tyr—Gln—Glu-Pro-Val-Leu-Gly-Pro—Val—Arg,m-

lle
Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Leu-Val,,wCOOH

Figura 22. Estructura primaria de la 8-Cn caprina (Roberts y col., 1992) comparada con la 8-Cn A? bovina
(Ribadeau-Dumas y col., 1972; Grosclaude y col., 1973; Carles y col., 1988). En la secuencia bovina sélo los
residuos que difieren de la secuencia caprina aparecen en trazo itélico. Las flechas indican los enlaces peptidicos
susceptibles a la hidrélisis de la quimosina en la 8-Cn bovina (Creamer, 1976; Pélissier y col., 1974; Visser
y Slangen, 1977). Los asteriscos indican la deleccién del dipéptido en la especie caprina.
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-III
-V

Figura 24. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la 3-Cn caprina con miltiples grados de
fosforilacién hidrolizada por el cuajo a 30°C durante 48 h a diferentes pH. 1 y 10. 8-cn 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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S

Figura 25. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la «,,-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. a,-Cn; 2-8. o-Cn hidrolizada a pH 3.8,

4.2,4.6,5.0,54,5.8,6.2y 6.6, respectivamente. PPD. Producto de degradacién primario procedente de la
o-Cn.
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— ¢ . -Cn
sl

«<— PPD

Figura 26. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la o;-Cn caprina hidrolizada por el cuajo (12
UC/mL) a 30°C durante 1 h a diferentes pH. 1. Caseina caprina; 2. ¢,-Cn; 3-10. a,-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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Figura 27. Grifico de los electroforegramas mostrados en la Figura 26.
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PAGE-urea

PAGE-SDS

L

o

T 3 §
o

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

“— PPD

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

“—PPD

{ig‘w“gﬂc .

R

Figura 30. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de 1a «-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. Caseina caprina; 2. «;-Cn; 3-10.
o;-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
osl-Cn )
+ Cuajo —— qsl-II
pH 5.0 '
asl-Cn
+ Cuajo —— asl-I +asl-II
pH 4.24.6

asl-Cn + 5% NaCl

+ Cuajo —— asl-II
pH 3.8-4.6

asl-Cn + 5% NaCl

+ Cuajo —— qsl-1
pH 5.4-6.6

asl-Cn + 5% NaCl

+ Cuajo ———s asl-I +asl-II
pH 5.0

Figura 31. Secuencia de formacién de productos de degradacién a partir de la «,-Cn en diferentes
condiciones i6nicas. .
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«— asl-Cn
<~— PPD

S
S

B

Figura 32. Electroforegramas obtenidos en PAGE-urea de la «,,-Cn 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 periodos de tiempo. 1
y 7. a,-Cn; 2-6. o, -Cn hidrolizada durante 0.5, 1, 2, 4 y 6 h, respectivamente.
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Figura 33. Perfiles de eluci6n obtenidos por RP-HPLC de los péptidos solubles a pH 4.6 producidos a partir
de las o,,-Cn A y F por la quimosina a pH 5.2 en presencia de NaCl (3%, p/v) en los periodos de incubacién
de0,1,3,6,12y24h(a,c, e, g, i, k para la variante F, y b, d, f, h, j, | para la variante A). *Benzoato
sédico.
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Figura 34. Perfiles cromatogrificos obtenidos por RP-HPLC de los péptidos solubles a pH 4.6
correspondientes a las «,;-Cn A(1) y F(2) caprinas hidrolizadas por la quimosina a 30°C durante 24 h.
*Benzonato sédico. '
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H-Arg,-Pro-Lys-His-Pro-Ile-Asn-His-Gln-Gly ,,-Leu-Ser-Pro-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu,,-
e <l -
B il i

Leu-Arg-Phe-Val-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu,,-Val-Phe-Arg-Lys-Glu-Asn-Ile-Asn-Glu-Leu,,-

w .
Ser-Lys-Asp-Ile-Gly-Ser p-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Ala-Met-Glu-Asp-Ala-Lys-Gln-Met,, -

Lys-Ala-Gly-Ser,-Serp-Serp-Serp-Serp-Glu,-Glu-Ile-Val-Pro-Asn-Ser-Ala-Gln-Gln-Lys-Tyrg,-

—— e i
g ——

Ile-GlIn-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu-Argg,-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Gin-Leu-Leu-Arg, -

N - e

Leu-Lys-Lys-Tyr-Asn-Val-Pro-Gln-Leu-Glu, ,-Ile-Val-Pro-Lys-Ser,-Ala-Glu-Glu-Gin-Leu, -

-
His-Ser-Met-Lys-Glu-Gly-Asn-Pro-Ala-His,;,-Gln-Lys-Gln-Pro-Met-Ile-Ala-Val-Asn-Gin, -
——

e — -
Glu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro-Gin-Leu-Phe,,,-Arg-Gin-Phe-Tyr-GlIn-Leu-Asp-Ala-Tyr-Pro,¢-

i . i cofffen

-
Ser-Gly-Ala-Trp-Tyr-Tyr-Leu-Pro-Leu-Gly,,,-Thr-Gln-Tyr-Thr-Asp-Ala-Pro-Ser-Phe-Ser, -

=
i

Aélee-Pro-Asn—Pro-Ile-Gly-Ser-Glu-Asn 190-Ser-Gly-Lys-Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp,,-COOH

Figura 35. Secuencias aminoacidicas de la «,;-Cn A 8-P(1) y &,,-Cn F 3-P(2) (Brignon y col., 1989, 1990)
mostrando la posicién de los péptidos solubles a pH 4.6 producidos por la quimosina.
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—— .
~ ,
H-Arg,-Pro-Lys-His-Pro-lle-Asn-His-GlIn-Gly ,-Leu-Ser-Pro-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu,,-
e ——

— <f— .

Leu-Arg-Phe-Val-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu;o-Val-Phe-Arg-Lys-Glu-Asn-Ile-Asn-Glu-Leu.o-

Ser-Lys-Asp-lle-Gly-Ser,-Glu-Ser,-Thr-Glu,-Asp-Gln-Ala-Met-Glu-Asp-Ala-Lys-Glu-Glng,-
i
il . - &
- — - - — - - —
Leu-Leu-Arg-Leu-Lys-Lys-Tyr-Asn-Val-Pro,,-Gln-Leu-Glu-Ile-Val-Pro-Lys-Ser,-Ala-Glu,,-

b.
Glu-Gln-Leu-His-Ser-Met-Lys-Glu-Gly-Asngo-Pro-Ala-His-Gln-Lys-Gln-Pro-Met-Ile-Ala,oo-

Val-Asn-GIn-Glu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro, p-Gln- Lou-Phe-Arg-Gln-Phe-Tyr-Gln-Leu-Asp -

: B
Ala-Tyr-Pro-Ser-Gly-Ala-Trp-Tyr-Tyr-Leu,,O-Pro-Lcu-Gly-Thr-Gln-Tyr—Thr—Asp-Ala-Pro,.o-

Ser-Phe-Ser-Asp-Ile-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly, s,-Ser-Glu-Asn-Ser-Gly-Lys-Thr-Thr-Met-Pro, .-

onsnsmensss——
LCU'Trplsz'COOH

Figura 35. (Continuacién). * Secuencia incompleta.
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Figura 36. Perfil electroforético de la caseina caprina obtenido en PAAGE a pH 8.6. 1y 4. Caseina caprina
conteniendo las variantes A y F de la o,-Cn, respectivamente; 2. o;-Cn A; 3. &-Cn F; 5. k-Cn + o,-Cn.

Figura 37. Electroforegramas obtenidos en PAAGE correspondientes a la casefna caprina conteniendo la
variante genética A de la o;-Cn (1) y 1a ,;-Cn F (2).
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Figura 39. Perfiles cromatogrificos obtenidos por. RP-HPLC de los péptidos solubles a pH 4.6
correspondientes a la «,;-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 sédico.
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Figura 40. Electroforegramas obtenidos en PAAGE de la o;-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 O, 1, 3, 6, 12y 24 h,
respectivamente. 1 y 16. Casefna caprina conteniendo la variante A para la o;-Cn; 2 y 15. o;-Cn A.
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Figura 41. Perfiles cromatogrificos obtenidos por RP-HPLC de los péptidos solubles a pH 4.6
correspondientes a la o,;-Cn A caprina hidrolizada por la quimosina (1), cuajo de ternero (2) y cuajo caprino
(3) a pH 5.2 adicionada de NaCl (3%, p/v) a 30°C durante un periodo de tiempo de 3 h.
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