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Resumen

RESUMEN

El estudio realizado, que queda recogido en la presente memoria, ha abordado
el andlisis de las fracciones soluble (seroproteinas) e insoluble (caseinas) a pH

4.6 de las proteinas de leche y queso de diferentes especies.

En la primera parte del trabajo se ha llevado a cabo la caracterizaciéonn de la
fraccion caseinica de leche y quesos de leche pura de vaca, oveja y cabra
mediante técnicas electroforéticas en gel, mono y bidimensionales, vy
electroforesis capilar. Se han obtenido perfiles caracteristicos para cada una
de las especies habiéndose identificado en ellos numerosos componentes

caseinicos y sus productos de degradacién por accion def cuajo y la plasmina.

La segunda parte del trabajo ha estado dedicada al estudio de la fraccion de
proteinas de suero. Ya que la fraccidn seroproteica del queso es mas simple
que la fraccidén caseinica, se ha elegido la primera para su utilizacién para la
determinacién del porcentaje de leche de cada una de las especies en quesos
de mezcla. Para ello se han comparado diferentes técnicas de regresion
multivariante  aplicadas a los resultados obtenidos por isoelectroenfoque,
siendo posible realizar la prediccién de los porcentajes de cada una de las
leches que intervienen en la composicion del queso con errores medios en

prediccién en torno al 6%.

La fraccion de seroproteinas de leche ha sido analizada mediante
electroforesis capilar con un método, cuya puesta a punto ha permitido
cuantificar las proteinas mayoritarias de suero lacteo en leche de vacas de
diferentes razas, demostrando que el mayor contenido en seroproteinas

esta asociado con el alelo A de B-lactoglobulina.

En la siguiente etapa del trabajo se han empleado dos técnicas de alta

resolucién, como son la cromatografia de liquidos de alta eficacia y la
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electroforesis capilar, que proporcionan informaciones complementarias para la
caracterizacién de la fraccion de peso molecular inferior a 10 000 D de
nitrégeno soluble en agua de quesos de leche de vaca, oveja y cabra. De este
modo ha sido posible asignar picos de la misma naturaleza en las fracciones
nitrogenadas correspondientes a cada especie. En la fraccién de peso
molecular inferior a 1000 D de nitrégeno soluble en agua de queso de oveja, la
combinacion de andlisis sensorial con la determinacién de la concentracién de
aminoacidos libres y de diferentes iones en las distintas subfracciones
obtenidas por cromatografia de gel permeacién, han permitido correlacionar la
composicidn quimica con el aroma y sabor del queso.

Por ultimo, se han desarrollado métodos de elevada selectividad y sensibilidad,
que permiten la deteccidn de porcentajes inferiores al 1% de leche de vaca
anadida a quesos de leche de oveja, cabra, biufala o sus mezclas. Como
indicador de la presencia de leche de vaca, se elige la B-lactoglobulina bovina,
que se determina en forma nativa en la fraccion sérica, con limite de deteccion
de 10 pg en 1 litro de leche, o incorporada a la fraccién caseinica en forma
desnaturalizada con sensibilidad 5 veces menor. Estos métodos emplean
conjuntamente técnicas de separacién y de inmunorreconocimiento con el fin
de eliminar las limitaciones que tienen cada uno de los métodos cuando se

emplean de forma individual.
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Objetivo y plan de trabajo

Las proteinas lacteas constituyen la fraccién mas compleja de la leche y la que
mayor variabilidad presenta en las diferentes especies animales. El
conocimiento preciso de la fraccién proteica de la leche de vaca, oveja y cabra,
va a permitir por una parte profundizar en el conocimiento basico de estas
proteinas y por otro el estudio de adulteraciones en queso, ya sea la deteccion
de pequenos porcentajes de leche de vaca afiadida a quesos de leche de
oveja y/o cabra, para garantizar su genuinidad, o bien la determinacion de
porcentajes elevados de leche de las tres especies en quesos elaborados con
estos tipos de leche con el fin de garantizar compaosiciones especificadas en 1a
legisiacion. En los Gltimos anos ha habido ‘'un notable avance en el desarrolio
de técnicas analiticas, que proporcionan informacién cualitativa y cuantitativa
sobre 1a determinacién del origen y procesado de la leche o sus derivados. Sin
embargo, aun quedan problemas por resolver, como la deteccioén de pequefios
porcentajes de proteinas de suero nativas y desnaturalizadas y determinar los

porcentajes de leche de mezclas de leche de vaca y cabra en quesos de oveja.

El objetivo general de este trabajo, es el estudio y caracterizacion de la
fraccién proteica de leches y quesos de vaca, oveja y cabra, o sus mezclas,
mediante aplicacion y desarrollo de técnicas analiticas de alta resolucion:
métodos electroforéticos, cromatograficos, y la combinacién de ellos con

técnicas inmunolégicas.

Para conseguir el objetivo propuesto se ha desarrollado el siguiente plan de

trabajo:

- Aplicacion de técnicas electroforéticas para la caracterizacién de la fraccion
caseinica de la leche. Establecer las posibilidades que ofrece esta fraccidn
para la determinacion del origen de la leche utilizada en la fabricacién de

qQuesos.
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- Comparacion de distintas técnicas de regresién multivariante, principalmente
andlisis de regresién en componentes principales (PCR) y andlsis de regresién
por minimos cuadrados parciales (PLS), aplicadas a resultados obtenidos por
electroforesis de las proteinas de suero, para la determinacién de porcentajes

altos de leche de vaca, oveja y cabra en quesos de mezcla.

- Desarrollo de un método de electroforesis capilar, rapido y sensible, para la

separacion de proteinas de suero y su determinacion cuantitativa.

- Estudio por técnicas cromatogréaficas y electroforéticas, de péptidos de bajo
peso molecular de quesos de oveja, vaca y cabra como primera aproximacion
a la caracterizacién de la fraccion peptidica. Estudio de la contribucién de estos

péptidos en el aroma y sabor de los quesos.

- Desarrollo de métodos de elevada sensibilidad, mediante combinacién de
técnicas de separacién y técnicas inmunoldgicas para la deteccién de (-
lactoglobutina bovina nativa y desnaturalizada en cantidades traza.
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Introduccion

1.1. LECHE Y QUESO DE OVEJA, VACA Y CABRA

La producciéon mundial de leche en 1994 ascendid a 476 300 millones de Tm,
siendo la leche de vaca la de mayor importancia, representando el 96.1% del
total. Las leches de cabra y oveja sdlo representan un 2.2% y un 1.7%
respectivamente, del total producido en el mundo. La situacién cambia si nos
referimos a los datos de los paises mediterraneos, siendo el total de
produccion lechera de 63 800 millones de Tm, de los cuales, la leche de vaca
representa el 90.9%, pero los niveles de produccion de leche de cabra y oveja
empiezan a ser’éfgnifiéatfvos, con un 3.1% y un 6% respectivamente. La Tabla
1 refleja la evolucidn de la produccion mundial y mediterranea durante el
periodo 1987-1994.

Tabla 1. Evolucion de la produccién lechera (millones de toneladas)
(Datos del anuario de produccion de la FAQ)

1987 1994

LECHE DE OVEJA

Mundial 7 600 7 8900
Mediterranea| 3 700 3800

LECHE DE CABRA |

Mundial| 8800 10 400
Mediterranea| 2100 2000

LECHE DE VACA

Mundial | 466 000 458 000
Mediterranea| 61 000 58 000

Una buena parte de la produccion lactea se destina a la elaboracién de
guesos. Segun la Federacién Nacional de Industrias Lacteas (FENIL), en
1994 se produjeron en Espafa 228 000 Tm de queso, de ias que 69 900 Tm
estaban elaboradas con leche de vaca, 14 800 Tm con leche de oveja y 7 300
Tm con leche de cabra. El resto corresponde a la produccién de queso de
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mezcla, gue como se observa en la Figura 1, constifuye una importante

aportacion a la produccion quesera,

Quesos dE: vaea (Quesos de cabra

luesos de ovela
(6.5%)

" Quesos de
mezcla (60,1%)

Figura 1: Produccion de queso en Espana en 1994.

Existen numerosos lipos de guesos, clasificados segln la materia prima y sus
distintas formas de elaboracidn, dentro de los cuales se encuentran numerosas
variedades fabricadas con leche pura de oveja, cabra o vaca, asi comg con
mezclas de leche de dos y ires especies. Algunos de los quesos espancles de

mezcla mas representativos se muestiran en la Tabla 2.

Tabla 2. Quesos espaiioles de leche de vaca, oveja y cabra.

Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla
oveja/vaca  cabral/vaca ovejalcabra  vaca/oveja/cabra
é_m&msg_-_Hechn Almeria Blanguet  Ahumada de Aliva
__________ Burgos _ Beyos . Casin __Cabrales
Cuayau La Armada Cassoleta  Gamonedo
Flor de Guia Mato Gomera  Genestoso
__Mallorguin Crazalema _ Herrefio
...Mortera lbicenco  Pefiameliera
SGomue: - S LaNucia ~ Quesuco
Vidiage = iiiaieii LaCalahorra Pieon
Villaten . cosiesssiants Senvilleta o on Pigeisy
Tronchadn Tenerife
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Algunos de los quesos fabricados con leche de oveja o cabra poseen
denominacion de origen, estando algunos de ellos, elaborados en zonas muy
restringidas y con tradicién de varios siglos. En Espafa existen 8 quesos
fabricados con leche de oveja o mezcla de oveja con cabra y/o vaca, con
denominacion de origen, incluidos en el Reglamento 1107/96 del DOCE del 21
del Junio de 1996, que son:

- Queso Manchego, de oveja. BOE 5-1-85

- Queso de Liébana, de oveja, cabra y vaca. BOE 14-10-87
- Queso Cabrales, de oveja, cabra y vaca. BOE 12-7-90

- Queso Roncal, de oveja. BOE 14-3-91

- Queso de la Serena, de oveja. BOE 27-4-93

- Queso Zamorano, de oveja. BOE 20-5-93

- Queso ldiazabal, de oveja. BOE 3-12-95

- Queso Majorero, de oveja y cabra. BOE 14-9-96

También existen en Espafa, tres quesos con denominaciones genéricas,
fabricados con leche de oveja, vaca y cabra, cuyos porcentajes minimos estan
regulados por la legislacion (BOE 27-7-87), estos quesos son:

- Queso Ibérico, con minimos de leche de oveja, vaca y cabra de 10%,
50% y 30%, respectivamente.

- Queso Hispanico, 30% minimo de leche de oveja y 50% minimo de
leche de vaca.

- Queso de la Mesta, con 75% y 15% minimo de leche de oveja y vaca
respectivamente.
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1.2. COMPOSICION GLOBAL DE LA LECHE DE OVEJA, VACA Y

CABRA
La composicion de la ieche de distintas especies, viene condicionada por las
necesidades nutricionales de fa especie, pero en general la diferencia es de
tipo cuantitativo, ya que las leches de distintas especies contienen,
basicamente, los mismos constituyentes principales que son: agua, proteina,
grasa, lactosa y minerales. En {a Tabla 3 se muestra la composicion de leche
de oveja, vaca y cabra, aungue hay que tener en cuenta que no solo existen
variaciones debidas a la especie, sino que deniro de cada una de ellas también
hay variaciones en la composicion debidas a factores genéticos, fisiologicos y

ambientales.

Tabla 3. Composicion global (expresado en %) de la
leche de oveja, vaca y cabra.

o O\rejé | R Va_t':'a" B .: Cabra
Agua [ 818 8748 87.10
Sélidos totales: .42 1252 12.90
.'-.'-'Pro'teina:-. Y 3.3 3.4
" Caseinas| 464 264 245
‘Seroproteinas 1.16 0.66 0.95
- Grasa - 7.4 3.8 41
. L_actdsa.'_.. _: 4.6 47 46
- Sales minerales | 0.2 0.72 0.80

La leche de oveja y cabra ha sido objeto de menor niimero de estudios que la
leche de vaca, aunque se han realizado grandes esfuerzos por recopilar datos
sobre su composicién y factores de variacién y potenciar su estudio, que han
sido publicados por Ramos y Juarez (1981, 1989), Nufiez y col. (1989), Juarez
y Ramos (1993) y Alichanides (1996).

10
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La composicion de la leche determina su valor nutritivo, su capacidad para ser
utilizada como materia prima para productos lacteos y otros alimentos y
muchas de las caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas de estos
productos. La importancia nutricional del queso se debe entre otros factores, a
su elevada concentraciéon en proteinas, contribuyendo significativamente al
aporte de aminoacidos. Aunque el consumo de leche liquida y otros productos
lacteos esta disminuyendo, hay un incremento en el consumo de queso en la

mayoria de los paises.

1.3. PROTEINAS LACTEAS

Las proteinas de la leche son probablemente las mejor caracterizadas de todas
las proteinas de alimentos. Se conocen las estructuras primarias de todas las
proteinas de la leche de vaca, e incluso las estructuras secundarias y terciarias

de la mayor parte de las proteinas de suero.

Las leches ovina, bovina y caprina contienen 5.8%, 3.3% y 3.4% de proteina
respectivamente, de las cuales el 80%, 80%, y 72% respectivamente, son
insolubles a pH 4.6 a T2 20 °C. Las proteinas insolubles en estas condiciones,

se denominan caseinas y las solubles proteinas de suero o seroproteinas.

La leche de vaca contiene 4 caseinas principales especificas: a,,-CN, ag,-CN,
B-CN y x-CN, asi como derivados proteicos como las v,-CN, y,-CN y y,-CN, que
se producen por la accién proteolitica de la plasmina sobre la 3-CN. Las leches
de oveja y cabra también contienen «-CN, B-CN y x-CN, con estructura y

propiedades funcionales parecidas a las de la leche de vaca.

Una de las principales propiedades de las caseinas es el caracter anfotero de
sus estructuras primarias, fundamentalmente las o,,-CN, o,-CN y B-CN, debido
a la fostorilacién y al elevado contenido en residuos de serina y de treonina en
sus dominios polares. Como resultado, la estructura terciaria de las caseinas

estd compuesta por dos dominios, uno hidrofébico globutar y otro polar muy
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cargado. Los grupos fosfato y los residuos aminoacidicos, excepto en la o, -
CN, estan uniformemente distribuidos en la secuencia, hecho importante
porque la secuencia reconocida para la fosforilacién de la cadena proteica es
preferentemente Ser/Thr-X-Glu/Ser P (Swaisgood, 1992) y esto provoca que
las estructuras secundaria y terciaria de las caseinas sean abiertas vy

desordenadas.

La leche contiene 2 proteinas de suero principales: p-lactogiobulina (B-LG) y
a-lactoalbdmina (a-LA), ademas de otras proteinas como la seroalbumina,
inmunoglobulinas, y lactoferrina, y un grupo de péptidos, que se incluyen entre
las proteinas de suero por ser solubles a pH 4.6, y que son las proteosas
peptonas: PP5, PP8 lento y PP8 rapido. Estas proteosas se forman por la
accion proteolitica de la plasmina sobre la B-caseina. Las seroproteinas son
globulares debido a la distribuciéon uniforme de sus restos polares y no polares,
a la ausencia de P y a su bajo contenido en prolina. Estas caracteristicas
unidas a un alto contenido en cistina, cisteina y metionina hacen que sean mas
inestables térmicamente que las caseinas, provocando la pérdida de

solubilidad por calentamiento de la leche.

Las proteinas de suero se comportan como tipicas proteinas globulares
cuando se les somete a agentes desnaturalizantes; son casi totaimente
desnaturalizadas por calor a 90 °C durante 10 minutos. Esta desnaturalizacién
provoca su agregacion y precipitacién sobre las micelas de caseinas,
interaccionando con la k-caseina y la ag caseina por puentes disulfuro
intermoleculares. La formacién del complejo B-lactoglobulina-x-caseina es de

gran importancia para la formacién de la cuajada y la dureza de la misma.

La p-lactoglobulina es ia proteina de suero mayoritaria, segregada en la leche

de los rumiantes. Se presenta en la naturaleza como un dimero de dos

subunidades monoméricas que no estan unidas covalentemente. Cuando hay

mas de una variante genética forman hibridos. La a-lactoatbumina es la
12
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segunda proteina mayoritaria del suero lacteo. Tiene una configuracion estable
entre pH 5.4 y 9. Se ha comprobado que liga muy fuertemente dos atomos de
Ca®, y que la eliminacion de estos iones convierte a la a-lactoalbimina en méas

sensible a la desnaturalizacidn por calor o por agentes desnaturalizantes.

Cada una de las 6 proteinas principales de la leche (ag,-CN, og,-CN, 8-CN, «-
CN, a-LA y B-LG), presentan microheterogeneidades que resultan de dos
procesos diferentes: modificaciones post-traduccion en la sintesis de estas
proteinas, como puede ser la variabilidad en el grado de fosforilacion {o.,-CN,
a,,-CN) o en la glicosilacién (k-CN); o bien modificaciones durante la propia
sintesis, posiblemente mutaciones, originando sustituciones de aminoacidos,
controladas genéticamente, dando lugar a las denominadas variantes
genéticas, presentes en las 6 protefnas principales de la leche. En leche de
vaca se han identificado 30 variantes genéticas, «,-CN (A,B,C,D,E), a,-CN (A,
B, C, D), B-CN (A1, A2, A3, B, C, D, E),x-CN (A, B, C, E), B-LG (A, B, C, D, E,
F, G), a-LA (A, B, C), conociéndose la localizacién exacta de las mutaciones.
En leche de oveja se han identificado las siguientes variantes genéticas: og,-
CN (A,B,C,D), a,-CN (A, B, C, Super-rapida), B-CN (1, 2), x-CN (A, B), B-LG
(A, B, C), a-LA (A, B). Y en leche de cabra se han identificado: o -CN
(A,B,C.D,E, F}, 0,,-CN (A, B, C), B-CN (A, B), x-CN (A, B), la B-LG vy la a-LA de

cabra son consideradas monomorficas.

En numerosos estudios, se muestran las posibles relaciones entre el
polimorfismo genético de la leche y la tasa de produccién de la misma, su
composicién y sus propiedades tecnolégicas, en particular, la ya confirmada
relacidon con las aptitudes para la coagulacion en la fabricacién de queso
{Jakob, 1994). Por razones econémicas obvias, la mayoria de los trabajos se
refieren a leche de vaca, algunos a leche de cabra y aun son menos los que

tratan de fraccionamiento y variantes genéticas de proteinas de oveja.
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Hay que destacar otro tipo de polimorfismo genético de tipo cuantitativo,
descubierto por primera vez en el locus de la o ,-caseina caprina y que parece
responsable de una gran variabilidad en el contenido de caseina en la leche,
pues la modificacion ocurrida en la sintesis de la proteina no se traduce en un
cambio en la secuencia, sino en mayor o menor cantidad de proteina
sintetizada (Mahé y Grosclaude, 1982).

La homologfa entre las proteinas de las tres especies (oveja, vaca y cabra) es
mayor para las seroproteinas que para las caseinas, exactamente en el
siguiente orden: B-LG > a-LA > g.,-CN > ag,,-CN > B-CN > «-CN. En la Tabla 4
se muestra la longitud de las cadenas polipeptidicas de leche de oveja, vacay

cabra y las diferencias entre ellas.

Tabla 4. Numero de aminoacidos de las seis proteinas principales
de leche de oveja, vaca y cabra.

VACA CABRA OVEJA Numero de residuos diferentes
ag,-CN 199 199 191 24 25 6
a,-CN | 207 208 208 27 o5 4
B-CN 209 207 21
x-CN 169 171 171 25 27 8
o-LA | 123 123 123 7 7 4
ﬁ-LG 170 170 170 7 6 1
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1.4. PROTEOLISIS DURANTE LA MANUFACTURA Y MADURACION DEL QUESO
La proteolisis es considerada por muchos autores como el proceso mas
importante en el desarrollo del sabor y la textura del queso, con la excepcion
de quesos azules y algunas variedades italianas, en las cuales dominan la
lipolisis y la oxidacién de los &cidos grasos, sin dejar de ser importante la
proteolisis (Fox, 1989).

Durante la transformacién de la leche en queso, tiene lugar un proceso de
deshidratacién en el cual la grasa y las proteinas se concentran de 6 a 10 veces,
dependiendo de la variedad. Como se vera a continuacién, la deshidratacion se
consigue en [a mayoria de los quesos mediante una coagulfacién enzimatica de
la caseina. Posteriormente, las modificaciones producidas por las proteinas
lacteas durante ta maduracién van a influir en gran manera en la textura, aroma y
sabor del queso.

1.4.1. Coagulacion enzimatica de la leche
La coagulacidén de la leche inducida por el cuajo es un proceso en dos etapas.
La primera fase corresponde a la ruptura enzimatica de la k-caseina, por
accion del cuajo, que actla sobre el enlace Phe,,, - Met, . y dando lugar a para-
k-caseina (que consiste en los 2/3 de la molécula anterior con el NH, terminal)
fuertemente hidréfoba y poco soluble en agua y una familia de péptidos
hidrofilicos (macropéptidos conteniendo cantidades variables de carbohidratos,
que proceden del C-terminal). El pH éptimo para la hidrdlisis de la x-caseina se
encuentra en el rango 5.1-5.5, pero este proceso también se ve influenciado
por otros factores como la fuerza iénica, la temperatura, el grado de

glicosilacion de la x-caseina y el tratamiento térmico de la leche.

Durante la segunda fase, no enzimatica, las micelas de caseina en presencia
de Ca™ se van agregando en un gel a temperaturas superiores a 20 °C
(Dalgleish, 1987). La agregacién no comienza hasta que el 85% de la «-
caseina total ha sido hidrolizada.
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La interaccién inducida por calor entre la k-caseina y las proteinas de suero
aumenta la duracion de las fases de coagulacion y si el tratamiento térmico es
suficientemente severo, la leche no coagula. Ef retraso en la primera fase es
debido a la union de las proteinas de suero a la k-caseina a través de puentes
disulfuro. La segunda fase se ve influenciada al participar en la matriz del gel
las proteinas de suero desnaturalizadas, aunque si las proteinas de suero han
sido afadidas previamente a la leche, la coagulacién no se ve afectada; ésta
es la base del proceso de concenitracidon del suero para incorporacién de

proteinas de suero al queso.

1.4.2. Modificaciones de las proteinas lacteas durante la maduracién
La proteolisis es el fendémeno principal en el proceso de maduraciéon del gueso.
Gracias a la degradacion de las caseinas, que son los principales componentes
estructurales de la cuajada, ésta pasa de ser relativamente insipida a
transformarse en quesos con variadas texturas, aromas y sabores. Los péptidos
y aminoacidos producidos a partir de las caseinas participan en la formacién de
componentes del sabor y aroma o en la de sus precursores {(Engels y Visser,
1994). La proteolisis también desempefia un papei esencial en el desarrollo de la
flora secundaria que dentro de sus requerimientos nutricionales incluye péptidos

y aminodcidos.

Como consecuencia de la proteolisis, 10s compuestos nitrogenados insolubles
inicialmente, presentes en el queso, pasan a formas solubles. En las primeras
etapas de fa proteolisis, las caseinas son degradadas a péptidos de elevado
peso molecular, nunca inferior a 1400 D (O'Keefe y col., 1976), debido
principalmente a la accidn proteolitica del cuajo o sus sustitutos y sobre todo, a
las proteinasas de los microorganismos que forman parte de! cultivo iniciador y a
las proteasas nativas de la leche. Posteriormente estos polipéptidos son
hidrolizados a péptidos de menor pese molecular y aminoacidos por la accion de
las enzimas proteoliticas de los microorganismos presentes en el queso (Crow y
col.,, 1995). La enzima mas activa del cuajo, o quimosina, ejerce un papel
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importante en la proteolisis inicial de la mayoria de las variedades de queso.
Hidroliza especificamente eniaces peptidicos en ios que el grupo carboxilico
pertenece a un amincacido hidréfobo (Fox, 1989) y es responsable de la
presencia de nitrégeno soluble en agua de los quesos. También ejerce una
actividad importante una proteasa alcalina que contiene la leche, la plasmina,
presente en la cuajada asociada a las micelas de caseina, es la responsabile de
la ruptura inicial de las caseinas, sobre todo en quesos cuya cuajada se calienta,
inactivandose el cuajo (Matheson, 1981). En casi todos los tipos de queso se
acumulan importantes cantidades de y-caseinas, indicativo de la accién de la
plasmina, siendo esta enzima particularmente activa en aquellas variedades de
queso cuyo pH aumenta marcadamente a lo largo de fa maduracion (Trieu-Cuot
y Gripon, 1982).

1.4.3. Caracterizacion de la fraccién peptidica de quesos

Las muitiples funciones de los péptidos en los alimentos (antioxidantes,
antimicrobianos, tensioactivos...) y su papel en el desarrollo de las caracteristicas
del gusto, asi como la informacién que puede aportar sobre factores como su
genuinidad, determinan el interés del estudio de estos compuestos en glimentos.
Los péptidos pueden servir como indicador de posible deterioro de la leche
durante el almacenamiento (L.6pez-Fandifio y coi., 1993b) y su calidad
microbiolégica (Mottar y col., 1985), asi como para detectar la adicion de suero
de queseria a la leche (Recio y col., 1996).

La RP-HPLC se ha empleado habitualmente para el andlisis de péptidos por
por su gran versatilidad, tiempos cortos de andlisis y elevada resolucién (Polo y
col, 1892). Sin embargo, durante los Ultimos afios, han aparecido numerosas
aplicaciones de la CE para e! analisis de biopolimeros (Monnig y Kennedy,
1994; Claire, St., 1996). Se ha comprobado que la CE es una técnica valida
para la separacion de proteinas lacteas (Cifuentes, 1993 y 1994; Recio y col.,
1995) y péptidos (Colburn, 1992) debido a su elevada eficacia y poder de
resolucion, el pequefio volumen de muestra que requiere, la pequefa cantidad
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de tampdn necesaria (reduciendo por tanto la cantidad de solventes para
eliminar) y la rapidez de sus separaciones (Recio y col., 1997). Por otro lado la
CE y la RP-HPLC proporcionan informacion sobre la pureza de estos
biopolimeros y la identidad y cambios estructurales de los péptidos y de las
proteinas que pueden constituir. Estas dos técnicas, por sus diferentes
mecanismos de separacion pueden resolver muchos problemas relacionados
con el andlisis de estos biopolimeros. Sin embargo, y a pesar de ser una
técnica muy prometedora hasta el momento existen pocas aplicaciones de la
CE al andlisis de los péptidos de gueso {Kristiansen y col., 1996; Strickland y
col., 1996).

El perfil peptidico de los quesos indica su estado de maduracién (Gonzalez de
Llano y col., 1991) e influye decisivamente en su sabor. En la formacién del
sabor del queso existen ain muchos aspectos desconocidos (Visser, 1993). El
sabor es el resultado de un complejo sistema de compuestos. Como se ha
comentado anteriormente, ia modificacién de lipidos y carbohidratos influye en el
aroma y el gusto del quesos, pero es la modificacién de las proteinas lacteas o
proteolisis, la que juega el papel predominante, ya que durante la proteolisis se
forman compuestos susceptibles de sufrir reacciones quimicas y enzimaticas
que darian lugar a sustancias aromaticas volatiles y no volatiles. Los principales
compuestos aromaticos se encuentran en la fase volatil, pero se considera que
fa fraccion soluble en agua del queso contribuye de forma importante en el
aroma y sabor de! mismo, debido a los péptidos de bajo peso molecular, {os
aminoacidos, los acidos grasos libres y sus productos de degradacién (Engels y
Visser, 1994). Aunque el papel que juegan los péptidos no esta del todo claro,
las diferencias en los perfiles péptidicos pueden estar relacionadas con las
diferencias de aroma y sabor de los distintos quesos y generalmente se acepta
que ciertos péptidos son directamente responsables del desarrollo del sabor
amargo en el queso (Habibi-Hajai y Lee, 1996). Jarret y col. (1982) pusieron de
manifiesto la relacién entre el contenido de nitrégeno aminico y la intensidad

del sabor del queso, aunque hasta ahora no se haya demostrado la existencia
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de una relacion directa. Por otra parte, algunos autores han sefalado la
importancia del &cido glutamico y los glutamil-péptidos en el sabor del queso
(Fritsch, 1992). Estos péptidos presentan un sabor complejo y caracteristico

gue Ohyama y col. (1988) denominaron "umami”.

La caracterizaciéon de productos nitrogenados que existen en la fraccion del
queso soluble en agua se ha utilizado como indice de maduracién y se han
desarrollado numerosos métodos de extraccion y caracterizaciéon de los mismos.
Los métodos cromatograficos en los que la elucion se realiza con agua,
facilitan el anélisis sensorial de las fracciones recogidas y permiten estudiar la
composicion quimica de estas fracciones para relacionarla con las
caracteristicas de aroma y sabor (Salles y col., 1995). Por otro lado, los quesos
de oveja y cabra tienen aroma y sabor peculiares, y no han sido tan estudiados
como los quesos de vaca, sin embargo los diferentes perfiles peptidicos
podrian ser utilizados para la caracterizacién de quesos elaborados con leche
de distintas especies.

1.5. DETERMINACION DEL ORIGEN DE LA LECHE EMPLEADA EN LA
ELABORACION DEL QUESO

La posibilidad de determinar los porcentajes de leche que intervienen en la
composicion de los quesos, es de gran interés cientifico y de enorme
repercusion comercial y econémica, tanto para la Administracion, con el fin de
garantizar el cumplimiento de {a legislacién, como para la industria, para evitar
adulteraciones antes y durante del procesc de fabricacién del queso. Se han
propuesio numerosos métodos para estas determinaciones en quesos de
mezcla que han sido revisados por Ramos y Judrez (1984 y 1986), Addeo y
col. {1986), Amigo y col. (1989), Juarez y Rodriguez {1990) y Strange y col.
(1992). A pesar que han sido muchos los trabajos dirigidos a estudiar métodos
de analisis para detectar la adulteracién de la leche y quesos (con diferentes

grados de maduracion) de oveja y cabra con leche de vaca, en la actualidad se
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sigue investigando en esa linea con el objetivo de poder determinar los
porcentajes de leche de ias tres especies en quesos de mezcla y detectar
proteinas de suero desnaturalizadas en quesos de oveja y cabra. La
incorporacién de concentrados de proteinas de suero desnaturalizadas en la
leche antes de cuagjar, da lugar a aumentos de rendimiento hasta de un 7%
(Banks y Muir, 1985).

1.5.1. Técnicas electroforéticas

Un gran ndmero de estudios se basan en analisis electroforéticos de las
proteinas, de suero 0 caseinas. Las técnicas electroforéticas son adecuadas
para el estudio de la deteccién de mezclas de leche y no requieren reactivos

especiales, aunque si, equipos sofisticados.

Entre los métodos electroforéticos aplicados a la fraccion sérica, Amigo vy col.
(1986), detectan por electroforesis en gel de poliacritamida, entre el 1-2% de
leche de vaca en quesos de oveja con distintos liempos de maduracion; siendo
menor el limite de deteccidn si se utiliza tincion de plata (Amigo y col., 1991).
Este procedimiento es valido, incluso cuando se emplea como agente
coagulante el cuajo vegetal, altamente proteolitico, conclusién obtenida por los
mismos autores al estudiar el efecto de distintos parametros tecnolégicos sobre
la deteccion de leche de vaca. l.as proteinas de suero tienen la ventaja de no
degradarse durante la maduracion del queso, aunque tienen el incoveniente de
gue pueden verse afectadas por el tratamiento térmico. Galvo y col. (1989),
han determinado que temperaturas de 90 °C durante 30 segundos, no afectan
a la determinacién de leche de vaca en leche de oveja o cabra por este

método.

Los métodos electroforéticos desarrollados por Amigo y col. (1986, 1989, 1991,
1992), y que han dado lugar a los Métodos Oficiales de Analisis de Leche y
Productos Lacteos, en Espafia, para la determinaciéon de leche de vaca en
gueso de oveja o de cabra y para la determinacion de leche de cabra en queso
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de oveja, (BOE 30/X/91), se han aplicado, (Molina y col. 1995), en combinacién
con técnicas estadisticas, como regresion lineal multiple por pasos sucesivos y
regresién en componentes principales, para la prediccién de porcentajes de
leche de vaca, oveja y cabra en “Queso |bérico”, cuya principal caracteristica
es la mezcla de leche de oveja, vaca y cabra con proporciones entre el 25 y el
40% de cada especie (segin la Propuesta de Reforma de la Norma de
Composicion de Queso Ibérico). La aplicacién de técnicas estadisticas a los
resultados obtenidos por electroforesis, siendo necesaria la presencia de
quesos patrén en la placa, permitié la deteccién de los porcentajes de leche de
todos los quesos patrdn con un error inferior al 4%.

El isoelectroenfoque es otra técnica electroforética, que separa en funcidn de
los puntos isoelectricos, muy empleada para este tipo de analisis. Amigo y col.
{1992), y Molina y col. (1995), no han encontrado diferencias significativas en
los resultados cuantitativos obtenidos por electroforesis y por isoelectroenfoque
de las seroproteinas.

En cuanto a los métodos electroforéticos aplicados a la fraccion caseinica,
Addeo y col. (1984 y 1986), detectan 20% y 10% de leche de cabra y vaca
respectivamente en queso de oveja, por isoelectroenfoque de las para-x-
caseinas. Rispoli y col. (1991), determinan cuantitativamente leche de vaca en
quesos muy proteolizados como el Roquefort, y Moio y col. (1990), proponen el
uso de esta técnica en PhastSystem® como método rapido de deteccion de
leche de vaca en leche 0 quesos de oveia, cabra y bufala, basandose en el
punto isoeléctrico de las y-caseinas. Existe un método oficial de referencia
(DOCE, 29-3-92) para la deteccién de caseina bovina en quesos, en cantidades
interiores al 1%, basado también en el diferente punto isoeléctrico de las v, y v,-
caseinas de vaca respecto a las vy, y y,-caseinas de oveja y cabra (estas
ultimas, de igual punto isoeléctrico) después de la actuacion de la plasmina
sobre las caseinas. Addeo y col. (1995), han propuesto una modificacion del
método oficial, utilizando inmunoblotting con anti-B-caseina para detectar vy, y v,
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-caseinas en quesos fabricados con leche de oveja y bufala. No obstante estos
métodos no son validos para detectar proteinas de suero incorporadas a los
quesos para aumentar su rendimiento y su valor nutricional. L.as proteinas de
suero pueden ser afadidas en su forma nativa por preconcentracion de la
leche del queso por ultrafiltracién o se pueden afadir desnaturalizadas. Banks
(1990) describe dos formas de incorporacién de las proteinas de suero
desnaturalizadas en el queso: una cuando la leche del queso ha sido
previamente calentada, y otra por adicién a la leche que se emplea en la
fabricacién del queso, del concentrado producido después de calentamiento,
acidificacion y concentracion de las proteinas de suero, obtenido como un sub-

producto en {a industria quesera.

En los Gitimos 10 afios la electroforesis capilar ha demostrado ser una técnica
rapida y eficaz para el analisis de biopolimeros. Sin embargo, aun hay pocas
aplicaciones a la separacién de proteinas y polipéptidos lacteos. Los capilares
de silice fundida son los que mas se han usado, pero presentan un problema
importante que es la adsorcién de las proteinas sobre la pared capilar. Se han
propuesto algunas soluciones para evitarlo. Cifuentes y col. (1993), han
demostrado que el uso de capilares recubiertos conjuntamente con aditivos
poliméricos en el buffer de separacién, proporcionan separaciones rapidas y
muy reproducibles. Jong y col. (1993), utilizan un capilar recubierto con un
material hidrofilico, y consiguen buenas separaciones de caseinas y proteinas
de suero. Cattaneo y col. (1996) detectan y cuantifican un 8% de leche de vaca
afiadida a leche de oveja 0 de cabra, basandose en los diferentes tiempos de
migracion de las «ag-caseinas de las diferentes especies, apuntando la
posibilidad de realizar determinaciones cualitativas y cuantitativas en mezclas
de leche, basandose en estos estudios preliminares.

Recio y Olieman (1996), han desarroilado un método con capilares recubiertos
para la determinacién de proteinas de suero desnaturalizadas en la fraccion

caseinica de leche tratada térmicamente.
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1.5.2. Técnicas cromatograficas
Dentro de la cromatografia de liquidos, las primeras técnicas cromatograficas
empleadas en el andlisis de productos lacteos se realizaron en columnas
abiertas, sin embargo los avances en la tecnologia de las fases estacionarias y
equipos de cromatografia, han provocado que la cromatografia de liquidos de
alta eficacia haya sustituido a ios métodos clasicos, obteniéndose con ello,

andlisis mas rapidos, sensibles y de gran resolucion.

Gonzéalez de Liano y col. (1990) realizan una extensa revisién que describe los
andlisis de un gran numero de productos iacteos por cromatografia de liquidos
de alta eficacia y por cromatografia liquida rapida de proteinas.

En nuestro grupo de trabajo, se han desarrollado métodos cromatograficos en
fase inversa, usados hasta el momento para separar proteinas de suero
bovino, para la deteccidén de mezclas de leche de distintas especies (Frutosy
col., 1991 y 1992). La identificacién y cuantificacion de las p-lactogiobulinas
permitio detectar adiciones del 10% de leche de vaca en quesos de oveja, en
un tiempo inferior a 6 minutos. Urbanke y col. (1992), detectan hasta un 2% de
leche de vaca afadida a leche de oveja y cabra en quesos Peccorino con 2
afios de maduracion, mediante la cuantificacion de B-lactoglobulina A bovina
por cromatografia de liquidos de alta eficacia en fase inversa. Con la misma
técnica, Pellegrino y col. (1991, 1992), detectan entre 1 y 3% de leche de vaca
en quesos de oveja, en este caso a través de la relaciéon [-lactoglobulina
bovina/a-lactoalbumina ovina. También se ha desarrollado un método rapido
de cromatografia de perfusion (Torre y col., 1996), que puede ser de gran
interés para el andlisis de rutina, pues realiza las separaciones de proteinas
de suero en menos de 2 minutos, pudiendo detectar 10% de leche de vaca en
leche de oveja y 10% de leche de oveja en leche de cabra.

Lépez-Fandifio y col. (1993a), han realizado un estudio comparativo por
cromatografia de liquidos de alta eficacia, del caseinomacropéptido de oveja,
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vaca y cabra. las diferencias encontradas en cuanto a su comportamiento
cromatografico, hacen pensar en su posible aplicaciéon para la diferenciacion

de mezclas de leche de distintas especies.

Tambien se ha realizado andlisis de seroproteinas, mediante cromatografia
rapida de proteinas en una columna de intercambio anidnico, para detectar
mezclas de leche de distintas especies, basandose en los distintos tiempos de
elucion de la a-lactoalbumina ovina y la B-lactoglobulina bovina (Laezza y col.,
1991).

1.5.3. Técnicas inmunologicas
Los métodos de inmungensayo han sido muy empleados para el analisis de
proteinas dada la gran especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo y el
caracter antigénico de estos biopolimeros. En estos métodos, para poner de
manifiesto si en una muestra existe 0 no una sustancia dada, el antigeno, se
hace reaccionar una alicuota de la muestra con un anticuerpo especifico,
midiéndose a continuacién alguna propiedad caracteristica que sélo tenga lugar
si se produce la unién antigeno-anticuerpo. De modo analogo, estos métodos

pueden emplearse para detectar anticuerpos en una muestra.

El método de deteccion empleado varia de unos inmunoensayos a otros,
encontrandose los enzimaticos entre los mas empleados, o que es facil de
entender dado el gran aumento en la sensibilidad de detecciéon que las

reacciones enzimaticas son capaces de aportar.

Los métodos inmunoldgicos tradicionales se han aplicado méas a las proteinas
de suero, que a las caseinas, puesto que su conformacién globular les confiere
una afta antigenicidad. E! analisis de las caseinas por técnicas inmunoldgicas,
aunque posible, es mas dificil porque son peores antigenos y aparecen como
agregados. La especificidad y alta afinidad de las interacciones antigeno-

anticuerpo pueden ser las bases de técnicas analiticas especificas y sensibles,
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muy adecuadas para el andlisis de alimentos. La sensibilidad a menudo

permite dilucién de la muestra, minimizando las interferencias de la matriz.

El inmunoensayo mas usado, para la determinaciéon de porcentajes de mezcla
de leche en quesos, descrito por Levieux (1978), es la inmunodofusion radial,
empleado por numerosos autores (Amigo y col., 1989; Barbosa y col., 1989;
Cattaneo y col., 1989; Amigo y col., 1991), pero que presenta bastantes
limitaciones. Otros métodos aplicados a la deteccidon de mezclas han sido la
inmunodifusién cruzada (Elbertzhogen, 1987), detectando entre 0.1-0.2% de
leche de vaca en queso de oveja, a través de la caseina bovina y el
inmunodotting, empleando antisueros anti-caseina bovina (Aranda, 1993) y
antisueros anti-inmunoglobulinas (Calvo y col., 1988). Sin embargo los métodos
ELISA (ensayo en inmunoadsorbentes con enzimas ligadas) han sido los
métodos mas utilizados en el analisis de alimentos, asi, Garcia y col. (1990)
han empleado ELISA indirecto con antisueros anti-proteinas de suero bovinas,
y los mismos autores (Garcia y col., 1991) han desarrollado un ELISA en
sandwich que permitid fa deteccion y cuantificacion de 1-30% de leche cruda
de vaca en leche de oveja. En la misma linea, Rodriguez y col. (1990) han
aplicado un procedimiento de ELISA indirecto para la deteccién de 1-50% de
leche de vaca en leche y quesos de oveja, desarrollando antisueros anti-
caseinas y que también les permitieron detectar entre 1-25% de leche de vaca
en leche y quesos de cabra (Rodriguez y col., 1991). Levieux y Venien (1994),
han desarrollado un ELISA en sandwich, empleando dos anticuerpos
monocionales anti-B-lactoglobulina bovina, para la deteccién de 1 parte de
leche de vaca en 100 000 partes de leche de oveja 0 de leche de cabra.

Los inmunoensayos son capaces de proporcionar gran selectividad dada la
naturaleza especifica de la unién antigeno-anticuerpo, y en el caso de los
metodos inmunoenzimaticos, cuentan ademas con la alta sensibilidad que
proporciona la reaccién enzimatica. Sin embargo, en la practica hay una serie de

factores que disminuyen esta selectividad. En primer lugar, existen interacciones
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no bioespecificas, de modo que existen adsorciones de sustancias que no son
antigénicas. Ademas, otro factor que influye sobre la selectividad es el hecho de
gue el anticuerpo no reconoce toda la molécula de antigeno, sino sélo la fraccion
de él a la que se une, es decir el epitopo. De este modo, moléculas de
naturateza distinta, con epitopos comunes seran reconocidas como iguales por el
anticuerpo. A su vez, son métodos laboriosos y de largos tiempos de
incubaciéon y lavado, prolongando la duracion del andlisis. Otro problema que
presentan los inmunoensayos, que limita su explotacion inmediata, es la
disponibilidad del antisuero o anticuerpo apropiado, que en muchas ocasiones

tiene que ser desarroliado especialmente para cada caso.

Por otro lado, las técnicas electroforéticas y cromatograficas en algunas
ocasiones también son insuficientes, aun considerando la elevada selectividad
gue estos dos tipos de técnicas son capaces de proporcionar por si mismas. Hay
casos en que la matriz en la que se encuentra la sustancia a determinar es tan
compleja que es muy dificil encontrar unas condiciones electroforéticas o de
cromatografia de liquidos de alta eficacia, capaces de separar completamente el
compuesto de interés. Otra limitacion de estas técnicas esta relacionada con la
sensibilidad, ya gue los procedimientos de deteccion normalmente, empleados

rno son en ocasiones suficientemente sensibles.

Por elio las técnicas de separacion electroforéticas y cromatograficas
combinadas con métodos de inmunoensayo para el andlisis de proteinas de
suero lacteo se presenta como una solucion, pues el empleo conjunto de
métodos de analisis supone la posibilidad de potenciar las prestaciones de cada

uno de los metodos individuales. Entre ellos se pueden destacar dos tipos:

- Procedimientos de inmunorreconocimiento en sistemas de flujo. En
cromatografia de inmunoafinidad el anticuerpo esté retenido en el relleno de una
columna cromatogréfica, a través de la cual se eluye la muestra que contiene el

antigeno o antigenos, quedando éstos retenidos, y separandose del resto de los
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componentes que eluyen no retenidos. Ademas de la versatilidad en el volumen
de muestra y del aumento de rapidez, estos sistemas dindmicos simplifican
enormemente las etapas de lavado que se realizan en flujo continuo, y las de
incubacion, haciendo sencilia la automatizacion, aumentando la reproducibilidad
y sensibilidad respecto a los inmunoensayos clasicos y permitiendo la
cuantificacion. Entre los distintos métodos empleados se puede mencionar la
realizacién de un ELISA en una columna de cromatografia de liquidos de alta
eficacia (Frutos y Regnier, 1993).

- Procedimientos de Western blotting, en los que en primer lugar se realiza una
efapa de separacién eiectroforética y a continuacion se illeva a cabo el
reconocimiento de las bandas separadas, empleando un anticuerpo marcado.
Con la etapa de inmunorreconocimiento se aumentan la sensibilidad, debido al
empleo de una reaccion enzimatica, y la selectividad del analisis, ya que al estar
basadas las separaciones en distinto tipo de interacciones que el reconocimiento
antigeno-anticuerpo, el empleo conjunto potencia las posibilidades de

discriminacion.

1.5.4. Técnicas estadisticas

Desde un punto de vista estadistico, las técnicas de regresioén (regresion lineal
multiple, regresidn en componentes principales y regresion por minimos
cuadrados parciales) y el analisis de correlacién canénica pueden ser utilizadas
para el estudio de dependencia entre dos conjuntos de variables (grupos X e Y),
analizadas en las mismas muestras. Estas técnicas estadisticas han sido muy
utilizadas para relacionar la composicidon quimica y/o fisica con propiedades
sensoriales (MacFie y Hedderley, 1993; Piggot y col., 1993), en modelos de
calibracién (Lindberg y col., 1985, Martens y Naes, 1993), y para determinar el
porcentaje de componentes en mezclas (Capilla y col., 1988, Garcia-Jares y
Medina, 1993).
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Las tecnicas de regresion son las més adecuadas cuando el objetivo es predecir
los valores de la variable o variables en el grupo Y en funcién de las variables del
grupo X, mediante un modelo matematico. Hay que tener en cuenta que un buen
ajuste de los datos para el conjunto de muestras utilizadas para definir el modelo
(muestras de calibracion), no debe confundirse con una buena capacidad de
prediccion para muestras no utilizadas para definir el modelo (muestras de
validacion). La capacidad predictiva de los modelos de regresién puede
estimarse mediante técnicas de validacion externa, si se dispone de un grupo de
muestras para evaluacion, o interna si solo se dispone del grupo de muestras de
calibracion (Weihs, 1993).

En ausencia de multicolinealidad y de datos anémalos la regresion lineal miltiple
proporciona el ajuste éptimo de acuerdo con el criterio de minimos cuadrados.
Bajo ciertas hipdtesis sobre los errores, es posible estimar, de manera precisa,
tanto los valores de los coeficientes del modelo y sus intervalos de confianza,
como {os valores predichos y sus correspondientes intervalos. La regresioén lineal
mdltiple por pasos sucesivos puede usarse en caso de multicolinealidad entre las
variables del grupo X (variables predictoras) y/o para un nimero insuficiente de
muestras. Con esta técnica sbélo un conjunto de variables predictoras sera
utilizado en el modelo {Draper y Smith, 1981; Weihs, 1993).

También es posible recurrir a la regresion en componentes principales que
garantiza la no correlacion entre las nuevas variables latentes. La seleccion del
nuamero de componentes se realiza mediante validacion cruzada para lograr una
mejor capacidad predictora. El mayor inconveniente de esta técnica es que las
componentes principales se calculan sin tener en cuenta los valores de la
variable respuesta (Andrade y col., 1993; Weihs, 1993; Blanco y col., 1994).

La regresion por minimos cuadrados parciales también puede utilizarse en caso
de multicolinealidad (Geladi y Kowalski, 1986; Martens y Martens, 1986). La

diferencia con la regresién en componentes principales, estd en que esta nueva
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técnica incorpora la informacion de la variable respuesta para la determinacion
de las componentes (Sekulit y col., 1993; Martens y Naes, 1993; Blanco y col.,
1994). La seleccidn del numero de componentes se realiza también mediante
validacion cruzada para lograr una mejor capacidad predictora (Brereton, 1990;
Andrade y col., 1993). En general el numero de componentes utilizadas por
minimos cuadrados parciales es menor o igual que el utilizado por componentes
principales (de Jong, 1993).
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Materiales y métodos

2.1. ANALISIS DE LA FRACCION CASEINICA DE LECHE Y QUESO DE OVEJA,
VACA Y CABRA

2.1.1. Muestras de leche
Leches puras de gran mezcla de oveja, vaca y cabra, se desnataron por
calentamiento de la muestra a 37 °C durante 30 minutos, centrifugacién a 2500 g
y 20 °C durante 30 minutos, enfriamiento en hielo durante 30 min, eliminacién de

la capa de grasa con una espatula y filtracion a través de lana de vidrio.

2.1.2. Muestras de queso

Se elaboraron en nuestro laboratorio cuatro quesos, tres de ellos puros de leche
de oveja, vaca y cabra y el cuarto de mezcla de estas tres especies. Se partié de
10 L de leche de gran mezcla proporcionada por Queserias lbericas, S.A. La
leche, a su llegada al taboratorio, fue filtrada a través de pafio adecuado a este
fin. La pasterizacidn se realizé a 72 °C, 15 s, en un pasterizador a escala
semipiloto (modelo FT 43 de Armfield Technical Education Co. Ltd.) y los quesos
se fabricaron en una queseria a escala semipiloto {modelo FT 20 de Armfield
Technical Education Co. Lid.) (Figura 2).
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Figura 2: Fotografia del pasterizador y de la planta de queseria semipiloto
empleada para la fabricacion de los quesos

Los quesos se elaboraron siguiende el esquema de la Figura 3, como se
describe a continuacién: la leche fue enfriada a 33 ®C y se adiciond el cultivo
iniciador (0.05 g/l) (EZAL, mezcia RA021, capacidad 50U; Lacto-Labo),
consistente en una mezcla de bacterias lacticas mesofilas, de adicion direcla a
cuba. Después de 35 minutos se adiciond Cl.Ca (0:025 g/l) y transcurridos otros
5 minutos, el cuajo (0.05 g/l) (Chr. Hansen, fuerza 1:10 000}, homogeneizandose
durante 5 min v dejandose actuar una hora, El corte de la cuajada se realizo con
liras horizontales y verticales de forma aue el grano final fuese de tamafo de
grano de maiz. El desuerado se llevd a cabo acoplando un filtro a la cuba

quesera, donde quedaba retenida la cuajada.
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Pasterizacion
(72°C 15 8)

|

Enfriamiento (33 °C)
{

Adicion de cultivo iniciador
(0.05 ghh)

|

Adicién de cloruro calcico
(0.02+5 o/l)

Adicién de cuajo
(0.05 g/t; F 1:10 000)

!

Corte de la cuajada

(Tamafio grano de maiz)
+

Desuerado

|

Prensado y Moldeado
(Presion 5 Kg/em?)

)

Salado
(Inmersion en salmuera)

l

Maduracién
{6 meses, 11.52C, 85% humedad relativa)

Figura 3: Esquema de la elaboracion de queso siguiendo la
metodologia del Queso Ibérico (BOE, 27-7-87)

Para el moldeado se introdujeron los granos de cuajada en un molde, provisto de
pafio adecuado, y se sometieron a una presién de 5 Kg/cm?, durante dos horas
en prensa manual (Figura 4), con volteo al finalizar la primera hora. Una vez
elaborado el queso se sumergié en una solucién de salmuera durante un dia,

voltedndolo igualmente a las doce horas. La maduracién continué durante 6
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meses a 11.5 8C de temperatura y 85% de humedad relativa, en una camara

destinada a este fin (Heraeus-Vélsch VTHK 150), mostrada en la Figura 4.

AR Y & : s s H
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.Ir .:_|' II\E—- = . -‘g?.f ?_r |

i
i 'l ,_"_____ ol .-'.;

FE e S RS

Figura 4: Fotografia de la prensa manual utilizada en el moldeado y

prensado de los quesos y camara de maduracion empleada
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Ademas de estos quesos elaborados en el laboratorio, se analizaron los
siguientes quesos elaborados a escala industrial en distintos paises en el marco

de un Proyecto Europeo de Investigacion (UE Regulation 1116/92-5.4).

Gk Queso Feta de 25 dias meses de maduracion
L& Queso de leche de cabra y oveja de 22 dias de maduracion.
( Queso Ibérico de seis meses de maduracion

2.1.3. Obtencion de las caseinas
Para la obtencién de caseinas se siguid el protocolo especificado en el Método
Oficial de Referencia para la deteccion de caseina de vaca en quesos de oveja y
cabra (Reglamento UE n® 690/92, DOCE del 20-3-92). Brevemente: 5 g de
queso se homogeneizaron con 60 mL de agua, se precipitaron las caseinas a pH
4.6 y el sobrenandante fue desechado. El precipitado se homogeneizé con 40
mL de agua acidulada a pH 4.6 y 20 mL de diclorometanano, centrifugandose a
continuacién a 3500 g durante 5 minutos. La operacion se repitié hasta que las
dos fases de exiraccion quedaron incoloras. Posteriormente las caseinas se

secaron con acetona seca o se liofilizaron.

Lk Tratamiento con plasmina
Para la hidrdlisis de las B-caseinas, 25 mg de caseina anteriormente extraida se
suspendieron en 0.5 mL de solucion de carbonatc aménico 0.2 M,
etilendiaminotetraacetato (EDTA) 0.05 M, pH 7.8, y se homogeneizaron durante
20 minutos. A la mezcla calentada a 40 °C, se afadieron 10 puL de plasmina (EC
3.4.21.7, 5 U/mL), incubando durante 1h a la misma temperatura con agitacién
constante. Después de inhibir la enzima se liofilizaron.

2.1.4. Técnicas electroforéticas
Gk PAGE-urea a pH alcalino
La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se realiz6 en placas de 180 x
160 x 0.7 mm, en una cubeta modelo SE 400 de Hoefer. Las fuentes de
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alimentacion fueron 1ISCO modelo 490 (0-1500 mA, 0-1000 V) y Hoefer modelo
PS 500 XT (500 V, 400 mA y 200 W).

Las caseinas extraidas y liofilizadas se analizaron mediante PAGE siguiendo el
metodo de Ramos y col. (1977), utilizando geles de poliacrilamida con T=7.7% y
C= 2.6%, conteniendo urea 4.79 M. La electroforesis fue programada a
intensidad constanie de 10 mA hasta que la muestra penetraba en el gel y 20
mA hasta el final de la carrera, siendo la duracién total de la misma
aproximadamente de 2h y 30 min. Se inyectaron 10 pb de una solucién de
muestra compuesta por una parte de una solucion de 6% de proteina en urea

7M y 9 partes de azul de bromofenol al 0.05% y glicerol al 40%.

L& PAGE-SDS en PhastSystem®

Se realizd PAGE de las caseinas en presencia del agente desnaturalizante
dodecil sulfato sddico (SDS), utilizando geles comerciales Homogeneous 20%
(Pharmacia), con tiras de electrodos de SDS también comerciales (Buffer Strips
for SDS, Pharmacia). La electroforesis se llevé a cabo en un equipo
automatizado, PhastSystem® (Pharmacia) dotado de una unidad de separacién
y contro!l y una unidad de tincion. La carrera electroforética se realizd siguiendo
la Nota de Aplicacion n® 111, del manual del equipo, cuyas condiciones
eléctricas se muestran en la Tabla 5. El volumen de muestra aplicado en el

extremo andédico fue 1ul..

Tabla 5. Condiciones eléctricas de la PAGE-SDS de caseinas

~ | TENSION ' INTENSIDAD  POTENCIA - TEMPERATURA  VOLT. I

B o ] m A) W) ey HORA
':PRE'TIELEICTROFORESIS. g 250 10 3 15 1
| APLICAGION MUESTRA | 250 1 3 15 1
'ELECTROFORESIS = .| 250 10 3 15 95
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(& Isoelectroenfoque en geles ultrafinos

La separacion mediante |EF se realizé en un eqguipo LKB compuesto por una
camara de electroforesis horizontal Multiphor 2117, un bafo termostatico
Multitemp 1l 2219 y una fuente de alimentacién Macrodrive 5, 2297 de potencia
constante.

Se utilizaron geles ultrafinos de 0.2 mm de espesor y composicion T=5% y
C=3%, con gradiente de pH de 3-9 con reforzamiento en la zona de pH de 5-7,
fabricados en el laboratorio segin el Meétodo Oficial de Referencia para la
deteccion de caseina de leche de vaca en queso de oveja (Reglamento UE n®
690/92, DOCE del 20-3-92). La carrera electroforética (cuyas condiciones se
muestra en la Tabla 6) y la tincién se realizaron seglin este método.

Las muestras de caseina liofilizada se disolvieron en urea 9 M hasta una
concentracion del 1.5% y se les afiadié 1% de 2-mercaptoetanol. Las caseinas
que fueron tratadas con plasmina se disolvieron en un tampon con 48% (p/v) de
urea, 11.5% {p/v) de glicerol y 0.5% (p/v) de ditiotreitol. Se aplicaron 15 uL de
muestra sobre el extremo anédico del gel.

Tabla 6. Condiciones eléctricas empleadas en IEF de las caseinas en geles

ultrafinos.

: 'i_' "TENSION’ INTENSI'DAD POTENC!A TIEMP_O

= W) mAy W) (min)
_PREENFOQUE 1 2500 15 4 30
'APLICACiéN MUESTRA i 2500 15 4 60
T 2s00 5 20 60
-_ENFOQUE FINAL i 2500 6 20 40
SRS { 2500 7 25 30
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Gk Electroforesis bidimensional: 12 dimensién PAGE-urea a pH alcalino- 22
dimension lEF

La electroforesis bidimensional de las caseinas, PAGE-urea a pH alcalino en ia
primera dimensién seguida de isoelectroenfoque en segunda dimension se
realizé siguiendo el procedimiento de Di Luccia y col., (1986). La primera
separacion se realizé tal y como se ha descrito anteriormente en este apartado,
excepto que se inyectaron 30 pl de ia solucién de muestra en el pocilio.
Después de la carrera se separd, mediante corte con bisturi, la caile del gel en
gue se habia realizado la primera separacién. Esta tira de gel se sometié a un
primer lavado con agua destilada y después se dejé equilibrar durante 15
minutos en una solucién de urea 9M conteniendo 1% de 2-mercaptoetanol. A
continuacion, la tira de gel se deposité en la parte alcalina del gel de
isoelectroenfoque y se sometié a la segunda separacion, que se realizo en geles
finos de 1mm de espesor y composicion T = 5%, C = 3%, con gradiente de pH
de 2.5-9, siguiendo el método de Addeo y col. (1984).

Cx Métodos de tincion y secado

La fincion de los geles de PAGE en equipe convencional se realizd con
Coomasie Blue R-250 siguiendo el método de Winter y col. (1977). El secado se
realizé a vacio a 80 2C durante 1h 30 min, en un secador de placas, colocando el
gel entre dos hojas de papel de celofan empapadas en agua destilada.

La tincion de los geles de PAGE-SDS en PhastSystem® se realizd con
Coomasie Blue R-350 siguiendo la Nota de Aplicacién n® 200 del Manual de!
equipo. El secado se llevé a cabo cubriendo el gel con una hoja de papel de
celofan empapada en agua destilada y bajo peso.

La tincién de los geles de isoelectroenfoque se realizé segun el Método Oficial
de Referencia para la deteccion de caseina de leche de vaca en queso de oveja
(Reglamento UE n® 690/92, DOCE del 20-3-92). El secado se realizd a

temperatura ambiente.
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L& Electroforesis capilar

Las separaciones por electroforesis capilar se llevaron a cabo en un equipo
P/ACE 2050 (Beckman), controlado por el programa System Gold (Beckman).
Se siguid el método de Recio y Olieman (1896), utilizando un capilar de silice
con recubrimiento hidrofilico neutro (Supelco CElect P1), de 37 cm de longitud

total (L) y 30 cm de longitud efectiva (I), de 75 um de didmetro interno (i.D.).

El tampén de separacion, pH 3, estaba compuesto por 6 mM de urea, 0.05%
(p/v) de metilhidroxietilcelulosa (MHEC), 20 mM de citrato trisddico dihidratado y
0.32 M de acido citrico. Las muestras de caseinas fliofilizadas, 25 mg, se
disolvieron en 1 mL de tamp6n de la muestra diluido con agua (1.5:1). El tampdn
de la muestra, de pH 8.6, estaba compuesto por 10 M de urea, 0.083% (p/v) de
MHEC, 167mM de Tris{hidroximetilaminometano (Tris), 67 mM de
etilendiaminotetraacetato sodico (EDTA), y 17 mM de DL-ditiotreitol. Las
muestras se incubaron en el tampén durante una hora a temperatura ambiente.
La urea 10 M, con 0.083% de MHEC, se traté previamente con 2.5% (p/v) de
resina desionizante, agitando hasta que su conductividad fue inferior a 2 uS/cm y
se filtro a través de papel Whatman n® 41. Los tampones y muestras se filtraron
a través de filtros Acrodisc® de 0.22 um (Gelman Science). Las muestras se

inyectaron durante 15 segundos a una presion de nitrégeno de 0.5 psi.

Se utilizaron sistemas modelo de caseinas de leche y queso tratadas con

plasmina para la identificacién de los productos de degradacion de las caseinas.

2.2. ANALISIS DE LA FRACCION SEROPROTEICA DE LECHE Y QUESO DE
OVEJA, VACA Y CABRA

2.2.1. Muestras de leche
Para realizar el estudio de la cuantificacion de p-lactoglobulina de leche de vaca
se analizaron 12 leches individuales de vaca de cada una de las siguientes
razas: Fleckvieh, Holstein y Menorquina.

41



Materiales y Métodos

2.2.2. Muestras de queso

Se elaboraron 10 quesos patrdn, a escala de laboratorio, con leche de oveja,
vaca y cabra, con diferentes porcentajes de leche pasterizada y desnatada de
cada especie, siguiendo la metodologia descrita en el Método Oficial de
Referencia para la deteccion de caseina de leche de vaca en quesos de leche
de oveja (DOCE, 19-3-92), que consiste en una acidificacion de la leche a pH 4.6
con &cido lactico (10% p/v) y posterior coagulaciéon a 35 °C con cuajo animal
{Chr. Hansen, de fuerza 1:10000; 0.025 g/ml), dejandose reposar durante 1 hora,
cubierto con papel de aluminio. La cuajada resultante se congeld y liofilizé.

Los porcentajes de leche de vaca, oveja y cabra seleccionados para la
elaboracion de los 10 quesos empleados en el estudio, se representa en el
diagrama ternario de la Figura 5, donde todos los puntos experimentales estan

igualmente espaciados en todo el recinto experimental.

100 o O
>
& o
) -]
P
G (@o
¥ i

¢ 50 50 %

100 50 0
% Leche de Vaca

Figura 5: Diagrama ternario de los puntos experimentales
correspondientes a los porcentajes de leche de oveja, vaca y
cabra utilizados en la elaboracion de los quesos patrén,
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Con la informacién aportada por los 10 guesos patrén se realizo la prediccion del
porcentaje de leche de oveja, vaca y cabra en un queso fabricado con leche
ultrafilirada de mezcla de las tres especies, cedido por el Dr. Jesus Rodriguez
del Instituto del Frio del CSIC.

2.2.3. Obtencion de las proteinas de suero
lLa fraccion de las proteinas de suero se extrajo anadiendo a las muestras de
leche tampén acetato (0.1M)-acido acético (10%) o HCI 1M, hasta pH 4.6. Las
caseinas precipitadas se separaron por centrifugacién a 4500 g, durante 15
minutos, a 5 °C y el sobrenadante que contenia las seroproteinas se filiré a

través de papel Whatman n® 1.

2.2.4. Técnicas electroforéticas
L& Isoelectroenfoque en PhastSystem®
El isoelectroenfoque se realizé en equipo automatizado, PhastSystem®. Se
utilizaron geles comerciales (PhastGel IEF 3-8). Se aplicé automaticamente 1 uL
de muestra en el extremo anddico del gel. Se siguieron las condiciones
electroforéticas especificadas en el manual del equipo en la Nota de aplicacién,
n? 100 (Tabla 7).

Tabla 7. Condiciones eléctricas del IEF de proteinas de suero en

Phastsystem®
TENSION  INTENSIDAD Eom_ucm TEMPERA-  VOLT.
) (mA) W) TURA (5C) HORA
PRE-ENFOQUE. 2000 2.5 3.5 15 75
APLICACION MUESTRA 200 2.5 3.5 15 15
ENFOQUE FINAL 2000 2.5 3.5 15 410
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Lk Métodos de tincion, secado y analisis de imagen

El secado se realizé a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente, las
placas de isoelectroenfoque en PhastSystem@ fueron analizadas e integradas
en un analizador de imagen, Bioimage Analyzer 3CX (Millipore), siguiendo el
programa “Whole Band Analysis’ que estima la intensidad integrada de las
bandas electroféreticas (L1} y los porcentajes de las intensidades integradas
(%LL).

Gk Electroforesis capilar

La separacion mediante electroforesis capilar de las proteinas de suero se
realizé en un capilar de silice fundida (Polymicro Technologies), de 37 ¢cm de
longitud totai, 30 cm de longitud efectiva y de 75 um de didametro interno. El
equipo utilizado fue el mismo que el descrito en el apartado 2.1.4. de Materiales
y Métodos. El tampédn de separacion seleccionado fue 100 mM borato pH 8.2 +
30 mM Na,S0,. Las separaciones se llevaron a cabo a 7 kV y 25°C. La inyeccion
se realizd en el dnodo con presién de nitrégeno (0.5 psi) durante 2 s. La
deteccidén se llevd a cabo en la columna capilar a 214 nm. Los tiempos de
migracién fueron calculados relativamente a un patrdn interno (P.1.), el péptido
lisina-triptofano-lisina. Se afiadieron 10 ul de patrén interno (8 mg/ml) a 400 ul de

muestra.

Como patrones se utilizaron a-LA, B-LG A, B-LG B, inmunoglobutina G (Ig G), vy
lactoferrina (LF) bovinas (Sigma). Las proteinas patron y las muestras se
pasaron a través de filiros Acrodisc® de 0.22 um (Gelman Sciences). Los
tampones se pasaron a traves de filtros de nylon-66 Pro-X® de 0.22 um

(Teknokroma).

2.2.5. Técnicas estadisticas
Para 1a prediccion de los porcentajes de leche de las tres especies en funcion de
las intensidades integradas, los porcentajes de intensidades integradas y las
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areas de las bandas electroforéticas obtenidas, se utilizaron las siguientes
técnicas de regresion: regresion lineal simple (RLS), regresién lineal muitiple por
pasos sucesivos (SMLR), regresién en componentes principales (PCR) y
regresion por minimos cuadrados parciales (PLS).

Estas técnicas de regresion han sido aplicadas para la determinacion de los

porcentajes de leche que intervienen en la composicién de los quesos.

La capacidad predictiva de los modelos de regresion se ha estimado con la
suma de cuadrados de los residuos mediante validacion cruzada (PRESS,,) que
puede calcularse mediante la siguiente ecuacion:

PRESSCV = Z(yi _j}(j))z
/=1

donde y, representa el i-ésimo valor de la variable respuesta en el grupo Y, 3,

es el valor predicho por el modelo obtenido sin la muestra i-ésima, y n es el
numero de muestras. Este método de validacién cruzada es conocido como

“leave-one-out cross validation” (Sekulit y col., 1993; Martens y Naes, 1993).

Una aproximacién del error de prediccion del modelo se ha obtiene mediante:

RMSEP,,= [PRESS ., I n

Para la realizacién de los correspondientes cdlculos se utilizaron, el paquete
estadistico BMDP (Dixon, 1988), el programa UNSCRAMBLER 6.1 (Camo AS,
1996), el programa SYSTAT 6.01 (SPSS Inc., 1996) y un programa propio
escrito en lenguaje BASIC. Todos estos programas fueron ejecutados en un
ordenador personal PC-486DX.
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2.3. FRACCIONAMIENTO Y ANALISIS DE PEPTIDOS EN QUESOS DE OVEJA,
VACA Y CABRA

2.3.1. Muestras de quesos

Se utilizaron los mismos quesos fabricados en el laboratorio descritos en el
apartado 2.1.2., con seis meses de maduracion, ademds de un queso
comercial Manchego con denominacién de origen, de nueve meses de

maduracion.

2.3.2. Obtencion y andlisis de la fraccion peptidica de Pm <10 000 D

Para obtener la fraccién de nitrégeno soluble en agua (WSNF) de los quesos
de oveja, de vaca y de cabra, se siguié el procedimiento descrito en el
esquema en la Figura 6 y que se describe a continuacion: 10 g de queso
fueron homogeneizados con 50 mL de agua en un Ultra-Turrax (5 min, 40 2C).
Los homogeneizados se mantuvieron durante 1 hora a 40 °C y se filtraron a
través de lana de vidrio. Posteriormente, de estos WSNF, se obtuvieron dos
fracciones de diferente peso molecular en tubos Centriprep (Amicon, Beverly,
MA, USA) con membranas de tamano de corte de 10 000 D de peso molecular,
centrifugando a 3000 g durante 45 min a 25°C. La fraccién de peso molecular
inferior a 10 000 D (WSNF<10 000) fue fraccionada en cartuchos Sep-Pak C18
(Millipore) recogiendo 6 fracciones diferentes. Los cartuchos Sep-Pak C18 se
acondicionaron como describen Herraiz y Casal (1995). Se cargd 1 ml de
WSNF<10 000 D en el cartucho. Se recogieron: la fraccion no retenida, la
fraccion eluida con 1 ml de agua con 0.1% de acido trifluoroacético (TFA) y
otras cuatro fracciones mas, eluidas con alicuotas de 1 ml de 10, 20, 30 y
100% de acetonitrilo (AcN) con 0.1% de TFA en agua con 0.1% TFA.
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10 g queso + 50 ml H,0

|

Homogeneizacion en Ultraturrax
(5min. 40°C)

!

Calentamiento a 40 ¢C 1h

|

Filtrado a través de lana de vidrio
+

Centrifugacion en Centriprep
{membrana de tamafic de corte 10 000 D)

3000 g, 25°C, 45 min

|

}

Fraccionamiento en Sep-Pak C18
{6 fracciones eluidas con diferentes % de Acn en H,O
en presencia de 0.1% de TFA)

Fraccién no Elucién
retenida 0% Acn

Figura 6: Esquema de obtencién y fraccionamiento del nitrégeno soluble
en agua de peso molecular inferior a 10 000 D (WSNF < 10 000D).

L% Analisis de péptidos por cromatografia de liquidos

Se utilizé un cromatoégrafo de liquidos con 2 bombas M116 (Beckman) y un
inyector automatico 717 plus de Waters con una espira de carga de 50 uL. La
deteccion se realizé en un detector de fotodiodos alineados M168 (Beckman). El

control del equipo y la adquisicion de datos se realizé utilizando el programa
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System Gold versién 7.11 (Beckman). Las separaciones se ilevaron a cabo en
una columna C18 Nucleosil 5-um, 300 A (4.6 x 250 mm) (Macherey Nagel
Diren) a 40°C. El eluyente A fue 0.1% de &cido trifluoroacético (TFA) en agua
Miili-Q (Millipore Corp.) y el eluyente B: 0.1% TFA en acetonitrilo, 0.1% TFA en
agua (60:40 v/v). Se siguié el método de Gonzéalez de Liano y col. (1991), cuyo
gradiente se muestra en |la Tabla 8. El flujo fue de 1 ml/min y se analizaron las
muestras simultaneamente a 214 y a 280 nm. Las muestras fueron filtradas,

antes del analisis, a través de filtros Durapore 0.45 um (Millipore).

Tabla 8. Gradiente empleado en la separacién de péptidos por HPLC
(Gonzalez de LLano y col., 1991).

Tiempo (min) |~ EluyenteA  Eluyente B
- (%) (%)I
0 | 100 0
10 | 20 80 I
90 | 0 100 I
1o | 100 0 I

* !

130

Se utilizaron como patrones los aminoacidos aromaticos comerciales tirosina

(Tyr), fenilalanina (Phe) y triptéfano (Trp) (Sigma Chemicals).

L& Andlisis de péptidos por efectroforesis capilar

Se utilizé el mismo equipo descrito en el apartado 2.1.4. Las separaciones se
realizaron en un capilar de silice fundida con recubrimiento hidrofilico neutro
Supelco CElect P1, con L= 47 ¢m, [=40 ¢cm y 50 ym [.D. El tampén de
separacion seleccionado fue acido acético 0.3 M, y &cido férmico 0.3 M, pH
2.5, filtrado previamente a través de filtros Acrodisc® de 0.22 um (Gelman
Sciences). La inyeccion de la muestra se realizé por presion de nitrégeno (0.5

psi) durante 2 segundos e el extremo anddico. Las separaciones fueron
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realizadas a temperatura ambiente y a un voltaje de 20 kV. La deteccién se
realizé a 214 nmy a 280 nm.

Se utilizaron los mismos patrones comerciales de los aminoacidos arométicos

Tyr, Phe y Trp, empleados en HPLC.

2.3.3. Obtencidn y analisis de fracciones peptidicas de Pm <1 000D
Para la obtencién de la fraccion de nitrégeno soluble en agua (WSNF) en un
Queso Manchego, se siguid el procedimiento de Salles y col., (1995), descrito

esquematicamente en la Figura 7.

50gquesc +300mH,0 ——

Homogeneizacion en molinillo

l X2

Calentamiento a 40 °C 1h
+

Filtrado a través de gasa estéril

Precipitado

Liofilizado + 40 ml agua
+

Uitracentrifugacion
(100 000 g, 4 °C, 30 minutos)

!

Ultrafiltracién
{membrana de tamafio de corte 1 000 D)

GPC
(7 fracciones recogidas)

Figura 7: Esquema de obtencién y fraccionamiento del nitrégeno
soluble en agua de peso molecular inferior a 1 000 D (WSNF < 1 000 D).
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Este procedimiento se describe a continuacién: 50 g de queso fueron
homogeneizados en 300 ml de agua. Los homogeneizados se mantuvieron
durante una hora a 40 °C y se filiraron a través una gasa estéril. Esta
operacion se repetiéo dos veces mas homogeneizando el precipitado cada vez
con 300 mL de agua. Ei filtrado, o WSNF, fue liofilizado y redisuelto en 40 ml
de agua. Se realizé una ultracentrifugacion a 100 000 g, 4 °C, durante 30
minutos. Posteriormente se realizé una ultrafiltracion del sobrenadante a 4°C a
través de una membrana de celulosa reducida (DIAFLO Filtron Technologie
Corporation) con tamano de corte de 1 000 D (tipo YM1). Esta membrana se
dispone en una celda de filtracién AMICON (Danvers) de 50 m! de volumen y
43 mm de diametro. Se aplica una presidén de N de 3 bares sobre la superficie
del liquido en agitacion permanente. El ulirafiltrado se dispuso en alicuotas de

5y 2mly se congelé a -20 °C hasta su analisis.

Las alicuotas de 5 mi del ultrafiltrado de peso molecular inferior a 1 000 D
(WSNF<1 000) fueron fraccionadas en una columna Superformance (1.6 x 60
cm) (Merck) de gel permeacion, con valvula de inyeccion manual. La fase
estacionaria estda constituida por un ge! Fractogel® TSK HW 405 (Merck)
esférico, hidréfilo y poroso (20-49 pm), copolimero de etilén glicol y de
polimeros del tipo metacrilato para fraccionamiento entre 100 y 10 000 D. EI
copolimero tiene una superficie fuertemente hidréfoba debido a la presencia de
otras uniones en el polimero. La elucion se realizé a temperatura ambiente con
agua Milli-Q. Se mantuvo un flujo constante de 1 mi/min con una bomba IP31
(Duramat) recogiendo 7 fracciones diferentes en un colector de fracciones TDC
80 (Gilson Medical Electronics, Inc.). La absorbancia de cada fraccion se midio
a 214 nm con un espectrofotémetro Lambda 15 (Perkin-Elmer Corp). Estas

fracciones fueron liofilizadas y cada una de ellas disueltas en 10 ml de agua.
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Gk Determinacion de iones

Se realizaron determinaciones de cloruros y fésforo inorganico con Kits de
Sigma Chemicals y de Ca®, Na’ y K’ con un espectrofotometro de ionizacién de
llama {Eppendorf, Hamburg, Alemania) (Salles y col., 1995).

Lk Analisis de péptidos por cromatografia de liquidos

Se utilizdé el mismo equipo mencionado anteriormente en 2.3.2. Las
separaciones se llevaron a cabo utilizando una columna Nova-Pak C18 (Waters),
604, 4 um (3.9 x 150 mm 1.D.). Los andiisis se realizaron a temperatura ambiente
y la deteccion a 214 y 280 nm. Se utilizé un gradiente binario de 0 a 40% de B
en 70 min con los siguientes eluyentes: A) 0.1% de TFA en agua y B) 0.1% de
TFA en AcN, con un gradiente. El flujo de fase mévil fue de 1ml/min.

Gk Analisis de aminoacidos libres por cromatografia de liquidos

Se realizé en un equipo formado por 2 bombas M-6000A (Waters), inyector
automatico WISP 710B (Waters), detector de fluorescencia M-420 AC (Waters),
(A de excitacion 340 nm y i de emisién 425 nm) y modulo de interfase SIM
(Waters) conectado a un ordenador personal. El control del equipo y la
adquisicion y procesado de los datos se realizé utilizando el programa Maxima
820 de Waters.

Para llevar a cabo las separaciones se utilizé un sistema de columnas formado
por una columna mezcladora de bolas de vidrio (400 pm-500 um de diametro de
particula), una guarda coiumna Nova-Pak C18 de 604, 4 um (3.9 x 20 mm) y
una columna Nova-Pak C18 (Waters), de 604, 4 um (3.9 x 150 mmy). Los
eluyentes fueron A: metanol/fosfato sédico 10 mM pH 7.3/tetrahidrofurano
(19:80:1) (viviv) y B: metanol/fosfato sédico 10 mM pH 7.3 (80:20) (v:v).

El analisis fue realizado mediante una reaccion de derivatizacién precolumna, en

la que los aminodcidos primarios reaccionan con ortoftaldialdehido (OPA). La
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preparacién del reactivo derivatizante se realizé disolviendo 500 mg de OPA en
22.5 ml de metanol y llevandolos a 25 ml con una solucién de tampén borato 0.4
M, pH 10. Se anadieron 400 ul de 2-mercaptoetanol y cada dos dias 40 pl méas
para reponer las pérdidas producidas por evaporacién. Antes de su empleo se
pasaron a través de filtros de 0.45 um (Durapore, Millipore). En la separacion
cromatografica de los aminoéacidos con OPA, mediante el programa de gradiente
expuesto en la Tabla 9, se ha seguido el método descrito por Gonzalez de Llano
y col. {(1991).

Tabla 9. Gradiente empleado en la derivatizacion de los aminoacidos
y la separacion de los derivados.

X Tiempo - - §'Fi0]o'(mllmiﬁ)' EiuyenteA : :El.uyenie B
" i) i e %) : .-(%)_
0 : 0 100 )

2 0.1 100 0 I
25 |5 100 S |
85 | 15 85 15 I
135 | 15 85 15 I
185 | 15 70 0 ]
225 [ 15 60 o
345 | 1.3 20 80 I
405 | I
-

Para las reacciones de derivatizacion precolumna, alicuotas de OPA y de
muestra se introdujeron en viales de vidrio dispuestos en el carro de! inyector
automatico. El equipo y el programa permiten tomar la solucién del OPA que
queda retenida en el bucle del inyector y al minuto, se toma la muestra. Las
condiciones iniciales del gradiente con un flujo de 0.1 mi/min permiten que se
mezcle el OPA con la muestra y que reaccionen en la columna mezcladora de

bolas de vidrio durante 1 min. Se inyectaron 12 pl de OPA y 10 ul de muestra
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diluida en tampdn borato 0.4 M pH 10. Antes de ser inyectadas, las muestras se

filtraron a través de filtros 0.45 um (Durapore, Millipore).

2.4. EMPLEO CONJUNTO DE TECNICAS DE SEPARACION Y METODOS
INMUNOLOGICOS PARA ANALISIS DE CANTIDADES TRAZA DE PROTEINAS DE
SUERO NATIVAS Y DESNATURALIZADAS

2.4.1. Muestras de leche
& Leche pasterizada de vaca. Se preparo en el laboratorio por calentamiento de
leche cruda de vaca a 65°C, 30 minutos.
L& Leche estéril de vaca. Se prepard en el laboratorio por calentamiento de leche
cruda de vaca (del mismo lote de leche que en el caso anterior) en autoclave a
120°C, 30 minutos.

L& Leche UHT de vaca. Se adquirio en un establecimiento comercial.

2.4.2. Muestras de queso

Se estudiaron un total de 76 muestras de quesos de leche de oveja, de cabra, de
oveja y cabra y de oveja, cabra y blfala, fabricados por 9 elaboradores de queso
en diferentes paises de la Unién Europea segun distintas tecnologias. En cada
uno de los ensayos colaborativos que se erealizaron durante mas de dos afos,
se analizaron 5-6 muestras ciegas que contenian entre 0 y 5% de leche de vaca,
y 2-3 patrones con 0, 1 y 3% de leche de vaca. La leche de vaca habia sido
sometida a diferentes tratamientos térmicos como se indica mas adelante. Estos
quesos fueron fabricados en el marco del Proyecto Europeo: "Comparative
evaluation of methods for the detection of cows™ milk in cheese from ewes’,
goats” and buffalos” milk" (EEC regulation 1116/92-5.4), en el que intervenian 15
laboratorios de 5 paises europeos y se evaluaban hasta 17 métodos diferentes.
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Lk Quesos con leche pasterizada de vaca afiadida

Se analizaron 13 muestras de quesos elaborados con leche pasterizada (67°C,
10 min 6 65°C, 25 min) de oveja, de cabra y de oveja y cabra y 5 muestras de
queso tipo Feta con 25 dias de maduracién, fabricados con leche de oveja y
cabra. Todos estos quesos contenian entre 0 y 5% de leche pasterizada de
vaca. Se utilizaron como patrones otras cinco muestras mas, con 9, 1 6 3% de
leche pasterizada de vaca afadida. Los patrones fueron elaborados de los

mismos lotes de produccion que los quesos anteriores y fueron liofilizados.

Lk Quesos con leche UHT de vaca afadida

Se analizaron 25 muestras de quesos fabricados con leche cruda, pasterizada
(72°C, 30 s) o calentada (subiendo la temperatura durante 25 min de 10 a 70°C y
enfriando durante 17 min a 42°C) de oveja, de cabra, de oveja y cabra y de
oveja, cabra y bufala a diferentes tiempos de maduracién (21 dias, 60 dias 6 190
dias), que contenian entre 0 y 5% de leche UHT de vaca afiadida. Se utilizaron
como patrones otros 8 quesos con 0y 1% de ieche UHT de vaca afiadida.

S Quesos con proteina desnaturalizada de leche de vaca afadida

Se analizaron 10 muestras de quesos fabricados con leche cruda o pasterizada
(729C, 30 s) de oveja y cabra y 5 muestras de quesos tipo Roqguefort fabricados
con leche de oveja, a diferentes tiempos de maduracion (21 dias, 60 dias, 0 165
dias), que contenian entre 0 y 5% de proteina desnaturalizada de suero de vaca.
Se utilizaron como patrones cinco quesos adicionales con 0 6 1% de proteina

desnaturalizada de vaca.
Gk Cuajadas con 0 y 1% de leche de vaca afladida

Se analizaron 14 cuajadas fabricadas con leche de oveja y cabra con

porcentajes de leche de vaca anadida entre 0 y 1%.
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2.4.3 Aislamiento de las proteinas de suero del queso
(& Las proteinas de suero nativas fueron obtenidas por homogeneizacion de 5
g de queso con 8 mL de agua (6 12 mL de agua cuando el queso estaba
liofilizado), precipitacion de las caseinas con 1N HC!, pH 4.6 y centrifugacion a
3000 g, 20 min.

(& Las proteinas de suero desnaturalizadas fueron obienidas de la fraccion
caseinica (apartado 2.1.3) siguiendo el método descrito por Calvo y col. (1992)
gue consiste en homogeneizar 10 mg de caseina con 100 plL de tampén Tris-
glicina 0.01M, pH 8.3 y 3 uL de B-mercaptoetanol. Después de una incubacién
de 2h a T2 ambiente (23 2C) se centrifugé a 3000 g, recogiendo la fraccion
soluble y desechando el precipitado.

2.4.4. Aislamiento de las caseinas del queso
Se realiz6 como en el apartado 2.1.3. de esta memoria.

2.4.5. Isoelectroenfoque en geles ultrafinos

Se siguid el mismo procedimiento indicado en el apartado 2.1.4. de la memoria.

2.4.6. Inmunocromatografia
Se ha estudiado la posibilidad de emplear como método inmunocromatografico
un ELISA en columna, basandonos en el método de Frutos y col. (1993},
modificandolo para la deteccidon de f-lactoglobulina bovina en productos
lacteos.

En primer lugar se empled una columna de B-LG AB para aislar los anticuerpos
anti-B-LG bovina a partir del correspondiente antisuero desarrollado en oveja
(fabricado por el grupo del Dr. Calvo en la Universidad de Zaragoza),
empleando como fase mévil PBS (tampon fosfato salino) pH 7. La columna de
afinidad (4.6 mm x 5 ¢cm) se fabrico con Affi-Prep 10 (Bio-Rad), que se une a
través de los grupos amino de la proteina.
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Una vez selleccionada la fraccion 6ptima de anticuerpo anti-B-LG bovina,
desarrollado en oveja purificado, se preparé una columna de anti-p-LG bovina
(2.1 mm x 5 cm), utilizando como soporte Affi-Prep Hz (Bio-Rad).

En esta columna se sigui6 el procedimiento esquematizado en la Figura 8, que
se desarrolla a continuacién: se inyectd la muestra en la columna, quedando
retenidas las f-1.G bovinas existentes en la muestra; como segundo anticuerpo
se empled un anti-B-LG bovina desarrollado en conejo, quedando unido a las
B-L.G bovinas. Se realizé una segunda incubacién con un tercer anticuerpo, en
este caso un anti-lgG leporino desarrollado en cabra marcado con una enzima,
la fosfatasa alcalina (ALP). Como sustrato de lareaccidon se empled para-
nitrofenil-fosfato (PNPP), que produce para-nitrofenol (PNP) como producto de

la reaccion, detectable a 405 nm en la célula del detector cromatografico.

Como fase movil de unién se utilizd TBS (tampdn tris salino) pH 7 con 0.1% de
Brij 35 y 0.1% de ovoalbimina (OVA); como fase mévil de deteccidn Tris 0.1 M,
pH 9, MgCl, 5 mM y como solucién de desorcion para la reutilizacion de la
columna se empleé glicina 0.1 M, HCi{ 0.05 M, pH 2.5.

El equipo utilizado fue un HPLC (LKB), compuesto por dos bombas modelo
2150 y un controlador modelo 2152. Se utilizaron 4 valvulas Rheodyne de 6
vias. Se emplearon dos detectores, uno de longitud de onda fija, modelo 440
(Waters) y uno de longitud variable modelo LC-95 UV/Visible (Perkin-Etmer).
Los datos fueron adquiridos en elp procesador System Goid (Beckman), a
través de una interfase modelo 406 (Beckman).
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"“'7*’ = Anti-B-LG bovina

(oveja)
o = B-LG A y B ovinas
Q = 8-LG A y B bovinas

% D /7 = otros compuestos
de la mueslira

= Anti 8-LG bovina
{conejo)

= Anli lg G conejo-fosfatasa
alcalina (cabra)

p-nitrofenil fosfato

p-nitrofenol

Detector

VIS

Figura 8: Procedimiento de inmunocromatografia ensayado
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2.4.7. Western blotting
El Western blotting incluye tres etapas: 1) una separacién electroforética de
proteinas en gel, 2) transferencia de las mismas a una membrana adecuada y
3) deteccion de proteinas especificas en la membrana por inmunoadsorcién de

anticuerpos especificos.

Lk Separaciones electroforéticas previas a la transferencia
« Isoelectroenfoque en PhastSystem®
La etapa de IEF se llevd a cabo en PhastSystem® como se describié

anteriormente en el apartado 2.2.4.

¢ PAGE nativa en PhastSystem®
Se realizd en PhastSystem®, empleando geles comerciales Homogeneous 20%
y tiras de electrodos para PAGE nativa (Native Buffer strips, Pharmacia). Se
siguié la Nota de Aplicacion n? 121 del Manual del equipo, aunque alargando el
ultimo paso, dejando correr las muestras hasta 180 Vh, como se indica en la
Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones eléctricas de PAGE nativa de proteinas de suero en

PhastSystem®.
TENSION  INTENSIDAD  POTENGIA TEMPERA  VOLT.
LW (ma) (W) TURAGC)  HORA
' PRE-ELECTROFORESIS 600 125 35 15 80 |
-:APL_._chcu’m MUESTRA 600 12.5 35 15 2
ELECTROFORESIS . | 600 125 3.5 15 180

» Tincidn de las placas de electroforesis e isoelectroenfoque
Siempre que se realizaba un Western Blotting, se corrieron dos placas de
electroforesis simultaneamente, una de las cuales seguia el proceso propio del
Western Blotting y otra se tifié con tincion de plata siguiendo fas instrucciones del
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manual del PhastSystem®, con los reactivos comerciales del “Silver Kit”

(Pharmaciaj).

Lk Transferencia y reconocimiento inmunologico

Se siguio el procedimiento descrito a continuacion (Figura 9). Después de PAGE
o IEF, las proteinas fueron transferidas por difusion, durante 10 minutos del gel
de poliacrilamida a una membrana de nitroceiulosa de 0.45-um de didmetro de
poro, previamente incubada durante 10 minutos en un tampon de transferencia
[tris(hidroximetil)amino-metano 20 mM, glicina 150 mM y metanol al 20%].
Posteriormente a la transferencia se incubé durante 30 minutos en una solucion
de gelatina-PBS [1% gelatina, 20% PBS (4.5% NaCl y 3.9% NaH,PO,, pH 7) y
0.2% Triton X-100]. La inmunodeteccion fue realizada siguiendo el método de
Tsang y col. (1983) ligeramente modificado como se explica a continuacion.
Como primer anticuerpo se utilizaron antisueros policlonales anti 8-LG bovina
desarrollados en conejo. Se estudiaron antisueros comerciales y antisueros
cedidos generosamente por el Profesor M. Calvo de la Universidad de Zaragoza.
La membrana de nitrocelulosa se incubd en una solucién de 25 ul de primer
anticuerpo en 8 mi de solucién de PBS-gelatina, durante 45 min. Después de
tres lavados con agua, se realizaron tres nuevos lavados con solucién de PBS-
gelatina y posteriormente una segunda incubacién durante 45 minutos con 25 pl
de un anticuerpo policlonal marcado, diluido en 8 ml de PBS-gelatina. El
segundo anticuerpo marcado fue anti-lgG de conejo desarrollado en cabra
marcado con peroxidasa. La membrana de nitrocelulosa fue lavada de nuevo
tres veces con agua y una vez con solucion de PBS-gelatina durante 10 minutos.
Posteriormente se realiz6 un acondicionamiento de la membrana, con PBS
diluido en agua (1:5) durante dos periodos de 10 min. El revelado se realizé con
25 ml de una solucién de 0.05% de diaminobencidina y 6% de NiCl, al 1% en
tampoén Tris-HCI 0.1M, pH 7.5, al que se afiadia en el dltimo momento 0.8% de
H.0,. El revelado se paré sumergiendo la membrana en agua cuando se llegaba
a intensidades de fondo y bandas adecuadas.
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SIMBOLOS

C—— GG saprina — i
C——— LG ovina — 0 '3-'.
I— (LG bovina g Proteinas
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anti-gG de conep
-HRF (cabrs)

Figura 9: Procedimiento de Western Blotting desarrollado
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Fraccion caseinica

3.1. CARACTERIZACION DE LA FRACCION CASEINICA DE LECHE Y QUESO DE
LECHE DE OVEJA, VACA Y CABRA

3.1.1. Técnicas electroforéticas bidimensionales
En este tipo de electrorforesis se acoplan las ventajas de las técnicas
monodimensionales que separan basandose en principios diferentes, en este

caso la relacién carga/masa y el punto isoeléctrico.

En las Figuras 10a), 10b) y 10c) se muestran los perfiles obtenidos por
electroforesis bidimensional, realizando en primera dimensién PAGE-urea a pH
alcalino y en segunda dimension isoelectroenfoque en geles finos, de un queso
de leche de vaca, un queso de leche de oveja y un queso de leche de cabra,
respectivamente. La electroforesis bidimensional, permite obtener un mapa
peptidico complejo y caracteristico de cada especie. Las diferentes caseinas y
productos de degradacion de las mismas, se extienden en distintas areas del
gel de segunda dimensién. En concreto con esta técnica se pueden separar l0s
componentes de la o,,-CN, y los de las a,,-CN (que corresponden a los distintos
grados de fosforilacion de estas proteinas), separaciéon que no es posible
empleando unicamente PAGE-urea. La electroforesis bidimensional también
permite separar las «.,-CN y las y-CN simultdnemente, mejorando asi las

posibilidades del |IEF en geles finos con gradiente de pH 3.5-9.0.

3.1.2. Electroforesis capilar
Debido al gran numero de caseinas y derivados caseinicos existentes en el
queso, se recurrié a una técnica de analisis de elevado poder de resolucion,
como es la electroforesis capiiar, con el fin de abordar la separacion de este
gran nimero de compuestos y obtener los perfiles electroforéticos para quesos
elaborados con leche de vaca, oveja y cabra. Como se ha puesto de
manifiesto, la transformacion de caseinas en sus derivados en el queso, es
debida a diferentes factores, entre los que hay que destacar la accién

proteolitica del cuajo y de la plasmina.
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i dim. er

Figura 10: Separacion mediante electroforesis bidimensional (1* dim. PAGE- 22 dim. |EF) de la fraccién caseinica de a)

queso de leche de vaca, b) de queso de leche de oveja y c) de queso de leche de cabra
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Dentro de un estudio mas amplio realizado en los ultimos aftos en el laboratorio
sobre el analisis de variantes genéticas de leche de diferentes especies por
electroforesis capilar (Recio y col., 1997) y la aplicacién de esta técnica al
estudio de la proteolisis de la caseina de leche de vaca (Recio y col., 1997), se
disponia de una serie de patrones de oy -CN, o, ,-CN, B-CN y x-CN de
diferentes especies obtenidas por FPLC gque nos han permitido identificar, en
base a su tiempo de migracién, las diferentes caseinas de leche de vaca, oveja
y cabra. En la Figura 11 se muestran los electroforegramas obtenidos por CE,
de las caseinas de leche pasterizada de vaca, oveja y cabra. El orden de
migracién de menor a mayor seria: o,-CN < a,-CN < 0, -CN < k-CN < B-CN A’
< B-CN A? para la leche de vaca; ag,-CN < ag,-CN < x-CN < B-CN 2< B-CN 1
para la leche de oveja y o,,-CN < a,,-CN < x-CN < 3-CN 2 < B-CN 1, para la

leche de cabra.

Del examen comparativo de estos electroforegramas, se puede deducir que
aunque el orden de migracién de las caseinas mayoritarias de las diferentes
especies sea el mismo, hay variaciones en los tiempos de migracién para una
misma proteina en las diferentes especies. Asi los tiempos de migracion de las
o,-CN, son menores para la leche de vaca, probablemente debido al diferente
contenido en grupos fosfato, que para las leches de oveja y cabra. Cattaneo y
col. (1996) han propuesto la diferencia en ia migracién de las «,,-CN de las
diferentes especies para la deteccion de mezclas, siendo los electroforegramas
de estos autores confusos a pesar que la electroforesis capilar a pH acido es
capaz de separar proteinas que, como la a,,-CN y la «,-CN, difieren en un
grupo fosfato. Se observan ademas diferentes tiempos de migracién para las x-
CN de las tres especies, de menor a mayor tiempo de migracion x-CN bovina <
k-CN ovina < «-CN caprina. De esta ultima se obtiene separacién de dos
variantes geneticas, k -CN A y x-CN B. También existen diferencias en la
movilidad electroforética de las B-CN, presentando las B-CN 1 ovina y caprina

{que comigran) el mayor tiempo de migracion.
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Figura 11: Separacion mediante electroforesis capilar de la fraccion
caseinica de a) leche pasterizada de vaca, b) leche pasterizada de oveja,
c) leche pasterizada de cabra.
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El empleo de técnicas electroforéticas de alta resoluciébn como la CE ha
permitidc que la separacién de las caseinas de leche y queso se pueda
realizar en tiempos cortos y que se puedan realizar andlisis cuantitativos.
Cualitativamente aporta una informaciéon fundamental para el estudio de las

caseinas y sus productos de degradacion.

3.1.3. Sistemas modelo de las caseinas de leche y queso de oveja y
cabra

La identificacién de las diferentes caseinas en leche pura de vaca, de oveja y
de cabra, nos ha permitido llevar a cabo la identificacién de las mismas en
quesos elaborados con leche pura de cada una de estas especies. Los
productos de degradacidn de las caseinas de leche de vaca, por accion de la
plasmina o el cuajo, se habian identificado con sistemas modelos realizados en
trabajos anteriores en nuestro laboratoric (Recio y col., 1997).

En la Figura 12 se muestran los eleciroforegramas de CE de caseina de leche
de oveja, caseina de leche de oveja fratada con plasmina, caseina de queso
de leche de oveja y caseina de queso de leche de oveja tratada con plasmina,
y en la Figura 13 los electroforegramas de CE de caseina de leche de cabra,
caseina de leche de cabra tratada con plasmina, caseina de queso de leche de
cabra y caseina de queso de leche de cabra tratada con plasmina, con el
objetivo de diferenciar productos originados por la accion del cuajo o de la
plasmina, y que puedan utilizarse como diferenciadores en quesos elaborados
con mezcla de ieche.

En las muestras tratadas con plasmina, los productos mayoritarios
corresponden a los productos originados por la accién de la plasmina sobre la
B-CN (Grufferty y Fox, 1988). Varios de ellos corresponden a la fraccién
conocida como y-CN, asi como otros productos (marcados con una S en las
Figuras 12 y 13) que probablemente corresponden a componentes de
proteosas-peptonas (Andrews y Alichanidis, 1983).
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Figura 12: Electroforegramas de a) caseinas de leche de oveja, b)
casefnas de leche de oveja tratadas con plasmina, c) caseinas de queso
de leche de oveja y d) caseinas de queso de leche de oveja tratadas con

plasmina.
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Figura 13: Electroforegramas de a) caseinas de leche de cabra, b)
caseinas de leche de cabra tratadas con plasmina, ¢) caseinas de queso
de leche de cabra y d) caseinas de queso de leche de cabra tratadas con

plasmina.
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En el queso (Figura 14) se observan la para-«-CN y el péptido a.l,

procedentes de la accion del cuajo sobre la k-CN y la a,-CN respectivamente.

a) Vaca

b} Oveja
0-057 p-K g8 c) Cabra
0.04 -
0.03
0.02 - .
or| |l /
0.00- T T |

10 20 30 40

min

Figura 14: Electroforegramas de la fraccion caseinica de a) queso de
leche de vaca, b) queso de leche de oveja, ¢) queso de leche de cabra
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Como se ha mostrado la elevada resolucion de la electroforesis capilar permite
llevar a cabo la separacion de un elevado nimero de compuestos presentes en
la fraccion caseinica del queso, proporcionando perfiles electroforéticos
caracteristicos para los quesos elaborados con leche pura de vaca, leche pura
de oveja y leche pura de cabra.

Una vez estudiados los sistemas modelo e identificados los productos de
degradacion, causados por efecto de la plasmina y el cuajo sobre los
diferentes componentes caseinicos, se analizaron tres quesos: un queso Feta
de leche de oveja, de 25 dias de maduracion, un queso elaborado con leche
de oveja y cabra, de 21 dias de maduracién y un queso Ibérico, elaborado con
leche de vaca, oveja y cabra, y de 180 dias de maduracion (Figura 15)
pudiéndose identificar los picos mayoritarios correspondientes a quesos
elaborados con leche de cada una de las especies. La mayor complejidad del
perfil electroforético corresponde, como es logico, al queso elaborado con
mezcla de leche de vaca, oveja y cabra, que ademas fue madurado durante un
largo periodo de tiempo.
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Figura 15: Electroforegramas de la fraccion caseinica de a) queso Feta, de
leche de oveja, b) queso de leche de oveja y cabra y ¢) queso Ibérico, de
leche de oveja, vaca y cabra

72



Fraccion seroproteica

3.2. CARACTERIZACION DE LA FRACCION SEROPROTEICA DE LECHE Y
QUESO DE OVEJA, VACA Y CABRA

3.2.1. Aplicacidon de técnicas estadisticas a la determinacion de

altos porcentajes de leche de vaca, cabra y oveja en quesos de

mezcla.
En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio (Molina y col., 1995),
se disefi6 un modelo para determinar, mediante el analisis de la fraccién
seroproteica por métodos electroforéticos, los porcentajes de leche de vaca,
cabra y oveja en quesos con proporciones entre el 25 y el 40% de cada
especie Sin embargo, el intervalo de porcentajes estudiados era demasiado
estrecho y no contemplaba mezclas binarias, dejando al margen, tres
denominaciones geneéricas: "Queso Ibérico”, "Queso Hispanico" y "Queso de la
Mesta" (cuyas composiciones estan descritas en el punto 1.1. de Introduccion)
por lo que sigue siendo necesario el desarrollo de métodos que permitan
determinar los porcentajes de leche de cada una de las especies que

intervienen en la composicién de los quesos.

L& Isoelectroenfoque
En la Figura 16 se muestra una placa de isoelectroenfoque en PhastSystem®
de gradiente de pH 3-9 donde se observa una separacion de las proteinas de
suero de los quesos patron: quesos de leche pura de vaca, de oveja y de
cabra, asi como 3 quesos eiaborados con mezclas binarias (50:50, vaca/oveja;
vaca/cabra; oveja/cabra respectivamente) y 4 quesos de mezclas ternarias de
leche de estas tres especies (33:33:33; 66:17:17; 17:66:17 y 17:17:66 de
vaca/oveja/cabra, respectivamente). Los porcentajes de leche de cada especie
se seleccionaron de acuerdo al diagrama ternario descrito en el apartado 2.2.2

de Materiales y Métodos.
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Figura 16: Perfil de isoelectroenfoque de los 10 quesos patron. Calles 1-3:
quesos puros de leche de vaca (v), leche de oveja (o) y leche de cabra (c)
respectivamente; calles 4-6: mezclas de leche binarias 50:50 (v/o; vic; o/c
respectivamente); calles 7-10: mezclas de leche ternarias (33:33:33;
66:17:17; 17:66:17 y 17:17:66 de v:io:c, respectivamente).

En la Figura 16 se observan los diferentes punics isoelectricos que presentan
las -lactoglobulinas (3-LG) de vaca , cabra y oveja , identificados segun Amigo y
col. {1992). En primer lugar, con mayor punto isoeléctrico aparece |a [3-LG
caprina (pl 5.90), después las B-LG ovinas, B y A, (pl 587 y 5.73,
respectivamente), y por Uitimo las B-LG bovinas, B y A, (pl 532 y 518,
respectivamente). Estos puntos isoeléctricos son aproximados, pues dependen

del gel empleado y de las condiciones de la carrera.

Las bandas especificas de cada especie, van a permitir estudiar posibles
relaciones entre su intensidad y la composicién del queso del que procedan,
cuando nos interese determinar porcentajes elevados de leche de vaca, oveja
y cabra. Las posibles relaciones se van a detectar mediante la aplicacion de
técnicas estadisticas. Otros autores han puesto de manifiesto gue existe una
relacion lineal entre las intensidades de las bandas electroforéticas y el
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porcentaje de leche de vaca, oveja y cabra que existe en su composicion, pero
a partir de porcentajes superiores al 50%, esta relacion empieza a tener
mayores errores {(Rispoli y Saugues, 1989; Amigo y col., 1991). Laezza y col.
(1992), obtienen una relacién lineal hasta un 60% de leche de vaca en quesos

de oveja.

Las placas fueron analizadas e integradas en un analizador de imagen (como
se describe en apartado 2.2.4 de Materiales y Métodos} siendo consideradas
las siguientes variables para el estudio:

- 11. 1 y %II. 1: Intensidad integrada y porcentaje de intensidad integrada de la
banda 1 correspondiente a B-Lg A de vaca.

- LI 2 y %LI1. 2: Intensidad integrada y porcentaje de intensidad integrada de la
banda 2 correspondiente a B-l.g B de vaca.

- 1L 3y %LI. 3: Intensidad integrada y porcentaje de intensidad integrada de la
banda 3 correspondiente a B-Lg A de oveja.

- LI. 4 y %L1 4: Intensidad integrada y porcentaje de intensidad integrada de la
banda 4 correspondiente a -Lg B de oveja.

-11. 5 y %L1 5: Intensidad integrada y porcentaje de intensidad integrada de la

banda 5 correspondiente a B-Lg de cabra.

A los datos de intensidades integradas obtenidos por isoelectroenfoque de las
proteinas de suero, se les aplicaron las técnicas estadisticas mencionadas en
el punto 2.2.5. de Materiales y Métodos.

Gk Regresion lineal
Mediante los metodos de regresion lineal se estudia la influencia del porcentaje
de leche que interviene en la composicién de los quesos (bloque X), en las
intensidades integradas de las bandas 0 sus porcentajes (bloque Y), obtenidas
por isoelectroenfoque.
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» Modelo lineal simple
En este primer caso se estudian los valores de las intensidades integradas o
sus porcentajes en funcion de los correspondientes porcentajes de leche de

cada especie, aceptando un modelo lineal:
L1 (6 % L1.)=a+b % leche

y mas concretamente: 11, 1 + LI 2 (6 % LI 1 + % 1L 2), bandas que son
especificas de leche de vaca, en funcién del porcentaje de leche de vaca, 1.1. 3
+ LI. 4 (o sus porcentajes), que son especificas de leche de oveja, en funcion
de los porcentajes de leche de oveja, e 1I. 5 (0 su porcentaje) que es
especifica de ieche de cabra, en funcion del porcentaje de leche de cabra.

En la Tabla 10 se muestran los resuitados obtenidos de la aplicacién de Ia
regresion lineal simple [(ordenada en el origen (a), pendiente (b), coeficiente de
determinacion (R’ y desviacion estandar residual (s)], a los datos de

intensidades y porcentajes de leche en los 10 quesos patrén.

En la tabla se observa que para la leche de vaca, la mejor relacién lineal de
dependencia, se obtiene con la suma de las intensidades integradas
correspondientes a las B-Lg de leche de vaca en funcidn del porcentaje de
leche de la misma en los quesos (R*= 0.976). Lo mismo ocurre para |a leche de
cabra con ia relacién: intensidad integrada de la banda correspondiente a B-Lg
de leche de cabra en funcién del porcentaje de leche de cabra en quesos (R’ =
0.963). Sin embargo, para la leche de oveja, ambas relaciones de dependencia
son similares (R’ - 0.896, para las intensidades integradas y R’ = 0.902, para
los porcentajes de las intensidades integradas), aunque peor definidas desde

un punto de vista predictivo que las de las otras dos especies.
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Tabla 10. Resultados de la regresion para el modelo lineal simple

Lil=a+b%leche =~ ' %LI=a+b%leche . -

“Vaca . Ovela  Cabra  Vaca . Ovea Cabra
LL1+112 IL3+IL4 LIS ~ %ELT#%1LL2 %LL3+%1LA.  %LL5 =

a 0.0079 0.0088 0.0020 0.0560 -0.0329 0.0173

b 0.0038 0.0015 0.0030 0.0106 0.0088 0.0094
R? 0.976 0.896 0.963 0.941 0.902 0.951
s | 0,021 0.018 0.021 0.093 0.102 0075

ol
a=ordenada en el origen; b= pendiente; R*=coeficiente de determinacion;
s = desviacion estandar residual.

Estos resultados pueden verse graficamenie en la Figura 17 se muestran los
valores de las intensidades integradas (L1) de las diferentes bandas
electroforéticas, o de los porcentajes de las intensidades integradas (%L.1.},
frente a los porcentajes reales de leche en los quesos, junto con las rectas de

regresién obtenidas.

* Modelo de superficie de respuesta
En el segundo caso estudiamos [a influencia del tipo de ieche que interviene en
la composicion de los quesos en las intensidades de las bandas

electroforéticas a través del siguiente modelo de superficie de respuesta:

LL (6 %11.) = a,%V + a,%0 + a3°/oC + aw%V%O + am%V%C + aga%O%C +
81230/0\/0/000/00 + él“(o/c.o\/)2 +a, (0/00)2 + 333(0/00)2

que tiene en cuenta los porcentajes de leche de las tres especies, sus dobles y
triple productos y sus cuadrados.

En la Tabla 11 se recogen los resuitados de Ia aplicacién de la regresion lineat
multiple por pasos sucesivos (SMLR) a la suma de las intensidades integradas
o sus porcentajes (LI 0 % L1) correspondientes a las leches de las tres
especies, para el modelo anterior. Todos los coeficientes de regresion (a) son
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Figura 17: a) Valores de las intensidades integradas de las bandas
electroforéticas (1.1.); b) valores de los porcentajes de las intensidades
integradas (%l.1.), frente a los porcentajes reales de leche en los quesos
patron.

74



Fraccion seroproteica

diferentes de cero (p<0.05). Los mejores coeficientes de determinacion se
obtienen para la suma de intensidades integradas (LL) de las bandas
correspondientes a leche de vaca (R®=0.999) y para la correspondiente suma
de porcentajes (R’ =0.992). Los coeficientes de determinacion para las
intensidades integradas o los porcentajes de intensidades integradas (LI 0 %
1.1) de las bandas correspondientes a las leches de cabra y oveja son similares

y algo inferiores a los obtenidos para la leche de vaca.

Tabla 11: Resultado de la aplicacion de regresion lineal multiple por pasos
sucesivos (SMLR) a las intensidades integradas o sus porcentajes en funcidon de
los porcentajes reales de leche, para el modelo de superficie de respuesta.

T L T L
~Vaca ~ Oveja - Cabra -  Vaca Oveja  Cabra
LL1+LL2 LI3+L14 . ILL5  %EL1+%1L2 %LL3+%LL4  %LL5
a, |0.540x10° 0104 x 10"
a, J 0.143 x 10°
a, 0.302x 10° 0.964 x 10°
a, |-0176x10
a, ’ 0.951 x 10°
a, | 0.672x10°
azz 0.967 x 10"
a, 0.168x 10° 0.832 x 10°
a, ; -0.116 x 10°
R [ 0999 0.983 0.982 0.992 0.989 0.977

s [ 0.0037 0.0113 0.0195 0.0534 0.0457 0.0716

a=coeficientes de regresion; R’=coeficiente de determinacion; s = desviacién estandar
residual.

Las correspondientes curvas de isorrespuesta se recogen en la Figura 18,
para la suma de las intensidades integradas de las bandas 1 y 2 (111 + 1L.1.2),

propias de la leche de vaca (18a), para las intensidades integradas de las
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bandas 3 y 4 (1L3 + 1.1.4), propias de la leche oveja (18b) y para la intensidad
integrada de la banda 5 (1.1.5), propia de la leche de cabra (18¢). En estas
figuras se pone de manifiesto el efecto de la interaccién entre los porcentajes
de leche de las tres especies sobre ias intensidades integradas (1.1.) de las
correpondientes bandas electroforéticas. Esta figura podria ser utilizada para la
prediccion aproximada de los porcentajes de leche en quesos a partir de las
mencionadas intensidades para un queso problema incluido en la misma placa

electroforética.

L# Regresion multivariante
Dentro de los métodos de regresion multivariante, hemos utilizado regresion en
componentes principales (PCR) y regresién por minimos cuadrados parciales
(PLS). Para la aplicacién de estos métodos con fines predictivos se considera
como bloque X las intensidades integradas (I.1.) correspondientes a las bandas
electroforéticas de las leches de vaca, oveja y cabra (0 sus porcentajes), y

como bloque Y los porcentajes de leche de cada una de las tres especies.

» Regresiéon en componentes principales (PCR)
En la Tabla 12 se recogen los resultados de la aplicacion de la regresion en
componentes principales (PCR) a los datos de las 10 muestras de quesos,
considerando como blogue X las variables correspondientes a las bandas
electroforéticas de las leches de vaca, oveja y cabra (LI, 6 %I.1., o sumas de
%I1.) y como blogue Y los porcentajes de leche de cada una de las tres
especies. Estos resultados incluyen el nimero de componentes principales
seleccionadas mediante validacién cruzada (NC), y los valores de los
estadisticos para juzgar la bondad del ajuste tanto en calibracion [desviacion
estandar residual {s) y coeficiente de determinacién (R%)], como en prediccién
mediante validacion cruzada [error medio en prediccion mediante validacién

cruzada (RMSEP,,)]. Los datos fueron previamente estandarizados.
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Figura 18: Curvas de isorrespuesta de las intensidades integradas (l.l.) en funcion de los porcentajes de leche
en los quesos para el modelo de superficie de respuesta.
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Tabla 12. Resultados de la aplicacién de regresion en componentes principales para la
prediccion de los porcentajes reales de leche en los quesos, utilizando como variables
del bloque X las intensidades integradas (1.L.), los porcentajes de intensidad integrada
(%1.L) , y las sumas de los porcentajes de intensidad integrada, correspondientes a las

bandas de la leche de cada especie.
e R S {%LL3+%LL4)%6LLLS

. “lvaca oveja cabra vaca oveja cabra vaca oveja cabra

N [3 T3 T3 s TR T2 T
R [0976 0.977 0.985 0.947 0.954 0.977 0942 0915 0.956
s . [63 61 50 93 87 62 91 110 79

i

RMSEP,, (%) | 7.7 84 7.8 138 147 82 1240 174 10.20

RMSEP, (%) | 7.2 62 77 117 93 77 60 117 90

NC= numero de componentes utilizadas; R’= coeficiente de determinacion;
s=desviacion estandar residual; RMSEP_rror medio en prediccion mediante
validacion cruzada; RMSEP"_, = error medio en prediccion mediante validacion
cruzada para los 7 quesos de mezcla incluyendo siempre en el modelo los
quesos puros de leche de cada especie.

En la tabla observamos que los menores errores medios en prediccion
(RMSEP,) se obtienen utilizando las intensidades integradas (LI) y que
mejoran cuando se considera el RMSEP*,, de los 7 quesos que tienen en su
compaosicién leche de dos o tres de las especies, utilizando siempre para el
calculo de este modelo los quesos puros de cada especie.

En los otros dos casos presentados en la Tabla 12, es decir utilizando como
variables los porcentajes de las intensidades integradas (% L), y las sumas de
los porcentajes de las intensidades integradas (% 1.1.) de ias bandas 1 y 2,
correspondientes a leche de vaca; bandas 3 y 4, correspondientes a leche de
oveja, ¥ banda 5, correspondiente a leche de cabra, respectivamente, se
obtienen resuitados comparables a los resultados obtenidos al utilizar como
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variables las intensidades integradas (1.1.), con coeficientes de determinacion y
desviacién estandar residual (R* y s) similares, pero como se observa, los

errores en prediccion, son mayores (superiores al 8% en todos los casos).

En la Figura 19 se muestra la representacion de los porcentajes de leche de
vaca, oveja y cabra calculados (y,) (Figura 19a) y predichos por validacion
cruzada (y,,) (Figura 19b), obtenidos mediante regresiéon en componentes

principales (PCR), frente a los porcentajes reales de leche de las muestras de
queso utilizando las intensidades integradas {primer caso contemplado en la
Tabla 12).

» Regresion por minimos cuadrados parciales (PLS)

En la Tabla 13 se muestran los resultados de la aplicacion de la regresion por
minimos cuadrados parciales (PLS), incluyendo el nimero de componentes
seleccionadas mediante validacién cruzada (NC), y los valores de los
estadisticos para juzgar la bondad del ajuste tanto en calibracion: desviacién
estandar residual (s) y coeficiente de determinacion (R?), como en prediccién:
error medio en prediccion mediante validacion cruzada (RMSEPR,,) y RMSEP*,
(error medio en prediccion medianie validacion cruzada para los 7 quesos de
mezcla incluyendo siempre en el modelo los quesos puros de leche de cada
especie). En la tabla aparecen estos valores cuando se utilizan: 1) las
intensidades integradas (1.1); 2) los porcentajes de intensidades integradas (%
L) y 3) la suma de los porcentajes de las intensidades integradas de las
bandas 1 y 2, la suma de los porcentajes de intensidades integradas de las
bandas 3 y 4 y el porcentaje de intensidad integrada de la banda 5. Los dos
conjuntos de datos X e Y fueron previamente estandarizados.
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componentes principales (PCR), en funcion de los porcentajes reales de
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Tabla 13. Resultados de la aplicacion de la regresion por minimos cuadrados parciales,
para la prediccion de los porcentajes reales de leche en los quesos, utilizando como
variables del bloque X las intensidades integradas (1.1.), los porcentajes de intensidad
integrada (%L1}, y las sumas de los porcentajes de intensidad integrada,
correspondientes a las bandas de la leche de cada especie.

PR
CLL U %LL . {%LIA+%LL2) -
S S (%L L3 LLAY%LLS

. vaca oveja cabra vaca oveja cabra vaca oveja cabra

NC 5 3 8 3 3 3 2 2 2
R (0929 0941 0.941 0.949 0958 0.976 0.943 0.914 0.956
s% [ 63 60 50 92 83 62 90 110 79

RMSEPCV(%) 7.7 111 74 118 171 125 1298 1849 10.26

RMSEP', (%) | 6.5 59 62 91 74 87 94 120 841

NC= nimero de componentes utilizadas; R*= coeficiente de determinacion;
s=desviacion estandar residual; RMSEP_=error medio en prediccion mediante
validacion cruzada; RMSEP*, = error medio en prediccién mediante validaciéon
cruzada para los 7 quesos de mezcla incluyendo siempre en el modelo los
guesos puros de leche de cada especie.

En la tabla observamos que los menores errores medios en prediccion
mediante validacion cruzada (RMSEP_,), se obtienen cuando se utilizan las 5
intensidades integradas (L.I) y que mejoran cuando se considera este mismo
error para los 7 quesos que tienen en su composicion leche de dos o tres de
las especies, utilizando siempre para el calculo de este modelo los quesos

puros de cada especie (RMSEP* ).

En los otros dos casos presentados en la Tabla 13, es decir utilizando como
variables los porcentajes de intensidades integradas (% LI), y las sumas de los
porcentajes de intensidades integradas (% 1.1.) de las bandas 1 y 2, especificas
de leche de vaca; de las bandas 3 y 4, especificas de la leche de oveja y de la
banda 5, especifica de la leche de cabra, respectivamente, se obtienen
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resultados comparables a los resultados obtenidos al utilizar como variables las
intensidades integradas (LI), con R? y s, similares, pero como se observa, los

errores en prediccion, son mayores (superiores al 10% en todos los casos).

En la Figura 20a) se representan los valores calculados (y,} y en la Figura
20b) los valores predichos por validacién cruzada mediante regresion por
minimos cuadrados parcilaes (PLS), () frente al porcentaje real de leche de

las muestras de queso para el primer caso contemplado en [a Tabia 13.

El hecho de obtener los mejores resultados con las intensidades integradas de
las bandas electroforéticas, parece légico, pues como ya demostraron Amigo y
col. (1991), estas intensidades son lineales con los porcentajes de leche
presentes en la composicién del queso. Los errores superiores al 5% podrian
deberse a los quesos patrén con porcentajes de leche de cualquiera de las tres

especies superiores al 50%.

Los resultados obtenidos por PCR son comparables a los obtenidos por PLS.

Lk Aplicacidn de las distintas técnicas de regresién a la determinacién de
los porcentajes de leche de vaca, oveja y cabra, en un queso queso
elaborado con leche ultrafiltrada

La informacién aportada por los 10 quesos patrén, resulia imprescindibie para
la prediccion de los porcentajes de leche en quesos de mezcla, de
composicién desconocida, y por tanto deben estar presentes en la placa
electroforética donde se haga la separacién del queso problema. El método
electroforético empleado (IEF 3-9 en PhastSystem®) permite el analisis de
hasta 12 muestras a la vez, por lo que en un sélo ensayo, se permitiria

predecir, la composicion de dos quesos problema.

Como aplicacion de los distintos métodos de regresion utilizados, se realizo la
prediccion de los porcentajes de leche de vaca, oveja y cabra en un queso
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elaborado con leche ultrafiltrada, de composicion real: 55% de leche vaca, 15%
de leche de oveja y 30% de leche de cabra.

En la Tabla 14 se muestran las predicciones obtenidas para este queso
aplicando los distintos modelos de regresion estudiados: regresion lineal simple
(RLS), superficie de respuesta, regresién en componentes principales (PCR) y
regresion por minimos cuadrados parciales (PLS), junto con la distancia
euclidea entre el punto que representa fa composicién real y el punto que
corresponde a la composicion predicha que nos permite juzgar qué método
realiza una mejor prediccién. En todos estos casos la mejor prediccién se
obtuvo considerando tas sumas de los porcentajes de las intensidades de las
bandas propias para la leche de cada especie [(YLL1+ % L1 2}, (%L1 3+% 11
4)y % 11.5].

Tabla 14: Resultado de la aplicacion de los distintos métodos de regresion para
la prediccion de los porcentajes de leche de vaca, oveja y cabra en un queso
fabricado con leche ultrafiltrada, de proporciones conocidas (55% de leche de
vaca; 15% de leche de oveja; 30% de leche de cabra).

| Prediccion de los porcentajes
" Lechede Lechede Lechede Distancia
. Vaca Oveja Cabra
RLS 58 10 24 0.085
Superf. resp 50 18 32 0.0616
pcR 57 17 26 0.0489
PLS 57 17 26 0.0489

RLS: regresion lineal simple; PCR: regresion por componentes
principales; PLS: regresidon por minimos cuadrados parciales
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La menor distancia euclidea nos indica la mejor prediccion, que como se
observa corresponde a la regresion en componentes principales (PCR) y a la

regresion por minimos cuadrados parciales (PLS).

En la Figura 21 se representan fas curvas de isorrespuesta obtenidas para el
modelo de superficie de respuesta a partir de los quesos patrén para el queso
problema. Teniendo en cuenta que los porcentajes de las intensidades
integradas obtenidas después del analisis de las bandas electroforéticas del
queso problema fueron: % LI1.1=43.2 ; % L. 2=23.1; % LI. 3=7.4; % 11. 4= 5.0,
y % L1. 5=21.4, se pueden predecir de forma aproximada, a partir de la figura,
valores de 50, 18 y 32, para los porcentajes de leche de vaca, oveja y cabra
respectivamente. Este método se puede considerar también como un buen
método de prediccion y su utilizacidon parece ser més intituitiva, ademas la
distancia euclidea de este método es comparable a la obtenida por regresion
en componentes principales (PCR) o regresion por minimos cuadrados

parciales (PLS).

En quesos fabricados con la misma tecnologia, se debe cumplir la relacién
lineal entre intensidad y porcentaje de leche, sin embargo no tiene por qué ser
asi para un queso elaborado con distinta tecnologia. En un queso fabricado
con leche ultrafiltrada, es decir, que ha sufrido una concentracion de proteinas
de suero, lo mas probable es que no se ajuste a esa linealidad. Sin embargo
estas diferencias se corrigen utilizando para la predicciéon los porcentajes de

intensidades integradas de las bandas.
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Figura 21: Curvas de isorrespuesta de los modelos de superficie de respuesta, utilizado para la prediccion de

los porcentajes de vaca, oveja y cabra de un queso fabricado con leche ultrafiltrada a partir de los modelos de

superficie de respuesta estudiados.
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3.2.2. Estudio de la fraccion seroproteica de leche por electroforesis
capilar
Gk Seleccion de las condiciones experimentales

Uno de los principales problemas que se plantean en el andlisis de proteinas
mediante electroforesis capilar es la adsorciéon de la proteina sobre la pared de
silice del capilar. Estas adsorciones, que dan lugar a ensanchamientos de las
bandas, pérdida de resolucidn, irreproducibilidad en el tiempo de migracion y
errores en la cuantificacion, se deben principalmente a la interaccion de las
cargas negativas de los grupos silanoles de la silice con las zonas de las
proteinas cargadas positivamente. En este caso para disminuir estas |
interacciones electrostaticas se ha afadido sulfato soédico al tampédn de
separacion, de modo que los iones alcalinos cargados positivamente compiten
con las cargas positivas de |a proteina para unirse a la pared. Esto, unido a que
en las condiciones de pH estudiadas (pH 8.2} la carga neta de las proteinas
estudiadas es negativa, hace que disminuyan las adsorciones no especificas.
Ademas, hay que tener en cuenta que cuanto mayor es la fuerza idnica del
tampon, menor es el potencial zeta, menor el flujo electroosmético, y mayor la
resolucién. En la Figura 22 se muestra una mezcla de estandares de a-LA, 3-LG
B y B-LG A en concentraciones similares a las de muestras reales, realizando Ia

separacién con tampén borato 100 mM; Na,SO, 30 mM, pH 8.2.
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Figura 22 Separacidon de 1) o-LA, 2) §-LG B y 3) B-LG A. Separacion a 7 Kv
en capilar sin recubrir (75 ym de L.D.; 1=30 c¢m; L=37cm).Tampdn bérico-
borato 100 mM; Na,SO, 30 mM. Inyeccion por presion de nitrogeno (0.5 psi)
durante 2s. T2=25°C. Deteccion a 214 nm.

» Acondicionamiento del capilar
El tratamiento del capilar entre inyeccién e inyeccion tiene una influencia decisiva
sobre la reproducibilidad del tiempo de migracion. Si quedan sustancias
adsorbidas, éstas modifican la pared del capilar, y por tanto, al realizar la
siguiente inyeccidn las proteinas se encuentran en las paredes del capilar con
unas zonas hidrofobas que antes no habia, y con un capilar en el que se ha
modificado su carga, y por tanto su flujo electroosmético, de modo que varia la
adsorcién, el ensanchamiento de banda y el tiempo de migracion de las
proteinas de inyeccion a inyeccion. EI método 6ptimo de acondicionamiento del
capilar depende de diversos factores, destacando la naturaleza del tampén y de

las muestras (Tabla 15).
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Tabla 15: Coeficientes de variacion (%RSD) de los tiempos de migracion

de las prlnclpales proteinas de suero de leche pastenzada de vaca.

| 'oc-LA;' ;;* __;3-Lg_B__. pLgA
| Acondlclonamlento de capilar 4.20 4.92 5.20
" no optimlzado |

Cambio de tampon cada 4 3.38 3.61 3.87
myecciones : _:_ S

Acondlcionamlenta de capilar 2.45 2.68 2.70
optlmlzado y camblo de tampon

T|empo de mlgracion relatlvo al. 0.74 1.03 1.03

patrén .mt_erno

Concretamente con el tampén borato-sulfato sodico empleado y para proteinas
de suero de leches pasterizadas, se ha comprobado que no reutilizando el
tampon, con el fin de evitar posibles variaciones originadas por la electrolisis, y
lavando el capilar durante 2 minutos con agua, 2 minutos con NaOH 0.05 N, y
nuevamente 2 minutos con agua, secando 1 minuto con nitrégeno vy
acondicionando durante 4 minutos con tampdn de separacidn, mejora
notablemente la reproducibilidad de los tiempos de migracién, pero el coeficiente
de variacién es aun superior al 2%. Si consideramos tiempos de migracion
relativos a un patrdn, concretamente al péptido lisina-triptéfano-lisina, se logra
una mejora adicional de la reproducibilidad en ta migracion, con coeficientes de

variacién en torno al 1% o inferiores.

Al aplicar directamente ei método de lavado descrito, a las muestras de leche
cruda, se obtuvieron coeficientes de variacion para los tiempos de migracion,
superiores a los obtenidos para leches pasterizadas. Como se menciono
anteriormente el método optimo de lavado del capilar depende de la naturaleza
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de la muestra. En este caso para muestras de suero de leches crudas es
necesario introducir una etapa adicional de 2 minutos de lavado con SDS 10%,

previa a la secuencia de agua, sosa, agua.

Este hecho puede deberse a la adsorcién de algunos componentes de {a leche
cruda sobre la pared capilar. Esta hipétesis se apoya por el hecho que no se han
observado variaciones de reproducibilidad en los tiempos de migracion en el
analisis de proteinas de suero de leche cruda y leche UHT cuando la separacion
se realiza en capilares recubiertos (Cifuentes, 1993). Ademas se sabe que
existen numerosos cambios en las proteinas durante el catentamiento (Walstra,
1984), y algunos de estos cambios pueden afectar a ia estructura vy
concentracion de las proteinas bovinas de suero de forma que la adsorcion
sobre la pared del capilar sea distinta para leches sometidas a diferentes

tratamientos térmicos.

« Preparacion de la muestra
Otro parametro a seleccionar antes de proceder al analisis de muestras reales es
el método de preparacidon de la muestra. El suero lactec se obtiene por
precipitacion de las caseinas a pH 4.6, bien con HCl o con tampon acético-
acetato. Este factor tiene una marcada influencia sobre la resolucion,
observandose que con acetaio se obtienen bandas mas anchas (Figura 23a), y
siendo recomendable, por tanto el empleo de acido clorhidrico (Figura 23b) gue,
probablemente debido a un efecto de isotacoforesis, permite obtener mucha

mayor resolucion.
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Figura 23. Electroforegramas de sueros bovinos preparados por
precipitacion de las caseinas a pH 4.6 con a) tampodn acético-acetato, b)
HCI. Separacion a 7 Kv en capilar sin recubrir (75 um de L.D.; I=30 cm;
L=37cm).Tampon bérico-borato 100 mM; Na,SO, 30 mM; pH 8.2. Inyeccidn
por presion de nitrogeno (0.5 psi) durante 2s. T?=25°C. Deteccion a 214 nm.
Identificacion de picos: 1) Patrén interno (Lys-Trp- Lys); 2)a-LA, 3) p-LG B,
4) B-LG A.

« Estudio de posibles interferencias con otras proteinas lacteas
Ademas de las proteinas principales del suero, hay otras seroproteinas como
inmunoglobulinas (lg) y lactoferrina (LF) que pueden estar presentes en el suero.
Para la puesta a punto del método, tanto desde el punto de vista cualitativo,
como cuantitativo, se han estudiado las posibles interferencias de estas

proteinas de lactosuero (Figura 24). La mayor concentracion de IgG en leche es
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Figura 24: Electroforegramas de a) mezcla 1:1 de suero bovino e IgG
bovina (10 mg/ml), b) LF bovina (10 mg/ml) y ¢) LF bovina (8.9 mg/ml).
Condiciones de separacion iguales a las descritas en la figura 23.
Identificacion de picos; 1: Pl Lys-Trp-Lys; 2: a-LA; 3: B-LG B; 4: B-LG A.
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de 0.7 mg/mi (Larson, 1992). En Figura 24a se muestra un suero lacteo al que
se e ha adicionado IgG bovina (10 mg/ml) en proporcién 1:1. Se puede
observar que 1a IgG no interfiere con a-LA, B-LG B, ni 3-LG A. Por otra parte, si
existiera una gran concentracion de LF, su pico podria solapar parcialmente con
el de B-LG A. Sin embargo, la concentracion de LF en leche cruda de vaca es
menor de 0.2 mg/mL (Sanchez, 1992) y el pico de LF solo es detectable, en las
condiciones presentadas, en concentraciones del orden de 8 mg/mL. La Figura
24b) muestra una concentracion de LF de 10 mg/mL, y la Figura 24¢) 8.9
mg/mL de LF, mientras que concentraciones menores no permiten observar la
proteina, hecho que puede ser debido al fendmeno de adsorcién no especifica
sobre la pared del capilar mencionada anteriormente, debido a su pl, cercano a
8. Al pH del tampon de separacidn, pH 8.2, habria una elevada proporcién de LF
con carga positiva neta, que favoreceria las interacciones con los grupos

silanoles cargados negativamente.

¢ Cuantificacion.
Para poder utilizar el método con fines cuantitativos, estudiamos la relacién
existente entre el area de pico medido a 214 nm y la concentracién de cada
proteina para una mezcla de estandares de [as proteinas de suero [acteo. Tanto
para las mezclas de estandares como para las muestras, la inyeccion se realizé
por presidn para evitar la influencia de la matriz de 1a muestra sobre la cantidad
inyectada, influencia que tiene lugar cuando la inyeccion se realiza por
electromigracion. Para compensar las posibles variaciones debidas al volumen
de inyeccién, las areas se calcularon como valores relativos al area de pico del
patron interno, el péptido Lys-Trp-Lys. Para realizar el ajuste, al igual que para
cuantificar las muestras, empleamos los valores de 4rea corregida, gue tienen en
cuenta que en electroforesis capilar el area de pico depende de la velocidad a la

que migra la muestra a través de la ventana de deteccion.

Encontramos que para cada una de las proteinas fa relacion entre la

concentracion y el &rea relativa corregida se ajusta a una recta (Tabla 16).
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Tabla 16: Curvas de calibrado del area relativa corregida frente a la
concentracion de proteinas de suero estandar en una mezcla de patrones.

T nANGooe-d__ T L .
smrreina CONCENTRACION oo .~
PROTEINA 0 om) . PENDIENTE  ORDENADA s OV
R R - ENELORIGEN
LA 46-128 184x10%  -0.0815  0.0795 1.77
S o (9.96 x 10"  (0.0380)°

pLgA 16-256 1.78x10%  -02260  0.2458 1.63
SR (8.90 x 10  (0.1177 )

 pLgB | 19.5-312 157 %10 ° 03578 02548 165
) | (7.57 x 10°Y  (0.0041)°

*: Error estandar para la pendiente;”: Error estandar de la ordenada en el
origen; s: Desviacion estandar residual; CV: Coeficiente de variacion.

[k Contenido en §-LG A y B y o-LA de leche de vaca de diferentes
razas por electroforesis capilar.
El método de electroforesis capilar para las proteinas de suero, realizado en
capilares sin recubrir, se aplicd para la determinacion del contenido en B-LG Ay
B y a-LA en leches individuales de vacas de las razas Holstein, Fleckvieh y

Menorquina.

Los datos existentes en la bibliografia para diferentes razas indican una
influencia del genotipo de B-LG sobre el contenido total de esta proteina en la
leche (Jakob, 1994). Puesto que las B-LG, seguidas por la a-LA son los
componentes mayoritarios del suero lacteo, su concentracion influye

decisivamente sobre el contenido proteico del lactosuero.

Las relaciones lineales obtenidas entre las areas relativas de picos corregidos y
la concentracion de las proteinas de suero individuales mediante mezclas de

proteinas estandar, se emplearon para determinar el contenido en proteina de
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12 muestras de leche de cada una de las razas Holstein y Fleckvieh, que
presentan genotipos de 3-LG AA, BB y AB (Figura 25) y en 12 muestras de la

raza Menorquina, para las que no se observo el genotipo BB.

AU
0.08 -

0.04 4

0.00 -

0.04 - b

L

0.02

0.00 -

0.04

0.02

0.00 -

0 5 10 15 min

Figura 25: Electroforegramas de sueros de leche de vaca de la raza
Fleckvieh, con diferentes genotipos para la p-LG: a) 3-LG AA, b) p-LGBB y
c) B-LG AB. Condiciones de separacion iguales a las descritas en la figura
23. Identificacion de picos; 1: Pl Lys-Trp-Lys; 2: o-LA; 3: B-LG B; 4: B-LG A.

99



Resultados y discusion

De este modo, y analizando cada muestra por duplicado, se observé (Tabla 17)
que existen, como es sabido, grandes diferencias entre individuos incluso de una
misma raza y con un mismo genotipo, para cada una de las tres razas
estudiadas.

Tabla 17. Concentracion de las proteinas de suero principales en
leche de 3 razas bovinas frente al genotipo de B-LG.

~ Raza . Genotipo  Concentracién (mg/100 ml)
Bl 1A pie s(eLA+pLG)

AA 10000 33642 436.12

| n=4  (17.36) (17.77)  (15.28)

oo | BB 12150 25481 376.21

Fleckvieh | 4 (1423) (679) (8.29)

AB 99.08 32289  422.03

n=4  (782)  (7.05) (7.17)

AR 8589 27679 36267

n=4  (123)  (6.27) (4.49)

. BB 8082  154.88 235.70

Holsteln .\ 4+ {31y (@70 (10.26)

AB 7554 24892 32445

n=4  (572) (1561)  (13.10)

AA 9806 31970 41776

| =4 (1179 (1178)  (1147)

Menorquina
BB 9129 31193  40.3.20
N4 (34 (1289) (1219

* Los numeros entre paréntesis indican

El mayor contenido total de B-LG corresponde a las muestras con genotipo AA
de esta proteina, estando asociado el menor contenido en B-LG total con el
genotipo BB en aquellas razas en que éste se ha encontrado, y siendo,
lbgicamente, intermedio el contenido para la poblacion de individuos

heterozigoticos (Figura 26a). Para un mismo genotipo, podemos observar que
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las muestras de leche de la raza Holstein presentan una concentracion de B-LG

total inferior a la de las otras dos razas.

El genotipo de una proteina puede estar relacionado con la cantidad producida
de otra proteina. Uno de los ejemplos mejor conocidos es el mayor contenido en
caseinas existente en leches con genotipos B-LG BB en relacién a otros
genatipos de esta proteina (Jakob, 1994). At estudiar el efecto del genotipo de -
LG sobre el contenido en a-LA (Tabla 17) del suero lacteo observamos que al
contrario de lo que ocurria para el contenido en B-L.G total, el contenido de a-LA
no depende del genotipo de B-LG (Figura 26b), obteniéndose para la raza
Fleckvieh una mayor concentracion de a-LA asociada con el genotipo BB de j3-
LG, al contrario que para las muestras de Holsiein, donde las diferencias entre
genotipos no son significativas, y en todo caso la media del contenido en a-LA,

es mayor en la poblacién de genotipo AA.

Por otro lado, las poblaciones de muestras homozigdticas de B-LG AA
presentaron un mayor contenido en proteinas mayoritarias de suero, incluyendo
como tales a-LA, B-LG B y B-LG A, que las poblaciones heterozigéticas AB, y
éstas que las homozigdticas BB, siendo maxima la diferencia para la raza
Holstein, y mostrandose un menor efecto para las otras dos razas. En la tabla se
muestra también que la raza Holstein es la mas pobre en proteinas de suero
lacteo.

Los elevados coeficientes de variacion obtenidos para el contenido de proteina
en leche de vaca para un genotipo y una raza dados y el menor contenido en
proteina en general, observado para la raza Holstein, pueden ser debidos a otros
factores que no sea la influencia del genotipo de B-LG, como pueden ser la
estacion del afio, el estado nutricional, la edad, el estado de salud, etc. (Ng Kwai
Hang y col, 1987)
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Figura 26: Contenido total en B-L.G a) y en a-LA b) para los diferentes
genotipos de B-LG de la leche de vaca de las razas Holstein, Fieckvieh y

Menorquina.

102



Fraccion seroproteica

Como se ha visto la concentracion de B-LG en la leche de las diferentes razas
puede estar relacionada con el genotipo de 3-LG. Esto parece indicar que en las
glandulas mamarias bovinas hay una mayor expresion del alelo B-LG A que del
alelo B-LG B. Para comprobar esta hipétesis se ha determinado qué proporcién
de B-LG en el suero lacteo era debida a cada uno de los alelos A y B en vacas
heterozigotas. El diagrama de barras de la Figura 27 cotrobora claramente la
hipétesis, al poner de manifiesto que tanto para la raza Holstein, como para la
Fleckvieh y ia Menorquina, el aielo A produce un mayor porcentaje de la 3-LG
total existente en la leche de vacas heterozigoticas AB, habiéendose encontrado
diferencias significativas (p<0.05) para las cantidades de B-LG producida por

cada alelo.
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Figura 27: Porcentaje de -L.G A y B en la leche de vaca de las razas
Fleckvieh, Holstein y Menorquina con genotipo AB para la B-LG
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Otros autores han obtenido resultados similares, si bien ain existe cierta
controversia sobre el tema (Jakob, 1994). No esta claro a qué es debida la
mayor velocidad de biosintesis de una variante genética que de otra de una
misma proteina. Se sabe que mientras que los cambios en la estructura de la
proteina sélo pueden ser debidos a mutaciones producidas en los exones
codificantes, los efectos sobre la cantidad de proteina sintetizada pueden estar
producidos por mutaciones en cualquier area del gen (Grosclaude y col, 1985).
El efecto observado acerca de la cantidad de B-LG producida debe ser un efecto
directo del gen, puesto que la tendencia observada es la misma para todas las

razas.

(s Estudio de los perfiles electroforéticos de leche de oveja,

vaca y cabra
La fraccidn seroproteica de las diferentes especies analizadas por CE muestran
perfiles electroforéticos caracteristicos (Figura 28), como se habia comprobado
por ias técnicas electroforéticas convencionales. En la figura existe una notable
diferencia en las unidades de absorbancia en los ejes de ordenadas para cada
especie debido a! diferente contenido en seroproteinas que posee cada una de
ellas. Como se muestra en la figura (Fig 28a) el método permite la separacion de
las variantes genéticas de la B-LG de vaca. Las seroproteinas de oveja y de
cabra se comportan de diferente forma que las de vaca. Este método,
desarrollado para proteinas de suero bovinas proporciona peor reproducibilidad
de los tiempos de migracion, cuando se aplica a otras especies. Este hecho
puede ser atribuido a la diferente naturaleza de la matriz y a las diferencias de la
secuencia aminoacidica en las distintas proteinas de cada especie. Algunos de
estos residuos podrian contribuir a que la proteina quedase absorbida sobre la
pared del capilar, disminuyendo el flujo electroosmdtico. L.a migracion més lenta,
habitualmente va acompafada por una pérdida de resolucion, siendo incluso
posible observar ias dos variantes genéticas de la -LG de oveja. Sin embargo,
en este caso, los tiempos de andlisis se hacen demasiado largos para

aplicaciones préacticas y la reproducibilidad es baja.
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Figura 28: Electroforegramas de sueros de leche de a) vaca, b) oveja y c)

cabra. condicionesde separacion iguales a las descritas en la figura 23,
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3.3. FRACCIONAMIENTO Y ESTUDIO DE LA FRACCION PEPTIDICA EN
QUESOS DE OVEJA, VACA Y CABRA

El extracto hidrosoluble, que contiene los elementos de bajo peso molecular,
en los quesos estudiados, es una fraccién rica en péptidos y aminoacidos.
Estos Gltimos parecen ser los componentes mas influyentes en el sabor y sus
efectos sinérgicos, normalmente, con las sales minerales pueden tener un gran
efecto (Tamura y col., 1989). El andlisis de esta fraccidn aporta informacion
sobre la influencia de la composicién del queso en las peculiaridades de su

aroma y sabor.

3.3.1. PEPTIDOS DE PESO MOLECULAR INFERIOR A 10 000 D.

El analisis por cromatografia de liquidos de alta eficacia en fase inversa (RP-
HPLC) y electroforesis capilar (CE} de la fraccion de nitrégeno soluble en agua
(WSNF) de los quesos fabricados con leche pura de oveja, vaca y cabra dieron
como resultado perfiles peptidicos muy complejos (resultados no mostrados)

por lo que se procedio a su fraccionamiento para facilitar el estudio.

(& Fraccionamiento por peso molecular e hidrofobicidad
Para simplificar el analisis y, puesto que la fraccion soluble en agua del queso
consiste en una mezcia heterogénea de péptidos, aminoacidos y proteinas de
suero, los péptidos y las proteinas de elevado peso molecular se separaron
utilizando Centricon® con una membrana de tamafio de corte de 10 000 D de
peso molecular, obteniendo asi la fraccion de nitrogeno soluble en agua de
quesos (WSNF), de peso molecular menor de 10 000 D. La Figura 29 muestra
la separacion por RP-HPLC y CE de aminoacidos y péptidos presentes en esta

fraccién para quesos de leche de vaca.
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Figura 29: Analisis de la fraccion de nitrégeno soluble en agua de peso

molecular inferior a 10 000 D {(WSNF < 10 000 D) de un queso de leche de
vaca por HPLC y CE. (Deteccion a 214 nm).

Comparando estas técnicas se observa que ambos métodos proporcionan
separaciones eficaces. El estudio de la reproducibilidad del tiempo de analisis
demostré que los coeficientes de variacion de la CE eran superiores a los
obtenidos por RP-HPLC, y que la sensibilidad, calculada como la sefial / 3
veces el ruido era tres veces mejor con HPLC; sin embargo, la separacidon
mediante CE fue mucho mas rapida (30 min.) que por RP-HPLC (90 min.).
Estos resultados concuerdan en cuanto a reproducibilidad, sensibilidad y
rapidez con anteriores estudios sobre la aplicacion de CE y HPLC para la
separacion y cuantificacion de péptidos y proteinas lacteas (Colburn, 1992;
Cifuentes y col.,1993).

Las separaciones por CE se llevaron a cabo con capilares recubierntos para
minimizar la adsorcién de los péptidos a la pared del capilar. Se seleccioné un
tampén de separacidén con un pH de 2.5, puesto que en estas condiciones los
peplidos quedan cargados positivamente y, consecuentemente, todos migran
en direccién al cadtodo. Hay que tener en cuenta que en capilares recubiertos et

flujo electroosmético es practicamente nulo.
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Aunque e! fabricante advierte que valores de pHs muy Acidos podrian afectar
al recubrimiento del capilar, se hicieron aproximadamente 200 inyecciones y
solo, en la parte final del electroforegrama se observaron ligeras variaciones en

los tiempos de migracion y pequefias perdidas en la eficacia de separacion,

Los perfiles de RP-HPLC y CE del WSNF < 10 000 D seguian siendo
complejos, si bien ya mostraban algunas diferencias segun el origen de la
leche (vaca, cabra y oveja). Unicamente los aminoacidos aromaticos Tyr, Phe y
Trp, y los picos mayoritarios estaban presentes en iodos los casos. Para
conseguir una interpretacién mas sencilla de estos perfiles se realizé un
fraccionamiento del WSNF < 10 000 D para los diferentes quesos usando
cartuchos Sep Pak C18.

Cada una de las seis fracciones eluidas del Sep Pak C18 con diferentes
porcentajes de acetonitriio (AcN) fueron analizadas mediante CE. En
comparacion a la WSNF < 10 000 D total, los electroforegramas presentaron
peor resolucién y variaciones en el tiempo de migraciéon (Figura 30a). Se
observd que este efecto era mas acusado cuanta mayor era la proporciéon de
AcN en la elucién del Sep-Pak, por lo que se pensd que estos resultados
estaban causados probablemente por la presencia de diversos iones y AcN en
la matriz de la muestra. Para averiguar si el AcN o los iones presentes eran los
responsables de este comportamiento andmalo, antes de realizar la separacién
por CE se elimind por liofilizacién el eluyente organico y el residuo fue
reconstituido con agua. Eliminado el AcN, la resolucién y la calidad de la linea

base mejoraron notablemente (Figura 30b).
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Figura 30: Electroforegramas de la fraccion de nitrégeno soluble en agua
de peso molecular <10 000 D, eluido de un cartucho Sep-Pak con 30 % de
acetonitrilo (con 0.1% de TFA) de un queso de vaca (a), y la misma
fraccion reconstituida en agua despues de eliminacién del acetonitrilo

por liofilizacion (b). (Deteccion a 214 nm).

De igual modo eliminado el AcN de la matriz de las muestras, se obtuvieron de
nuevo tiempos de migracién reprodtcibles. Probablemente, el AcN disminuye
la conductividad y la constante dieléctrica de 1a muestra con lo que la carga de
los péptidos se modifica durante la separacion y esto acarrea los efectos no
deseados. Otros autores han identificado fenémenos parecidos, indicando que
la presencia de un modificador organico en la disolucion de la muestira puede

afectar al comportamiento migracional de los analitos (Crabtree, 1994)
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Lk Analisis mediante cromatografia de liquidos y electroforesis capilar de
las diferentes fracciones obtenidas

Para los tres tipos de queso (de vaca, de oveja y de cabra) tanto en la fraccién
no retenida como en la fracciéon eluida con TFA al 0.1% en agua no se
observaron picos. Las otras cuatro fracciones eluidas con 0.1% TFA en 10, 20,
30 y 100% de AcN en agua con 0.1% TFA, se muestran en las Figuras 31, 32
y 33. Comparando los perfiles cromatograficos y electroforéticos de las
fracciones Sep-Pak C18, junto con el examen de la absorbancia a 214 y 280
nm de los componentes principales, se consiguieron identificar algunos picos
de CE. El analisis paralelo mediante ambas técnicas sefala que los
componentes separados en Sep-Pak C18, en base a su diferente
hidrofobicidad, presentan légicamente polaridades similares en el caso de RP-
HPLC, mientras que sus movilidades electroforéticas varian mucho, lo que
quiere decir que los péptidos de hidrofobicidad parecida son completamente
diferentes entre si en cuanto a ia relacion carga/masa.

Las fracciones eluidas con AcN ai 10, 20, 30 y 100% (AcN siempre con 0.1%
TFA) tienen los mismos picos mayoritarios en los tres tipos de queso (Figuras
31, 32 y 33) pero cada tipo de de queso presenta un perfil peptidico
caracteristico. Los picos mayoritarios que se obtuvieron de las fracciones
eluidas a partir de cartuchos Sep-Pak C18 con 10% de acetonitrilo
correspondian a los aminodcidos Tyr y Phe y un péptido hidrofilico que no
presentaba absorbancia a 280 nm (sefialado como 1 en las Figuras 31, 32 y
33). Este pico, presenta una absorbancia a 214 nm dos veces menor en el
queso de leche de oveja que en los quesos de leche de vaca y cabra.
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Figura 31: Anadlisis de las fracciones de nitrogeno soluble < 10 000 D de

un queso de leche de vaca, eluidas con 10, 20 30 y 100% de acetonitrilo
en agua (con 0.1% de TFA) por HPLC y CE. (Deteccion a 214 nm).
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Figura 32: Analisis de las fracciones de nitrégeno soluble < 10 000 D de

un queso de leche de oveja, eluidas con 10, 20 30 y 100% de acetonitrilo
en agua (con 0.1% de TFA) por HPLC y CE. (Deteccion a 214 nm).
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En la elucion con 20% de AcN aparecieron tres nuevos picos, junto a los
anteriormente citados. El primero en la secuencia de elucion de RP-HPLC fue
identificado como Trp (por comparacién con el tiempo de retencién del patrén y
con el cromatograma obtenido a 280 nm). El segundo pico propio de esta
fraccién, sblo se encontrd como mayoritario en el queso de leche de oveja (2
en la Figura 32), no pudiendo comprobar su ausencia o presencia en los
quesos de leche de vaca y cabra, pues no absorbia a 280 nm. El dltimo de
ellos (3 en las Figuras 31, 32 y 33) estaba presente en los quesos de leche de
las tres especies. Las fracciones eluidas con acetonitrilo al 30% tenian unos
tiempos de retencion en RP-HPLGC entre 34 y 60 minutos, pero eran las que
mas heterogeneidad presentaban en CE. En esta fraccion uno de los picos
principales presentaba absorbancia a 280 nm (4 en las Figuras 31, 32 y 33).
Por ltimo, las fracciones unidas mas tenazmente al cariucho, eluidas con
acetonitrilo al 100%, mostraron dos picos principales para el queso de leche de
vaca (b y 6 en la Figura 31) y uno en el caso de quesos de leche de cabra y
oveja (6 en las Figuras 32 y 33). En los tres tipos de queso aparecia este pico
(6) con absorbancia a 280 nm que presentaba, bajo estas condiciones
experimentales, una movilidad electroforética muy similar a la de la Phe. En
general, los perfiles electroforéticos muestran que las fracciones de queso de
leche de cabra son mas complejas, excepto para ia fraccidbn que eluye con
100% de AcN, presentando mayor cantidad de péptidos que las fracciones de

los quesos de leche de vaca y oveja.

El calculo de los tiempos de retencién de RP-HPLC frente a los tiempos de
migraciéon de CE permite mosirar el caracter complementario de estas dos
técnicas puesto de manifiesto por el escaso coeficiente de correlacion de la
curva de regresion (r =0.0128). Este aspecto ya ha sido comentado por otros
autores (Grossman y col.,1989; Cobb y Novotny, 1989) y podria representar un
indice de calidad sobre la combinacién de CE y RP-HPLC aplicada a la

caracterizacién de alimentos (Moore y col.,1996).
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3.3.2. Analisis de fracciones peptidicas de peso molecular inferior a
1 000 D.
L& Fraccionamiento por cromatografia de gel permeacion (GPC)

Existen numerosos solventes en la bibliografia para la extraccién de
compuestos nitrogenados del queso de bajo peso molecular: soluciones de
Acido fosfotungstico (Reiter y col, 1969), &cido tricloroacético y etanol (Reville y
Fox, 1978) y mezclas metandlicas (Lluemieus y al., 1989). Kuchroo y Fox,
1982, han comparado varias técnicas de homogeneizacion y parametros como
temperatura, duracion de la homogeneizacién, relacion queso/agua y el
empleo de varios reactivos para la precipitacion selectiva para optimizar la
separacion. Bican y Spahni (1991), mostraron que una extraccién acida con un
solvente que contenga 1% de NaCl, 1% de TFA, 5% de &cido férmico y 1N
HCI, es la aproximacion mas prometedora para el aislamiento de compuestos
nitrogenados de bajo peso molecular. Sin embargo, ninguno de estos métodos
descritos en la bibliografia, permitia el andlisis sensorial de las distintas
fracciones, por lo que para este tipo de estudios la obtencién de WSNF < 1000
D con agua es el método mas apropiado. La fraccion soluble en agua es muy
compleja y su fraccionamiento por cromatografia es necesario para medir la
importancia organoléptica de cada uno de los constituyentes del gusto, en
particular aminodcidos y péptidos, si bien la forma éptima de abordar el
estudio, seria la de introducir las fracciones purificadas en un queso-base,
determinar la secuencia de los péptidos aislados por espectrometria de masas
e identificar los componentes volatiles de la fraccidén soluble en agua (Salles y
col., 1995).

Los métodos que como la GPC, se basan en la separacion por tamafio
molecular, han sido frecuentemente empleados para el aislamiento de
fracciones peptidicas de distintos alimentos. Aston y GCreamer (1986)
fraccionaron el WSNF del queso Cheddar con Sephadex G-15, Lemieux y col.
(1989), aislaron fracciones astringentes y amargas también de queso Cheddar
con un gel TSK-G 2000 SW, Dale y Young (1989) separaron compuestos de

115



Resultados y discusion

bajo peso molecular en cerveza con Sephadex 1LH-20 , mientras que Gonzalez
de Llano y col. (1991) separaron compuestos nitrogenados en Sephadex G-10.
El principal interés de la GPC es la posibilidad que ofrece para la elucién con
agua.

lL.a fraccion total de nitrégeno soluble en agua fue ultrafilirada, antes de su
fraccionamiento por GPC, obteniendo asi el WSNF < 1 000 D, para eliminar los
péptidos de mayor tamano, que ademas son los que estan mas relacionados
con el sabor amargo, y por tanto una de las causas de rechazo de los
alimentos (Lemieux y Simard, 1992). La mayoria de las caseinas y péptidos de
alto peso molecular podrian ser eliminados por precipitacion a pH 4.6, sin
embargo es preferible la ultrafiltracidon para no introducir en las muestras

ningdn compuesto en ias muestras que no sea agua.
El perfil cromatografico obtenido del WSNF <1 000 D de un queso Manchego

comercial, se muestra en la Figura 34, donde se pueden observar las 7

fracciones recogidas.
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Absorbancia (214nm)

)

—— —— o —— ——— . (s Kb S o S S S

Figura 34: Cromatograma de GPC de la WNSF < 1 000 D de un queso
Manchego.

Lk Analisis de las fracciones obtenidas por cromatografia de gel
permeacion

En alicuotas de estas 7 fracciones recogidas se determiné la concentracion de

fones y aminoacidos, se obtuvo el perfil peptidico y se relacioné con los

resultados obtenidos por analisis sensorial.

En la Figura 35 se muestra la concentracion en g/kg de queso de Ca®, Na', K,
fosforo inorganico y CI. donde se observa que el mayor contenido total en
iones, lo presentan las fracciones 4 y 3 seguidas por la 2 y la 1. Esto explica
gue los picos 2-4 no pudiesen ser mejar resueltos, porque carresponden a las
fracciones que contienen la mayor parte de los iones (Salles y col., 1995). En
la fraccion 5 so6lo se encontré6 Ca® y CI y en las fracciones 6 y 7
exclusivamente CI' , siendo su concentracion en las tres fracciones no

significativa.
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Figura 35: Suma de las concentraclones (g/Kg de queso) de Ca™, Na’, K,

CI'y fésforo inorganico en las 7 fracciones recogidas.

El contenido en iones es importante pues el gusto de una fraccion puede
resultar del efecio sinérgico de varios componentes, normalments
interacciones de los iones con aminoacidos y con péptidos de bajo peso
molecular. Es evidente gue compuestos como el NaCl, aun en concentraciones
no muy elevadas, influyen en el desarrollo cel sabor y la textura que se
desarrolla durante la maduracion (Aston y Creamer, 1988). Este es uno de los
problemas gue presenta el andlisis de estas fracciones por cromatografia, la
pérdida de sabor debido a Iz separacion de componentes con efeclos
sinérgicos. Por ejemplo, Biede y Hammond (1879) comprobaron mediante
analisis sensorial gue la cromatografia de intercambio i6nico alteraba
sustancialmente las propiedades organolépticas de las diferentes fracciones,

debido fundamentalmente a la eliminacion del Ca™ y Mg™.
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Debido a la influencia del contenido en aminoécidos sobre el aroma y sabor del
queso, se realizo la determinacién de aminoacidos libres en las 7 fracciones
(Tabla 18).

Tabla 18. Composicién en aminodacidos libres (mg/l) de las fracciones recogidas
de GPC.
FR.1 FR.2 FR3 ~ FR4  FRS5 FR6 FR7

Asb 24477 361860 7204
Glu 88005 1216140 12447

Asn 2240.15
‘Ser 114.18
Gin 1023.31 |
Glv 646,72 |
Thr 538.24
n-Ala 1968.58
Tvr 207.66 __129.62
Gaba __ 1357.27
a-Aba 575.42
Met 2324.02
~Val 145838 3841.33
Trp 93.44 150.56
Phe 3504.35 _ 23.41
lle 3630.20
Leu ' 5254 6772.50
_Lys 3286.61 _ 1225.50

Otras alicuotas de las 7 fracciones fueron analizadas por RP-HPLC, a 214 nm
y a 280 nm. En ia Figura 36 se muestran los cromatogramas de las 4 primeras
fracciones y en la Figura 37 los perfiles cromatograficos de las fracciones 5, 6
y 7. Se determiné el porcentaje de péptidos hidréfilos e hidréfobos de las dos
fracciones estudiadas con mayor contenido en péptidos, tomando como punto
de divisién el minuto 20 del cromatograma, que corresponde al Trp. En la
fraccion 1 predominan los péptidos hidréfilos (83.15%) mientras que la fraccion
2 presenta mayor porcentaje de de hidréfobos (61.96%).
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Figura 36: Cromatogramas de las fracciones 1-4 del WSNF < 1 000 D obtenidas por GPC. a) fraccion 1; b) fraccion 2

(téngase en cuenta la diferente escala); c) fraccion 3 y d) fraccién 4.
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Figura 37: Cromatogramas de las fragmiones 5-7 del WSNF < 1 000 D obtenidas por GPC. a) fraccion 5; b) fraccion 6 y ¢)

fraccion 7.
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En la Tabla 19, se muestran los resultados del andlisis sensorial y su
correlacion con la presencia de los aminoacidos y la concentracion de iones

anteriormente descritos.

Tabla 19. Datos mas significativos del analisis de a WSNF <1 000 D

~ AAMAYORITARIOS  IONES  %PEPTIDOS ~ ANALISIS

| - (mg/Kg queso) H'_Wé;?”  SENSORIAL

_Fnj | Glu, Asp 476 1685 UMAMI
FR2 Glu, Asp 8 500 61.96 ACIDOy

| AMARGO
FR3 Asn, Gin, Val, Lys, a-Ala 11300 SALADO
FR4 | Met, Val, lle, Leu, Lys 16 000 SALADO
FR5 Tyr, Phe 150 AMARGO
FRG Tyr, Phe 100 AMARGO
FR7 | Trp 66 AMARGO

De esta forma se puede afirmar que las fracciones 1 y 2 estan formadas
principalmente por péptidos, pues sélo fueron determinados Asp y Glu como
aminoacidos libres y el perfil peptidico muestra un elevado nimero de picos. La
presencia de residuos Asp y Glu se relaciona con el sabor "umami” cuando
estan presentes en péptidos (Roudot-Algaron, 1996). Este intenso sabor fue
detectado por el panel de expertos catadores en esta fraccion. Aunque os
sabores amargos poco deseables de los quesos han sido asociados
tradicionalimente con los péptidos hidréfobos determinados en columnas de
fase inversa (Cliffe y col., 1989), existen estudios que han demostrado que
tanio los péptidos hidrofébos como los hidrofilos pueden ser amargos (Lee y
Warthesen, 1996), y que los componentes que proporcionan mas sabores al
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queso son probablemente muy hidrofilos y con unos pesos moleculares
correspondientes a tripéptidos o secuencias mas pequefias ain (Engels y
Visser, 1994), que por RP-HPLC seran eluidos rapidamente. La fraccion 1
predominantemente hidréfila, efectivamente tiene un sabor intenso. La fraccién
2 también esta formada principalmente por péptidos y tiene gran concentracién
de residuos Asp y Glu libres que posiblemente contribuyan a intensificar el
sabor, pues el Glu, aun en concentraciones muy pequefias, es un potenciador
del sabor (Aston y Creamer, 1986), asi esta fraccion fue catalogada en el
andlisis sensorial como 4cida y amarga con una intensidad muy fuerte. La
fracciéon 3, que presenta un perfii péptidico mas sencillo, probablemente esté
formada por aminoacidos libres, debido a las elevadas concentraciones en que
se han encontrado, siendo ios mas relevantes Asn, GIn, a-Ala, Val y Lys.
Todos estos aminoacidos proporcionan sabores insulsos, ligeramente
amargos, excepto la Gin que tiene un sabor acido-dulce (Roudot-Algaron,
1996). La fraccion 4 esta compuesta por los aminoacidos libres, Met, Val, lle,
Leu, Lys, entre los que habria que destacar Met y Leu muy implicados en el
sabor general de un queso (Aston y Creamer, 1986). Estas dos Ultimas
fracciones, en las que se percibe sabor salado, se ven influidas por una
concentracion elevada de iones, que como se ha comentado anteriormente,
diversifican los sabores. Por Ultimo, las fracciones 5 y 6, estan constituidas por
dos unicos aminoacidos libres, Tyr y Phe {ambos amargos) y la fraccién 7 tiene

exclusivamente Trp (también amargo).
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3.4. EMPLEO CONJUNTO DE TECNICAS DE SEPARACION Y METODOS DE
INMUNORRECONOCIMIENTO.

3.4.1. Inmunocromatografia
La puesta a punto de inmunoensayos cromatograficos se aborda con el fin de
eliminar la lentitud, laboriosidad, baja reproducibilidad y dificultad de
automatizacion que suponen las etapas de incubacién y lavado realizadas en los

inmunoensayos clasicos y de aumentar la sensibilidad.

Lk Construccién y empleo de la columna de anti-B-LG bovina
En la columna de B-LG-Affi-Prep 10, se inyecté el antisuero anti-B-LG-bovina
desarrollado en oveja. Una vez eluida la fraccion no retenida del antisuero,
quedan en la columna los anticuerpos especificos anti-B-LG-bovina que se
eluyen en tres fracciones (Figura 38}, de las que la primera, que contiene los
anticuerpos que eluirian en la fase de deteccidon del andlisis y la tercera, con los

anticuerpos de mayor afinidad se descartan.

Se comprueba que en la segunda fraccién, a pH 2.5, eluyen la mayor parte de
los anticuerpos anti-B-LG-bovina, empleandolos para construir la columna de

anti-B-LG-bovina (punto 2.4.7 de Materiales y Métodos).

Con el anti-B-LG-bovina desarrollado en oveja purificado, se preparé la columna
2.1 mm de diametro interno empleando como soporte Affi-Prep Hz, que consiste
en grupos hidrazida unidos covalentemente a un polimero a través de un
espaciador neutro de 10 atomos. Los grupos hidrazida reaccionan con los
grupos carbohidrato de los anticuerpos previamente oxidados a aldehido,
formando enlaces hidrazona. Puesto que los carbohidratos se encuentran en la
region constante (Fc) del anticuerpo, los paratopos, es decir las zonas del
anticuerpo que reconocen a los epitopos, no se ven modificados y quedan
orientados hacia el exterior. De este modo se facilita el reconocimiento antigeno-

anticuerpo, al contrario de lo que ocurre con ofros métodos de unién de
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proteinas no especificos para anticuerpos, donde el acceso a los paratopos

puede quedar impedido.
0.8
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Figura 38: Purificacion de anti-p-LG-bovina (desarrollado en oveja) en una
columna (-LG-Affi-Prep 10. Fase mdavil TBS (Tris Buffer Saline). Flujo

0.5ml/min.

La columna se instaldé en un sistema cromatografico que incluia 3 valvulas. La
valvula 1 se empleaba para la introduccion del sustrato y del agente de
desorcién; la valvula 2 permitia interrumpir el flujo a través del capilar, o que
facilita el cambio de fase movil a un elevado flujo sin distorsionar la columna y
permite ademas realizar incubaciones en el interior del tubo capilar, y por Gltimo,
la valvula 3 provista de una espira que se empleaba para la introduccién de la
muestra, del segundo anticuerpo y del tercer anticuerpo marcado. A la salida de

esta valvula se conectaba la columna. En este sistema se determinaron los
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valores experimentales éptimos para el fiujo de fase mévil (0.2ml/min), capacidad
de la espira de la valvula de inyeccién (1 ml) y volumen de inyeccion del sustrato
(1.3 ml). Para eliminar las adsorciones no especificas en la célula del detector se
introdujo una valvula adicional (V4), como se muestra en la Figura 39,
comprobandose que tras sucesivas reutilizaciones se producia pérdida de la

capacidad de carga de la columna.

Los ensayos inmunocromatograficos realizados han puesto de manifiesto la gran
dependencia de la estabilidad de la columna de inmunoafinidad con su
naturaleza. Los resultados publicados con columnas de otra naturaleza
empleando las mismas soluciones de union, deteccion y desorcion empleadas
por nosotros, indican la posibilidad de utilizar una misma columna para mas de
1000 andlisis. En otras ocasiones se ha indicado que las columnas que
contienen anticuerpos se deterioran con rapidez, por lo que es necesario
continuar los estudios para determinar el origen de la inestabilidad de la
columna. Los ensayos realizados han demostrado las ventajas que un sistema
de flujo con la posibilidad de incorporaciéon de diversas valvulas tiene para llevar

a cabo las etapas de incubacién y tavado.

3.4.2. Western blotting
Ademas de la pérdida de capacidad de carga observada en las columnas
inmunocromatograficas, estos sistemas presentan ofra limitacion que es
inherente a su modo de actuacion. Al igual que ocurre en los inmunoensayos
clasicos los anticuerpos de la columna reaccionan con las moléculas que
tienen epitopos comunes originando reacciones cruzadas. Los métodos, que
como el Western blotting, incluyen una etapa de separacién deben permitir
distinguir las B-LG de diferentes especies, que reaccionan con un mismo

anticuerpo.
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Figura 39: Disefio de la instalacién cromatografica con 4 valvulas preparada para el desarrollo de un método ELISA en
columna.
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Asi pues, los métodos de Western blotting que combinan una separacion
electroforética, PAGE o IEF, y un inmunoensayo enzimético, parecen ser
idéneos para la detecciéon de pequefios porcentajes de leche de vaca (a través
de las B-Lg bovinas) en quesos fabricados con leche de otras especies. En un
primer paso se realiza la separacién electroforética de las proteinas del suero
de queso, donde las B-LG de distintas especies quedan separadas por
electroforesis o isoelectroenfoque. En segundo lugar, se obtienen menores
limites de deteccién de B-Lg por la elevada sensibilidad de las reacciones

enzimaticas.

Gk Especificidad del Western blotting

Se realizaron una serie de experimentos previos, para determinar la efectividad
del método de Western blotting para detectar -L.g nativa y desnaturalizada en
leche de vaca. Las B-Lg de leche de vaca se desnaturalizan con calor; segun la
duracion y la temperatura del tratamiento, pueden unirse a las micelas de Ia
caseina o agregarse entre ellas para formar productos poliméricos (Dalgliesh,
1990). En aquellos métodos en que la B-lg sélo se analiza en la fraccion
soluble a pH 4.6, la p-Lg asociada a la fraccién caseinica no podria ser
detectada, proporcionando estimaciones inferiores a las reales o faisos
negativos. Ademas, cuanto mas intenso sea el tratamiento térmico, mas
cantidad de B-Lg sera desnaturalizada y mas susceptible sera de pasar a la

fraccion caseinica.

En la Figura 40 se muestra una membrana de transferencia tras las etapas de
inmunorreconocimiento y reaccién enzimatica de las bandas separadas
mediante isoelectroenfoque de leche de vaca sometida a diferentes
tratamientos térmicos. Las calles 1 a 4 corresponden a la fraccion soluble a pH
4.6 de leches de vaca cruda, pasterizada, UHT y esterilizada. En las calles 5 a
8 se representan para estas mismas leches las fracciones que contienen p-LG

desnaturalizada (B-LG DN) la cual fue obienida mediante ia solubilizacion de B-
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LG de la fraccién caseinica. Tal y como se observa, los anticuerpos anti-p-Lg
bovina reaccionan tanto con la B-LG nativa como con las B-Lg procedentes de

la fraccion caseinica o $-LG DN.

Figura 40: Membrana de Western blotting después de IEF (con gradiente
de pH 3-9) de leches de vaca sometidas a diferentes tratamientos
térmicos. Calles 1 a 4: fraccién soluble a pH 4.6; calles 5 a 8: fraccion
solubilizada de las caseinas. Calles 1 y 5: leche cruda; calles 2 y 6: leche
pasterizada; calles 3 y 7: leche UHT; calles 4 y 8: leche estéril.

En la membrana se observa que el punto isoeléctrico de las B-LG nativas
difiere ligeramente de las 3-LG DN, habiendo sido observada esta diferencia
entre la forma nativa y la forma desnaturalizada de una proteina en casos
similares. Ademas, la B-LG DN es liberada de su unidbn a las caseinas
empleando p-mercaptoetanol y el pH al que las cadenas de una proteina se
liberan se ve afectado por las propiedades del medio.
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En la Figura 40 se pone de manifiesto que cuanto mas intenso es el
tratamiento térmico mayor es el contenido en B-1.G DN y menor en B-LG nativa.
El resultado positivo observado en la calle 5, correspondiente a leche cruda de
vaca, podria deberse a la presencia de B-LG residual en la fraccion de las
caseinas. Makinen-kiljunen y Palosuo (1992) usando un método ELISA
encontraron un 5% de B-LG en un patrén comercial de «-CN. En la calle 8,
donde aparece la B-LG existente en la fraccién caseinica de leche esterilazada,
se observa una débil sefal si se compara con el resto de las leches; esto
puede deberse a la alteracion de algunos epitopos del antigenc causada por la
desnaturalizacién. En un estudio realizado por Kaminogawa y col. (1993), con
anticuerpos monoclonales anti-p-LG, observaron que algunos de ellos
reaccionan preferentemente con B-LG nativa mientras que otros muestran
reacciones mas fuertes con (-LG desnaturalizada. Este mismo estudio
demuestra que el calor induce un cambio conformacional en la B-LG
empezando por una regién ordenada al azar seguida por el cambio de la
estructura de la a-hélice. Por lo tanto, parece factible que durante un
tratamiento térmico severo se produzcan meodificaciones en la estructura
secundaria de determinadas regiones polipeptidicas de la B-LG que alteran el

reconocimiento entre el antigeno y el anticuerpo policlonal.

Estos ensayos se realizaron tanto con antisueros comerciales como con los

proporcionados por el Prof. Calvo, obteniendo resultados similares con ambos.

L& Sensibilidad del método

Con el fin de evaluar la sensibilidad del método se utilizaron diferentes
concentraciones de B-LG AB bovina en agua. Se analizaron mediante Western
Blotting alicuotas de 1pulL, sometidas a IEF o PAGE nativa, procedentes de una
serie de diluciones, desde 5 a 500 pg/L, de B-LG sin tratar y de B-LG calentada
a 90°C durante 15 minutos (Figura 41). Se comprobé que los anticuerpos

reaccionaban con ambos tipos de B-LG, pero los limites de deteccidn
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resultaron diferentes para la nativa y la desnaturalizada, hecho que era de
esperar por los cambios producidos en los epitopos de los antigenos a

consecuencia de la desnaturalizacion.

Figura 41: Membranas de Western blotting de diferentes concentraciones
de p-lactoglobulina AB bovina patrén entre 5 y 500 pg/l. En la zona
superior de la figura, muestras de p-lactoglobulina nativa, a) después de
PAGE nativa y b) después de IEF. En la zona inferior de la figura,
muestras de p-lactoglobulina calentada a 90 2C, 15 minutos, c) después
de PAGE nativa y d) después de IEF.

El examen visual de la membrana de nitrocelulosa permite detectar hasta 10
po/uL de B-LG nativa que corresponderia a 10 pg de -LG bovina en 1 L de
leche. Para la g-LG DN el limite de detecciéon es 5 veces mayor. La sensibilidad
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del método es ligeramente menor que la detectada por Levieux y Venien
(1992) usando un ELISA sandwich con dos anticuerpos monoclonales, uno de

los cuales era especifico para -1.G bovina.

Lk Deteccion de B-Lactoglobulina nativa y desnaturalizada en quesos

En cuanto a la deteccidon de B-1.G nativa y desnaturalizada en quesos, la Tabla
22 muestra los resultados del analisis de 58 muestras de quesos efectuado
mediante |[EF de la B-LG aislada de la fraccibn caseinica, seguido de
reconocimiento inmunolégico con antisuero comercial anti-p-LG bovina. Como
se indica en Materiales y Métodos, las muestras procedian de gquesos
elaborados a partir de leche de oveja, de cabra, de cabra y oveja o de cabra,
oveja y bufata fabricados con diferentes tecnologias y con distintos grados de
maduracién; que contenian cantidades variables (de 0 a 5%) de leche de vaca
pasterizada o UHT, o bien proteinas de suero de leche de vaca
desnaturalizadas. Las 58 muesiras de quesos eran muestras ciegas, de las
gue no se conocia la cantidad de leche de vaca anadida cuando se realiz6 el
analisis. El contenido real se proporciond posteriormente por el Grupo V1.D1
de Expertos de la Leche y Productos Lacteos de la Unién Europea. La
estimacién visual de la intensidad de las bandas se hizo comparandoia con la

obtenida para los quesos patrones.

Comparando los resultados experimentales con los reales se obtuvo, como se
muestra en la Tabla 22 un 100% de concordancia entre el contenido real y fa
estimacién visual para aquellas muestras de queso que contienen cantidades
superiores al 1% de leche de vaca ahadida, independientemente del
tratamiento térmico al que habia sido sometida la leche o si se habian
adicionado proteinas de suerc desnaturalizadas, siendo tambiéen independiente

la tecnologia de fabricacion y el tiempo de maduracién del queso analizado.
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TABLA 22. Western blotting de p-LG bovina aislada de la fraccién caseinica

para la deteccion de adulteraciones en queso.

TATEEITECSE oo Acemos

VACAANADIDA ; S _ [%\ R
- -{n)
‘Leche pastérizada' 4 >>*1 100
5% | LecheUHT 4 = 100
Prot. suero DN 8 >>1 100
| Leche pastérizada 3 >>1 100
2:3% ] Leche UHT -4 >>1 100
L Prbt.:-suerd.DN-. -5 >>1 100
_ »

1.5% | Leche UHT 1 >1 100
. _ Leche pasterlzada 4 >1 50
1% | Leche UI-lT 3 =1 100
~ | Prot. suero DN 3 >1 33.3
Leche pasterlzada 6 <1 100
0- 5% Leche UHT - 10 <t 100
Prot. -suef_b D_Ni 8 <1 83.3

* >>1 equivale a una estimacion del 2% en adelante

Los resultados obtenidos por estimacion visual de la membrana de
nitrocelulosa y el contenido real de las muestras de queso se corresponden
exactamente para las muestras con un contenido en leche de vaca inferior al
1%, siempre que esta leche de vaca fuese pasterizada o UHT, y sélo se
cometid un error en el caso de muestras que contenian proteinas de suero
bovinas desnaturalizadas a las que se les asigno erroneamente un contenido
del 1% en proteinas de suero bovino desnaturalizada para esa muestra de
queso cuando en realidad era del 0.5%. La adulteracion realizada con un 1%
de leche bovina UHT se determind con un porcentaje de aciertos al 100%,
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mientras que se cometieron algunos errores en la asignacién visual para
contenidos del 1% de leche de vaca pasterizada o proteinas de suero
desnaturalizadas. Estos errores podrian deberse a que para las muestras que
tenian ahadidas proteinas de suero previamente desnaturalizadas o adicién de
leches pasterizada, la proporcién de B-LG que se une a las micelas de caseina

seria muy pequena.

Teniendo en cuenta estos resultados, se llevé a cabo un estudio para
comprobar si los ensayos podrian ser mejorados mediante el analisis de B-LG

nativa en la fraccion soluble a pH 4.6.

En la Figura 42 se muestran los resultados obtenidos por Western blotting de
la fraccion soluble a pH 4.6 de quesos con leche bovina pasterizada (Figura
42a), leche bovina UHT (Figura 42b) y proteinas de suero bovino
desnaturalizadas afadidas (Figura 42c). Las placas se realizaron mediante la
combinacién de PAGE nativa y reconocimiento inmunolégico con antisueros
comerciales policlonales. A la vista de la membrana se pudo comprobar que la
a-La bovina y 1a seroalblmina no presentan reacciones con el antisuero anti-B-
LG bovina.

En la Figura 43 se muestran los resultados del Western blotting aplicado a la
fraccién solubilizada de las caseinas (3-LG DN) para muestras de queso a los
que se habia afadido leche pasterizada de vaca (Figura 43a), UHT (Figura
43b) o proteinas de suero bovino desnaturalizadas (Figura 43c).. El Western
blotting se realizé mediante la combinacion de |EF y reconocimiento

inmunolégico con antisuero comercial policlonal.
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Figura 42: Membranas de Western blotting de PAGE nativa de la fraccion soluble a pH 4.6 de A) quesos con leche
pasterizada de vaca afadida, correspondiendo los siguientes porcentajes a las calles 1 a B respectivamente: patrén 0%,
patron 1%, patrén 3%, 1, 0, 5, 3 y 50%; B) quesos con leche UHT de vaca anadida, correspondiendo los siguientes
porcentajes a las calles 1 a 8 respectivamente: patron 0%, patron 1%, 0, 1, 5, 2, 0.5 y 50% C) quesos con proteina de suero
desnaturalizada de leche vaca, afiadida, correspondiendo los siguientes porcentajes a las calles 1 a 8 respectivamente:
patrén 0%, pairon 1%, 0.5, 5. 2, 0, 1 y 50%. Las flechas sefialan las p-lactoglobulinas bovinas. La aplicacion de la muesira

se realiza en el catodo (parte superior de la figura).
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Figura 43: Membranas de Western blotting de IEF (gradiente de pH 3-9) de la fraccion solubilizada de las caseinas de A)
quesos con leche pasterizada de vaca afadida, correpondiendo los siguientes porcentajes a las calles 1 a 8
respectivamente: 0, 1, 3, 5, patréon 1%, patron 0%, 3 y patron 3%, B) quesos con leche UHT de vaca afadida,
correspondiendo los siguientes porcentajes a las calles 1 a 8 respectivamente: 50, patron 0%, patrén 1%, 0.5, 2, 1,5y 0 C)
quesos con proteina de suero desnaturalizada de leche vaca, anhadida, correspondiendo los siguientes porcentajes a las
calles 1 a 8 respectivamente: patron 0%, patrén 1%, 0.5, 5, 2, 0, 1 y 50%. Las flechas senalan las f-lactoglobulinas

bovinas. La aplicacion de la muestra se realiza en el catodo (parte superior de la figura).



Empleo conjunto de técnicas de separacion e inmunologicas

Tanto la Figura 42 como la 43 ponen de manifiesto la importancia de una
etapa previa de separacion (PAGE o IEF) antes del reconocimiento
inmunoldgico, por las reacciones cruzadas entre las B-L.G ovinas y caprina con
el antisuero anti-p-L.G bovina. Estas reacciones cruzadas, debidas a la gran
homologia entre las B-LG de diferentes especies, suponen un impedimento
para todos aquellos métodos en los que no esté incluido una etapa de
separacion. En estos casos, utilizando un sélo anticuerpo, no es posible la
discriminacion de diferentes especies. Para las técnicas de Western blotting,
las diferencias en la movilidad electroforética o en el punto isoeléctrico de las
B-LG de vaca, cabra y oveja permiten determinar la presencia de B-L.G bovina.
En ia Tabla 23 se muestra la estimaciébn de B-LG por Western blotting
incluyendo los resultados de las Figuras 42 y 43.
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ABLA 23. Estimacion del porcentaje delleche o proteina bovinas afiadida por estimacion visual de

la B-LG bovina por Western blotting.

| o - PORCENTAJEESTIMADODE N
--g«f:oi}i?;f | LECHE PASTERIZADA _LECHEUHT _ o 'PROTEiNAfBE'SQFBQ*::
ANADIDA (1) @ 1) - {2). ( * DN
0o NB? NB NB NB . NB ne |
05 | <1 NB NB <t < NB i
1. 4 7% ?7 =1 =1 ?? 1
2 = > 1 >1 > 1 > 1 > 1 > 1 I
5 >>* 1 >> 1 >> 1 >> 1 >> 1 >> 1 I

(1) Por analisis de [a B-Lg de la fraccion soluble a pH 4.8.

(2) Por andlisis de la B-Lg de la fraccion solubilizadade las caseinas.
' Desnaturalizada

? Bandas no observadas

* Estimacién visual imprecisa

* Estimacién muy superior de 1.
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Esta Tabla pone de manifiesto la importancia de la fraccion elegida para
determinar B-LG, en funcién del tratamiento térmico de las proteinas bovinas.
Comparando las adulteraciones realizadas en queso con leche pasterizada y
UHT, observamos que al igual que ocurria para las muestras de leche, cuanto
menos severo es el tratamiento térmico, mayor es la cantidad de B-LG
presente en la fraccién soluble a pH 4.6; en cambio, la cantidad de 3-LG de la
fraccion caseinica se ve incrementada con una mayor intensidad del
tratamiento térmico. Por tanto, para la adulieracidn hecha con leche
pasterizada de vaca, no es necesario aislar B-LG a partir de la fraccién
caseinica, ya que con el Western blot de la fraccién sérica es posible detectar
menos de un 1% de leche de vaca afiadida. Si la adulteracion ha sido
realizada por la adicién de leche bovina UHT resulta mas conveniente analizar
la B-LG aislada de |a fraccion caseinica. La adulteracién de queso por adicion
de proteinas de suero desnaturalizadas depende de la forma de inclusion de
estas proteinas al queso, ya que dependiendo de su estado, un mayor ©
menor porcentaje de ellas podrian asociarse con la fraccion caseinica. Si la
desnaturalizacién de las proteinas de suero se produce antes de ser anadidas
a la leche que se emplea en la elaboracion del queso, la asociacién con las
caseinas durante la fabricacién del queso sera escasa. La adulteracién en
estos casos se podria detectar por Western blot de la fraccién soluble a pH
4.6, donde se puede detectar menos de un 1% de proteinas desnaturalizadas

anadidas al queso.

En los quesos con leche de bufala afiadida la deteccién de B-LG bovina es
mas complicada. Las B-LG de leche de bufala también dan reacciones
cruzadas con el antisuero anti-3-LG bovina y ninguno de los métodos
electroforéticos empleados proporciona una buena resolucion para la g-LG de
bufala y la B-LG B bovina, debido a que los puntos isoeléctricos y la movilidad
electroforética de las pB-LG de ambas especies son muy similares (Di Luccia y

col., 1994). Sin embargo, la adulteracion se puede observar a través de la B-
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LG A bovina, que no se solapa con ninguna proteina propia de la leche de
bafala.(Figura 44).

Figura 44: Membrana de inmunoblot de PAGE nativa de la fraccion
soluble a pH 4.6 de quesos elaborados con leche de oveja, cabra y bufala
(1:1:1) (excepto en la calle 6 que corresponde a un suero de leche
bovina) conteniendo, de las calle 1 a la 8 respectivamente) los siguientes
porcentajes de leche UHT de vaca: 0% (patron), 1% (patrén), 1, 5, 0.5, 100,
2 y 0%. Las flechas indican la 3-L.G de bufala y la 3-LG B de vaca.

En la practica para realizar un analisis de adulteracion de un queso con leche
bovina de origen desconocido, se recurriria a un Western blot de la fraccién
soluble a pH 4.6. Si la adicién se ha producido con mas de un 1% de leche de
vaca este método permitiria determinar el origen de la misma; sin embargo, si

no se observan bandas de B-LG seria necesario confirmar si no ha habido
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adulleracion o si ésta corresponde a la adicion de un porcentaje menor al 1%
de leche de vaca UHT, Para confirmar este punto se haria un Western blotting

de la i-LG-DN aislada de las caseinas.

Todas las muestras, ademas de por Western blotting, fueron analizadas por el
Método Oficial de Referencia Los resultados obtenidos por Western blolling
para muestras qgue contienen leche de vaca pasterizada o UHT anadida
mediante esle procedimiento coinciden plenamente con |08 resultados
obtenidos por el método oficial de referencia medianie la deteccion de vy, y v,
caseinas, aungue este Ultimo método no permile detectar la adicion de
proteina de suero desnaturalizada bovina. En la Figura 45, se muestra una
placa de isoelectroenfoque en geles ultrafinos, realizado segun este metodo.

Figura 45: Placa de isoelectroenfoque en geles ultrafinos de la fraccion
caseinica de quesos de leche de XXXX. con leche de XXXX afiadida. Calle 1:
patrén 0% calle 2: patran 1%:; calles 3-7; quesos con X,X,X,X ¥ X% de leche XXX
afiadida; calle B: caseina de leche de vaca.
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Como se observa, las vy, y y,caseinas de leche de vaca permiten su
diferenciacion de las vy, y y,-caseinas de leche de oveja y cabra. En la placa se

muestran quesos elaborados con leche xxx, a los que se habia afiadido xxx.

Gk Validacion del método y certificacion del material de referencia

El método se ha validado analizando 14 muestras ciegas de cuajadas con un 0
4 un 1% de leche de vaca afiadida, ademas de dos muestras de cuajada con 0
y 1% de leche de vaca afadida respectivamente. Estas muestras fueron
preparadas en el Instituto de Materiales de Referencia y Medidas (IRMM) de la
Unién Europea, formando parte de un Proyecto Europeo para certificacion de
cuajadas de leche de oveja y cabra con 0 y 1% de ieche de vaca. Las muestras
fueron anlizadas por Western blotting y por isoelectroenfoque en geles ultrafinos
obteniendo los mismos resultados, que coincidieron plenamente con los
proporcionados con posterioridad por el Instituto de Materiales y Medidas de
Referencia. El porcentaje de aciertos obtenidos, tanto por el método de Western

blotting como por el método de las y2-CN fue del 100%.
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Conclusiones

1. Las técnicas electroforéticas mono y bidimensionales, aplicadas al estudio de la
fraccion caseinica de quesos de leche de vaca, oveja y cabra permite la
caracterizaciéon de los mismos, al presentar cada especie perfiles electroforéticos
diferentes. La electroforesis capilar, proporciona una separacion rapida de las
caseinas y sus productos de degradacién en leche y queso, habiéndose
identificado estos componentes en quesos de leche de oveja y cabra.

2. Las técnicas de regresién multivariante: regresiéon en componentes principales y
por regresién por minimos cuadrados parciales, permiten la determinacién de
porcentajes de leche de vaca, oveja y cabra en quesos de mezcla, obtiendo
errores medios en prediccidén en torno al 6%.

3. El meétodo de electroforesis capilar puesto a punto en este trabajo, permite la
separacion y cuantificacion de las principales proteinas de suero de leche de vaca,
en tiempos inferiores a 12 minutos. Con este método se ha observado que el
genoctipo de B-lactoglobulina influye en el contenido total de seroproteinas de la
leche.

4. Los perfiles peptidicos de los quesos de leche de vaca, oveja y cabra, son
caracteristicos para la leche de cada especie. El analisis de la fraccién del
nitrogeno soluble en agua de pesc molecular inferior a 1 000 D, en quesos de
oveja, permite correlacionar la presencia de determinados aminoacidos e iones con
el aroma y sabor del queso.

5. El método de Western blotting desarrollado, permite la deteccion de leche de
vaca en quesos de leche de oveja, cabra, bdfala, o sus mezclas,
independientemente del tratamiento térmico que haya sufrido la leche o proteinas
bovinas con las que se haya cometido la adulteracién, con limites de deteccidon de
10 pg/uL para B-lactoglobulina nativa bovina y 50 pg/uL para p-lactoglobulina
desnaturalizada bovina.

6. Con este metodo de Western blotting se han detectado niveles de adicion de
leche de vaca pasterizada, UHT o proteina de suero bovino desnaturalizada,
inferiores al 1% en quesos fabricados con leches de oveja, cabra y bufaia y sus
mezclas, elaborados con diferentes tecnologias.
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