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1. INTRODUCCION



1.INTRODUCCION

Aungque en el contexto de la produccién lactea mundial 1la
leche de oveja ocupa el tercer lugar, después de las de vaca y
blifala, en algunos paises mediterraneos ha alcanzado una
importancia econdémica considerable debido a la aceptacidn de los
productos elaborados, principalmente queso. El1 queso de oveja
presenta unas caracteristicas organclépticas muy apreciadas y
alcanza precios en el mercado superiores a los del queso de vaca.

La produccién lactea ovina en Espafia tiene tres origenes:
rebahos especializados, razas de doble aptitud leche-carne con
ordefio opcional y razas no lecheras donde la eventualidad del
ordefic depende del momento del destete o sacrificio de 1los
corderos, del estado de los pastos y de la predisposicién de los
pastores asalariados para ordefiar; existen 4 areas principales

gque se dedican a la produccidn de leche de oveja:

Castilla-Ledn: razas Churra y Castellana.
- La Mancha: raza Manchega.
- Norte: raza Lacha.

Extremadura: raza Merina.

En Espafia la produccidén de leche de oveja se elevd en 1990
a 320 millones de litros, lo gque la sitta entre los principales
productores europeos, detras de Turquia, Italia, Grecia, Rumania
y Bulgaria, y en tercer lugar entre los paises de la Comunidad
Europea.

Debido a las cotas impuestas por la CE a la produccidn
lechera bovina y a la gran competencia a que estan sometidos los
productos lacteos espaholes elaborados con leche de vaca en el
contexto europeo, en los Gltimos afios la leche de oveja en Espafa
ha tomado un nuevo auge; prueba de ello es el notable incremento
(67%) en la produccidédn desde 1980 a 1990 (tabla 1.1).



Tabla 1.1. Produccién (millones de litros) y destino de la leche
de oveja en Espafia desde 1980 a 1990. (Tomada del MAPA, 1991).

Produccibén Consumo Consumo

ANos total directo industrial
1980 191 | 183
1983 236 7 229
1984 2318 7 231
YO8 324 5 219
1986, oo, U 245 6 239
1987.......... TR 23 3 230
1988 . 263 2 261
1989 ... [ USUT 276 2 273
1990 } 320 2 318

Tal y como puede apreciarse en la tabla 1.1, de la leche de
oveja producida en Espana durante 1990 se destind mas del 99% al
tratamiento industrial. De los productos lacteos elaborados con
leche de oveja destacan principalmente los quesos y, entre ellos,
los elaborados con Denominacién de Origen (Caja, 1991).

En la tabla 1.2 se recogen los quesos elaborados en Espana
a partir de leche de oveja s6lo o con mezcla de leche de vaca y
cabra. A estos quesos habria que afiadir otros guesos artesanales
de produccidén reducida pero de caracteristicas muy apreciadas,
como el Queso Sequrefio (elaborado con leche de oveja Segurefa),
Y que posiblemente en un futuro se incluyan en el catalogo de
Quesos de Espafia.



Tabla 1.2. Quesos espafioles elaborados con leche de oveja.
(Tomada de Sanchez-Belda y 8é&nchez-Trujillano, 1986).

Denominacién

4

S

Composicién

§

Ovejn con

PPﬂ???PN—T

29.
30.
k1B
32,
33,
4.
15,
lé.
3.
8.
)9,
40,
41,
42,

S

Avila

. Andévalo

Aralar

Bogajo

Burgos

Burriana
Cabrales
Calahorrs (de la)
Carranzana
Castellano

. Entzia
. Galdar
. Gamonedo

Gaztazarra

. Gorben

Grazalema
Herreno

. Huelva
. Tbiza

Idiazabal

. Lebeia

. Mahon

. Majorero
. Manchego
. Orbaiceta

Ordufia

. Oropesa

Palmero
Pedroches
Puzol
Quesucos
Roncal
Serena

Serrat

Torta del Casar
Treviso
Tronchon
Tupi

Urbasa

Veyos (de los)
Villalon
Zamorano

+ o+ 4+ o+ 4

+ + 4+ + 4

+

+

+ + + + o+

+ 4+ o+ o+ o+

+

+
+

i

>

e

+ l Cabra

B

Fresco

Blando

Caractensticas
g
e§[33] § ‘? o
a 7] B [F 9 &
+ ¢ 0,§-3 | Abumado
¢ 1,2-1.5
+ < 1,5-2,5 | Ahumado
¢ 1,5-2
¢ 1 -2
¢ I -1.5
+ < 2 -5
+ ¢ 2 ]
d 0,8
+ e 2 -35
+ ¢ 1,5-2 Ahumado
+ d 0,5-1
+ ¢ -5
Contenido en tarro
+ < 0,5-1
+ ¢ 2 -}
+ d 1 -1,5 | Abumado a rayas
+ c 1 -1,5 | Impregnado aceite
+ c/b 1 -2 |Atado para colgar
+ c 1,5-2 Ahumsdo
€ 0.3-1
+ [ 2 4
+ ¢ 1 -1,5
+ ¢ 2,5-3.5
+ e 1 -5
+ [ 1,5-2,5 | Abhumado
+ < 1,5-2
+ ¢ I -1,5 | Abhumado
+ < 1,5-23
d 0,2-0.5 [ Cazoleta
d 0,1-0,2
+ c 1.8-2
ci i1,06-1,5
. ¢ 2 2,8
ci 1 -LS
+ ¢ 2]
+ ¢ 0,5-1.5 | Escudillado
Contenido en tarro
+ c 1,5-2,5
+ ¢ 2 -25
c/d 0,5-2
+ [ 2 -2J_J

Claves: ¢: Cilindrica: d: Discoidal; ci: Cilindrica aplanada y contorno irrcgular; p: Paralclepipeda (cantos y angulos
redondeados); c/b: Cilindrica en barra.




1.1, COMPOSICION Y PROPIEDADES DE LA LECHE DE OVEJA.

1.1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA LECHE DE OVEJA

Assenat (1991) resume las caracteristicas generales de la
leche de oveja en los siguientes puntos:

- En la observacidn visual, la leche de oveja es de color
blanco nacarado, semejante a la porcelana. Su opacidad vy
viscosidad es mayor que la de las leches de vaca y de cabra.

- La leche de oveja es especialmente rica en grasa y
proteinas. Asi, para cantidades iguales de leche, con la leche de
oveja se obtiene un rendimiento gquesero muy superior (aproxi-
madamente el doble) al de la leche de vaca.

- La acidez de la leche de oveja, expresada en grados
Dornic, se sitl@a en el intervalo entre 18 y 22.

- La leche de oveja tiene un olor sui generis, caracteristi-
co del animal que la produce, aunque es relativamente débil en la
leche recogida en buenas condiciones.

- La leche de oveja tiene una resistencia especialmente
elevada a la proliferacidn de bacterias en las primeras horas,
que se debe atribuir, en parte, a la actividad inmunolégica
tipica de esta leche. A esto se aflade el alto contenido en
minerales de la leche de oveja, que implica una capacidad tampén
claramente superior a la de la leche de vaca, lo gue representa
una ventaja clara a su conservacién; en cambio puede ser un
inconveniente para el tratamiento de esta leche fresca ya que
ofrece una resistencia mayor a las fermentaciones l&acticas.

- La leche de oveja produce una cuajada dura, mucho mds gue
la que haria suponer la relacidn entre los rendimientos queseros
de la leche de vaca y de oveja (en promedio 1:2).

- Los productos gqueseros obtenidos de la leche de oveja
tienen ciertas particularidades en su aspecto y sabor. La pasta
es, en general, mas blanca gue la obtenida con leche de vaca y es

menos frecuente la aparicién de sabores amargos, hecho que se



atribuye a la menor susceptibilidad de las caseinas ovinas a la
proteoclisis. Los sabores tipicos y més intensos que tienen 1la
mayor parte de los quesos de leche de oveja se deben principal-
mente a la materia grasa: los triglicéridos de la leche de esta
especie tienen una mayor proporcién de acidos grasos de cadena
corta en comparacidén con la leche de vaca; asi, destaca una
proporcién particularmente alta de 1los A&cidos caprilico vy
caprico.

1.1.2. COMPOSICION MEDIA. FACTORES DE VARIACION

Dado que la produccién de leche de oveja se limita a muy
pocos paises, los datos que conciernen a su composicién no son
tan abundantes como los publicados para leche de vaca.
- La tabla 1.3 recoge los intervalos de composicién media de
leche de oveja. La composicién de la leche de esta especie estda
influida por distintos factores, semejantes a aquellos gue
afectan a la composicién de la leche de vaca (Judrez, 1985);
estos factores son fundamentalmente la raza, el estado de
lactacioéon, el estado sanitario, la alimentacidn, la estacién del
afioc y, en general, las técnicas de manejo y explotacién del
ganado lechero, entre las que se incluyen los sistemas de ordefio
(Nafiez, 1989).

Tabla 1.3. Intervalos de composicién media de leche

. 4 ? b de j
recogidos de la bibliografia. (Tomada de Juidrez Y Ramos, 1822??
[~

Solidostotales (%) _____ 158-234

Grasa (%) 454 -126

Proteinas (%) 43-677

Caselnas (%) 4,27 - 4 51

Lactosa (%) 419 -525

Cenizas (%) 0,79 -0,95




Es necesario puntualizar que la curva de produccién anual de
leche de oveja depende del sistema de explotacién. En sistemas
extensivos la leche se produce en primavera y verano; en sistemas
mixtos entre Octubre y Julio y, en sistemas intensivos el periodo
de produccidén puede abarcar casi todo el afio. El efecto de la
estacionalidad de la produccién en la composicidn de la leche de
oveja ha sido estudiado por Askar y col. (1984) guienes han
observado que la leche producida en invierno contiene un mayor
porcentaje de sb6lidos totales, grasa y cenizas y menor contenido
en sdélidos no grasos y proteinas, ademas de valores superiores

para el pH.

1.2. VARIANTES GENETICAS DE PROTEINAS LACTEAS

Con la expresién "variantes genéticas de proteinas lacteas"
se definen las formas genéticas de cada proteina con diferente
composicién de aminodcidos. Existe ademds un polimorfismo no
genético debido a distintos grados de glicosilacidén o fosforila-
cidén de las cadenas peptidicas.

Desde 1955 en gque Aschaffenburg y Drewry descubren la
existencia de polimorfismo en una proteina lactea, la B-Lg, han
sido muchas las investigaciones que se han llevado a cabo en este
tema, fundamentalmente en leche de vaca. Actualmente se sabe que
las principales proteinas de la leche se presentan bajo 2, 3, 4
6 5 formas genéticas. Las variantes se designan con letras
mayisculas (A, B, C, D y E). Existen individuos homocigotos (AA,
BB, CC, etc.) gue producen una sola variante; por el contrario,
la leche de los individuos heterocigotos contiene una mezcla de
dos variantes (AB, AC, BC, etc.).

Las variantes de una proteina se distinguen por minimas
diferencias de composicidén. En general, se trata de la sustitu-
cibébn de 1 6 2 aminocacidos en las cadenas peptidicas. A veces hay

una delecidn, es decir, falta un fragmento en una cadena. Cuando



las variaciones originan un cambio en la carga neta de 1la
molécula se pueden detectar aplicando métodos electroforéticos;
son los progresos de estos métodos analiticos los que estan
permitiendo descubrir nuevas variantes genéticas.

Se ha comprobado que en algunos casos las variaciones no dan
lugar a cambios en la carga de la molécula: son las denominadas
"yvariantes silenciosas", cuya deteccidn parece posible mediante
técnicas de HPLC ("High Performance Liquid Chromatography") (Fox,
1992).

En los udltimos afios se estan perfeccionando los métodos
inmunolégicos para su aplicacién a la identificacidn de proteinas
lacteas. Los inmunoensayos han demostrado ofrecer ventajas sobre
los métodos convencionales ya gque ademas de su sencillez de
ejecucidédn permiten la cuantificacidén; en esta linea Rodriguez y
col. (1990) han aplicado la técnica ELISA a la deteccién de leche
de vaca en leche y quesos de oveja.

Recientemente, mediante la técnica PCR ("Polymerase-
catalyzed Chain Reaction") se han analizado las secuencias de ADN
de sangre y semen para su aplicacidén a la investigacién de
pelimorfismos genéticos l&cteos (Fox, 1992).

El polimorfismo de varias proteinas puede depender de loci
estrechamente ligados o confundidos sobre los cromosomas. Esto se
ha demostrado para las caselnas @, y B por el estudic de la
descendencia de toros heterocigotos: el padre no transmite todas
las combinaciones posibles a su descendencia (Grosclaude, 1979).

En general en las especies estudiadas se ha descrito una
mayor heterogeneidad para las caseinas que para las seroproteinas
lacteas. Ribadeau-Dumas (1988) explica este hecho aduciendo que
durante la evolucidn las caseinas solamente han conservado las
caracteristicas que les permiten ser secretadas en la glandula
mamaria, formar micelas y ser f&cilmente degradadas en el tracto
digestivo; la evolucidn de las seroproteinas ha sido mas lenta ya
gue tienen una funcidn bioldégica determinada perteneciendo cada



una de ellas a una familia de proteinas: la de la lisozima para
la a-La y la de las proteinas capaces de transportar pequefios
ligandos hidrofébicos para la B~Lg. La a~-La ha perdido residuos
caracteristicos asociados a la catdlisis de la lisoczima, pero ha
adquirido nuevos sitios de unidn para la galactosil-transferasa
y, probablemente, iones calcio. La funcién de la B-Lg parece
estar relacionada con el transporte de retinol (Godovac-Zimmer-
mann y col., 1985; Godovac-Zimmermann y Braunitzer, 1987) y, debe
haber conservado durante la evoluciédn tanto los residuos de
aminodcidos involucrades en la unién al retinol como los
asociados a interacciones con un receptor.

Las investigaciones sobre variantes genéticas de proteinas
lacteas tiene un gran interés tecnclégico, ya que han demostrado
ejercer una clara influencia sobre las propiedades de la leche
relacionadas con el tratamiento térmico y la aptitud quesera de
la nisma.

Por otra parte, el estudio de las variaciones genéticas
lacteas es interesante desde el punto de vista genético y 1la
seleccién del ganado. Sin embargo aln existen muchas lagunas y
preguntas abiertas con respecto a este tema. Por ejemplo, no se
sabe si el predominio de un determinado tipo genético es el
resultado de mutaciones recientes o bien estd en relacién con
otras caracteristicas base de la seleccidn en zootecnia (confor-

macién animal, produccidn de carne, etc.).

1.2.1. VARIANTES GENETICAS EN PROTEINAS DE LECHE DE VACA

Una excelente revisién sobre las variantes genéticas de las
proteinas de leche de vaca es la realizada por Grosclaude (1988).

En la tabla 1.4 se recogen algunas caracteristicas de las
proteinas lacteas bovinas.

En la tabla 1.5 se indican las variantes genéticas de las
caseinas y seroproteinas asi como la frecuencias génicas de estas

variantes descritas en las razas bovinas francesas. Estos datos



son muy similares a los recopilados por Fox (1982) por lo que se
pueden considerar representativos del resto de las razas bovinas.

En la figura 1.1 se indican las diferencias biogquimicas y
relaciones filogenéticas entre las variantes genéticas de las
caseinas y seroproteinas léacteas bovinas.

Uno de los resultados mds interesantes del andlisis del
polimorfismo de las proteinas lacteas bovinas ha sido la puesta
en evidencia de un posible ligamiento genético entre los locus de
estructura de las 4 caseinas. Este ligamiento se traduciria a
nivel de poblacion por el denominado "desequilibrio de ligamien-
to", esto es, una asociacién no aleatoria de los alelos de estos
locus. Concretamente, este desequilibrio de unién da 1lugar,
mediante la transmisidén mendeliana de padres a descendientes, a
combinaciones practicamente indisociables de los alelos de los 4
locus, denominadas "haplotipos", término utilizado por 1los
especialistas genéticos para designar este tipo de fendmenos. El
haplotipo del grupo de caseinas a,;, B Yy ¥ bovinas mas frecuente
en la raza Flamande ha sido el BAlA, en las razas Holstein,
Monbéliarde y Tarentaise el BA?A y en la raza Normanda el BBB
(Grosclaude, 1988). El1 locus de la B-1g no parece estar ligado al
locus de las caselnas ni tampoco se han encontrade relaciones con

el locus de la a-La que podria ser independiente.

Tabla 1.4. Algunas caracteristicas de las proteinas de leche de
vaca. (Tomada de Grosclaude, 1988).

NM Nl"nofo e Presencia de. Cantidad en Propofcién
derestos de|  Qrupos Qrupos ia leche relativa de
amindacidos fosfato glucidicos & caseinas

- — ]
r(‘ascina oy, 199 8-9 (1 - 10,3 38
Casetna ay, 207 10-13 (1) - 2.7 10
Caseina 8 209 5 - 105 ( 7 39
Cascina « 169 1-2 (1) si (D) 3.5 13
a-lactalbumina 123 - - 1.2
B-lactoglobulina 162 - - 31

(1) Existe heterogeneidad en ¢l nGmerc de grupos fosfsto (caseinas ag|, Gg2 ¥ K)
¥ de grupos glucidicos f(caseina x).
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Tabla 1.5. Frecuencias alélicas del locus de las proteinas liacteas bovinas. (Tomada de
Grosclaude, 1988).

. 3
a,£n a, ., -Cn #-Cn x-Ln o-la B-lg
Raza MO N A 3" ¢ ol A% bla a oA s cla BlaAT iAo
— + Y
Abondance wo8s | 127 | - o 022 - |1 - joa2 079 - o007 002|056 oe4| - 1 o062 037 ol
Aubrac 1982 { 94 | - 097 002 0011 - 008 090 - 001 001062 038 - 1 (054 046 -
Bazadaise 1965 | 44 | - 090 009 0011 - ©SN (D 003 n a. - 1 loas os4 -
Blonde dAquitaine 1968 | 161 | - 084 014 0021 - o2t o7 - o008 - |oes 035| n a (y 0. a.
Bretonne Ple-Nokre 1985 | 83 | - 093 007 - | - ]o31 055 - 004 010|060 040| - 1 lo30 o070 -
Brune des Alpes 1979 | 155 | - 093 006 001 |1 - 1033 046 - 0.8 003|052 048] - 1 [052 048 -
(harolaise 1986 | 152 | -~ 092 oo8 -~ |3 - loto 076 - 043 001049 0s1] - 1 loer o33 -
Ferrandalse wre| 81 | - om o0 - |1 - 022 072 - 002 004|072 0.26] - 1 {06l 039 -
Flamande 1971 { 298 | - 080 012 00811 - lo4t 053 - 006 - |o85 015) - 1 |osE 042 -
FFPN. 1965 | 366 | - 099 001 - |1 - ©95) (21 005 - |066 034! - 1 056 044 -
Holsteln 1967 | 281 |<OM 097 003 - |4 - |053 045 001 001 - |0TI 029] n a na
Limousine 1973 40 | - 070 020 0011 - 1009 074 - 012 005|040 060001 099|062 038 -
Maine-Anjou 1973 | 39 { - o096 004 - {1 - [060 036 - 003 001|072 028] n a n. &
Montbéllarde 1965 | 350 | - 091 009 - | na() |015 064 - 019 002|063 037| - 1 |052 046 002
R 1976 | 646 | - 087 013 001{099 001]022 060 - 017 001063 037 - 1 |039 059 002
Normande 19656 155 | - o081 019 - |1 - |020 032 002 045 001|034 068! - 1 |o4s 052 -
n 92 | m8 | - 082 ous - |1 - 019 029 004 047 001034 066| o a " a.
Parthenaise 1984 | 174 | - o085 015 - |1 - |029 047 - 022 002/08%6 o44] - 1+ 1037 063 -
Salers 979 | 181 | - 096 004 - |1 - 1019 070 - o1t - [053 046| - 1 |oe3 036 -
Tarentaise 1967 | 286 | - 086 014 - |1 - {026 059 - 004 011]063 037] - 1 lo47 0853 -
Tachetde de VEst 99| 142 | - 090 o0 - |1 - l028 063 - 003 006060 040] - 1 {038 062 -
villacs de Lans 1976 | 56 | - 086 010 004]1 - 1021 068 - oa1 - |oa7 0s3| - 1 loso 050 -
| Vosgienne 1975 | 246 | - 09t 009 - [091 009[024 070 - 002 004[048 052{001 099|057 043 <0P

N. NGmero de muestras
(1) n. a. no anallzado

(2) Frecuencia de B-CN A’ + 8-CN A? + B-CN-A3
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Figura 1.1. Diferencias bioquimicas y relaciones filogenéticas
entre las variantes genéticas de las proteinas de leche de vaca.
{Tomada de Grosclaude, 1988).
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1.2.2. VARIANTES GENETICAS EN PROTEINAS DE LECHE DE OVEJA

Los estudios llevados a cabo sobre polimorfismo genético en
proteinas de leche de oveja son mas escasos que los realizados en
leche de vaca.

La técnica mas utilizada para la separacién de proteinas
lacteas ovinas ha sido la electroforesis. Ultimamente se estén
imponiendo, por su mayor resolucién, el isocelectroenfoque y 1la
electroforesis bidimensional. Para la identificacidén de bandas se
ha empleadeo la técnica de inmunotransferencia acoplada a
separaciones electroforéticas; con respecto a esta filtima técnica
existe atn dificultad de aplicacidén dado que la mayoria de
anticuerpos anticaseinas y antiseroproteinas lacteas ovinas no
son asequibles comercialmente y, se hace necesaria su obtencién
en el laboratorio.

Los resultados sobre variantes en proteinas de leche de
oveja no parecen ser aun definitivos y, salvo para la variante
Welsh (King, 1966), existe un gran confusionismo en lo que se
refiere a la nomenclatura e identificacién de 1las distintas
formas descubiertas. Ademds, el uso de diferentes versiones
electroforéticas (tipo de soporte, pH, etc.) hace gque los
resultados obtenidos sean dificilmente extrapolables. Por tanto
sera necesario estandarizar los métodos de andlisis y canalizar
las investigaciones para 1llegar a obtener resultados mis
facilmente comparables.

Por otra parte, existe poca unanimidad en cuantec a 1la
terminologia a emplear para definir los sistemas proteicos que
representan los distintos polimorfismos biogquimicos detectados
mediante electroforesis. Baker y Manwell (1977) denominaron
sistema polimérfico a aguel en que existe una clara variacién
geneticamente interpretable, sistema variable al gue presenta una
variacién electroforética gue no estéd realmente interpretada y
sistema monomdrfico a aquel en que la zona de migracién electro-

forética no muestra variacién.
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A. CASBEINas

El polimorfismo genético de las caseinas ovinas ha sido
estudiado mediante electroforesis en gel de almiddén, gel de
poliacrilamida~agarosa y gel de poliacrilamida. La mayoria de las
investigaciones concluyen, en general, que en la leche de oveja
existen morfos mas homogéneos gue en la leche de vaca.

En la leche ovina se ha observado polimorfismo genético para
las fracciones caseinicas ag y B.

Dada la complejidad que entrafia la explicacidén de los
resultados electroforéticos, distintos autores han aportado una
serie de esquemas que sintetizan y clarifican los electroforegra-
mas que se pretenden describir. Alqgunos de estos modelos se
muestran en las figuras 1.2, 1.3 y 1.4.

La B-CN da origen en el perfil electroforético mas frecuente
ya sea a pH alcalino (Di Stasio, 1983; Russo y Davoli, 1983;
Chiofaleo y Micari, 1987) o A&acido (Davoli y col., 1985) a dos
bandas de intensidad similar, con menor velocidad electroforética
que las otras fracciones caseinicas; estas bandas se han
denominado B2 y B1 y se diferencian por su grado de fosforilacidn
(Richardson y Creamer, 1976), conteniendo la B1 un grupo fosfato
mas que la B2. Se han descrito 3 electroforegramas variantes
observados mediante anédlisis en sistemas electroforéticos
alcalinos: uno de ellos con 1 scla banda y los otros dos con 3
bandas de B-CN. Estos Gltimos perfiles se caracterizan ademas de
por las dos bandas normalmente presentes, por una banda adicional
mas rapida (King, 1966; Rossi y Clementi, 1984: fig. 1.2), o mas
lenta (Arave y col., 1973; Chiofalo y Micari, 1987: fig. 1.3).

13
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Figura 1.2. Esquema de los 3 tipos electroforéticos de las
caseinas ovinas a, y B obtenidos por Rossi y Clementi (1984)
mediante electroforesis a pH 8,6.

{WELSH)
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Figura 1.3. Patrones electroforéticos de las caseinas ovinas a
y B obtenidos por chiofalo y Micari (1987) mediante
electroforesis a pH 8,6. e

{WELSHI)
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Figura 1.4. Perfiles electroforéticos de las caseinas ovinas «
y B obtenidos por Dall’oOlio y col. (1989) mediante electroforesis
a pH 8,6.
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El estudio del polimorfismo de la x-CN ovina es complejo, ya
gue mediante electroforesis a pH alcalino estad solapada por la B-
CN (Alais y Jollés, 1967; Dall‘’Olio y col., 1989; Chianese y
col., 1990a). En un principio Alais y Jollés (1961) describieron
dos posibles variantes genéticas de la k-CN: xA y xB. 8in
embargo, posteriormente se ha comprobado que cuando se aisla la
x-CN da origen en electroforesis a pH alcalino a 5 bandas de
idéntica composicién aminocacidica pero c¢on diverso grado de
glicosilacién lo gue provoca la diferente movilidad electrofo-
rética (Alais y Jollés, 1967; Soulier y col., 1975). Addeo y col.
(1992) en estudios realizados mediante isocelectroenfoque han
sugerido la posibilidad de polimorfismo genético de la fraccién
K ya que obtienen varias bandas de intensidad semejante en los
isoelectroforegramas.

Para la o ,~CN se han descrito en medio alcalino diversos
tipos de perfiles electroforéticos (Di Stasio, 1983; Russo Yy
Davoli, 1983; Davoli y col., 1985; Chiofale y Micari, 1987;
Dall’Olio y col. 1989: fig. 1.4) que se diferencian por el nlamero
de bandas, de 2 a 6. De los diagramas variantes, solamente el
llamado Welsh, que se caracteriza por 5 bandas electroforéticas
(ver fig. 1.2, 1.3, 1.4), es el que se ha estudiado con mayor
profundidad ya gue se ha observado en casi todas las razas ovinas
hasta ahora estudiadas; King (1966) postuld que la Welsh deberia
ser una variante de a, y Mauriello y col. (1990) han demostrado
gque se trata de un polimorfismo genético de la fraccién a ,-CN.
En el electroforegrama mas comin a pH alcalino se distinguen 3
bandas de ¢,-CN de mayor velocidad electroforética que las otras
fracciones caseinicas. Richardson y Creamer (1976) denominharon a
estas bandas a_;, @4 Y €43, denominacidén que puede inducir a
confusién ya que seqgun los Ultimos estudios (Dall’Olio y col.,
1989; Chianese y col., 1990a, 1992b) no se trata de 3 fracciones
caseinicas sino solamente de la ag, y la ¢, ,. La electroforesis

a pH alcalino no es iddnea para el estudio de las caseinas ag
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ovinas ya que no permite separar la o ; Yy la ag,, separacién
posible mediante electroforesis a pH 4cido (Davoli y col., 1985},
isoelectroenfoque y electroforesis bidimensional (Mauriello y
col., 1990; Chianese y col., 1990a, 1992b). La existencia de
estas dos fracciones en la leche ovina ha sido probada por
Mercier y col. (1985) gque han preparado ADNc de ay; Y a., a partir
de ARN aislado de células de la glandula mamaria de oveja.
Dall’0Olioc y col. (1990) mediante cromatografia de afinidad han
logrado separar el complejo a,-CN en dos fracciones distintas:
g1 Y Qgp. Aungue se ha establecido la composicidn aminoacidica
de la o, ovina (Richardson y Creamer, 1976), todavia no se ha
aclarado completamente la secuencia aminoacidica de 1las dos
fracciones de as~CN.

Algunos autores han demostrado posibles relaciones entre las
B- y las a_~CN ya que la distinta intensidad con que se presentan
las bandas que integran el complejo a, en los electroforegramas
parece estar relacionada con la intensidad de las B-CN (Ri-
chardson y Creamer, 1976) o, segUn investigaciones mas recientes,
con unas bandas de menor movilidad que las B principales que
Chianese y col. (1990a, 1992b) han denominado bandas satélite de
la B-CN.

Por otra parte, la nomenclatura de las distintas variantes,
salvo para la variante Welsh, es bastante arbitraria. La mayoria
de los autores denominan los patrones electroforéticos con letras
maydsculas (figura 1.2) o minGsculas (figura 1.4) o bien nimeros.
Otros investigadores como El-Negoumi y Burfening (1972) y Arave
y col. (1973) han nombrade las variantes de @, y B con una
terminologia idéntica a la ya establecida para las variantes
genéticas conocidas en leche de vaca (letras mayGsculas Yy
superindices); sin embargo es cuestionable asignar esta denomina-
cién a formas proteicas en las que no se ha determinado la

secuencia aminocacidica.
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B. SEROPROTEINAS

Las investigaciones hasta ahora efectuadas sobre las
seroproteinas de leche de oveja indican polimorfismo tanto para
la a-La como para la B-Lg, con dos variantes (A y B).

Las frecuencias génicas observadas por diversos autores para
las variantes de B-Lg y a-La se recogen en las tablas 1.6 y 1.7,
respectivamente. De estos resultados se deduce que las variantes
més frecuentes son la A y la B para la B-Lg y la A para la a~La.
La B-Lg C (descrita por primera vez por Aliev y Koloteva, 1975)
parece ser bastante rara o bien estar ligada a determinadas razas
(Erhardt y col., 1989). La a~La B se ha descrito solo en 4 grupos
étnicos con una frecuencia muy baja y siempre en estado heteroci-
goto.

Para el locus B-Lg se ha podido demostrar el origen genético
del polimorfismo. Se sabe gue los genes gue controlan la sintesis
de B-Lg son alelos autosémicos codominantes gue se transmiten
siguiendo las leyes de la herencia genética de Mendel (Bell y
McKenzie, 1967) coriginando en la descendencia todos los genotipos
posibles que se pueden obtener de la libre combinacidédn de los
alelos A, B y C (King, 1969; Bell y McKenzie, 1964, 1967; Macha
y Novackova, 1974; Erhardt y col., 1989). Asi las variantes de B-
Lg se presentan singularmente o en pareja dando lugar a los
genotipos B-Lg®®, B-LgBB, B-1g®C, B-Lg®F, B-1g”C y R-LgEC.

La composicién de aminodcidos de las variantes A vy B de B-Lg
fue estudiada por Bell y McKenzie (1967) observando que solo
difieren en un amino&cido simple en la posicién 20 (His-Tyr).
Kolde y Braunitzer (1983) determinaron la secuencia de aminoaci-
dos de una de las variantes de B-Lg ovina. Gaye y col. (1986)
analizaron la secuencia de nuclebétidos correspondientes a los
alelos A y B de la B-Lg. El cambio de un aminocacido A4cido por uno
neutro implica un punto isoceléctrico (pI) mas basico de la B-Lg
B en comparacién con la B-Lg A, lo que origina la posicidédn mas
anddica de la f-Lg A en los analisis mediante electroenfogque.
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Tabla 1.6. Frecuencias genéticas observadas por diversos autores
en el locus B-lactoglobulina en distintas razas ovinas. (Tomado
en parte de Chiofalo y Micari, 1987).

Raza N° de ovejas B-Lg Ret. bibliogréfica
A B C
Manchega 74 0842 0358 ~— Amigo (1989)
Blackface 18 0,556 0444 — King (1968)
Cheviot 8 0625 0375 - ' °
Ciun Forest 174 0802 0198 - = °
Dorset Hom 16 0908 0008 — v
Firnish Landrace 8 0750 0250 - = "
Merino 168 0781 0218 - Lo
Soay 11 0884 013 -~ ° °
Suffolk 15 0,700 0,300 ~— £
Welsh 110 0614 0388 - = °
Yitshire Homn 5 0500 0500 — ot
Latvian Darikheaded 240 0,575 0425 -~ Stambekov y col. (1974}
Stavropol Merino 304 0758 0,242 - Machay Novackova (1974)
Muttor: Merino 126 0805 0095 - * °
Tsigaya 128 0585 0415 —
Improved Wallach g 083 0164 —
Rornanov 7 0428 05711 —
Tajk - 0,045 0824 0,320 ASlevy Koloteva (1975)
Sarda 72 0485 0535 — Russoy col (1681
Massese 54 0528 0472 —
Comisana 250 0,500 0500 ~— Chiofaloy col. (1958)
Barbarescasiciiana @2 0,621 0378 - Chiofalo y Micarl (1987)
Siciana-pinarita 72 0,500 0500 - b
Merinoland 181 0,579 0.246 0,175 Erharct (1986}
Blackface 145 0848 0,452 - LI
East Friesian 89 0770 023%0 -~ ° °
Rhdn Sheep 36 0324 0676 -~
Pleven 38 0528 0472 —
Teigaya 23 0852 0348 ~—
Black Razka 25 0760 0240 ~
Hyter 136 0840 0,480 — Thomasy col (1988)
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Tabla 1.7. Frecuencias genet;cas observadas por diversos autores
en el locus a-lactoalbumina en distintas razas ovinas.

Raza N° de ovejas o-La Ref. bibliogréfica
A B

Laivian Darkheaded 240 0,775 0,225 Stambekovy col. (1974)
Comisana 293 0988 0,012 Chiotaloy Micari (1887)
Barbaresca-sickiana 200 0995 0005 = °
Siciana-pinzirita 229 099 0,004

Bell y McKenzie (1967) estudiaron algunas de las propiedades
fisico-quimicas de las variantes A y B de 8-Lg: cristalizacién,
espectro de absorcidén, sedimentacién, dispersién éptica rotatoria
y propiedades inmunolédgicas.

Erhardt (1989) describe la B-Lg C en la raza Merinoland y
también en una F, (Hungarian Merino x Pleven). Sugiere que el
alelo B-Lg® fue originado por los Merinos espafioles ya que ambas
razas, Merinoland y Hungarian Merino, contienen sangre de
aquellos primeros Merinos. Erhardt y col. (1989) han estudiado la
f-1Lg C de leche de oveja y demuestran gue este alelo variante
exhibe una alta frecuencia (qg= 0,17) en comparaciédn al bovino,
donde se han descrito en algunas razas alelos con muy baja
frecuencia (menor de 0,04) con respecto a las variantes mas
comuhes; estos mismos autores han propuesto que la B-Lg C ovina
es un subtipo de la B-Lg A con un cambio simple de Arg—Gln en la
posicién 148, hecho que puede influir en la peolimerizacién de la
B-Lg.

King (1969) lanzdé una hipdtesis sobre la posibilidad de

algunos signos de asociacion entre la B-Lg y las variantes de
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caseinas (Welsh, de «,-CN, y una variante de B-CN); seglin el
misgmo autor seria deseable realizar mds andlisis para identificar
posibles asociaciones, pero la escasez de variantes de caseinas
lo hacen dificil. No obstante, la falta de asociacidén estaria de
acuerdo con las investigaciones realizadas en vacuno y con las
grandes diferencias gquimicas entre los dos tipos de proteina
lactea (Grosclaude, 1979).

1.3. LA APTITUD QUESERA DE LA LECHE

La calidad de la leche para queseria puede basarse en su
aptitud para dar un buen gueso, en las condiciones normales de
trabajo, y con un rendimiento satisfactorio. Ello depende de
algunas de sus caracteristicas: composicidén quimica (especial-
mente su riqueza en caseina), carga microbiana y naturaleza de la
microflora, asi como la aptitud para el desarrollo de bacterias
lacticas y el comportamiento frente al cuajo (Brule y Schneid,
1990).

Los queseros conocen, por experiencia, que todas las leches
no presentan el mismo comportamiento en el momento de 1la
coagulacién por el cuajo. Las leches pueden presentar aptitudes
distintas para formar, por accidén del cuajo, un gel de caracte-
risticas reoldgicas tales que podra, sin pérdidas importantes,
resistir las acciones mecanicas del desuerado. Algunas leches
coagulan lentamente, dando lugar a geles blandos gque tienden a
fragmentarse en forma de fino polvo y dan después del desuerado
cuajadas con alto nivel de humedad cuya maduracién serd dificil
de controlar; otras, por el contrario, coagulan rapidamente, el
gel formado es duro, se desuera generalmente bien y la cuajada
presenta una textura y humedad adecuadas, permitiendo obtener
después del proceso de maduracidén un queso de buena calidad
(Mocguot y col., 19%4).

Aunque en la practica las caracteristicas del codgulo y el

20



rendimiento quesero estan intimamente relacionados se ha creido
mas oportuno el comentar separadamente estos parémetros utiliza-
dos normalmente para expresar la aptitud quesera de la leche.

1.3.1. CARACTERISTICAS DEL COAGULO

Los criterios de control habitualmente utilizados para
definir las caracteristicas del codgulo son: el tiempo y
velocidad de coagulacidn, la elasticidad del coagulo y, eventual-
mente, la velocidad y magnitud de la sinéresis. Estos paréametros
son de gran importancia para la industria quesera cuyo objetivo
es obtener una cuajada firme para alcanzar el rendimiento quesero
y la composicidédn del producto final mds favorable.

Los distintos parametros de coagulacidén, expresidén de
transformaciones fisico-quimicas complejas, pueden ser determina-
dos mediante diferentes métodos como son el método de Berridge,
el torsibmetro de Plint o los viscosimetros de torsidén tipo
tromboelastografo.

A continuacidén se recoge 1la influencia de distintos
factores, relacionados con las caracteristicas de composicidon de
la leche, sobre las caracteristicas de la coagulacidn; la mayoria
de los trabajos publicados a este respecto son relativos a leche

de wvaca.

1.3.1.1. FRACCION PROTEiIca

Varios estudios han confirmado que las propiedades de
coagulacidén, medidas en términos de tiempo de coagulacién, ritmo
de formacidédn de cuajada (o velocidad de coagulacién) y elastici-
dad del coagulo, estédn influidas por las caracteristicas cuali-
y cuantitativas de las proteinas lé&cteas.

La concentracién de caseinas constituye uno de los factores
gue mas influyen en la elasticidad del codgulo, perco su efecto
sobre el tiempo de coagulacién es relativamente escaso, al menos

dentro de determinados limites como ha sido probado en leche de
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vaca (Storry y Ford, 1982a, 1982b) y en leche de oveja (Ahmed y
col., 1984).

Asi, una dilucién de la leche con lactosuero o con un
ultrafiltrado, en proporcién 70/30, posee poca incidencia scbre
el tiempo de coagulacién; por el contrario, ello reduce sensible-
mente la elasticidad del gel. Una dilucién mayor, en proporcién
50/50, determina un aumentc muy importante del tiempo de coagula-
cidn. Inversamente, el incrementc de la concentracién en
caseinas, por ultrafiltracién o por adicién de un sedimento de
ultracentrifugacidén, se traduce por unh aumento neto de la
elasticidad del codgulo mientras que el tiempo de coagulacidén no
se ve afectado o en todo caso se observa un ligero incremento
(Storry y Ford, 1982b).

Estas relaciones entre el tiempo de coagulacién y la
concentracidén en caseinas se explican por el hecho de gque el
fenémeno de la coagulacidn es dirigido por dos reacciones, la
hidrtlisis de la caseina k¥ y la agregacidn de 1las micelas
modificadas. Asi, la formacidén de la cuajada depende de la
hidrélisis inicial de la x-CN (aproximadamente 10% de la caseina
total) por el cuajo que implica una desestabilizacidn de las
micelas de caseina; datos experimentales han demostrado gque
cuando el 85-90% de la kx-CN se hidroliza por 1la enzima, 1la
coagulacién empieza por la formacidén de enlaces que conducen a la
agregacién de racimos de a,~CN, B~CN y k-CN hidrolizada parcial-
mente (parak-CN) y la formacién de una malla gque atrapa la grasa,
algunas proteinas de suero y minerales. Si la concentracién de
caseinas es baja, la velocidad de agregacidén es lenta en
comparacidén con la velocidad de proteclisis. A elevada concentra-
cidén, el tiempo de coagulacidén viene determinado por la velocidad
de accidén del enzima.

No obstante, el enriquecimientoe de la leche en proteinas
mediante ultrafiltracidén puede poseer efectos variables sobre el
tiempo de coagulacidn seglin las condiciones experimentales,
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especialmente el pH y la naturaleza de la enzima. En el aspecto
reoldgico se ha observado que este enriquecimiento acelera la
velocidad de coaqgulacién, aumenta la elasticidad mdxima y reduce
la velocidad de sinéresis. Asi, un incremento del 10% del
porcentaje de caseina total en leche (por adicién de un sedimento
de ultrafiltracién), determina un 15% de incremento de la
elasticidad maxima del cocédgulo; por debajo de un nivel de
concentracién de caseina en leche del 0,7% no se produce la
formacién del gel; por encima del 2,5% la relacién entre 1la
concentracién de caseina y la elasticidad del codgulo es lineal.

Las proporciones relativas de los diversos componentes de
la caseina influyen también en las caracteristicas del coagulo y,
segln algunos autores (Losi y col., 1973), el tiempo de coagula-
cidén seria maAs sensible a las variaciones del contenido en
caseina k que a los de caseina @z © B. Una correlacidén bastante
estrecha ha sido observada entre el tiempo de coagulacidén y la
concentracidédn en caseina B (Storry y col., 1983); por el coentra-
rio, la elasticidad del gel estd mas estrechamente ligada a 1la
concentracién en caseina o, que a la de caseina kx 6 B (Storry y
col., 1983; Grandison y col., 1984). La influencia marcada del
contenido en caseina o, sobre la elasticidad del codgulo viene a
apoyar la hipétesis segln la cual las caseinas a_ , debido a su
elevado grado de fosforilacién, Jjuegan un papel estructural
importante en la reticulacidén del gel, andlogo al gque se les
atribuye en el seno de las micelas de caseina (Grandison y col.,
1984). Ello podria también explicar el hecho de que, incluso a
concentraciones en caseina igual a la leche de vaca, la leche de
cabra, caracterizada por su bajo contenido en caseinas ag, da
lugar a un codgulo mucho menos elastico (Remeuf y Lenoir, 1986).
Ambrosoli y col. (1988) compararon las propiedades de coagulacidn
de la leche de cabra a partir de muestras con bajo y alto
contenido en o« ;-CN, concluyendo que las de bajo contenido

coagulaban mds rapidamente, mientras que las de alto contenido
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producian una cuajada mas eldstica, asociada a una composicién
guimica més favorable.

En esta linea se ha observado que la alimentacidn del ganado
es importante por su influencia en la composicién de la leche.
Asi se ha demostrado gue la transicidén de la alimentacién de
invierno (rica en concentrados) al pasto de primavera se traduce
especialmente por un aumentoc del contenido en caseina y elastici-
dad del coagulo (Grandison y col, 1984). La naturaleza del pasto
también puede influir: con la leche producida a partir de trébol
blanco, mas rica en caseina total y en caseinas a_ y B se obtiene
un coagulo mas eldstico que con la leche producida a partir de
raigras.

La influencia del periodec de lactacidén es igualmente
importante en este aspecto. A lo largo de las primeras semanas,
la disminucién en la concentracidon de caseina, calcio y foésforo
inorganico, al igual gue las variaciones de las proporciones
relativas de las caseinas, se traducen por una disminucién
sensible de la elasticidad del codgulo (Grandison y col., 1984).
Las leches al final de la lactacién coagulan mas dificilmente y
dan geles blandos; estas leches se caracterizan, como las leches
mamiticas, por una fuerte actividad de plasmina y una mayor
proporcién de caseinas y y de otros productos de degradacién de
las caseinas. Las leches analizadas en la mitad de la lactacién,
en que la curva de composicién quimica de la leche se estabiliza,
darian lugar a valores superiores de elasticidad del coéagqulo
(Okigbo y col., 19853a}).

La influencia de la naturaleza de las variantes genéticas de
las proteinas ha demostrado también ser el origen de ciertas
diferencias en el comportamiento de leche frente al cuajo. El
efecto del polimorfismo de las proteinas lacteas en el proceso de
coagulacidén se revisarad posteriormente (apartado 1.4.2).

Por otra parte, ha sido demostrada la relacidén entre el

tamafio de las micelas y el tiempo de coagulacién de la leche: el
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tiempo de coagulaciédn es mayor cuanto menor es el diametro medio
de las micelas. Este efecto posiblemente se debe a las diferen-
cias de composicién de las micelas en funcidén de sus dimensiones,
especialmente su contenido en fosfato cdlcico coloidal, el cual
es mas elevado en las grandes micelas ¢gue en las peguefas.
Parecen asimismo ejercer influencia las proporciones relativas de
la k caseina que son mids elevadas en las pequefias micelas que en
las grandes (Dalgleish y col., 1981) al igual que el grado de
hidratacién también superior en las pequefias micelas.

1.3.1.2. CALCIO SOLUBLE Y FOSFATO CALCICO COLOIDAL

Las micelas de caseina, después de la accidn del cuajo se
presentan muy sensibles a los iones calcio y pequefias variaciones
en la concentracidén en calcio de la leche pueden afectar notable-
mente al tiempo de coagulacidén y a la elasticidad del gel (Pyne,
1962) .

Asi, la influencia de la relacidén Ca/N sobre el tiempo de
coagulacidén es muy marcada; la evolucién inversa de estos dos
parametros a lo largo del periodo de lactacidén lo muestran
claramente. Mocquot y col. (1954) establecieron que la relacién
Ca/N es sensiblemente distinta en las "leches lentas"™ (<0,20) y
en las "leches normales" o "rapidas" (>0,23); otras caracteristi-
cas de estos tipos de leche (definidos por Mocquot y col., 1954)
se comentaran posteriormente. La velocidad de coagulacién estaria
especialmente ligada a la relacidn Ca/(fosfato+citrato) de 1la
fase acuosa, aumentando el tiempo de coagulacién cuando esta
relacidén disminuye.

La adicidén de cloruro cdlcico a la leche, préactica corriente
en gueseria, tiene por efecto reducir el tiempo de coagulacién y
aumentar la elasticidad del coagulo. Esta influencia no esta
Gnicamente ligada al aumento del contenido en calcio iénico, sino
que se debe también a la disminucidén del pH, debida a 1la

liberacién de iones H' por transformacién de los iones PO4H™ en
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fosfato tricdlcico, y al aumento de calcio micelar.

L.a sensibilidad de la leche a la accidén del cuajo esta
estrechamente relacionada con el contenido en fosfato calcico de
la micela, siendo el tiempo de coagulacidén mé&s corto y el gel mas

elastico cuando el fosfato cadlcico micelar aumenta.

Los aspectos considerados en los dos apartados anteriores
(1.3.1.1 y 1.3.1.2) se observan claramente en las leches
mamiticas. Estas leches poseen una composicién proteica profun-
damente modificada: la proporcidén de caseinas se ve reducida y,
el porcentaje de proteinas solubles, especialmente la sercalbimi-
na y las inmunoglobulinas, aumenta; el pH de la leche es mis
elevado, pudiendo alcanzar e incluso superar valores de 7 - 7,2;
ademas el contenido en sodio aumenta sensiblemente mientras que
el de calcio tiende a disminuir. Todos estos factores contribuyen
a alargar el tiempo de coagulacidén y a la menor elasticidad del
codgulo de leches anormales, fendmenos que pueden también
explicarse por una cierta degradacidon de las caseinas, debido al
aumento de la plasmina. Los efectos del pH de la leche de oveja
{leche mamitica) en las propiedades de coagulacién de la leche
han sido estudiados por Manfredini y col. (1992) obteniendo

resultados comparables a los de leche de vaca.

Aun excluyendo las leches mamiticas, entre 1las leches
individuales se han detectado diferencias importantes en el
tiempo de coagulacidn. Mediante andlisis de "leches 1lentas",
"leches normales" y "leches réapidas", Mocquot y col. (1954)
pusieron de manifiesto diferencias c¢laras de composicidn,
especialmente a nivel de contenidec en calcio (relacidn Ca/N) y en
fosfato 1inorganico c¢oloidal. También se observa un mayor
contenido de caseina no centrifugable y de agua en los sedimentos
de ultracentrifugacién, dos caracteristicas ligadas respectiva-

mente a las dimensiones de las micelas y a su grado de hidrata-
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cién. Se encontrd igualmente una correlacién entre el tiempo de
coagulacién y la aptitud para la sinéresis caracterizada por el
contenido en agua de los geles enzimdticos sometidos a centrifu-
gacién; esto daria lugar al dificil desuerado de las "leches
lentas".

Los caracteres diferenciales de las "“leches lentas" y las
"leches rapidas" tienden a mostrar que las diferencias de aptitud
a la coagulacidén no pueden ser atribuidas a una sola de las fases
de la leche, la fase acuosa o la micelar. El1 conocimiento del
caricter dinamico de la micela y de sus factores de estabilidad
permite prever que el comportamiento de la micela no puede ser

independiente de su entorno.

1.3.2. RENDIMIENTO QUESERO

El rendimiento quesero o el rendimiento de la transformacién
de leche en queso es la expresién matemitica de la cantidad de
queso obtenida a partir de una determinada cantidad de leche
(generalmente 100 1 & 100 Kg) (Vandeweghe, 1990).

Seglin Reinbold (1990) es mas apropiado referir el rendimien-
to quesero a peso de leche ya que la leche cruda puede contener
agua afiadida fraudulentamente; también se debe considerar el peso
del "starter". Por ello, una definicidén mas exacta de rendimiento

guesero es la que se deduce de la siguiente férmula:

Peso del queso
Rendimiento (%)= X 100
Peso de la leche + Peso del "starter"

Existen diversas férmulas para determinar o predecir el
rendimiento quesero. Por otra parte, Aleandri y col. (1989) han
demostrado gue existe una correlacién entre rendimiento quesero
y elasticidad del coagqulo; por ello, a partir de las estimaciones
de las caracteristicas del codgulo mediante un viscosimetro se

puede llegar en cierto modo a predecir el rendimiento en gueso.
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El rendimiento quesero obtenido a partir de una determinada
cantidad de leche estd influido por una amplia gama de factores.
La importancia cientifica y econémica de estos factores ha
impulsado a la FIL a organizar un Seminario sobre "Factores gque
afectan al rendimiento del gqueso y sistemas para su control" que
tendra lugar en Irlanda durante este afo.

Como se muestra en la figura 1.5, Emmons (1988) ha clasifi-
cado los factores gue influyen en el rendimiento quesero en dos
grupos: en el primer grupo incluyen agquéllos que el guesero puede
controlar; el segundo grupo estd integrado por factores gue el
ganadero puede controlar. Dado gque seria muy extensa la explica-
cién de cada uno de los factores que influyen en el rendimiento
guesero y que no es el objetivo de esta Tesis, nos hemos centrado
en la influencia gque ejercen las variantes genéticas de proteinas

lacteas (apartado 1.4.4).
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Figura 1.5. Factores que influyen en el rendimiento quesero. (Tomada de Emmons, 1988).



1.4. INFLUENCIA DE LAS VARIANTES GENETICAS DE PROTEINAS LACTEAS

EN LA APTITUD QUEEBERA DE LA LECHE

Aunque desde hace tiempo ha existido evidencia de que el
comportamiento tecnolégico de la leche (particularmente en
queseria) puede estar influido por factores hereditarios, los
estudios genéticos relacionados con las propiedades tecnoldgicas
de la leche (ademas de la composicién de la misma) se han
empezado a desarrcollar desde hace solamente 25 afios.

La deteccién del polimorfismo genético en las proteinas
lacteas ofrecid nuevas explicaciones para la variacidén de las
propiedades de la leche de animales individuales. De hecho las
variantes genéticas de las proteinas lacteas han demostrado
.claramente influir en 1la composicidén y/o el comportaniento
tecnologice de la leche, como han revisado en detalle Losi y
Mariani (1984) y Grosclaude (1988).

Las investigaciones en el tema de variantes genéticas y
aptitud tecnoldgica se han desarrollado en leche de vaca. En la
bibliografia consultada no se han encontrado publicaciones en

este sentido en leche de oveja.

1.4.1. INFLUENCIA DE LAS VARIANTES GENETICAS EN LA COMPOSICION DE
LA LECHE
POLIMORFISBMO DE LA B~LACTOGLOBULINA

El polimorfismo de la B-Lg ha demostrado tener efecto tanto
en el contenido en B~Lg total como en el contenido en caseinas y
otras fracciones nitrogenadas.

Se ha demostrado que la que contiene la 1leche B~Lg A
presenta un contenido en 8-Lg total superior a la leche con B8-~Lg
B (Feagan y cel., 1972; Mclean y col., 1984). El alelo C
ofreceria los valores mas bajos de B-Lg total en leche.

Sobre el contenido en caseinas y otras fracciones nitrogena-

das, los resultados muestran un efecto del polimorfismo de la B-
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Lg en sentido inverso al encontrado para el contenido en B-Lg;
asi se ha demostrado que el alelo f-Lg B es mads favorable: 78,96%
de caseinas vy otras fracciones nitrogenadas (en relacidén a
proteina total) para el genotipo $-Lg BB, frente a 76,24% para el
genotipo B-Lg AA (Grosclaude, 1988).

Con relacidén a la produccién de leche por lactacidén los
resultados son contradictorios.

En relacién a la materia grasa Ng-Kwai-Hang y col. (1986)
determinaron valores de 3,67% de grasa en leche para la leche con
B-14g AR ¥ 3,72% para aguella con B-Lg BB.

POLIMORFISMO DE LAS CASEINAS

McLean y col. {1984) en un estudioc sobre 538 vacas (Jersey
y Frisona) no observaron efecto significativo del polimorfismo de
las caseinas a5y, B Yy k¥ sobre el contenido en grasa o materias
nitrogenadas (a excepcidén de una variante de la B-CN sobre la
cantidad de grasa).

Por el contrario, Ng-Kwai-Hang y col. (1986) que analizaron
el polimorfismo genético de las caseinas de 1908 vacas (Holstein)
encontraron diferencias significativas en todos los caracteres
estudiados: cantidad de leche producida por lactacidén, grasa y
materias nitrogenadas. Para la cantidad de leche, por ejemplo,
las vacas cuya leche contiene los genotipos a ,-CN BB, B-CN aZap3
y k—-CN AB producen méds leche por lactacién. Para el contenido en
caseinas los efectos son inversos, encontrandose proporciones mas

elevadas para los genotipos ag,;-CN BC, B-CN AlB y k-CN BB,
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1.4.2. INFLUENCIA DE LAS VARIANTES GENETICAS EN LAS PROPIEDADES
DE COAGULACION DE LA LECHE

En la tabla 1.8 se recogen, a modo de resumen, los efectos
de las variantes genéticas de distintas proteinas lacteas bovinas
(k-CN, ag,,-CN, B-CN y B-Lg) en las propiedades de coagulacién de
la leche, la sinéresis de la cuajada y el rendimiento y calidad
del queso. Esta tabla se ha confeccionado en base al trabajo de
Jakeob y Puhan (1992).

1.4.2.1. VARIANTES DE x-CASEINA

Sherbon y col. (1967) cbservaron gue la leche de vacas con
el fenotipo AA de x-CN mostraba tiempos de coagulacién significa-
tivamente mas largos y menor elasticidad de cuajada que las de
fenotipo x-CN AB y particularmente que las de k-CN BB. El-Negoumy
(1972) que estudidé la estabilidad a la renina en sistemas modelo
de caseinatoc cdlcico preparados a partir de 507 muestras de leche
individuales de razas Jersey y Holstein, confirmaron 1las
diferencias con respecto al tiempo de coagulacién. Feagan y col.
(1972) también detectaron, al menos, un 45% de elasticidad
superior del coaguloc para los fenotipos de x-CN AB & BB cuando
comparaban con tipos kx-CN AA. En los idltimos 20 afios han sido
demostradas en numerosas razas las mejores propiedades de
coagulaciédn de leches que contienen k-CN B (Losi vy cocl., 1873;
Mariani y Leoni, 1985; VandenBerg y ceol., 1990). Sin embargo,
otros autores encontraron gque la diferencias en el tiempo de
coagulacién son minimas (Schaar, 1984; Politis y Ng-Kwai-Hang,
1988b) y Marziali y Ng-Kwai-Hang (1986b) no lograron observar
efecto alguno de las variantes de k-CN en las propiedades de
coagulacién.

La obtencién de codgulos mas eldsticos a partir de leches
tipo kx-CN AB y BB cuando se comparaba con AA se explica en parte
por su mayor contenido en caseina; Rahali y Menard (1991)

contrastando leches con igual contenido en caseina demostraron
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Tabla 1.8. Efecto de las variantes genéticas de proteinas léacteas bovinas.s en las
propiedades de coagulacién de la leche, la sinéresis de la cuajada y el rendimiento y
calidad del queso.

VARIANTE | EFECTO | REF. BIBLIOGRAFICA
K-CN BB - Menor tiempo de coagulacién y Losi y col. {1973)
mayor elasticidad de cuajada Mariani y Leoni (1985)
| VandenBerg y col. (1990)
| - Mayor sinéresis de cuajada | Mariani y col. (1976) I
- Menor contenido en humedad, menor proteolisis Morini y col. (1979)
y mayor contenido en grasa y extracto seco Marziali y Ng-Kwai-Hang (1986a)
en el queso
o - Sherbon y col. (196
81-CN CC | - Cuajada més eléstica Pagnaccg ; Ca(roii (-?987)
as1-CN BC | - Mayor rendimiento quesero Aleandri y col. (1990)
. - Tiem de coagulacién més cortos El- Negoumy (1972
B-CN B8 pos 0 TakOB S PiHay t1586)
- Mayor elasticidad de cuajada Feagan y col. (1972
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que con leche gue contiene la x-CN B se obtiene también un
coagulo de elasticidad superior. No obstante, merece mencionar
que las diferencias en el tiempo de coagulacidén entre las leches
con los tipos BB y AA de k-CN puede ser minimizada mediante la
adicién de caCl, y/o ligera acidificacién de la leche (Jakob y
Puhan, 1986; VandenBerg y col., 1991).

El efecto de las variantes genéticas de k-CN en el comporta-
miento de coagulacién de leches tratadas por calor ha sido
escasamente investigado. Schaar y col. (1985) en sus experiencias
de queseria con leche pasterizada (72°C/15 s) de los tipos k-CN
AA y x-CN AB/BB observaron un 47% de tiempo més largo para cortar
las cuajadas obtenidas con leches k-CN AA. Esto indica que la k-

CN A tiene también un efecto negativo en leches calentadas.

1.4.2.2. VARIANTES DE a ,-CASEINA

Con respecto a la influencia de las variantes genéticas de
@ 1-CN bovina en el tiempo de coagulacién de la leche se han
publicado algunos resultados contradictorios. Sin embargo parece
existir acuerdo en que las leches que contienen ay ;-CN C demues-
tran dar una cuajada mas eldstica que la leche con a, ;-CN tipo BB
(Sherbon y col., 1967; Pagnacco y Caroli, 1987) mientras que las
leches que contienen o ,;-CN A estén asociadas a una cuajada

extremadamente blanda.

1.4.2.3. VARIANTES DE B-CASEINA

Los resultados disponibles en la bibliografia demuestran que
tanto el tiempo de coagulacidn como la elasticidad de la cuajada
parecen estar afectadas por las variantes de B-CN casi tan
intensamente como por las variantes de k-CN.

En los estudios que conciernen a los efectos de diferentes
variantes de B-CN A (B-CN Al, B-CN A2, B-CN A3) se observa que
las diferencias son poco importantes. Sin embargo, las leches que
contienen la variante R-CN B, particularmente las leches con B-CN
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BB, exhiben unos tiempos de coagulacién mas cortos (El-Negoumy,
1972; Jakob y Puhan, 1986) asi como mayor elasticidad de cuajada
(Feagan y col., 1972; Rampilli y col., 1988) gue los tipos B-CN
AA. De modo similar a las variantes de B-CN B, la BR-CN C también
ha demostrado ofrecer unos tiempos de coagulacidén mas cortos.

l1.4.2.4. FENOTIPOS COMPUESTOS

Debido a gue los alelos para las caseinas simples nho se
heredan independientemente segln Grosclaude (1988) se deberia
prestar atencidén desde el punto de vista de la seleccidn mas bien
a los haplotipos o fenotipos compuestos que al efecto de las
proteinas simples en las propiedades tecnoldgicas de la leche.
Desafortunadamente se han llevado a cabo pocos estudios en este
aspecto.

Si se evalia el tiempo de coagulacidn (Mariani y Leoni,
1985) o la elasticidad de cuajada (Corradini y Bergamaschi,
1974), la leche de vacas con el alelo B y C de ay,-CN unidos a
los alelos B de B- y x-CN, muestran notablemente una mejor
aptitud a la coagulacién que los tipos a ;-CN BB/B-CN AA/x-CN AA.
De 1los tres haplotipos mds frecuentes presentes en la raza
Normanda las combinaciones ag,-CN C/B~CN A%/x-CN B asi como ag1~CN
B/B~-CN B/xk-CN B probaron ser superiores al haplotipo a4 ;-CN B/S8-
CN Az/K—CN B en lo que respecta a aptitud quesera de la leche.

l1.4.2.5. B-LACTOGLOBULINAS

Aungque la B8-Lg no estd implicada directamente en el proceso
de coagulacidén de la leche no calentada, las variantes genéticas
de B-Lg han demostrado afectar a las propiedades de coagulacién
de la leche cruda de vaca. Practicamente en todas las investiga-
ciones realizadas se han observado tiempos de coagulacidn méas
cortos para la leche f-Lg AA cuando se compara con la leche B-Lg
BB (Macha y col., 1974; Marziali y Ng-Kwai~Hang, 1986b). Algunos
investigadores demostraron una mayor elasticidad de cuajada para
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la f~Lg BB en comparacién con la B-Lg AA (Mariani y Leoni, 1985;
Liberatori y col., 1990) mientras que en otros estudios no se
encontré ninguna diferencia a este respectoc (Tervala y col.,
1985; Rampilli y col., 1988). Marziali y Ng-Kwai-Hang (1986c) han
descrito una elasticidad de cuajada superior para el fenotipo B-
Lg AA; sin embargo solamente 3 de las 31 vacas incluidas en este
estudio eran de este fenotipo.

Otros autores no encontraron ningtn efecto de las variantes
de B-Lg ni en el tiempo de coagulacién ni en la velocidad de

formacién de cuajada (Tervala y col., 1983; Morini y col., 1982).

Del estudio de los trabajos disponibles en la bibliografia
se deduce que el efecto del polimorfismo genético de f-Lg en las
propiedades de coagulacién de la leche parece discutible; en
cambio, la influencia de las variantes de kx-CN y B-CN puede ser
considerada como demostrada, aungue las razones de por gué las
vacas gque portan el alelo B de estas caselinas producen leche con
mejores propiedades de coagulacidn estd todavia bajo discusidn.

Dado que el polimorfismo genético de una proteina da lugar
primariamente a una diferencia en su carga neta, una posible
explicacidén de su influencia en las propiedades de coagulacién
podria ser que esto afecta la repulsidn electrostética y el grado
de hidratacién de las micelas de caseina y/o el acceso de la
guimosina al sitio sensible a la renina de la kx—-CN; esto seria un
efecto de la variante de la proteina como tal. Sin embarge, en el
caso de la kx-CN la parte de la molécula gue diferencia las
variantes A y B se separa durante la coagulacidn como una parte
del glicomacropéptido. Por lo tanto, las diferencias de carga de
las micelas dificilmente pueden explicar el efecto de las
variantes de k-CN en la elasticidad de cuajada y sinéresis y, mas
que las variantes genéticas en si mismas, los cambios concomi-
tantes en la composicién de la leche parecen ser la causa mas

probable de las diferencias en las propiedades de coagulacién.
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Los efectos del polimorfismo de las proteinas lacteas en la
composicién de la leche y la influencia de los componentes
individuales de la leche en el proceso de coagulacidén, han sido
muy intensamente investigados, de modo que el conocimiento actual
ofrece una diversidad de teorias probables para explicar el
efecto del polimorfismo genético en la aptitud a la coagulacién
de la leche. Como se confirma por algunas referencias disponi-

bles, las posibles explicaciones son las siguientes:

- El contenido en caseina total y las proporciones relativas de
las distintas caseinas de la leche.

- Las dimensiones de las micelas de caseina como caracteristica
influida por las proporciones relativas de las fracciones
caselnicas.

- E]l grado de glicosilacién de la x-CN.

- La composicién salina de la leche: contenido y actividad idnica

de calcio, contenido en citrato, fosfato y pH.

En tanto dque se acepta gue todos estos factores son
relevantes para el proceso de coagulacidn, su relacién con el
polimorfismo genético de las proteinas lacteas se ha establecido
solamente en lo que respecta a los efectos cuantitativos en 1la
fraccidn proteica. El1 polimorfismo en el locus de la proteina
lactea evidentemente influye en el contenido de la proteina
codificado por ese gen. Esto parece ser cierto para la B-Lg y
particularmente para la x-CN, el contenido de 1la cual ha
demostrado ser particularmente alto en leche k-CN BB (k~CN BB >
AB > AA).

1.4.3. INFLUENCIA DE LAS VARIANTES GENETICAS EN LA SINERESIS DE
LA CUAJADA
Probablemente debido a la falta de métodos precisos vy
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eficaces, existen muy pocos trabajos que tratan scobre 1la
sinéresis de cuajada obtenida a partir de leches con distintos
fenotipos de proteinas l&acteas.

Mariani y col. (1976) observaron que el queso fabricado a
partir de leche con kx-CN tipo BB perdia aproximadamente un 15%
mas de peso dentro de las primeras 24 h que el queso de leches k-
CN AA, indicando una sinéresis mas intensa de la cuajada tipo x-
CN BB.

Estas observaciones fueron confirmadas por Mclean y Schaar
(1989) con micelas artificiales de leche; para concentraciones
similares de k-CN en las citadas micelas, agquéllas gque contenian
k-CN B estaban asociadas claramente con una mayor sinéresis. En
experimentos paralelos con micelas artificiales calentadas
(80°C/15 min), las muestras de leche con k-CN B demostraron una
mejor sinéresis. Por otra parte, la sinéresis era generalmente
mds lenta con las micelas conteniendo la B-Lg B que con las que
contenian B-Lg A. Los autores concluyeron que, si la sinéresis de
cuajada producida por coagulacidén Aacida, mostrara la misma
tendencia, esto seria importante para la fabricaciédn de yogur.
Vegarud y col. (1990), en cambio, encontraron gque a partir de
leche k-CN AB se obtenia un yogur con mayor retencidn de agua

cuando se comparaba con leche k-CN AA.

1.4.4. INFLUENCIA DE LAS VARIANTES GENETICAS EN EL RENDIMIENTO Y
CALIDAD DEL QUESO

Se sabe que una coagulacién lenta de la leche conlleva
problemas de rendimiento y calidad de queso. Los estudios sobre
el efecto del polimorfismo genético de las proteinas de leche de
vaca en queseria han sido llevados a cabo para varios tipos de
queso.

Las primeras experiencias a este respecto fueron realizadas

por Mariani y col. (1976) que fabricaron gqueso Parmigiano-
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Reggiano a partir de leche recolectada de vacas fenotipadas x-CN
AA y k-CN BB. La leche k-CN BB, comparada con la tipo BAA, ofrecia
significativamente mejores propiedades relacionadas con la
aptitud quesera, que se traducen en mayor elasticidad de cuajada
con un corte de cuajada mis uniforme asi como un mayor rendimien-
to en quesoc (aproximadamente superior en 10%). Las pérdidas de
grasa en el suero de queseria eran aproximadamente 50% inferio-
res, de agqui que el contenido de grasa de estos quesos fuera
superior. Los analisis de los mismos guesos después de la
maduracidn (Morini y col., 1979) revelaron aproximadamente un 4%
menos de humedad, asi como una menor proteclisis en el queso tipo
k-CN BB. Ademds, un mayor porcentaje de estos quesos fueron
clasificados como "Queso de primera clase'.

Graham y col. (1986) elaboraron quesco Cheddar a escala de
laboratorio a partir de leche de vacas individuales con los
fenotipos AA de B-CN, k-CN y B~Lg ("leche A") & BB de x-CN junto
con AB & BB para la B-CN y B-Lg {("leche B"). Con la "leche B" se
obtuvo, en comparacidén a la "leche A”, aproximadamente un 5% mas
de sblidos totales por unidad de proteina en leche; ademds, la
recuperacién de grasa y proteina en el gueso fue significativa-
mente mejor con la Yleche B", Resultados similares fueron
obtenidos para gqueso Parmesano y gueso Camembert. Marziali y Ng-
Kwai-Hang (1986a) en una produccidén a escala de laboratorio,
obtuvieron queso Cheddar de aproximadamente 3,5% md&s de humedad
y, significativamente, menores pérdidas de grasa y proteina en el
suero procedente de leches k-CN BB cuando se comparaba con el de
leches k-CN AA. Politis y Ng-Kwai-Hang (1988a) demostraron gque el
contenido en grasa de queso producido a partir de los tipos de
leche k~CN BB/AB era mayor que el de los tipos x-CN AA.

Schaar y col. (1985) fueron los tnicos investigadores que,
utilizando leche pasterizada, concluyeron que en la recuperacidn
del contenido en grasa y humedad del queso, ademas de las
variantes de k-CN, también influye el procedimiento de fabrica-
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cién, especialmente la temperatura de calentamiento de cuajada.

La leche de vacas homocigotas para la B-Lg B, al igual gque
la gque contiene la kx-CN BB, muestra mejores propiedades relacio-
nadas con la aptitud quesera particularmente con respecto al
rendimiento quesero. Schaar y col. (1985), Marziali y Ng-Kwai-
Hang (1986c) y Rahali y Menard (1991) encontraron gue la
recuperacidédn de proteina a partir de leche con tipo B-Lg BB era
significativamente superior que la de la leche tipo B-Lg AA (BB
> AB > AA). Esto parece atribuirse a unos mayores contenidos
relativos en caseina de leche de vacas de fenotipo B-Lg BB
{(Grosclaude, 1988).

Los efectos de los fenotipos de B-CN en rendimiento y
composicidén de gueso fueron estudiados por Marziali y Ng-Kwai-
Hang (1986a, 1986c) dque fabricaron queso a partir de leche 5-~CN
alA?, obteniendo un 4% mas de rendimiento en quesc y 4,2% menos
en proteina comparado con leche B-CN alal,

Basado en cdalculos tedricos de rendimiento en queso
Parmesanoc, Aleandri y col. (1990} estimaron que los fenotipos BB
de k-CN y de B-Lg inducen a un mayor rendimiento quesero gque los
tipos AA. La leche tipo «,,;-CN BC parece ser mas adecuada que la
@gz1-CN BB, Los incrementos de rendimiento esperado por 1000 Kg de
leche para las leches x-CN BB y o, ;-CN BC fueron 0,92 y 0,75 Kg
de qgueso respectivamente. Ademds, los mismos autores calcularon
los rendimientos queseros tedricos basados en contenido en grasa
y proteina de la leche que se procesaba para queso Parmesano: los
rendimientos queseros tedricos para la leche x-CN BB concordaban
casi perfectamente con el rendimientec gquesero real. Los rendi-
mientos calculados para leches k-CN AA eran, en cambio, muy
inferiores al rendimiento real. Las diferencias negativas para la
leche x-CN AA se consideraron como el "efecto de genotipo k~-CN".
Este efecto posiblemente se debe a una menor retencién de grasa
en el coagulo de la leche x-CN AA, que es el resultadoc de una

cuajada un poco mds débil.
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El conocimiento actual en lo que respecta al polimorfismo de
las proteinas lacteas indica gque se debe realizar una clara
distincién entre:

a) la relacién de variantes genéticas y la composicidn de la
leche incluida la de la fraccidn proteica y

b) la relacidén con las propiedades tecnoldgicas de la leche.

Los estudios que conciernen a la aptitud de la leche para la
fabricacién de diversos productos 1lacteos se han enfocado
principalmente a las propiedades de la leche cruda para fabrica-
cién de queso, fundamentalmente la capacidad de coagulacidn y la
elasticidad de 1la cuajada. Las relaciones entre variantes
genéticas de proteinas lacteas y las propiedades tecnolégicas de
la leche han sido investigadas empiricamente con baja comprensidn
de las relaciones al azar tanto desde el punto de vista genético
como del de la guimica lactea. Por lo tanto, antes de que las
variantes genéticas se incluyan en estrategias de seleccidn,
deben ser elucidadas las relaciones reales con las caracteristi-
cas referentes al procesado de la leche.

1.5. MEJORA GENETICA EN EL GANADO LECHERO

Se sabe que las variantes genéticas estan relacionadas con
ciertas propledades tecnolégicas de la leche como la aptitud
guesera o la estabilidad al calor. Por ello se estd investigando
y experimentando en el tema de la seleccidn para ciertos
genotipos. Es probable que en un futuro se proponga un sistema de
pago para leche cruda que incluya las propiedades tecnoldgicas de
la leche. Por ello se estén poniendc a punto métodos répidos para
clasificar leches, determinando la relacidén de los parametros
como tiempo de coagulacidn o elasticidad del coagule con el
"input-cutput" en queseria.

Si las compafilas lecheras deciden clasificar la leche en
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funcidén de sus caracteristicas tecnolégicas, posiblemente se
afecten los programas de seleccién. La seleccidn para ciertos
genotipos serja muy fécil, ya gque la heredabilidad de las
propiedades tecnolégicas parece seguir el mismo esquema que para
grasa y proteina. Dentro de algunos afios la leche cruda de una
determinada regidén serad utilizada principalmente para un solo
producto. Por tanto, la leche llegara a ser una materia prima que
se deberd adecuar a una utilizacién especifica (Gibson, 1989).

En algunos paises los programas de seleccidn estén ya
plantedndose incrementar la frecuencia de la variante B de x~CN
en el ganado bovino lechero debido a gque esta variante ha
mostrado repetidamente estar asociada a una leche que contiene
mis caseina y exhibe mejores propiedades de coagulacidn. Para Ng-
Kwai-Hang (1990) no es recomendable en el estado actual de
conocimientos un paso tan drastico en la seleccidn, debido a 1a
falta de informacién en lo que respecta a las posibles asociacio-~
nes de los genes k-CN B con factores que pueden ser negativos
para la produccidén lactea.

Actualmente el principal objetivo de mejora en ganado ovino
es el aumento de la produccién de leche por lactacidn; otros
objetivos responden a facilidad de ordefio y persistencia de la
lactacién y, finalmente, 1la mejora de las caracteristicas
cualitativas de la leche (Espejo-Diaz, 1989). Sin embargo existen
estudios que demuestran gque el factor "repetibilidad" entre
lactaciones del contenido en grasa y proteina es algo superior al
calculado para la cantidad de leche producida (Carriedo y San
Primitivo, 1989); esto es particularmente interesante en 1la
seleccidn del ovino productor de leche con destino a gqueseria,
dado que el pago de la leche por calidad incluye primas conside~
rables.

Es posible que en el futuro, en los programas de mejora
genética de las razas ovinas lecheras se proponga la inclusién de

las variantes genéticas de proteinas lacteas como un criterio
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adicional en la seleccidn, hecho que ya estd llegando a ser una

realidad en ganado vacuno.
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2. OBJETIVC Y PLAN DE TRABAJO

Con el establecimiento de cuotas de produccidn para la leche
de vaca en los paises pertenecientes a la CE, la leche de oveja
ha cobrado un creciente interés, aumentando considerablemente su
produccién en los Gltimos afios. Aunque una pequefia parte de la
leche de oveja se destina al consumo como leche liquida o yogur,
practicamente la totalidad se emplea en la elaboracidén de gueso.

Uno de los problemas que tiene planteada la industria
quesera es el de mejorar la aptitud tecnolégica de la materia
prima. Se conoce que muestras de leche, aln con el mismo
contenido en caseinas, presentan un comportamiento distinto
frente al cuajo, asi como considerable variacidén en el rendimien-
to en queso.

Por otra parte, estudios realizados en leche de vaca
demuestran que existen determinadas variantes genéticas de las
proteinas lacteas que inciden en las propiedades tecnélogicas de
la leche relacionadas con el proceso de elaboracidn del queso. El
conocimiento de las caracteristicas de las proteinas de la leche
es un aspecto de importancia relevante, tanto desde el punto de
vista de optimizacién de la tecnologia quesera como de la
seleccidn y mejora ganadera. Sin embargo, son muy escasos los
datos existentes al respecto en leche de oveja y practicamente
nulos en relacidén a las razas hacionales.

Por ello se planted la realizacién de este trabajo que tiene

como objetivo principal:

"el estudio de la posible influencia del polimorfismo de las
proteinas de leche de oveja de las razas Manchega y Segurefia en
la aptitud tecnolégica de la leche en relacién con el proceso de
elaboracién del queso'.
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El logro de este objetivo, ademds de contribuir al conoci-
miento basico de las proteinas de leche de oveja puede aportar
informacién de gran utilidad como criterio adicional de seleccién
del ganado ovino lechero.

El presente trabajo se llevé a cabo mediante estudio de
muestras individuales de leche de ovela de distintas razas y
rebafios, con objeto de evitar la influencia de factores derivados
de la consanguinidad, y en diferentes estados de lactaciodn.

En una primera fase se estudiaron los polimorfismos de las
seroproteinas y caseinas mediante diferentes técnicas electrofo-
réticas de alta resolucidn incluyendo entre ellas la electrofore-
sis bidimensional y la inmunotransferencia.

La segunda parte del trabajo se realizé en una serie de
muestras de leche, procedentes de ovejas previamente fenotipadas
para las caseilnas y B-lactoglobulinas, y en ellas se estudiaron
las caracteristicas de composicidén asi como las caracteristicas
del codgulo y el rendimiento quesero.

En una dltima etapa se realizb un estudio estadistico de los
resultados obtenidos para determinar el efecto del polimorfismo
de las proteinas lacteas ovinas sobre la aptitud quesera de la
leche.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MUESTRAS DE LECHE

Se han estudiado un total de 494 muestras individuales de
leche de oveja de las razas Manchega y Segurefia.

Por otra parte, para andlisis de apoyo, se utilizaron
muestras de leche de vaca, oveja y cabra, asi como leches del

mercado liquidas y en polvo.

A. Leche de ovelja de raza Mancheqga
Las muestras de leche de oveja de raza Manchega se obtuvie-

ron de 182 animales pertenecientes a dos rebafios: el de 1la
Estacidén Experimental del CENSYRA en Valdepefias (Ciudad Real), y
el de la finca "La Poveda" del Centro Experimental del CSIC en
Arganda del Rey (Madrid).

Del rebafic de Valdepefias se estudid la leche de 113 ovejas
al principio de la lactacidén; de ellas se seleccionaron 44
hembras cuya leche se estudid en fases sucesivas de la lactacioén.
El total de muestras analizadas de este grupo fue de 237.

Del rebafio de Arganda del Rey se estudié la leche de 69
ovejas en dos puntos de la lactacidn. En una paridera posterior
15 de estos animales suministraron nuevamente muestras en ordefios
efectuados en distintos momentos de la lactacidn. E1 total de

muestras analizadas de este rebaho fue de 194.

B. ILeche de oveja de raza Segurefia
lLas 50 ovejas de raza Segurefia que proporcicnaron las

muestras pertenecen al rebafio del Centro de Seleccidén Rodriguez
Penalva en Huéscar (Granada).

Inicialmente se tomé una muestra de leche de cada oveja al
principio de la lactacién. Posteriormente se seleccionaron 13
ovejas cuya leche se estudidé de nuevo aproximadamente hacia la
mitad del ciclo de lactacién.

46



Con el fin de minimizar el efecto del nlmero de lactacién,
en ambas razas se seleccionaron ovejas representativas de
diversas lactaciones (desde el nimero 1 al 9).

La toma de nuestras de leche de oveja fue realizada por
personal experimentado mediante ordefic manual.

Las muestras de leche fresca se transportarcn en envases de
plastico manteniéndose en refrigeracidén a 4°C hasta el momento de
sSu procesamiento en el laboratorio; el tiempo dque permanecieron
las muestras en refrigeracién fue siempre inferior a 24 h.

3.2. ANALISIS DE COMPOSICION FIsIco-QuiMica

3.2.1. DETERMINACION DEL pH

El pH de cada muestra se ha determinado en un volumen de
leche previamente homogeneizado, siguiendo el método del
Ministére de 1’/Agriculture de Francia (1974). La lectura del pH
se realizd con un pH-metro Orion mod. 601 I.

3.2.2. ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA GLOBAL

El contenido en grasa, proteinas, lactosa y extracto seco
total de las muestras se ha medido con equipos instrumentales
automatizados como describen Juarez y Martinez-Castro (1978).

A. Principio del método
En la leche esté&n presentes constituyentes con grupos
funcionales definidos: los hidroxilo de la lactosa, los enlaces
peptidicos de las proteinas y los grupos carbonilo de las uniones
éster de los triglicéridos o grasa; estos grupos presentan
absorciones especificas en la regidn infrarroja del espectro a
9,60, 6,46 y 5,73 um, respectivamente.
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B. Equipos instrumentales

Se utilizaron los equipos Milko-Scan mod. 203 (Foss Elec-
tric) y Multispec mod. M (Shields Instruments).

Estos equipos constan esencialmente de los siguientes
elementos basicos:

~ Un homogeneizador y bomba para la toma de muestra.

- Un espectrofotémetro infrarrojo de doble haz modificado
para conseguir cambios rapidos en la longitud de onda y asi
obtener resultados de los componentes grasa, proteina y carbohi-
dratos por separado.

~ Una unidad de control que, en base a un calibrado previo
convierte la sefial del espectrofotémetro en una lectura directa
en tantos por ciento, para ser expuesta en una pantalla de

lectura o transferida a un sistema de impresidn.

C. Ajuste del cero éptico y calibrado

Antes de la realizacidén de una serie de andlisis se procede
al ajuste del cero en los canales de grasa, proteinas y lactosa,
utilizando agua en la cubeta. Esta lectura se comprueba periddi-
camente a fin de que la variacidén maxima sea de * 0,02.

Para el calibrado se utilizaron dos series de muestras de
distinto tipo: esterilizadas y crudas. En el primer caso,
mediante mezcla de leche entera, desnatada y concentrada, cuya
composicién se habia determinado por los procedimientos de
referencia (Gerber, Kjeldahl y determinacién de aziicares
reductores, para la grasa, proteinas y lactosa, respectivamente),
se dispuso de un intervalo de concentraciones de 3,5 a 7,6 % de
grasa, 5,0 a 5,9 % de proteinas, 4,0 a 5,5 % de lactosa y 14,4 a
19,4 % de sb6lidos totales. En el segundo caso se analizaron
leches crudas de vaca, oveja y cabra, con objeto de lograr un

intervalo de concentraciones préximo al antes citado.
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3.2.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN CALCIO
Se ha determinadc el contenido en calcio de las muestras
individuales de leche por espectrofotometria de absorcién atémica

segin el método descrito por Juérez y Martinez-Castro (1979).

A. Preparacidén de la muestra

A 5 ml de leche se le adicionan 50 ml de Acido tricloroacé-
tico (ATC) al 24% y se aflade agua desionizada hasta 100 ml.

Se agita durante media hora a intervalos de 5 min y a
continuacidén se filtra a través de papel Whatman ne 40.

Para el analisis del calcio en leche de oveja, la dilucidn
final, previa lectura en absorcidn atdmica llevada a cabo en el
suero acido obtenido, fue de 1 a 20. Ademds se adiciond lantano
{500 mg/ml) a la dilucidén final de medida, con objeto de
acomplejar los iones interferentes. En los ensayos realizados se
utilizd una disolucién de tricloruro de lantano al 5% preparada
a partir de é6xido de lantano (5,86 gr), 5 ml de agua desionizada,
25 ml de HC1l concentrado y, finalmente, agua desionizada hasta un

volumen de 100 ml.

B. Composicion de las disocluciones patrén

con objeto de atennar en lo posible la influencia de 1la
matriz, las disoluciones patrdén preparadas contenian, ademas de
Calcio, los elementes Na, K y Mg en proporciones similares a las
presentes en leche.

Se partidé de una serie de disoluciones comerciales (Titri-
sol, Merck) conteniendo 1,000 gr/ml de cada uno de los elementos
minerales mayoritarios en leche: Na, K, Ca y Mg. A partir de
ellas se prepararon, por dilucién, 6 disoluciones patrén, para la
realizacidn de la curva de calibrado, cuya composicidn fue la gque

se indica en la tabla 3.1.

49



C. Equipo instrumental
El espectrofotémetro de absorcidén atdémica usado fue un
Beckman mod. 1248, provisto de compensador de deuterio, integra-
dor y memoria analégica, mechero Autolam Burner II y registrador
potenciométrico Houston de 100 mV. Las caracteristicas de 1la
lampara de catodo hueco usada para el andlisis de calcio, asi
como los parametros de absorcién atémica son los siguientes:
Longitud de onda (nm): 422,7
caracteristicas de la llama (Kg/cm?):
Ajire: 1,60
Acetileno: 0,75
Caracteristicas de la lampara de catodo hueco:
Referencia: Beckman 909592
Intensidad maxima {mA): 10

Tabla 3.1. Composicion de las disoluciones patrén.

Soluciénfd) Contenido en mg/1

Na K ca Mg
1 0,6 2 2 0,2
2 0,9 3 3 0,3
3 1,2 4 4 0,4
4 1,5 5 5 0,5
5 2,1 7 7 0,7
6 3,0 10,0 10,0 1,0

(a) Cada disolucidén patrdn contenia, ademas, 1,2% de ATC y 500
ppm de lantano (Brooks y col., 1970).

3.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PROTEINAS LACTEAS
3.3.1. METODOS DE PRECIPITACION QUIMICA
3.3.1.1. OBTENCION DE CASEINAS Y SEROPROTEINAS

La obtencidén de las fases sérica y caseinica de cada muestra
individual se ha realizado mediante precipitacién a pH 4,6 segin
el método de Aschaffenburyg y Drewry (1959).
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Se ha ideado un sistema rapido para la separacién de la
fraccidén caseinica y seroproteica a partir de pequefios volumenes
de leche, utilizando tubos tipo Eppendorf y un rotor de centrifu-
ga especifico para los mismos (rotor tipo 18.1 con capacidad de
24 tubos, de la centrifuga mod. J-21 B de Beckman). E1 modo de
operar es el siguiente:

12, Se toman con pipeta automatica 0,6 ml de leche,
previamente homogeneizada.
22, Se afiaden 0,3 ml de Acido acético al 10% y se agita; a

continuacién se afiaden 0,3 ml de acetato sédico 1 M y

se agita nuevamente.

32. Se deja reposar durante 15 min a 30°C en un bafio
termostatizado.
49, Las muestras se centrifugan a 5000 g durante 15 min a

5°C. Tras esta centrifugacidén la leche queda perfecta-

mente separada en 3 fases: la grasa en la parte

superior, un sobrenadante (que contiene las seropro-
teinas) en la parte media y un precipitado blanco (que
contiene las caseinas) en la parte inferior.

- Se mantienen durante 30 min en un recipiente con

hielo picado para que la capa de grasa se endurezca y

se pueda eliminar con una espéatula.

- El1 sobrenadante se recoge con pipeta automitica y se

filtra; para una mayor automatizacidédn del proceso de

filtrado, se prepararon los filtros en el laboratorio
rellenando puntas de la misma pipeta usada anterior-
mente con lana de vidrio.

- E]l precipitado se lava 3 veces con agua acidulada a

pH 4,6 con acido acético al 10%. Para ello, en cada

lavado se afiade a cada Eppendorf 1 ml de agua acidula-

da, se mezcla y a continuacidén se centrifuga a 5000 g

durante 15 min a 5°C, eliminando el sobrenadante por

decantacidn.
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Cuandc fue necesaria la obtencidén de mayores cantidades de
caseinas y seroproteinas se partid de 10 ml de leche, utilizando
material de laboratorio y centrifuga adecuado a este voldmen. En
este caso, el desnatado de la leche se realiza mediante centrifu-
gacidén a 2000 g durante 30 min a 20°C, eliminando la capa de
grasa después de reposo en bafio de hielo durante 30 min. Para la
acidificacién de la leche se ajustan las cantidades de aditivos
para llevar las muestras a pH 4,6. El suero se filtra; las
caseinas se lavan cada vez con 10 ml de agqua acidulada y a
continuacién se congelan y liofilizan.

Las caseinas y seroproteinas obtenidas se han utilizado para

los analisis posteriores.

3.3.1.2. OBTENCION DE B-~LACTOGLOBULINAS

Se han obtenido las distintas variantes de R-Lg de leche de
oveja siguiendo el método de aislamiento de Fox (1967), mediante
el cual 1las B-Lg permanecen en la fraccién soluble tras 1la
precipitacién con acido tricloroacético (ATC). En la figura 3.1
se muestra un esquema del procedimiento segquido para la obtencién
de las lactoglobulinas.

Leche entera

Calentar a 38°C
Centrifugar 30 min a 2000
Grasa Leche desnatada
/ Afadir HCl 1 M hasta pH= 4,7
Y
Precipitado Sobrenadante
Ahadir ATC (34,2 gh)
+ Dejar reposar 24 h a 5°C
Precipitado Sobrenadante

Dializar frente a agua MilH-Q
Obtencién de B-Lactoglobulinas

Figura 3.1. Esquema del procedimiento de obtencién de B~Lactoglo-
bulinas, Fox (1967).
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3.3.2. METODOS CROMATOGRAFICOS

Se han aplicado técnicas cromatograficas a escala preparati-
va con el fin de separar las diversas fracciones caseinicas. Se
ensayaron dos tipos de cromatografia con diferentes principios de
fraccionamiento: la cromatografia de intercambio idénico y 1la
cromatografia de afinidad.

3.3.2.1. FRACCIONAMIENTO DE LAS CASEINAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
DE INTERCAMBICO IONICO
El fraccionamiento de las caseinas ovinas mediante cromato-
grafia de intercambio iénico se realizd siguiendo una modifica-
cidén del método de Mercier y col. (1968).

A. Preparacién de la celulosa y relleno de la columna

Se partidé de 21 g de DEAE-celulosa D-8382 (Sigma) dque se
suspendieron en agua desionizada y fue filtrada y lavada con NacCl
0,25 N y NaOH 0,25 N hasta pH neutro y con HCl1l 0,25 N hasta pH
dcido. Finalmente se lavd con agua hasta que el filtrado gqueddé
libre de HCl. A continuacidén se acondiciondé afiadiendo 6 ml de
tampén imidazol-HCl 0,02 M, pH= 7,4 por cada gramo de celulosa
hameda. Como germicida, se afadidé azida sbédica al 0,01%. Se
ajustd el pH a 7,4 con HC1 1 N & NaOH 1 N y tras 30 min se filtrd
a vacio a través de papel Whatman n® 40. Este tratamiento fue
repetido hasta que el pH del filtrado se iguald al del tampdn
original. A continuacién se rellendé con ella una columna de
vidrio de Pharmacia (52 X 2,5 c¢cm) hasta una altura de 30 cm, Yy se
equilibré con 2 1 de tampdédn imidazol-HCl 0,02 M, pH= 7,0.

B. Preparacioén de la caseina
Se partié de 0,5 g de caseina isceléctrica liofilizada, que
se disolvieron en 5 ml de tampdn imidazol-HCl 0,02 M, conteniendo
urea 3,3 My 0,1% de 2-mercaptocetanol. Esta solucidn se dializd

a través de una membrana Spectra/Por ne 1, frente a 500 ml del
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mismo tampdén, durante 24 h a 4°C.

C. Fraccionamiento

Inmediatamente antes de su uso, se pasd a través de la
columna 1 1 de tampdn cromatografico (imidazol-HCl1l 0,02 M,
conteniendo urea 3,3 My 0,1% de 2-mercaptoetanol). A continua-
cidén se aplicé la solucidn de caseina en la parte superior de la
columna; cuando ésta ya habia penetrado en la celulosa, se
hicieron pasar 150 ml de tampén cromatografico, seguidos por un
gradiente continuo de NaCl de 0 a 0,3 M en 1,5 1 de tampdn. La
separacién se efectud a temperatura ambiente con flujo de 5
ml/min (bomba peristdltica Blichler). A la salida de la columna se
determind la absorbancia a 280 nm utilizando un detector Uvicord
LKB M-2138 y un registro LKB M-2210. El eluido se recogidé en
fracciones de 10 ml con un colector de fracciones Redirac mod.
2112 de LKB. Una vez reunidas las fracciones segin el perfil
cromatografico, se dializaron exhaustivamente (Spectra/Por ne 1),

se liofilizaron y se caracterizaron mediante electroforesis.

3.3.2.2. FRACCIONAMIENTO DE LAS CASEINAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
DE AFINIDAD
Se ha empleado la cromatografia de afinidad para aislar las
fracciones caseinicas que contienen grupos tiol (x-CN y ag ,-CNj.
Salvo leves modificaciones, se ha seguido el método de Dall’Qlio
y col. (1990).

A. Preparacidén de la sefarosa y rellenoc de la columna

Se ha utilizado una tiol-sefarosa 4B activada (Sefarosa-
glutation-2dipiridildisulfuro, Pharmacia). Se partié de 5 g de la
citada agarosa como producto seco que se suspendieron en 30 ml
del tampén cromatogrdfico (Tris-HC1 0,01 M, pH= 7,0 conteniendo
urea 7 M, NaCl 0,3 M y EDTA 1 mM); a continuacién se equilibré en

1 1 de tampén filtrando a través de una placa de vidrio fritado.
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Con esta papilla se rellendé una columna de 0,8 x 30 cm (Pharma-
cia). La columna se dejd en reposo toda la noche para el buen

empaguetamiento del lecho.

B. Preparacidén de la caseina

Se pesaron 30 mg de la fraccidén caseinica y se disolvieron
en 1,5 ml de tampdn cromatografico afiadiendo 12 mg de 1,4
ditiotreitol (DTT) para reducir los puentes disulfuro. La caseina
asi reducida se sometid a elucidn mediante cromatografia de
filtracién en gel, a través de una columna de Sephadex G-25, para
eliminar el DTT; como eluyente se utilizé el mismo tampdn de
disolucién de la muestra previamente filtrado por una membrana
filtrante (HVLP type, Millipore) de tamafio de poro 0,45 um.
Finalmente se obtuvieron 25 ml de eluido de proteina.

C. Fraccionamiento

En la figura 3.2 se muestra un esquema de las reacciones que
tienen lugar durante el fraccionamiento cromatografico y 1la
regeneracién de la columna.

El fraccionamiento de las caseinas se realizé en una camara
fria a 4°cC.

El eluido proteico se sometié a la cromatografia covalente
aplicandolo en la parte superior del lecho mediante una jeringa
Yy haciéndolo penetrar en el gel de afinidad mediante succién con
una bomba peristaltica (Peristaltic Pump P-3 de Pharmacia)
regulando el flujo a 10 ml/h. El detector a 280 nm, colector de
fracciones y registro de cromatograma fue el mismo que el
utilizado para el fraccionamientce mediante cromatografia de
intercambio iénico.

Para la elucidén de las proteinas covalentemente unidas a la
sefarosa se emplearon 20 ml del tampd4n Tris-HC1l, pH= 8,0,
conteniendo 25 mM de L-cisteina.

La regeneracién del gel de la columna se realizé con 2,2/di-
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piridil disulfuro 1,5 mM en tampén Tris-HCl a pH= 8,0.
El eluido cromatografico se reunid en dos fracciones dque se
dializaron exhaustivamente (Spectra/Por n? 1) y se liofilizaron.

Posteriormente se caracterizaron mediante electroforesis e

isoelectroenfoque.

1 Grssd Y. mofCasend » Forss[Casema) s 4
i %\AS-S-Easo-na[ + 2-SH — }I\SH . H5-¢@.5.5_

1 }J\SH . Qs-s-{j_) - }«‘S-SQ - s )

Figura 3.2. Esquema de las reacciones gue tienen lugar durante
el fraccionamiento cromatogréfico de las caseinas gue contienen
grupos tiol mediante cromatografia de afinidad (I y II) y 1la
regeneracién de la columna (III).

3.4. ANALISIS DE LA FRACCION PROTEICA

La heterogeneidad de las proteinas lacteas se ha estudiado
mediante métodos electroforéticoes e inmunogquimicos. En el primer
caso se describen los métodos de separacién de las proteinas
basados en técnicas electroforéticas (electroforesis, isoelec-
troenfoque, electroforesis bidimensional), los métodos de tincién
y métodos de secado de placas, asi como los métodos de medida de
las bandas. Los métodos inmunoquimicos aplicados se basan en
técnicas de inmunotransferencia.

Las distintas técnicas electroforéticas utilizadas tienen
como fin 1la separacidén en un campo eléctrico de sustancias
anfoéteras, como son las proteinas, en funcién de su carga neta
(electroforesis nativa), su peso molecular (electroforesis en

presencia de agentes desnaturalizantes), su punto isoeléctrico

56



(iscelectroenfoque), o mediante la combinacién de dos técnicas
diversas (electroforesis bidimensional).

Se ha utilizado 1la electroforesis =zonal y el gel de
poliacrilamida como soporte inerte; éste se obtiene por copolime-
rizacién de dos moléculas, acrilamida y bisacrilamida, en
presencia de un iniciador de la reaccién que es el persulfato
amdénico y un catalizador, la tetrametiletilendiamina (TEMED). El
polimero obtenido se caracteriza por la presencia de poros
debidos a enlaces cruzados N,N’ de la bisacrilamida.

La composicidn del gel se define por la terminologia de
Hjerten mediante los parametros T y C, generalmente expresados en

porcentaje, que resultan de las siguientes ecuaciones:

g acril. + g bisacril. g bisacril.

100 £ T

3.4.1. ELECTROFORESIS (EF)
3.4.1.1. ELECTROFORESIS DE LAS CASEINAS

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La EF de las caseinas en gel de poliacrilamida (PAGE) se ha
realizado a pH alcalino, siguiendo el método de Ramos y col.
(1977). La composicién del gel, definida por los parametros de
Hjerten es de T= 7,7% y C= 2,6% conteniendo urea 4,79 M.

Las placas, de dimensiones 180 x 60 x 0,75 mm con 15
pocillos para las muestras, se han peolimerizado en el formador de
geles de la cubeta mod. SE 400 de Hoefer.

Las muestras de caseina remanentes en 1los tubos tipo
Eppendorf tras la obtencidén por el sistema rapido (descrito en el
apartado 3.3.1.1) se han disuelto en 1 ml de urea 7 M; de esta
solucidn se toman 100 ul y se afaden 600 ul de urea 7 M. Para las
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electroforesis, se mezclaron a partes iguales la Gltima dilucidn
proteica y una solucidn de colorante de seguimiento, que es la
habitualmente usada para las electroforesis de carrera vertical
(azul de bromofenol al 0,05% y glicerol al 40% mezclados en
proporcién 1:10). En cada pocillo se inyectaron 10 ul de la
solucibén de muestra asi preparada.

Las fuentes de alimentacidén han sido ISCO mod. 490 y Hoefer
PS500XT. La electroforesis se programa a intensidad constante de
10 mA hasta que la muestra penetra en el gel y 20 mA hasta el
final de la carrera, siendo la duracién total de la misma de 2 h

30 min aproximadamente.

Electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida

Se ha realizado la EF discontinua de las caseinas en gel de
poliacrilamida (disc-PAGE) siguiendo la técnica a pH alcalino
(pH= 8,8) y pH Acido (pH= 4,0), como describen Chianese y col.
(1990a). La composicidén en el gel de concentracidn es de T= 3,1%
y C= 6,4% conteniendo urea 4,5 My en el gel de resolucidén de T=
6,6% y C= 2,4% conteniendo urea 8,8 M.

Para la preparacidn de los geles se utilizé el formador de
geles Gel Slab Casting Apparatus GSC-2 de Pharmacia, gque permite
polimerizar 2 geles simultineamente de dimensiones 180 x 140 x
Q0,7 mm 6 180 X 200 x 0,7 mm con 14 pocillos para las muestras en
cada placa. Las electroforesis a pH alcalino se realizaron
indistintamente en estos dos tamafios; en las electroforesis a pH
dcido se utilizaron solo las de menores dimensiones.

Las muestras se prepararon mezclando 50 pl de una solucidn
de caseina al 1,5% en urea 9 M conteniendo 1% de 2-mercaptoetanol
y 50 4l de la solucidn habitual de colorante de seguimiento. Se
inyectarcn 10 ul de las solucicnes de muestra asi preparadas en
cada pocillo.

El equipo de electroforesis utilizado consta de cubeta
vertical Gel Electrophoresis Apparatus GE 2/4 LS (Pharmacia),
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donde es posible realizar simultaneamente la carrera de 2 placas,
un bafio termostatico Multitemp (LKB) y una fuente de alimentacidn
Electrophoresis Power Supply EPS 500/400 (Pharmacia) .

Las electroforesis se programaron a voltaje constante.
cuando se utilizaron las placas de menor superficie se aplicaron
200 V y el tiempo total de carrera fue de 6 h para la electrofo-
resis en medio alcalino y 150 V durante 20 h para la electrofore-
sis en medio acido; cuando se utilizaron las placas de mayores
dimensiones (solo en la EF a pH alcalino) se programaron 150 V

durante aproximadamente 12 h.

Electroforesis en gel de poliacrilamida-agarosa

Se ha realizado la EF de las caseinas a pH alcalino (pH=
8,8) utilizando como soporte un gel de poliacrilamida-agarosa
(PAAGE). La preparacién del gel se ha efectuado siguiendo el
procedimiento de Uriel (1966) modificado por Gripon (1975). La
composicién del gel es: acrilamida -bisacrilamida - agarosa (5% -
0,16% - 0,8%)

Los geles, de dimensiones 250 x 120 x 0,7 mm, polimerizan
horizontalmente entre dos placas de vidrio, una de ellas de las
mismas dimensiones gue el gel gue se prepara y otra de mayores
dimensiones, ambas separadas por cuatro pequefias piezas de vidrio
gque le confieren a la placa el espesor deseado.

Las muestras se preparan mezclando 100 pl de agarosa fundida
y 100 ul de una sclucidn de caseina al 1,5% en urea 2 M conte-
niendo 1% de 2-mercaptoetanol. La aplicacidn de la muestra (20
ul) se realiza en pocillos excavados sobre el gel en el margen
del mismo mas cercano al polo negativo.

El equipo utilizado, de la firma LKB, consta de una camara
para electroforesis horizontal Multiphor 2117, un bafic termosta-
tizado Multitemp y una fuente de alimentacién EPS 500/400. La
temperatura se mantiene constante a 10°C. El paso de la corriente

eléctrica en el gel se asegura por la presencia del tampdédn de
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migracién situado en los reservorios laterales de la camara
electroforética que se comunican con el gel mediante una esponja.

La duracién de la carrera electroforética fue de 3 h 30 min
a voltaje constante de 200 V.

Electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS

Para conocer 155 pesos moleculares de las caseinas, se
realizd la EF discontinua en gel de poliacrilamida en presencia
de dodecil sulfato sédico (disc-PAGE SDS) siguiendo la técnica de
Laemmli (1970).

Se empled un eguipo de electroforesis PhastSystem (Pharma-
cia), dotado de una unidad de separacidn y control y una unidad
de revelado. Se utilizaron geles comerciales (PhastGel Homogeneus
20. Gel de concentracidén: T= 7,5% y C= 3%. Gel de resolucidn: T=
20% y C= 2%) y tiras de tampdn comerciales (PhastGel SDS Buffer
Strips) de Pharmacia.

Las caseinas liofilizadas se disclvieron al 1% en urea 7 M;
25 ul de esta solucidn de caseina se disolvieron en 475 ul de
tampdén de la muestra (Tris-HCl1 10 mM, 2% de 8DS y 5% de 2~
mercaptoetanol, pH= 8,0) y se calentaron, para desnaturalizarlas,
a 100°C durante 5 min. lLas muestras se aplicaron automidticamente
en el extremo catidnico del gel, utilizando el aplicador de 8
pocillos (PhastGel Sample Applicator 8/1, Pharmacia). Se
siguieron 1las condiciones electroforéticas del manual de
instrucciones del equipo (Pharmacia, nota de aplicacién n2? 111).

La determinacidén de las masas relativas (Mr) se ha realizado
por interpolacién en una curva de calibrado Pm/Rf obtenida a
partir de una mezcla patrén que contiene: Fosforilasa b (94000
daltons), AlbGmina (67000 daltons), Ovoalbiimina (43000 daltons),
Anhidrasa carbdénica (30000 daltons), Inhibidor de tripsina (20100
daltons), o-lactalbGmina (14400 daltons).
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3.4.1.2. ELECTROFORESIS DE LA8S PROTEINAS DE SBUERO
Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se ha realizado la EF de las proteinas de suero en gel de
poliacrilamida (PAGE) bajo condiciones alcalinas (pH= 8,6)
siguiendo el método de Hillier (1976). La composicién del gel es
de T= 9,4% y C= 4,25%.

Para la polimerizacidén de los geles y la carrera electrofo-
rética se utilizaron placas de idénticas dimensiones y el mismo
equipo que se han descrito en el apartado 3.4.1.1. (EF nativa
continua de las caseinas en gel de poliacrilamida), asi como las
mismas condiciones eléctricas. En cada pocillo se inyectaron 5 ul
de la solucién de seroproteinas lacteas y 5 ul de la solucidn
habitual de colorante de seguimiento.

La duracidén aproximada de la electroforesis fue de 3 h.

Electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS

La separacién electroforética de las proteinas de suero
desnaturalizadas se ha realizado en geles discontinuos de
poliacrilamida en presencia de SDS (disc-PAGE SDS) aplicando la
técnica de Laemmli (1970). Se han utilizado geles preparados en
el laboratorio de composicién T= 4% y C= 2,7% en el gel de
concentracién y T= 15% y C= 2,7% en el gel de resolucién.

Se empled el nismo equipo de electroforesis vertical que en
el caso de la EF nativa de las seroproteinas.

Las muestras se prepararon mezclando en proporcién 2:1 el
tampén desnaturalizante (el mismo que se utiliza para desnatura-
lizar las muestras de caseinas) y la solucidn seroproteica,
sometiendo la mezcla a 100°C durante 5 min.

Se utilizaron las placas y el equipo gque se describen para
la EF nativa de las seroprotelnas. Se inyectaron en cada pocillo
20 1l de la solucidn de muestra mas 5 ul de azul de bromofenol al

0,05% como colorante de seguimiento. Las condiciones eléctricas
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fueron de 15 mA constante durante toda la carrera cuya duracién
aproximada fue de 3 h 30 min.

La determinacidn de las masas relativas (Mr) se realizd del
mismo modo gque en el apartado 3.4.1.1. (EF de las caseinas en

presencia de SDS).

3.4.2. ISOELECTROENFOQUE (IEF)
3.4.2.1. ISOELECTROENFOQUE DE LAS CASEINAS

El iscelectroenfogque de las caseinas se ha realizado en
geles de poliacrilamida de distintos espesores y diversos
gradientes de pH. Estos geles, preparados en el laboratorio,

incluian urea en su composicién.

ISOELECTROENFOQUE EN GELES FINOS
El IEF de las caseinas en gel de poliacrilamida de 1 mm de
espesor y composicién T= 5% y C= 3%, se ha realizado siguiendo el
método de Addec y col. (1984).

A. Preparacidén de los geles de poliacrilamida con urea
A.l. Reactivos para la produccidn de geles y el isoelectroenfoque
- Solucién madre de acrilamida-bisacrilamida

Acrilamida ....ieieieiieniitattannionsainannsonn . 29,0 g
N,N’- metilenbisacrilamida ................. «.-» 0,9 g
U i ittt et e eincanacnacsaeesaanscosassrssnensnsn 42,0 g
Agua destilada .....cceevesvonsssannsnsas hasta 100 ml

Esta solucidén se filtra y se afiaden 2 g de Amberlita MB 3.
Se conserva en un frasco de cristal de color topacio a 4°C
durante aproximadamente 4 semanas.
- Solucién de gel

Se prepara mezclando las siguientes cantidades de aditivos,
anfélitos y solucidédn madre de gel:

5,95 ml de solucidén madre de gel
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26,95 ml de solucién de urea 7,8 M
1,75 ml de solucién de anfélitos *
(*) Se ensayaron diversos gradientes de pH en las placas (2,5-7;
2,5-8; 2,5-10) que se consiguieron con la mezcla de distintos
anfdlitos en la proporcién que se indica:
Gradiente 2,5-7: anfdélitos de pH 2,5-4, 3,5-5 y 5-7 en proporcidn
0,47:0,88:1.
Gradiente 2,5-8 (a): anfdélitos de pH 2,5-4, 4-6 y 6-8 en
proporcién 1:1:0,92.
Gradiente 2,5-8 (b): anfélitos de pH 2,5-4, 4-6 y 5-8 en
proporcién 1:1:0,92.
Gradiente 2,5-8 (c): anfdélitos de pH 2,5-4, 4-6,5, 4,5-5, 4,5-8
y 6-8 en proporcién 0,5:0,83: 1:0,66:0,33.
Gradiente 2,5-10 (a): anfdélitos de pH 2,5-4, 3,5-10 y 5-7 en
proporcién 0,55:1:0,66.
Gradiente 2,5-10 (b): anfdélitos de pH 2,5-4, 3,5-10 y 5-7 en
proporcién 0,5:1:0,5.

La solucién se homogeneiza y se desgasifica a vacio durante
5 min.
- Soluciones cataliticas: TEMED

Persulfato aménico al 1%
- Soluciones electroliticas: Anodo H,;PO, 1 M
Catodo NaOH 1 M

A.2. Polimerizacidén de los geles

Los geles, de dimensiones 260 x 125 ¥ 1 mm son polimerizados
en un molde formado por dos placas de vidrio de 1 mm separadas
por una junta de goma de caucho y otra placa de vidrio de 3 mm de
espesor que le confiere firmeza al conjunto, todo ello sujeto con
pinzas.

Inmediatamente antes de verter la solucién de gel en la
unidad de polimerizacidn se afiaden las soluciones cataliticas: 35
14l de TEMED y 700 ul de persulfato ambénico al 1%.
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El molde se rellena por la parte superior introduciendo 1la
solucién polimerizante con una jeringa. La polimerizacidn ocurre
en 40 min aproximadamente a temperatura ambiente. El molde se
abre con ayuda de una espdtula y los reactivos no polimerizados

se eliminan por absorcidén con papel de filtro.

B. Preparacidén de la muestra
Las muestras de caseina liofilizada se disuelven en urea 9
M hasta una concentracién del 1,5% y se le afiade 1% de 2-

mercaptoetanol.

C. Isoelectroenfoque

Se ha utilizado un equipo de LKB compuesto por: una camara
de electroforesis horizontal Multiphor 2117, un bafioc termostatico
Multitemp IT 2219 y una fuente de alimentacidén Macrodrive 5 2297,
de potencia constante.

Las placas de IEF se colocan sobre la camara en la que
previamente se habran depositado unas gotas de agua destilada.

Las tiras de los electrodos (Electrode Strips 2,5 x 6,5 ¥
230 mm, Pharmacia) se empapan en las correspondientes soluciones
electroliticas anddica y catédica y se colocan en el gel a una
distancia de 9,5 cm entre ellas.

lLas condiciones eléctricas méximas durante toda la carrera,
incluida 1la prefocalizacién son de 1200 V, 16 W y 150 ma,
manteniendo constante la temperatura de la cédmara a 12°C.

Previa a la focalizacidén se realiza una prefocalizacidén en
ausencia de muestras durante 1 h. Una vez realizado el preenfo-
gue, se inyectan con pipeta automidtica en los aplicadores de
muestra (papel Whatman n¢ 1, 10 x 5 mm) 8 ul de cada solucidn de
muestra y se coleocan en el gel a 5 mm del &nodo en sentido
longitudinal presionando ligeramente; despues de 1 h de focaliza-
cidén de la muestra se retiran los aplicadores, siendo el tiempo
total de focalizacidén de 2 h 15 min.
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ISOELECTROENFOQUE EN GELES ULTRAFINOS

El IEF de las caseinas en geles ultrafinos (UTLIEF) se ha

realizado en placas de 0,2 mm de espesor y composicién T= 5%

C=

3%. Se ha aplicado el método de Krause (1989) modificando el

gradiente de pH de los geles para consegqguir mejor resolucid
la zona de focalizacidén de las distintas fracciones caseini

A. Preparacién de los geles de poliacrilamida con urea
A.1. Reactivos para la produccién de geles y el isoelectroent

- Solucién madre de acrilamida-bisacrilamida

Acrilamida ...ecveinctneienntsannnnas Ceeeeneas 4,85
N~-N/- metilenbisacrilamida ............... ves.. 0,15
U@ +veeicssveasaseaanse ce s s eseas e ve-.- 48,05
Glicerol (87% P/P) ++4.- et st e e ceaa. 12,22
Agua destilada ......... Ceessse et hasta 100 ml

n en

cas.

oque

S SN S ST Qs

Desionizar agitando con 2 g de Amberlita MB 3 durante 30

min. Filtrar por membrana de 0,45 um. Se conserva en un frasco de

cristal de color topacio a 4°C durante aproximadamente 4 sema
- Solucidn de gel

nas.

Se prepara mezclando las siguientes cantidades de aditivos,

anfélitos y solucidn madre de gel:
9,0 ml de solucién madre de gel
24 mg de B-alanina
100 1l de anfdlito pH 2,5-4
100 ¢l de anfdlito pH 4-5
100 ul de anfélito pH 4-4,5
100 ul de anfélito pH 4,5-5
100 ¢l de anfélito pH 4-6
100 ul de anfdélito pH 5-8

La solucidén se homogeneiza y se desgasifica a vacio durante

2-3 min.
- Soluciones cataliticas: TEMED

Solucién de persulfato aménico al
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- Soluciones electroliticas: Anodo H3PO, 1 M
Cadtodo NaOH 0,5 M
- Eter de petrdleo

A.2. Polimerizacién de los geles
Los geles, de dimensiones 265 x 125 x 0,2 mm, polimerizan
sobre una pelicula pl&stica (GelBond PAG Film de Pharmacia) en el
equipo UltroMould 2217-200 Gel Casting Unit de LKB.
Inmediatamente antes de verter la solucidén de gel en la
unidad de polimerizacion, se afiaden 10 pl de cada una de las
soluciones cataliticas. La polimerizacidn ocurre aproximadamente

en 60 min a temperatura ambiente.

B.Preparacién de la muestra
La muestra se prepara del mismo modo gue se indico en el

apartado B) del Isocelectroenfoque de caseinas en geles finos.

C. Isoelectroenfoque

El equipo utilizado ha sido el mismo que se describe en el
apartado C) de Iscelectroenfogue de las caseinas en geles finos.

El termostato de refrigeraciétn se gradtia a 12°C. Se
depositan unas gotas de éter de petrdéleo en el centro de 1la
camara electroforética sobre la gue se deposita el gel con
cuidado para evitar la formacién de burbujas y enjugando el
exceso de éter con papel de filtro.

Las tiras de electrodos (Electrofocusing Electrode Strips,
Pharmacia) se empapan con las soluciones electroliticas corres-
pondientes, se cortan para ajustarlas a la longitud del gel y se
colocan en las posiciones previstas (9,5 cm de distancia entre
ellas}.

El enfoque se realiza en las condiciones que se indican en
la tabla 3.2. Una vez realizado el preenfogque (fase 1), se ponen

con pipeta automatica en los aplicadores de muestra (papel
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Whatman ne 1, 10 x 5 mm) 10 gl de cada una de las soluciones de
muestra, se colocan en el gel a 5 mm del &nodo en sentido
longitudinal y se presiona ligeramente. Los aplicadores de
muestra se extraen cuidadosamente tras 60 min de enfoque de la

muestra.

Tabla 3.2. Condiciones eléctricas programadas para IEF de
caseinas en geles ultrafinos.

Fase Tiempo Tensidn Intensidad Potencia
(min) (V) {mA} (W)

1. Preenfoque 25 2000 15 4

2. Enfoque de la muestra 60 2000 15 4

3. Enfogue final 90 3000 5 20

ISOELECTROENFOQUE EN EQUIPC AUTOMATIZADO
Se ha realizado el IEF de las caseinas en la unidad de
separacidén de un equipo automdtico de EF (PhastSystem, Pharmacia)
con geles no comerciales de composicién T= 5% y C= 3%, siguiendo
el método de Molio y col. (1989b).

A. Preparacién de los geles de poliacrilamida con urea
A.l. Reactivos para la produccién de geles y el isoelectroenfoque
- Solucidn madre de gel. Se prepara del mismo modo gue la
solucidn madre de gel para el iscelectroenfogue de caseinas en
geles finos (apartado A.l1. del IEF de caseinas en geles finos).
- Solucidén de gel. Se prepara mezclando en un tubo de ensayo
las siguientes cantidades de aditivos, anfélitos y solucién madre
de gel:
340 pul de la solucidn madre de gel
1540 ul de urea 7,8 M
100 ul de la solucién de anfélitos”
(*}) Se ensayaron dos gradientes de pH en las placas que se
consiguieron con la mezcla de distintos anfélitos en la propor-
cidén que se indica.

Gradiente 2,5-6,5: anfdlitos de pH 2,5-~4,5 v 4-6,5 en proporcién
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1:1.
Gradiente 2,5-10: anfélitos de pH 2,5-4 y 3,5-10 en proporcidn
0,25:1.

- Soluciones cataliticas. Las mismas gue se indican en el
apartado A.1. del IEF de caseinas en geles finos.
A.2. Polimerizacidon de los geles

Se siguié el método para la preparacién de dos geles de
dimensiones 50 x 41 x 0,45 mm. Los geles polimerizan sobre una
pelicula plastica GelBond PAG Film. Inmediatamente antes de
introducir la solucién de gel en la unidad de polimerizacidn, se
afiaden 2 pl de TEMED y 40 pl de persulfato aménico y se lleva a
un agitador de tubos. En la fig. 3.3 se muestra el modo de
ensamblaje de los moldes de polimerizacidn asi como el relleno de
los mismos. La polimerizacién ocurre a temperatura ambiente en 30
min, aproximadamente. El molde se abre con ayuda de una espatula
y los reactivos no polimerizados se eliminan por absorcidn con

papel de filtro.

Placa base
(B0 x 47 x 3 =m=)

GelPond PAG
(B0 x 47 x 0.2 mm)

Pinsa (B3 x 47T = 3 mm)}

Figura .3.3..‘Hodo de ensamblaje y relleno de los moldes de
Polimerizacién para carrera en equipo PhastSystem.
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B. Preparacidén de la muestra
Las muestras de caseina liofilizada se disuelven en urea 7,8
M hasta una concentracién del 1% y se afiade 0,1% de 2-mercaptoe-

tanol.

C. Electroenfoque

El enfogue isoeléctrico se lleva a cabo en el equipo
PhastSystem con electrodos gque se aplican directamente sobre el
gel. Se programaron las condiciones eléctricas que se detallan en
la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Condiciones eléctricas programadas para IEF de
caseinas en equipec automatizado.

Fase Tensidén Intensidad Potencia T2 Voltios/hora
(V) (mA) (W) (°c)

1. Preenfoque 200 2 3,5 8 80

2. Enfogque de la muestra 200 2 2,5 8 15

3. Enfoque 1200 5 3,5 8 500

El aplicador de muestras (PhastGel Sample Applicator 8/1,
Pharmacia) desciende despues de 80 Vh y asciende despues de 15 Vh
adicionales (total 95 Vh). Se aplica 1 ul de cada solucidén de
muestra en la superficie del gel con el aplicador de muestra en

la ranura anddica.

3.4.2.2, ISOELECTROENFOQUE DE LA8 PROTEINAS DE SUERO

ISOELECTROENFOQUE EN GELES FINOS
El IEF de las proteinas de suero se ha realizado en placas
de poliacrilamida con anfdélitos de pH de 3,5-9,5 (LKB Ampholine
PAGplates) de dimensiones 245 x 110 x 1 mm. La composicién de los
geles es de T= 5% y C= 3%. Se ha seguido el procedimiento

descrito por Ruiz-Martinez y Santillana-Loépez (1986).
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A. Reactivos para el isoelectroenfoque
- Soluciones electroliticas: Anodo H3PO, 1 M
catodo NaOH 1 M

- Aceite de parafina

B. Preparacién de la muestra
La muestra a ensayar es la fraccién de nitrégeno soluble a
PH 4,6.

C. Procedimiento

Se ha utilizado el mismo equipo de EF horizontal que el
descrito para el IEF de las caseinas en geles finos.

Las placas de poliacrilamida se colocan sobre la cubeta
refrigerada (12°C) en la que previamente se ha extendido una fina
capa de aceite de parafina. Las tiras de los electrodos (Electro-
focusing Strips, Pharmacia), previamente humedecidas en las
soluciones electroliticas correspondientes, se sitdan sobre el
gel a una distancia de unos 9,5 cm. entre ellas.

Las muestras se aplican sobre papeles Whatman 3MM (5 x 10
mm) colocados en sentido transversal a 5 mm de distancia del
cdtodo. El1l volumen aplicado es de 7,5 pul.

Las condiciones eléctricas de la carrera son 1500 V, 50 mA
y 10 W. No se realiza preenfoque. Transcurridos 30 min se retiran
los papeles Whatman en los que se aplicé la muestra. El1 enfoque
de las proteinas se completa a las 2 h desde el comienzo del
experimento.

ISOELECTROENFOQUE EN GELES ULTRAFINOS
El IEF de las seroproteinas en geles ultrafinos (UTLIEF) se
ha realizado en placas de 0,2 mm de espesor y composicidén T= 5%
y C= 3%, siguiendo el método de Krause (1991).
En sintesis, el modo de operar es el mismo gue el descrito
para el IEF de caselinas en geles ultrafinos en el apartado
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3.4.2.1., modificando la preparacidén del gel que no incluye 8-
alanina y el gradiente de pH (2,5-7) que se consigue con la
mezcla de 3 anfélitos:

- Anfdélito pH 2,5-4,5: 0,25 ml
Anfélito pH 4-6,5: 0,20 ml
Anfélito pH 6-7: 0,20 ml

Los parametros eléctricos aplicados son los que se detallan
en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Condiciones eléctricas programadas para IEF de
seroproteinas en geles ultrafinos.

Fase Tiempo Tensibn Intengidad Potencia
(min) (V) (mA) (W)
1. Preenfoque 30 2500 15 4
2. Enfogue de la muestra 60 2500 15 4
3. Enfoque final 60 2500 5 20
40 2500 & 20
30 2500 7 25

ISOELECTROENFOQUE EN EQUIPO AUTOMATIZADO

Se ha realizado el IEF de las seroproteinas en equipo
automatico de EF horizontal (PhastSystem, Pharmacia) utilizando
placas de peoliacrilamida de composicién T= 5% y C= 3% (PhastGel
IEF 4-6,5, Pharmacia); se han seguidec las condiciones Ade
separacién y tincién que se indican en el manual del equipo.

Las condiciones eléctricas programadas para la separacidn
son las gue se exponen en la tabla 3.5.

Tabla 3.5. Condiciones eléctricas programadas para IEF de
seroproteinas en egquipo automatizado.

Fase Tensidén Intensidad Potencia T2 Voltios/hora
(V) (mA) (W) (°C)

1. Preenfoque 2000 25 2 20 80

2. Enfoque de la muestra 2000 25 2 20 40

3. Enfoque final 2000 25 4 20 540
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Se aplicé 1 pl de cada solucién seroproteica en la superfi-
cie del gel con el aplicador de muestras de 8 pocillos en la

ranura catddica.

3.4.2.3. ISOELECTROENFOQUE DE LECHE ENTERA

Se ha realizado el IEF de las muestras de leche de oveja si-
guiendeo el método de Bovenhuis y Verstege (1989) para deteccidn
de variantes genéticas en proteinas de leche de vaca. La
separacién y tincién se realizan en las respectivas unidades del

guipo automatizado de electroforesis PhastSystem, Pharmacia.

A. Preparacién de las placas

Se utilizaron placas comerciales (PhastGel IEF 4-6,5,
Pharmacia). Antes de su uso, las placas se incubaron durante una
noche en 100 ml de urea 8 M conteniendo 1% de Tritdén X-100.
Después de la incubacidén, los geles se equilibraron durante 15
min en una solucidén de urea 8 M conteniendo 0,8% de Tritdédn X-100
y 16% (p/v) de anfélitos portadores de gradiente de pH 2,5-4,5
(0,62% p/v) Yy 4-6,5 (0,83% p/v) mezclados en la proporcién 1:1.
El exceso de liquido de la superficie se elimind con aire

comprimido.

B. Preparacién de la muestra
Se mezclan 100 ul de leche entera y 500 pl de una solucién
de urea 8 M conteniendoc 3% de 2-mercaptoetancl. A continuacién la

mezcla se incuba durante 15 min a temperatura ambiente.

C. Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque se ha llevado a cabo en la unidad de
separacidn del equipo PhastSystem. Se programaron las condiciones
eléctricas que se detallan en la tabla 3.6.

En cada calle se aplicd de modo automatico con el aplicador

de muestras de 8 pocillos 1 pl de la solucidén de muestra en 1la
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ranura anddica del gel.

rTabla 3.6. Condiciones eléctricas programadas para IEF de leche
entera.

Fase Tensién Intensidad Potencia T2 Voltios/hora
(V) (mA) (W) {(°c)

1. Preenfoque 2000 28 2 20 80

2. Enfoque de la muestra 2000 25 2 20 40

3. Enfogue final 2000 25 4 20 540

3.4.3. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (EF-2D)
3.4.3.1. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DE LAS cAsSEiNas

12 dimensibén EF - 28 dimensién IEF

La EF-2D de las caseinas, disc-PAGE a pH alcalino (descrita
en el apartado 3.4.1.1. EF discontinua en gel de poliacrilamida)
en primera dimensién, seguida de IEF (como se detalla en el
apartado 3.4.2.1. IEF de las caseinas en geles finos, gradiente
de pH 2,5-8) en segunda dimensién, se ha realizado segln el
procedimiento de Di Luccia y col. (1986).

Para la separacidn electroforética se han inyectado 30 pl de
la solucién de muestra; después de la carrera en primera
dimensidén se separa, mediante corte con bisturi, la calle del gel
en la gque se ha realizado el fraccionamiento de la proteina, que
se somete a un primer lavado con agua destilada y seguidamente se
deja eguilibrar durante 15 min en una solucién de urea 9 M
conteniendo 1% de 2-mercaptoetanol. A continuacidn la tira de gel
se deposita en la parte alcalina del gel de focalizacién y es
sometida a migracidén. La carrera isoelectroforética se completa
a las 3 h 30 min.
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3.4.3.2. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS DE SUERO

12 dimensidén EF - 22 dimensidén IEF

Se ha realizado la EF-2D de las seroproteinas acoplando la
EF nativa come primera dimensién al gel de IEF en segunda
dimensidn.

En la primera etapa las proteinas se separaron mediante
electroforesis nativa segin el método de Hillier (descrito en el
apartado 3.4.1.2, EF nativa de las seroproteinas), inyectando en
el pocillo 30 wl de la muestra a la que se aplica la técnica
bidimensional. En una segunda etapa las proteinas se sometiercn
al enfogue isoeléctrico en geles ultrafinos (como se especifica
en el apartado 3.4.2.2.), incrementando en este Gltimo caso el
tiempo de carrera que fue de 3 h,

El modo de operar es el mismo gue se describe para la EF-2D
de las caseinas, salvo en la preparacién de la tira del gel de

primera dimensidn, que solo requiere un lavado en agua destilada.

12 dimensidén IEF - 22 dimensidén EF SDS

Se ha seguido la técnica de Trieu-Cuot y Gripon (1981) para
EF-2D.

El IEF en primera dimensién se ha realizado en placas
ultrafinas (gel de Krause) como se describe en el apartado
3.4.2.2. (IEF en geles ultrafinos). Para la separacidn en primera
dimensién se han aplicado en el gel de iscelectroenfogue 20 ul de
la muestra. Después de la carrera de focalizacidén, se corta con
bisturi la parte de gel (incluido soporte plastico GelBond PAG
Film), en la gue se ha realizado el fraccionamiento iscelec-
troforético, se lava en agua destilada y a continuacién se
equilibra durante 20 min en el tampdn de la muestra para SDS
vertical.

La sequnda dimensidn se realiza sometiendo la tira de IEF a

una EF vertical en un sistema discontinuo de PAGE SDS como se
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detalla en la seccién correspondiente del apartado 3.4.1.2.,
estableciendo en el gel de concentracién 3 pocillos para las
muestras: uno central de mayor capacidad donde se introduce el
gel de primera dimensidon equilibrado, y dos laterales para
muestras de referencia.

La EF se completa en 5 h.

METODOS DE TINCION
Se describen brevemente los métodos de tincidén empleados

para cada tipo de colorante.

A. TINCION CON AZUL COOMASSIE G-250

Método de Blakesley y Boezy (1977). Con este método de tincién se
tifileron las placas de PAAGE de caseinas, las placas de PAGE de
seroproteinas y las placas de IEF de caseinas en geles finos.
Método de Krause (1992). Con este método de tincién se tiferon
las placas de IEF en geles ultrafinos.

B. TINCION CON AZUL COOMASSIE R-250

Método de Winter y Anderson (1977). Con este método se tifieron
las placas de PAGE de caseinas y los geles de disc~PAGE SDS de
seroproteinas asi como las placas de IEF de seroproteinas en
geles finos.

C. TINCION CON AZUL COOMASSIE R-350

La tincidén con azul Coomassie R-350 es la gque se ha
utilizado habitualmente para tefiir las placas en la unidad de
tincién del equipo PhastSystem. Los métodos de tincidén aplicados
para las placas de disc-PAGE SDS de caseinas asi como las placas
de IEF de seroproteinas y caseinas en equipo automatizado son los
que se describen en el manual de usuarios del equipo, nota de
aplicacidédn n® 200.

El método de tincidn para IEF de leche entera, propuesto por
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Bovenhuis y Verstege (1989), consiste en una modificacién del que
se describe en el manual. La solucidén de tincién se prepara con
0,03% PhastGel Blue R en 30% de metanol y 10% de acido acético en
agua destilada, afiadiendo 0,1% (p/v) de sulfato de cobre. La
fijacidén de proteinas se realiza durante 10 nin; la tincién y la
Altima decoloracién (25 min) se realizan a 37°C.

METODOS DE SECADO

A. Secado en eguipo secador de placas

Los geles de electroforesis se han secado en secador de
placas. Para ello se han utilizado equipos especificos, comoc el
Slab Dryer mod. 443 de Bio-Rad, y el Gel Slab Dryer de Pharmacia.
El gel se coloca entre dos hojas de papel de celofén empapadas en
agua destilada, evitando atrapar burbujas de aire. El secado se
ha hecho a vacio (80 mm Hg) a 60°C durante 3 h 30 min.

B. Secado a temperatura ambiente

Las placas de electroenfogue se han secado a temperatura
ambiente. Los geles finos se colocan entre dos hojas de papel de
celofan, empapadas en agua destilada, o se cubren soloc de una de
éstas si el gel va provisto de un soporte plastico (geles
comerciales), evitando atrapar burbujas de aire. Asi el secado se
completa a las 48 h. Los geles ultrafinos se secan al aire (2 a
3 h) o con un secador de pelo (10 a 15 min).

METODOS DE MEDIDA

Los geles secos se analizaron por densitometria para
determinar los porcentaljes relativos de los componentes proteicos
presentes. Se utilizaron dos equipos densitométricos:

- Eguipe Shimadzu formado por un densitémetro de doble
longitud de onda (Chromato Scaner Cs-930) y un sistema integrador

con impresién grafica (Data Recorder DR-2}.
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- Densitémetro Ultroscan (LKB), conectado a un ordenador
Appel II, utilizando un programa de calculo Gelscan (LKB 4).

Las placas tefnidas con azul Coomassie G-250, R-250 y R-350,
se han medido a 600 nm, y las tefiidas con nitrato de plata a 450

nm.

3.4.4. INMUNOTRANSFERENCIA

Se han aplicado métodos inmunoguimicos para la identifica-
cién de Dbandas electroforéticas, utilizando inmunosueros
especificos anticaseinas y antiseroproteinas lacteas. La técnica
de inmunotransferencia se ha realizado como describen Chianese y
col. (1992).

3.4.4.1. INMUNOSUEROS

Como anticuerpos primarios se utilizaron inmunosueros
anticaseinas cedidos por el Dr. Moio (Facultad de Industrias
Agrarias. Universidad de N&poles) e inmunosueros comerciales
antiseroproteinas lacteas.

Los inmunosueros anticaseinas individuales (ag;-, @gy~, B-
Y k-CN) habian sido obtenidos por inmunizacién de conejos
siguiendo el procedimiento que describen Moio y col. (1989a).

Los inmunosueros antiseroproteinas lateas son: anti B-
lactoglobulina bovina (Laboratorios Nordic), antiseroproteinas
lacteas ovinas (Sigma) y antiae-lactoalbimina humana (Sigma);
estos 3 inmunosueros habian sido desarrollados en conejo y, para
su reconstitucidén se siguieron las pautas indicadas en los
correspondientes prospectos comerciales.

Comc anticuerpos secundarios se han utilizado los inmuno-
sueros desarrollados en cabra o cerdo contra Ig de conejo
marcados con peroxidasa (Goat peroxidase conjugated anti-rabbit
IgG, Bio-Rad; Swine peroxidase conjugated anti-rabbit Ig, Dako).
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3.4.4.2. METODOLOGIA

A. Reactivos para la inmunotransferencia
-~ Membrana de nitrocelulosa (NC): TransBlot Transfer Medium 0,45
gm, Bio-Rad.
- Papel Whatman 3 MM
- Solucidén tampdn fosfato (PBS): NaCl 4,5% y Na H3PO, 0,4 M, pH=
7,0. La soluciédn PBS fue utilizada también diluida en proporcién
1:4 en agua destilada

- Solucidén de lavado (WB):

S0lucidn PBS .iiiireecctnnrenncsnsacnnansas 200 ml
Tritén X-100 .......c.c0.. Cecesssseneasanssas 2 ml
Gelatina en laminas (cola de pescado) ..... 10 g
Agua destilada .....-... eresarraees hasta 1000 ml
- Solucidén de revelado:
Diaminobencidina ........ceverncecnnnnonens 50 g
Tampd4n Tris-HCl 0,1 M pH= 7,5 v iiennnsnns 10 ml
NiCly @1 1% tvvvuveunvnnnononononeanneanaas 6 ml
Agua destilada ......ccvuiiiisnnnnnann hasta 100 ml

-~ Perdxido de hidrdégenc (Perhidrol 30% H,0,, Merck)

B. Fases de la inmunotransferencia
El "inmunoblotting" se desarrolla en tres fases: transferen-

cia, incubacidén y revelado.

Transferencia

Las proteinas, separadas en el gel de electroenfoque
mediante la técnica bidimensional, o en el de electroforesis
monodimensional, son transferidas por capilaridad a la membrana
de NC.

Dos membranas de NC, de las mismas dimensiones que el gel,
se equilibran en sclucidén PBS diluida durante aproximadamente 10

min. La primera membrana de NC se deposita sobre el gel de
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poliacrilamida durante aproximadamente 2 min y después se
elimina. La segunda membrana se adhiere cuidadosamente al gel
evitando la formacidén de burbujas de aire; sobre ésta se aplica
un folio de papel Whatman también eguilibrado en la solucién PBS
diluida y, por Gltimo, 3 folios del mismo papel Whatman secos; el
tiempo de contacto es de 20 min.

Incubacién
La fase de incubacidn se realiza sometiendo la membrana de
NC a los procesos de lavado, incubaciones y acondicionamiento que

se detallan a continuacidn:

Proceso Vol. de solucién Tiempo
Lavado 50 ml de solucidén WB 3 ¥ 10 min
12 Incubacién 75 ul de antisuero en 1h
50 ml de solucién WB
Lavado 50 ml de sol. WB 3 ¥ 10 min
22 Incubacidén 25 pl de sol. de peroxidasa 45 min
en 50 ml de solucidn WB
Lavado 50 ml de solucidén WB 10 min
Acondicionamiento 50 ml de solucidén de PBS 2 ¥ 10 min
diluida

Los inmunosueros anticaseinas y antiseroproteinas lacteas se
utilizan como anticuerpos primarios en la primera incubacidn; las
inmunoglobulinas conjugadas con peroxidasa constituyen los

anticuerpos secundarios en la sequnda incubacién.

Revelado
La puesta en evidencia de las bandas ocurre con la adicién
a la membrana de NC de 50 ml de solucidén de revelado y 200 upl de

perdéxido de hidrégenc.
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3.5. APTITUD A LA COAGULACION
La aptitud de la leche a la coagulacidén se ha determinado en
base a dos criterios: las caracteristicas del coagulo que produce

sometida a la accidn del cuajo y el rendimiento en queso.

3.5.1. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DEL COAGULO

Los criterics de control habitualmente utilizados para
sequir el fendmeno de la coagulacidn y definir las caracteristi-
cas del coagulo son el tiempo de coagulacién, la velocidad de
formacién del codgulec y la elasticidad méxima.

Estos parametros, expresidn de transformaciones fisico-
quimicas complejas y progresivas, se han determinado mediante
sistemas de viscosimetria de torsidn, adaptando la técnica de la
tromboelastografia al estudio del coagule lacteo (Frentz vy
Dreuilhe, 1965).

3.5.1.1. EQUIPOS DE MEDIDA
TROMBOELASTOGRAFO
A. Descripcién del equipo

El tromboelastdégrafo utilizado ha sido el Thrombelastograph
D (Hellige). El1 esquema de un canal del tromboelastdgrafo se
muestra en la figura 3.4.

El aparato consta de dos partes:
1.- El1 tromboelastégrafo propiamente dicho, formado por dos
cubetas de acero inoxidable, movidas por un dispositive mecanico
que les imprime oscilaciones periédicas alrededor de su eje
vertical. La rotacién de estas cubetas es de 4°45’ en cada
sentido; la duracién del periodo total de oscilacién de 10%
comprende un tiempo de detencidén de 1" en cada extremo. Las dos
cubetas se mantienen a una temperatura constante de 32°C.

En cada cubeta se sumerge un cilindro explorador de acero
inoxidable. Este cilindro esti suspendido de un hilo de torsién

unido a un espejo plano gque, a través de un sistema éptico,
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refleja un haz luminoso sobre una escala graduada y un papel
fotografico. La verticalidad y la inercia del hilo de torsién
estan determinadas por un amortiguador de aletas sumergido en
aceite de parafina.

2.- El dispositivo optico permite enviar un haz de luz sobre el
espejo plano de cada unidad de exploracidédn. La luz reflejada se
escinde en dos haces: uno se registra sobre la escala graduada en
forma de sefial luminosa de color; el otro penetra en el guimégra-
fo y se registra en una banda de papel fotografico enrcllado que

se desplaza a una velocidad constante de 2 mm/min.

Figgra 3.4. Esquema de un canal del tromboelastégrafo. 1: Foco
luminoso; 2: Espejo; 3: Cubeta; 4: cilindro explorador; 5: Papel
fotegrafico.
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B. Preparacién de la muestra y ejecucién del ensayo

La muestra de leche se atempera a 32°C, se adiciona un 4%
(v/v) de CaCl, al 2% y posteriormente 0,4% (v/v) de cuajo animal
(Chr. Hansen, Fuerza= 1:150000) preparado en disolucidn al 2,5%.
De esta mezcla se toman con una jeringa 0,8 ml que se depositan
en cada cubeta,.

Cuando se inocula el cuajo a la leche se pone en marcha el
equipo. Las cubetas con la muestra se introducen en los corres-
pondientes portacubetas del instrumento y a continuacidén se hacen
descender los cilindros exploradores para ponerlos en contacto
con el medio coagulable. La inmersidon debe realizarse lentamente
para no modificar bruscamente la estructura tridimensional gue
inicia su génesis y evolucidn.

El andlisis se completa a los 40 min despues de la adicidn

del cuajo.

FORMOGRAFO
A. Descripcién del equipo

El formégrafo utilizado (Formagraph tipo 20, Foss Electric)
se compone de un médulo de servicio para la preparacién de los
ensayos y un mbédulo de registro en el que se registran los
graficos.

El médulo de servicio (en el gue se incluye la unidad de
bomba) tiene 4 funciones basicas:

- Calentamiento de la cubeta con las muestras de 1leche
(32°C).

- Facilitar la adicidén del cuajo a las muestras de leche
gracias a un sistema de cucharillas adosadas para gue esta
operacidén sea realizada simulténeamente en las muestras a
analizar.

- Mantener constante la temperatura de la muestra durante el
ensayo haciendo circular agua caliente en el médulo de registro.

- Puesta en marcha de los mddulos de registro, es decir, el
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encendido ON/OFF.

El médulo de registro reconoce 10 canales a la vez. Un
esguema de un canal de la unidad de registro se muestra en 1la
figura 3.5. Cada canal est& formado por un péndulc explorador con
contrapeso y un sistema éptico contiguo. El soporte de la cubeta
portamuestras en la unidad de registro consiste en una placa de
aluminio gque se mueve horizontalmente, de izquierda a derecha,
con una amplitud de movimiento de 1,4 mm cada 15 seg. Este
sistema de oscilacidn de muestras es comin a todos los canales,

impresionando el papel fotografico.

Pigura 3.5. Esquema de un canal de la unidad de registro del
formégrafo. A: Placa movible; B: Cubeta de aluminio; C: Muestra
de leche; D: Péndulo; E: Eje conectado al péndulo; F: Espejo; G:
Lampara; H: Papel fotografico.
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B. Preparacién de la muestra y ejecucidén del ensayo

Las muestras ensayadas fueron leche en polvo entera
comercial preparada en disolucidén al 20% con y sin adicidén de 4%
(v/v) cCacCl, al 2% (p/v), asi como leche cruda de vaca, oveja y
cabra sin adicién de CaCl,.

El médulo de servicio, con las cubetas portamuestras sobre
él, deberad conectarse media hora antes de comenzar los andlisis,
de modo que se atempere todo el sistema.

Se pipetean exactamente 10 ml de leche en cada pocillo y se
dejan durante 10 min para que alcancen la temperatura deseada. A
continuacidén se afade el cuajo animal (Chr. Hansen, Fuerza=
1:150000) disuelto en tampén acético~acetato sédico 0,4 M pH=
.5,0; esta adicidén se realiza mediante el sistema de dosificacién
simultanea, depositando en cada cucharilla 0,2 ml -medidos con
pipeta automdtica de volumen fijo~ de la solucidn de cuajo
apropiada a cada tipo de muestra (las concentraciones fueron del
0,125% al 0,75% p/v). Inmediatamente despues de la adicién del
cuajo, se agitan las muestras moviendo el mezclador arriba y
abajo lentamente 4-5 veces, evitando la formacidén de espuma y
burbujas en la superficie. Entonces se conecta el mbédulo de
registro accionando el interruptor correspondiente. Continuar el
proceso de mezcla otras 4-5 veces y dejar el mezclador “gotear".
Colocar la cubeta portamuestras sobre su soporte en la unidad de
registro y bajar la palanca para poner en contacto cada muestra
con su péndulo correspondiente.

Después de 40 min de la adicién del cuajo finaliza el
andlisis, procediéndose a la limpieza de los péndulos explorado-
res; para ello se intercalan las dos cubetas de enijuague como

indican las instrucciones del equipo.
3.5.1.2. PARAMETROS TROMBODINAMOGRAFICOB

Para el estudio de la evolucidén del codgulo se han determi-
nado los parametros tiempo de coagulacidén ("r"), velocidad de
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coagulacidén ("v") y elasticidad mé&xima del coagulo ("Am") obte-
nidos a partir de los diagramas viscosimétricos. En la figura 3.6
se muestra una representacidén esquemidtica de los parametros

trombodinamograficos.

an —]

¥

Figura  3.6. Representacién esquemdtica de 1los parametros
trombod1?§moqraficos. r: tiempo de coagulacién; v: velocidad de
ccagulacidén; Am: Amplitud maxima.

Parametro "r"

Es un parametro cronométrico que mide en milimetros 1la
longitud de la parte rectilinea del trazo hasta que la apertura
de los brazos de la gréafica es de 1 mm. Como el papel rota a
razén de 2 mm/min, dividiendo el n2? de mm entre 2 se obtiene el
valor "r'" en minutos. Corresponderia al tiempo de coagulaciédn.
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Parametro "v" O "K,p"

Es también un parametro cronométrico y es definido arbitra-
riamente como la distancia medida entre el final de la "r" y el
eje transversal de un trazo realizado en el punto en que la
grafica adquiere una amplitud de 20 mm. Seria una expresién de la
velocidad con que el codgulo adguiere una consistencia determina-

da. Representa, pues, la velocidad de coagulacién.

Parametro "Am"

Corresponde a la medida en milimetros de la amplitud maxima
de los brazos de la curva. Asi se obtiene la expresidn numérica
de la oscilacidén del sistema explorador y, en consecuencia, una
funcidn directa de las propiedades dinamicas maximas del codgulo.

Representa la consistencia maxima qgue alcanza el codgqulo.

3.5.2. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO QUESERO

El rendimiento quesero es la expresién matematica de la
cantidad de queso obtenida a partir de una determinada cantidad
de leche (generalmente 100 1 6 100 Kg). Para su determinacién se

han fabricado quesos a escala semipiloto y escala de laboratorio.

3.5.2.1. FABRICACION DE QUESOS A ESCALAS SEMIPILOTO Y LABORATORIO

Se han fabricado a escala semipiloto y escala de laboratorio
paralelamente 13 quesos: 3 de ellos puros de leche de vaca, oveja
y cabra, respectivamente y, los 10 restantes tipoc Ibérico, con
mezclas ternarias en la proporcidn establecida de leche de vaca,
oveja y cabra.

En las elaboraciones a escala de laboratorioc se realizaron
los ensayos por duplicado, ceoagulando la leche en un vaso de
precipitados y manteniendo la temperatura del proceso mediante un
bafic termostatizado. Para las fabricaciones a escala semipiloto

se utilizé una queseria mod. FT 20 de Armfield gue consta de
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cuba, de 10 1 de capacidad, y consola con mandos para control del
movimiento de la paleta homogeneizadora, control de temperatura
y registro de pH. Un esquema del procedimiento seguido para la
elaboracidén de los quesos se muestra en la figura 3.7, diferen-
ciandose fundamentalmente el proceso a ambas escalas en los
tratamientos ulteriores de la cuajada desuerada.

En las fabricaciones se partié de leche pasterizada, em-
pleando 10 1 en las realizadas a escala semipiloto y 200 ml en
aquéllas a escala de laboratorio.

- A la llegada al laboratorio la leche se filtra y se paste-

riza (72°C/15 seg). La pasterizacidén se llevé a cabo en un

pasterizador mod. FT 43 de Armfield.

— La leche se atempera a 32°C, temperatura a la que permane-

cera hasta el final de la coagulacién.

- A continuacién se afiade el cultivo iniciador en dosis de

0,05 g/1 de leche; este "starter" es una mezcla de bacterias

lacticas mesdéfilas (S. lactis 70%, S. cremoris 30%) de

adicién directa a cuba (EZAL. Mezcla RAQ21. Capacidad 50 U,

1 U= 5 x 10%1 ufc/g. Lacto-Labo. Grupo Rhdéne-Poulenc).

- Después de 35 min se afade cloruro calcico en dosis de

0,02% g/l de leche y se homogeneiza durante 5 min.

- Posteriormente se le afiade el cuajo animal (Chr. Hansen,

Fuerza= 1:150000) en dosis de 0,05 g/l de leche, coagulando

en 1 h.

- Transcurrido este tiempo se procede al corte de la cuajada

(con liras de cuchillas horizontales y verticales para la

cuajada contenida en la cuba, mientras gque la del vaso de

precipitados se corta con un sistema de dos canulas de acero
inoxidable); el grano final es de tamafio de grano de maiz.

- Los granos de cuajada se someten a un recalentameinto a

33°C durante 10 min. A continuacidén se procede al desuerado

y entonces las fabricaciones siguen dos rutas distintas:

a) Para los quesos fabricados a escala semipiloto, se
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A LECHE CRUDA
FILTRACION
|
PASTEURIZACION
10 litfos LECHE PASTEURIZADA
Cuba Introduccién en recipiente adecuado
Adicién del cultivo
Adicién de CaCl,
Adicién del cugjo
COAGULACION
CUAJADA |
¢
Con liras CORTE
'
RECALENTAMIENTO
{
DESUERADO
\
CUAJADA DESUERADA
MOLDEADO
PREN%ADO
{Pesada)
sathoo
'
MADURACION

200 millfitros

Vaso de precipitados

Con cénulas

ULTRACENTRIFUGACION
(Pesada)

Figura 3.7. Esquema del procedimiento seguido para la fabricacidn
de quesos a escala semipiloto (A) y escala de laboratorio (B).
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realiza un moldeado introduciendo los granos de cuajada en
un molde provisto de pafio de algodén. Posteriormente se
procede a prensado en prensa manual con un peso de 5
Kg/pieza de queso; los guesos pesaron aproximadamente 1,5
Kg.
b) Para los elaborados a escala de laboratorio se
realiza una ultracentrifugacidn (15000 g, 15 min, 5°C),

eliminando el suero resultante por decantacidn.

3.5.2.2. ELABORACION DE QUESOS A PARTIR DE LECHES INDIVIDUALES

Para la determinacién del rendimiento quesero a partir de
leches individuales se han fabricado quesos de peguefio tamafio
siguiendo con algunas modificaciones el método de Thomasow y Voss
(1976). Un esquema del proceso seguido se muestra en la figura
3.8.

El procedimiento de elaboracidén es basicamente el descrito
en el apartado anterior para las fabricaciones a escala de
laboratorio, salvo las modificaciones que a continuacién se
apuntan:

- La leche no se pasteriza, con lo cual no es necesaria la
adicién del cultivo iniciador.

- El clorurc calcico se afiade en dosis de 0,8 g/1 de leche
y se homogeneiza durante 10 min.

- El cuajo animal (Chr. Hansen, Fuerza 1:150000) se inocula

en dosis de 0,01 g/1 de leche, coagulando en 40 min.

3.5.2.3. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del rendimiento gquesero se expresan en
porcentaje (Kg de queso obtenidos a partir de 100 1 & 100 kg de
leche).

En las fabricaciones paralelas a escalas semipiloto y
laboratorio se pesa el queso obtenido a la salida de la prensa,

y después de la ultracentrifugacidn, respectivamente.
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En las elaboraciones a partir de leches individuales se hace
referencia al peso del producto obtenido antes y después de la
ultracentrifugacién de la cuajada, suponiendo una aproximacién de
estos datos al rendimiento que se obtendria en una planta quesera

antes y después de la fase de prensado.

LECHE CRUDA

Adicién de CaCl,
Reposo 10 min.

Adicién de cuajo
Reposo 40 min.
CUAJADA

Corte de la cuajada

1*Desuerado
/'
Suero CUAJADA {1* Pesada)
Uttracentrifugacién
Y
2° Desuerado
Suero CUAUJADA (2* Pesada)

Figura 3.8, Esquema del proceso seguido para la elaboracién de
quesos a partir de leches individuales.



3.6. ANALISIS ESTADIsTICO
Para el tratamiento estadistico de los resultados se

utilizaron los siguientes métodos:

- Analisis de conglomerados, para clasificar las muestras en
grupos homogéneos en funcidén de unos parametros previamente
definidos. Se aplicdé una técnica de agrupamiento no jerdrquica
conocida como el algoritmo de las K-medias (MacQueen, 1967),
mediante la cual se asigna cada muestra al grupo con vector de
medias o centroide mas proéxime. Se ha utilizado la distancia

Euclidea con las variables estandarizadas.

.- An&lisis de varianza, para contrastar las diferencias de los
valores medios en las variables analizadas en grupos de poblacién
previamente establecidos. Cuando se compararon 2 valores medios
se utilizd el "Test de la t de Student". Cuando se compararon mas
de dos valores medios se utilizdé el procedimiento de comparacidn

miltiple de medias o %“Test de Student-Newman-Keuls".

-~ Andlisis de regresidn, para estudiar la dependencia entre las

variables analizadas previamente determinadas.

Para estos andlisis se utilizd el paguete estadistico BMDP
(Dixon, 1988) con los siguientes programas: BMDP KM para el
andlisis de conglomerados; BMDP 3D y BMDP 7D para el andalisis de
varianza en el caso de comparacién de 2 © mas de 2 valores
medios, respectivamente; BMDP 1R para el andlisis de regresién.
Estos programas fueron ejecutados en el ordenador VAX 9200 del

Centro Técnico de Informatica del CSIC.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. POLIMORFISMO DE LAS PROTEINAS DE LECHE DE OVEJA

En este apartado se recogen los resultados obtenidos de la
aplicacién de técnicas electroforéticas, inmunoguimicas y
cromatograficas al estudio de la heterogeneidad de las caseinas
y seroproteinas de leche de oveja de las razas Manchega y

Segurefia.

4.1.1. FRACCION CASEINICA DE LA LECHE DE OVEJA
4.1.1.1. ELECTROFORESIS. INMUNOTRANSFERNCIA
Para el estudioc de la fraccidén caseinica de leche de oveja
se han aplicado los siguientes tipos de electroforesis:
- Electroforesis a pH alcalino
En gel de poliacrilamida: Continua (PAGE)
Discontinua (disc-PAGE)
En gel de poliacrilamida-agarosa (PAAGE)
- Electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida a pH
dclido (disc-PAGE a pH acido)

Electroforesis a pH alcalino. Inmunotransferencia

En la figura 4.1 se muestran los electroforegramas de 10
muestras de caseina de leche de oveja analizadas mediante PAGE
continua (fig. 4.l1.a) y discontinua (fig. 4.1.b). El1 esquema
general de migracidn electroforética en gel de poliacrilamida
muestra dos zonas bien diferenciadas: una de menor movilidad,
representada por las B-CN (B2-CN y B1-CN) y otra de mayor
movilidad representada por el complejo o ,~CN. Esta migracién
electroforética es similar a la gue ocurre al analizar la leche
de otros rumiantes ya gque la B-CN presenta una carga neta
inferior a la de la a -CN.

La distinta migracién de las B-CN se debe a gque la B1-CN

contiene un grupo fosfato adiciconal -con respecto a la B2-CN-, lo
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que origina la mayor movilidad andédica.

Mediante PAGE la banda mas importante de la x-CN migra muy
unida a la B1-CN. Sin embargo, si se utiliza como soporte el gel
de poliacrilamida-~agarosa (PAAGE) la k-CN ovina se resuelve como
una banda intermedia entre las B-CN y las a,~CN (figura 4.2).

Chianese y col. (1990a) mediante comparacidn de los perfiles
electroforéticos obtenidos a partir de muestras de caseinas con
y sin adicién de quimosina demuestran la migracién similar de 1la
K y la B1-CN en gel de poliacrilamida. Dall’Olio y col. (1990)
han comprobado que efectivamente la k- y la B-CN presentan la
misma movilidad electroforética en gel de almiddén a pH 8,6, si
bien en este tipo de geles la banda mas importante de la k-CN
. queda muy unida a la B2-CN.

Solamente mediante PAGE en sistemas continuos, en 6 de las
muestras analizadas se observé una banda separada de la B1-CN gue
tentativamente podria identificarse con la RO-CN que otros
autores (King, 1966; Richardson y Creamer, 1376; Rossi y
Clementi, 1984) observan en el electroforegrama de caseinas de
leche de oveja de diferentes razas. Sin embargo, cuando se
prepararon nuevamente las muestras o en muestras de leche del
mismo animal analizadas en fases sucesivas de la lactacién no se
observd la citada banda, por lo gue cabria esperar gque fuese la
k-CN gue sélo en algunas muestras o bajo determinadas condiciones
de preparacién de las mismas tiende a definirse y separarse de la
Bl. Un caso similar es el que describe King (1969) en analisis
realizados en seroproteinas de leche de oveja; este autor
atribuye las variaciones de la a~La y SA al modo de preparaciodn
de la muestra. Por ello, es preciso cerciorarse de que los nuevos
perfiles electroforéticos se repiten en sucesivos andlisis de la
misma muestra e incluso en posteriores tomas de muestra del misno

animal en la misma y en otras lactaciones.
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Figura 4.1. PAGE a pH alcalino de 10 muestras de caseinas de
leche de oveja. (a) Bistema continuo. (b) Bistema discontinuo.

1y 9: tipo Ti. 2: tipo Q2. 3, 4, 6 y 10: tipo T2. S5: tipo C.
7: tipo 8. 8: tipo Q1.
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Figura 4.2. PAAGE a pH alcalino de 7 muestras de caseinas de
leche de oveja. 1 y 6: caseinas tratadas con quimosina.
2 y 4: tipo T. 3: tipo Q2. 5 y 7: tipo C.
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En la figura 4.3 se representa el esquema de los 7 perfiles
electroforéticos diferentes observados del andlisis de la
totalidad de las muestras, agrupando los electroforegramas en
agquellos gue contienen el complejo ao,~CN con 3 bandas (Tl1, T2 y
T3), 4 bandas (Q1 vy Q2), 5 bandas (C) y 6 bandas (S) numerando
las bandas principales que diferencian los electroforegramas.
Estos 7 patrones electroforéticos fueron los fenotipos caseinicos
de referencia en los restantes andlisis.

El nGmero de bandas del complejo o, de cada tipo caseinico
ha servido de pauta para la denominacién de los mismos: Tres
bandas= tipos T, Cuatro bandas= tipos Q, Cinco bandas= tipo C y
Seis bandas= tipo S. Se ha estimado mas correcto, por ahora,
establecer esta nomenclatura, un tanto arbitraria, vy gque no
induce a confusién por similitud con aquélla que ya estad aceptada
para las caseinas de leche de vaca dado gue en esta especie ya se
conocen las secuencias de aminodcidos de las distintas caseinas
y sus variantes genéticas (Eigel y col., 1984). Este mismo
criterio parece ser el adoptado por otros autores para la
descripcidén de los distintos fenotipos caseinicos de leche de
oveja {Di Stasio, 1983; Chianese y col. 1990a, 1992b). En cambio,
bajo nuestro punto de vista, la terminologia sugerida por El-
Negoumi y Burfening (1972) y Arave y col. (1973), con letras
maylisculas y superindices (de modo similar a una terminologia
genética referida a parejas de alelos), seria menos correcta ya
que las variaciones electroforéticas de las caseinas ovinas atn
no se han explicado claramente desde el punto de vista genético.

El complejo a,~CN en la mayoria de las muestras se resuelve
en 3 bandas, que Richardson y Creamer (1976) denominan a,q—, Ago~
Y @,3- CN en orden de movilidad electroforética creciente.
Posteriormente Dall’0Olio y col. (1989) mediante electroforesis en
gel de almidén a pH acido demuestran la existencia de o ;-CN y
a ,-CN en este grupo de bandas. Chianese y col. (1990a, 1992b) lo

corroboran mediante electroforesis bidimensional e inmunotransfe-

95



96

MUESTRAS DE CASEINAS
(Andiisis mediante PAGE a pH aicalino)

y

«s-CN 3 bandas

T T2 T3
B sat
2 — —— — ——
K 4 [ —— r— s
e
——
oSt +os2 | 2 memem 2 weem 2 SRR

NN

«s-CN 4 bandas

F’J—&

i 1 e

- AW e

|
no

os-CN 5 bandas

—“ N

Il - -

os-CN 6

-

y

bandas

®

Figura 4.3. Esquema de los diagramas electroforéticos observados del andlisis de caseinas

de leche de oveja mediante disc~PAGE a pH alcalino. Se representan las principales bandas
que diferencian cada fenotipo.



rencia. Las diferencias de intensidad de las bandas que integran
el complejo a, ya fueron apuntadas por Richardson y Creamer
(1976), asocidndolas a diferencias de intensidad en las B-CN y
sugiriendo la causa genética. Sin embargo en nuestro estudio las
diferencias de intensidad en el complejo a,-CN resultaron estar
mas relacionadas con la presentacién de las B-CN satélite como ya
sugirieron Chianese y <¢ol. (1990a, 1992b). Los resultados
obtenidos en cuanto a la asociacién de las a,~CN con las B-CN
satélite confirmarian la hipétesis postulada por Grosclaude
(1979) segin la cual los loci que codifican las principales
caseinas estan situados muy proximos en el mismo cromosoma Y que
la sedregacién no es independiente. En la fig. 4.3 las caseinas
cuyo complejo a,-CN se presenta con 3 bandas se han representado
en los esquemas T1l, T2 y T3 que se distinguen fundamentalmente
por la intensidad de 1las bandas del citado complejo y 1la
presencia (T1l, T2) o no {(T3) de las satélite de las B-CN. Es
posible que el tipo Tl en que la banda més mévil del complejo a -
CN aparece muy débilmente sea andlogo al que Chiofalo y Micari
(1987) describen como a_- 2 bandas en ovejas de razas autdctonas
sicilianas, constituyendo en una de estas poblaciones mis del 50%
de las muestras estudiadas; este razonamiento seria 1dgico si se
tiene en cuenta que la resolucidén dque se consigue mediante
electroforesis en gel de almidén (como la que aplican estos
autores) es bastante inferior a la obtenida en gel de poliacrila-
mida (Ramos, 1987).

En 2 de las muestras analizadas se observd ademas una banda
(marcada con una c¢ruz en la calle 8, fig. 4.1.b) de menor
movilidad que las de los tipos de a,~CN definidos anteriormente.
Este fenotipo, que hemos denominado Q1 (figura 4.3), lo describen
por primera vez Chiofalo y Micari (1987) vy, posteriormente
Chianese y col. (1992b). Dall’Clioc y col. (1990) comprueban que
las bandas intermedias entre la B- y las «z,-CN observadas en

muestras que no contienen la variante Welsh constituyen parte de
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la fraccién a ,-CN.

En algunas muestras, el complejo a,~CN gueda resuelto como
4 bandas difusas (calles 2 y 7, fig. 4.1; calle 3, fig. 4.2).
Este tipo de perfil Q2 (fig. 4.3); por la zona de migracién de
las bandas se prevee que sea una forma heterogénea de la a4;~CN
ovina. Este perfil podria ser semejante al que Di Stasio (1983)
describe en leche de oveja de raza Massa; este autor realiza los
andlisis electroforéticos en gel de almidén en el cual, como se
ha sefialado anteriormente, la resolucién es inferior; sin duda,
la utilizacién de diferentes soportes electroforéticos implica
dificultades de interpretacién en la comparacidén de electrofore-
gramas.

En determinadas muestras se observaron 2 bandas de movilidad
anddica superior al complejo de las e -CN (flechas en las fig.
4.1 y 4.2); cuando se repiten los andlisis de las muestras o se
preparan de nuevo se continla observando dicho diagrama y, ademas
se vuelve a obtener a partir de la leche del mismo individuo en
fases sucesivas de la lactacibén y en diferentes lactaciones. Dada
su extraordinaria rapidez electroforética se ha llamado caseina
super-rapida (CN-SR) y, por su posicidn en la placa se intuyé que
se trataria de una variante de o -CN.

A partir de separaciones electroforéticas y posterior
inmunotransferencia se comprobd que, efectivamente, existen 2
grupos de bandas distribuidos en sendas zonas del gel que
reaccionan positivamente con el inmunosuero antiag,-CN (figura
4.4); se observa una zona mas lenta (zona A) y otra mas rapida
(zona B). La zona A muestra una micrcheterogeneidad en individuos
distintos en base a la movilidad electroforética de las bandas
gue la componen; esta microheterogeneidad de la a_,,-CN puede ser
debida a los distintos grados de fosforilacidén de esta caseina
ovina por analogia con su homdéloga bovina. Las zonas A y B se
presentarian simulté&neamente solo en muestras gue contienen 1la

caseina as-SR (calles 1 y 2, fig. 4.4). Estos resultados sugieren
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la posibilidad de existencia de una nueva variante de o, ,~CN en
leche de oveja que se estudiard con mas profundidad en apartados
posteriores y que, en principio, hemos denominado . ,-SR. El
diagrama con las bandas mds rapidas se ha observado asociado al
complejo de caseinas ag; con 3 y 4 bandas dando lugar a los
perfiles tipos C y S, respectivamente en la fig. 4.3.

El perfil electroforético conteniendo las bandas de marcada
migracién anddica que se presenta en determinadas muestras no
habia sido descrito anteriormente en otras razas ovinas. Moio y
col. (1989a) y Chianese y col. (1990c) describen un electrofore-
grama similar mediante disc-PAGE a pH alcalino en caseinas de
leche de cabra de la reqidn italiana de la Campafia.

En la figura 4.5. se muestran los densitogramas correspon-

dientes a cada uno de los fenotipos descritos.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 4.4. Inmunotransferencia de 7 muestras de caseinas de
leche de oveja separadas mediante disc-PAGE a pH alcalino (ver
fig. 4.1.b) e incubadas con inmunosuero antia ,-CN.

1: tipo 8. 2: tipo C. 3: tipo Q2. 4: tipo Q1. 5: tipo T2. 6: tipo
T3. 7: tipo T1.
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Electroforesis a pH &cido.

En la figura 4.6 se muestra un electroforegrama de S
muestras de caseina de leche de oveja analizadas mediante disc-
PAGE a pH Acido.

El diagrama electroforético difiere del que se cbtiene bajo
condiciones alcalinas. Como se observa en la fig. 4.6 la banda
mis lenta es la x-CN (esto se ha comprobado mediante comparacién
con los electroforegramas cbtenidos de la aplicacién de muestras
de caseina tratada con quimosina, resultados no mostrados); a
continuacién migran las B-CN, aungque posiblemente en esta zona se
sitdan igualmente otras bandas relacionadas con la x-CN;
posteriormente se observan las a,,-CN y, por dltimo, la a,,-CN que
es la fraccién méds répida.

En la zona de las a,,~CN, cabe destacar la banda que se
observa en las muestras con caseinas tipo Q2 (5, 6 y 9) 6 § (8).

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9
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Figura 4.6. Disc-PAGE a pH dcido de 9 muestras de caseinas de
lache de oveija.

1: tipo Ti. 2: tipo T3. 3: tipo T2. 4: tipo Q1. 5, 6 y 9: tipo
Q2. 7: tiw C. 81 t’.pﬂ' 8.
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En la zona de las a,,-CN se observan diferencias en 1la
intensidad y movilidad electroforética en los tipos T1, T2 y T3.
Las caseinas tipo T1 (calle 1) presentan una mayor intensidad
electroforética relativa que las tipo T2 (calle 3), y éstas
superior a las de tipo T3 (calle 2); estas intensidades diferen-
tes se atribuirian a un mayor o menor contenido de esta fraccién
en los citados tipos de caseinas. En cuanto a la movilidad
electroforética, se aprecia tipo Tl < tipo T3 < tipo T2. Las
muestras tipo Q1 (calle 4) presentan una intensidad muy manifies-
ta en esta zona, igual o incluso superior a la de las caselnas
Tl. Por otra parte, las muestras 7 y 8 (caseinas tipo C y §,
respectivamente) presentan dos franjas en la zona de las ag,-CN
diferencidndose claramente del resto de las muestras aquélla de
mayor movilidad (flechas en la figura); esto sugiere nuevamente
la posibilidad de que en estas muestras exista una variante de
g o—CN.

Dall’Olioc y col. (1989) aplicaron la electroforesis a pH
dcido para separar la e ;- Y la ¢ ,~CN de leche de oveja de raza
Sopravissana; la distribucidén de las distintas fracciones es
similar a la descrita anteriormente, salvo para la k-CN que,
segin estos autores, dqueda unida a la banda mas lenta de la o ;-
CN; esto puede ser atribuido a que el pH de la carrera en este
ensayo es bastante inferior (1,7) al gque hemos utilizado en
nuestras experiencias (4,0) lo que probablemente origina cambios

en la movilidad electroforética de alguna fraccidén caseinica.
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Consideraciones generales sobre la técnica de electroforesis
aplicada al analisis de caseinas de leche de oveja

De los resultados obtenidos se puede concluir dque las
técnicas electroforéticas utilizadas son complementarias. Asi
mediante PAGE a pH alcalino, tanto en la versién continua como
discontinua se resuelven las 8-CN (las dos principales, Bl y B2
y las B-satélite) y el complejo a,-CN. De las técnicas elec-
troforéticas empleadas, la PAGE continua a pH alcalino es la mas
rapida, y unida al sistema rapidoc de obtencién de las caseinas
aporta unos resultados cualitativos fiables en tiempos de
andlisis relativamente cortos, con lo que la combinacién de estas
dos técnicas es recomendable para andlisis de muestreo de un gran
nlimero de caseinas. Los resultados obtenidos son similares y en
determinadas fracciones (las de mayor movilidad) mds resolutivos
a los que se consiguen mediante la técnica discontinua en que,
debido a 1los 1largos tiempos de carrera, las fracciones mas
rapidas tienden a la difusidén en el gel. Sin embargo, la discon-
tinuidad del gel permite una mejor separacidn de las fracciones
y, ademds, el mencor voltaije aplicado tiende a minimizar el efecto
borde en las placas.

La electroforesis en gel de poliacrilamida-agarosa a pH
alcalino ha permitido la separacidén de la k~CN, fraccidédn que
gueda sclapada en parte por la B-CN mediante PAGE en medio
alcalino. Otras ventajas de los geles de poliacrilamida-agarosa
comparados con los de poliacrilamida son: mas facil manejo,
disminucidén del riesgo de toxicidad (es menor la proporcidén de
acrilamida) y posibilidad de analizar mas muestras por placa. Sin
embargo, la preparacidn de los geles es tediosa pues la agarosa
fundida tiende a solidificar rapidamente cuando la temperatura de
la mezcla polimerizante es inferior a 50°C. Ademés la aplicacién
de la muestra es dificil por lo que se requiere experiencia para
conseguir resultados cuantitativos fiables.

La electroforesis a pH Acido permite separar la a - y 1la
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@ ,~CN, que en sistemas alcalinos migran en idéntica posicidn.
Esta técnica presenta el inconveniente de que los tiempos de
preparacién del gel y de carrera son largos. En el primer caso
porgque la polimerizacién de los geles de poliacrilamida en
ambiente acido ocurre muy lentamente con los reactivos cataliti-
cos empleados; sin embargo, una modificacidén del sistema de
catdlisis podria inducir a cambios en las propiedades del gel. En
el segundo caso, aparte del tiempo de preelectroforesis (para
evitar los artefactos que podria causar el exceso de iones
persulfato), 1las caseinas migran mas lentamente ya gque la
constante de disociacidén a pH dcido estd méas proxima a su punto

isoeléctrico y son menos las moléculas cargadas.

4.1.1.2. ISQOELECTROENFOQUE

Para el estudio del polimorfismo de las caseinas de leche de
oveja se han aplicade las siguientes variantes de la técnica de
isocelectroenfoque:

- Isocelectroenfoque en geles finos (IEF & PAGIF)

- Isoelectroenfoque en geles ultrafinos (UTLIEF)

- Isoelectroenfoque en equipo automatizado

En la figura 4.7 se muestra un esgquema de la migracidn
isoelectroforética general de las distintas fracciones caseinicas
de leche de oveja, y se representa asimismo la diferencia de
intensidad con que suelen presentarse en los isoelectroforegra-
mas. Desde el &nodo, en primer lugar, se observan 3 bandas
correspondientes a la ag ,-CN, a continuacién 2 bandas de la B-CN
(Bl y B2), le siguen las 3 bandas satélite de la B-CN (B-sat), la
K-CN que en la practica se solapa con la banda de migracién mas
catdédica de la B-sat y, finalmente las bandas que definen la ag,-
CN. Esta migracién es similar a la que Chianese y col. (1990a,

1992b) describen para las caseinas ovinas en geles finos de IEF.
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Figura 4.7. Esquema de la migracién isoelectroforética general
de las distintas fracciones caseinicas de leche de oveja.

Como posteriormente se explicard, las diferencias en la
resolucidén y separacidén de las bandas dependen del tipo de gel
empleado (dimensiones, espesor, gradiente de pH, mezcla de
anfdlitos empleados para establecer el gradiente de pH, concen-
tracién de los distintos anfélitos). Mediante enfoque isceléctri-
co se observaron nuevamente diferencias entre los tipos de
caseinas ya definidos por electroforesis.

A continuacién se exponen los resultados mas relevantes
obtenidos con cada uno de los tipos de geles ensayados, confron-
tando con los datos gue aportan otros autores.

Isocelectroenfoque en geles finos

Los distintos gradientes de pH probados en los geles de
isoelectroenfoque han puesto en evidencia, en mayor o© menor
medida, una u otra fraccién caseinica o varias de ellas simulté-
neamente.

En placas con gradiente de pH 2,5-8 (anfélitos de pH 2,5-4,
4-6 y 6-8 en proporcidébn 1:1:0,92), como se muestra en la figura
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4.8, la resclucifén y separacién de las a,,-CN es notable, obser-
vindose diferencias tanto an la intensidad como en el nimerc de
bandas gue componen esta fraccién. En la muestra de la calle 4,
gua pertenace al tipo predefinido Q2, se aprecia 1 banda
adicional (marcada con un circulec en la figura 4.8), respecto al
esquema general de 3 bandas, en la zona de migracién de las a,,-
CN; esto indicaria que estos tipos de caseinas constituyen una
variante de la o ;-CN, lo que confirma los resultados cbtenidos
mediante PAGE a pH alcalino para los tipos caseinicos Q2. En las
restantes fracciones caseinicas (salvo algunas bandas de a,,-CN),
aungue la separacién es aceptable, se resuelven comoc una banda
ancha y difusa en el gel.
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Figura 4.8. IEF de 4 muestras de cassinas de leche de oveja. Gra=
disntes de pH an &l gel= Z,5-8.
1y 21 tipo Ti. 3: tipo T2. 4: tipo Q2.
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En la figura 4.9 se muestran los iscelectroforegramas
obtenidos en una placa de IEF con gradiente de pH 2,5-7 (anféli-
tos de pH 2,5-4, 3,5-5 y 5-7 en proporcién 0,47:0,88:1). Si se
compara con el caso anterior (fig. 4.8) se puede apreciar una
menor separacidén de las bandas que definen la ag,, y las B-CN
principales. Sin embargo, es posible cbservar la banda adicional
de la a,;~CN en los tipos caseinicos Q2 (calles 1 y 2, bandas
marcadas con un circulo). En este tipo de geles es destacable la

L :
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Figura 4.9. IEF de 7 muestras de caseinas de leche de oveja. Gra-
diente de pH en el gel= 2,5-7.
1y 2: tipo Q2. 3: tipo T2. 4, 6 y 7: tipo Ti. 5: tipo C.
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éptima separacién de las bandas gue componen la ag,-CN. Se
observa una banda adicional en la muestra de la calle 5 (flecha
en la figura), que previamente habia sido clasificada como tipo
C con la variante de a_,~-SR. Ademds se aprecian diferencias
individuales en la intensidad de las bandas de migracidén mas
catéddica que definen la a,,-CN (comparar muestras 3 y 4 en la
figura). En este mismo gradiente de pH pero obtenido con los
anfélitos de pH 2,5~4, 4-6 y 5-7 en proporcidn 1:2:2, Mauriello
y col. (1990) han conseguido interesantes separaciones de la
fraccién a_;-CN ovina. Esto indicaria, como también se demostrara
posteriormente, que para un mismo gradiente de pH en el gel los
isoelectroforegramas resultantes son diferentes dependiendo de la
mezcla de anfélitos empleada.

Por otra parte, con un determinado sistema de anfélitos -que
demuestre ofrecer 6ptimas separaciones-, la variacidén en sus
concentraciones se traduce en una modificacién de la resoluciodn.
Este hecho se ha ensayado en el gradiente de pH 2,5-10 (mezcla de
anfélitos 2,5-4, 5-7 y 3,5-10) como se muestra en la figura
4.10.a y b. Asi una mayor proporcidn (del 25 al 29%) del anfdélito
de gradiente de pH 3,5~10 que refuerza el gradiente en toda la
placa, parece ofrecer, en general, mejor resolucidn de todas las
bandas salvo las de la zona de las ag ,-CN. Las diferencias de
intensidad que se observan en las $-CN satélite dan lugar a una
variacidén individual similar a la observada en estas bandas
mediante PAGE a pH alcalino y gque permitid clasificar 1la
poblacién que presentaba 3 bandas en el complejo o,-CN en los
tipos T1 (calles 3 y 4, fig. 4.10) donde las BR~satélite se
presentan bastante intensas, T2 (calles 1, 2 y 5, fig. 4.10)
donde se observa menor intensidad y T3 (calles 7 y 8, fig. 4.10)
en que practicamente no se aprecian. El tipo Q2 definido electro-
foréticamente se presenta con 4 bandas para la a_;-CN también en
este tipo de geles (banda variante marcada con un circuloc en la
calle 6, fig., 4.10).
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Figura 4.10. IEF de @ muestras de caseinas de leche de cveja.
Gradiente de pH en el gel= 2,5-10 conseguide con la mezcla de
anfé6litos de pH 2,5-4, 5-7 ¥y 3,5-10 en proporcibn:

(n) 0,55:0,86611 v (b) O0,5:0,%:1.

1, 2 y 5: tipo T2. 3 y 4: tipo Ti. 6: tipo Q2. 7 y 81 tipo T3.
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En la figura 4.11 se representan las curvas densitométricas
de caselnas tipo T1, T2, T3 y Q2 cobtenidas a partir de un gel de
IEF como el que se muestra en la fig. 4.10.b. En general, en el
gradiente de pH 3,5-10, obtenido con la mezcla de anfdlitos 2,5-
4, 5-7 y 3,5-10 (siempre que los anfdlitos parciales estén
aproximadamente en la misma proporcién y el total en igual o
superior a aquellos), se consiguen resoluciones bastante
aceptables para todas las fracciones caseinicas ovinas. Asi,
Chianese y col. (1992b) mediante IEF en este gradiente de pH con
los anfdlitos citados en proporcién 1:1:1 han obtenido buenas
separaciones de las caseinas ovinas pre- y post-tratamiento con
gquimosina.

Como se apuntd anteriormente, para un mismo gradiente de pH
en el gel los 1isoelectroforegramas presentan diferencias
apreciables dependiendo de 1la mezcla de anfélitos empleada,
aunque la variacidén sea solo en uno de ellos. Esto se ha
comprobado en el caso del gradiente 2,5-8, sustituyendo el
anfélito de pH 6-8 (fig. 4.8) por el de pH 5-8 (fig. 4.12). Las
placas de IEF con gradiente de pH de 2,5-8 (anfdlitos de pH 2,5-
4, 4-6, 5-8 en proporcién 1:1:0,92) aportaron interesantes
resultados al analizar las muestras clasificadas como Ql, Cy S
gue contienen variantes de o ,-CN. En el caso de las muestras
tipo Q1 se aprecia una banda difusa (marcada con una cruz en las
calles 6 y 9, fig. 4.12.b) de migracién mas catddica que 1las
fracciones usuales de la @,,-CN, mientras que las bandas clésicas
de definicién de la @ ,-CN quedan casi imperceptibles. En la
calle 8 se presenta el isoelectroforegrama de una muestra tipo S,
el mas complejo de los estudiados y en el que se aprecian una
serie de bandas variantes: una banda variante que focaliza muy
cercana a la k-CN (calle 8, flecha de mayor tamafio en la fig.
4.12.b), distinguiéndose también otra banda muy préxima a la B-
satélite central (calle 8, flecha de menor tamafio en la fig.

4.12.b), pudiendo estar ambas bandas implicadas en la definicién

110



%
rg_sl_]
f 192 B-eat 1 q?
i1
A1 ]
O OO ®

© ® 0O ®

Figura 4.11. Densitogramas de 4 muestras de leche de oveja
(predefinidas como T1, T2, T3 y Q2) obtenidos a partir de un gel
como el que se muestra en la fig. 4.10.b.
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Figura 4.12. (a) IEF de 13 muestras de caseinas de leche de oveja. Gradiente de pH en el
gel= 2,5-8. (b) Ampliacién de imagen de las muestras 6, 7, 8 y 9 de la fig. 4.12.a.
1, 2, 3, 4y 7: tipo T1. 5, 10, 11 y 12: tipo T2. 6 y 9: tipo Q1. 8: tipo 8. 13: tipo T3.



isoselectroforética de la ag,—-SR; por otra parte, esta muestra de
la calle 8, dado que pertenece al grupc denominado S, exhibe
ademds 4 bandas en la zona de las ag ,~CN (calle 8, circulo en la
fig. 4.12.b), caracteristica que diferencia igualmente a las
caseinas Q2.

Si el gradiente de pH se consigue mezclando varios anfolitos
que refuercen el pH a intervalos muy estrechos la resolucidn de
las bandas se incrementa en los geles de isoelectroenfoque. Esto
se ha ensayado con un gel de gradiente de pH 2,5~8 obtenido con
la mezcla de 5 anfdélitos: pH 2,5-4, pH 4,5-5,4, pH 4-6,5, pH 5-8,
pH 6-8 en proporcién 0,5:1:0,83:0,66:0,33. En estas condiciones
isoelectroforéticas las caseinas de leche de oveja migran segin
el modelo esquematizado que se representa en la figura 4.13.
Cuando 7 muestras de caseinas, representantes de cada patrén
electroforético, se aplicaron en un gel preparado con la citada
mezcla de anfdlitos, se obtuvieron los isoelectroforegramas que
se recogen en la figura 4.14. En este tipec de placas se consiguid
la mayor definicidén de las bandas gue caracterizan las BR-CN
principales. AdemAds se observaron diferencias en los tipos de
caseinas preestablecidos mediante PAGE a pH alcalino, como se

expone en los apartados siquientes.

l12.- En las muestras clasificadas como Tl, T2 y T3 (calles 1, 3
Y 2 respectivamente en la fig. 4.14) las diferencias se basan en:
* la intensidad relativa de las bandas que componen la ag,-CN,
* la intensidad relativa de las bandas satélite de las B-CN vy,
* la presentacién de las bandas correspondientes a la ag ,-CN.
A continuacidén se explican detalladamente los resultados
obtenidos con ayuda del esquema de la fig. 4.13.
A) Para las muestras Tl (calle 1): en la o4,-CN la banda "A" es
de menor intensidad que la "B" y la "C"; las bandas "d" y
"e" de la a,; asi como las B-satélite se presentan marcada-
mente en su respectiva zona de focalizacién; para la o ,-CN
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Figura 4.13. Esquema de la migracidén isocelectroforética de las distintas fracciones
caseinicas de leche de oveja en geles de gradiente de pH 2,5-8. Las bandas de cada
fraccién que presentan mds intensidad se han designado con letras mayfisculas y las de
menor intensidad con letras mintsculas. (Alta res.: alta resolucidén. Baja res.: Baja
resolucidn}. ,
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Figura 4.14. IEF de 7 muestras de caseinas de leche de oveja
representantes de los tipos predefinidos electroforéticamente.

Gradiente de pH en el gel= 2,5-8,
1: tipo Ti. 2: tipo T3. 3: tipo T2. 4: tipo Q1. 5: tipo Q2. 6:
tipo 8. 7: tipo cC.
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se muestran muy intensas las bandas "B" y "C", existiendo
los 3 subgrupos de migracidén més catédica ("d", "e' y "f'")
de baja resolucién.

B) En las caseinas tipo T3 (calle 2): la banda menos intensa de
la @ 1~CN es la "C"; las bandas "d" y "e" de la ag; Yy las B-
satélite apenas se aprecian; todas las bandas de ag,-CN
(salvo la banda "A" del grupo de alta resoclucidén) aparecen
con una intensidad relativa muy escasa, desapareciendo
practicamente los subgrupos "e” y "f" de baja resolucién.

C) En las muestras tipo T2 (calle 3): las tres bandas princi-
pales que componen la ag ;-CN son practicamente de igual
intensidad, o si acaso superior en la banda "B"; las bandas
"d" y "e" de la a,q Yy las B-CN satélite ofrecen una intensi-
dad intermedia entre los dos tipos anteriores; del grupo de
alta resolucién de la a ,-CN, es la banda "B" la mas intensa
y, del grupo de baja rescolucidn el tercer subgrupo se anula

y los otros dos aparecen débilmente.

29.- En las muestras clasificadas como Q2 y S (calles 5 y 6
respectivamente, fig. 4.14) se observan 4 bandas en el Aarea de
migracidén de la @g;-CN; la banda adicional de migracién méas
anddica (marcada con un circulo en la fig. 4.14), presenta su pI
en la zona de pH mas &cido del electroforegrama. Esta banda
aparece débilmente en todos los tipos de muestras, pero sdlo en
el S y Q2 alcanza una intensidad similar a las bandas A, B y C de
la a ,-CN.

32.- En las muestras clasificadas como S y C (calles 6 y 7
respectivamente, fig. 4.14) también se distinguen 2 bandas mas
respecto al modelo esquemdatico (fig. 4.13): una de ellas, de
pronunciada intensidad, se sitda muy proéxima a la banda satélite
central de la B-CN (flecha en la fiqura) y la otra aparece muy
débilmente situdndose vecina a la x-CN. Ademé&s en ambos tipos
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caseinicos la banda "A" del grupc de alta resolucidn de las ag,-
CN se presenta con menor intensidad que en el resto de los
modelos caseinicos, lo gue posiblemente indica una heterogeneidad
fenotipica para la caselna a,, en estos tipos de muestras.

Los diagramas densitométricos correspondientes a cada tipo
de caseinas analizadas en geles de IEF como el gue se muestra en
la figura 4.14 se presentan en la figura 4.15, y en la tabla 4.1
los porcentajes relativos de cada fraccién caseinica obtenidos a
partir de las medidas densitométricas. La fiqgura 4.16 ilustra los

resultados numéricos de la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Porcentajes relativos de cada fraccidén caseinica, para
los distintos fenotipos de caseina, obtenidos a partir de las
medidas densitométricas de 1los iscelectroforegramas dque se
presentan en la figura 4.16.b.

Fenotipo Fraccidén casgeinica
de cageina
Qgq =99 B-sat Rl + B2 K

Tl 33,3 18,3 7,4 20,4 15,5
T2 38,9 15,3 6,5 23,3 11,9
T3 35,2 14,3 5,2 25,2 14,2
Q1 32,9 18,6 6,1 24,7 14,9
Q2 35,7 13,8 6,5 22,8 14,3
C 31,0 18,4 7,3 22,3 14,7
s 36,4 21,9 5,1 23,1 13,1

Entre las caseinas clasificadas como a, con 3 bandas (tipos
Tl, T2 y T3) se observa que el mayor porcentaje de a,,-CN lo
presenta el tipo Tl, segqguido del T2 y a continuacién el T3. Este
hecho corrobora las diferencias de intensidad que se observaban
en esta fraccién mediante Adisc-PAGE a pH Acido; ademds, como
confirman los porcentajes de las B-satélite, el tipo Tl muestra
el mayor porcentaje relativo, segqguido del T2 y con la menor
cantidad el T3, diferencias ya advertidas al analizar las

muestras mediante PAGE y disc-PAGE a pH alcalino.
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Figura 4.15. Densitogramas de las 7 muestras de caseinas de leche de oveja que se
presentan en la fig. 4.14.



Las caseinas Q1, C y S presentan los mayores porcentajes
relativos de a,,~CN; es posible que la heterocigosis de la a,,~CN
en los 3 tipos caseinicos citados se traduzca en una mayor
proporciétn de esta caseina, lo que confirmaria los resultados
cualitativos observados mediante disc-PAGE a pH Acido.

Por el contrario, el tipo Q2 presenta el menor porcentaje de
@,,~CN con lo cual un aumento de bandas en la zona de la a,,-CN
implicaria un detrimento cuantitativo de la caseina a,,

% relaunvo

Figura 4.16. Histogramas representativos del contenido en cada
fraccién caseinica segiin los distintos tipos de caseinas de leche
de oveja (recogido en la tabla 4.1).
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Isocelectroenfoque en geles ultrafinos
En la figura 4.17 se muestran los iscelectroforegramas de 7
muestras de caseinas analizadas mediante UTLIEF en gel con

gradiente de pH 2,5-8.

b

~ O ;h 5 W N

Figura 4.17. UTLIEF de 7 muestras de caseinas de leche de oveja.

Gradiente de pH en el gel= 2,5-8.
1: tipo Ti. 2: tipo T3. 3: tipo T2. 4: tipo Q1. 5: tipo Q2. 6:

tipe 8. 7: tipo c.

La disminucién del espesor en estas placas unido al empleo
de 6 anf6litos de estrecho intervalo de pH para establecer el
gradiente da lugar a una resolucién muy superior a la gue se
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obtiene en los geles de 1 mm de espesor como fue demostrado por
Seibert y col. (1985) para leche de vaca. Este aumento de
resolucién unido a la utilizacidén del método de tincidn de Krause
(1989), de alta sensibilidad, han permitido la obtencién de
resultados muy satisfactorios.

En estas condiciones se han separado caselinas gque solo
difieren en 0,03 unidades de pH. La tabla 4.2 recoge los puntos
isceléctricos de las bandas que definen cada fraccidn caseinica.
La presencia de urea en los geles da lugar a un punto isoeléc-
trico (pl aparente) superior al real (pI). Seglin algunos autores,
debe aplicarse una correccidén (Josephson, 1972; Trieu-Cuot vy
Gripon, 1981); sin embargo, no existe un método eficaz para
.estimar cémo puede actuar la urea en cada tipo de anfélitos y
modificar el pH. La adicién de B-alanina en estos geles incremen-
ta la linealidad del gradiente de pH en el gel.

51 se conoce cémo ocurre la migracién en geles finos de
similar gradiente de pH, las dificultades de interpretacidén del
complicado iscelectroforegrama quedan solventadas en gran medida.
La figura 4.18 muestra el esquema de migracidén en geles ultrafi-
nos de gradiente de pH 2,5-8 observando que presenta algunas
semejanzas con el gue se obtiene en geles finos de igual
gradiente de pH (fig. 4.13) por lo gue los detalles ya especifi-
cados en éstos no se repetiran en la descripcién.

Cabe destacar gque se han conseguidoe resclver las 3 bandas
("a", "b" y "c") que componen la B-CN satélite, ya gque la banda
"c" en los geles finos no se separa de la k-CN.

La banda que focaliza muy unida a la banda "b" de la B-CN
satélite en las muestras tipos C y S§ (banda marcada con una
flecha en las calles 6 y 7, fig. 4.17) es una de las principales
gue definen la a4 ,~CN super-rédpida; se localiza a una distancia
aproximada de 2,5 cm del &nodo y se ha calculado un pI aparente
de 4,14.
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Figura 4.18. Esquema de la migracién isoelectroforética de las distintas fracciones
caseinicas de leche de oveja en geles ultrafinos de gradiente de pH 2,5-8. (Se ha asignado
a cada banda una letra que se corresponde con la gue se especifica en la tabla 4.2)



Tabla 4.2. Posicién que ocupan en un gel ultrafino de isoelec-
troenfoque de gradiente de pH 2,5 - 8 (ver fig. 4.18) las bandas
gque definen las fracciones caseinicas y pI aparente de las
mismas. (Las bandas correspondientes a cada fraccidén se han
designado con las mismas letras con que se representan en la fig.
4.18).

Fraccidn Banda Posicidén en el gel pl aparente
caseinica {distancia en cm desde el &nodo)
asl a 1,20 3,29
B 1,30 3,36
C 1,40 3,43
D 1,50 3,49
e 1,70 3,62
Bz 1,90 - 2,00 3,76 - 3,82
Bl 2,10 - 2,20 3,89 - 3,96
R-sat a 2,30 4,02
(*) 2,50 4,14
b 2,55 4,19
c 2,85 4,39
X 2,75 4,32
as2 AR 2,90 4,42
B 2,95 4,45
c 3,05 4,52
D 3,10 4,55
e 3,55 - 3,80 4,85 - 5,02
£ 4,20 - 4,60 5,28 - 5,55
g 5,00 - 5,10 5,81 - 5,88

(*) Banda principal gque define la caseina SR en geles de isoelec-
troenfogue monodimensional.

Isoelectroenfoque en equipo automatizado

El IEF de caseinas en equipo automatizado se realizd en
geles preparados en el laboratorio con gradientes de pH 2,5-10 y
2,5-6,5.

En geles con gradiente de pH 2,5-10 (mezcla de anfdélitos de
PH 2,5-4 y 3,5-10 en proporcidén 0,4:1) se obtiene una resolucién
bastante satisfactoria, pero el electroforegrama resulta ser
demasiadoc estrecho ya gue las bandas se concentran en una zona

préxima al anodo que representa el 14,5% de la distancia anodo-
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cétodo de la placa. En cambio, Moio y col. (198%b) en idénticas
condiciones analiticas han conseguido separaciones Gptimas de las
parax=CN y las y-CN ovinas y bovinas (zona de pH comprendido
entre 7 y 9).

@ v O B W N =

Figura 4.19. IEF de 8 muestras de caseinas de leche de oveja en

lqll.rl automatizado. Dimensiones de la placa: 50 x 41 x 0,45 mm.
adisnte de pH an al gel= 2,5-6,5.

1: tipo B. 2-8: tipo Q2.

En la figura 4.19 se muestra cémo en geles con gradiente de
pH 2,5-6,5 (mezcla de anfélitos de pH 2,5-4,5 y 4-6,5 en
proporcién 1:1) se consigue un mayor desplazamiento del diagrama
alectroforético, que en este caso ocupa aproximadamente 1/3 de la
distancia &nodo-citodo de la placa situdndose en la parte central
de la misma. La resolucién que se consigue es muy alta, incluso
en la complicada zona de la a,;~CN. El electroforegrama resultan-
te es semejante al gque se obtiene en geles ultrafinca con la
ventadja de conseguir un gradiente muy estable mezclando sélo dos
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anfélitos. Se observa dque todas las muestras representadas en la
fig. 4.19 contienen 4 bandas definiendo la oy ;-CN debido a que
son tipos Q2 (calles 2 a 8) y § (calle 1). Las 3 bandas satélite
de la B-CN se aprecian con distinta intensidad en las muestras 4,
5 y 6 con las consiguientes diferencias en la a4 ,-CN, con lo
cual, en estas caseinas Q2 cabria establecer tres subtipos en
combinacién con los tipos Ti, T2 y T3. Ademds se puede apreciar
la banda super-rapida de la a_,-CN en el tipo caselnico S (calle
1, flecha en la figura).

De todo lo anterior se puede deducir que el isoelectroenfo-
gue de las caseinas en equipo automatizado con placas preparadas
en el laboratorio ofrece las mayores ventajas en cuanto a
. resoluciédn de bandas y economia de tiempo (en aproximadamente 20
min se efectda la carrera) y reactivos (sobre todo anfélitos
comerciales, dado su elevado precio: solo es necesario afiadir un
15,71% de anfélitos, en relacidén con los geles finos, para
analizar el mismo numerc de muestras por ambos procedimientos),
con lo cual su uso es aconsejable para realizar analisis de

rutina de elevadc nimerc de muestras.

Consideraciones generales sobre la técnica de isoelectroenfoque
aplicada al analisis de caseinas de leche de oveja

El isoelectroenfoque de las caseinas de leche de oveja ha
reportado buenos resultados tanto en separacién como en resolu-
cidén de las distintas fracciones, con todos los geles empleados:
geles finos, geles ultrafinos y microgeles (en este dltimo caso,
cuando se emplea el equipo automatizado de EF). Ademds de aportar
resultados de interés de una propiedad fisico-quimica (punto
isoeléctrico) de las proteinas que integran la fraccién caseini-
ca, ha contribuido a confirmar con mayor detalle la heterogenei-
dad de las caseinas ovinas.

La eleccidn de las placas a utilizar es un compromiso que se
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ha de establecer en base a la facilidad de interpretacién del
electroforegrama (IEF en geles finos), la mayor resolucién de las
bandas (IEF en geles ultrafinos, IEF en equipo automatizado) o el
menor tiempo de andlisis y economia del proceso (IEF en equipo
automatizado). La tendencia es a economizar tanto los tiempos
como el material de los experimentos por lo que la utilizacidn
del equipo automatizado con placas preparadas en el laboratorio
se presenta como la mds interesante en el futuro para la
deteccién de variantes genéticas, siempre que se conozca a priori
cémo ocurre la migraciédn isoelectroforética de la mezcla de
proteinas a analizar.

El gradiente de pH a ensayar en las placas de electroenfoque
es un parametro que se deberia de considerar en base a la frac-
cién caseinica que se pretenda evaluar. Los resultados obtenidos
demuestran gue existe un gradiente &ptimo para analizar cada
fraccién caseinica individualmente; el gradiente de pH 2,5-8,
conseguido con la mezcla de anfélitos de estrecho intervalo de
pH, ademds de su alta repetibilidad, parece ser el indicado para
evidenciar simultidneamente las 4 caseinas ovinas cuantitati-

vamente mas importantes presentes en leche cruda.

4.1.1.3. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL. INMUNOTRANSFERENCIA

Con objeto de estudiar en profundidad el origen de cada
banda electroforética y realizar una clara separacién e identifi-
cacidén de las distintas fracciones caseinicas se ha ensayado la
técnica de electroforesis bidimensional seguida de inmunotransfe-
rencia. Para ello se han elegido dos caseinas previamente
clasificadas como Ql y S gue, dados los resultados obtenidos
mediante otras técnicas electroforéticas, presumiblemente
presentan polimorfismo en la fraccibén ag,-CN.

En la figura 4.20 se representa el andlisis mediante
electroforesis bidimensional (12 dim. disc-PAGE a pH alcalino -

22 dim. PAGIF grad. pH 2,5-8) de las dos muestras de caseinas
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citadas anteriormente. En la figura 4.21 se muestra la inmuno-

transferencia acoplada a un gel bidimensional de las mismas
caracteristicas que el de la fig. 4.20.

2% dim. IEF

Figura 4.20. EF-2D de dos muestras de caseinas de leche de oveja.

18 dim. disc~-PAGE a pH alcalino - 24 dim. IEF (grad. de pH 2,5~
8).

i1: tipo Q1. 2: tipo 8.
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Figura 4.21. Inmunotransferencia de las caseinas ovinas separadas mediante EF-2D (ver fig.
4.20) e incubadas con inmunosuero (a) antia,,-, (b) antiB-, (¢) antik- y (d) antia,,-CN

en una muestra con caseina tipo Q1 (ver calle 1, fig. 4.20) y (e) antia,,-CN en una
muestra con caseina tipo 8 (ver calle 2, fig. 4.20).




La a,,-CN estd& definida por tres bandas mayoritarias y dos
minoritarias siendo de éstas Gltimas la de localizacidn mas
cercana al Anodo aquélla que se transforma en mayoritaria en
muestras tipo Q2 6 S (calle 2, fig. 4.20). Mediante inmunotrans-
ferencia acoplada a un isoelectroenfoque bidimensicnal el suero
antia,,;-CN ha reaccionado con 5 bandas (figura 4.21.a).

Las B-CN estdn representadas por dos bandas mayoritarias que
definen las B~principales (Bl y B2 en orden de pl creciente) y
tres bandas minoritarias que corresponden a las R-satélite. El
sueroc antiB-CN ha reaccionado en el gel de isoelectroenfoque con
5 bandas, correspondiendo a las dos B8~CN principales y a las B$-CN
satélite (figura 4.21.h).

Las bandas implicadas en la k-CN también se extienden
ampliamente en el gel de electroenfoque distinguiendo fundamen-
talmente 5 componentes: 1 mayoritario y 4 minoritarios (3 de
ellos focalizan mas cercanos al dnodo y 1 focaliza mads cercano al
catodo mediante isocelectroenfoque). El1 suero antik-CN ha
identificado 5-6 bandas mayoritarias y otras minoritarias gque se
mezclan entre las anteriores o focalizan en posicidon més cercana
al &nodo (figura 4.21.c). Los resultados obtenidos en este
estudio podrian indicar un polimorfismo no genético debido a
distinto grade de glicosilacién de las cadenas peptidicas,
similar a lo que sucede en leche de vaca (Robitaille y col.,
1990). En la bibliografia consultada los distintos autores han
formulado diversas hipbétesis sobre la causa de la heterogeneidad
de la x-CN ovina. Alais y Jollés (1967) mediante cromatografia de
intercambio iénico y posterior caracterizacidédn mediante electro-
foresis identificaron para la ¥x-CN ovina 3 componentes mayorita-
rios y varios ninoritarios. Mercier y col. (1968) mnmediante
cromatografia de intercambio 1iénico lograron separar dos
fracciones de k-CN ovina y aducen la posibilidad de que sean 2
variantes genéticas o bien 2 fracciones de una misma variante.
Soulier y col. (1975) mediante cromatografia sobre DEAE-celulosa
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han separado 5 fracciones distintas de x-CN ovina gque se
diferencian por el grado de glicosilacién y fosforilacion de las
cadenas peptidicas; estos mismos autores proponen una regulacidn
hormonal para la fijacién de 1los restos glucidicos en el
polipéptido, con lo cual es factible gue exista una variacién a
lo largo del periodo de lactacidén. Addeo y col. (1992) mediante
FPIC ("Fast Protein Liquid Chromatography") han separado 2
fracciones identificadas como x-CN en andlisis posteriores
mediante IEF; en el isoelectroforegrama correspondiente estas
bandas muestran igual intensidad por 1o gue estos autores
sugieren un posible polimorfismo genético para la k-CN ovina.
El andlisis bidimensional de las caseinas a,, muestra tres
Zonas de migracién de distinto nivel electroforético, designadas
en la fig. 4.20 como Z; (zona central), Z, (migracidén mas cercana
al catodo, en ambas dimensiones) y Zj (focalizacién mas anddica,
en ambas dimensiones), todas delimitadas por 5-6 componentes. La
zona 2 se ha comprobado gque se presenta en todas las muestras
analizadas, mientras que las Z, y Z; determinarian los diagramas
variantes. La Z, se presenta en muestras tipo Q1 (calle 1, fig.
4.20). La zona Z, representa la migracién bidimensional de g ,-SR
(calle 2, fig. 4.20}; este diagrama es semejante al que obtienen
Chianese y col. (1992a) del analisis bidimensional de la nueva
variante de a,,~CN caprina. Como se demostrd mediante las
técnicas monodimensionales, las bandas gque integran la zona 2,
presentan una intensidad variable de unos individuos a otros
(mayor en las que sélo contienen esta zona y menor en agquéllas
muestras en que la a,, se reparte entre dos zonas); en las
caseinas que incluyen dos zonas de migracidn de los componentes
de la o , se observa que ambas presentan la misma intensidad;
esto prueba nuevamente la heterogeneidad de esta fraccioén
caseinica para los tipos Q1 y C & S. La inmunotransferencia a
partir de separaciones bidimensionales en geles de isoelectroen-

foque ha permitido caracterizar las bandas que definen los
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diagramas variantes de la ag,-CN (zonas Z2 y Z3 respectivamente
en las fig. 4.21.d. y 4.21.e.). En este tipo de geles se han
identificado de forma o6ptima las diversas variantes de ag,~CN.
Las muestras que contienen una sola de estas zonas se considera-
rian como individuos homocigotos y, las gue contienen dos zonas
serian heterocigotos para esta caseina.

El inmunosuerc antiog,~CN mostré una débil afinidad hacia la
fraccién ag,y-CN. Esta reactividad cruzada puede atribuirse bien
al alto nivel de homologia en la estructura primaria de las zonas
hidrofilicas de ambas fracciones caseinicas, especialmente en la
parte fosforilada de la proteina (Mercier y col., 1971; Brignon
y col., 1977), o bien a una contaminacidn del antigeno con ag;-
CN, aungue la pureza de la preparacién fue controlada mediante
determinacién de la secuencia de aminoacidos.

Es sabido que las caseinas de leche de distintas especies de
rumiantes presentan una alta homologia estructural con determi~-
nantes antigénicos comunes (Jennes, 1982). Por ello es posible el
empleo de inmunosuercs anticaseinas de leche de vaca para la
identificacidén de caseinas de leche de oveja, tal y como se ha

realizado en este estudio.

Consideraciones generales sobre la técnica de electroforesis
bidimensional aplicada a andlisis de caseinas de leche de oveja

De los resultados cbtenidos se puede concluir que mediante
electroforesis bidimensional (12 dim. EF - 22 dim. IEF) los
componentes caseinicos se extienden en distintas dreas del gel de
segunda dimensién, obteniendo una separacidn de los mismos mucho
mds clara que en una sola dimensién. En particular la EF-2D ha
sido Gtil para distinguir entre la ag,~-y la ¢ ,-CN que, debido a
su maltiple fosforilacién, son mediante otras técnicas electrofo-
réticas dificiles de separar o resolver las bandas gue los

componen. La técnica de inmunotransferencia acoplada a separacio-
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nes bidimensionales ha permitido la identificacién de las bandas

gue integran cada fraccidén caseinica.

4.1.1.4. FRACCIONAMIENTO DE LAS CASEINAS MEDIANTE TECNICAS
CROMATOGRAFICAS
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
Para la elucién mediante cromatografia de intercambio iénico
se escogidé una caseina que contiene la «, ,-SR como representante

de la mayor complejidad caseinica en las muestras estudiadas.

2- 1 2 3 4 5 6 7 8
T

1

| T 1T .17 T T 1 T N T

NaCl(M)

0,3

0,15

T L] LI
50 100 150 190
N: de tubo del colector

Figura 4.22. Fraccionamiento (A,;, del eluido) de caseina ovina
en una columna de DEAE-celulosa, mediante un gradiente de 0 a 0,3
M de NaCl en tampdén imidazol~HCl 0,02 M pH= 7, conteniendo urea
3,3 M y 0,1% de 2-Mercaptoetanol. El eluido se reunién en 7
fracciones como se indica en la parte superior de la figura.

La figura 4.22 muestra el perfil cromatografico obtenido de
la elucidn de la mencionada caseina ovina; atendiendo a este
cronatograma se seleccicnaron 8 fraccciones que se dializaron
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exhaustivamente y se liofilizaron; posteriormente se caracteriza-
ron mediante PAGE (figura 4.23.a), disc-PAGE SDS (figura 4.23.b.)
y UTLIEF (figura 4.23.c). De los electro- e isoelectroforegramas
se identificaron las fracciones tal y como se indica en la tabla

4.3.

Tabla 4.3. Identificacién de las fracciones obtenidas en el
aislamiento de caseina ovina mediante cromatografia de intercam-
bio idnico. Las fracciones (Fl-F8) se seleccionaron como se
muestra en la fig. 4.22.

Fraccidn Identificacion

cromatografica PAGE - UTLIEF disc-PAGE 5DS
Fl k + BR-sat x + B
F2 RB-gat + Rl + x B+ x
F3 B2 + Bl + x B+ x .
F4 B2 + Bl + agy B + bandas X *
F5 Gz + dg agp + ag + bandas X,
F6 a + a., + a + bandas X

51 s2 74 s1

F7 a1 A1
F8 a a

51 81

(*) Bandas con elevada masa relativa. (Ver figura 4.23.b.)

Mediante PAGE y UTLIEF la identificacién de las fracciones
fue inmediata, dados los andlisis previos realizados para el
estudio del polimorfismo genético de las caseinas.

La electroforesis en presencia de agentes desnaturalizantes
(disc-PAGE SDS) permite la separacién de las proteinas en base a
su masa relativa (Mr). Mediante esta técnica las caseinas ovinas
segln Dall’Olio y col. (1989) se separan en 4 bandas correspon-
diendo de menor a mayor Mr a: k-CN, B- + x-CN, a4,-CN y a_ ,-CN.
Sin embargo, como se muestra en la fig. 4.23.b en este caso las
dos bandas intermedias que sefialan Dall’Olioc y col. (1989) no
muestran una clara separacidén y, por comparacién con el electro-
foregrama obtenido a partir de una caseina tratada con gquimosina
(Cg en la fig. 4.23.b), parece ser que la ¥-CN en estas condicio-
nes migra mayoritariamente en la zona de menor Mr. En las

fracciones 4, 5 y 6, fundamentalmente, se presentan dos bandas de

133



alta Mr (aprox. 70000) gue se han denominado bandas X (flecha en
la fig. 4.23.b) y, aungue en el patrén de proteina de partida se
detectan con dificultad, hay que sefialar que mediante la técnica
cromatografica empleada en todas las fracciones caseinicas ha
ocurrido una concentracién importante; en la F4, F5 y F6 eluye la
@4,-SR como se comprobé mediante PAGE y UTLIEF (flechas en las
fig. 4.23.a y c). Conviene destacar que en PAGE SDS las caseinas
se comportan de modo anémalo, migrando en la zona préxima a la
anhidrasa carbdonica (Mr aprox. 30000). Cheeseman y Jeffcoat
(1970) encontraron que la unién del SDS a las proteinas bovinas
individuales varia entre 0,9 g SDS/g de para-k-CN y 3,4 g SDS/g
de B-CN. Esto haria que las caseinas compitiesen por unirse al
SDS o interaccionasen entre si, y justificaria su comportamiento
en PAGE SDS (Basch y col., 1985). Por todo lo anteriormente
expuesto es posible que las que se han denominado bandas X
correspondan a la ag,,-SR que pudiera presentarse con una Mr
bastante superior a la gz, normal, o bien serian agregados
formados por unién del SDS a diversas caseinas. Seran necesarios
estudios posteriores para confirmar estas hipdtesis. Tutta y col.
(19291) han analizado caseinas de leche de cabra mediante
electroforesis bidimensional (PAGE a pH alcalino en primera
dimensién seguida de PAGE SDS en seqgunda dimensidén) observandose
en los diagramas electroforéticos bandas de elevado peso
molecular; sin embargo, estos autores no hacen referencia a las
mismas en la discusién de sus resultados.

De este andlisis se concluye que, mediante cromatografia de
intercambio idnico, utilizando un gradiente de concentracién

salina, la elucidén es: 12 k-CN; 22 B-CN; 3¢ 0y ,~CN; 42 a_,-CN.

134



94000 -
64000 =
43000 - '“ﬂ
30000= -3 +oes
~k
20100=
14000—

=para k

Figura 4.23. Caracterizacién de las fracciones caseinicas de
leche de oveja obtenidas por cromatografia de intercambio iéniceo
y afinidad mediante PAGE a pH alcalino (4.23.a), disc-PAGE 8D8
t‘c”cb’ , UTLIEF (l-ll.ﬂ]. ! caseina “i“| C-.l “--1“ “m
de referencia. C,: caseina ovina tratada con quimosina. I,-I,:
fracciones obt-u%n mediante cromatografia de intercambio iénico
Y agrupadas como se muestra en la fig. 4.22. A, y A,: fracciones
obtenidas mediante cromatografia de afinidad y agrupadas como se
muestra en la fig. 4.25. K: kit de calibracién de pesos
moleculares.
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Figura 4.24. IEF de las fracciones caseinicas (8 y x) cbtenidas
mediante cromatografia de afinidad a partir de la F1 obtenida
mediante cromatografia de intercambio iénico. I, fraccidém 1
obtenida mediante cromatografia de intercambio iénico (ver fig.

4.22). Ay ¥ Ayt fracciones cbtenidas mediante cromatografia de
afinidad (ver fig. 4.25).
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La a,,-CN eluye bastante préxima a la B-CN; esto podria
demostrar que estas proteinas presentan algunas caracteristicas
comunes; de hecho, Bonsing y Mackinlay (1987) han postulado una
teoria seglin la cual las o« ,-CN se dgeneraron a partir de una
duplicacién del gen gque codifica la B-CN para posteriormente
evolucionar a una familia de proteinas con capacidad superior
para transportar el fosfato cédlcico.

Por otra parte, se ha comprobado que las propiedades fisico-
quimicas de la caseina super-rapida estdn muy relacionadas con
las de la a4,~CN dado que los tiempos de retencién son similares

en el fraccionamiento mediante cromatografia iénica.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Con el objetivo de separar de forma independiente la 8-, k-,
Qg1— Y @4,-CN se utilizd la cromatografia de afinidad partiendo
de las fracciones F1 (B-sat y k-CN) y F5 (a4~ Y a4,~CN) obtenidas
mediante cromatografia de intercambio idénico.

A partir de la Fl1 se separaron eficazmente dos fracciones,
com¢ se observa en el cromatograma resultante (figura 4.25),
siendo el perfil de elucidén semejante al que obtienen Nijhuis y
Klostermeyer (1975) a partir de caseinas de leche de vaca; de
acuerdo con estos autores el eluido se reunidé en dos fracciones
que contienen respectivamente B-CN y x-CN como lo demuestran los
electro- e iscelectroforegramas correspondientes (figuras 4.23.a,
4.23.b y 4.24). Asl se comprobd que una de las bandas de B-~CN
satélite (la de focalizacibén mas catdédica) tiene un pI similar al
de la banda mayoritaria de xk-CN (flecha en la fig. 4.24); ademis
se demuestra que la k-CN mediante IEF queda resuelta en 5 bandas
siendo una de ellas mayoritaria y 4 minoritarias (calle A2, fig.
4.24). Estos resultados coinciden con los gue se expusieron en el
apartado de EF bidimensional.

A partir de la F5 se separaron igualmente 2 fracciones

resultando un cromatograma similar al obtenido a partir de 1la F1.
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Las dos fracciones se identificaron como o4 ;- ¥y a,,—CN conteniendo
esta Gltima la oy, de movilidad comin y la a,,-SR. Estos argumen-
tos confirman que también por esta técnica cromatografica que la
nueva variante de a., presenta las mismas propiedades que la Xgo
de movilidad comin ya gue ambas eluyen en la misma fraccién

mediante cromatografia de afinidad.

A280
T

Horas

Figura 4.25. Fraccionamiento (A,;, del eluido) de la fraccién F1l
{obtenida mediante cromatografia de intercambio idniceo) en una
columna de ticl-sefarosa 4B activada. La fraccién 1 eluye
mediante un tampén Tris-HCl 0,1 M pH= 7 conteniendo Urea 7 M,
NaCl 0,3 M y EDTA 1 mM; la fraccidén 2 eluye mediante un tampén
Tris-HCl pH= 8 conteniendo Urea 7 M, NaCl 0,3 M, EDTA 1 mM y L-

Cys 25 mM.
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Boisnard y Petrissant (1985) analizaron 1la secuencia
completa del ARNm de la a4,-CN ovina demostrando la existencia de
dos especies diferentes de ARNm o,,-CN, una de las cuales se
caracteriza por la delecidédn de un segmento de 27 nucledtidos que
codifican los aminodcidos 34-42; sin embargo, ho se ha descrito
hasta ahora ninguna variante de o, ,-CN de leche de oveja que
corresponda al ARNm detectado por Boisnard y Petrissant. Por
ello, surge la posibilidad de gue la nueva o ,-CN SR sea realmen-
te una variante genética debido a una delecidn en la secuencia de
aminodcidos.

Por otra parte, la denominada variante C de 1la a,,~CN bovina
se compone de dos fracciones de distinta movilidad electroforéti-
ca y que se diferencian quimicamente porque la mas rapida en las
posiciones 129 y 131 presentan dos grupos fosfato unidos a la Ser
(Mahe, 1981}.

De las consideraciones anteriores se dJdeduce gue seran
necesarios andlisis posteriores para dilucidar si la nueva oy ,-CN
SR ovina se diferencia de la de movilidad normal por sustitucién

de aminoAcidos o/y por distinto grado de fosforilaciédn.

4.1.1.5. DISTRIBUCION DE FENOTIPOS

De acuerdo con 1los resultados hasta ahora expuestos, se
deduce que solo existe polimorfismo en la fraccién a;-CN en la
leche de oveja de razas Manchega y Sequrefia.

No se han encontrado variantes de B-CN descritas en leche de
oveja de razas extranjeras (Arave y col., 1973; Rossi y Clementi,
1984; Chiofalo y Micari, 1987; Thomas y col., 1989). Tampococ se
han observado variantes en la fraccién x-CN, sugeridas por
Mercier y col. (1968) y Addeo y col. (1992).

En ningin caso se ha encontrado la variante Welsh descrita
por vez primera en ovejas de esta raza inglesa (King, 1966), y

que posteriormente ha sido descrita en caseinas de leche de otras
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razas ovinas: Stavropol Merino, Meat-type Merino, Improved
Wallach y Tsigaya (Macha y Horak, 1972); Columbia, Hampshire,
Rambouillet, Targhee asi como la F, derivada de diversos cruces
entre las anteriores (Arave y col., 1973); Sarda y Massese (Russo
y col, 1981); Massa y Biella (Di Stasio, 1983); Barbaresca-
Siciliana y Siciliana-Pinzirita (Chiofalo y Micari, 1987);
Border-Leicester x Merinc (Thomas y ceol., 1989); Altamurana
(Mauriello y col., 1990).

Repasandoc la clasificacién racial de los ovinos, resulta
interesante sefialar que la Manchega y Segurefia pertenecen al
denominado grupo cirtoide (perfil subconvexo y extremidades
desnudas y finas); estas razas se formaron a partir de los ovinos
.ibéricos primitivos con influencia del tipo Ovis aries ligerien-
sis (Aparicio, 1960). Hasta la fecha, la denominada variante
Welsh no ha sido descrita en razas gue presenten un perfil
etnolégico similar al de las razas estudiadas en este trabajo.
Por ello, se podria especular con la posibilidad de que 1la
variante caseinica Welsh e incluso otras variantes de proteinas
lacteas estén estrechamente relacionadas con los genogrupos
ovinos.

La tabla 4.4 recoge el niGmero de observaciones y los
porcentajes obtenidos para cada fenotipo por razas y rebafios. Los
tipos caseinicos (T1, T2, T3, Q1, Q2, C y S) se describieron en
el apartado correspondiente a EF a pH alcalino.

De acuerdo con los resultados de Lépez-Galvez y col. (1990),
el fenotipo mAs frecuente es el de 3 bandas en las dos razas
objeto de estudio; el perfil méds comin es el Tl. En la practica
totalidad de la restantes razas ovinas de cuyos datos se dispone
en la bibliografia también ha resultado mas abundante el fenotipo
de 3 bandas para la g -CN.

Se observa gue las caseinas estudiadas de leche de oveja
Segurefia presentan una menor variabilidad que las de leche de
oveja Manchegé, sin observar en ninguna muestra los fenotipos Q1,
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C & S, que representan las variantes de ¢ ,-CN. Respecto a la
raza Manchega, se observa que existen diferencias entre los
rebafios estudiados, siendo el de Valdepefias el que presenta la
mayor heterogeneidad en la fraccién caseinica con individuos
representativos de cada tipo caseinico. Es de destacar que los
fenotipos que contienen la ag,,-SR representan en el rebafio de
Valdepefias el 1,8% del total de las muestras analizadas, mientras
gue en el de Arganda del Rey se eleva hasta el 13%.

Los diferentes resultados observados por razas pueden ser
atribuidos por una parte al menor nimerc de muestras analizadas
de leche de oveja Seqgurefa asi como a posibles variaciones racia-
les debidas a factores genéticos, como ya se ha comprobado para
las caseinas de leche de vaca (Storry y col., 1983; McLean vy
col., 1984) y de oveja (King, 1966; Di Stasio, 1983; Chiofalo y
Micari, 1987). Sin embargo Vallejo y col. (1989) han demostrado
la proximidad filogenética de las razas Manchega y Segurefia.

En los rebafios estudiados, la poblacién de machos reproduc-
tores representa aproximadamente el 10% de la explotacién, por lo
que es posible que en ciertos dgrupos sea mas abundante un
determinado caracter. Las diferencias entre rebafios de una misma
raza han sido constatadas para las caseinas bovinas por McLean y
col. (1984). Conviene destacar que la inseminacién artificial gue
ya se estd aplicando de forma habitual en ganado vacuno provoca
una reduccidn de estas variaciones genéticas. En el futuro es
probable gque se apliquen también este tipo de técnicas de
reproduccién en ganado ovino, pudiendo ocurrir una disminucidn de

la heterogeneidad en estas proteinas lacteas.
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Tabla 4.4. Distribucién de los fenotipos de caseinas (observados mediante PACE a pPH alcalino} en leche de oveja
de las razas Manchega y Sequrefia.

BAIL REBARD MO DR WUESTRAS FENCTIPOS DR CASEINAS
4s-C¥ 3 bandas as-CK 4 bandas as-C¥ § bandas as-CH 6 bandas
byl 12 13 Total (%) 1 1 fotal () ¢ Total {4§) B} Total (8)
F ¥ | . ¥t N Foog P
Sequrefia 50 19 18,0 § 18,9 - -- 46,0 - - 74,0 4,0 - - ¢,0 - - -

Hanchega I 111 52 46,0 38 33,6 8 1,1 86,7 7 L8 11 9,7 11,6 1 0,9 0,9 10,9 0,
I1 69 A W4 w2 7 10,2 16,8 - = 7 10,2 10,2 9 13,0 13,0 - - --

I+l 182 40,1 63 M6 15 833 83,0 2011 18 9,9 1,8 10 5,3 5,5 1 0,b 0,5

F: Himero de muestras

febafio I: procedente da Valdegeﬁas (Ciudad Real
Bebafio I1: procedente de Arganda del Rey (Madrid



4.1.2. FRACCION BEROPROTEICA DE LA LECHE DE OVEJA
4.1.2.1. APLICACION DE TECNICAS ELECTROFORETICAS MONODIMENSIONA-
LES

Para el estudio de la fraccién seroproteica de leche de
oveja se han aplicado las siguientes técnicas electroforéticas
monodimensionales:

- Electroforesis en gel de poliacrlamida a pH alcalino

(PAGE)

- Isoelectroenfoque en geles finos (IEF & PAGIF)

~ Isoelectroenfoque en geles ultrafinos (UTLIEF)

- Isoelectroenfoque en equipo automatizado

En la figura 4.26 se muestran los electroforegramas
obtenidos mediante PAGE a pH 8,6 a partir de 9 muestras de
seroproteinas de leche de oveja representativas de los distintos
fenotipos de B~Lg junto a las correspondientes B-Lg aisladas
mediante precipitaciédn con &cido triclorocacético (ATC). El
electroforegrama es el caracteristico de la fraccidén seroproteica
de leche de oveja presentando en orden de movilidad creciente las
bandas correspondientes a: sercalblmina (SA), e-lactoalblmina (a-
La) y, por ultimo, la BR-lactoglobulina (B-ILg} que se resuelve
como la fraccidén mas rapida del diagrama electroforético. En
algunas muestras de seroproteinas se observdé una zona de baja
resolucidén entre la SA y la o-La. Muestras conteniendo la B~Lg
B(calles 2, 3 y 4), B~-Lg A (calles 6, 7 y 8) y B-Lg AB (calles
10, 11 y 12) se encuentran representadas a la derecha de las
correspondientes variantes de B-Lg aisladas (calles 1, 5 y 9).
Se observa que la B-Lg B es sensiblemente md&s lenta que la A,
presentindose ambas muy prdéximas en estas condiciones analiticas,
por lo que esta técnica es inadecuada para la separacidn de las
dos variantes de lactoglobulinas ovinas, lo cual estd de acuerdo
con los resultados obtenidos por Storry y col. (1983).
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Figura 4.26. PAGE a pH alcalino de 9 muestras de seroproteinas

de leche de oveija.

i, 5 ¥y 10: B-Lg B, A ¥ AB, respactivaments, aisladas por
ipitaciém com ATC.

2, 3 y 4: B-Lg B. 6, 7T ¥y 81 B-Lg A. 10, 11 ¥ 121 B-Lg AB
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De los datos disponibles en la bibliografia se deduce que
el pH de carrera es fundamental en la EF en medio alcalino ya que
dependiendec de este parametro la presentacién del diagrama
electroforético de las seroproteinas ovinas es diverso. Bell y
McKenzie (1967) demostraron que mediante EF a pH 7,6 el electro-
foregrama caracteristico de la fraccién seroproteica se define
en tres zonas correspondiendo la méds réapida a la SA, la interme-
dia a la ae-La y la mads lenta a la B-Lg, resolviendo ademas las
variantes A y B de lactoglobulina ovina. Chiofalo y Micari (1987)
determinaron que mediante electroforesis a pH 8,6 es posible
resolver las variantes de a-La, Yy la electroforesis a pH 7,0 es
adecuada para resolver las variantes de B-Lg. Thomas y col.
(1989) lograron separar las dos variantes de B-Lg ovina mediante
EF a pH 9.

En la figura 4.27 se presentan los isoelectroforegramas de
14 muestras de seroproteinas de 1leche de oveja analizadas
mediante isoelectroenfoque en gel fino de gradiente de pH 3,5~
9,5. E1 isoelectroforegrama es el caracteristico de las seropro-
teinas ovinas presentando en orden de pl creciente: SA, a-lLa y
B-Lg. La R-Lg se resuelve en una zona del gel de pH comprendido
entre 5,5 y 6,5 siendo la 8-Lg B de punto isoeléctrico superior
(6,20) que la A (5,87). La B-Lg B tiene un residuo mds de His y
unc menos de Tyr que la variante A (Bell y McKenzie, 1964); esta
sustitucién le confiere una mayor carga positiva a la B-Lg B que
da lugar a una diferencia apreciable en el punto isoeléctrico
entre las dos variantes. Para la fenotipizacidon se escogieron los
alelos gque presentan similar intensidad después de la tincién,
como sefiala Erhardt (1989) descartande las posibles dudas que
pueden presentar las muestras como las de la calle 1, 10 y 11
(figura 4.27).
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Figura 4.27. IEF de 14 muestras de ssroproteinas de leche de
oveja. Gradiente de pH en el gel= 3,5-9,5,

Irll: ."'H' .-I-. ] '.' ] 12: B=- & # ']
17 ia oo . iy . 8 Y LgAB. 3, 5, 7, 10, 13 y

146



En la mayoria de las muestras de seroproteinas portadoras
del alelo B-Lg® se observé una banda muy préxima a la B-Lg A
(flecha en la figura 4.27). Su plI parece ser muy similar al que
Erhardt (1989) describe para la variante C de #-Lg ovina; sin
embargo no se podria asignar como tal variante dado gque la
intensidad relativa con que'se presenta es siempre menor que la
de las variantes A y B y, ademdas la existencia de muestras tipo
ABC (calles 2, 4, 6, 8, 9 y 12, fig. 4.27) portadoras de tres
alelos para el caracter f-Lg seria contradictoria a la teoria de
la herencia genética de las proteinas lacteas siguiendo las leyes
de Mendel. Dada la localizacidén de esta banda en el gel de
electroenfoque (pI~ 5,54), muy prdéxima a la B-Lg A y gue ademas
se comporta como una B-Lg tras el aislamiento por el método de
Fox, Lopez-Galvez y col. (1991) la han denominado banda satélite
de la B~Lg 6 B-Lg satélite (B-Lg sat). Mediante cromatoenfoque
Fernandez-Espld y col. (1993) han logfado separar la B-1g
satélite sugiriendo que la B-Lg A ovina consta de 2 componentes.
El origen de esta proteina es afin incierto y sera&n necesarios
anidlisis posteriores para determinar la secuencia de aminoacidos
de la f-Lg sat. Un caso similar pudiera ser el de la B-Lg Dr
descrita en leche de vaca (Bell y col., 1970) cuya composicidén
aminoacidica es idéntica a la B-Lg A bovina diferenciéndose en
que contiene grupos carbohidrato unidos a la cadena polipeptidi-
ca.

En la figura 4.28 se muestran los densitogramas correspon-
dientes a 3 muestras de seroproteinas con distintos fenotipos de

B~Lg analizadas mediante isoelectroenfoque en geles finos.
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Al reducir el espesor de los geles de IEF y estrechar el
gradiente de pH se consigue una mayor resolucidén y separacidén de
las bandas proteicas (Seibert y col., 1985). Esto se ha ensayado
en geles ultrafinos (UTLIEF) de gradiente de pH 2,5-7 (figura
4.29). En este tipo de geles las bandas que definen las principa-
les seroproteinas lacteas ovinas son de menor a mayor pI: a-La,
BR-Lg sat, B-Lg A, B-Lg B y SA. La B-Lg A se resuelve como 2
bandas bien definidas, tanto en individuos hetero- (calle 1) como
homocigotos (calle 8). La B~Lg B se resuelve como 3 bandas en los
individuos heterocigotos (calle 1) y dos en 1los homocigotos
(calle 9); las bandas correspondientes a la B-Lg B son siempre
algo mas débiles que las correspondientes a la variante A. La
caracterizacidén mediante UTLIEF de las distintas R-Lg aisladas
por el método de Fox (8~Lg AB, calle 4; B-Lg A, calle 5; B-Lg B,
calle 6) da lugar siempre a una banda principal de mayor inten-
sidad para cada alelo acompafiadas de otras bandas minoritarias.

Comparandc con geles finos de isoelectroenfoque, el mayor
namero de bandas observado en la fraccién B~Lg en los geles
ultrafinos, asi como el cambio posicional de la SA se debe al
empleo de urea en este tipo de placas ya que se ha demostrado que
la urea como agente disociante da lugar a una serie de isdmeros
configuracionales que ocasicnan cambios en el pI de las proteinas
(Morr, 1967). En el laboratorio se ensayd el isocelectroenfoque
con geles ultrafinos de igual gradiente de pH preparados con y
sin adicion de urea a la solucidén madre de acrilamida-bisacrila-
mida; en aquéllos que no contenian urea en su composicidn se
observd un electroforegrama similar al gque se obtiene en los
geles finos, si bien, debido al menor espesor de las placas
ultrafinas cabe destacar un aumento en la resolucién de las
bandas que definen cada fraccién seroproteica. Sin embargo, 1la
adicién de urea ha permitido detectar un cierto grado de
microheterogeneidad individual de las B-Lg ovinas.
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Figura 4.29. UTLIEF de 5 muestras de seroproteinas de lecha da
oveja ¥ 7 muestras de B-1Lg aisladas mediante precipitacién con
ATC. Gradiente de pH en &l gel= 2,5-7.

1, 3 ¥y 7t seroproteinas que contisnen la variante AB de la B-Lg;

2, 4 y 10: B-Lg AB aislada.
8: seroproteina gque contiens la variants A de la B-Lg; 5 ¥y 11:

B=-Lg A aislada.
9: saroproteina gue contisns la variantsa B da la B-Lg; & y 12:

B-Lg B aislada.
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Por otra parte, se ha utilizado el equipo automatizado de
electroforesis para isoelectroenfoque de las proteinas lécteas
ovinas. De los ensayos realizados, los microgeles comerciales
disponibles para isoelectroenfoque con gradiente de pH 4-6,5
presentaron las caracteristicas iddneas para la deteccién de

variantes de B-Lg en leche de oveja.

4.1.2.2. APLICACION DE TECNICAS ELECTROFORETICAS BIDIMENSIONALES.
INMUNOTRANSFERENCIA

Se han aplicado dos versiones sobre 1la electroforesis
bidimiensional, combinandec las siguientes técnicas electroforéti-
cas:

- Electroforesis a pH alcalino seguida de isoelectroenfogque
en geles ultrafinos (12 dim. PAGE - 22 dim. IEF en geles
ultrafinos).

- Isocelectroenfoque en geles ultrafinos seguida de electro-
foresis en presencia de agentes desnaturalizantes (12 dim. IEF
en geles ultrafinos - 228 dim. disc-PAGE SDS).

La electroforesis bidimensional (12 dim. PAGE seguida de 22
dim. IEF en geles ultrafinos) ha permitido identificar el origen
de cada banda. En la figura 4.30 se presenta el perfil bidimen-
sional de tres muestras de seroproteinas de leche de oveja
representantes de los fenotipos B (calle 1), A (calle 2) y AB
(calle 3) de B-lactoglobulina. Mediante esta técnica bidimensio-
nal, las B-Lactoglobulinas se resuelven de distinto modo en
muestras homo- o© heterocigotas para dicha proteina. Asi en
muestras gque contienen la BA-Lg AB (calle 3), se resuelven 6
bandas correspondiendo 2 (de aproximadamente igual intensidad)
a la variante A y 3 bandas (siendo una de ellas mds intensa) a
la variante B y, por ultimo, la banda satélite de la B-Lg que

seria la mas rapida en el diagrama de primera dimensién.
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Figura 4.30. EF-2D (18 dim. EF a pH alcaline - 28 dim. UTLIEF)
de 3 muestras de seroproteinas de leche de oveja conteniendo
distintos fenotipos de B-Lg.

i: B-Lg B. 21 B-Lg A. 3: B-Lg AB.
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Comparando con el isoelectroforegrama monodimensional, las 3
bandas que resultan en la zona de la B-Lg B corresponden a una
banda central (la de mayor intensidad en el diagrama bidimensio-
nal) y dos laterales; estas iiltimas resultan respectivamente de
la suma de intensidades de 2 bandas situadas en distintos niveles
de movilidad electroforética, siendo aguéllas mis lentas las que
se obtienen en la zona de resolucidn difusa del diagrama
electroforético monodimensional (fig. 4.26). Las dos bandas
correspondientes a la B-Lg A que se observan en el perfil
isocelectroforético se corresponden con una banda mds cercana al
dnodo y otra banda de mayor migracién catdédica; esta Gltima se
cbtiene de la suma de intensidades de 2 bandas, una de ellas de
movilidad electroforética relativa similar a la a-La. En muestras
gue se presentan en estado de homocigosis para la B-Lg, ya sean
AA (calle 2) & BB (calle 1) sdlo se resuelven dos bandas para
cada variante en la zona de las B-lactoglobulinas.

La a-La mediante la separacidn bidimensional, queda dividida
en 1 banda mayoritaria y otras minoritarias no muy bien definidas
que pueden guedar solapadas en la técnica isoelectroforética por
alguna banda R-Lg A. Aungue estas bandas se resuelven mediante
isoelectroenfodque en geles ultrafinos de modo semejante a las que
Erhardt y col. (1989) describen para la e-lLa, no se podrian
considerar como variantes genéticas debido a 1la distinta
intensidad con que se presentan en el diagrama bidimensional; por
otra parte, mediante electroforesis a pH 8,6 no se observd
polimorfismo para la citada proteina.

La SA qgueda resuelta en 2 bandas principales y otras
colaterales de menor intensidad que revelan ligeras diferencias
en sus movilidades electroforéticas.

Las técnicas mas resolutivas para determinar el origen de
las bandas son aquellas gque combinan la electroforesis bidimen-
sional con la inmunotransferencia. Mediante incubacién con suero

antiseroproteinas lacteas ovinas, resulta una reaccidn evidente
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de todas las fracciones transferidas a la membrana (figqura
4.31.a), incluso algunas no detectables en la placa de partida
con el método de tincidén empleado, y que aparecen en la zona de
pH mds alcalino pudiendo corresponder a parte de la fraccidén
proteosa-peptona dada la similitud con los diagramas monodimen-
sionales obtenidos mediante PAGE a pH alcalino por Mati y col.
(1991) .

La incubacidn con inmunosuero antiB-Lg (figura 4.31.b) ha
reaccionado con las bandas que definen ambas variantes de B-Lg
as{ como con la denominada banda satélite, e incluso de otra
banda cuyo origen electroforético seria el mismo gue la anterior.
El empleo de inmunosuero antif~Lg de leche de vaca para 1la
deteccidén de B-Lg de leche de oveja estd garantizado ya que los
determinantes antigénicos de proteinas homdélogas de diferentes
especies de rumiantes son idénticos (Johke y col., 1964).

La incubacién con sueroc antio~La (figura 4.31.c) muestra una
reaccién con 4 bandas: una banda mayoritaria en el centro; otra
de menor intensidad de migracién mas catddica de dificil
apreciacién en el diagrama bidimensional, pero que parece estar
muy proéxima e incluso llegar a solaparse con alguna banda de la
B~Lg A; y, otras dos bandas de focalizacidén a pH mas acido que
la banda principal y alGn de mucha menor intensidad y gque se
corresponderian con agquella gue se obtiene en el perfil bidimen-
sional gue se muestra en la figura 4.32 en la zona de peso
molecular de la a-La. Debido a la similitud de la a-La de
distintas especies (Mao y Bremel, 1990), es posible el empleo de
inmunosuero antio-La humana para la deteccidn de o-La ovina, como

se ha realizado en esta experiencia.
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Figura 4.31. Inmunotransferencia de las seroproteinas ovinas separadas mediante EF-2D (ver
figura 4.30) e incubadas con inmunosuero (a) antiseroproteinas lacteas (b) antiB-Lg y (c)
anti a-La.



Con el fin de estudiar mas profundamente el origen de cada
una de las bandas de isocelectroenfodque, se realizd la electrofo-
resis bidimensional, con IEF como primera dimensién seqguida de
disc-PAGE SDS en segunda dimensidn. En la figura 4.32 se presenta
el diagrama de migracidén en un gel bidimensional de las citadas
caracteristicas. A continuacién se exponen las caracteristicas
de cada seroproteina que se presenta en el gel de PAGE SDS, de
mayor a menor Mr:

-~ La SA se presenta como la fraccidn més pesada (Mr aprox.
67000) .

~ Ambas variantes de B-~Lg se obtienen en el mismo nivel de
peso molecular (Mr aprox. 18000). Mr similares se han descrito
para las f-Lg de leche de vaca (Bell y McKenzie, 1964) y de oveia
(Bell y McKenzie, 1967) confirmando la hipodtesis de que estas
proteinas estan formadas por dos cadenas de Pm~ 18000%500
daltons. La denominada banda satélite de la B-Lg (ver flecha en
la figura)} parece ser algo mds pesada (Mr aprox. 20000); una Mr
similar ha sido detallada para la B-Lg Dr bovina (Bell y col.,
1970) .

~ La a-La es la proteina mads ligera del patrén de proteina
(Mr aprox. 14400), obteniéndose una banda mayoritaria y otra
banda de menor intensidad que se localizaria en una zona mas
cercana al anodo en el gel de focalizacién.

~ Se observan ademds otras bandas no identificadas pudiendo
corresponder las de mayor Mr a inmunoglobulinas (Pm superior a
153000 daltons: Eigel y col., 1984) y el restc a otras proteinas
menores del suero. Mediante este tipo de analisis bidimensional
Mati y col. (1991) han identificado 3 fracciones de proteosa-
peptona de Mr 12000, 18000 y 20000, respectivamente.
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Figura 4.32. EF-2D (1% dim. UTLIEF - 232 dim. EF 8D8) de una
muestra de seroproteinas de leche de oveja con el fenotipo AB de
B-Lg. By: seroproteina ovina de referencia. K: Kit de calibracién
de pesos moleculares.
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Consideraciones sobre las técnicas electroforéticas aplicadas al
anadlisis de seroproteinas lacteas ovinas

La electroforesis en gel de poliacrilamida a pH 8,6 es
inadecuada para la separacién de las variantes de B-Lg.

De las técnicas ensayadas, el IEF (gradiente de pH 3,5-9,5)
en placas comerciales es la mds rapida, sencilla, de resultados
reproducibles y, Jjunto con el sistema rapido de obtencidn de
seroproteinas permite una clasificacidn rédpida de las muestras
de leche de oveja en base al fenotipo de B-Lg. Otra wventaja
adicional del uso de estos geles seria la menor toxicidad ya que
se evita el contacto con soluciones neurotdxicas de acrilamida.
Un inconveniente seria el precio de la placa, gque encarece este
tipo de analisis.

El isoelectroenfoque en geles ultrafinos presenta &ptimos
resultados en cuanto a resolucidn de bandas; en el casc de
adicion de urea a este tipo de geles, para la interpretacidn de
los resultados, se debe tener en cuenta el efecto disociante de
este agente.

Presenta grandes posibilidades el iscelectroenfoque en
equipo automatizado con geles comerciales de pH 4-6,5, evitando
el gasto adicional que supone la compra de los microgeles si se
logran preparar placas de caracteristicas semejantes en el
laboratorio.

Las técnicas electroforéticas més resolutivas han sido las
bidimensionales ya que mediante la combinacién de dos versiones
electroforéticas ha sido posible la separacidn de las seroprotei-
nas l&cteas ovinas en base a distintas propiedades fisico-
gquimicas de las mismas (carga neta-punto isoeléctrico; punto
isoeléctrico-masa relativa).

La inmunotransferencia acoplada a geles bidimensionales ha
permitido determinar el origen de bandas no identificables
mediante otros métodos.
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4.1.2.3. DISTRIBUCION DE FENOTIPOS

De los resultados obtenidos se deduce que en las muestras
de seroproteinas analizadas de las razas Manchega y Segureha
existe polimorfismo genético en la fraccién RB-Lg. No se ha
encontrado polimorfismo en la fraccidn a-La. Chiofalo y Micari
(1987) describen las variantes A y B para esta fraccidén seropro-
teica en leche de oveja de las razas Comisana, Barbaresca-
Siciliana y Siciliana-Pinzirita siendo la frecuencia génica de
la a-La B muy baja (0,012, 0,005 y 0,004 respectivamente en las
razas estudiadas). Anteriormente, Stambekov y col. (1974)
aportaron frecuencias alge mas altas para la a-La B (0,225) en
ovejas Latvian Darkheaded.

En la tabla 4.5 se muestra la distribucién de fenotipos de
B-1Lg asi como las frecuencias génicas observadas para cada alelo
de B-Lg en las seroproteinas de leche de oveja Manchega Yy
Segurefa.

En las seroproteinas lacteas analizadas de las distintas
razas y rebafos, para la B-Lg el fenotipo mads abundante es el AA
y el alelo mas frecuente es el A, siendc la frecuencia génica
semejante en los tres dgrupos étnicos estudiados. Frecuencias
génicas similares fueron obtenidas por Amigo (1989) en B-Lg de
leche de oveja Manchega. Dada la funcién bioclégica de la B-Lg
(Conti y col., 1986) es 1lbégico que no existan diferencias ni
entre rebafios de la misma raza ni alGn entre razas proéximas
filogenéticamente como es el caso de la Manchega y Segurefia
(Vvallejo y col., 1989). Chiofalo y col. (1986) han detectado
diferencias en la distribucién de fenotipos de B-Lg en 5 rebafios
de raza Comisana, pero el numero de muestras estudiado de cada
grupce fue muy reducido.

En la mayoria de las razas ovinas hasta ahora estudiadas se
ha descrito como mas frecuente el alelo A de B-Lg: Blackface,
Cheviot, Clun Forest, Dorset Horn, Finish Landdrace, Merino,
Soay, Suffolk y Welsh (King, 1969); Latvian Darkheaded (Stambekov
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y c¢ol. (1974); Stavropol Merino, Mutton Merino, Tsigava e
Improved Wallach (Macha y Novackova, 1974); Massese (Russo y
col., 1981); Barbaresca-Siciliana (Chiofalo y Micari, 1987);
Hyfer y Border~Leicester x Merino (Thomas y col., 1989);
Merinoland, Black Faced, East Friesian, Pleven, Tsigaja y Black
Razka (Erhardt, 1989). En otras razas se han descrito los alelos
A y B con idéntica frecuencia: Wiltshire Horn (King, 1969);
Comisana (Chiofalc y col., 1986); Siciliana-Pinzirita (Chiofalo
y Micari, 1987). En muy pocas razas ovinas ha resultado mas
frecuente el alelo B: Romanov (Macha y Novackova, 1974); Tajik
(Aliev y Koloteva, 1975) y Rhon Sheep (Erhardt, 1989).

No se ha encontrado en este estudio la variante C de B-~Lg
ovina descrita por vez primera en leche de ovejas de raza Tajik
(Aliev y Koloteva, 1975) y mas recientemente en la raza Merino-
land y en la F, Hungarian Merino x Pleven (Erhardt, 1989).
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Tabla 4.5. Distribucién de fenotipos de B-Lg y frecuencias génicas observadas para los
alelos de B-Lg en leche de oveja de las razas Manchega y Segurena.

Raza Rebafioc N2 de muestras Fenotipo de f-Lg Frecuencia génica
AR BB AB A B
N % N % N %
Segurefia 50 25 50,00 8 16,00 17 34,00 0,670 0,330
Manchega I 113 53 46,90 11 9,73 49 43,36 0,686 0,314
II 69 34 49,27 5 7,25 30 43,48 0,710 0,290
I+ II 182 87 47,80 16 8,79 79 43,40 0,695 0,305

Rebafioc I: procedente de Valdepefias (Ciudad Real)
Rebafic II: procedente de Arganda del Rey {(Madrid)



4.1.3. ESTUDIO CONJUNTO DE LAS CASEINAS Y SEROPROTEINAS DE LECHE
DE OVEJA MEDIANTE ISOELECTROENFOQUE

Se ha ensayado un método para la fenotipizacién conjunta de
caseinas y seroproteinas de leche de oveja. Dada la alta
resolucién del isoelectrocenfogue y las grandes ventajas del
equipo automatizado de electroforesis se aplicd el método
propuesto por Bovenhuis y Verstege (1989) para fenotipizacidn de
las proteinas de leche de vaca.

El emplec de placas comerciales de gradiente de pH 4-6,5
hizo posible una optima separacidon de 1las B-Lg ovinas; sin
embargo no se llegd a evidenciar la o-La. Para las caseinas, el
gradiente de pH 4~6,5 puede ser el optimo, como ya se describid
en el apartado correspondiente, sin embargo es importante la
mezcla de anfélitos a emplear para conseguir dicho gradiente. En
este caso solo se evidencid la fraccidn B-CN quedando las otras
caseinas muy tenues en el gel, o bien solapadas con alguna
seroproteina (R-Lg satélite), Eigel y col. (1984) y Vegarud y
col. (1989) han demostrado que las $-CN y B-Lg bovinas presentan
pIl’s muy préximos; Bech y Munk (1988) comprobaron mediante IEF
en gel de agarosa que estas dos proteinas se solapan. Sin embargo
Seibert y col. (1985} han consequido excelentes separaciones de
las caseinas y seroproteinas bovinas simultineamente mediante IEF
en geles ultrafinos (0,1 mm).

Ser& necesario poner a punto este método de isoelectroenfo-
que en equipo automatizado para la fenotipizacidén mediante un
solo andlisis de las proteinas de leche de oveja. Para ello habra
que ensayar la incubacién de placas con anfélitos de distintos
gradientes de pH, aplicacién de distintas concentraciones de
muestra, etc.

Esta técnica se presenta muy prometedora para el "screening"
de gran numero de muestras ya gque la rapidez y la resolucidn que
se pueden conseguir son dificilmente superables. Por otra parte
es de destacar la sencillez de preparacién de la muestra ya gue
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s6lo consiste en una dilucién de la 1leche entera. A estas
ventajas habra que afiadir los cortos tiempos de separacién vy,
ademds, la economia del experimento si las placas se preparan en
el laboratorio. En el futurc es posible que estas técnicas o
similares sean de aplicacién rutinaria en la industria u otro
tipo de centros que se dediquen al procesado o control de calidad
de la leche.

4.2. APTITUD QUESERA DE LA LECHE DE OVEJA

Para el estudio de la aptitud quesera de la leche de oveija
se seleccionaron ovejas de las razas Manchega y Segurefia
productoras de leche conteniendo los distintos fenotipos de
caseinas y seroproteinas identificados en el capitulo anterior.
Las muestras se recogieron en distintos periodos de la lactacidn.
En la tabla 4.6 se exponen los datos del muestreo efectuado para
estimacidén de la aptitud quesera de la leche de oveija.

En estas muestras se realizaron las siguientes determinacio-
nes:

-pH

- Composicién quimica global: contenido en grasa, proteina,

lactosa, extacto seco total (EST)

~ Contenido en calcio

- Composicién proteica (caseinas y proteinas de suero)

— Caracteristicas del coagulo

- Rendimiento guesero.
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Tabla 4.6. Datos de las muestras de leche de oveja seleccionadas para el estudio de la aptitud quesera.

RAIA REBARO 0 K DIAS DB LACTACION™ FEROTIPO B-Lg FEROTIPO CASELNA
F-A K-A N-3BB F-1 F-T2 §-1 F-ql -0 ¥-C ¥-5
Sequrefia 13 1 41 - 68 { 5 | § 3 -- -- 1 -- -
62,00
Kanchega I [T V1 495— 14 11 i] 10 {9 42 1 § 11 -- k|
I 67 88 19 - 68 12 13 ] N 1 n -- 1 § -
53,87
Total 205 130-38143 108 80 17 Bl 1 i1 b il g 3

0: Nimero de ovejas que proporciomaron las muestras
N: Rimero de muestras

{*) Intervale de dfas
Valor medio

febafio I: procedente de Valdegeﬁas (Ciudad Real
Bebafio II: procedente de Arganda del Hey (Nadrid



4.2.1. COMPOSICION FISICO-QUIMICA DE LA LECHE DE OVEJA
4.2.1.1. COMPOSICION QUIMICA GLOBAL Y pH

En la tabla 4.7 se recogen los resultados obtenidos (valores
medio, maximo y minimo y desviacién estdndar) del andlisis de las
caracteristicas de composicidn fisico~gquimica de las muestras de
leche de oveja de raza Manchega. El amplic intervalo de variacidén
observado en la composicién quimica de la leche (grasa, protei-
nas, lactosa, EST y contenido en calcio) es debido principalmente
al estado de lactacién, ya gue se analizaron muestras de leche
comprendidas entre los dias 19 y 143 de la lactacidén. Gallego y
col. (1983) y Caja (1991) han comprobado que el contenido en
grasa Yy proteinas de la leche de oveja Manchega aumenta a partir
de la primera semana de lactacién a la vez que disminuye la
produccidédn lactea. Ademds conviene destacar que los andlisis se
efectuaron sobre muestras individuales lo que da lugar a una
mayor variabilidad, que queda solapada al estudiar leches de gran
mezcla. El resto de los factores que influyen en la composicién
lactea (condiciones climaticas, alimentacidén, raza y explotacién
del rebafic) se fijaron en limites bastante estrechos per lo gque
se puede considerar gue su efecto no es significativo.

Tabla 4.7. Caracteristicas de composicidn fisico-quimica de las
muestras de leche de oveja Manchega

N V. medio V. minimo V. maximo D. E.
Grasa (%) 160 7,43 2,10 11,69 2,48
Proteinas (%) 160 5,75 3,65 8,60 0,85
Lactosa (%) 93 4,37 1,44 4,97 0,46
EST (%) 159 19,05 11,83 23,97 2,34
calcio (mg/l) 192 2,15 0,97 3,20 0,31
pH 182 6,69 6,00 7,41 0,19

N: Nimero de muestras
D.E.: Desviacidén estandar

Los valores medios de contenido en grasa, proteinas, lactosa

y EST son bastante préximos a los obtenidos por Juarez y col.
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(1984) en muestras de leche de gran mezcla de ovejas de raza
Manchega. En cambio son algo superiores a los dados por Gallego
y col. (1983) en andlisis de muestras de leche individuales de
ovejas de raza Manchega obtenidas por ordefic mecanico e igualmen-
te mas altos a los aportados por Manfredini y col. (1992) en
muestras de leche individuales de oveijas de las razas Sarda,
Delle Langue y Massese.

El contenido en calcio es bastante similar al reportado por
Misié y Petrovié (1976) para leche de oveja de raza Pramenka en
distintos estados de lactacidn. Sin embargo es algo superior al
dado por Juarez y col. (1984) para leche de ovejas manchegas y
por Storry y col. (1983) para ovejas de razas Friesland y
Suffolk.

Los resultados medios del pH son semejantes a los descritos
en la bibliografia tanto para razas extranjeras (resultados
recopilados por Anifantakis, 1986) como para la raza Manchega
(Juarez y col., 1984). Conviene destacar, en cambio, dgque los
valores minimo y madximo se alejan de los normales y son indicati-
vos de leches acidificadas (debido fundamentalmente a prolifera-
cién de microorganismos) en el caso de aproximacién al wvalor
minimo, pH < 6,4, o bien de leches alcalinas (posiblemente
procedente de ovejas afectadas de mamitis subclinica: Ledda y
Arrizza, 1974) cuando el pH de la leche alcanza valores superio-
res a 6,8.

En la figura 4.33 se presenta la distribucidn de muestras
para los resultados obtenidos de composicién fisico-quimica.
Salvo para el contenido en lactosa (quizds debido a que es el
componente lacteo gue presenta menos variacién cuantitativa), las
graficas muestran una distribucién normal, con una mayoria de
muestras gue se concentran en la zona central de los histogramas.
Estos resultados confirman que el muestreo se ha realizado con
leches que abarcan un amplio intervalo de composicidn fisico~

quimica.
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Figura 4.33. Distribucidén de las muestras de leche de oveja de
raza Manchega analizadas segin el contenido en grasa (4.33.a),
proteina (4.33.b), lactosa (4.33.c), EST (4.33.d), calcio
(4.33.e) y seglin el pH determinado (4.33.f).
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En la leche de oveja Segurefia se estudié la composicién
global de las 50 muestras utilizadas para el an&dlisis de las
variantes genéticas. Los valores medios (* desviacidn tipica) en
porcentaje para las variables grasa, proteinas, y EST fueron:
3,54 + 0,88, 4,99 * 0,39 y 14,41 + 1,07. Puede observarse la
menor riqueza en composicidén y el estrecho margen de variacién
frente a las muestras estudiadas de raza Manchega, lo gque se
justifica considerando que en estas muestras de leche de oveja
Sequrefia el valor medio correspondiente al periodo de lactacidn
fue de 28 dias.

4.2.1.2. COMPOSICION PROTEICA

En la tabla 4.8 se recogen los porcentajes relativos
(expresados en valores medio, maximo y minimo y desviacidn
estandar) de las principales fracciones caseinicas (obtenidos
mediante PAGE a pH alcalino) y seroproteicas (obtenidos mediante
IEF) de las muestras de leche de oveja estudiadas.

Tabla 4.8. Porcentajes relativos de las principales fracciones
caseinicas (estimados mediante PAGE a pH alcalino) y seroprotei-
cas (estimados mediante JEF) de las nmuestras de leche de oveja.

N VY. medio V. minimo V. maximo D. E.
ag- CN (%) 104 54,81 29,40 76,90 8,95
B-CN + x-CN (%) 104 44,13 23,00 70,30 8,75
B-Lg (%) 104 65,87 42,50 84,40 8,06
a~La (%) 104 8,19 2,40 14,60 2,77
SA (%) 104 24,62 7,60 47,10 6,94

N: NOmero de muestras
D.E.: Desviacién esténdar

Los resultados obtenidos para las distintas fracciones

caseinicas son semejantes a los citados por Cari¢ y Djorjevié
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(1971) en leche de oveja (sin especificar la raza estudiada) y
por Velev (1986) en la raza Stara Zagora; sin embargo, estos
autores evaltian por separado la x- y la B-CN. Las publicaciones
cientificas de los Gltimos afios sobre aplicacién de métodos
electroforéticos al estudio de las caseinas ovinas han cambiado
la concepcién sobre la migracién electroforética de la x-CN en
gel de poliacrilamida a pH alcalino y, de hecho, se ha demostrado
que esta fraccidédn migra muy unida a la B-CN (Dall’Olio y col.,
1990) y que lo que se estimaba como x-CN realmente corresponde
en su mayor parte a las denominadas bandas satélite de la B-CN
(Chianese y col. 1990a, 1992b).

En este estudio, ha resultado como fraccién caseinica
mayoritaria la ag. Cari¢ y Djordjevié (1971) han sefialado ademés
que los valores minimos para la a,~CN y los mdximos para la B-CN
se alcanzan en la cuarta semana después del parto.

Porcentaje de muestras

Figura 4.34. Distribucién de las muestras de leche de oveja
analizadas segiin el porcentaje relativo de caseinas.
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Figura 4.35. Distribucién de las muestras de leche de oveja
analizadas seglin el porcentaje relativo de B-Lg (4.35.a), a-La
(4.35.b) y BA (4.35.c¢).
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Los valores medios evaluados para las distintas fracciones
seroproteicas de este estudio son muy préximos a los obtenidos
por Dilanian (1969), si bien lo que dicho autor estima como Ig
(inmunoglobulinas) realmente incluya también la SA e incluso es
probable que los valores citados en este estudio para la SA
incluyan parte de la fraccidén inmuncglobulinica.

Las figuras 4.34 y 4.35 representan la distribucidén de
muestras segln el porcentaje relativo de caseinas y seroprotei-
nas, respectivamente. Los histogramas indican que el estudio de
la aptitud quesera de la leche de oveja se ha realizado con
muestras gque abarcan un amplio intervalo de composicidn proteica
aungue la mayoria de las muestras se concentran en la zona
correspondiente a los valores medios de cada fraccién proteica.
Para Ng~Kwai Hang y col. (1987) las variaciones en la concentra-
cidn de las proteinas mayoritarias en leche de vaca (a -CN, B-CN,
k-CN, B-Lg, a-La, SA e Ig) son debidas a la estacién de 1la
paridera, el régimen nutricional de la vaca, estado de lactacién,
edad de la vaca y estado de salud, aparte de la influencia gue

ejercen las variantes genéticas.

4.2.2. CARACTERISTICAS DEL COAGULO DE LA LECHE DE OVEJA

Las caracteristicas del codgulo obtenido por accidén del
cuajo de las leches individuales de oveja se han determinado
mediante tromboelastografia obteniendo unos registros graficos
o tromboelastogramas tipo campana. Para definir las caracteris-
ticas del coagulo se han calculado, a partir de los tromboelasto-
gramas resultantes, los parametros "r" (tiempo de coagulacién),
ty" (velocidad de coagulacidn) y "am" (amplitud méxima).

Por otra parte los parametros de coagulacidn se han
determinado también con un formégrafo, equipo semiautomatico
especialmente disefiado para la determinacién de las caracteristi-
cas del codgulo lacteo.

172



4.2.2.1. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DEL COAGULO
MEDIANTE TROMBOELASTOGRAFIA

En la figura 4.36 se muestran 4 tromboelastogramas due
representan los graficos de la maxima variabilidad obtenidos del
andlisis de la totalidad de las muestras de leche de oveja. En
general, el coadqulo de leche de oveja se diferencia del obtenido
en condiciones similares con leche de vaca (Frentz y Dreuilhe,
1975; Schaar, 1984; Politis y Ng-Kwai-Hang, 1988b) o cabra
(Jiménez-Pérez y col., 1991a) en una mejor aptitud para la
coagulacién que se refleja en menor tiempo de coagulacidn,
velocidad de coagulacidn mas rapida y elasticidad del coagulo
superior.

En la tabla 4.9 se recogen los resultados obtenidos (valores
medios, maximo y minimo y desviacidn estandar) para los parame-
tros "r", "v" y "Am" (obtenidos mediante tromboelastografia) de
las muestras de leche de oveja.

Tabla 4.9. Caracteristicas del coadgulo (parametros "r", "“y" y
"Am', estimados mediante tromboelastografia) de las muestras de
leche de oveja.

N V. medio V. minimo V. médximo D. E.
"r" (minutos) 187 3,41 0,00 17,00 2,12
"y (minutos) 186 3,10 1,00 11,55 1,76
"am" (milimetros) 193 61,22 30,00 79, 00 9,20

N: NGmero de muestras
D.E.: Desviacidén estandar

La gran diversidad de graficas de coagulacidén obtenidas han

permitido realizar una clasificacién de las leches en base a los

parametros estimados.
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r = 1,5min. r = 9min. r=2min r=37,5min
¥ = 1,5 min. v=11,5min, V=9min V= o—
Am=62mm. Am-=35mm Am=4mm

AmM=77mm.

Figura 4.36. Tromboelastogramas obtenidos del andlisis de 4 muestras de leche de oveja.



A) Seqin tiempo de comienzo de la coagulacidn (parametro "r'):
1. Comienzo muy rapido: 0-1,5 minutos

2. Comienzo rapido: 1,5-3 minutos

3. Comienzo normal: 3-4,5 minutos

4. Comienzo tardio: 4,5-12 minutos

5. Comienzo muy tardio: > 12 minutos

6. Campanas qgue indican coagulacién anormal: no es posible medir

el parametro "r".

B) Seqgin velocidad de coaqulacidn (pardmetro "v"):
1. Velocidad normal: 1-3 min

2. Velocidad algo lenta: 3-5 min

3. Velocidad lenta: 5-9 min

5. Velocidad muy lenta: > 9 min

6. Campanas que indican coagulacidén anormal: no es posible medir
el parametro "v".

C) Seqin elasticidad del coaqulo (parametro "Am"):
1. Campana muy amplia: > 75 mm

2. Campana amplia: 70-75 mm
3. Campana de apertura media: 50-~70 mm
4. Campana estrecha: 40-50 mm
5. Campana muy estrecha: < 40 mm
6. Campanas gque indican coagulacién anormal:
a) Se abren y se estrechan al final
b) Se abren, posteriormente se estrechan y al final vuelven
a abrirse.

c¢) No es posible medir el parametro "Am".
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Figura 4.37. Distribucién de las muestras de leche de oveja segln
los valores obtenidos para los parametros "r" (4.37.a), "v"
(4.37.b) y "Am" (4.37.c).
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La figura 4.37 representa la distribucién de muestras segin
los valores obtenidos para los parametros "r" (fig. 4.37.a), "v"
(fig. 4.37.b) y *“am“ (fig. 4.37.c). Con respecto al tiempo de
coagulacidn la mayoria de las muestras se concentran en la zona
de 3-4,5 min, clasificadas como normales en cuanto a comienzo de
formacidén del gel. La velocidad de coagulacidn de las muestras
analizadas estad comprendida entre 1 y 12 min, con una mayoria de
muestras en la zona de 1 a 2 min (velocidad normal de formacién
del co&gqulo). Para la amplitud maxima la distribucidén de las
muestras abarca el espacio comprendido entre 30 y 80 mm, siendo
el intervalo mas frecuente el de 60-70 mm (campana de apertura
media).

Los resultados demuestran una gran variabilidad en 1los
tromboelastogramas. Esta diversidad puede atribuirse al andlisis
de leches individuales, estado de lactacién, contenido en células
somaticas, composicidn caseinica y pH, como ya ha sido constatado
para leche de vaca (Zannoni y col., 1981; Schaar, 1984; Grandison
y col., 1984; oOkigbo y col., 1985a; Politis y Ng-Kwai-Hang,
1988b}) .

La influencia del pH sobre las caracteristicas de coagula-
cidén ha sido objeto de numerosas investigaciones. Okigbo y col.
(1985b) sefialaron que el pH afecta a los parametros "r" y "Am";
segin Okigbo y col. (1985c) este efecto se aminora cuando la
cantidad de enzima afiadida es superior a 0,03 unidades de
renina/ml y un ajuste del pH a 6,3, especialmente cuando sea
leche con pobres propiedades de coagulacién. Politis y Ng-Kwai-
Hang (1988b) han demostrado un aumento de 3,52 y 3,41 min
respectivamente en los parametros "r" y "v" y una disminucién de
9,45 mm en el "Am"™ por cada unidad de incremento de pH en leche.

En leche de oveja Manfredini y col. (1992) han demostrado
que los tres pardmetros de coagqulacidén se hallan correlacionados
significativamente (p<0,001) con otros importantes parametros
como son el pH, contenido en células somaticas y proteinas del

177



suero, ejerciendo cada uno de ellos una influencia bien definida
en el proceso gueserc. El fendmeno parece 1ldgico ya que en la
leche fresca el pH ejerce una funcidn primordial en importantes
mecanismos relacionados con la ionizacién de las caseinas y la
distribucién del calcio y el fosfato entre las micelas y el suero
(Lenoixr y Schneid, 1990).

r=3,75min.

v=1,5min.

— e — -

Am = 65mm

Figura 4.38. Tromboelastograma caracteristico de leche de oveja.
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Dado el amplio nilimero y variedad de composicién de las
muestras analizadas se podria concluir que el tromboelastograma
promediado de leche de oveja (determinado como valor medio de los
parametros calculados en la totalidad de los tromboelatogramas
obtenidos bajo las condiciones analiticas establecidas en estas
experiencias), seria aquel cuyo r= 3,75 min, v= 1,5 min y Am= 65
mm (figura 4.38). Las graficas que se alejan de estos valores en
uno u otro sentido serian indicativas de leches de caracteristi-
cas mas o menos adecuadas para la coagulacidén. En particular, el
incremento en el tiempo de coagulacién y la baja elasticidad del
codguleo son indicativas de leches alcalinas, debidas a estadios
tardios de la lactacidén o, mas posiblemente leches mamiticas
(Robertson, 1983; Tervala y Antila, 1985; Manfredini y col.,
1992). Por ello, realizando el andlisis viscosimétrico de las
muestras de leche se puede deducir su aptitud a la coagulacién,
variable de importancia fundamental para la industria quesera;
de hecho en leche de vaca, Aleandri y col. (1982) han demostrado
una relacidén significativa entre la elasticidad maxima del
codgulo (estimada mediante el paréametro "Am") y el rendimiento
quesero. En la actualidad este tipo de andlisis se realizan de
forma sistem@tica en las grandes queserias de algunos paises. Su
aplicacién seria valida para detectar leches anbémalas debido a
enfermedades de los animales, tratamientos con antibiéticos,
fraudes importantes por aguado, etc.. Inclusoc se ha utilizado
como método para determinar la capacidad de sinéresis del
coagulo, la temperatura de conservacidén de la 1leche o los
tratamientos térmicos sufridos por la misma (Tarodo de la Fuente
y col., 1969; Robertson, 1983),
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4.2.2.2. EMPLEO DEL FORMOGRAFO PARA LA DETERMINACION DE LAS
CARACTERISTICAS DEL COAGULO

Dada la automatizacién, posibilidad de analizar un mayor
nimero de muestras por hora, y precisién del formégrafo en
comparacién con el tromboelastégrafo, la utilizacién del
Formagraph (Foss Electric) se ha estimado interesante para la
determinacién de las caracteristicas del coagulo, sobre todo en
aguellas situaciones en que se realiza el andlisis de gran ntmero
de muestras de leche. Es el casco de las queserias donde se
procesan a diario numerosas muestras de distintos productores e
interesa la automatizacién y rapidez de los sistemas de analisis
y control de aptitud a la coagulacién, del mismo modo que se
determinan los parametros de composicién gquimica global. De
hecho, de la bibliografia se desprende que desde hace algunos
afios este tipo de equipos se esta utilizando en algunas queserias
de Italia para control de calidad de la leche destinada a la
fabricacidén de varios tipos de quesco como son e)l Parmigiano-
Reggiano (Zannoni y Annibaldi, 1981; Zannoni y col., 1981) y el
Grana (Losi y Mariani, 1984).

Durante 1la realizacién de esta Tesis se adquiridé un
Formagraph (Foss Electric) para determinar las caracteristicas
de coagulacidn de la leche. Inicialmente se efectud la validacion
analitica del equipo comparando los resultados con los que se
obtienen en las mismas condiciones en el tromboelastégrafo. En
una segunda fase se procedid a establecer las condiciones éptimas
para el andlisis de las caracteristicas del codgulo de leche de
gran mezcla de vaca, oveja y cabra. Por ultimo, se realizd un
estudio sobre el método a aplicar en el casc de andlisis de

leches individuales de oveja.
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VALIDACION DEL FORMOGRAFO. COMPARACION CON LOS VALORES DEL
TROMBOELASTOGRAFO

Para validar el formdégrafo y comprobar las caracteristicas
técnicas referentes a repetibilidad, se disefi®é una experiencia
consistente en analizar durante 3 dias seguidos una muestra de
leche (preparada a partir de leche entera en polvo reconstituida
al 20%) mediante dos ensayos:

Ensayo A: sin adicién de CaCl, a la leche.
Ensayo B: con adicién de CaCl, a la leche,.

Se empled una solucidn de cuajo preparada al 0,75%.

Los ensayos se realizaron por duplicado. Por otra parte,
para comprobar las diferencias de los valores que se obtienen en
los dos equipos viscosimétricos, el ensayo A se repitid ademés
en el tromboelastdgrafo.

Para el tratamiento estadistico de 1los resultados se
consideraron atipicos ("outliers") los valores no contenidos en
el intervalo: [Qysq — 1,5IQ , Q54 + 1,5I0Q],
siendo IQ el intervalc intercuartilice (diferencia entre el
tercer cuartil, Qqg,, Y el primer cuartil, Q,g,).

En la tabla 4.10 se muestran los resultados obtenidos
(expresados en valores medio, maxime y minimo, desviacidn
estandar y coeficiente de variacidén) para cada unc de los tres
parametros en los tres dias en que se realizé la experiencia, asi
como los resultados globales para los dos ensayos (Ensayo A: sin
adicién de CaCl,. Ensayo B: con adicién de CacCl,).

Comparando los valores globales de ambos ensayos, se observa
que la adicidn de CaCl, a la leche se traduce en una disminucién
importante de los valores correspondientes a los parametros "r"
(5,74 a 2,78) y "v" (2,36 a 1,20) mientras que no se produce
modificacidon apreciable en el valor del parametro "Am"., Margais
(1965) y Tarodo de la Fuente y col. (1969) observaron este mismo
efecto en los parametros de coagulacién en relacidn con 1la

adicidén de CaCl, a la leche.
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Tabla 4.10. Resultados obtenidos sobre la precisién del equipo Formagraph

(A) Ensayo sin adicién de CaCl, a la leche

Parametro "r" Pardmetre "v" Parametro "An"
Dia 1 Dia 2 Dpia 3 Global pDia 1 pia 2 Dpia 3 Global Dia 1 Dia 2 Dia 3 Global
V. Medio 5,49 5,85 5,86 5,74 2,51 2,24 2,34 2,36 58,21 58,50 58,21 58,31
V. Minimo 5,25 5,75 5,50 5,25 1,75 2,00 2,00 1,75 56,00 57,00 56,00 56,00
V. Maximo 5,75 6,00 6,25 6,25 3,25 2,75 2,50 3,25 59,00 59,50 60,00 60,00
D.E. 0,14 0,13 0,17 0,22 0,39 0,23 0,18 0,30 0,77 0,67 0,99 0,82
C.V. (%) 2,46 2,15 2,95 3,90 15,36 10,19 7,48 12,69 1,30 1,14 1,70 1,40
N 18 20 19 57 19 19 17 55 17 20 19 56
(B) Ensayo con adicidén de CaCl, a la leche
Parametro "r* Pardmetro "v" Parametro "Am"
Pia l Dia 2 Dia 3 Global pPia 1 Dia 2 Dia 3 Global Dia 1 Dpia 2 Dia 3 Global
V. Medio 2,86 2,69 2,78 2,78 1,23 1,15 1,24 1,20 62,08 53,60 62,03 59,09
V. Minimo 2,50 2,50 2,50 2,50 1,00 1,00 Q0,75 0,75 58,00 43,00 57,00 43,00
V. Maximo 3,25 3,00 3,00 3,25 2,00 1,50 1,50 2,00 63,50 61,00 64,00 64,00
D.E. 0,19 G,16 0,14 c,18 C,30 0,19 0,24 0,30 1,51 5,40 1,91 5,32
C.V. (%) 6,73 5,95 5,12 6,45 24,65 16,35 19,06 20,43 2,44 10,08 3,07 9,00
N 19 20 19 58 20 20 20 60 19 20 18 57

"rr: min; "v": min;
D.E.: Desviacidn estidndar

"AM":

mm

C.V.: Coeficiente de variacidn
N: Namero de muestras



Las especificaciones técnicas del Formagraph indican que la
precisién del equipo se cifra en un coeficiente de variacién £
2%, sin especificar el parametro calculado. En el ensayo A los
coeficientes de variacién calculados para el parametro "Am" son
inferiores al 2% y para el parametro "r" préximos a ese valor,
mientras que los coeficientes de variacidn correspondientes al
parametro "v" son mas altos que las cifras dadas por la casa
comercial; por ello es posible que la precisién del equipo esté
calculada en origen para el pardmetro "Am" o el "r".

Se observa que los coeficientes de variacién para el ensayo
A son en todos los casos inferiores a los del ensayo B. Por esto,
si bien en queseria es una prictica habitual la adicion de CacCl,
a la leche para mejorar las caracteristicas de coagulacidon de la
misma, para evaluar la evolucién del codgulo de la leche mediante
Formagraph seria preferible evitar esta adicién. En cambio, en
otros equipos viscosimétricos se hace necesaria esta adicidn de
caCl, pues, como se demuestra en la figura 4.39 y a partir de los
resultados expuestos en 1la tabla 4.11, en una experiencia
realizada en el tromboelastégrafo sin adicidén de este agente
gquimico, se observaron importantes diferencias en los parametros
de coagulacién con respecto a los obtenidos en el mismo ensayo
en el Formagraph. A la vista de los valores medios globales
obtenidos de las experiencias realizadas en ambos equipos se
deduce que mediante Formagraph se obtienen valores superiores
para los parametros "r" (5,74 frente a 4,46) y "Am" (58,31 frente
a 21,67), mientras que se obtienen valores inferiores para el
parametro "v" (2,36 frente a 26,37). El hecho de que las medidas
mas pequefias en los equipos viscosimétricos empleados provogquen
un mayor coeficiente de variacidn y, por tanto, menor precisidén
en los ensayos puede ser debido a la falta de exactitud en las
mediciones; éstas se realizan manualmente con regla graduada
(precisién méxima de 0,5 mm) y, ello da lugar a un error que se

acentda en el caso de las medidas mas pequefias.
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Figura 4.39. Grdficos obtenidos a partir de leche de vaca en una misma experiencia en el
Tromboelastdgrafo (4.39.a) y en el Formagraph (4.39.b).
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Tabla 4.11. Resultados cbtenidos del ensayo en el equipo Tromboelastdédgrafo sin adicidén de cacl,
a la leche.

Parametra "r" Parametro "v" Parametro "BRm"

Dia 1l Dpia 2 Dia 3 Global Dia 1 Dia 2 Dia 3 Global Pia 1l Dia 2 Dia 3 Global
V. Medio 3,44 5,63 4,31 4,46 25,25 27,75 27,25 26,37 24,13 20,63 20,25 21,67
V. Minimo 2,75 5,50 3,50 2,75 22,00 26,50 27,00 22,00 22,50 18,50 17,50 17,50
V. Maximo 4,00 S,75 5,25 5,75 28,00 29,00 27,50 29,00 26,00 23,50 23,00 26,00
D.E. 0,66 0,14 0,94 1,18 2,75 1,77 0,35 2,28 1,89 2,53 3,18 2,96
C.V. (%} 19,11 2,56 21,89 25,06 10,91 6,37 1,30 8,65 7,82 12,26 15,68 13,68
N 4 4 4 12 4 2 2 8 4 4 4 12

"r": min; "v": min; Am: mm
D.E.: Degviacién estindar
C.V.: Coeficliente de variacidén
N: NOmero de muestras



PUESTA A PUNTO DE LA METODOLOGIA A APLICAR PARA LA DETERMINACION
DE LAS CARACTERISTICAS DEL COAGULO DE LECHE MEDIANTE FORMOGRAFO
A PARTIR DE LECHES DE GRAN MEZCLA DE VACA, OVEJA Y CABRA

En la bibliografia consultada existen referencias sobre el
empleoc del Formagraph para la determinacién de las caracteristi-
cas del coagulec de leche de distintas especies, ya sea a partir
de leche de gran mezcla (Aleandri y col., 1989) o de leches
individuales (Okigbo y col., 1985a; VandenBerg y cocl., 1990;
Manfredini y col. 1992). Sin embargo, no existe un criterio
uniforme en cuanto a las condiciones analiticas en estos
experimentos ya que, generalmente, los distintos autores realizan
sus ensayos tomando come base la tecnologia de elaboracién de un
gueso determinado. Esto es 1ldgico, ya que cuandc se pretenden
evaluar las caracteristicas de coagulacidén de una muestra de
leche determinada, las condiciones experimentales se intentan
aproximar, en la medida de lo posible, a las de la coagulacién
real que tendrd lugar en la cuba de cuajar (temperatura de
coagulacidn, tiempo total desde adicidn del cuajo hasta el fin
de la coagulacidén, etc). Por otra parte, para este tipo de
ensayos conviene, utilizando un cuajo de una determinada fuer:za,
estandarizar la cantidad de cuajo necesaria para obtener un
codqulo de caracteristicas medibles mediante un viscosimetro
adecuado. Por ello, en los trabajos cientificos es imprescindible
indicar detalladamente las condiciones analiticas exactas para
evitar interpretaciones erréneas (Storry y Ford, 1982b).

En la tecnologia de elaboracién de los quesos semiduros
autdctonos espaholes elaborados a partir de leche de oveja (como
el Queso Manchego) o de mezcla de vaca, oveja y cabra (como el
Queso Ibérico), la coagulacidén tiene lugar en aproximadamente 40
min a temperaturas de 30-32°C.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se procedié a 1la
puesta a punto de la metodologia a aplicar para el andlisis de

las caracteristicas del codagulo de leche de distintas especies.
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Para ello se disefi®d una experiencia consistente en determinar,
mediante el Formagraph, esas caracteristicas a partir de leche
de gran mezcla de vaca, oveja y cabra ensayando dos concentracio-
nes de cuajo y fijando la temperatura del equipo en 32°C. Las
soluciones de cuajo se prepararon a las siguientes concentracio-
nes:

- Para la leche de vaca: 0,75 y 0,5%

- Para la leche de oveja y cabra: 0,125 y 0,25%

En la tabla 4.12 se mnuestran los resultados obtenidos
(expresados en valores medio, maximo y minimo, desviacién
estandar y coeficiente de variacién) para cada parametro de
coagulacidn seglin las distintas concentraciones de cuajo afiadidas
a la leche de cada especie.

Los resultados obtenidos en esta experiencia, en particular
los referentes a coeficientes de variacién en los tres parametros
estimados, parecen indicar que las concentraciones de cuajo mas
idéneas para el andlisis de las caracteristicas de coagqulacién
en muestras de leche cruda de gran mezcla de las distintas
especies ensavyadas son:

Leche de vaca: 0,50%
Leche de oveja: 0,125%
Leche de cabra: 0,125%
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Tabla 4.12. Resultados obtenidos del andlisis mediante formégrafo
de las caracteristicas de coagulacidn de leche de gran mezcla de
distintas especies con dos concentraciones de cuajo. (Los nimeros
entre corchetes indican la concentracidn, en tanto por ciento, de
cuajo afiadida)

(A) Leche de vaca

{0,50] {0,75]
llrlt llvl! "AIn“ l!rll‘ "V" "Am“
V. Medio 6,63 4,38 46,37 4,80 3,80 49,10
V. Minimo 6,25 4,00 45,00 4,75 3,50 48,00
V. Maximo 7,00 4,50 47,00 5,00 4,25 50,00
D.E. 0,32 0,25 0,95 0,11 0,33 0,89
C.V. (%) 4,83 5,71 2,05 2,29 8,68 1,81
N 4 4 4 5 5 5
(B) Leche de oveja
[0,125%] {0,25]
"r" !lvll "Am" "rll' "V" f‘mll’
V. Medio 14,15 1,90 69,70 6,80 1,05 71,00
V. Minimo 14,00 1,75 69,50 6,75 1,00 70,00
V. Maximo 14,50 2,00 70,00 7,00 1,25 72,00
D.E. 0,22 0,14 0,27 0,11 0,11 0,70
C.V. (%) 1,55 7,37 0,39 1,62 10,48 0,99
N 5 5 5 5 5 5
{(C) Leche de cabra
[(0,125] [0,25)
"r" "V" l!m!‘ llrll' llv " tlmi!
V. Medio 10,95 3,85 43,90 5,00 2,10 45,60
V. Minimo 10,50 3,75 42,00 5,00 2,00 40,00
V. Maximo 11,25 4,00 45,00 5,00 2,50 48,00
D.E. 0,33 0,14 1,14 0,00 0,22 3,20
C.V. (%) 3,01 3,64 2,60 0,00 10,48 7,02
N 5 5 5 5 5 5

"r": min; "v': min; "Am": mm
D.E.: Desviacidén estandar
C.V,: Coeficiente de wvariacién

N: NOmero de muestras
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EMPLEO DEL FORMOGRAFO PARA LA DETERMINACION DE LAS CARACTERISTI-
CAS DEL COAGULO DE LECHES DE OVEJA INDIVIDUALES

A la vista de los resultados expuestos hasta ahora sobre la
utilizacién del formdégrafo y tromboelastégrafo para la aprecia-
cidn de la evolucidn del codgulo se puede llegar a la conclusidn
de que los dos equipos viscosimétricos ensayados (tromboelasto-
grafo y formégrafo), aungue estan basados en el mismo principio,
dan lugar a valores distintos para los parametros a estudiar.
Esto es debido a las diferencias existentes entre ambos instru-
mentos: volimen y nGmero de muestras a analizar por ensayo, modo
de dosificacidén y mezcla del cuajo, asi como la pieza que se
introduce en la leche para detectar la evolucidn de la elastici-
dad. Estas diferencias dan lugar a que, en idénticas condiciones
experimentales, las campanas que se obtienen a partir del
formégrafo son mds amplias que las obtenidas con el tromboe-
lastégrafo.

Por todo lo anteriormente expuesto, cuando se utilizé la
misma metodologia que en el tromboelastdédgrafo para el analisis
de muestras individuales de leche de oveja se obtuvieron unas
graficas deformadas en las que resultdé imposible la medida de los
parametros de coagulacidn. Por ello, para los analisis en el
formégrafo se estimd conveniente por una parte no adicionar CacCl,
a la leche y, por otra, disminuir la cantidad de cuajo empleada.

A partir de las experiencias realizadas con leche de gran
mezcla de oveja, se llegd a la conclusidn de que la concentracién
de cuajo mas idbnea para determinaci6n de las caracteristicas del
codgulo en leche de esta especie era del 0,125%. Sin embargo,
cuando se analizaron leches de oveja individuales, la adicidn de
solucién de cuajo a la concentracién antes citada resultd
excesiva, ya gue la mayoria de los codgulos se rompieron durante
la ejecucidén del ensayo, con la consiguiente retraccién del
codgulo gque didé lugar a una disminucidn de la campana. Esto se

debe a que las caracteristicas peculiares de composicidén fisico-
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quimica y microbioldgica de las leches individuales influyen de
modo importante en el comportamiento de las mismas durante la
coagulacién, hecho gque se solapa cuando se analizan leches de
gran mezcla. Por ello, para el analisis de leches individuales
es posible que, no solo en el caso de la leche de oveja sino
también en la de las demds especies, se deba disminuir la
cantidad de cuajo a afiadir con respecto a la citada anteriormente
para leches de gran mezcla. El efecto de la concentracidn de
cuajo empleada para la evaluacién de leche mediante Formagraph
ha sido estudiado por McMahon y Brown (1982) quienes demuestran
que en el intervalo de 1 a 0,185 Unidades de Renina/ml se produce
una progresiva disminucién de los parametros "r" y "Am" y un
aumento de "v".

Después de realizar varias pruebas en las que analizaron
leches de oveja individuales mediante formégrafo, disminuyendo
progresivamente la concentracién de cuajo afiadida a las mismas,
se llegd a la conclusién de gque, la concentracidédn de cuajo
adecuada para obtener unos diagramas viscosimétricos medibles
(figura 4.40) deberia ser del 0,0625%.
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4.2.3. RENDIMIENTO QUESERO DE LECHE DE OVEJA

Dado el escaso veolumen de leche obtenido por ordefic de cada
oveja individual (aproximadamente 200 =~ 500 ml), para la
determinacién del rendimiento quesero de la leche de oveja se
elaboraron quesos de pequefio tamafio (aproximadamente 280 g de
peso medio) mediante un método a escala de laboratorio. Sin
embargo, antes de realizar los andlisis seriados, se procedid a
una validacién del método de elaboracién empleado, determinando
la desviacidén a los valores de rendimiento reales dque se
obtendrian en una planta quesera; para e€llo se compararon los
valores de rendimiento obtenido a escala de laboratorioc y escala

semipiloto con muestras de leche de vaca, oveja y cabra.

4.2.3.1. COMPARACION DE LOS RENDIMIENTOS QUESEROS OBTENIDOS A
ESCALA SEMIPILOTO ¥ ESCALA DE LABORATORIO

Para comparar los rendimientos queseros obtenidos mediante
elaboracién de quesos a escala semipiloto y escala de laboratorio
se partié de leche de gran mezcla de vaca, oveja y cabra; se
elaboraron 13 quesos, cada uno de ellos con distintos porcentajes
de leche de cada una de las especies, a escala semipiloto vy
escala de laboratorio aplicando la misma metodologia en ambos
casos.

En la tabla 4.13 se recogen los rendimientos queseros (Kg
queso/100 1 leche) obtenidos a escala semipiloto y escala de
laboratorio, asi como la diferencia que resulta de restar el
rendimiento a escala de laboratorio menos el obtenido a escala
semipiloto.

Los resultados del test estadistico de comparacién de 2
medias a partir de muestras relacionadas (t-Student) ponen de
manifiesto gue los rendimientos gueseros obtenidos a escala de
laboratoric son superiores a los obtenidos a escala piloto

(diferencia media= 4,772).
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Tabla 4.13. Rendimientos queseros obtenidos en 13 guesos
elaborados a escala semipiloto y escala de laboratorio y
diferencias positivas entre ambos.

Queso no Rto. E. sp. (%) Rto. E. lab. (%) Diferencia
1 12,70 18,400 5,700
2 16,45 22,325 5,875
3 14,96 19,875 4,915
4 12,90 17,050 4,150
5 14,02 16,950 2,930
6 13,42 17,950 4,030
7 15,72 19,175 3,455
8 13,28 18,875 5,595
9 15,24 19,375 4,135

10 13,41 16,850 3,440
11 12,70 16,450 3,750
12 11,20 17,200 6,000
13 21,10 29,100 8,000

Rto. E. sp.: Rendimiento quesero obtenido a escala semipiloto
Rto. E. lab.: Rendimiento quesero obtenido a escala de laborato-
rio

A partir de las diferencias de los rendimientos queseros
obtenidos en las dos escalas ensayadas, se realizd un analisis
de regresion, obteniendo la ecuacidn:

Rto. E. lab.= 0,736 + 1,279 Rto. E. sp.
con un coeficiente de correlacidén R= 0,931, lo que supone que el
86,7% (R2 X 100) de las variaciones del rendimiento a escala de
laboratorio quedaria explicada por el modelo ajustado.

En la figura 4.41 se representan los valores del rendimiento
a escala de laboratorio en funcién de los rendimientos a escala

semipiloto y la recta de regresidén calculada.
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Figura 4.41. Recta de regresién calculada seglin los valores de
rendimiento quesero determinado mediante metodologia a escala de
laboratorio en funcién del rendimiento guesero determinado

mediante metodologia a escala semipiloto. E. 1lab.: escala
semipiloto. E. sp.: escala semipiloto.

4.2.3.2. RENDIMIENTOS QUESEROS DE LAS LECHES INDIVIDUALES

En la tabla 4.14 se recogen los resultados expresados en
porcentaje (valores medio, maximo y minimo y desviacién estéandar)
de 1los rendimientos gqueseros obtenidos antes y después del
prensado (por aproximacién al rendimiento en cuajada obtenido
antes y después de la ultracentrifugacién), referidos a peso de
leche (Kg dqueso/100 Kg leche), a partir de las muestras de
individuales de leche de oveja.
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Tabla 4.14. Rendimientos gueseros obtenidos antes y después de
prensa a partir de las muestras individuales de leche de oveja.

N V. medio V. minimo V. maximo D. E.
Rto. APP (%) 142 48,55 27,35 65,45 7,45
Rto. DPP (%) 142 28,71 15,45 42,50 6,42

N: NOmero de muestras

D.E.: Desviacidén estandar

APP: Antes de prensa referido a peso de leche
DPP: Después de prensa referido a peso de leche

B la vista de los resultados expuestos se observa gue los
rendimientos queseros obtenidos con leche de oveja son, como era
de esperar, superiores a los que se obtienen con leche de vaca
(Aleandri y col., 1989) o cabra (Jiménez-Pérez y col., 1991a).
La sinéresis media que tiene lugar en el queso (obtenida como una
aproximacién del volumen de suero expulsado por la cuajada tras
la ultracentrifugacién) es de un valor medio del 38,03% (27,58% -
43,51%).

La figura 4.42 representa la distribucién de muestras segln
los rendimientos queseros (Kg queso/100 1 leche) obtenidos antes
(fig. 4.42.a) y después (fig. 4.42.b) de la prensa. Se observa
gque las muestras de leche seleccionadas son representativas de
un amplio intervalo de valores de rendimientos queseros; esta
variabilidad estd directamente relacionada con la composicidn
quimica (dependiente en gran medida del periodo de lactacidn) y
el pH de la leche. Por otra parte, esta variabilidad en el
rendimiento se puede correlacionar en parte con las caracteristi-~
cas del codqulo. Las relacicnes entre las variables estudiadas
se han analizado mediante diversos tratamientos estadisticos y

se expondran en el apartado 4.3.
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Figura 4.42. Distribucién de las muestras de leche de oveja
analizadas seglin el rendimiento quesero obtenido antes (4.42.a),
y después (4.42.b) de prensa.

196



4.3. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para el tratamiento estadistico de los resultados referentes
a la aptitud quesera de la leche de oveja, se confecciond una
tabla o matriz de datos con 205 filas (muestras analizadas) y 33
columnas (variables estudiadas). Los datos de las muestras
analizadas son los gque se recogleron en la tabla 4.6. Las
variables estudiadas en estas muestras fueron:
- Dias de lactacidn
- Composicién fisico-quimica: pH y contenido en grasa, proteinas,
lactosa, extracto secec total y calcio.
- Contenido (porcentaje relativo) en cada una de las fracciones
seroproteicas: B-Lg (A, B, satélite, total); a-La; BSA.
- Contenido (porcentaje relativo) en cada una de las fracciones
caseinicas: B- + x~CN (B2, Bl+x, B-sat, total); a ,-CN (ag,, a4,
g3, @5 SR, total). La denominacién ag;, @g,, 04y se refiere a las
bandas electroforéticas segin movilidad electroforética:
ag3<ag,<ayy (Richardson y Creamer, 1976).
- Parametros de cecagulacién: "r%, "v", "am".
- Rendimiento quesero (Kg quesc/100 Kg leche):

Rto. APP (antes de prensa, referido a peso de leche)

Rto. DPP (despues de prensa, referido a peso de leche)

4.3.1. APLICACION DEL ANALISIS DE CONGLOMERADOS

La aplicacién del algoritmo de las K-medias a las muestras
se realizé utilizando las siguientes variables: pH, contenido en
calcio, parametros de coagulacidn ("r", "v", "am"), y rendimiento
guesero (Rto. APP y Rto. DPP). Se consideraron Gnicamente 2
grupos (K= 2). El empleo del programa BMDPKM did como resultado
la formacidén de 2 grupos con 53 y 85 observaciones respectivamen-
te, con eliminacién previa de aquellas muestras con datos
incompletos en las variables utilizadas.

En la tabla 4.15 se recogen Jlos valores medios y la
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desviacién estandar de las variables estimadas en el andlisis de
conglomerados en los dos grupos obtenidos, asi como el resultado
del test de comparacidén de los dos valores medios (t-Student),
usando el programa BMDP3D de la serie BMDP.

A la vista de estos resultados se pone de manifiesto que el
grupo primero (formado por 53 muestras) tiene rendimientos
superiores a los del segundo grupo (formado por 85 muestras), y
por ellc al grupo 1 se le ha denominado "Grupo de alto rendimien-
to" y al grupo 2 "Grupo de bajo rendimiento”.

Tabla 4.15. Diferencias entre los grupos de alto (Grupo 1) y bajo
rendimiento (Grupo 2) para las variables estimadas en el andlisis
de conglomerados.

Variable Grupo 1 (53 muestras) Grupo 2 (85 muestras) Diferencias
V. Medio D.E. V. Medio D.E. significativas
{p<0,05)
pH 6,61 0,17 6,79 0,11 Si
Calcio (mg/l) 220,48 31,94 221,25 28,78 No
"r* (min) 3,19 1,68 3,66 1,94 No
"y" {min) 2,18 1,06 3,32 1,70 Si
"Am” (mm) 67,77 6,80 60,45 7,17 Si
Rto. APP (%) 55,08 5,29 43,99 4,95 5i
Rto. DPP (%) 34,87 3,85 24,51 3,95 5i

D.E.: Desviacidn estandar

Comparando los valores medios obtenidos para cada variable
en ambos grupos se observa que:

~ El1 grupo de alto rendimiento presenta valores de pH
inferiores (mas proéximos al pH &éptimo de la leche cruda) que los
del grupo de bajo rendimiento. Marziali y Ng-Kwai-Hang (1986a)
han demostrado en leche de vaca que el rendimiento en queso se
correlaciona negativamente con el incremento de pH de la leche
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cruda en el intervalo 6~7; el fendmeno parece légico ya gque en
la leche fresca el pH ejerce una funcidn primordial en importan-
tes mecanismos relacionados con la ionizacién de las caseinas y
la distribucidén del calcio y el fosfato entre las micelas y el
suero (Lenoir y Schneid, 1990).

- La velocidad de ceoagulacién (parametro "v") presenta
valores inferiores en el grupo 1. La amplitud médxima del coégulo
(parametro "Am") presenta valores superiores en el grupo 1.
Aleandri y col. (1989) han demostrado en leche de vaca que el
pardametro "Am" estd relacionado positivamente con el rendimiento
guesero (dentro de un determinado intervalo de contenido en
grasa) siendo un indicador de las propiedades de agregacidn de
las caseinas de la leche.

- Como se ha indicado, los rendimientos queseros calculados
son, en todos los casos, superiores en el grupo 1 que en el grupo
2.

- No existen diferencias significativas en cuanto a los
valores medios de contenido en calcio y el tiempo de coagulacién
(parametro "r").

En la tabla 4.16 se recogen los resultados obtenidos (valor
medio y desviacidén estdndar) de las restantes variables analiza-~-
das, asi como el resultado del test de comparacidén de medias en
los grupos de alto y bajo rendimiento.

En el grupo de alto rendimiento el valor medio determinado
para el periodo de lactacidn es de aproximadamente 108 dias, lo
que implica gue son muestras de leche recogidas en el 4¢ mes de
lactacidén. En cambio, las muestras que integran el grupo 2 se

recolectaron principalmente al final del 22 mes de lactaciédn.
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Tabla 4.16. Comparacidén de valores medios para las variables analizadas en los grupos de muestras

de alto (Grupo 1) y de bajo rendimiento (Grupo 2).

Variable Grupo 1 Grupo 2 Diferencias
N V. Medio D.E. N V. Medio D.E. significativas
(p<0,05)
Periode lactacidn {(dias) 53 108,85 26,71 81 61,94 20,70 Si
Grasa (%) 48 8,71 1,43 73 5,76 1,79 si
Proteinas (%) 48 6,42 0,75 73 5,17 0,54 5i
Lactosa (%) 41 4,33 0,31 12 4,57 0,28 Si
EST (%) 47 20,62 1,57 73 17,41 1,87 Si
B-Lg A (% rel.) 37 40,54 12,80 64 39,78 12,19 No
B-Lg B (% rel.) 37 17,63 20,45 64 22,47 17,35 No
B-Lg sat (% rel.) 37 8,38 8,90 64 3,83 5,15 Si
Total B~Lg (% rel.} 37 66,56 8,09 64 66,08 7,58 No
a-La (% rel.) 37 7,15 3,03 64 8,78 2,49 Si
SA (% rel.) 37 23,76 6,55 64 24,70 6,60 No
B-CN sat (% rel.) 37 0,96 2,12 64 0,67 1,80 No
B2-CN (% rel.} 36 27,38 6,48 56 23,29 8,44 Si
Bl- + x-CN (% rel.) 36 18,71 4,43 56 21,16 4,36 Si
Total B- + x-CN (% rel.) 37 " 46,90 7,55 64 43,31 11,42 No
asl-CN (% rel.) 26 6,33 2,06 42 8,33 3,24 Si
as2-CN (% rel.) 26 20,29 3,73 42 24,11 4,58 si
asl- + as2-CN (% rel.) 35 26,83 8,22 53 31,34 8,51 5i
as3-CN (% rel.) 35 24,98 3,96 53 23,48 6,43 No
as—CN SR (% rel.) 37 0,14 0,82 64 0,15 0,65 No
Total as—-CN (% rel.) 37 52,07 7,65 64 55,65 11,58 No

N: Nimero de muestras

D.E.:

Desviacién esténdar



El estado de lactacién influye directamente en la composi-
cidén quimica de la leche. Por ello, en el grupo de alto rendi-
miento se observaron valores medios superiores para el contenido
en grasa (8,71 frente a 5,76}, proteinas (6,42 frente a 5,17) y
extracto seco total (20,62 frente a 17,41), mientras gue para el
contenido en lactosa los valores fueron inferiores. Estos
resultados son similares a los obtenidos en otros estudios
realizados sobre la composicién quimica de la leche de oveja a
lo largo de la lactacidén; en leche de oveja de raza Lacaune de
gran mezcla (datos recopilados por Assenat, 1991) se cbserva que
la composicién gquimica hacia la mitad del sexto mes de lactacidn
es semejante a la observada en este estudio en el grupo de alto
rendimiento.

En este estudio se ha demostrado una correlacién positiva
entre el rendimiento quesero (Rto. DPP) de leche de oveja y el
contenido en grasa (R= 0,804) y el estado de lactacidén (R=
0,789).

En cuanto al contenido en caseinas individuales, se ha
observado que las caseinas B y k parecen estar muy implicadas en
el rendimiento quesero. Se han observado para la B2-CN unos
valores medios superiores en el grupo de alto rendimiento; en
cambio, para la Bl- + k-CN los valores medios son superiores en
el grupo de muestras de bajo rendimiento. Para las a,-CN, en
aquellos casos en que las diferencias resultaron significativas
se observa gque para las de alto rendimiento los porcentajes
relativos son inferiores que para el grupo de bajo rendimiento.

Referente al contenido de seroproteinas individuales 1la
comparacién de los valores medios para ambos grupos demuestran
que el contenido en B-Lg satélite es mayor en las muestras que
presentan alto rendimiento; esta proteina estid muy relacionada
con la B-Lg A (Lépez-Galvez y col, 1991} con lo cual se presupone
una influencia positiva de este alelo de B-Lg en el rendimiento

quesero de la leche de oveja. La a-La presenta valores algo
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inferiores en el grupo de alto rendimiento, lo cual puede tener
relacién directa con la disminucién de lactosa en las fases
finales de la lactacién (Mahieu y col., 1977).

La relacién entre la composicién de la leche y el rendimien-
to queseroc de la misma ha sido estudiada por diversos autores.
Asi Marziali y Ng-Kwai-Hang (1986a) han demostrado que el
rendimiento en queso se correlaciona positivamente con el
contenido en grasa, lactosa, caseina total, «,-CN, B-CN, x-CN,

e-La y B-Lg.

4.3.2. INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO DE LAS PROTEINAS LACTEAS EN
LA APTITUD QUESERA DE LECHE DE OVEJA.

Para el estudio de la influencia de los polimorfismos
genéticos de las proteinas lacteas en la aptitud quesera de 1la
leche de oveja se agruparon las muestras segin los fenotipos de
B-lactoglobulina, estimados mediante IEF, y de caseinas (referi-
dos al nuimero de bandas electroforéticas de ag-caseinas)
estimados mediante PAGE. Asi, resultaron 3 grupcs de muestras
para los fenotipos de B-lactoglobulina (AA; BB; AB), Y 3 dgrupos
de muestras para los fenotipos de caselina (3 bandas; 4 bandas;
5-6 bandas, englobando este Gltimo grupo aquellas caseinas que

presentaron la a ,—-CN SR).

4.3.2.1. INFLUENCIA DE LAS PROTEINAS DE SUERO

En la tabla 4.17 se recogen los valores medios obtenidos
para las variables analizadas en los grupos establecidos segin
los fenotipos de B-Lg. En esta misma tabla se indica el resultado
del test de comparacién de miltiples medias (Test de Student
Newman Keuls) mediante aplicacién del programa 7D de la serie
BMDP.

En las muestras seleccionadas para el estudio de la aptitud

guesera pertenecientes a cada uno de los tres fenotipos de B-Lg
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no se cbservaron diferencias significativas como consecuencia del
periodo de lactacién, con lo cual, se garantiza la no influencia
de este factor, de importancia fundamental, como se ha visto
anteriormente, en la composicién lactea.

En la composicién quimica resultaron significativamente
distintos en los 3 grupos los valores medios correspondientes al
contenido en proteinas, siendo la leche caracterizada por el
fenotipo BB de B-Lg aguella con mayor proporcion de proteinas en
leche. Para el EST resultaron superiores los valores medios
calculados para los grupos homocigéticos (AA y BB) en comparacién
con el heterocigoto (AB). En cuanto al contenido en calcio, los
valores medios calculados fueronh superiores para las muestras del
grupo B-Lg BB seguidas de las AA y, por Gltimo las AB.

Como es 1l6gico, en los fenotipos AA y BB resultaron
superiores respectivamente, los valores medios calculados para
el porcentaje relativo de la B-Ig A y B-Lg B mientras que el
fenotipo heterocigoto presentdé los resultados intermedios. Por
otra parte, el contenido en B-Lg sat resulté significativamente
superior en las leches B-l1Lg AA. En las leches que contienen el
alelo B de B-Lg se observd ademds una mayor proporcidn relativa
de B-Lg total (73,8 y 71,35% respectivamente para los grupos B-~Lg
BB y AB), siendo los valores medios significativamente diferentes
de los determinados en el grupo B-Lg AA (60,7%). Los valores
medios de a-La y SA, en cambio, son superiores en leches B-Lg AA
gue en las gue contienen la variante B.

Segin estos resultados, en leche de oveja las proporciones
relativas de las seroproteinas mas importantes, a-La y B-Lg,
estarian a favor de la a-lLa en leches B~Lg AA y a favor de la B~
Lg en leches B-Lg BB 6 AB. En leche de vaca estas relaciones se
presentarian mas bien a la inversa, de modo que o-~La/B-Lg es
superior en leches $-Lg BB (Aaltonen y Antila, 1987; VandenBerg
y col., 1990). También en leche de vaca, Marziali y Ng-Kwai-Hang
(1986) observaron una relacidn positiva entre el rendimiento
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quesero y el contenido en a-La; segln Kroeker y col. (1985) el
contenido en o-La estd positivamente correlacionado con el
contenido en caseinas de la leche.

En cuantc a los porcentajes relativos de las distintas
fracciones caseinicas, solo se encontraron diferencias signifi-
cativas en el contenido en Bl + k¥-CN, claramente inferior en el
fenotipo AA mientras gque el heterocigoto presentaria los valores
medios superiores.

En leche de vaca, Aaltonen y Antila (1987) no encuentran
relacidn entre los fenotipos de B-Lg y el contenido en proteina
o caseina. En cambio, segun Ng-Kwai-Hang y Mconardes (1990) 1la
leche de vaca que contienen la variante A de #~Lg se caracteriza-
ria ademas por un mayor contenido en proteinas. Morini vy
cal,. (1982) y Schaar y col. (1985) establecieron una correlacidn
entre la variante B de R-Lg y un incremento en el contenido en
caseina; sin embargo, las leches que contilenen la citada variante
B presentarian un menor contenidec de B-Lg total en leche (Mariani
y col., 1984; Kristiansen, 1990). Mc Lean y col. (1984) encontra-
ron diferencias significativas entre los fenotiéos de R-Lg en
relacién con el contenido en en grasa, sblidos totales, proteina
total, caseinas y seroproteinas totales, B-Lg y ag ,-CN.

En leche de oveja de raza Manchega, Amigo (1989) ha
demostrado que las leches £-Lg BB contienen mas B2-CN, mientras
que las AA y AB presentaron un contenido superior en « ;~CN. En
este estudio, en que se han analizado dos razas y un mayor nimero
de muestras, se han encontrado valores semejantes a los de Amigo
(1989), pero las diferencias no han sido significativas.

Por otra parte, como se observa en la tabla 4.17, las leches
gue contienen la B-Lg AA presentan las mejores propiedades de
coagulacién, que se asocian en gran parte al pH medio de estas
leches (6,6) gue, como se indicdé anteriormente, estid incluido en
el intervalo de pH’s 6ptimos para la coagulacidn; por ello, para

el citado fenotipo se obtuvieron los valores medios significati-
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vamente mé&s bajos para el parédmetro "r" y superiores para el
"Am". En leche de vaca, Marziali y Ng-Kwai-Hang (1986b) han
demostrado idéntico efecto; en cambio, Liberatori y col. (1990)
y Rahali y Menard (1991) encuentran que el alelo B de B-Lg se
asocia con mejores caracteristicas lactodinamogréficas.

En cuanto al rendimiento quesero es importante destacar que
tanto antes como después de prensa se obtienen valores medios
superiores con leches clasificadas como B-Lg AA, constituyendo
la variante B la mas desfavorable para queseria; este hecho ya
se intuyd a partir del andlisis de conglomerados. En cambio, para
leche de wvaca, Schaar y col. (1985) y VandenBerg y col. (1990)
obtienen rendimientos superiores con leches B-Lg B; Graham y ceol.
(1986) sostienen ademds que la leche conteniendo la variante B
es preferible para la transformacién en queso ya que se regquieren
tiempos menores para el corte de la cuajada.; por otra parte,
Rahali y Menard (1991) han demostrado que la cuajada BB retiene
mas elementos constitutivos nobles de la leche (fundamentalmente,
materias nitrogenadas y materia grasa).

Estos resultados se resumirian en que la leche con B-Lg AA
seria la mas adecuada para la fabricacidn de gqueso ya que, aungque
el contenido en proteinas y en f-Lg se presenta mas bajo que en
los otros fenotipos, se han obtenido rendimientos queseros
superiores. Segin Losi y col. (1975) para queseria es aconsejable

utilizar leche con un contenido mids bien bajo en B-Lg.
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Tabla 4.17. Comparacién de los valores medios obtenidos para las variables analizadas en las

muestras de leche agrupadas segin los fenotipos de B8-lactoglobulina.

Variable Fenotipo de f-lactoglobulina
AA BB AB

N V. Medio D.E. N V. Medio D.E. N V. Medio D.E.
Periodo lactacién (dias) 107 83,76 29,19 17 74,12 24,44 78 76,82 28,95
Grasa (%) 87 7,64 1,97 9 7,70 1,45 65 7,07 2,50
Proteinas (%) 87 5,892 0,90 9 6,186b 0,70 65 5,48¢ 0,74
Lactosa (%) 55 4,38 0,35 6 4,50 0,20 32 4,32 0,62
EST (%) 86 19,372 2,19 9 19,628 1,24 65 18,51b 2,57
B-Lg A (% rel.) 54 48,90 10,79 5 19,54P 3,96 46 32,73 4,56
RB~Lg B (% rel.) 54 2,682 4,51 5 54,48° 4,05 46 36,59¢ 4,57
f-Lg sat (% rel.) 54 9,112 7,98 5 1,00P 1,38 46 2,03 3,05
Total fi-Lg (% rel.) 54 60, 70° 6,61 5 73,80P 3,72 46 71,35P 5,35
a-La (% rel.) 54 9,732 2,47 5 5,70 2,54 46 6,61P 1,97
SA (% rel.) 54 27,72° 6,38 5 21,02° 2,76 46 21,26b 6,11
B-CN sat (% rel.)} 54 1,23 2,59 5 0,00 0,00 46 0,49 1,40
B2-CN (% rel.) 52 24,64 7,30 4 27,47 1,82 40 24,94 8,92
Bl- + x-CN (% rel.) 52 18,972 3,99 4 19,7280 5,03 40 21,52b 4,77
Total B- + x=CN (% rel.) 54 44,34 7,74 5 43,08 10,11 46 45,14 12,45
asl-CN (% rel.) 41 7,28 2,48 4 6,35 1,30 27 7,92 3,72
as2-CN (% rel.) 41 22,53 5,05 4 21,15 2,48 27 22,66 4,26
asl- + as2-CN (% rel.) 48 29,47 7,74 4 27,50 3,20 40 29,47 9,86
as3-CN (% rel.) 48 25,32 4,77 4 24,42 4,91 40 22,95 6,40
as-CN SR (% rel.) 54 0,03 0,19 5 0,00 0,00 46 0,28 1,03
Total as-CN (% rel.) 54 54,59 7,98 5 56,20 10,42 46 54,92 10,04
pH 102 6,667 0,17 15 6,680 0,12 79 6,73 0,22
calcio (mg/l) 108 216,878 30,36 17 323,302 34,80 81 210,54 30,89
"r" (min) 96 3,59 2,27 16 3,40 2,81 76 3,22 1,71
"y (min) 95 2,748 1,49 16 3,952 2,57 76 3,35b 1,77
"Am”  (mm) 101 62,673 9,53 17 58, 79" 10,41 76 59,82b 8,14
Rto. APP (%) 72 50,572 7,28 10 44,04P 9,10 61 46,860 6,66
Rto. DPP (%) 72 30,008 6,14 10 26,15 7,10 61 27,54 6,40

N: Numero de muestras
D.E.: Desviacién esténdar

Medias de cada variable con diferentes superindices indican valores medios significativamente diferentes (p<0,05).



4.3.2.2. INFLUENCIA DE LAS CASEINAS

En la tabla 4.18 se recogen los valores medios obtenidos
para las variables analizadas en los grupos establecidos segln
los fenotipos de a,~CN. En esta misma tabla se indica el
resultado del test de comparacidén de maltiples medias (Test de
Student Newman Keuls) mediante aplicacién del programa 7D de la
serie BMDP.

En las muestras seleccionadas para el estudio de la aptitud
quesera pertenecientes a cada uno de los tres fenotipos de o -CN
no se observarcon diferencias significativas como consecuencia del
periodo de lactacién, con lo cual, se garantiza la no influencia
de este factor, de importancia fundamental, como se ha visto
anteriormente, en la composicidn lactea.

Los valores medios relativos a composicién gquimica han
demostrado ser superiores en grasa y EST en los fenotipos de ag-
CN con 4 bandas, siendo inferiores en los tipos caseinicos de 5-6
bandas y encontrandose valores intermedios para leos de 3 bandas.
Para el contenido en proteinas los resultados mas favorables se
obtuvieron para los fenotipos de 3 y 4 bandas. '

No se han encontrade valores medios significativamente
distintos en el porcentaje relativo de las distintas seroprotei-
nas en los grupos de los distintos fenotipos de o ,-CN. En cambio,
y como ocurria en el caso explicado en el apartado anterior, se
han determinado valores medios significativamente distintos para
el porcentaje relativo de Bl + k-CN siendo inferior en los
fenotipos de a, con 4 bandas que, como se explicara posteriormen-
te presentaron las mejores aptitudes para queseria. Merece
sefialar que en la leches con el fenotipo AA de B-Lg (como se ha
visto, el mas apto para fabricacién de queso) también se obtuvie-
ron los valores medios inferiores para esta pareja de fracciones
caseinicas. En leche de vaca, McLean y col. (1984) han descrito
un efecto significativamente distinto para los genotipos de a, -

CN en cuanto al contenido en leche de og; y x-CN, sin encontrar
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correlaciones con las restantes caseinas ni seroproteinas
individuales ni con la composicién quimica; Ng-Kwai-Hang y col.
(1987) han demostrado un efecto de las variantes de a_,-CN bovina
en las concentraciones en leche de o ,-CN y B-Lg.

El rendimiento queseroc ha demostrado ofrecer valores medios
superiores en las leches que contienen la «,-CN tipificada a 4
bandas, si bien solamente en el rendimiento calculado después de
prensa los valores medios en los tres grupos resultaron signifi-
cativamente diferentes siendo el grupo de o ,-CN con 4 bandas
aquel que presentd las mejores caracteristicas para queseria, y
el de 5-6 bandas seria el fenotipo mds desfavorable para esta

transformacidén lactea.
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Tabla 4.18. Comparacion de los valores medios obtenidos para las variables analizadas en las
muestras de leche agrupadas segin los fenotipos de as-caseina.

Variable Fenotipo de as-caseina
3 bandas 4 bandas 5-6 bandas

N V. Medio D.E. N V. Medio D.E. N V. Medio D.E.
Periodo lactacién (dias) 167 80,20 28,94 26 85,35 29,33 9 66,78 23,39
Grasa (%) 131 7,36%b 2,12 22 8,222 2,26 8 6,067 2,44
Proteinas (%) 131 5,75% 0,89 22 5,958 0,60 8 5,10° 0,59
Lactosa (%) 76 4,35 0,49 15 4,47 0,22 2 4,30 0,31
EST (%) 130 18,992/ 2,31 22 19,90° 2,16 8 17, 36P 2,57
B-Lg A (% rel.) 85 40,86 13,14 13 40,18 9,85 7 35,44 3,84
B-Lg B (% rel.) 85 20,30 19,11 13 14,47 17,43 7 28,43 12,94
f-Lg sat (% rel.) 85 5,46 7,03 13 7,45 7,96 7 4,24 5,56
Total B-Lg (% rel.) 85 66,36 7,57 13 62,09 10,91 7 68,11 6,82
a-La (% rel.) 85 8,01 2,74 13 9,32 2,94 7 7,97 2,74
SA (% rel.) 85 24,40 6,63 13 26,44 9,63 7 23,16 4,23
B-CN sat (% rel.) 85 0,76 2,13 13 1,84 2,23 7 0,00 0,00
B2-CN (% rel.) 78 24,95 7,87 12 27,10 6,51 6 19,63 8,56
fl- + k-CN (% rel.) 78 20,642 4,61 12 17,170 3,32 6 18,4530 2,26
Total B- + x~CN (% rel.) 85 44,84 10,57 13 45,94 6,24 7 39,11 8,94
asl-CN (% rel.) 64 7,51 3,05 3 6,07 0,67 5 7,76 2,75
as2-CN (% rel.) 64 22,66 4,78 3 20,93 1,35 5 21,34 3,91
asl- + as2-CN (% rel.) 81 29,64 8,93 5 25,50 2,54 ) 29,20 5,71
as3-CN (% rel.) 81 24,12 '5,85 5 25,56 2,33 ) 24,97 4,20
as-CN SR (% rel.) 85 0,002 0,00 13 0,00° 0,00 7 2,09% 1,95
Total as-CN (% rel.) 85 54,37 10,83 13 53,00 6,86 7 56,17 8,10
pH 162 6,69 0,19 25 6,69 0,14 9 6,70 0,19
Calcio (mg/1l) 170 214,75 31,86 27 220,83 28,39 9 217,16 31,51
"r" (min) 155 3,44 2,16 24 2,49 2,02 9 2,86 1,50
"y" (min) 154 3,16 1,81 24 2,65 1,54 9 3,11 1,45
"Am" (mm) 158 61,01 9,37 27 63,72 8,02 9 57,22 7,75
Rto. APP (%) 11s 48,35 7,49 21 51,05 7,27 7 43,92 4,08
Rto. DPP (%) 115 28,5080 6,37 21 31,24° 6,20 7 23,610 5,06

N: Nimero de muestras
D.E.: Desviacién estindar

Medias de cada variable con diferentes superindices indican valores medios significativamente diferentes (p<0,05).
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5. CONCLUSIONES

1. Se ha detectado una nueva variante de ag,-caseina ovina en
leche de oveja de raza Manchega, que se ha identificado mediante
electroforesis bidimensional e inmunotransferencia. Dada la mayor
movilidad, mediante electroforesis a pH alcalino, respecto a las
otras caseinas se ha denominado a_, Super-rapida. La frecuencia

calculada para esta variante ha resultado ser del 6%.

2. La electroforesis en gel de poliacrilamida a pH alcalino y
el isoelectroenfoque han permitido una clasificacidén de las
muestras de leche, en base al electroforegrama resultante, en
siete tipos, que se diferencian por el nimero y la intensidad de

bandas en la zona de las ag-caseinas.

3. Las caseinas de leche de oveja Segurefia han mostrado menor
heterogeneidad que las de la raza Manchega. No se ha encontrado
la variante Welsh de ag -caseina en ninguna de las dos razas

estudiadas.

4. Se ha observado polimorfismo genético en la fraccidén B-
lactoglobulina con dos variantes: A y B. La frecuencia genotipica
fue de 0,670 para la variante A y 0,330 para la variante B en la
raza Segurefia y 0,695 para la variante A y 0,305 para la variante

B en la raza Manchega.

5. De las técnicas electroforéticas monodimensionales utiliza-
das para el andlisis de proteinas de leche de oveja, el isoelec-
troenfoque ha proporcionado la mejor resolucidn y separacidn
tanto en el caso de las caseinas comec en el de las proteinas de
suero. La electroforesis bidimensional y posterior inmunotransfe-
rencia ha permitido la identificacién de las bandas que integran

las distintas fracciones caseilnicas y seroproteicas.
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6. El estudio de los parametros de coagulacién, en las
condiciones analiticas establecidas, ha permitido clasificar las
muestras de leche en grupos atendiendo a los valores de tiempo de
coagulacién, velocidad de coagulacién y elasticidad de cuajada.
La mayoria de las muestras se hallan comprendidas en el intervalo
de 3-4,5 min para el tiempo de coagulacidén, 55,9% en el intervalo
de 1-3 min para la velocidad de coagulacién y 39,57% en el

intervalo 60-70 mm para la elasticidad maxima del co&dgulo.

7. El estado de lactacidén fue el factor que afectd en mayor
medida la clasificacidn de las muestras en relacidn al rendimien-
to en queso, debido a su influencia en la composicién de la
leche. El contenido en calcio no afectd el rendimiento en queso,
pero éste fue mayor para valores de pH de pH préximos a 6,6. Con
respecto a las caracteristicas del codgulo, el tiempo de
coagulacién fue independiente del rendimiento mientras que la
velocidad de coagulacién presenté valores inferiores y la
elasticidad maxima del codgulo valores superiores en las muestras
de mayor rendimiento.

8. Las muestras de leche con el fenotipo B-Lg AA presentaron
mejores caracteristicas de coagulacidén y mayor rendimiento

gquesero en comparacién con las de los fenotipos AB y BB.

9. Las muestras de leche con el fenotipo a,-CN 4 bandas
presentaron mayor rendimiento quesero en comparacidédn con las de

los fenotipos de 3, 5 y 6 bandas.
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