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ESTUDIO ELECTROFORETICO COMPARATIVO DE ALGUNOS
QUESOS ESPANOLES.

(ELECTROPHORETIC PATTERNS OF SOME SPANISH CHEESES.
A COMPARATIVE STUDY). '

por

A. MARCOS, F. LEON, J. FERNANDEZ-SALGUERO v M2 A. ESTEBAN*

Aungue se ha investigado el aspecto bioquimico de la proteolisis v el estado de
degradacidén proteolitica de diversos quesos espafioles, como el queso manchego
(Ramos y Martinez Castro, 1976, Marcos ef al.  1978b; Mora, 1978), de Ulloa
(Ordéniez, 1974), de los Pedroches (Ferndndez-Salguero y Marcos, 1977), de Ia Se-
rena (Marsilla, 1978) y de Fuerteventura (Barreto, 1978; Ferndndez-Salguero, et al
1978), no se han realizado estudios comparativos por electroforesis cuantitativa.
Ello nos ha inducido a examinar en condiciones electroforéticas cuasi idénticas doce
variedades muy diferentes, entre las que figuran qiesos de tipo blando, semiblando
y duro, frescos y madurados, elaborados con leche de diferentes especies. La mayor
parte de estas variedades, asi como otras diferentes, estd siendo actualmente objeto
de una investigacién mds extensa y detallada (Milldn, 1978).

Material vy métodos.
Muestras de queso.

Muestras de 12 quesos en estado de consumo, de otras tantas variedades dife-
rentes se adquirieron en el comercio o se consiguieron directamente de las zonas lo-
cales de produccién. Después de descortezar las muestras la porcion comestible
fue picada.

Electroforesis.

Se hizo con un aparato de electroforesis de disco en gel de poliacriiamida (Ca-
nalco mod. 1200) con capacidad para 12 separaciones simultdneas.-Para la separa-
cion, 100 mg de cada muestra fueron disueltos en 0’5 mi de solucién 8 M de urea
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(EE Shibiny y Abd El-Salam, 1976} y de la solucién clara se aplicaron a los tubos de
gel alicuotas de 10 & 1. Los detalles de la preparacion de los geles de poliacrilamida
y de la separacién electroforética ya se han descrito anteriormente (Marcos ef al,
1976). '

Después de la separacion y tincion de los geles, el colorante de fondo se eliminé
con un decolorador rdpido (Canalco).

Las bandas tefnidas incluidas en las diferentes regiones electroforéticas, indica-
das en la figura 1, se cortaron por separado y se desintegraron en tubos de centri-
fuga y, tras extraer cuantitativamente el colorante con 3 ml de solucion al 2 p. 100
de carbonato sddico y centrifugar; se midid la absorbancia del extracto a 650 nm
(El-Shibiny y Abd El-Salam, 1976).

Determinacion de tirosina y triptofano solubles.

Para calcular las concentraciones de tirosina y triptofano solubles en un extrac-
to de queso que contiene la fraccion hidrolizada de proteinas solubles a pH 4,4, se
sigui6 el procedimiento espectrofotométrico de Vakaleris y Price (1959), leyendo la
extincién‘ del extracto a 270 y 290 nm, con espectrofotometro Beckman mod. DB-G,

y aplicando las ecuaciones:

- ; . ]
Coyy —(095E, —131E, )10

i ~ '_w ma
Cpp = (03075, — 0,02 £, 110

en la que C indica la concentracion en moles por litro de extracto.
Resultados y discusion.
Tirosina y triptofano solubles.

En el cuadro Ise indica la cantidad de tirosina v de triptéfano en la porcidn hi-
drolizada de la protefna soluble a pH 4.4, de los diferentes quesos analizados. Las
concentraciones de tirosina y triptéfanc solubles medidas espectrofométrica-
mente se han propuesto como fndice del grado de proteolisis o extensién de la ma-
duracién del queso, al comprobar en el queso Cheddar la existencia de relaciones
lineales, altamente significativas, con el porcentaje de nitrégeno soluble estimado por
el método de Kjedahl (Vakaleris y Price, 1959).

Tanto la cantidad de tirosina como la de tript6fano soluble son muy elevadas
en el queso de Cabrales. En la muestra examinada, que carecia de componentes
electroforéticamente detectables (en el ferograma de la ldminal ) se aplict doble vo-
lumen), tanto las caseinas como sus primeros productos de degradacién habian sido
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casi totalmente hidrolizados a compuestos ssolubles, por la accién de las enzimas
fngicas. En otros quesos de vena azul (Danablau, Edelpilzkise y Roquefort) tam-.
bién hemos observado que ambos valores son mds elevados que en los quesos madu-
rados por hongos superficiales o por bacterias (Marcos ef al., 1978a).

En los quesos frescos de Burgos y Villalén la cantidad de triptéfano soluble es
muy baja pero en cambio la de tirosina es tan elevada como en el queso de Cabra-
les intensamente madurado.,

El queso de Almerfa se singulariza por su bajisimo nivel de tirosina y su relati-
vamente alta proporcion de triptdfano. En las restantes variedades examinadas las
concentraciones de tirosina y triptofano solubles son intermedias con respecto a las
de los quesos citados.

En todas las muestras, a excepcién de la del queso de Almeria, la tirosina es
mds abundante que el triptéfano, al igual que ocurre en las caseinas mayoritarias.
La alfag-caseina bovina contiene por molécula 10 residuos de tirosina y 2 de trip-
téfano, y la molécula de beta-caseina posee 4 restos de tirosina y sélo uno de trip-
tofano. Mayores concentraciones de tirosina que de triptéfano han sido hallados
en muestras de queso Cheddar de diferentes edades (Vakaleris y Price, 1959), asf
como en los quesos maduros de los Pedroches (Ferndndez-Salguero y Marcos, 1977),
de Ia Serena (Marsilla, 1978; Ferndndez-Salguero er al, 1978), queso de bola {Leén
et ¢l 1978) y en practicamente todaslas variedades de quesos europeos examinadas
(Marcos er al, 1978a). '

También se ha observado el predominio de la tirosina sobre el triptdfano en
el curso de Ja maduracion del queso de jos Pedroches (Ferndndez-Salguero, 1975) v
de algunas partidas de queso manchego (Mora, 1978). La relacién tirosina/tripto-
fano hallada en los quesos es sin embargo inferior a la existente en las principales
caseinas. En el curso de la maduracion de un lote de queso manchego elaborado con
leche mezciada (vaca, oveja y cabra) la citada relacion frecuentemente se invierte y
el triptofano predomina en general sobre la tirosina (Mora, 1978). En el curso de la
maduracion def queso Domiati fabricado con leche homogeneizada sc ha observado
un predominio constante de la tirosina sobre el triptéfano, al contrario de lo que
ocurre con el fabricado con leche sin homogeneizar (Abd El-Salam v El-Shibiny,
1972).

Componentes electroforéiicos.

Fn la ldmina I pueden verse los ferogramas en gel de poliacrilamida, a pH alca-
lino, de los quesos objeto de estudio; y en la figura 1, los diagramas indicativos de
Jla movilidad relativa de los componentes detectados en el queso de vaca de San
Simén (a) y en el queso de oveja de Idiazdbal (b).
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CUADRO 1. Tirosina y triptéfano solubles (mg/160 g queso) de diver-

308 quesos espafioles.

Queso de tirosina triptofano
San Simén _ 314 G3
Ulloa | 189 77
Tetilla | 199 93
Cédiz 96 68
Burgos 619 51
Villalén ‘ 588 53
Almeria ' -4 106
Cabrales 608 256
Santander 170 65
Fuerteventura 195 67
Roncal 235 77
Idiazdbal ' 169 97
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LAMINA I. Ferogramas en gel de poliacrilamida, a pH aicaiino? de las casefnas v primeros
productos de degradacidén de diferentes quesos espafisles.
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En el cuadro electroforético esquematizado en el diagrama (a)eselbdsico comin
de los quesos elaborados con leche de vaca, en lo que respecta al nimero de compo-
nentes y a su movilidad relativa, pero no a sus proporciones relativas. Dicho cuadro
bésico lo hemos observado en gran niimero de variedades diferentes, tanto de pasta -
prensada como cocida y tanto madurados por bacterias como por hongos superfi-
ciales o internos (Marcos ef al, 1978a; Ledn ef al, 1978). En las imagenes electro-
foréticas en gel de poliacrilamida del queso Gouda, fabricado con cuajo v sin cuajo,
tampoco se han detectado diferencias (Visser, 1977).

En los quesos de leche de vaca se presentan en la region de la alfag-caseina (fi-
gura 1) tres componentes principales, de los cuales el mas abundante y de mayor
migracion electroforética es la alfag; -caseina; los tres componentes que se encuen-
tran delante de la alfagy -caseina con productos de degradacion de las alfag-caseinas
(el de mayor movilidad no suele detectarse en la mayor parte de los casos); el pro-
ducto de degradacion menos moévil, situado inmediatamente delante de la alfag,
caseina, es el primer producto de degradacién de ésta, que se forma en el queso
Cheddar por la accion exclusiva de la renina al hidrolizar el enlace peptidico Pheg 4
Valyg (Creamer y Richardson, 1974) o el enlace Phey 3 -Phes 4 (Resminief al, 1976).
Como resultado de la hidrolisis se libera un péptido N-terminal (Hill et al, 1974) y
un polipéptido C-terminal de mayor peso molecular que contiene la secuencia aci-
dica de la alfag;-caseina. Creamer y Richardson (1974) han demostrado que el 1l-
timo es idéntico al primer producto de degradacién de la alfa . -casefna por la ac-
cion de la renina, denominado alfag; -1, por Fox y Guiney (1973). -

El producto de degradacion alfagy - es relativamente resistente a la ulterior pro-
teolisis (Creamer y Richardson, 1974) y por ello se acumula en todos los queses ela-
borados con leche de vaca y renina (Resmini ef al, 1976, Marcos ef 1, 1978a). La
estabilidad de este producto de degradacidon permite detectar la utilizacion de leche
de vaca en la fabricacién de queso manchego (Ramos et al, 1977).

Es la region de la beta-caseina de los ferogramas de los quesos fabricados con
leche de vaca (figura la) se suelen detectar tres componentes, siendo el central y
mds abundante la beta-caseina; los otros dos componentes minoritarios de mayor y
menor movilidad (frecuentemente enmascarados por la banda principal) quizds sean
productos de degradacion de la beta-caseina. El mds movil pudiera ser similar al
primer producto de degradacion de la beta-casefna por la accién de la renina, deno-
minado beta-I (Creamer ef al, 1971}, que posee movilidad ligeramente mayor que
la beta-caseina, por contener la secuencia acidica N-terminal de ésta y perder un
péptido de 17-20 residuos de la secuencia apolar C-terminal (Creamer, 1976).

En la regién de la gamma-caseina (figura 1 a) se distinguen tres componexntes
principales (el de mayor y el de menor movilidad situados entre dos componentes
minoritarios formando sendas ternas) que resultan de la hidrolisis de la beta-caser-
na. De los quesos de vaca Gouda y Cheddar se han aislado tres péptidos que se acu-
mulan en la regién de la gamma-casefna y que han sido identificados, de mayor a

-6 —



Archivos de zootecnia, vol, 28, nim. 110, 1979, p. 129
MARCOS, etal: ELECTROFORESIS DE QUES(GS ESPANOLES.

Y-Caseina

B® @ -Caseina

o B R R, Tyt e—

-,
P.D.”’“"’“s
~8igy |
P.D.— &g i B i

REGION | REGION

(a) (b)

FIGURA 1. Diagramas indicatives de la movilidad relativa de las vonas electroforéticas detec-

tadas en el queso de vaca de San Simén (1) v en el queso de oveja de Idiazabal (b). Las lineas

discontinuas indican el nivel de los cortes de los geles, para la cuantificacion de las proporciones
relativas de los componentes de las diversas regiones.,
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menor movilidad, como la gamma,-, gammas -, y gammag-caseina (Creamer,
19754). Sin excluir Ja posible participacion de las enzimas proteoliticas microbianas,
se atribuye la acumulacion de estos péptidos de escasa movilidad a la proteasa al-
calina dé lIa leche, que hidroliza a la beta-caseina a nivel de los enlaces peptidicos si-
tuados entre los residuos 28-29, 105-106 y 107-108, suprimiendo por tanto la se-
cuencia N-terminal portadora de casi toda la carga neta de la beta-caseina (Creamer,
1975a). A la intervencion de la proteass alcalina puede imputarse el incremento de
las casefnas minoritarias observado durante la maduracion del queso Gouda prepara-
do sin cuajo vy sin cultivos starter (Visser, 1977). ‘

Posiblemente los tres principales componentes de baja movilidad que se forman
en todos los quesos fabricados con leche de vaca corresponda a la gamma, —, gam-
ma,— y gammag-caseina o a productos andlogos, ya que tienen similar movilidad
relativa a los de los quesos Cheddar y Gouda (Marcos ef «l, 1978a) y en los ferogra-
mas se presentan siempre a nivel de la gammas-caseinas de la leche de vaca recién
coagulada. Fs posible que se formen también por la accién de las enzimas proteo-
liticas microbianas sobre la beta caseina, debido a que en los quesos Emmental y
Gruyére y en los madurados por hongos internos (Roquefort hecho con leche de
vaca, Danablau y Edelpilzkise) se acumulan en mayor cantidad de la que es de espe-
rar de la accidon exclusiva de la proteasa alcalina (Marcos ef al., 1978a).

En los ferogramas de los quesos fabricados con leche de oveja (figura 1 b) se
aprecian tres alfag-casernas, de menor migracion que las bovinas. La alfag; -caseina
es la de mayor migracién y la menos abundante. En situacion pre-alfag se encuen-
tran tres productos de degradacion de la alfag-caseina. Los de mayor movilidad e
intensidad proceden probablemente de la alfags- v alfagz-caseina. En la region de
Ia beta-caseina sdlo se observa una banda Ginica amplia que puede estar constituida -
por betay - y betay -casefna (Creamer, 1975) v en la regién de la gamma-caseina
se observan cinco productos de degradacion de la beta-caseina (con diferente mo-
vilidad relativa que los que aparecen en los quesos de vaca), posiblemente consti-
tuidos por secuencias apolares de la porcién C-terminal de la molécula de beta-casei-
na {equivalentes a las caseinas minoritarias bovinas), ya que también se ha detectado
actividad proteasa-alcalina en la leche de oveja (Carini y Todesco, 1974).

Proporciones relativas de las caseinas y de sus productos de degradacion.

En el cuadro II figuran las proporciones relativas de los componentes presen-
tes en las cuatro regiones electroforéticas delimitadas por las lineas discontinuas de
la figura 1.

En el queso de Cabrales, intensamente madurado por hongos internos, las casei-
nas se encuentran totalmente hidrolizadas en forma de compuestos de bajo peso
molecular (inferior 2 unos 10.000 - 12.000 daltos) que no precipitan en el gel
(cuadro ). Duplicando el volumen de muestra aplicada, en el ferograma sélo se
aprecian tenues bandas correspondientes a la beta-casefna y sus primeros produc-
tos de degradacién’(ldmina I).
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CUADRO 1I. Proporciones relativas de alfag- y beta-caseina y de sus respectivos primeros
productos de degradacidn, en algunas variedades de gueses.

PORCENTAIE DEL TOTAL

Productos Productos

Queso de degradacion A g-caseina  Beta-caseina degradacion

Alfag_caseina Beta-caseina
San Simoén ‘ 19,32 17,61 30,88 32,19
Ulloa 1529 1571 4456 24,42
Tetilia 13,62 16.62 41,96 27,79
Cadiz 16,67 - 15,54 T 40,11 . 27,68
Burgos | 7,09 3248 3406 26,38
Villalén 2,19 2993 31,39 36,50
Almeria 5.3% 2689 39,61 28,12
Cabrales 0,00 - 00,00 00,00 00,00
Santander ‘ 2,89 19 .05 49 70 28,27
Fuerteventura 11,98 1391 51,30 22,75
Roncal 8,60 12,22 38 46 43,772

ldiazabal 14,02 1502 45 08 25 88
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En los quesos frescos de Burgos v Villalén la relacion alfag/beta se encuentra
muy préxima a la unidad, mientras que en las restantes variedades la alfuag-caserna
aparece mds extensamente degradada que la beta-casefna. La relacién aifa,-/beta
oscila desde 0,7 hasta 0,3,

A pesar de que en general la alfag-caseina se encuentra mds degradada que la
beta-casefna, la proporcién relativa de los productos de degradacién de la beta-
caseina es muy inferior a la de productos de degradacion de la beta-caseina, debido
a la mayor resistencia de los tltimos a la ulterior hidrélisis enzimatica.

Correlaciones estadisticas.

Desde hace tiempo se sabe que en la mayor parte de las variedades de quesos
duros y semiduros de pH bajo, madurados por bacterias, Ja beta-caseina es mas
resistente a la hidrélisis enzimética que la alfug-caseina. En solucién de caseinato so-
dico y en los quesos de vaca Cheddar y Gouda se ha comprobado que la hidrélisis
de la beta-caseina por la accién de la renina se reduce, sin ser afectada ia de alfa,-
caseina, con el aumento de la concentracién de cloruro sédico vy con la disminucion
de la actividad del agua (Creamer, 1970, 1971, Phelan ¢f al,, 1973).

Disponiendo de informacion relativa al agua, szl, cenizas y q,, de este mismo
conjunto de quesos (Esteban ef al, 1979) se han hallado las correlaciones existentes
entre algunos valores composicionales y fisicos con los datos del presente trabajo,
relativos a la proteolisis.

Entre la concentracion del cloruro sodico o de los minerales totales en la fase
acuosa del queso y el grado de hidrdlisis de las caseinas no se han encontrado co-
rrelaciones estadisticamente significativas, debido posiblemente a que el efecto de
la sal queda enmascarado por otros factores ampliamente variables en las muestras.

Entre la @, y fa suma de los porcentajes de alfag-y beta-caseina residuales exis-
t2 en cambio una correlacion positiva altamente significativa (r = 0,82 **%) siendo
muy significativa la existente con el porcentaje de alfag-caseina residual (r=0,73%%),
y significativa fa que hay con el porcentaje de beta-casefna (r = 0,66 *). Esta rela-
cién positiva no indica que cuanto menor es la actividad del agua tanto mayor es la
proteolisis de las caseinas; hecho que estaria en contradiccién con las observaciones
de Creamer (1970, 1971) y Phelan et al (1973), sine que indica que a mayor pro-
teolisis tanto mds bajo es el valor g,, como consecuencia de la reduccion de la pre-
sién de vapor del agua causada por los productos de bajo peso molecular resultan-
tes de la proteolisis.

En el queso Emmental en curso de maduracién, Riegg v Blanc (1977) hallaron
la existencia de una correlacién negativa altamente significativa entre la actividad
del agua y el nitrégeno no proteico. Marsilla (1978) ha encontrado eneliqueso de
la Serena maduro una correlacién negativa altamente significativa entre la g,, y ¢l
nitrégeno aminico (N del formol), y Marcos ef al (1978c¢) hallaron en el queso
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manchego comercial una relacion también negativa y &l‘aamentc significativa entre la
a,, v los aminodcidos libres totales.

Puesto que Vakaleris v Price (1959) observaron en el queso Cheddar una cogre-
lacion positiva aftamente significativa entre el contenido de tirosina y de tripf-éfa'no
solubles con el nitrégeno soluble total, procedimos a determinar la correlacidn exis-
tente entre la @, y el friptéfano soluble (en la fase acuosa de los quesos) v encon-
framos una relacion negativa altamente significativa (r = - 096%%*} que confir-
mia la interpretacion de que cuanto mayor es la hidréiisis de las caseinas tanto ma-
yor es la reduccion del valor ¢, y no ala inversa.

Como era de esperar, el triptofano soluble resultd estar negativamente relacio-
nado con la suma de los porcentaies de la alfag-y beta-caseina residuales (r== —
0.92 =%y con el porcentaje de beta-caserna (r =—0.82 **%)y con el porcentaje
de alfag-caserna residual {r =—0.70 *%). Es extrafio que el nivel de significacion
del triptdfano soluble con la beta-caseina sea mayor que con la alfag-caselna, va
que la beta-caserna se degrada menos que la alfag-caserna, contiene la mitad de trip-
téfano y el nico residuo de triptéfano de la beta-caseina se encuentra en posicion
143 quedando por tanto retenido en las gammas-casernas insolubles, relativamente
resistentes a la ulterior hidrélisis. La alfag-caseing,en cambio, se hidrolizan en mayor
cuantia, posee dos restos de triptéfano por molécula y tiene muchos mds enlaces
sensibles a la hidrolisis por la accion de la renina (Pellisier ¢r al. 1974); ademads son
{gcilmente reducidos a sustancias solubles sus primeros productos de degradacion
{2 excepeion delalfag 1-1). '

Resumen.

Se ha determinado la extension de la proteolisis en 12 variedades de quesos
espaioles, de tipo muy diverso, por medida espectrofotométrica de las concentra-
ciones de tirosinag y triptdfano solubles. También se han cuantificado las proporcio-
nes relativas de fas principales caseinas y de sus respectivos primeros productos de
degradacion, previa separacion por electroforesis en gel de poliacrilamida. Se ha en-
contrado gue el triptéfano soluble estd positivamente relacionado con la degrada-
cion de las casernas y negativamente relacionado con la actividad del agua de los
quesos, a consecuencia de la reduccion de la presion de vapor del agua por las sus-
tancias soiubles de bajo peso molecular resultantes de la proteolisis.

Summary.

The extent of 'chéc:Se ripening has been estimated in 12 Spanish cheese varie-
ties by measuring speéﬁmphot(‘)mctrica]iy the concentration ot soluble tyrosine and
soluble tryptophane. By a quantitative disc electrophoretique technigue we have
also estimated the relative proportions of the main caseins and their respective first
degradation products.
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The ‘soluble tryptophane concentration in the cheeses showed a positive rela-
tionship to the water activity of the cheeses, due to the drop of the water vapor
pressure caused by the soluble compounds of low molecular weight released by pro-
teolysis.
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