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Resumen

RESUMEN

El suero de queseria constituye una abundante y econdmica fuente de

proteinas cuyo Optimo valor nutritivo y excelentes propiedades funcionales,
hacen que su incorporacién en diversos alimentos sea una practica cada vez mas
frecuente.

En muchas de estas aplicaciones, resulta fundamental conocer la respuesta
de las sueroproteinas frente a los distintos sistemas enzimaticos existentes en el
medio al que se incorporan. Tal es el caso de los quesos con proteinas de suero,
puesto que la presencia de éstas, segun su resistencia a la proteolisis, puede
alterar el proceso de maduracion y las caracteristicas del producto final.

El presente estudio se orient6 hacia la obtencion de datos, a través de
ensayos vitro, de la susceptibilidad de las sueroproteinas a la accion de diversos
agentes coagulantes, bajo condiciones que simulen las de un queso.

Se trabaja con sueroproteinas nativas (suero isoeléctrico), sueroproteinas
parcialmente desnaturalizadas (Dairy Lo™) y con sueroproteinas mayoritarias
puras (a-lactoalbimina y B-lactoglobulina).

Se ensayaron los siguientes sistemas enzimaticos: tres enzimas
coagulantes puras (pepsina porcina, pepsina bovina y renina bovina); cinco
mezclas comerciales de enzimas coagulantes (un coagulante de bovino adulto,

tres coagulantes de diverso origen microbiano y una renina producida por
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fermentacion y tres enzimas proteoliticas comerciales (dos de origen bacteriano y
una de origen flingico.

Como condiciones de trabajo se establecieron: temperatura de incubacion
37°C; tiempo de incubacion 48 horas y pH del sustrato 5,4.

Para la relacion enzima/sustrato, se tom6 como referencia el cuajo liquido
de bovino adulto, al triple de la concentracion normalmente empleada en al
elaboracion de quesos, a fin de lograr el mayor grado de hidrélisis posible. Esto
correspondid a 0,08 ml para los 200 ml de sustrato usados en la experiencia. Las
demas enzimas se calcularon manteniendo la misma actividad coagulante (igual
titulo).

Al final de la incubacién se determinaron los incrementos relativos
porcentuales producidos en las siguientes fracciones nitrogenadas: nitrogeno
soluble en acido tricloroacético al 2% y al 12% y en acido fosfotiingstico,
conjuntamente con un analisis electroforético.

Finalmente se realizd un ensayo caseario, en el que se elaboraron tres
quesos cremosos: uno testigo, uno agregando el 4,5% de ricotta semimagra y otro
idem, mas la proteasa N 34500, seleccionada en base a la experiencia anterior.

Los tres quesos fueron analizados electroforéticamente al tiempo cero. A
los 20 dias de maduracion ademas de la electroforesis, se determino el contenido
de humedad, grado de maduracién, rendimiento, completando el anélisis con una

evaluacion sensorial.




Resumen

Los resultados de los ensayos in vitro, muestran que las enzimas
coagulantes puras tuvieron una escasa actividad proteolitica sobre las
sueroproteinas nativas, orientada fundamentalmente hacia la a-lactoalbimina. La
renina bovina, fue practicamente inactiva, siendo su accidén semejante a la del
testigo.

Las mezclas coagulantes comerciales de origen fungico fueron las de
mayor actividad, con wuna accion dirigida principalmente hacia la f-
lactoglobulina. La renina producida por fermentacion se comportd practicamente
igual a la renina bovina.

Las enzimas proteoliticas comerciales exhibieron un nivel de hidrolisis
comparable al de los coagulantes comerciales. Con perfiles muy diferentes
atacaron tanto a la a-lactoalbumina, como la -lactoglobulina.

Los ensayos sobre sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas, revelaron
importantes cambios tanto en la intensidad, como en los perfiles de las cuatro
enzimas estudiadas.

El estudio electroforético correspondiente a las experiencias con a-
lactoalbumina y B-lactoglobulina puras confirmaron la selectividad cualitativa
advertida en los ensayos anteriores.

Finalmente, con respecto al ensayo caseario, se pudo comprobar que la
actividad de la proteasa N 34500 hacia las sueroproteinas desnaturalizadas, se
verifica también en el ambiente propio de un queso. Este hecho, abriria la

posibilidad de incrementar la proporcion de ricotta adicionada sin perjuicio de la
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calidad del queso, o bien acelerar su proceso de maduracion, dado que esta

enzima también resultod sensiblemente activa hacia las caseinas.
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I- INTRODUCCION

I.1- GENERALIDADES

Del total de la leche producida en el mundo, aproximadamente la mitad es
destinada a la elaboracion de distintos tipos de quesos (1). En estos productos se
recupera una buena cantidad de la materia grasa y practicamente un 80% de las
proteinas totales contenidas en la materia prima. El restante 20% de las proteinas
son fundamentalmente las llamadas proteinas del suero 6 sueroproteinas. Estas
proteinas permanecen casi en su totalidad en el suero, el cual en gran parte no
recibe un adecuado tratamiento que permita recuperarlas y utilizarlas en la
amplia gama potencial de aplicaciones que tienen.

Sin embargo, teniendo en cuenta tanto su 6ptimo valor nutritivo como sus
interesantes propiedades funcionales, actualmente son muchos los caminos que
se intentan para su recuperacion. Esta tendencia encuentra también un fuerte
incentivo en el hecho de no destinar el suero de queseria a efluentes ya que posee
una elevada demanda bioldgica de oxigeno y por ello antes de ser descartado se
lo debe someter a costosos tratamientos.

Una vez recuperadas, las proteinas de suero pueden ser sometidas a
distintos tratamientos que mejoren sus propiedades. Uno de estos tratamientos es
la hidrolisis enzimatica.

En el presente trabajo se plantea la obtencién de datos sobre este proceso

de hidrdlisis, con el fin de aportar informacioén de utilidad que favorezcan los
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procesos tecnologicos que tienden a obtener, a partir de las proteinas del suero,
productos con aplicaciones cada vez mas interesantes.

Como primer paso para el logro de este objetivo se plantea una rapida
revision de la quimica de las proteinas de suero, de sus caracteristicas
funcionales, de los procesos para su recuperacion y de alguna de sus
aplicaciones, poniendo especial énfasis en aquellas que implican la hidrolisis

enzimatica. El segundo paso estd dedicado totalmente a la parte experimental.
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I.2- PROTEINAS DE LA LECHE

Caracteristicas generales

Las sustancias nitrogenadas halladas en la leche, son muy numerosas y
variadas, lo cual las convierte en su fraccion mas compleja. Dentro de este grupo,
las proteinas revisten el mayor interés, no solo desde el punto de vista nutritivo,
sino también por estar relacionadas con las propiedades fisicoquimicas mas
importantes de la leche, especialmente su estabilidad.

Las leche de vaca contiene normalmente entre 3,0 y 3,5% de proteinas, las
que representan aproximadamente el 95% del nitrogeno total.

Las proteinas de la leche se dividen en dos fracciones principales:

caseinas y proteinas del suero o sueroproteinas.

a- Caseinas

La caseina entera es un complejo de proteinas fosforadas que constituye
la parte nitrogenada mas caracteristica de la leche, dado que no existe ninguna
sustancia parecida ni en la sangre ni en los tejidos de los mamiferos. Esta
integrada por las caseinas asl (36%), as2 (10%), B (34%), k (13%) y los
residuos y1, v2, y3 (7%), las cuales contienen del 76 al 80% del nitrogeno total

de la leche (2).
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Estas caseinas, en presencia de iones calcio, se asocian espontaneamente
de un modo muy especial que conduce a la formacién de particulas complejas
conocidas como micelas. Esto constituye la esencia del estado micelar de la
caseina nativa, la cual se encuentra en forma particulas aproximadamente
esféricas dispersas en la fase acuosa de la leche, con tamafios muy heterogéneos,
en el orden de 10 a 10% nm (3).

Las caseinas se distinguen de las demas proteinas de la leche por el hecho
de coagular bajo la accion del cuajo o de una acidificacién a pH proximo a 4,6,
por lo que a la caseina entera también se la ha denominado “proteina
insoluble”.

El adecuado conocimiento del estado micelar de la caseina, constituye la
base de las tecnologias que tienen por objetivo desestabilizar esta fase de la

leche.

b- Sueroproteinas

Las proteinas del suero de leche han sido definidas como “La compleja
fraccion de sustancias no dializables contenidas en el suero que se obtiene
tras la precipitacion de la caseina a pH 4,6”. De alli que también se las conoce
como proteinas solubles (2).

Estas proteinas constituyen un grupo mucho mas heterogéneo que el de las
caseinas, tanto desde el punto de vista de su origen, como desde el de su

composicion.
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Su tenor puede variar sensiblemente segun la especie; por ejemplo, en la
leche de los rumiantes, las sueroproteinas representan entre un 17 y un 20% de
las materias nitrogenadas, mientras que en los mamiferos monogastricos, como
en el caso de la leche humana, esta proporcion se eleva notablemente, pudiendo
llegar hasta un 50%. No obstante, en este caso, el valor absoluto es el mismo, o
sea aproximadamente unos 6 gr/It.

A través de la diferencia de solubilidad que exhiben las proteinas del suero
cuando se las expone a agentes precipitantes tales como sulfato de sodio (12 y
20%), acido tricloroacético ¢ sulfato de amonio (semisaturacion), se pueden

distinguir cuatro grandes grupos:

*  Albdminas
Es cuantitativamente la fraccion mas importante, pues representa el 75%
de las proteinas del suero lacteo, y el 15% de las proteinas de la leche. Esta
compuesta fundamentalmente por tres tipos de proteinas: a- lactoalbimina (a-

la) 25%, B-lactoglobulina (B-1g) 75% y seroalbiimina bovina (BSA) 5%.

* Globulinas
Corresponde al grupo de las Inmunoglobulinas (Ig), las cuales

representan entre el 10 y el 12% de las proteinas solubles.

* Fraccion Proteosa-Peptonas
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Es una fraccion muy heterogénea, que representa aproximadamente el
10% de las sueroproteinas. Comprende fundamentalmente cuatro componentes,
denominados componentes III (PP-3), V (PP-5), VIII lento (PP-8L) y VIII
rapido (PP-8R). Sin embargo, en el caso de los componentes PP-5, PP-8L y
PP-8R no se trata de proteinas originales, dado que €stos son el resultado de la

accion hidrolitica de la plasmina sobre la B-caseina.

* Proteinas menores

Agrupa un cierto nimero de proteinas que se encuentran en la leche en
pequena proporcion, y son dificiles de clasificar. Entre ellas se destacan las
metaloproteinas: lactoferrina, transferrina y ceruleoplasmina;
microglobulina B2 (o lactolina) y glicoproteina al. En conjunto representan
menos del 5% de las proteinas del suero lacteo.

En la Tabla I se puede apreciar su distribucion media, basada en el método
e fraccionamiento de Aschaffemburg y Drewry (1959), y el origen de cada

fraccion (4).

10
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Tabla I- Origen y distribucion media de las proteinas de la leche

Proteinas
(95% de las Distribucién
sustancias Origen
nitrogenadas totales | En % de proteinas En grs. por litro de
de la leche) totales leche
Caseinas 80 26 mamario
Proteinas del suero
lacteo:
Inmunoglobulinas 2 0,7 sanguineo
Albuminas 15 4,5 -
B-lactoglobulina - - mamario
a-lactoalbumina - - mamario
Seroalbiimina - - sanguineo
Proteosas-peptonas 2 0,5 -
Proteinas menores 1 0,3 -

En la Tabla II, se pueden apreciar algunas caracteristicas de las principales

proteinas de la leche (5).

11
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Tabla II- Algunas caracteristicas de las principales proteinas de la leche

Contribucion Contribucion
Proteina en peso Peso molecular numeérica Punto
(gr/1t de leche) (Daltons) (particulas/It) x isoeléctrico
1017
Micelas de caseina 26 10° ~1 4.6
p-lactoalbimina
(B-lg) 3,0 18400 1000 5,2
a-lactoalbimina
(a-lg) 1,2 14200 500 5,1
Seroalbiimina
bovina (BSA) 0,3 69000 26 4.8
Inmunoglobulinas
(Ig G) 0,5 160000 15 5,5-6,8

En base a estos datos, puede verse que si bien la relacion de pesos entre
las micelas de caseina y las moléculas de proteinas mayoritarias del suero (p-
lactoglobulina y a-lactoalbimina) es cercana a 6, éste resulta un valor pequefio
comparado con la relacion entre el nimero de moléculas de sueroproteinas/litro y
el nimero de micelas de caseina, que es aproximadamente 1500. El numero de
particulas reviste gran importancia en los tratamientos térmicos, puesto que esta
fuertemente correlacionado tanto con la cinética de los mismos, como con la
superficie especifica de las proteinas. Por otro lado, un mayor nimero de
particulas, implica mayor ntimero de individuos desnaturalizados y por ende,

seran mayores las interacciones que de ellos puedan derivar, como por ejemplo
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el deposito de sueroproteinas sobre las micelas de caseina durante el

calentamiento de la leche.
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Caracteristicas fisicoquimicas y rol fisioldgico de las sueroproteinas

a- Albuminas
* g-lactoalbumina

Es el componente mas caracteristico del lactosuero, pues parece estar
presente en la leche de todos los mamiferos. Representa cerca del 25% de la
fraccion albuminas.

Esta proteina tiene un peso molecular 16300, y estad constituida por 123
aminodcidos cuya secuencia se muestra en la Figura 1 (2).

Es considerablemente rica en triptofano, dado que contiene 4 restos por
mol (aproximadamente el 6%).

Su estructura globular y compacta, estd reforzada por la existencia de
cuatro puentes disulfuro, entre los aminoacidos: 6 - 120; 28 - 111; 61 - 77y 73 -
91. Dentro de esta estructura, se pueden distinguir cuatro regiones de a-Hélice,
cinco de 310 Hélice y dos de Lamina [ antiparalela (6).

Normalmente contiene un 4tomo de Ca', estrechamente ligado, por
molécula, aunque también puede unirse a otros iones como Mn".

Su solubilidad en agua es elevada a pH 6,0, pero disminuye sensiblemente

en la zona de pH 4,0 - 4,6.
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Figura 1: Estructura primaria de la a-lacoalbiumina B bovina

10 20
H.Glu-GIn-Leu-Tre-Lis-Cis-Glu- Val-Fen Glu-Leu-Lis-Asp-Leu-Lis-Gli-Tir-Gli-Gli-

(variante A) GIn

30 40

Val-Ser-Leu-Pro-Glu-Trp-Val- Cis - Tre-Tre-Fen-His- Tre-Ser-Gli - Tir-Asp-Tre-Glu-Ala-
(lisozima) Glu

50 60

|Ie‘Va|-Giu-Asn-Asn-Gin-SewThr-Asp-Tir-GIi-Leu-Fen-Gin-I]e-Asn‘Asn-Lis-I[e-Trp-

70 80

. Cis-Lis-Asn-Asp-Gin-Asp-Pro-His-Ser-Ser-Asn- lle-Cis-Asi-1le-Ser-Cis -Asp- Lis-Fen-
Figura 2: '

90 100

Leu-Asrl-Asn-Asp-Leu-Tre-AsnvAsn-IIe-Me{-Cx's-VaI‘Lis-Lis-lie-Leu-Asp-Lis-Var-GIi-

110 120
. He-Asn-Tir-Trp-Leu-Ala-His-Lis- Ala-Leu- Cis-Ser-Glu-Lis-Leu-Asn-GIn-Trp-Leu- Cis-
(Lisozima) Ala
123
Glu-Lis-Leu.OH
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Se conocen dos variantes genéticas: A y B, aunque en las razas bovinas
europeas no se encuentra mas que la B. La variacion estriba solo en el
aminoacido 10: glicina para A, y arginina para B.

Por otro lado, a pesar de que la a-la no contiene grupos -SH libres, lo cual
le impediria ligarse a otras proteinas a través de puentes disulfuro, se admite que
puede participar en la formacién de complejos con la k caseina, lo que estaria
implicando una modificacion estructural.

En cuanto al papel bioldégico de la a-lactoalbimina, se sabe que
interviene en la Dbiosintesis de la lactosa, adsorbiéndose a la

galactosiltransferasa, para juntas transferir galactosa sobre glucosa (6).

* B-lactoglobulina

Es una proteina propia de la leche de los rumiantes, por lo que no se la
encuentra en la leche humana. Este hecho la ha sindicado como la principal
responsable de la alergia a la leche bovina.

El término B-lactoglobulina, es el resultado de circunstancias historicas.
S. G. Hambling et al. (7), indican que fue Pedersen, en 1933, el primero en
utilizar el prefijo B para designar a una proteina en el diagrama de sedimentacion
obtenido por ultracentrifugacion de la leche descremada. A su vez, el prefijo B
servia para distinguir esta proteina soluble en una solucidon semisaturada de
sulfato de amonio de la fraccion insoluble en dicha solucion, llamada entonces

lactoglobulina. Este caracter de solubilidad seria la explicacion de la clasificacion
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de la B-lactoglobulina dentro de la fraccion albumina, aunque su nombre sugiera
hacerlo dentro de la fraccion globulinas.

Es la sueroproteina mas abundante de la leche de vaca, representando
aproximadamente el 75% de la fraccion albuminas. Su peso molecular es cercano
a 18000, aunque en la zona de pH 3 - 7, se encuentra un dimero poco disociado
que justifica el valor de un PM de 36000.

En la Figura 2a (2), se puede observar la estructura primaria de la B-
lactoglobulina.

Es una molécula formada por una sola cadena proteica de 162
aminodcidos, la cual se encuentra fuertemente plegada sobre si misma,
manteniendo asegurada su estructura terciaria mediante dos puentes disulfuro,
que involucran los aminoacidos 66-160 y 106-119 6 106-121, quedando un grupo
-SH libre distribuido en partes iguales entre las cisteinas 119y 121 .

En la Figura 2b (8), se indica la distribucion de las cargas a pH 6-7 y la
localizacion de los restos de prolina y cisteina, para la -lactoglobulina y para la

a-lactoalbumina.
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Figura 2a: Estructura primaria de la B-lactoglobulina A bovina

10 20
H.Leu-lle-Val-Tre-Gin-Tre-Met- Lis-Gli-Leu-Asp-lle-GIn-Lis-Val-Ala- Gli-Tre-Trp- Tir-

30 40
Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-Asp-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu-Arg-

50 60
Val-Tyr-Val-Glu-Glu-Leu-Lis-Pro-Tre-Pro-Glu-Gli-Asp-Leu-Glu-lle-Leu- Leumus-

{variante C) His

70 80
1 Trp-Glu-Asn{Asp} Glu- Cis-Ala-Gin-Lis-Lis-lle-lle-Ala-Glu-Lis- Tre-Lis-lle-Pro-Ala-
Gli (variante B y C) '

a0 100
Val-Fen-Lis-Leu-Asp-Ala-lle-Asn-Glu-Asn- Lis-Val-Leu-Val-Leu-Asp-Tre-Asp- Tir-Lis-

110 SH 120
Lis-Tir-Leu-Leu-Fen-Cis-Met- Glu-Asn-Ser-Ala-Glu-Pro-Glu-Gln-Ser-Leu{Val} Cis- GIn-
(variante By C) Ala

SH 130 140
Cis-Leu-Val-Arg-Tre-Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu-Glu- Lis-Fen-Asp-Lis-Ala-Leu-

160 160
Lis-Ala- Leu-Pro-Met- His-lle-Arg-Leu-Ser-Fen-Asn-Pro-Tre-Leu-GIn-Glu-Glu-GIn-Cis-

162
His-lle.OH
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de los restos
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Situacion de los grupos cargados (pH 6-7) y localizacié

Figura 2b

de prolina (e) y cisteina (S) en la B-lactoglobulina y en la a-lactoalbimina
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Si bien estructura secundaria de la B-lg estd mas regularmente organizada
que la de las caseinas, no existen datos precisos al respecto. Mediante estudios
cristalograficos a través de espectroscopia Raman 6 ladser Raman, se ha
encontrado que puede tener entre un 7 y 20% de a-hélice, correspondiente a tres
vueltas, entre un 43 y 51% de estructura antiparalela repartida en nueve tramos
de lamina B, y el resto desordenado (7). Sin embargo, estos valores pueden variar
ampliamente a pH extremos o segln las caracteristicas del solvente.

Asimismo, a través del estudio de cristales de B-lg, obtenidos bajo
distintas condiciones, se ha podido confirmar su naturaleza dimérica, siendo ésta
la forma en que se encuentra naturalmente en la leche. Las subunidades
monoméricas, que componen dicho dimero se encuentran asociadas a través de
interacciones hidrofobicas, que involucran los residuos Ile-29, Ile-147 y His-146
(.

La B-lactoglobulina, es una proteina relativamente rica en cisteina, siendo
la principal fuente de grupos -SH (posee cinco restos de cisteina por mol)
juntamente con las proteinas del globulo graso, aunque la importancia ponderal
de éstas no es comparable.

Se conocen cuatro variantes genéticas de la B-lg de la leche de vaca: A, B,
C y D, aunque algunos investigadores han encontrado una nueva variante, a la
que llamaron H. Esta variante exhibe mayor velocidad electroforética que la A en

gel de almidon (9). No obstante, las mas frecuentes son las variantes A y B.

20



Introduccién

Estas variantes genéticas muestran ciertas diferencias en sus propiedades
fisicoquimicas, como por ejemplo la mayor solubilidad en agua de la variante B.
Asimismo, se ha encontrado que la variante A se octameriza facilmente entre pH
4 y 5, la B dificilmente y la C nada. A este respecto, se ha sugerido que
posiblemente el acido aspartico suplementario en la variante A cumpla un
importante rol como centro activo en la polimerizacion, dado que un bloqueo
especifico de los carboxilos inhibe la formacion del octdmero a pH 4,65.

Por otro lado, también se ha sugerido una relacion entre la variante
genética de esta proteina y la cantidad total de caseina producida, habiéndose
encontrado que es mayor para el genotipo A que para el B.

En las grandes razas bovinas, se ha descubierto, aunque en escasa
proporcion, un derivado glicosado de la B-lg, que posiblemente esté constituido
por una cadena de nueve restos glucosidicos ligados a la aspargina (2).

Es importante destacar que esta variacion en la composicion aumenta la
solubilidad de la proteina y retarda la protedlisis enzimatica.

La B-lg es capaz de unirse a moléculas hidrofobicas tales como el retinol
(10), o ciertos acidos grasos como el palmitico, lo que le confiere una mayor
resistencia a la hidrolisis triptica in vitro (11). De esto deriva una de sus
funciones, la cual consiste en ligar retinol y transportarlo a través del estobmago
al intestino delgado, protegiéndolo de la oxidacion. Es probable que la resistencia

de la B-lg ala digestion géstrica, esté vinculada a esta funcion (7).
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A su vez, a través de sus 26 grupos carboxilo, puede esterificarse con
metanol o etanol, lo cual le genera nuevos sitios de ataque en la hidrolisis triptica
(12).

Por otro lado, se ha demostrado que la B-lg resulta inhibidora de la
actividad de la plasmina, tanto en forma nativa, como desnaturalizada por calor
(13-14), lo cual provee evidencia adicional de su rol como regulador de la
actividad enzimatica en la glandula mamaria.

Ademas, otros estudios han demostrado que la B-lg también tiene la
capacidad de inhibir la actividad fosfatisica (inhibe fosfoproteinas fosfatasa,
incluyendo la fosfatasa alcalina mamaria), dependiendo de la presencia de
acetatos, iones calcio y de la variante genética. Esta propiedad, permite suponer
que esta proteina posiblemente ejerza un efecto regulador sobre el metabolismo
de los fosfatos de la glandula mamaria (14).

Desde el punto de vista tecnologico, puede decirse que el comportamiento
de la B-lg frente a los tratamientos térmicos, es el origen de ciertos fendmenos
que son de gran importancia. En efecto, siendo la B-lg el principal portador de los
grupos -SH que se activan en el curso de una desnaturalizacién por calor, se
encuentra estrechamente vinculada a los efectos que derivan de este suceso. Por
ejemplo, se sabe que la activacion de los grupos sulthidrilo en una leche tratada
térmicamente (a mas de 73°C), contribuye a la formacion del sabor a cocido,
produciendo a su vez una reducciéon del potencial de 6xido reduccion, lo cual le

confiere cierta resistencia a la oxidacién (15).
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Sin embargo, es en el aspecto caseario en el que pueden producirse los
mayores inconvenientes, dado que una leche tratada térmicamente por encima de
la temperatura de pasteurizacion, forma un complejo con la k-caseina a través de
un puente disulfuro, que es mas estable que los componentes separados. Este
complejo, ademas de interferir en el proceso de coagulacion enzimatica de la

leche, también altera la fuerza y la sinéresis del gel obtenido (5), (16).

* Seroalbumina

Representa aproximadamente del 5 al 6% de la fraccion albliminas.

Es idéntica a la seroalbiimina sanguinea (sintetizada en el higado); posee
la misma composicion aminoacidica, el mismo PM (69000), las mismas
propiedades electroforéticas y magnéticas y la misma cinética de
desnaturalizacion térmica.

Es muy soluble en agua. Si bien su estructura no estd suficientemente
aclarada, se sabe que estd formada por una tnica cadena polipeptidica de 582
restos de aminoacidos, con numerosos pliegues estabilizados por 17 puentes
disulfuro, conservando un grupo tiol libre en Cis.-34 (8). La seroalblimina puede
ligarse reversiblemente a sustancias muy variadas, en especial a moléculas

pequenas (por ejemplo acidos grasos), con las que funciona como transportador.
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b- Globulinas

Las globulinas de la leche son las responsables de la transmision de
inmunidad y presentan grandes analogias con las inmunoglobulinas (Ig) del
suero sanguineo. Son anticuerpos sintetizados en respuesta al estimulo de
antigenos macromoleculares extrafios al animal. Poseen las importantes
propiedades inmunoldgicas de las gamma-globulinas, las que representan una
reunion de anticuerpos.

Una leche normal contiene muy baja cantidad de globulinas, por ejemplo,
en la leche de vaca existe un promedio de 0,6 gr/l, lo que representa el 10% de
las sueroproteinas, o sea escasamente el 2% de las proteinas totales. Por el
contrario abundan en el calostro, ya que éste puede contener hasta 12 gr/l el
primer dia (80 gr/l la primera hora), pero este valor desciende rapidamente en los
dias siguientes al parto (2).

Son proteinas conjugadas, con un grupo prostético glucidico. Su peso
molecular es proximo a 160000. Son las mayores moléculas que se encuentran en
la leche y entre las proteinas, son las menos cargadas y mas lentas en los analisis
electroforéticos. Asimismo, son las mas termosensibles, dado que son las
primeras en desnaturalizarse durante el calentamiento de la leche.

La fraccion globulinas precipita en una solucion semisaturada de sulfato
de amonio, a diferencia de la fraccidon albuminas, que permanece soluble.

Las principales inmunoglobulinas son: las de clase G (IgG1 e IgG2), las

de clase A (IgA) y las de clase M (IgM).
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Todas las inmunoglobulinas tienen una estructura basica similar, la cual
estd compuesta por cuatro subunidades. Tomando como ejemplo las IgG, la
molécula intacta contiene dos cadenas livianas idénticas llamadas L, con un PM
de 25000 cada una, y dos cadenas pesadas, también idénticas, llamadas H, con
un PM de aproximadamente 55000 cada una, lo que totaliza un peso molecular
de 160000.

Tanto las cadenas livianas, como las pesadas, poseen una region constante
CL y CH y una region variable, asociada a la inmunidad especifica, VL y VH
respectivamente.

La disposicion de estas cadenas, se puede apreciar en el esquema de la
Figura 3 (17).

Cada cadena liviana esta unida a la cadena pesada por un puente disulfuro
y las dos cadenas pesadas se mantienen unidas por dos puentes disulfuro
cercanos a la articulacién o pivote, que es quien confiere a esta compleja
molécula, la flexibilidad conformacional necesaria para las interacciones
antigeno-anticuerpo.

Los subindices 1,2 y 3 se refieren a las tres regiones constantes de las

cadenas pesadas CH1, CH2 y CH3 respectivamente.
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Figura 3: Diagrama esquemadtico de la estructura basica de la molécula de

Inmunoglobulinas

SITIO DE . UNION DEL ANTIGENO
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La region superior de la molécula (Fab en el esquema) es la dominante, y
provee dos sitios donde puede ocurrir la union entre el antigeno y el anticuerpo.

La region inferior Fc contiene las regiones constantes CH2 y CH3, donde
se encuentran localizados grupos carbohidrato (-CHO en el esquema) tales como
glucosa, manosa, hexosaminas y ac. sidlico, en distintas proporciones segun la
clase.

Dado que la union entre las cadenas es a través de puentes disulfuro,
cuando la molécula se trata con un agente reductor como el B-mercaptoetanol,
estas uniones se rompen, produciendo la separacion de las cadenas livianas y
pesadas en forma individual.

Las inmunoglobulinas de la leche ejercen una acciéon antimicrobiana,
sobre todo la IgM, que actua, por ejemplo, como aglutinina frente a ciertos
estreptococos. La leche de vaca (no de bufala, cabra u oveja) contiene una
crioglobulina formada principalmente por Inmunoglobulinas M, que interviene
en la aglutinacion por frio de los glébulos grasos y en la adhesion de éstos a las
bacterias.

Si bien, en general, se ha admitido el origen sanguineo de las
inmunoglobulinas, hoy se sabe que parte de ellas puede sintetizarse en la

glandula mamaria.

27



Introduccién

c- Fraccion Proteosa - Peptonas

Es la parte no dializable del lactosuero isoeléctrico procedente de la leche
calentada a 95°C durante 30 minutos.

Se trata de una fraccion pequefia (0,6 gr/lt) y compleja, que ha sido
estudiada principalmente en leche de vaca. Esta fraccion, que se manifiesta en
numerosas bandas en los analisis electroforéticos, es incluida en las
sueroproteinas por que precipita en gran parte en acido TCA al 12%. Sin
embargo, este grupo de proteinas, se distinguen del resto de las anteriores por no
precipitar mediante un calentamiento a 95-100°C durante 30 min., y ademas por
que muchas de ellas son restos de caseinas.

A su vez, también presentan diferencias desde el punto de vista
composicional, dado que algunas poseen glicidos en notables proporciones y
fosforo.

Los componentes dominantes son cuatro:

* Componente I1I (PP-3)

Es una glicoproteina (probablemente idéntica a la existente en la
membrana de los gldébulos grasos), que solo se encuentra en el lactosuero. Su
parte prostética contiene de 16 a 17% de glucidos, de los cuales un 7% son
hexosas, un 6% hexosaminas, y el resto ac. sidlico. Ademas contiene fosforo en
baja proporcion (aproximadamente 0,5%). Tiene un peso molecular de

aproximadamente 22000, pero se polimeriza facilmente.

* Componente V (PP-5)
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Es el fragmento 1-105 de la B-caseina, cuyo complemento corresponde al

residuo y2. Su PM es 16000.

* Componente VIII lento (PP - 8L)
Es el fragmento 29-107 de la B-caseina, cuyo complemento corresponde

al residuo y3. Su PM es 9000.

* Componente VIII rapido (PP-8R)
Es el fragmento 1-28 de la B-caseina, cuyo complemento corresponde al

residuo y1. Su PM es 3600.

Los componentes V, VIII lento y VIII rapido, no son pues proteinas
originales. Si bien antiguamente se supuso que se trataba de restos de proteinas
en via de sintesis que no han completado su formacion, hoy se sabe que son el
resultado de una hidrélisis de la B-caseina debida fundamentalmente a las accion
de la plasmina (13). Una parte de estas sustancia se encuentra libre en el

lactosuero y otra parte asociada a la caseina.

d- Proteinas menores
Agrupa un cierto numero de proteinas que se encuentran en el lactosuero

en muy pequefia cantidad, y son dificiles de clasificar. Representan menos del
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5% de las sueroproteinas. Se pueden diferenciar: metaloproteinas,

microglobulina B2 ¢ lactolina y glicoproteina al.

* Metaloproteinas
A este grupo corresponden las proteinas del lactosuero que fijan
especificamente Fe y Cu, haciendo intervenir puntos de fijacién con una elevada
constante de asociacion. La estabilidad del enlace metal-proteina es bastante
grande, pero sin embargo es reversible. Es de destacar que la presencia de hierro
en la molécula, hace a estas proteinas mas resistentes a tratamientos
desnaturalizantes como calor o sustancias quimicas, y a la proteolisis enzimatica.

Se distinguen:

— Lactoferrina (Lf)

La leche contiene como término medio un 0,1% de lactoferrina. Es
segregada no solo por la glandula mamaria, sino también por las mucosas
lacrimal, salivar, bronquial y renal. Es una proteina constituida por una tUnica
cadena polipeptidica (600 a 700 radicales) de peso molecular 88000. Contiene un
5% de cisteina, y un 7,2% de glucidos (se une covalentemente a un carbohidrato
formado por N-acetilglucosamina, manosa, glucosa y 4c. N-acetilneuraminico)
(8) lo que le confiere una gran solubilidad. Fija dos atomos de hierro por

molécula (lo que implica un contenido del 0,11% en Fe), en forma reversible y
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fuertemente dependiente del pH y de la presencia de iones carbonicos. Precipita
con la caseina isoeléctrica, a la cual se adsorbe (4).

Esta proteina ademas de su funcion biologica de introducir el hierro de la
sangre en la leche, posee importantes propiedades bacteriostaticas (privando de
Fe a las bacterias) e inmunologicas, lo cual la ha hecho objeto de numerosos

estudios (18-19).

— Transferrina (TY)

Procede de la sangre y en la leche de vaca se encuentra en cantidad casi
igual a la anterior. Esta proteina, al igual que la Lf, consiste en una larga cadena
polipeptidica constituida por 600 a 700 radicales, con un peso molecular algo
menor (se calcula entre 75000 y 77000). También contiene un 5% de cisteina, y
se liga covalentemente a un carbohidrato formado por N-acetilglucosamina,
manosa, glucosa y ac. N-acetilneuraminico). Sin embargo ambas moléculas
difieren mucho entre si por su composicion de aminoacidos y por la movilidad
electroforética.

También liga dos 4tomos de Fe™ por molécula.

— Ceruleoplasmina
Esta proteina fija especificamente el cobre, pero también interviene en la
movilizacion del hierro por la transferrina. Su origen es probablemente

sanguineo.
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* Microglobulina B2 (lactolina)

A diferencia de las anteriores, no contiene metales en su estructura.
Consiste en un polipéptido de 98 restos, dos de los cuales son cisteina. Es pobre
en fosforo y glucidos y su peso molecular es igual a 43000 (2). Puede precipitar
con la caseina isoeléctrica. El calostro es diez veces mas rico en lactolina que la
leche, posiblemente debido a que esta proteina estd asociada al sistema

inmunologico.

* Glicoproteina al

Corresponde al grupo de glicoproteinas acidas que son retenidas en DEAE
(dietil aminoetil) celulosa al hacer pasar lactosuero a pH 4,6. Consiste en una
cadena de 181 restos, a la que se unen por radicales asparginil cinco grupos
heteropolisacéaridos. El carbohidrato constituye aproximadamente el 45 % de la
molécula (8).

Es de destacar que a través del fraccionamiento por DEAE celulosa se han
obtenido otros cinco compuestos con distintos estados de homogeneidad,
conteniendo carbohidratos y fosfato. No se sabe si algunas de estas
glicoproteinas son productos de degradacion parcial de las caseinas, o si se trata
de materias de la membrana. Por otro lado, se ha encontrado que estos
compuestos promueven el crecimiento del Bifidobacterium bifidum biovar.

Pennsylvanicus.
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Caracteristicas funcionales de las sueroproteinas

Ademas de una excelente calidad nutricional, las sueroproteinas poseen
importantes propiedades funcionales tales como solubilidad, retencion de agua,
hinchamiento/absorcion de agua, gelificacion, espumado y emulsificacion, lo
cual amplia notablemente su campo de aplicacion.

Sin embargo, puesto que es la estructura de la proteina la que determina
fundamentalmente su funcionalidad, estas propiedades pueden ser modificadas
por diversos factores ambientales tales como pH, temperatura, fuerza idnica,
presencia de lipidos, de agentes reductores, etc., o bien mediante tratamientos
térmicos adecuados 6 una hidrdlisis controlada.

El creciente interés por la implementacion de sueroproteinas, ha
propiciado una continua investigacion, tendiente a evaluar la relacion entre la
composicion y funcionalidad (20-22), o bien la relacion entre las condiciones
térmicas de obtencion y la capacidad de gelificacion y emulsificacion (23) de
distintos concentrados de sueroproteinas, a fin de establecer su aptitud para
determinados propositos.

Paralelamente, se realizan extensos estudios que apuntan a lograr un
mejoramiento de estas propiedades, o bien conocer su respuesta ante un dado
proceso de elaboracion. En este sentido, se ha analizado la influencia en la

funcionalidad de factores tales como pH y fuerza ionica (24), temperatura y pH
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(25), temperatura y fuerza iodnica (26), etc. ademas de la aplicacion de diversos

métodos enzimaticos.
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Procesos de recuperacion de las sueroproteinas

El suero remanente de queseria (aproximadamente el 80% de la leche
empleada) constituye una fuente abundante y econdmica de proteinas con un alto
valor nutritivo y excelentes propiedades funcionales. Su desaprovechamiento no
solo representa una pérdida importante, sino también un inconveniente de
naturaleza ecologica que deriva de su elevada DBO, como se indico
anteriormente. Este argumento, ha propiciado el desarrollo de diversas técnicas
de nivel industrial que permiten la recuperacion y el posterior procesamiento de
las sueroproteinas.

A continuacion se enumeran algunas de las técnicas mas importantes:

a- Termocoagulacion o método tradicional
Es el método mas simple y econdmico, consiste en precipitar las proteinas
mediante el calentamiento del suero acidificado a pH 4,6, y su posterior

recuperacion por filtracion 6 sedimentacion (27).

b- Precipitacion en frio

La precipitaciéon de las sueroproteinas se produce por acomplejamiento
mediante el empleo de agentes floculantes tales como carboximetilcelulosa
(CMC), polifosfatos, sales férricas, etc. (28). Esta metodologia permite separar

las proteinas poco desnaturalizadas, y conservando sus propiedades funcionales.
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c- Filtracion por gel o tamizado molecular
Es un verdadero método de fraccionamiento que permite la separacion de
sales, lactosa y las proteinas. Se emplean geles de polidextrano (Sephadex).

Tiene el inconveniente ser una técnica de costosa realizacion.

d- Adsorcion en columna
Se emplean resinas catidnicas o anionicas segun se trate de suero acido
(pH 4,6) o suero dulce (pH 6,6) (28). Es un procedimiento econdmico que

permite obtener fracciones enriquecidas en el componente deseado.

e- Ultrafiltracion (UF)

Es el procedimiento mas difundido, en el cual se emplean membranas
permeables a las sales y a la lactosa, e impermeables a las proteinas. Actualmente
se utilizan membranas de polisulfonas, poliamidas u 6xido de circonio. El
retenido, con un 15-20% de materia seca, puede contener entre un 50-70% de
proteina (en base seca), pero este valor puede elevarse hasta un 80% mediante

diafiltracion.

f- Hiperfiltracion u Osmosis inversa (OI)
También es un proceso de membrana pero que trabaja a alta presion (en el
orden de 40 bares). Da lugar a un concentrado rico en proteinas, lactosa y

minerales y un permeado que es practicamente agua.
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A veces es estos procedimientos se emplean en forma combinada, por
ejemplo tratando mediante OI el permeado de una UF, con lo cual se puede
obtener un concentrado rico en proteinas, una solucion concentrada en lactosa y

un efluente con una DBO muy baja, que puede evacuarse sin peligro de polucion.

g- Deshidratacion

La deshidratacion del suero permite obtener un polvo nutritivo de gran
interés, que puede entrar a formar parte de numerosos alimentos. Esta operacion,
puede ser realizada tanto sobre el suero entero como sobre el suero
desmineralizado. Generalmente es precedida por una concentracidon, la cual
puede hacerse mediante una evaporacion en multiple efecto. Luego de la
concentracion, el suero puede ser secado mediante spray, con lo cual pueden
obtenerse diversos productos industriales, con contenidos proteicos que pueden
variar desde el 12,5%, para un suero en polvo entero, hasta un 30,3% (en base
seca) para un suero en polvo deslactosado y desmineralizado (mediante
electrodialisis) en un 55% (29).

Si bien estos productos encuentran aplicacion en formulaciones para
lactantes o mezclas deshidratadas, su bajo tenor proteico los hace funcionalmente
inefectivos.

En base a esto, se han desarrollado técnicas en las que se combinan U.F.,

evaporacion y secado spray, las cuales permiten obtener un concentrado de

37



Introduccién

sueroproteinas (W.P.C.) con 35% de proteina. Sin embargo, este valor puede
elevarse hasta un 50 a 75%, tratando por diafiltracion el retenido de la U.F.
Asimismo, empleando técnicas de intercambio catidnico (Procesos
Vistec), seguidas de ultrafiltracion, evaporacion y secado por spray, se obtiene lo
que se conoce como aislado de sueroproteinas (W.P.I.), con més del 90% de

proteina, pero con mayor costo de elaboracion (29).
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Algunas aplicaciones de las sueroproteinas

a- Incorporacion a productos alimenticios en general

El gran valor nutritivo que poseen las proteinas del suero de leche, surge
de una composicién de aminodcidos sumamente favorable. En efecto, no son
deficientes en ningin aminoacido, y su elevado contenido en lisina
(aproximadamente un 11% en las proteinas mayoritarias), triptofano y
aminoacidos azufrados, les confiere un valor bioldgico superior al de la caseina,
lo cual les permite corregir las deficiencias de esta ultima, sobre todo en lo que se
refiere a cisteina. Esto hace que sean un complemento ideal para la dieta de
cualquier organismo en crecimiento, por lo que es comun que integren ciertas
formulaciones destinadas especialmente a lactantes.

Sin embargo, la incorporacion de las sueroproteinas en determinados
alimentos, puede obedecer no solo a su calidad nutricional, sino también a la
importancia de su funcionalidad (solubilidad, retencion de agua, gelificacion,
emulsificacion, etc.). Asi, se las puede encontrar en bebidas (solubilidad), postres
(emulsificacion y viscosidad), productos carnicos (retencion de grasa/agua),
productos horneados (termocoagulacion), etc. (29).

Actualmente, el interés que se ha suscitado por los alimentos dietéticos,
permite a las proteinas del suero modificadas, ocupar un lugar de privilegio como

sustitutos de grasa. En este sentido, se encuentran en el mercado dos productos
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basados en sueroproteinas, pero con distinto procesamiento, y por ende distinta
funcionalidad: Simplesse® y Dairy Lo" (30).

Estos productos, constituyen una fuente de proteinas de alta calidad, que
puede ser incorporada en ciertos alimentos con bajo contenido en materia grasa,

tales como postres lacteos congelados, pastas, yoghurt, quesos, etc.

b- Utilizacion en técnicas de microencapsulamiento

La microencapsulacion, es una técnica mediante la cual pequefias gotitas
de liquido o particulas de sélido, son cubiertas con un fino film de agente
microencapsulante, al cual se conoce como pared. De este modo, el material
microencapsulado o centro, puede protegerse contra la evaporacion o pérdida de
volatiles, oxidacion u otro tipo de deterioro, y ser luego liberado bajo las
condiciones deseadas, lo cual facilita su manipulacion. Por este medio se pueden
vehiculizar sustancias tales como saborizantes, vitaminas, aceites esenciales, etc.

El estudio de la funcionalidad de las sueroproteinas, ha demostrado que
¢stas reunen los requisitos necesarios para ser empleadas como agentes
microencapsulantes. Asi, su aptitud para formar el film, elevada solubilidad,
capacidad emulsificante y secante y baja viscosidad en soluciones concentradas,
ha permitido que se las ensaye, bajo distintas condiciones, con resultados

altamente satisfactorios (31-33).
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c- Elaboracion de quesos con inclusion de las proteinas del suero

La inclusion de las proteinas del suero en quesos, puede obedecer
fundamentalmente a dos objetivos principales; aumentar el rendimiento y valor
nutritivo del producto, o bien permitir una reduccion en el contenido de materia

grasa del mismo, sin perjuicio de su calidad.

* Mejora del rendimiento quesero
Para esta finalidad, a nivel industrial se han desarrollado dos

procedimientos diferentes:

— Procedimiento con reincorporacion de las proteinas del suero
(Centri-Whey)

Este procedimiento, desarrollado en Francia por Alfa-Laval y Genvrain en
1968 (34), consiste en recuperar en forma convencional (calentamiento y
acidificacion) las proteinas del lactosuero con el fin de incoporarlas a la leche de
queseria. Mediante esta técnica, se obtiene un concentrado proteico con un 15%
de extracto seco, donde se recupera entre un 90 a 95% de las proteinas del suero
(aproximadamente el 5% es lactosa), el cual se agrega a la leche de la siguiente
elaboracion.

El procedimiento Centri-Whey se ha aplicado con éxito a la fabricacion de
queso Camembert y Saint-Paulin, produciendo un aumento en el rendimiento del

10 al 12% (35).
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— Procedimiento por Ultrafiltracion (M. M. V.)

El procedimiento M.M.V_, patentado en Francia por Maubois y Col. 1969-
1971) (34), es un proceso de membrana que permite separar el lactosuero antes
de la coagulacion enzimatica.

Si bien este proceso al igual que el Centri-Whey aumenta el rendimiento
quesero, la diferencia estriba en el hecho de que por UF, las proteinas son poco 6

nada desnaturalizadas seglin las temperaturas aplicadas a la leche.

* Obtencion de quesos con contenido reducido en materia grasa

La adicion de proteinas de suero en quesos, es una metodologia que
también encuentra aplicacion en la preparacion de quesos con bajo contenido en
materia grasa. Efectivamente, la incorporacion de sueroproteinas modificadas, a
través de aditivos tales como Simplesse® o Dairy Lo” a una leche de elaboracion
con bajo porcentaje de grasa, es uno de los métodos mas difundidos para mejorar
las caracteristicas del producto obtenido. Actualmente, a nivel internacional, se
esta trabajando principalmente en quesos Cheddar (36) y Mozzarella (37). En
nuestro pais, ante la ausencia de antecedentes en el tema, en el Programa de
Lactologia Industrial (PROLAIN) de la Facultad de Ingenieria Quimica (UNL),
se ha comenzado ha trabajar en queso cremoso, obteniendo resultados altamente
alentadores. Esta linea de investigacion, que constituye el eje de los proyectos en
desarrollo, contempla su extension a otros tipos de quesos, tales como el Pategras

argentino.
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* Incidencia de las sueroproteinas en la maduracion del queso

A pesar de la ventaja que representa en lo atinente al rendimiento, la
inclusion de las proteinas del suero en un queso puede llegar a interferir en el
normal desarrollo de la maduracién. En efecto, se ha encontrado que el alto
contenido de B-lactoglobulina, desnaturalizada o no, puede inhibir la actividad
proteolitica de la plasmina (13), principalmente hacia la B caseina. En base a
ello, algunos autores proponen la adicion de uroquinasa (activador del
plasminogeno) a fin de incrementar la accion de la plasmina en lo quesos
elaborados por U.F. (14).

Andalogamente, C. G. Lo y col. (38) han demostrado que la B-
lactoglobulina, térmicamente desnaturalizada, inhibe mdas la accion de la
quimosina hacia la asl caseina, que en su forma nativa, siendo su efecto
estimulado por la presencia de cationes divalentes, en especial Ca™.

A su vez, Von W. Krause y col. (39), han demostrado que la a-
lactoalbumina también puede retardar en la accidon de proteasas como tripsina 0
quimosina sobre otras proteinas, en especial la caseina.

Por otro lado, mas alla del efecto inhibidor, se ha sugerido que la baja
actividad proteolitica detectada en los quesos elaborados por ultrafiltracion,
podria deberse también al aumento en la viscosidad de la fase acuosa producido
por la presencia de las sueroproteinas, el cual reduciria la velocidad de difusion

de la enzima (38). No obstante, algunos investigadores sostienen que la mayor aw
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asociada a la retencion de humedad de las sueroproteinas, puede favorecer la
actividad del coagulante residual hacia las caseinas (40).

Indirectamente, los quesos elaborados con leche ultrafiltrada a pH 6-7,
poseen una elevada capacidad buffer que retarda la velocidad de autolisis del
fermento. Esto trae como consecuencia un atraso en la protedlisis principalmente
de las caseinas o y B. En virtud de ello, en este tipo de quesos puede ser
conveniente el empleo de starters compuestos por bacterias con elevado potencial
proteolitico ¢ productor de flavor. Asimismo, también se puede recurrir a la
incorporacion de enzimas productoras de flavor, teniendo la ventaja de que éstas
no se perderan como en los quesos tradicionales, en los que las pérdidas pueden
ser de 80 a 90% (41).

Sin embargo, la incidencia de las sueroproteinas en la maduracion de los
quesos no se limita so6lo a su interferencia en los procesos proteoliticos propios a
la misma, puesto que también se ha demostrado que su marcada resistencia a la
accion de los sistemas enzimaticos presentes, puede conducir a alteraciones en
las caracteristicas del producto.

Dado que esta cuestion constituye la base del presente estudio, la misma

se trata con mas detalle en el punto siguiente.
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d- Hidrdlisis enzimatica de las sueroproteinas

* Estado actual de los conocimientos

La hidrolisis enzimatica de las proteinas del suero, es un aspecto que
entrafia una singular importancia, por cuanto estd vinculada a cualquier
aplicacion que éstas encuentren. En efecto, dado que la proteolisis, al igual que
los tratamientos térmicos, es un efectivo alterador de la estructura proteica, sera
un determinante de su funcionalidad y por ende de su idoneidad.

Sin embargo, dadas las distintas funciones bioldgicas que deben cumplir,
como por ejemplo la B-lactoglobulina transporta retinol, la a-lactoalbumina
interviene en la sintesis de la lactosa, las Inmunoglobulinas transmiten
inmunidad, etc. las sueroproteinas tienen una conformacién que les confiere una
elevada resistencia a la hidrolisis enzimatica. En este sentido existe una gran
diferencia con las caseinas dado que al ser su funcion principal la de nutrir
proveyendo aminoacidos, estas proteinas poseen una estructura abierta y flexible
que las hace accesibles a las proteasas y por lo tanto muy susceptibles a su
accion.

En la hidrolisis de las sueroproteinas conviene diferenciar aquella que se
induce ex profeso con alguna finalidad, de la que pueden ocasionar los sistemas

enzimaticos inherentes al medio al cual se incorporan.
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* Actividad enzimatica inducida

Se ha demostrado que bien conducidas, las técnicas enzimaticas
constituyen una notable herramienta que permite modificar determinadas
propiedades de las sueroproteinas a fin de posibilitar su inclusion en ciertos
alimentos, o bien elucidar algunas de sus caracteristicas mas relevantes.

En este sentido, la hidrélisis de sueroproteinas mediante proteasas
especificas, encuentra aplicacion en ciertas areas de la investigacion, como ser el
mejoramiento de la funcionalidad de los W.P.C. (42-45), o la disminucién de las
caracteristicas alérgenas de las sueroproteinas mayoritarias (46-49). Asimismo,
las técnicas enzimaticas han servido para evaluar determinadas propiedades de
las moléculas de las proteinas del suero, tales como su flexibilidad (25), y en el
caso de la lactoferrina bovina han permitido investigar las regiones responsables

de sus funciones bioldgicas (19).

* Actividad enzimatica inherente al medio al que se incorporan
Cuando las proteinas del lactosuero son incorporadas a un determinado
medio, es preciso conocer su potencial proteolitico dado que éste puede
modificar sensiblemente el fin que se persigue. Por ejemplo, cuando se emplean
sueroproteinas como material microencapsulante, es fundamental tener en cuenta
el pH y la naturaleza enzimatica de la superficie del material a recubrir. Reyad y

col. (33), han demostrado que atiin entrecruzados con transglutaminasa, los film
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de sueroproteinas son susceptibles a proteasas como tripsina o a.-quimotripsina,
lo cual conduce a una reduccién en la estabilidad de los mismos.

Sin embargo, donde se pone de mayor relieve la importancia de la
actividad proteolitica del medio al cual se incorporan las sueroproteinas, es en
los quesos, donde su presencia esta estrechamente ligada a los fenomenos de la
maduracion.

Tal como se indic6 en el punto anterior, en los quesos elaborados
mediante técnicas de ultrafiltracion, la presencia de las proteinas del lactosuero,

principalmente p-lactoglobulina y a-lactoalbumina, puede alterar el proceso de
maduracion, no so6lo obstaculizando la accion enzimatica de la plasmina y del
coagulante, sino también exhibiendo una elevada resistencia a hidrolizarse. Esto,
al parecer, podria deberse a que al no estar desnaturalizadas, las sueroproteinas
exhiben una mayor resistencia a la actividad proteolitica del cuajo o de las
proteasas del starter (41), (50-51). En este sentido, algunos investigadores,
trabajando con quesos enriquecidos con sueroproteinas térmicamente
desnaturalizadas, han detectado que durante la maduracion, éstas permanecen
inalteradas, atn utilizando un coagulante microbiano de Mucor Miehei (40).

En base a esto, ciertos autores han sugerido que la inalterabilidad de las
sueroproteinas, podria ser empleada como un marcador para detectar el uso de
leche ultrafiltrada en la elaboracion de quesos (52).

Por otro lado, al permanecer insensibles ante la accion del cuajo, y poseer

un sabor neutro, las proteinas mayoritarias del lactosuero no daran lugar al
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desarrollo de sabores impropios. Sin embargo, puede ocurrir que a igual grado de
maduracion, un queso UF presente un sabor menos pronunciado que un queso
standard, lo que se deberia a la baja concentracion de los productos de hidrélisis
responsables del flavor en los primeros (50).

Con respecto a las proteinas minoritarias, hay quienes sostienen que las
variaciones en el contenido de inmunoglobulinas y de proteosa-peptona,
pueden producir significativas variaciones en el flavor (41), lo que posiblemente
se deba a que estas fracciones al igual que la seroalbiumina son susceptibles a la

accion de la renina (51).
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1.3- OBJETIVO DEL TRABAJO

De este analisis, se desprende que el conocimiento de las transformaciones
que pueden sufrir las sueroproteinas por accion de determinadas proteasas,
reviste un interés muy especial, que ha dado un fuerte impulso a su estudio.

A pesar de que el espectro enzimatico investigado, es considerablemente
amplio, la informacién referida a enzimas coagulantes, en especial cuajos
microbianos y cuajos genéticos es relativamente escasa. Por este motivo, en el
presente trabajo se encara el estudio de la accién de distintos coagulantes
comerciales y de sus enzimas constitutivas, en diversas condiciones.

Los resultados seran de interés para ser aplicados al estudio del proceso de
maduracién de quesos en los que se han incluido sueroproteinas en su
elaboracion.

El estudio se complementa ademas con el analisis del efecto de ciertas
proteasas de uso en la industria alimenticia sobre las proteinas de suero, en la
seguridad de que los datos que aporte resultaran de potencial utilidad en todos los

ambitos que han sido tratados en esta primera parte.
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II- MATERIALES Y METODOS

I1.1- ENSAYOS IN VITRO

Obtencion del sustrato

La susceptibilidad enzimatica in vitro de las sueroproteinas, fue ensayada

bajo tres condiciones de las mismas:
e Sueroproteinas nativas
e Sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas

e Sueroproteinas puras

a- Sueroproteinas nativas: Suero isoeléctrico

* Metodologia
Las sueroproteinas nativas fueron obtenidas a partir de suero isoeléctrico
preparado con leche descremada. Las principales etapas de la técnica empleada,
fueron las siguientes:
Descremado de la leche: mediante centrifuga de platos Alfa-Laval se descremo
leche fresca (pH 6,6 £ 0,1 y Acidez 16-18 °Dornic) hasta un 0,05% de materia

grasa.
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Ajuste de pH: La leche descremada fue llevada a pH 4,6 con &c. clorhidrico
0,IN. Todas las determinaciones de pH se realizaron empleando un pHmetro
Orion Model 720, Orion Research Incorporated (USA), provisto de electrodo
combinado (vidrio y calomel), calibrado con buffers pH 7,0 y 4,0 antes de cada
lectura
Separacion del residuo insoluble: El sobrenadante fue primeramente centrifugado
a 3000 g durante 10 min., mediante centrifuga discontinua de laboratorio, Rolco
SR.L. r.p.m. x 1000, y posteriormente filtrado a través de papel de filtro
cualitativo (comun).
Fraccionamiento: El filtrado obtenido, fue repartido en fracciones de 200 ml.,
previa adicion del 1% de solucion de thymerosal al 1%.

Cada una de estas fracciones constituyo el sustrato sobre el cual fueron

ensayadas las diferentes enzimas.

* Consideraciones respecto a la metodologia empleada
La técnica adoptada se ajusta a la utilizada por Vegarud y col. (9), en su
estudio de las distintas variantes genéticas de las caseinas y de las sueroproteinas.
La alternativa de trabajar con sueros al cuajo fue desechada, en virtud de
que éstos pueden conservar aproximadamente entre un 94 y un 97% del
coagulante empleado (53), lo cual depende entre otras cosas de la acidez de la
leche (35), (54). Este hecho, indudablemente interfiere con el propdsito del

presente trabajo.
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Asimismo, también se descart6 la opcion de trabajar con concentrados de
sueroproteinas comerciales (W.P.C.), por cuanto ellos pueden contener entre 20

y 50% de proteina desnaturalizada segtin el método de obtencion usado (23).

b- Sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas

* Metodologia

Un aspecto importante en lo que respecta a la susceptibilidad a la
hidrélisis enzimatica de las proteinas del suero, es el grado de desnaturalizacion
que éstas exhiban. En efecto, un tratamiento térmico adecuado que produzca una
apertura de la molécula, podria permitir la exposicién de sitios especificos de
ataque enzimatico, que en la estructura nativa se encontrarian ocultos (55-56).
Por el contrario, podria ocurrir también, que una alteracion en la estructura
terciaria de la proteina obstaculice en alguna medida la accion de la enzima, lo
cual conduciria a una disminucion de su susceptibilidad.

Para las condiciones de desnaturalizacion parcial, se empled como sustrato
Dairy Lo® *.el cual, segln su especificacion técnica, es un concentrado con 35%

de proteina.

* Dairy Lo” es una marca registrada de Pfizer Inc., New York.
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Las principales etapas para la preparacion del sustrato a partir de Dairy
Lo", fueron las siguientes:
Célculo de la cantidad de Dairy Lo®: Para este ensayo se adopté la misma
concentracion proteica que para el suero isoeléctrico, o sea 0,6%. Por lo tanto, lo
primero que se hizo fue verificar en forma analitica el tenor proteico de este
concentrado. Para ello, se adoptd el método de Kjeldahl, de acuerdo a la norma
FIL-IDF 20B: 1993 (57), empleando una unidad digestora con capacidad para
seis tubos: Tecator - Digestion System 6 - 1007 Digester, con sistema de
aspiracion de humos.

Para esta determinacion se procesaron dos muestras de Dairy Lo® de 0,5
gr. cada una, las cuales arrojaron un contenido proteico promedio del 35,04%.

De este modo, considerando que este aditivo contiene un 35% de proteina,
se tomo una fraccion de 17,15 gr para ser posteriormente disuelta en 1 litro de
agua destilada.
Disolucion de Dairy Lo™: Se siguié la metodologia empleada por D.J. Mc Mahon
(37). El peso de Dairy Lo® calculado (17,15 gr) fue previamente disuelto en 350
ml de agua destilada, y tratado a 80°C durante 10 min. Luego de enfriado a 35°C,
el volumen se ajusto a 1 litro.
Fraccionamiento: La solucidon obtenida fue pasada a través de un Tamiz N°60, a
los efectos de verificar ausencia de grumos, recogiéndose una alicuota de 600 ml.
A esta ultima se adiciono el 1% de solucion de thimerosal al 1%, y finalmente se

repartié en 3 fracciones de 200 ml cada una.
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* Consideraciones respecto a la metodologia empleada
Para esta determinacion se adoptd Dairy Lo®™ dado que se trata de un
aditivo sustituto de la materia grasa de amplia difusion, y por lo tanto resulta una
de las formas de sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas (60-80%) (30)

mas frecuentemente encontradas en ciertos productos semimagros.

c- Sueroproteinas puras

Se estudid la susceptibilidad a la hidrdlisis enzimdtica de a-
lactoalbimina y B-lactoglobulina puras de Sigma Chemical Company (S.t.
Louis, M.O. U.S.A.). Las soluciones para cada proteina fueron hechas en base a

las concentraciones dadas por de Wit (5): 3 gr/lt para B-lg, y 1,2gr para a-la.

* Consideraciones respecto a la metodologia empleada
Se trabaja con la a-la y B-lIg puras, puesto que son éstas las principales
responsables de las caracteristicas que confieren las sueroproteinas a aquellos
productos a los que se incorporan. Por ejemplo, han sido sindicadas como las
principales responsables de las caracteristicas alérgenas en formulaciones
infantiles, de las propiedades funcionales de W.P.C., etc. De alli que resulta util
conocer el nivel de protedlisis que dichas proteinas puedan experimentar cuando

se las adopta con alguna finalidad.
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Enzimas ensayadas

Para estudiar la susceptibilidad hidrolitica de los sustratos seleccionados,

se ensayaron distintas enzimas, las que pueden clasificarse en:

a- Enzimas coagulantes puras (patrones)
Se emplearon tres enzimas coagulantes puras: una pepsina porcina, una
bovina, y una renina bovina, cuyas principales caracteristicas se detallan a

continuacion:

* Pepsina porcina

— Caracteristicas generales

Se empled la enzima pura provista por como patron por Chr. Hansen’s
Laboratorium A/S (Dinamarca).

El término Pepsina, sin establecer ninguna especificacion, en general
alude a la pepsina de cerdo. Esta enzima ha sido objeto de los estudios
enzimaticos mas antiguos, y sus cristales fueron los primeros en ser analizados
por cristalografia por Rayos X. Es una fosfoproteina de peso molecular igual
34500. La mucosa gastrica segrega una forma inactiva llamada pepsinégeno, el
cual se activa autocataliticamente a pH inferior a 5, sufriendo una proteolisis
limitada en la que se remueve un residuo peptidico de 41 aminoacidos en la zona

del nitrégeno terminal (58).
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Es una endopeptidasa, perteneciente grupo de las proteasas acidas, puesto
que posee un pH oOptimo de actividad inferior a 2. Sin embargo, este valor
depende del sustrato, y en el caso de las proteinas, también de su estado
conformacional. Por ejemplo, actuando sobre la hemoglobina o la seroalbumina,
tiene un Optimo igual a pH 2, pero sobre los sustratos desnaturalizados, este valor
se corre a alrededor de 3,5 (59).

Bajo la nueva nomenclatura se la considera del tipo de las proteasas
asparticas, por involucrar dos residuos de acido aspartico en su centro activo
(39).

En cuanto a la actividad especifica, es sabido que las pepsinas cortan
uniones peptidicas donde participan aminodcidos con largas cadenas
hidrofébicas, como leucina (55), y preferentemente aromaticos, como
fenilalanina (59).

Su alta dependencia con el pH, ha limitado su aplicacion en la industria
casearia. En efecto, su actividad se inhibe a pH superiores a 6,6 (35), por lo que a
pH 6,8 no coagula la leche. Ademas, siendo su pH Optimo proéximo a 2, su
participacion en la maduracion es muy limitada. Sin embargo, en la industria
quesera de Estados Unidos se la utiliza mezclada con pepsina bovina y
quimosina (60).

— Actividad coagulante

La actividad de las enzimas coagulantes estudiadas, fue evaluada a través

de la determinacién del titulo, definido como los mililitros de leche que puede
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coagular 1 ml de coagulante en 40 minutos a 35°C. Para tal fin, se adopto el
Meétodo de Berridge, modificado por Huck y Zalazar (61) (Ver Anexo I).
El titulo de la pepsina porcina pura, determinado por este método resulto

1: 540000.

* Pepsina bovina

— Caracteristicas generales

Se us6 la enzima pura provista por Chr. Hansen’s Laboratorium A/S
(Dinamarca).

El término pepsina bovina, sin ninguna especificacion, se refiere a la
pepsina bovina Il o A, puesto que si bien existe una pepsina bovina I o B, esta es
minoritaria. Ambas se distinguen por la velocidad de inactivacidén en presencia
de urea (35).

Si bien la pepsina bovina es muy similar a la porcina, la primera puede
soportar valores de pH mas elevados. En efecto, mientras que la pepsina porcina
se inactiva mediante un tratamiento a pH 7,5 (buffer TRIS/HCI) a 30°C, durante
3 minutos, para inactivar la pepsina bovina se requiere 1 hora a 20°C, a pH 9
(60). Asimismo, la pepsina bovina tiene una actividad coagulante menos
dependiente del pH que la pepsina porcina, dado que puede coagular la leche

hasta pH 6,9.
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— Actividad coagulante
El titulo de la pepsina bovina pura, determinado por el Método de

Berridge, modificado por Huck y Zalazar, result6 igual a 1: 64000

* Renina bovina

— Caracteristicas generales

Se usod la enzima pura provista por Chr. Hansen’s Laboratorium A/S
(Dinamarca).

La renina o quimosina bovina, es el principal componente de los cuajos de
ternero mamon. Esta enzima es secretada por el abomaso (cuajar) en forma
inactiva: la proquimosina, la cual se activa autocataliticamente a pH acidos (a pH
2, la activacion es instantdnea) (35), (59). Es una holoproteina (no contiene
atomos de fosforo ni de metal, ni de glicidos), de P.M. 34.400, que puede
obtenerse pura y cristalizada, por repetidas precipitaciones en cloruro de sodio.

Al igual que las pepsinas, es una proteasa acida, del tipo de las proteasas
asparticas. Su pH optimo de actividad proteolitica depende del sustrato, por
ejemplo, es 3,4 sobre la hemoglobina y se acerca a 4,0 sobre la caseina (35), (59).

Existen tres quimosinas: A, B y C, las cuales se pueden separar por
cromatografia en columna. De estas tres, las mas comunes son las A y B. La
quimosina A es mads activa que la B, de la que solo difiere en al aminoacido 290,

en que se ha sustituido el acido Aspartico por una Glicina (62).
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En el rango de pH 5,3 - 6,3 la quimosina exhibe una buena estabilidad,
pero fuera de esta zona se vuelve inestable: hacia pH 2 se tiene una estabilidad
limitada, mientras que a pH superior a 8,0 se desnaturaliza irreversiblemente
(39).

Asimismo, la presencia de agentes disociantes como la urea también
puede producir una desnaturalizacion irreversible.

La accion especifica de la quimosina sobre una cadena peptidica es
semejante al de la pepsina, pero un poco mas estrecha; rompe preferentemente
los enlaces entre aminoacidos hidrofobicos, especialmente los que se dan entre la
leucina y la fenilalanina (54).

— Actividad coagulante

El titulo de la quimosina bovina pura, determinado por el Método de

Berridge, modificado por Huck y Zalazar, resulté igual a 1: 88000

b- Mezclas comerciales de enzimas coagulantes

Como mezclas comerciales de enzimas coagulantes se ensayaron un
coagulante de origen animal, tres coagulantes de diverso origen microbiano y una
renina producida por fermentacion. A continuacidon se describen algunas de sus

caracteristicas mas relevantes.

59



Materiales y Métodos

* Coagulante de origen animal
— Cuajo bovino
Se us6 cuajo liquido de bovino adulto, producto comercializado en
Argentina por Laboratorios Chr. Hansen Argentina (Quilmes, Buenos Aires,
Argentina).
Caracteristicas generales
Es el cuajo de mayor difusion en nuestro pais, dado que es normalmente
considerado idoneo para los diversos procesos casearios.
Consiste en una mezcla de quimosina y pepsina (principalmente la pepsina
I o A), con predominancia de esta tltima.
Actividad coagulante
El titulo del cuajo liquido de bovino adulto, determinado por el Método de

Berridge, modificado por Huck y Zalazar, result6 igual a 1:10000.

* Coagulantes de origen microbiano

— Coagulante microbiano MR 90 - A de Solvay Enzimas S.A. (Buenos
Aires, Argentina)
Caracteristicas generales
Es una proteasa aspartica similar a las proteasas gastricas, producida por
desarrollo de Mucor miehei, hongo termoéfilo banal del suelo, en un medio de

cultivo adecuado.
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Las secuencia aminoacidica conocida para esta proteasa, presenta
numerosas posiciones idénticas a las proteasas gastricas, en particular en la zona
del centro activo (35).

La proteasa de Mucor miehei, es considerada como una de las mas
termorresistentes. Su estabilidad térmica aumenta con el descenso de pH; por
ejemplo, en el lactosuero, a pH superior a 6,0 su inactivacion requiere 25
segundos a 75°C, mientras que a pH 5,0 son necesarios 25 segundos a 80°C (35).
Sin embargo, a pH 2 en buffer HCI/CIK y en presencia de urea 5,0 M, se inactiva
a 30°C durante 5 a 10 minutos (60).

La resistencia térmica del coagulante de Mucor miehei, esta considerada
como una desventaja en los procesos casearios, dado que al ser muy activa, y no
destruirse durante la coccion de la pasta, puede conducir a una maduracion
impropia del queso. Por ello, este tipo de coagulante no es recomendado para la
elaboracion de quesos duros y semiduros de altas exigencias organolépticas,
aunque en quesos blandos, sin embargo, da buenos resultados. Asimismo, la
resistencia de estas enzimas a las altas temperaturas, puede provocar problemas
en la posterior utilizacion del suero de queseria, como por ejemplo, en la
preparacion de alimentos para el ganado.

Actividad coagulante
El titulo de MR 90 - A, calculado mediante el Método de Berridge

modificado por Huck y Zalazar, result6 igual a 1:30000.
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— Coagulante microbiano MR 90 - B de Solvay Enzimas S.A. (Buenos
Aires, Argentina)
Caracteristicas generales
El MR 90 - B, es un coagulante experimental, también obtenido a partir
del desarrollo de Mucor miehei, pero a diferencia del MR 90 - A, es una proteasa
termo labil. Esta variante, intenta subsanar el inconveniente que genera la
termoestabilidad de la proteasa producida por este hongo.
Actividad coagulante
El titulo de MR 90 - B calculado mediante el Método de Berridge,

modificado por Huck y Zalazar, result6 igual a 1:35000

— Coagulante microbiano MEITO en polvo
Caracteristicas generales
Es una proteasa acida, perteneciente al grupo de las proteasas asparticas
producida por el desarrollo de Mucor pusillus, hongo banal mesofilo del suelo.
Esta enzima fingica, ademds de ser termoestable, es la mas resistente a los pH
elevados; puede soportar un tratamiento de 60 min. a 20°C, a pH 9,0 (60).
Actividad coagulante
El titulo del coagulante MEITO en polvo, determinado por el Método de

Berridge modificado por Huck y Zalazar, result6 igual a 1:200000.
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* Renina producida por fermentacion
— Renina de Kluyveromyces lactis MAXIREN de Gist - Brocades
Caracteristicas generales
Es una renina producida por fermentacion de la levadura Kluyveromyces
lactis modificada genéticamente. Los coagulantes genéticos, surgen como una
alternativa que permite satisfacer la fuerte demanda que existe por el tradicional
cuajo de ternero mamon (63). Es de destacar que hasta el momento no se han
detectado diferencias entre las reninas o quimosinas producidas por
fermentacion, y las de origen bovino (64-65).
Actividad coagulante
El titulo de la renina MAXIREN, determinado por el Método de Berridge

modificado por Huck y Zalazar, result6 1:110000.

c- Enzimas proteoliticas comerciales
Se usaron tres productos de uso alimenticio:
* Proteasa liquida de Bacillus subtilis N 8000 de Ensur S.A.
Montevideo, Uruguay.
* Proteasa en polvo de Bacillus subtilis N 34500 de Ensur S.A.
Montevideo, Uruguay.
* Proteasa en polvo de Aspergillus oryzae 31000 de Miles Laboratories

Inc., Elkhart Ind., USA.
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Caracteristicas generales

Estas proteasas de uso alimenticio, han sido anteriormente empleadas con
el objeto de producir una aceleracion en el proceso de maduracion del queso
Pategras (66).

Las dos primeras son proteasas serinicas de amplia especificidad, en
especial hacia las uniones Leu-X (42), mientras que la tercera es una proteasa
acida.

Sus actividades proteoliticas fueron analizadas in vitro sobre caseinato de
sodio, bajo distintas condiciones, y los resultados obtenidos fueron la base para

su aplicacion casearia.
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Hidrdlisis de las sueroproteinas

Dado que todas las enzimas estudiadas son de aplicacién casearia, se
procuré conducir la hidrélisis de las sueroproteinas bajo condiciones que se
acerquen a las que podrian darse en una maduracidon de queso, que es el campo
de aplicacion donde mayor utilidad pueden encontrar los resultados del presente

trabajo.

a- Hidrolisis del suero isoeléctrico

* Condiciones de incubacion
En base a la consideracion precedente, se adoptaron las siguientes

variables:

— pH del sustrato

El pH del sustrato se ajustd en 5.4, el cual es un valor proximo al que
existe en la masa de un queso durante la maduracion. Este valor ademas esta
dentro del rango de pH 6ptimo que poseen las proteasas acidas del tipo de las
ensayadas. Por ejemplo, Schmidt y col. eligen un pH 5,5 para estudiar la accion
de la quimosina sobre las sueroproteinas (67). Por lo tanto, para la experiencia, el
suero isoeléctrico (pH 4,6) fue llevado a pH 5,4 mediante una solucion de NaOH

1 M.
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No obstante, en el caso de las pepsinas cuyos pH Optimos son
sensiblemente mas bajos, ademas de trabajar a pH 5,5, se hicieron experiencias a

pH 2,0.

— Temperatura de incubacion

El rango de temperaturas en que se puede desarrollar la hidrolisis de las
sueroproteinas, segun la bibliografia, estd comprendido entre 25 y 50°C,
independientemente de la enzima ensayada. Para este estudio se eligid una
temperatura promedio de 37°C, la cual ademas de ser coincidente con la
adoptada en diversos trabajos (51-56), es una temperatura proxima a la que se
permanece una cuajada en molde. Por lo tanto, una vez inoculadas, las muestras

fueron colocadas en una estufa de incubacion regulada a dicha temperatura.

— Tiempo de incubacion

Para el presente estudio se fij6 un tiempo de reacciéon de 48 horas.
Transcurrido dicho tiempo, la reaccion fue detenida por la adicion de los agentes
precipitantes: acido tricloroacético y acido fosfotungstico, como se detalla mas
adelante. Es de destacar que se eligié un tiempo considerablemente superior a los
que se indican en la bibliografia (39), (55-56), (67), con el objeto de asegurar el

mayor nivel de protedlisis posible.
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* Relacion enzima/sustrato

Teniendo en cuenta la resistencia a la hidrdlisis por accion de los agentes
coagulantes que exhiben las sueroproteinas, y a fin de lograr una profunda
hidrdlisis dentro de las 48 horas, para establecer la relacion enzima/sustrato se
resolvid incrementar las cantidades que se emplean normalmente en los procesos
casearios. Empero, puesto que los distintos coagulantes ensayados no poseen el
mismo titulo, para obtener resultados comparables, las proporciones
correspondientes a cada uno, fueron evaluadas en forma relativa. Para ello, se
tomo como referencia el cuajo liquido de bovino adulto, el cual ademas de ser el
de mayor difusion en nuestro pais, posee un titulo lo suficientemente bajo como
para que todas las muestras puedan estandarizarse por diluciéon a ese valor,
trabajando asi a titulo constante.

Para incrementar la concentracion de dicho coagulante, se tuvo en cuenta
la forma en que ésta afecta la velocidad de hidrdlisis, dado que en una reaccion
enzimadtica, para una determinada concentracion de sustrato, el aumento que se
produce en la velocidad de Michaelis-Mente, debido a un incremento en la
cantidad de enzima, resulta significativo para bajas concentraciones, pero a
medida que éstas se elevan, su incidencia se hace menos perceptible, hasta llegar
a un valor maximo a partir del cual se hace despreciable (68).

En base a esto, se hicieron cuatro experiencias previas con el cuajo liquido
de bovino adulto, en las cuales se empled la concentraciéon promedio en que

habitualmente se lo utiliza en quesos duros o semiduros (40 ml./100 litros de
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leche), el doble, el triple y el cuddruple de la misma. De este modo, mediante el
método analitico que se describe a continuacion, se pudo constatar que entre
estas dos ultimas concentraciones no se detectaron diferencias significativas (Ver
Anexo II).

De acuerdo a este resultado, se decidié adoptar como base el cuajo liquido
de bovino adulto a una concentracion tres veces superior a la que habitualmente
se emplea en tina, y a partir de alli las cantidades correspondientes a los demas se
calcularon tal como se detalla a continuacion:

— Cuajo liquido de bovino adulto de Titulo 1:10000

Como ya se indico, en la elaboracion de quesos duros o semiduros, este
coagulante se adiciona en un promedio de 40 ml./100 litros de leche,
equivalentes a 0,08 ml./200 ml. Como para esta experiencia se adopta el triple de
esta concentracion, la proporcion empleada fue 0,24 ml./200 ml de suero. Esta
relacion esta en el orden de la empleada por Jost y col.(51), quienes adicionan 1
ml de cuajo comercial/ litro de leche, para obtener muestras de suero al cuajo,
para estudiar la susceptibilidad de las sueroproteinas hacia las proteasas de este
ultimo.

Procedimiento

Siguiendo la metodologia empleada por Zalazar y col. (65), se hizo una
solucion madre, colocando 2,4 ml del cuajo liquido de bovino adulto, en 10 ml
de buffer acetato, 0,2 M, pH 5,4 preparado como describe G. Gomori (69), y de

esa solucion se adicion6 1 ml a 200 ml de suero a idéntico pH.

68



Materiales y Métodos

— Pepsina porcina pura de Chr. Hansen’s Lab. A/S.

Como el titulo de la experiencia ha de mantenerse constante, 0,24 ml del
coagulante liquido de bovino adulto de titulo 1:10000 (tomado como referencia),
para 200 ml de suero corresponden a 0,0044 gr de pepsina porcina pura, de titulo
1: 540000

Procedimiento

Con la pepsina porcina se trabajo bajo dos condiciones diferentes:

a- A pH 5,4: para lo cual se hizo una solucion madre colocando 0,44 gr de
pepsina porcina pura en 100 ml del buffer acetato de pH 5,4, y luego se
adicion6 1ml de esa solucion a 200 ml de suero, a idéntico pH.

b- A pH 2,0 (6ptimo de la enzima): para lo cual se disolvi6 igual cantidad de la
enzima en 100 ml de buffer HCI/KCI 0,2 M de pH 2, preparado como indica
G. Gomori (69), y luego se adicion6 1 ml de esa solucion a 200 ml de suero a

1déntico pH.

— Pepsina bovina pura de Chr. Hansen’s Lab. A/S.

Bajo las mismas consideraciones que en los casos anteriores, 0,24 ml de
cuajo liquido de bovino adulto, de titulo 1:10000, corresponden a 0,038 gr. de
pepsina bovina pura, de titulo 1:64000

Procedimiento

También con la pepsina bovina se trabajo bajo dos condiciones diferentes:
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a- A pH 5.,4: para lo cual se hizo una solucion madre colocando 3,8 gr de pepsina
bovina pura en 100 ml del buffer acetato de pH 5,4, y luego se adicion6 1 ml
de esa solucion a 200 ml de suero, a idéntico pH.

b- A pH 2,0 (6ptimo de la enzima): para lo cual se disolvi6 igual cantidad de la
enzima en 100 ml del buffer HCI/KCI 0,2 M de pH 2, y luego se adiciond 1

ml de esa solucion a 200 ml de suero a idéntico pH.

— Renina bovina pura de Chr. Hansen’s Lab. A/S.

Bajo las mismas consideraciones que en los casos anteriores, 0,24 ml de
cuajo liquido de bovino adulto, de titulo 1:10000, corresponden a 0,027 gr. de
renina bovina pura, de titulo 1:88000

Procedimiento

Se hizo una solucién madre colocando 2,7 gr de renina bovina pura en 100

ml del buffer acetato de pH 5,4, y de esa solucion se adiciond 1 ml a 200 ml de

suero, a idéntico pH.

— Coagulante MR 90 - A

Bajo las mismas consideraciones que en los casos anteriores, 0,24 ml de
cuajo liquido de bovino adulto, de titulo 1:10000, corresponden a 0,08 ml de
coagulante MR 90 - A, de titulo 1:30000.

Procedimiento
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Se hizo una solucion madre colocando 8 ml del coagulante MR 90 - A en
100 ml del mismo buffer acetato de pH 5,4, y de esa solucion, se adiciond 1ml a

200 ml de suero a idéntico pH.

— Coagulante MR 90 - B
Bajo las mismas consideraciones que en los casos anteriores, 0,24 ml de
cuajo liquido de bovino adulto, de titulo 1:10000, corresponden a 0,068 ml de
MR - B de titulo 1:35000.
Procedimiento
Se hizo una solucion madre colocando 6,8 ml de coagulante MR 90 - B en
100 ml del buffer acetato de pH 5,4, y de esa solucion se adiciond 1 ml a 200 ml

de suero a idéntico pH.

— Coagulante MEITO en polvo
Bajo las mismas consideraciones que en los casos anteriores, 0,24 ml de
cuajo liquido de bovino adulto, de titulo 1:10000, corresponden a 0,012 gr. del
coagulante MEITO de titulo 1:200000.
Procedimiento
Se hizo una solucién madre colocando 1,2 gr del coagulante MEITO, en
100 ml del buffer acetato de pH 5,4, y de esa solucion se adicion6 1 ml a 200 ml

de suero a idéntico pH.
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— Coagulante MAXIREN de Gist Brocades
Bajo las mismas consideraciones que en los casos anteriores, 0,24 ml de
cuajo liquido de bovino adulto, de titulo 1:10000, corresponden a 0,0218 gr. del
coagulante MAXIREN de titulo 1:110000.
Procedimiento
Se hizo una solucién madre colocando 2,18 gr. de coagulante MAXIREN
en 100 ml del buffer acetato de pH 5.4, y de esa solucion se adiciond 1 ml a 200

ml de suero a idéntico pH.

— Proteasa liquida de Bacillus subtilis N 8000 de Ensur S.A.

Tal como se indicara, esta proteasa fue utilizada como un medio para
acelerar el proceso de maduracion del queso Pategras (66). En tal oportunidad, se
la emple6 en dos concentraciones, adicionandose 1 y 2 ml de enzima, por cada
50 litros de leche. Dado que la segunda concentracion condujo a un queso con
malas caracteristicas organolépticas, para esta experiencia, se adoptd 1 ml/50
litros, lo que corresponde a 0,004 ml de enzima/200 ml de suero.

Procedimiento

Se hizo una solucién madre colocando 0,4 ml de la proteasa N 8000 en

100 ml de buffer acetato de pH 5,4, y de esa solucion se adiciond 1ml a 200 ml

de suero a idéntico pH.

— Proteasa en polvo de Bacillus subtilis N 34500 de Ensur S.A.
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También esta proteasa fue usada con el fin de acelerar el proceso de
maduracion del queso Pategras, adicionandose 0,25, 0,5 y 5 gr por cada 50 litros
de leche (66). Habiéndose obtenido un buen resultado con las dos primeras
concentraciones (con 5 gr/50 It el producto resultd excesivamente amargo), para
esta experiencia se adoptd la segunda concentracion, es decir 0,5 gr/50 It, o sea
0,002 gr de enzima/200 ml de suero.

Procedimiento
Se hizo una solucion madre, colocando 0,2 gr en 100 ml del buffer acetato

de pH 5,4, y de esa solucion se adicion6 1 ml a 200 ml de suero a idéntico pH.

— Proteasa en polvo de Aspergillus oryzae 31000 de Miles
Laboratories Inc.

Esta tercer proteasa empleada para acelerar la maduracion del queso
Pategras, se uso en dos concentraciones, adicionandose 3 y 5 gr por cada 50 litros
de leche (66). Teniendo en cuenta que esta segunda concentracion dio lugar a un
producto organolépticamente inaceptable, para esta experiencia se adopto 3gr/50
It, es decir 0,012 gr de enzima/200 ml de suero.

Procedimiento

Al igual que en los casos anteriores, se hizo una solucion madre,

colocando 1,2 gr de enzima en 100 ml del buffer acetato de pH 5,4, y de esa

solucioén se adiciond 1 ml a 200 ml de suero a idéntico pH.
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— Testigo
Todas las experiencias fueron acompafiadas por una muestra testigo,

incubada en idénticas condiciones, pero en ausencia de enzima.

b- Hidrdlisis de las sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas

En base a los resultados obtenidos en la experiencia anterior, para la
hidrolisis en Dairy Lo®, se seleccionaron enzimas representativas de distintas
actividades proteoliticas: elevada, proteasa N 34500 de Ensur S.A. y pepsina
porcina pura; moderada, coagulante MR 90 - A y escasa, renina bovina pura.

Para este caso se mantuvieron las mismas relaciones enzima/sustrato que
para el suero isoeléctrico, incubdndose bajo las mismas condiciones de
temperatura, tiempo y pH, a excepcion de la pepsina, la cual solo se incubd a pH
2,0.

Al igual que en el caso anterior, para cada experiencia fue incluida una

muestra testigo.

c- Hidrdlisis de las sueroproteinas puras

El estudio de la hidrdlisis de las sueroproteinas puras se realizd
unicamente en forma cualitativa, dado que estos reactivos resultan
econdmicamente inaccesibles en cantidades que permitan realizar un
fraccionamiento de nitrogeno. Por lo tanto, estos ensayos fueron realizados a

escala micro, trabajando con muestras de 1 mililitro, y los resultados evaluados
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mediante electroforesis, como se describe mas adelante. Las condiciones de
hidrélisis (relacion enzima/sustrato, temperatura, pH y tiempo de incubacion)
fueron las mismas que en los casos anteriores, a excepcion de las pepsinas bovina
y porcina, las cuales se ensayaron Unicamente a pH 2,0, puesto que a ese pH ya

se habia confirmado su fuerte actividad proteolitica.
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Determinaciones analiticas

a- Evaluacion cuantitativa

La hidrdlisis producida en las sueroproteinas nativas y en las
sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas, fue evaluada cuantitativamente
observando un esquema propuesto para el seguimiento de la maduracion del
queso Pategras (70). En base a éste, se ponderaron los incrementos producidos,

luego de la incubacion, en las siguientes fracciones nitrogenadas:

e Nitrogeno soluble en acido Tricloroacético al 2% (T.C.A. 2%):
Péptidos de peso molecular inferior a 6000.

e Nitrogeno soluble en acido Tricloroacético al 12% (T.C.A. 12%):
Péptidos de peso molecular inferior a 2000.

e Nitrégeno soluble en acido Fosfotungstico (P.T.A.): Péptidos muy

cortos y aminodcidos.

Para obtener los incrementos en las distintas fracciones nitrogenadas, de
cada ensayo se tomaron muestras al tiempo cero, es decir en el preciso instante
en que se adicion6 la enzima, y a las 48 horas, o sea al final del periodo de
incubacion.

Los valores obtenidos fueron luego procesados mediante la siguiente

expresion:
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N — No
No

IR% = x100

Donde:
IR%: Incremento relativo porcentual
CN: Contenido de nitrogeno a las 48 hs
CNo: Contenido de nitrégeno al tiempo cero

CNt: Contenido de nitrogeno total

* Procedimiento
— Fraccionamiento de nitrégeno
Para las fracciones nitrogenadas solubles en 4acido T.C.A. al 2 y al 12%, se
procedi6 de la siguiente manera: de cada muestra de sueroproteinas se tomaron,
dos alicuotas de 25 ml las que fueron colocadas en sendos erlenmeyers.
Seguidamente, se agregaron, bajo agitacion, 25 ml de ac. T.C.A. al 4% (para
obtener N soluble en 4c. T.C.A. al 2%) en una, y 25 ml de T.C.A. al 24% (para
obtener N soluble en T.C.A. al 12%) a la otra, dejandose luego en reposo durante
una hora. Transcurrido dicho tiempo, las mezclas fueron filtradas a través de
papel Whatman N° 42, hasta obtener un liquido translucido. De cada filtrado se
extrajo una alicuota de 25 ml, para la determinacion del contenido de nitrogeno.
Para las fracciones nitrogenadas solubles en acido fosfotungstico, se
siguid la técnica de Gripon y col. (71). De cada muestra de sueroproteinas,
también se tomaron 25 ml a los cuales, una vez colocados en un erlenmeyer, se

les adicion6 bajo agitacion, 12,5 ml de acido sulfurico al 25% mas 12,5 ml de
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acido fosfotungstico al 10%. La mezcla resultante fue dejada en reposo a
temperatura ambiente, durante 24 horas. Transcurrido dicho tiempo, se filtrd a
través de papel Whatman N° 42, hasta la obtencion de un liquido translacido, del
cual se extrajo una alicuota de 25 ml para la determinacion el contenido de
nitrégeno.

En la Figura 4, se presenta un esquema del procedimiento seguido para la

obtencion de las distintas fracciones nitrogenadas.
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Figura 4- Esquema para el fraccionamiento del nitrogeno

MUESTRA
200 ml de suero

Extraccion de 3 fracciones de

25 ml @25 ml

25 ml cada una

>
>

25 ml
Adicion de
Adiciéon de 25 ml Adicion de 25 ml 12,5 ml H2S04 25%
de 4c. T.C.A. 4% de dc. T.C.A. 24% 12,5 ml PTA 10%

Reposo 1 hora Reposo 1 hora eposo 24 horas
Filtracion Filtracion Filtracion
Nitrégeno soluble en Nitrégeno soluble en Nitrégeno soluble en
ac. T.C.A. al 2% ac. T.C.A. al 12% ac. P.T.A.

(Péptidos de PM < 6000) (Péptidos de PM <2000) (péptidos muy cortos y a.a.)
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— Determinacion del contenido de nitréogeno

Todas las determinaciones de nitrogeno se realizaron mediante el método
de Kjeldahl, de acuerdo a la norma FIL-IDF 20B:1993 (57), Para cada
determinacion se tomaron muestras de 25 ml de solucion filtrada, y se digirieron
en la unidad digestora descripta anteriormente (véase preparacion de
sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas). La recuperacion del amonio
liberado tras la destilacion se hizo mediante una solucién de acido borico al 4%,
sobre la cual se valord el borato de amonio formado con una solucion valorada

de acido sulftrico 0,1 N.

Expresion del resultado

_V><N><0,028><
v

CN 100

Donde
CN: Contenido de nitrogeno (mgr. de nitrégeno por 100 ml de muestra)
N: normalidad de la solucion valorada de acido
V: volumen gastado de la solucion valorada de acido (ml)

Vv: volumen de filtrado analizado (ml)
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b- Evaluacion cualitativa

Todos los ensayos de protedlisis fueron evaluados cualitativamente a
través de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS). Mediante esta técnica, las distintas fracciones proteicas
acomplejadas con el SDS, migran a través de las mallas del gel de poliacrilamida
con una velocidad que es funcion de su masa y no de su carga total (72-73). Para
este andlisis se empled una cuba electroforética modelo Mini Protean II (Bio-Rad
Laboratories California E.E.U.U.), para geles en placa de 7 cm de largo por 8 de
ancho, con un espesor variable entre 0,5 y 1,5 mm, provista de una fuente de
poder Model 1000/500 de la misma firma, que permite suministrar el voltaje
constante. Las condiciones de trabajo se ajustaron a las empleadas por Schmidt y
col. (55), (67) y Guo y col. (56), quienes siguen el método de Laemmli (74), con
algunas modificaciones. Consecuentemente, se adoptd el sistema de gel
discontinuo, constituido por el gel de apilamiento o de poro grueso (localizado en
la parte superior) y gel de separacion o de poro fino, cuyas concentraciones de
acrilamida fueron 4% y 13% respectivamente. Ambos geles fueron preparados
mezclando las soluciones stock de acrilamida y los buffers de corrida y
apilamiento (los dos con SDS), en las proporciones adecuadas para lograr las
concentraciones indicadas. En todos los casos, se trabajo con geles de 1 mm de
espesor.

Las experiencias se desarrollaron en medio alcalino, usando el buffer de

corrida tris-glicina a pH 8,3.
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Las muestras se disolvieron por partes iguales en el buffer de muestra
contiendo SDS, 5% de B-mercaptoetanol, y una punta de espatula de azul de
bromofenol como indicador del frente de avance. La mezcla resultante, que
contenia aproximadamente 3 mg de proteina por ml de solucion, fue tratada
durante 5 min. a 95°C para permitir la fijacion del SDS. En base a experiencias
previas, se adoptd una siembra de 7 pl por calle, en virtud de que esta cantidad
proporcion6 la mejor resolucion.

En todos los ensayos electroforéticos fueron incluidas como patrones las
sueroproteinas puras o-lactoalbiimina y B-lactoglobulina de Sigma Chemical
Company (S.t. Louis, M.O. U.S.A.).

Las condiciones de corrida en todos los casos fueron las siguientes: voltaje
constante, 150 Volt; intensidad maxima, 45 mAmper y potencia, 6,75 Watt. La
finalizacion de la corrida fue determinada por la llegada del frente de avance
(azul de bromofenol) al final de la placa.

La tincién de los geles se realizo colocandolos en Coomassie Brilliant
Blue R - 250, en presencia de etanol y acido acético durante una hora, y el exceso
de colorante fue eluido mediante repartidos lavados con una solucidon decolorante

constituida por acido acético, etanol y agua.

* Consideraciones respecto al método electroforético
La electroforesis en gel de poliacrilamida es una excelente herramienta

para la investigacion e identificacion de proteinas o fracciones proteicas.
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Mediante esta técnica, estos compuestos pueden separarse segiin su carga neta
(electroforesis de zona a pH alcalino), su masa (SDS-PAGE) 6 su punto
isoeléctrico (focalizacion isoeléctrica).

Para el presente trabajo se adoptd SDS-PAGE por ser una técnica que
ofrece resultados altamente satisfactorios, y en virtud de lo cual es una de las més
difundidas (21), (56), (67), (75).

La inclusion de urea (UREA-PAGE), fue descartada dado ésta ademas de
no mejorar la separacion de las sueroproteinas (76), se ha demostrado que para
este caso puede conducir a la obtencidon de geles manchados que dificulten su
resolucion (52). A su vez, la presencia de SDS permite analizar el total de las
sueroproteinas, ya que éste puede solubilizar aun aquellas que se encuentran
desnaturalizadas (21).

Sin embargo, dado que ciertos autores sugieren que un gel de corrida con
10% de acrilamida y un gel de apilamiento adicionado de urea 5M, se logra una
eficaz separaciéon de las proteinas del lactosuero (77), se realizaron algunas
corridas previas empleando UREA-PAGE, pero los resultados obtenidos no
evidenciaron una mejor resolucion.

Con respecto a las técnicas de focalizacion isoeléctrica, para las proteinas
del lactosuero algunos investigadores han ensayado un rango de pH 3-9 (9),
logrando una buena resolucion, pero con una separacion de bandas muy estrecha,

posiblemente debido a la proximidad de sus puntos isoeléctricos.
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I1.2- ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN QUESOS

En base a las experiencias anteriores, se investigd si la actividad
enzimatica detectada in vitro sobre las sueroproteinas, también puede verificarse
en el ambiente propio de un queso, y si es asi, determinar su incidencia en las
caracteristicas del producto final. Para ello, se estudié accion de una de las
proteasas mas activas, en un queso enriquecido con sueroproteinas mediante el

agregado de ricotta de suero.

Condiciones de trabajo

Para esta experiencia, se realizaron tres quesos: uno con adicion de ricotta
(experimental 1), otro con adicion ricotta y la enzima en estudio (experimental

2), y un tercero convencional, es decir sin ningun agregado (testigo).

a- Seleccion del tipo de queso

Para esta experiencia, se eligio el queso Cremoso Argentino cuyas
caracteristicas se encuentran especificadas en el Codigo Alimentario art. 622
(78). Se trata del queso blando mas popular en la Argentina, y en el que se ha
puesto mayor énfasis para mejorar el rendimiento a través de la incorporacion de
proteinas del suero. En este sentido, nuestro laboratorio ya cuenta con
antecedentes en el tema, habiéndose estudiado la influencia de distintos de

aditivos (entre ellos la ricotta) sobre el rendimiento de este tipo de queso (79).
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b- Eleccion de la proteasa

La enzima escogida para este ensayo, fue la Proteasa en polvo de Bacillus
subtilis N 34500 de Ensur S.A., la cual ademas de exhibir una elevada actividad
in vitro, ya habia sido empleada con buenos resultados en la aceleracion de la
maduracion del queso Pategras Argentino (66). Teniendo en cuenta la eventual
pérdida producida con el desuerado, en esta oportunidad, se adoptd una
concentracion de 25 mg por litro de leche, es decir algo mas del doble de la
empleada en las experiencias in vitro. De este modo, a la leche de elaboracion de
uno de los quesos con ricotta, se adicion6 1 gr de la proteasa N 34500
(previamente disuelta en una pequefia alicuota de la misma leche)

inmediatamente antes de la coagulacion.

c- Agregado de ricotta

Los quesos experimentales, fueron elaborados a partir de leche adicionada
a razébn de un 4,5% de ricotta semimagra. Esta cantidad representa
aproximadamente toda la ricotta que se podria recuperar a partir del suero
proveniente de la fabricacion del mismo queso. Asimismo, mediante experiencias
anteriores, se encontro esta proporcion de ricotta en la leche de elaboracion
produce el mayor efecto favorable sobre las propiedades de la coagulacion, sin
representar una excesiva carga inerte que afecte negativamente la textura del

queso.
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Antes de ser agregada, la ricotta fue previamente triturada (muy
finamente) y posteriormente filtrada a través de un Tamiz N° 40. Luego en estas
condiciones se la adiciono a la leche de elaboracion de los quesos experimentales

inmediatamente antes de la etapa de pasteurizacion.

Elaboracion casearia

Tanto los quesos experimentales como el testigo, fueron hechos mediante
la tecnologia clasica de elaboracion de queso cremoso, que se sigue a nivel
industrial.

En el siguiente esquema se pueden apreciar las condiciones de trabajo:
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Condiciones de la elaboracidon casearia

Leche
(40 litros)

Agregado de ricotta
o« | (1,8 kg. a cada queso
experimental

Pasteurizacion
20 min. a 65°C

Agregado de la proteasa
1 gr. de N34500 al queso
experimental 2

Agregado del fermento
2% de fermento directo STA

|

Agregado del coagulante
20 ml del cuajo liquido de bovino
adulto a cada queso

|

Temperatura de coagulacién: 40°C

A

|pH de entrada a salmuera: 5,15|

/

|Tiempo de salado: 5 horas y media|

|

Maduracioén: 20 dias, en cdmara refrigerada a 5°C
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A los tres dias de elaborados, todos los quesos fueron envasados en bolsas
de plastico termocontraible.
Los tres quesos fueron analizados al tiempo cero (cuajada) y a los veinte

dias: queso maduro.

Determinaciones analiticas

a- Determinaciones analiticas al tiempo cero (cuajada)
* Estudio electroforético del residuo caseinico insoluble a pH 4,6

El estudio del residuo caseinico insoluble a pH 4,6 de la cuajada, se hizo
mediante electroforesis cualitativa en gel de poliacrilamida. En este caso se
trabajo en presencia de urea (UREA - PAGE), dado que este agente disociante es
necesario para lograr una efectiva separacion de las distintas caseinas. Se siguio
el método de Andrews (80) de gel discontinuo, empleando una concentracion de
acrilamida de 12% para el gel separador, y 4% para el gel de apilamiento. Las
dimensiones de los geles, y las condiciones de corrida fueron las mismas que

para las sueroproteinas.

* Preparacion de la muestra de residuo insoluble a pH 4,6
La fraccion insoluble a pH 4,6 se obtuvo siguiendo la técnica empleada
por Zalazar y col. (70). Para ello se extrajo una muestra de cuajada de

aproximadamente unos 10 gramos, la cual fue macerada en mortero adicionando
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20 ml de solucion de citrato de sodio 0,5 M, y luego agua destilada hasta
completar unos 90 ml. La suspencion obtenida fue trasvasada a un vaso de
precipitado y acidificada, bajo agitacion, hasta pH 4,6 con acido clorhidrico
0,1N, valor que se debi6 mantener constante durante al menos 10 minutos. A
partir de alli, se obtuvo el residuo insoluble a pH 4,6, centrifugando a 3000 g
durante 10 min., y descartando el sobrenadante.

Para la purificacion de este residuo, se procedio de la siguiente manera: se
lo volvié nuevamente a un vaso de precipitado, y se lo redisolvid agregando
unos 200 ml de agua destilada y llevando el pH a 7 bajo agitacion. Luego de ser
mantenido unos 10 min. en esas condiciones, se volvid a precipitar a pH 4,6,
procediéndose de igual manera que en la extraccion. Esta operacion fue repetida
dos veces. Finalmente se hicieron dos lavados con agua destilada (por suspencion
y centrifugacion). Las muestras asi obtenidas fueron conservadas en freezer a

—18°C para su posterior analisis electroforético.

b- Determinaciones analiticas sobre el queso maduro

Sobre el queso maduro se realizaron las siguientes determinaciones:

* Grado de maduracion (GM)
El grado o indice de maduracion se determind haciendo el cociente entre
el contenido de nitrégeno soluble a pH 4,6 (fracciones de peso molecular inferior

a 15000-16000) y el contenido de nitrogeno total.
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O sea

_ %Nsol a pH4,6
%Nrtotal

GM

* Determinacion del contenido de nitrogeno total
El contenido total de nitrégeno se determin6 analizando por Kjeldahl una

muestra de queso de aproximadamente 0,25 gr (pesada exacta).

Expresion del resultado

V><N><0,014><

m

%N = 100

Donde
%N: es el porcentaje de nitrogeno por peso de muestra
V: volumen gastado de la solucion valorada de acido (ml)
N: Normalidad de la solucién valorada de acido

m: masa de muestra analizada (gr)

* Determinacion del contenido de nitrégeno soluble a pH 4,6
Para esta determinacion se extrajo, mediante calador, una muestra de 10 gr
de queso (pesada exacta), la cual se macer6 en mortero, se ajustd el pH y se

centrifugd procediendo de igual manera que para la obtenciéon del residuo
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insoluble a pH 4,6. De este modo, luego de la centrifugacion, se obtuvieron las
dos fracciones a estudiar: nitrogeno soluble y nitrégeno insoluble a pH 4,6.

Este procedimiento, podria esquematizarse como se indica en la figura 5.

Figura 5- Obtencion de fracciones nitrogenadas solubles e insolubles a pH 4,6.

N sol. a
O — ||
Y —
pH 4,6 N insol. a

\__’ pH46

MUESTRA MACERACION AJUSTE DE CENTRIF.
DE QUESO pH a 4,6
(10 gr)

Para evaluar su contenido de nitrogeno soluble a pH 4,6, se recupero
totalmente el sobrenadante y se lo llevo a 100 ml con agua destilada. Habiendo
homogeneizado bien esta solucion, se extrajo una alicuota de 10 ml. para ser

analizada por Kjeldahl.

Expresion del resultado (Para una alicuota de digestion de 10 ml)

%stw

91



Materiales y Métodos

Donde
%NS: porcentaje de nitrogeno soluble a pH 4,6 por peso de muestra
V: volumen gastado de la solucion valorada de acido (ml)
N: normalidad de la solucion valorada de acido

m: masa de muestra (gr)

* Estudio electroforético del residuo caseinico insoluble a pH 4,6
Paralelamente a la obtencion de la fraccion nitrogenada soluble a pH 4,6
de los quesos maduros, también se recuper6 el residuo caseinico insoluble a pH
4,6 para ser estudiado electroforéticamente. Para ello, el mismo se purificd con
idéntica metodologia que el de la cuajada, y luego ambos fueron conjuntamente

analizados por UREA - PAGE.

* Determinacion del contenido de humedad
El contenido de humedad de los quesos se determiné segin la Norma FIL-
IDF 4 A: 1982 (81). Para ello, se empled una capsula conteniendo unos 25 gr de
arena tratada especialmente, y una varilla de vidrio. Una vez tarado este
conjunto, se colocd una muestra de queso de aproximadamente 3 gr., y se
determind exactamente el nuevo peso. Luego con ayuda de la varilla, la muestra
se disgregd lo mejor posible, cuidando de no perder material. Finalmente se la

coloco en estufa a 102 £ 1°C, hasta pesada constante, pero homogeneizando cada
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tanto, para evitar la formacion de una capa superficial que dificulte la remocion

del agua.

Expresion del resultado

MSh — MSs
—X

H% = 100

donde

H%: Es la humedad expresada en base humeda

MSh: Es la masa de solido himedo (masa de la capsula mas la muestra
antes de secar menos la tara de la capsula mas la arena y la varilla) (gr).

MSs: Es la masa de sdlido seco (masa de la muestra seca menos la tara de

la capsula mas la arena y la varilla) (gr).

* Rendimiento
El rendimiento se obtuvo mediante la pesada de los quesos, expresando el

resultado como los Kg. de queso obtenidos por cada 100 It. de leche.

* Evaluacion sensorial
Los tres quesos fueron sometidos a un analisis sensorial llevado a cabo en

el Instituto de Tecnologia de Alimentos, por un panel conformado por ocho
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evaluadores especialmente seleccionados y entrenados para tal fin, bajo la
direccion de la Lic. Nora Sabbag.

Los atributos evaluados fueron los siguientes:

¢ Aroma: caracteristico, genuino, a crema

¢ Color: blanco cremoso, blanco neutro

¢ Textura: compacta - no desgranable, ciega - sin agujeros, eldstica,
cremosa y suave al paladar, algo pastosa, no pegajosa.

¢ Sabor: ligeramente salado, a crema.

Las muestras, fueron identificadas con nimeros aleatorios de tres digitos.

La evaluacion tuvo lugar en una sala ambientada a tal efecto, en la cual las
muestras fueron presentadas en bandejas individuales.

A cada muestra se asign6é un puntaje, utilizando escalas de 1 a 5 para
aroma color y sabor, y de 1 a 10 para textura. Se realizaron dos evaluaciones con
un intervalo de 30 minutos entre ambas.

Los datos obtenidos a partir de la evaluacion sensorial fueron procesados

estadisticamente aplicando Analisis de Varianza (ANOVA) de una via.
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III- RESULTADOS Y DISCUSION

III.1- RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LOS ENSAYOS IN

VITRO

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir de las

experiencias in vitro, ordenados en base a los distintos sustratos estudiados,

conjuntamente con los andlisis y las criticas pertinentes.

Ensayos sobre suero isoeléctrico

Para obtener los incrementos relativos en las distintas fracciones
nitrogenadas, entre el tiempo cero y el final del periodo de incubacion, seglin la

., N — No
ecuacion IR% =

x100 (indicada en materiales y métodos, pag. 77), en

primer lugar se evalu6 la cantidad total de nitrogeno presente en el suero
isoeléctrico. Esto se hizo mediante el procesamiento por Kjeldahl de 11 muestras

de suero isoeléctrico testigo, las cuales arrojaron los valores que se presentan en

la Tabla III.
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Tabla III: Contenido de nitrogeno total en suero isoeléctrico expresado como

mg N/100 ml de suero.

N° de muestra Contenido de nitrogeno
1 112,29
2 109,71
3 114,42
4 112,85
5 115,01
6 111,63
7 114,48
8 113,41
9 112,57
10 113,88
11 110,93
Promedio 112,83 + 1,63*

* Desviacion estandar
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Una vez obtenido el contenido de nitrégeno total (promedio) para el suero
isoeléctrico, para tener una referencia, sobre las mismas muestras, se
determinaron los incrementos relativos para las fracciones de nitrogeno soluble
en acido tricloroacético 2% y 12% y en acido fosfotiingstico.

En la Tabla IV, se presentan los correspondientes valores de los
incrementos relativos porcentuales (IR%), obtenidos para cada fraccion

nitrogenada.
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Tabla IV: Incrementos relativos porcentuales para el nitrogeno soluble en 4cido

tricloroacético al 2% y 12% y en acido fosfotungstico, para las

muestras testigo de suero isoeléctrico.

Fraccién Incremento Incremento Incremento
nitrogenada | ReJativo (%) en | Relativo (%) en | Relativo (%) en
N de muestd Nitrogeno soluble | Nitrogeno soluble | Nitrogeno soluble
en ac. TCA 2% | en ac. TCA 12% en PTA

1 0,20 1,10 1,05

2 0,15 1,22 1,01

3 0,40 1,20 1,04

4 0,10 1,23 1,06

5 0,15 1,25 1,05

6 0,20 1,18 1,03

7 0,15 1.20 1,04

8 0,14 1,22 1,05

9 0,12 1,19 1,02

10 0,15 1,21 1,06

11 0,15 1,20 1,05

Promedio 0,174 = 0,081* 1,20 = 0,038* 1,042 £ 0,016*

* Desviacion estandar
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Finalmente, se calcularon los incrementos relativos para las tres fracciones
nitrogenadas producidos en el suero isoeléctrico por las distintas enzimas

ensayadas.

a- Resultados obtenidos para las enzimas coagulantes puras

En la Tabla V se presentan los valores de los incrementos relativos
porcentuales (IR%) para el nitrogeno soluble en 4c. tricloroacético al 2% y 12%
y en ac. fosfotungstico, obtenidos para a las enzimas coagulantes puras. En la

misma se incluyen los promedios correspondientes a las muestras testigo.
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Tabla V: Incremento relativo porcentual para el nitrogeno soluble en éacido

tricloroacético al 2% y 12%, y en acido fosfotingstico para suero

isoeléctrico incubado con enzimas coagulantes puras.

lfl‘acci()n Incremento Incremento Incremento
nitrogenada | ReJativo (%) en | Relativo (%) en | Relativo (%) en
Enzima Nitrogeno soluble | Nitrogeno soluble | Nitrogeno soluble
en ac. TCA 2% | en ac. TCA 12% en PTA
TESTIGO 0,174 1,20 1,042
PEPSINA
PORCINA 0,65 1,32 7,05
PURA Chr.HANSEN
pH 5.4
PEPSINA
PORCINA 21,85 54,39 8,13
PURA Chr.HANSEN
pH 2,0
PEPSINA BOVINA
PURA Chr.HANSEN 0,21 1,25 6,85
pH 5,4
PEPSINA BOVINA
PURA Chr.HANSEN 20,96 34,86 10,68
pH 2,0
RENINA BOVINA
PURA Chr.HANSEN 0,17 1,21 1,19
pH 5,4

En la Figura 6, se puede apreciar el correspondiente diagrama de barras
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Figura 6: INCREMENTO RELATIVO PORCENTUAL PARA NITROGENO
SOLUBLE EN T.CA. AL 2% Y 12%, Y EN P.T.A. PARA SUERO
ISOELECTRICO INCUBADO CON ENZIMAS COAGULANTES PURAS

60

IR% EIR% TCA 2%
B IR% TCA 12%
OIR% PTA

TESTIGO PEPSINA PEPSINA PEPSINA PEPSINA RENINA
PORCINA PORCINA BOVINA BOVINA BOVINA
pH 5,4 pH 2,0 pH 5,4 pH 2,0

ENZIMAS
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Los incrementos relativos de nitrogeno soluble, obtenidos para las
enzimas coagulantes puras, trabajando a pH 5,4, revelan en general una pobre
actividad proteolitica. En el caso particular de las pepsinas, se puede observar
que el mayor incremento se produce en las fracciones nitrogenadas solubles en
P.T.A. (7,05 y 6,85 para las pepsinas porcina y bovina respectivamente).
Teniendo en cuenta que los valores de las fracciones nitrogenadas solubles en
T.C.A. 2% y 12% no son sensiblemente mayores a los del testigo, podria
suponerse que estas enzimas producen una accion superficial que conduce a la
formacion de péptidos muy cortos y aminoacidos.

Por el contrario, cuando la hidrolisis se lleva a cabo a pH 2,0 (6ptimo para
las pepsinas), se verifica una profunda proteolisis, que eleva notablemente los
valores de las tres fracciones nitrogenadas. Los ensayos cualitativos, a través de
los electroforetogramas, Figuras 7 y 8, han demostrado que esta accion esta
dirigida fundamentalmente hacia la a-lactoalbimina, dado que la J-
lactoglobulina ha evidenciado una tenaz resistencia a ser hidrolizada por estas
enzimas. Esto esta de acuerdo con los resultados alcanzados por diversos autores
(25), (55-56), (67), quienes sostienen que la pepsina hidroliza la sueroproteina
mayoritaria inicamente cuando ésta ha sido previamente tratada a mas de 80°C,
o bien cuando la reaccién se lleva a cabo en un medio etandlico superior al 25%
(82). En ambos casos, se produce una desnaturalizacién que da lugar a cambios
conformacionales en la molécula que conducen a la exposicion de sitios

especificos de ataque que la vuelven susceptible a la accion de la enzima.
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Asimismo, en la calle 8 de la Figura 7, se puede observar que las bandas
correspondiente a las inmunoglobulinas y a la seroalbumina, a pH 2,0,
desaparecen completamente al final del periodo de incubacion, lo cual esta
indicando que estas proteinas también resultan sensibles a la accidon de la pepsina
porcina.

En el electroforetograma de la pepsina bovina (Figura 8), este efecto
resulta mas difuso, no obstante se puede ver que la calle 8, correspondiente a las
48 horas de incubacion de dicha enzima, aparece mas limpia, con una evidente

desaparicion de la seroalbumina.
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Figura 7: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente al ensayo con
pepsina porcina.
1: a-la pura - 2: B-Ig pura - 3: Suero testigo al tiempo cero - 4: Suero
testigo a las 48 horas - 5: Suero mas pepsina porcina a pH 5,4, tiempo
cero - 6: Suero mas pepsina porcina a pH 5,4, a las 48 horas - 7: Suero
mas pepsina porcina a pH 2,0, al tiempo cero - 8: Suero mas pepsina

porcina a pH 2,0, a las 48 horas.
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Figura 8: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente al ensayo con
pepsina bovina.
1: a-la pura - 2: B-Ig pura - 3: Suero testigo al tiempo cero - 4: Suero
testigo, a las 48 horas - 5: Suero mds pepsina bovina a pH 5.4, tiempo
cero - 6: Suero mds pepsina bovina a pH 5.4, a las 48 horas - 7: Suero
mas pepsina bovina a pH 2,0, al tiempo cero - 8: Suero mas pepsina

bovina a pH 2,0, a las 48 horas.
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En cuanto a la renina, se puede apreciar que ésta produce s6lo un muy
ligero incremento en la fraccion nitrogenada soluble en PTA. También en este
caso la bibliografia ha sindicado a la a-lactoalbiumina como la sueroproteina
susceptible a esta enzima (67), (83). Sin embargo, siendo esta accion tan sutil, no
llega a detectarse electroforeticamente (ver Figura 9).

No obstante, teniendo en cuenta que R. Jost y col. (51), trabajando con
renina, a pH 6,2 no detectaron evidencias de hidrélisis sobre a-lactoalbimina,
podria suponerse que esta accion es afectada por el pH del medio.

Por otro lado, estos investigadores trabajando a pH 4,5, encontraron que
esta enzima produjo una profunda hidrélisis de la seroalbimina. Este resultado
fue coincidente el obtenido en esta experiencia, como se puede apreciar en la
calle 6 del electroforetograma de la Fig. 9, donde se nota un ligero aclaramiento

de la banda correspondiente a esta enzima.

106



Resultados y Discusién
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Figura 9: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente al ensayo con
renina bovina.
1: a-la pura - 2: B-Ig pura - 3: Suero testigo al tiempo cero - 4: Suero
testigo, a las 48 horas - 5: Suero mas renina bovina al, tiempo cero - 6:

Suero mas renina bovina a las 48 horas.
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b- Resultados obtenidos para mezclas comerciales de enzimas coagulantes

A continuacion se presentan los resultados obtenidos luego de incubar el
suero isoeléctrico con las enzimas coagulantes comerciales. Empleando el mismo
procedimiento que en el caso anterior, se determinaron los incrementos relativos

para las tres fracciones nitrogenadas, cuyos valores se presentan en la Tabla VI.
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Tabla VI: Incremento relativo porcentual para nitrégeno soluble en acido

tricloroacético al 2% y 12%, y en é4cido fosfotungstico para suero

1soeléctrico incubado con mezclas comerciales de enzimas
coagulantes.
Fraccion Incremento Incremento Incremento
nitrogenada | Relativo (%) en | Relativo (%) en | Relativo (%) en
Enzima Nitrogeno soluble | Nitrogeno soluble | Nitrogeno soluble
en ac. TCA 2% | en ac. TCA 12% en PTA
TESTIGO 0,174 1,20 1,042
CUAJO BOVINO
LIQUIDO 0,48 6,84 1,76
Chr. HANSEN
COAGULANTE
MR 90 - A 2,31 22,12 3,54
SOLVAY ENZ.
COAGULANTE
MR90-B 5,79 7,27 1,22
SOLVAY ENZ.
COAGULANTE
EN POLVO 13,06 24,01 6,74
MEITO
COAGULANTE
MAXIREN 0,18 1,25 1,31
GIST-BROCADES

En la Figura 10 se puede apreciar el correspondiente diagrama de barras
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Figura 10: INCREMENTO RELATIVO PORCENTUAL PARA EL
NITROGENO SOLUBLE EN T.C.A. 2% Y 12%, Y EN P.T.A. PARA SUERO
ISOELECTRICO INCUBADO CON MEZCLAS COMERCIALES DE
ENZIMAS COAGULANTES

25

BIR% TCA 2%
IR%

HIR% TCA 12%

OIR% PTA

20 +

15 +

10 +

L a1

TESTIGO CUAJO BOV. COAGULANTE COAGULANTE COAGULANTE COAGULANTE
Chr. HANSEN MR 90 -A MR 90 -B MEITO MAXIREN

ENZIMAS
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En base a estos resultados, puede verse que el coagulante en polvo
MEITO (Mucor pusillus), result6 ser el mas proteolitico de los cinco coagulantes
comerciales ensayados. Esta enzima produjo los incrementos relativos mas
elevados para todas las fracciones nitrogenadas, en especial para el nitrogeno
soluble en TCA al 2% (13,06%) y en TCA al 12% (24,01). En el anlisis
electroforético, esta accion se manifiesta con la aparicion de una nueva banda
cuya movilidad resulta superior a la de la e-lactoalbimina, tal como puede
apreciarse en la Figura 11 (calle 8). El posterior estudio realizado sobre las
sueroproteinas puras, indica que aparentemente, la principal actividad de este
coagulante estaria dirigida hacia la B-lactoglobulina.

Por otro lado, el coagulante MR 90 -A (Mucor miehei), también exhibid
una importante actividad proteolitica, incrementando principalmente la fraccion
de nitrogeno soluble en TCA al 12% (22,12%). Al igual que en el caso del
coagulante MEITO, la actividad del MR 90 - A, da lugar a un producto de
degradacion que se manifiesta como una nueva banda en la calle 6 de la Figura
11. Analogamente, a través del analisis de las sueroproteinas puras, se puede ver
con mayor claridad, que la proteina mas sensible a este coagulante es también la
B-lactoglogulina. No obstante, Ortiz De Apodaca y col. (83), estudiando Ia
accion de una proteinasa acida de Mucor miehei sobre suero isoeléctrico, si bien
encuentran un ligero incremento en la fraccion nitrogenada soluble en TCA al
12% (determinada espectrofotometricamente), no llegan a detectarlo por SDS-

PAGE.
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Figura 11: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente al ensayo con
enzimas coagulante comerciales.
1: a-la pura - 2: B-Ig pura - 3: Suero testigo al tiempo cero - 4: Suero
testigo a las 48 horas - 5: Suero mas coagulante MR 90-A, tiempo
cero - 6: Suero mas coagulante MR 90-A, a las 48 horas - 7: Suero
mas coagulante MEITO, al tiempo cero - 8: Suero mas coagulante

MEITO, a las 48 horas.
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Esta diferencia posiblemente se deba a que estos autores trabajan con una
menor relacion enzima/sustrato, dado que producen la coagulacion de la leche
estandarizando un tiempo normal de 6 £ 1 minutos (en esta experiencia se
triplicod esa cantidad). Luego separando el coagulo por centrifugacion, incuban el
suero con el coagulante remanente por periodo de 24 en lugar de 48 horas.

Por otro lado, resulta interesante destacar la diferencia de comportamiento
entre los coagulantes MR 90-A y MR 90-B. Si bien ambos tienen el mismo
origen, este ultimo exhibid so6lo una modesta actividad proteolitica, superando al
primero unicamente en la fraccion nitrogenada soluble en TCA al 2%. La razén
de esta discrepancia deberia buscarse en el método de obtencion que
termosensibiliza al segundo y que posiblemente altere su potencial proteolitico.

Como resultado de la actividad hidrolitica de este coagulante, se produce
un producto de demolicion, que aparece como una delgada banda en la calle 8 del
correspondiente electroforetograma, presentado en la Figura 12.

Con respecto al coagulante Maxiren (Kluyveromyces lactis), puede verse
que resultd practicamente inactivo para todas las fracciones nitrogenadas, lo cual
coincide con los resultados logrados por los autores mencionados anteriormente
(83). El comportamiento de este coagulante es una confirmacion de la similitud
existente entre las reninas de origen bovino y las producidas por fermentacion de
Kluyveromyces lactis modificada genéticamente, dado que ambas exhibieron

practicamente el mismo perfil hidrolitico (ver Tabla V) .
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<« Igs

Figura 12: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente al ensayo con
enzimas coagulantes comerciales.
1: a-la pura - 2: B-Ig pura - 3: Suero testigo al tiempo cero - 4: Suero
testigo a las 48 horas - 5: Suero mas Cuajo bovino liquido, al tiempo
cero - 6: Suero mas Cuajo bovino liquido, a las 48 horas - 7: Suero
mas coagulante MR 90-B, al tiempo cero - 8: Suero mas coagulante
MR 90-B, a las 48 horas - 9: Suero més coagulante MAXIREN, al

tiempo cero - 10: Suero mas coagulante MAXIREN, a las 48 horas.
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Finalmente, el cuajo liquido de bovino adulto, s6lo produjo un ligero
incremento en la fraccion nitrogenada soluble en TCA, pero que no llega a

detectarse a través del analisis electroforético (calle 6, Figura 12)
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c- Resultados obtenidos para las enzimas proteoliticas comerciales

Como ya se menciond, el tercer sistema enzimatico ensayado sobre el

suero isoeléctrico fueron las enzimas proteoliticas comerciales, cuyos resultados

se presentan en la Tabla VII, donde se pueden apreciar los incrementos

producidos en las tres fracciones nitrogenadas estudiadas.

Tabla VII: Incremento relativo porcentual para el nitrogeno soluble en acido

tricloroacético al 2% y 12%, y en acido fosfotungstico para suero

isoeléctrico incubado con enzimas proteoliticas comerciales.

Fraccion
nitrogenada

Incremento
Relativo (%) en
Nitrogeno soluble

Incremento
Relativo (%) en
Nitrogeno soluble

Incremento
Relativo (%) en
Nitrogeno soluble

fnzima en 4c. TCA 2% | en dc. TCA 12% en PTA
TESTIGO 0,174 1,20 1,042
PROTEASA
LIQUIDA 6,32 38,17 1,28
N 8000 - ENSUR
PROTEASA
EN POLVO 7,63 10,32 13,99
N 34500 - ENSUR
PROTEASA
EN POLVO 0,22 16,64 13,69

31000 - MILES

En la Figura 13 se puede apreciar el correspondiente diagrama de barras
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Figura 13: INCREMENTO RELATIVO PORCENTUAL PARA EL
NITROGENO SOLUBLE EN T.C.A. 2% Y 12%, Y EN P.T.A. PARA
SUERO ISOELECTRICO INCUBADO CON ENZIMAS PROTEOLITICAS
COMERCIALES

40

IR%

BIR% TCA 2%
HIR% TCA 12%
OIR% PTA

35 +

TESTIGO PROTEASA PROTEASA PROTEASA
N 8000 N 34500 31000
ENZIMA
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A través de estos resultados, puede verse claramente que estas proteasas
comerciales resultaron, sumamente activas. Sin embargo, las tres exhibieron un
perfil de hidrolisis diferente, por cuanto incrementaron en distinta proporcion las
tres formas de nitrégeno evaluadas. Esta diferencia de actividad hidrolitica,
resulta particularmente interesante en el caso de la proteasa liquida N 8000 y de
la proteasa en polvo N 34500. En efecto, si bien ambas provienen de Bacillus
subtils, la primera produjo un sensible incremento en la fraccién nitrogenada
soluble en TCA Al 12% (38,17%), mientras que la segunda lo hizo en la fraccion
soluble en PTA (13,99%). En base a ello, puede inferirse que la proteasa en
polvo N 34500 tiene una accion mas intensa, llevando la protedlisis hasta
péptidos muy pequefios y aminoacidos. Esto concuerda con los resultados
alcanzados por Z. Y. Ju y col. (42), y por D. G. Schmidt y col. (67), quienes
trabajando con proteasas de Bacillus subtils sobre un aislado de sueroproteinas y
sobre sueroproteinas nativas respectivamente, obtuvieron un gran nimero de
péptidos muy cortos y aminodcidos, que no pudieron ser detectados por SDS-
PAGE. Sin embargo estos autores alcanzaron mayores grados de hidrdlisis, lo
que posiblemente se deba a que trabajaron a un pH mas elevado (7,0 y 8,0),
probablemente mas proximo al optimo de la enzima, ya que esta reaccion no
parece ser afectada por la relacion enzima/sustrato. De hecho, Schmidt (67)
obtiene los mismos resultados tanto para una relacion enzima/sustrato de 1:100

como con 1/1000 (en el presente trabajo se adopt6 1/300).
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Con respecto a las sueroproteinas mayoritarias, el andlisis electroforético
(ver Figura 14) indica que si bien tanto la e-lactoalbimina como la -
lactoglobulina fueron sensibles a las proteasas de Bacillus subtilis, el principal
efecto recayo sobre la segunda. Este hecho fue mas evidente para el caso de la
proteasa N 8000, calle 6, Figura 14.

Por ultimo, con respecto a la proteasa de Miles 31000 (A. oryzae), se
podria decir que esta enzima produjo una hidrdlisis mas bien superficial, que
condujo a un importante incremento en las fracciones nitrogenadas solubles en
TCA al 12% y en PTA, manteniendo aproximadamente constante el nitrégeno
soluble en TCA al 2%. Dicha accion es dirigida esencialmente hacia la f-
lactoglobulina, como se puede apreciar en electroforetograma de la Figura 14
(calle 10), y se verifica mejor en los ensayos con las proteinas puras, como se
vera mas adelante. Analogamente, M. Britten y col. (45), trabajando con una
proteasa de A. oryzae, encontraron que tanto la e-lactoalbimina, como la
seroalbumina resultaron resistentes, mientras que la PB-lactoglobulina fue
sensiblemente atacada.

En la Figura 14, se presenta el electroforetograma correspondiente a esta

experiencia.
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S 3 el weee ama» < . e +— Igs

Figura 14: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente al ensayo con
enzimas proteoliticas comerciales.
1: a-la pura - 2: B-Ig pura - 3: Suero testigo al tiempo cero - 4: Suero
testigo a las 48 horas - 5: Suero mas proteasa N 8000, al tiempo cero
- 6: Suero mas proteasa N 8000, a las 48 horas - 7: Suero maés
proteasa N 34500, al tiempo cero - 8: Suero mas proteasa N 34500, a
las 48 horas - 9: Suero mas proteasa N 31000 de Miles, al tiempo

cero - 10: Suero mas mas proteasa N 31000 de Miles, a las 48 horas.
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Ensayos sobre sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas

Como ya se menciond, el segundo sustrato estudiado correspondioé a las
sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas, preparado en base a Dairy Lo®.

Del mismo modo que para las sueroproteinas nativas, para obtener los
incrementos relativos en las distintas fracciones nitrogenadas, entre el tiempo

N — No
No

x 100

cero y el final del periodo de incubacion, segin la ecuacion IR% =

(indicada en materiales y métodos, pag. 77), en primer lugar se evaluo la
cantidad total de nitrégeno presente en la solucién de Dairy Lo®. Esto se hizo a
partir de las cuatro soluciones de Dairy Lo" preparadas para esta experiencia, las
que procesadas mediante el método de Kjeldahl, arrojaron los valores que se

presentan en la Tabla VIII.
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Tabla VIII: Contenido de nitrogeno total en las soluciones de Dairy Lo®,

expresado como mg N/100 ml de suero.

N° de muestra Contenido de nitrogeno
1 94,12
2 93,86
3 94,52
4 93,78
Promedio 94,07 £ 0,33*

* Desviacion estandar

Para las muestras testigo de Dairy Lo®, luego de la incubacion, mediante
el método de Kjeldahl, no se llegaron a detectar incrementos en ninguna de las
tres fracciones nitrogenadas estudiadas.

En la Tabla IX, se pueden apreciar los incrementos relativos porcentuales
para el nitrégeno soluble en 4cido tricloroacético al 2% y 12%, y en 4acido

fosfotlingstico para las cuatro enzimas ensayadas.
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Tabla IX: Incremento relativo porcentual para el nitrdgeno soluble en acido

tricloroacético al

2% 'y

12%,

y en acido fosfotingstico

correspondiente a las cuatro enzimas ensayadas sobre Dairy Lo".

Fraccion
nitrogenada

Enzima

Incremento
Relativo (%) en
Nitrogeno soluble
en ac. TCA 2%

Incremento
Relativo (%) en
Nitrogeno soluble
en ac. TCA 12%

Incremento
Relativo (%) en
Nitrogeno soluble
en PTA

TESTIGO

No detectable

No detectable

No detectable

PEPSINA
PORCINA
PURA Chr.HANSEN
pH 2,0

20,47

19,59

0,64

RENINA BOVINA
PURA Chr.HANSEN
pH 5,4

2,53

2,02

0,01

COAGULANTE
MR 90 - A
SOLVAY ENZ.

0,02

7,79

2,53

PROTEASA
EN POLVO
N 34500 - ENSUR

9,09

12,01

0,01

En la Figura 15 se puede apreciar el correspondiente diagrama de barras.
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Figura 15a: INCREMENTO RELATIVO PORCENTUAL PARA EL
NITROGENO SOLUBLE EN T.C.A. AL 2% Y AL 12%, Y EN P.T.A.
PARA SUEROPROTEINAS PARCIALMENTE DESNATURALIZADAS

25

IR%

HIR% TCA 2%
B IR% TCA 12%
OIR% PTA

20

15

10 -

PEPSINA RENINA COAGULANTE PROTEASA
PORCINA a BOVINA MR 90 - A N 34500
pH 2,0

ENZIMA
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Haciendo una comparacion entre estos resultados y los obtenidos
trabajando con las sueroproteinas nativas, se verifica que las cuatro enzimas
ensayadas, exhibieron marcados cambios en sus correspondientes perfiles de

actividad, tal como se puede apreciar en la Figura 15b.
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Figura 15 b: INCREMENTO RELATIVO PORCENTUAL PARA EL NITROGENO
SOLUBLE EN T.C.A. 2% Y 12%, Y EN P.T.A. PARA SUEROPROTEINAS NATIVAS
(N) Y PARCIALMENTE DESNATURALIZADAS (D)

60

IR% EIR% TCA2% N
mIR% TCA 2% D
HIR% TCA 12% N
M IR% TCA 12% D
OIR% PTAN
OIR% PTAD

50 +

40 +

20 +

PEPSINA RENINA COAGULANTE PROTEASA
PORCINA a BOVINA MR 90 - A N 34500
pH 2,0

ENZIMA
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En este estudio, la pepsina porcina (a pH 2,0) si bien aparece nuevamente
como la enzima mas hidrolitica, en general resultdé menos activa que sobre las
sueroproteinas nativas. En efecto, mediante la comparacion entre los incrementos
relativos para las distintas fracciones nitrogenadas obtenidos para ambas
experiencias, se puede ver que si bien el nitrogeno soluble en TCA al 2% varia
poco (s6lo disminuye un 6%), para el nitrogeno soluble en TCA12% y en PTA,
se da una reduccion del 64% y 92% respectivamente.

Sin embargo, desde el punto de vista cualitativo, a través del analisis
electroforético, Figura 16, se puede apreciar que en este caso, la accion de la
pepsina, se manifiesta tanto sobre la a-lactoalbtinina, (idem que en el caso de las
sueroproteinas nativas), como sobre la B-lactoglobulina, aunque con una menor
intensidad (calle 8). Este resultado concuerda exactamente con los obtenidos por
Shi-Young Lee y col. (25), D. G. Schmidt y col. (55), (67), y M. R. Guo y col.
(56), quienes, como ya se indicd, detectaron hidrolisis sobre la B-lactoglobulina
con pepsina, s6lo cuando ésta fue previamente tratada a no menos de 80°C.
Evidentemente esta condicion se ajusta perfectamente a este caso, puesto que la
preparacion del Dairy Lo®, incluye una etapa de calentamiento a 80°C durante 10

minutos (ver materiales y métodos).
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Figura 16: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente a la experiencia
con sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas.
1: a-la pura - 2: B-Ig pura - 3: Dairy Lo al tiempo cero - 4: Dairy Lo
a las 48 horas - 5: Dairy Lo mas proteasa N 34500, al tiempo cero -
6: Dairy Lo mads proteasa N 34500, a las 48 horas - 7: Dairy Lo més
pepsina porcina (pH 2,0), al tiempo cero - 8: Dairy Lo mas pepsina

porcina (pH 2,0), a las 48 horas.
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En orden de actividad decreciente, a la pepsina porcina le siguio la
proteasa comercial N 34500. En esta experiencia, esta enzima produjo una
hidrélisis mas profunda, por cuanto arrojé incrementos en nitrogeno soluble en
TCA al 2% y 12% algo mayores a los correspondientes que en el caso de las
sueroproteinas nativas (19% y 16% respectivamente). Sin embargo, su actividad
superficial se vio disminuida practicamente en un 100%.

Por otro lado, electroforeticamente se pudo comprobar que al igual que en
el caso anterior la accion de esta enzima recayo tanto sobre la a-lactoalblinmina
como sobre la B-lactoglobulina, pudiéndose incluso apreciar un cierto ataque a
la fraccion Inmunoglobulinas, calle 6, Figura 16.

Con respecto al coagulante MR 90 - A, comparando los resultados
obtenidos en esta oportunidad, con los de la experiencia anterior, se puede
verificar una disminucion del 99% y 65%, para lo incrementos de nitrégeno
soluble en TCA 2% y 12% respectivamente, y del 29% para el correspondiente a
PTA. Esto indica claramente que sobre Dairy Lo", este coagulante exhibi6 una
actividad hidrolitica sensiblemente menor, y con un perfil marcadamente distinto
al del caso de las sueroproteinas nativas.

Cualitativamente, a través del analisis electroforético, se pudo detectar que
como resultado de una accidn, que al igual que en el caso del suero isoeléctrico,
parece recaer sobre las dos sueroproteinas mayoritarias, aparece un producto de

demolicion que se manifiesta como una banda de mayor velocidad de migracion
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que la a-lactoalbiumina, tal como se puede apreciar en la calle 6 del
electroforetograma de la Figura 17.

Finalmente, con relacion a la renina bovina, esta enzima mostrd una
actividad mas profunda sobre Dairy Lo™ que sobre las sueroproteinas nativas. En
efecto, si bien arroj6 un menor incremento para la fraccion nitrogenada soluble
en PTA, las fracciones solubles en TCA 2% y 12% fueron substancialmente
mayores, en especial la primera cuyo valor resultd unas quince veces superior al
de la experiencia anterior. Este comportamiento también da lugar a un producto
de degradacion que aparece como una nueva banda con mayor velocidad
electroforética que la a-lactoalbimina, como se observa en la calle 8 del

electroforetograma de la Figura 17.
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Figura 17: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente a la experiencia
con sueroproteinas parcialmente desnaturalizadas.
1: a-la pura - 2: B-Ig pura - 3: Dairy Lo al tiempo cero - 4: Dairy Lo
a las 48 horas - 5: Dairy Lo mas coagulante M 90 A, al tiempo cero -
6: Dairy Lo mas coagulante M 90 A, a las 48 horas - 7: Dairy Lo mas
renina bovina, al tiempo cero - 8: Dairy Lo mads renina bovina , a las

48 horas.
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En base a esta experiencia, se puede decir que el hecho de producir una
desnaturalizacion parcial de las sueroproteinas, modifica de diferente modo su
sensibilidad hacia las cuatro enzimas ensayadas. En general se advierte un
incremento en la actividad hidrolitica de la renina bovina, lo cual permite
suponer que el reordenamiento de la molécula producido en el curso de la
desnaturalizacion, hace que ésta exhiba sitios especificos de ataque, que
posiblemente se encuentran ocultos en la estructura nativa. Algo similar ocurre
con la proteasa comercial N 43500, dado que ésta puede ejercer una actividad
mas profunda (aunque menos superficial).

Por el contrario, tanto el coagulante MR 90 - A como la pepsina porcina,
para este grado de desnaturalizacion, en general disminuyen su actividad
proteolitica. Este comportamiento probablemente se deba a que los cambios
conformacionales producidos en el sustrato resulten incompatibles con la
especificidad de estas enzimas. En el caso de la pepsina porcina, este hecho
deberia ser mdas acentuado para la a-lactoalbimina, dado que Ila J-
lactoglobulina presente en Dairy Lo®, a diferencia de las sueroproteinas nativas,

se manifiesta sensible a dicha enzima.

132



Resultados y Discusién

Ensayos sobre sueroproteinas puras

Como ya se indico, el estudio de la hidrolisis de las sueroproteinas
mayoritarias; o-lactoalbiumina y B-lactoglobulina puras, se realizdé desde el

punto de vista cualitativo, mediante el analisis por SDS-PAGE.

a- Hidrdlisis producida sobre a-lactoalbumina pura

En el electroforetograma de la Figura 18 se puede apreciar el resultado de
la accidn hidrolitica de las distintas enzimas ensayadas sobre la a-lactoalbiimina
pura.

Segun este estudio, se puede ver claramente que tanto la pepsina porcina
como la bovina, actuando a pH 2,0, calles 2 y 3 respectivamente, proteolizaron
completamente la a-lactoalbimina pura. Ambas enzimas llevaron la hidrolisis
hasta la produccién compuestos de muy bajo peso molecular, que o bien no
fueron retenidos en el gel, o bien que se perdieron durante el proceso de
coloracion y decoloracion, por fijacion insuficiente, tal como afirma D. G

Schmidt (77).
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Figura 18: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente a la hidrdlisis de la
a-lactoalbiimina pura.
1: a-lactoalbumina pura, al tiempo cero - 2: a-lactoalbiimina pura
mas pepsina porcina (pH 2), a las 48 horas - 3: a-lactoalbimina
pura mas pepsina bovina (pH 2), a las 48 horas - 4: a-lactoalbimina
pura mas proteasa 34500, a las 48 horas - 5: a-lactoalbimina pura
mas renina bovina , a las 48 horas - 6: a-lactoalbumina pura mas
cuajo bovino Chr. Hansen, a las 48 horas - 7: a-lactoalbimina pura
mas proteasa N 8000, a las 48 horas - 8: a-lactoalbumina pura mas
coagulante MR 90-A, a las 48 horas — 9: a-lactoalbiimina pura mas
proteasa 31000, a las 48 horas — 10: a-lactoalbumina pura mas

coagulante Meito, a las 48 horas.
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En orden decreciente de actividad, las pepsinas fueron seguidas por la
proteasa liquida de Bacillus subtilis N 8000, calle 7, la cual a diferencia de las
anteriores, produjo una hidrolisis menos profunda, que sin hacer desaparecer
completamente la banda de la a-lactoalbiimina, da lugar a la obtencion de
productos de demolicion que se manifiestan por la aparicion de nuevas bandas.

Con respecto a la otra proteasa de Bacillus subtilis, N 34500, calle 4, se
puede apreciar la actividad desarrollada por esta enzima también produce una
reduccion de la banda de la a-lactoalbiimina, pero posiblemente debido a una
actividad mas superficial, por cuanto no se llegan a detectar nuevas bandas. Estos
comportamientos concuerdan perfectamente con los observados al trabajar sobre
el suero isoeléctrico como sustrato, por lo que se ven confirmadas las
apreciaciones hechas en base a esas experiencias.

El resto de las enzimas ensayadas, desarrollo una actividad que no resulta

evidenciable a través de esta metodologia.
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b- Hidrdlisis producida sobre B-lactoglobulina pura

Sobre la B-lactoglobulina pura, fueron ensayadas las mismas enzimas,
procediendo de igual modo que para la a-lactoalbimina. El electroforetograma
correspondiente, Figura 19, revela que frente a esta proteina en estado puro, bajo
las condiciones de esta experiencia, existe una diferencia de comportamiento
entre las dos pepsinas estudiadas. En efecto, en la calle 2, se puede ver
claramente que la pepsina porcina conduce a una total hidrdlisis de la B-
lactoglobulina, dando como resultado productos de degradacidon cuyo bajo peso
molecular impide su deteccion mediante esta técnica. Por el contrario, la pepsina
bovina, calle 3, si bien produce una cierta hidrolisis, ésta no es tan profunda
como la primera, por cuanto no llega a hacer desaparecer completamente la
banda correspondiente.

En orden de actividad proteolitica decreciente, la pepsina bovina fue
seguida por la proteasa 31000, dado que esta enzima lleva la hidrolisis hasta la
casi total desapariciéon de la banda de p-lactoglobulina, tal como se puede
observar en la calle 9. Esto confirma, de un modo mas evidente, la preferencia de
esta enzima por la B-lactoglobulina, a la que se hizo mencion al trabajar con las

sueroproteinas nativas contenidas en el suero isoeléctrico.
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Figura 19: Electroforetograma (SDS-PAGE) correspondiente a la hidrdlisis de la
B-lactoglobulina pura.
1: B-lactoglobulina pura, al tiempo cero - 2: B-lactoglobulina pura
mas pepsina porcina (pH 2), a las 48 horas - 3: B-lactoglobulina pura
mas pepsina bovina (pH 2), a las 48 horas - 4: B-lactoglobulina pura
mas proteasa 34500, a las 48 horas - 5: B-lactoglobulina pura mas
renina bovina , a las 48 horas - 6: B-lactoglobulina pura mas cuajo
bovino Chr. Hansen, a las 48 horas - 7: B-lactoglobulina pura mas
coagulante MR 90-A, a las 48 horas, a las 48 horas - 8: B-
lactoglobulina pura mas proteasa N 80000, a las 48 horas — 9: B-
lactoglobulina pura mas proteasa 31000, a las 48 horas — 10: B-

lactoglobulina pura mas coagulante Meito, a las 48 horas.
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A continuacion, la proteasa de Bacillus subtilis N 8000, calle 8, también
produjo una profunda hidrdlisis, que se manifiesta por una sustancial reduccion
en la banda correspondiente. Este comportamiento coincide exactamente con el
observado en sueroproteinas nativas. Sin embargo, la otra proteasa de Bacillus
subtilis, N 34500, exhibi6 una actividad hidrolitica sensiblemente menor, que da
lugar so6lo a un ligero aclaramiento en la banda de la calle 4.

Seguidamente, el coagulante Meito de Mucor pusillus, desarrollé una
protedlisis mas o menos profunda, que dio lugar a una clara disminucién en la
intensidad de la correspondiente banda, tal como se ve en la calle 10. También
este resultado confirma el obtenido en la primera experiencia, donde resultd ser
el coagulante de mayor actividad.

Por otro lado, el coagulante MR 90 A, calle 7, también produjo una
hidrolisis sobre la P-lactoglobulina, que corrobor? el resultado logrado en suero
isoeléctrico, aunque en este caso no se pudo detectar la aparicion de alguna
pequena banda que refleje la presencia de un nuevo compuesto de degradacion
como en aquella oportunidad.

Finalmente la eventual hidrolisis enzimatica correspondiente a la renina
bovina y al cuajo bovino Chr. Hansen, calles 5 y 6 respectivamente, no pudo ser
detectada mediante SDS-PAGE, por lo que se puede inferir de que se trat6é de una

actividad sumamente escasa.
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Resulta importante destacar que en todos estos casos, los productos de
demolicion generados, tuvieron un peso molecular que impidi6 su retencion en el

gel, o bien fueron eluidos durante el proceso de coloracion y decoloracion.
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I11.2- RESULTADOS CORRESPONDIENTES A ELABORACIONES DE

QUESOS A ESCALA PILOTO

Tal como se indico, luego de realizar las experiencias in vitro, se investigd
si los resultados logrados en las mismas guardan relacion con los que se pueden
obtener bajo las condiciones que se dan en una de sus aplicaciones mas comunes,
tal como su incorporacion en quesos con el objeto de aumentar su rendimiento.

En primer lugar, conviene sefialar los efectos, tanto a nivel tecnoldgico

como fisicoquimicos, que derivan de presencia de ricotta en el queso.

Implicancias de la presencia de ricotta en el queso

a- Implicancia tecnologica: Influencia en el tiempo de coagulacion

La presencia de ricotta en la leche dio lugar a una disminuciéon en el
tiempo de coagulacion de la leche, dado que la correspondiente a los quesos
experimentales coagul6 en 5 minutos, mientras que la del testigo (sin ricotta) lo
hizo en 7,5 minutos.

Asimismo, los quesos experimentales exhibieron una mayor velocidad de
endurecimiento de la cuajada, lo cual condujo a un adelanto en el punto de lirado.
La razon de este comportamiento, se puede atribuir al descenso inicial del pH de
la leche que causa el agregado de ricotta, lo cual desde el punto de vista

tecnologico se traduce en una disminucion del tiempo de coagulacion y un
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considerable aumento en la velocidad de endurecimiento de la cuajada.
Efectivamente, en esta experiencia las leches de los quesos experimentales
acusaron un pH de 6,45, frente a 6,6 para el testigo.

A través del seguimiento del proceso de acidificacion de las cuajadas, se
pudo comprobar que la diferencia inicial entre los pH de las leches con ricotta y
la leche testigo, se mantuvo hasta el final del mismo. Esto hizo que las cuajadas
experimentales alcancen 45 minutos antes el valor de pH 5,15 requerido para el

ingreso a la salmuera.

b- Incidencia en las caracteristicas fisicoquimicos del producto
En la Tabla X se presentan la humedad, el grado de maduraciéon y el

rendimiento de los quesos testigo y experimental.
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Tabla X: Contenido de nitrogeno y humedad, grado de maduracion y

rendimiento de los quesos experimentales y testigo maduros.

Determinacion Testigo Experimental 1 Experimental 2
Contenido de
nitrogeno total 2854 288.3 281,0
(mg %)
Grado
de 12,51 12,92 25,40
maduracion
Humedad 51,97 52,09 52,70
Rendimiento 13,95 18,04 18,09

Donde Experimental 1 corresponde al queso elaborado con adicion de

ricotta, Experimental 2, al queso elaborado con adicion de ricotta y la proteasa N

34500, y Testigo al queso convencional, sin ningtin agregado.

En base a los datos de la Tabla se puede ver que a pesar de la presencia de

ricotta en los quesos experimentales, el contenido de humedad fue similar para

todos los casos. Dado que ésta es una condicidén indispensable para poder

establecer una comparacion, para lograr este resultado, durante las elaboraciones

se puso un especial cuidado en la tecnologia, procurando realizar el lirado de la
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cuajada con la consistencia justa, y efectuando un menor trabajo en tina para
evitar un excesivo desuerado.

Por otro lado, se puede apreciar que el agregado de ricotta a los quesos
experimentales produjo un notable incremento en el rendimiento. En promedio se
logré recuperar 0,9 Kg. de queso por cada Kg. de ricotta agregado.

Finalmente, con relacion al grado de maduracion, se puede ver que el
correspondiente al queso experimental 2 resultdé muy superior al de los otros dos
(mas del doble con respecto al testigo). Esto indudablemente se debe a la accion
desarrollada por la proteasa N34500 tanto sobre las caseinas como sobre las
sueroproteinas.

Por otra parte, habida cuenta de la escasa diferencia entre el grado de
maduracion del queso testigo y del experimental 1, se puede inferir que la
incorporacion de ricotta, al menos en esa proporcion, no interfiere en los

complejos fendémenos fisicos y quimicos propios de la maduracion.

Actividad hidrolitica en l0s quesos

En la Figura 20 se puede apreciar el andlisis electroforético

correspondiente a esta experiencia
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Figura 20: Electroforetograma (UREA-PAGE) correspondiente a la experiencia
casearia.
1: B-lg pura — 2: ricotta pura — 3: Cuajada queso testigo — 4: Cuajada
queso con ricotta — 5: Cuajada queso con ricotta mas enzima — 6:

Queso testigo maduro — 7: Queso con ricotta, maduro — 8: Queso con

ricotta mas enzima, maduro.
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En este electroforetograma, se puede ver que en los quesos con ricotta la
B-lactoglobulina (sueroproteina mayoritaria), aparece como una tenue banda
entre las caseinas asl y B. En el queso experimental 2 (con ricotta mas enzima)
maduro, calle 8, se nota que dicha banda una sufre un sensible aclaramiento.
Dado que este efecto no se observa en el queso experimental 1 (con ricotta pero
sin enzima), calle 7, se deduce que esta proteina es resistente a la accion
proteolitica del coagulante, y que su hidrolisis se debe indudablemente a la
actividad enzimatica desarrollada por la proteasa N34500. Esta observacion se
correlaciona con los resultados logrados en las experiencias con Dairy Lo®,
donde la B-lactoglobulina con un importante grado de desnaturalizacion se
mostré sensible a esta enzima (el Dairy Lo®, tiene una tasa global de
desnaturalizacion del 60 al 80%).

Con respecto a la proteolisis general, resulta importante destacar que la
presencia de las sueroproteinas no interfiere en el proceso hidrolitico de las
caseinas. En efecto, a través de este analisis se comprueba que durante la
maduracion, en todos los quesos se produce una profunda degradacion de la asl
caseina pudiéndose observar la formacion de la fraccion as1I (Phe 24 -Trp 199),
tipica de la accion del coagulante (84-85), calles 6, 7 y 8. Este resultado es
coincidente con los logrados por C. G. Lo y col. (86), quienes estudiaron la
protedlisis que se produce en quesos Havarti elaborados por ultrafiltracion con
leche tratada térmicamente a 72°C durante 17 seg. (sueroproteinas minimamente

desnaturalizadas, practicamente nativas), y leche tratada igual tiempo a 85°C
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(sueroproteinas desnaturalizadas), haciendo una comparaciébn con un queso
convencional. Estos autores encontraron que las sueroproteinas desnaturalizadas,
no interfirieron en la acciéon de la quimosina sobre la asl caseina, alcanzando
para esta proteina, el mismo nivel de hidrolisis que en el queso convencional
usado como testigo. Por el contrario, en los quesos elaborados por ultrafiltracion,
pero con las sueroproteinas nativas, la hidrolisis de esta caseina resulto
significativamente menor. Estos resultados que parecen contraponerse con los
que estos mismos autores encontraron in vitro (38) (ver en Introduccion:
Incidencia de las sueroproteinas en la maduracion del queso), sirven para poner
de relieve la diferencia que puede existir entre este tipo de ensayo y uno caseario.
Si bien en sus estudios previos C. G. Lo y col. encontraron que térmicamente
desnaturalizada, la f-lactoglobulina ejercia un mayor efecto inhibidor de la
accion de la quimosina sobre la asl caseina, en aquella oportunidad trabajaron
con un sistema de leche ultrafiltrada simulada, en el que primero se desnaturalizo
térmicamente las sueroproteinas (en agua destilada), y luego se las agregod a las
soluciones de asl caseina antes adicionar de la quimosina. Bajo estas
condiciones, la B-lactoglobulina, desnaturalizada o no, estaba libre para difundir
e interactuar con la quimosina. En el caso de los quesos elaborados por
ultrafiltracion, dado que la desnaturalizacion de las sueroproteinas se realiza en la
misma leche, es probable que una elevada proporcién de éstas se encuentre

asociada a las a las caseinas, lo que estaria restringiendo su difusion.
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Con relacion a la fraccion asll, en las calles 6 y 7 se puede ver que la
misma que resulta resistente a los sistemas proteoliticos presentes en los quesos
testigo y experimental 1 respectivamente. Por el contrario, en el queso
experimental 2, calle 8, debido ciertamente a la actividad de la proteasa N 34500,
se advierte que dicha fraccidon sufre una ulterior degradacién que hace que su
banda aparezca mas clara, pudiéndose incluso apreciar una nueva banda muy
sutil, de mayor velocidad electroforética.

Por ultimo, con respecto a la B caseina, en las calles 6 y 7, se puede ver
que ésta resulta insensible a la actividad proteolitica del cuajo, lo cual es
coincidente con los resultados obtenidos en nuestros estudios sobre la
maduracion del queso cremoso argentino (87). Por el contrario, en el queso
experimental 2, calle 8, se observa que esta caseina, fue drasticamente
hidrolizada por la proteasa N 34500.

Este es un aspecto que puede resultar interesante en quesos donde la
hidrolisis de la p caseina, debida fundamentalmente a la plasmina, juega un rol
de importancia en el proceso de maduracion. Cuando este tipo de queso se
elabora con inclusion de sueroproteinas, puede ocurrir que la actividad de esta
enzima se vea comprometida debido a la inhibicion que produce la -
lactoglobulina (14). Tal es el caso de la experiencia realizada por K. B. Qvist 'y
col. (88), quienes trabajando con queso Havarti (pasta cruda) elaborado por
ultrafiltracion, a los 120 dias de almacenamiento, detectaron que éste exhibid

menor desarrollo de sabor que uno tradicional usado como testigo. Dado que esta
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diferencia fue asociada a un retardo en la hidrolisis de la B caseina ocasionado
por la accion inhibitoria de la B-lactoglobulina, seria interesante investigar si en
un caso asi, la adicion de una proteasa como la empleada en nuestra experiencia
permite salvar este inconveniente.

Cabe aclarar que en quesos duros de pasta cocida donde a la plasmina le
cabe un papel fundamental en la maduracion, (proteolizando principalmente la
caseina) (89), este problema de inhibicion no se presenta, pues este tipo de queso
no se elabora por vias no convencionales que involucren la inclusion de las

sueroproteinas ya que esto iria en detrimento de su tipicidad.

Resultado de la evaluacion sensorial

Los resultados de las evaluaciones sensoriales se pueden apreciar en la
Tabla XI, donde se presentan los valores medios de los atributos y la

homogeneidad del grupo para las muestras ensayadas.
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Tabla XI: Resultado de la evaluacion sensorial

Muestra Aroma Color Textura Sabor

Testigo 4,63 a 4,86 a 7,80 ab 3,84 ab

Experimental 4,79 a 4,86 a 8,34 b 4,46 b
1

Experimental 4,65 a 441 a 7,03 a 3,82 a
2

ab Los valores medios dentro de la misma columna con diferente subindice son
significativamente diferentes (P < 0,05), de acuerdo al resultado del test de ANOVA.

A partir de los datos de la tabla se puede ver que entre los quesos testigo y
experimentales no hubo diferencias significativas de aroma y color. Por el
contrario, si las hubo para la textura y el sabor, tanto entre testigo y
experimentales, como entre los experimentales entre si.

Es de destacar que en el queso con enzima, a pesar de la intensa hidrolisis
producida, no se detectdé sabor amargo, el cual se origina cuando una protedlisis
inadecuada conduce a la acumulaciéon de péptidos bajo peso molecular,
particularmente hidrofobicos, provenientes principalmente de la p caseina (89-
90).

Por otro lado es importante destacar que para todos los atributos

evaluados, el queso experimental 1 arrojo el mayor puntaje en valores absolutos.
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Esto indica que la presencia de la ricotta (al menos en esa proporcion) no
altera el desarrollo de las caracteristicas organolépticas del queso, y por el

contrario mejora la textura y exalta el aroma y el sabor.
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IV- CONCLUSIONES

Las sueroproteinas son sustancias nitrogenadas constitutivas de la leche

que poseen una Optima calidad nutritiva e importantes propiedades funcionales,
que hacen que su inclusion en distintos tipos de alimentos sea un practica cada
vez mas frecuente. En muchas aplicaciones, es fundamental conocer la respuesta
de estas proteinas a la accion de los sistemas enzimaticos inherentes al medio al
que se incorporan. Un claro ejemplo de ello es la elaboracion de quesos
enriquecidos con proteinas del suero. Sin embargo, en este caso, mas alla del
aporte nutritivo y el incremento en el rendimiento, es menester conocer el
impacto que esta practica puede producir en el proceso de maduracion y por ende
en las caracteristicas del producto final. En este sentido, es importante investigar
el comportamiento de estas proteinas frente a los diversos sistemas enzimaticos
presentes en el queso. Para ello, se debe tener en cuenta el estado conformacional
de las moléculas, dado que las técnicas mas comunes para incorporar las
sueroproteinas en un queso, pueden implicar una desnaturalizacion de las mismas
como en el procedimiento Centri Whey, o no, como en las elaboraciones por
ultrafiltracion donde practicamente se encuentran en estado nativo.

Para realizar este estudio, los ensayos in vitro, bajo condiciones similares
a las que se dan en un queso, constituyen una herramienta muy util mediante la
cual se puede obtener una informacién previa, mas o menos proxima a lo que

OCUITIr €n un proceso caseario.
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A través de los andlisis sobre sueroproteinas nativas (suero isoeléctrico), a
pH 5,4, se pudo comprobar que las distintas enzimas coagulantes puras
ensayadas desarrollaron una muy escasa actividad proteolitica, en particular la
renina bovina cuya accion fue muy semejante a la observada en el testigo. Tanto
la pepsina porcina como bovina, presentaron perfiles muy similares, aunque
ligeramente mas elevado para la primera. El analisis electroforético revela que
frente a estas enzimas, la a-lactoalbiumina aparece como la proteina mas
susceptible. En base a estos resultados es esperable que al menos en las
proporciones adoptadas en estas experiencias, estas enzimas tengan muy poca
influencia sobre las sueroproteinas nativas en el ambiente propio de un queso.
Sin embargo, cuando la incubacidn se realiza al pH 6ptimo de las pepsinas (2,0),
la situacion cambia substancialmente, dado que éstas ocasionan una profunda
hidrélisis, que cualitativamente se manifiesta haciendo desaparecer la banda
correspondiente a la a-lactoalbumina en el electroforetograma. En este caso
ademas de la intensidad, también cambian los perfiles de actividad, dado que la
pepsina porcina incrementa mucho mas la fraccion nitrogenada insoluble en
acido tricloroacético al 12%, que la pepsina bovina.

Con respecto a las mezclas comerciales de enzimas coagulantes, las de
origen fingico, Meito (Mucor pusillus) y MR 90-A (Mucor miehei), resultaron
ser los mas activos, principalmente el primero. Asimismo, los niveles de
hidrolisis logrados por estos coagulantes resultaron sensiblemente mas altos que

los correspondientes a las enzimas coagulantes puras, a pH 5,4.
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El coagulante MR 90-B, también de Mucor miehei, pero termosensible,
alcanz6 un menor nivel de hidrolisis que el MR 90-A (especialmente en la
fraccion nitrogenada soluble en ac. tricloroacético al 12%), exhibiendo a su vez
un perfil marcadamente diferente.

Desde el punto de vista cualitativo, a través de los analisis electroforéticos,
se encontrd que a diferencia de las enzimas coagulantes puras, la accion de los
coagulantes comerciales de origen fingico, estuvo dirigida principalmente hacia
la B-lactoglogbulina.

El cuajo bovino liquido, confirmé su escasa actividad hidrolitica hacia las
sueroproteinas, la cual sin embargo fue superior a la de la del coagulante
Maxiren. Con respecto a este ultimo, el cual consiste en renina producida por
fermentacion de Kluyveromyces lactis, se pudo comprobar que su
comportamiento fue practicamente idéntico al de la renina de origen bovino.

Finalmente, las tres enzimas proteoliticas comerciales, dieron lugar a un
nivel de hidrélisis comparable al de los coagulantes de origen fingico, pero con
perfiles muy diferentes. En este sentido, es notable la diferencia que se da entre
las dos enzimas de Bacillus subtilis, N 34500 y N 8000, cuyos perfiles de
hidrolisis fueron completamente diferentes, correspondiéndole a la segunda el
incremento en nitrégeno soluble en &c. tricloroacético al 12% mas alto de todas
las enzimas ensayadas a pH 5,4. Cualitativamente, la acion de estas proteasas

estuvo dirigida tanto hacia la a-lactoalbimina, como hacia la B-lactoglobulina.
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La proteasa N 31000 de Aspergillus oryzae dio lugar a una actividad
proteolitica superficial, que arrojo los incrementos en nitrégeno soluble en acido
tricloroacético al 12% y en fosfotungstico mas elevados, con un infimo
incremento en el nitrogeno soluble en ac. tricloroacético al 2%.

Esta proteasa, al igual que los coagulantes de origen flingico, ataco
principalmente a la p-lactoglobulina.

En relacion a la hidrdlisis desarrollada sobre las sueroproteinas
parcialmente desnaturalizadas (Dairy Lo"), se encuentra que los patrones de
actividad de las cuatro enzimas ensayadas fueron sensiblemente distintos.

La pepsina porcina a pH 2,0, si bien sigue siendo la mas activa, exhibe un
perfil marcadamente diferente al del caso del suero isoeléctrico, con un notable
aumento en la fraccion nitrogenada soluble en éc. tricloroacético al 2%. Este
comportamiento posiblemente se deba entre otras cosas, a que en estas
condiciones también ataca a la B-lactoglobulina, la cual en su estado nativo era
insensible.

Finalmente, a través del estudio in vitro de las suero proteinas puras, se
pudo confirmar cualitativamente la selectividad de las distintas enzimas
ensayadas. Con respecto a la a-lactoalbiimina, como ya se habia comprobado,
esta proteina fue totalmente hidrolizada por la accion de las dos pepsinas
(porcina y bovina) a pH 2,0. El otro efecto que se pudo apreciar fue el
correspondiente a las proteasas de Bacillus subtilis, N 34500 y N 8000, en

especial de esta ultima cuya accion fue mas intensa, dando lugar a la formacion

154



Conclusiones

de nuevas bandas. Las demas enzimas desarrollaron una actividad mucho menor,
y por ende no se pudo detectar por este medio.

En cuanto a la B-lactoglobulina, si bien fue completamente hidrolizada
por la pepsina porcina, frente a la pepsina bovina se mostr6 marcadamente mas
resistente que la a-lactoalbimina, exhibiendo un nivel de hidrolisis menos
profundo, el cual resultdé comparable al producido por el coagulante Meito
(Mucor pusillus).

La proteasa N 31000 de Aspergillus oryzae, también produjo una intensa
proteolisis que llego hasta la casi total desaparicion de la de la banda.

Por su parte, el otro coagulante de origen fungico MR 90-A, de Mucor
miehei, también ejercido una actividad electroforéticamente detectable, aunque
mucho mas reducida que el anterior.

A través de estos comportamientos se puede ver que en general, estas
proteasas de origen flingico manifiestan una mayor preferencia por f-
lactoglobulina, que por la a-lactoalbumina.

En cuanto a las proteasas de Bacillus subtilis, N 34500 y N 8000, también
fueron activas sobre la B-lactoglobulina, particularmente la segunda, que dio
lugar a una marcada atenuacion de la banda correspondiente.

Este comportamiento demuestra que estas enzimas de origen bacteriano,
son activas sobre las dos sueroproteinas mayoritarias.

La actividad de los coagulantes de origen animal resulto

electroforéticamente inapreciable.
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Por tltimo, con respecto a la actividad proteolitica observada en quesos, se
puede concluir que la incorporacion de sueroproteinas en queso cremoso, a traves
del agregado de ricotta a la leche de elaboracion, al menos a un nivel del 4,5%,
no afecta el normal desarrollo de los procesos hidroliticos implicados en la
maduracion.

La actividad de la proteasa N 34500 sobre la sueroproteina mayoritaria (p-
lactoglobulina) evidenciada in vitro, pudo verificarse también en el ambiente del
queso. Por el contrario, en el queso con ricotta, pero sin dicha proteasa, la f-
lactoglobulina permanecio inalterada, comportandose asi como una carga inerte,
lo cual confirmé su resistencia a la accion del cuajo liquido de bovino adulto.

En base a esta experiencia, dado que el agregado la enzima N 34500 no
condujo a una mejora en las caracteristicas organolépticas, y considerando
ademas el costo de la misma, su agregado no parece oportuno.

No obstante, seria interesante estudiar la posibilidad de que el agregado de
una proteasa exdgena como en esta experiencia, permita la incorporacion de una
mayor cantidad de ricotta. De este modo, teniendo en cuenta que el valor
comercial de esta ultima es sensiblemente inferior al del queso, un aumento en el
rendimiento por esta via, tiene una incidencia econdmica directa.

Asimismo, dado que esta enzima dio lugar a un aumento en el grado de
maduracion, su adicién también podria resultar un importante medio para
acelerar este proceso, sobre todo en este tipo de queso cuya fuerte demanda a

veces no permite contar con los plazos necesarios para su concrecion.
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ANEXO 1

ACTIVIDAD COAGULANTE

Determinacion del titulo de las enzimas coagulantes a través del Método de

Berridge modificado por Huck y Zalazar (61)

El titulo T de un coagulante se define como la cantidad de leche (en
mililitros) a 35°C, que se puede coagular con 1 ml de enzima coagulante,

durante 40 minutos.

Técnica operatoria

a- Preparacion del sustrato

Para este ensayo, se emplean 10 ml de leche, la cual se prepara
reconstituyendo leche en polvo al 12% mediante una solucion de 1,11 gr de
cloruro de calcio por litro de agua destilada, a los efectos de tener una

concentracion equilibrada de calcio.

b- Preparacion de la solucion de enzima
Para hacer esta experiencia se emplean 2ml de una solucion de la enzima
cuyo titulo se quiere determinar. Esta solucion se prepara en el buffer acetato de

pH 5,5, indicado en materiales y métodos, empleando una concentraciéon de
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enzima tal que permita obtener un tiempo de coagulacién apropiado. Para una
correcta determinacion, la técnica aconseja trabajar con tiempos de coagulacion

que se encuentren entre los 15 y 30 segundos (0ptimo 20 seg.).

c- Procedimiento

Se colocan los 10 ml de leche en un tubo de ensayo en bafio
termostatizado a 35°C. Una vez alcanzada esta temperatura se adicionan 2 ml de
la solucion de enzima, agitando con una pequena espatula disefiada para tal fin.
El tiempo de coagulacion se determina mediante un cronémetro, observando el
momento en que aparecen grumos en la pelicula de descendente que se forma

contra la pared del tubo mediante la espatula.

d- Expresion del resultado
En base a la definicion para el calculo de T se emplea la siguiente

expresion:

T 2400x M
Rxt

Donde
T : es el titulo del coagulante
M: es la cantidad de leche empleada en la experiencia
R : es la cantidad de enzima presente en 2 ml de solucion empleada

t : es el tiempo de coagulacion en segundos
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ANEXO II

RELACION ENZIMA/SUSTRATO

Determinacion de la cantidad de cuajo liquido de bovino adulto (Chr. Hansen)

para lograr el mayor nivel de hidrolisis al cabo de 48 horas de incubacion

Como ya se indico para poder establecer comparaciones entre las distintas
enzimas ensayadas, se adoptd como referencia el cuajo liquido de bovino adulto
(ver Materiales y Métodos: Relacion enzima/sustrato). Dicho coagulante fue
elegido por ser el de mayor difusién en nuestro pais, y por tener un titulo lo
suficientemente bajo, al que pueden equipararse por dilucion las demas enzimas.

Para determinar la minima concentracion con la cual se puede alcanzar el
mayor grado de hidrolisis posible, luego de 48 horas de incubacidn, se realizaron
cuatro experiencias empleando la concentracion normal usada en tina, el doble, el
triple y el cuadruple de la misma.

Considerando que para quesos duros y semiduros se usa un promedio de
40 ml para 100 litros de leche, equivalentes a 0,08 ml para 200 ml (volumen de
suero empleado en la experiencia) las cantidades adoptadas fueron: 0,08 ml, 0,16
ml, 0,24 ml y 0,32 ml para ese volumen de sustrato.

En la Tabla XII se pueden apreciar los incrementos relativos porcentuales

para las distintas fracciones nitrogenadas analizadas.
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Tabla XII: Incrementos relativos porcentuales para el nitrogeno soluble en acido

tricloroacético al 2% y 12% y en acido fosfotingstico, para las

distinta concentraciones de cuajo bovino liquido, sobre suero

1soeléctrico.
Fraccion Incremento Incremento Incremento
nitrogenada | Relativo (%) en | Relativo (%) en | Relativo (%) en

Concentracion

Nitrogeno soluble

Nitrogeno soluble

Nitrogeno soluble

en ac. TCA 2% | en ac. TCA 12% en PTA
0,08 ml cuajo/200 ml 0,45 6,79 1,72
0,16 ml cuajo/200 ml 0,47 6,82 1,75
0,24 ml cuajo/200 ml 0,48 6,84 1,76
0,32 ml cuajo/200 ml 0,48 6,85 1,75

En base a los datos de la tabla, se puede ver a partir de la tercera

concentracion (0,24 ml de cuajo/200 ml de suero), la actividad proteolitica del

cuajo tiende a estabilizarse, no evidencidndose cambios significativos para la

siguiente dilucion. Bajo esta observacion, para las experiencias desarrolladas en

el presente trabajo se adoptd como referencia el cuajo de bovino adulto, en una

relacion enzima/sustrato tres veces superior a la habitualmente empleada en los

Procesos casearios.
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