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INFLUENCIA DE DIVERSOS FACTORES QUIMICOS Y FISICOS
EN LA PROTEOLISIS DE LAS CASEINAS DEL QUESO.

(INFLUENCE OF SOME CHEMICAL AND PHYSICAL FACTORS ON THE
PROTEOLYSIS OF CHEESE CASEINS).

por

A. MARCOS, M.* ASUNCION ESTEBAN vy . FERNANDEZ-SALGUERO

Introduccién

Examinando electroforéticamente doce variedades de quesos eu-
ropeos, Lindqvist y Storgards (1957) observaron que en las variedades
duras y semiduras de pH bajo la B-caseina ofrecia mayor resistenciaa la
degradacion proteolitica que la «-caseina, hecho comprobado posterior-
mente por Ledford ef al. (1960) en los quesos Suizo, Brick y Cheddar,
por Edward y Kosikowski (1969) y Fox y Walley (1971) en el queso
Cheddar y por Creamer (1970) en el queso Gouda.

La mayor resistencia relativa de la -caseina a la hidrélisis enzimética
se observa también en todas las variedades de quesos espafioles que
hemos analizado, independientemente de la especie de que proceda la
leche (oveja, vaca o cabra) y del coagulante (cuajo de ternera o vegetal)
utilizados en la elaboracion de los quesos, y pese al hecho de que la ma-
yor parte de las bacterias proteoliticas aisladas de tales quesos poseen
proteasas exocelulares que degradan preferentemente a la 3-caseina
(Marcos et al., 1076 a; Mufioz, 1976). La o -caseina aparece bastante
mas degradada que la B-caseina en el queso de los Pedroches (Fernin-
dez-Salguero, 1975; Marcos, ef al, 1975), en el queso manchego y de
tipo manchego (Marcos, ef al,, 1976 b) y en los quesos Idiazibal, Cabra-
les, gallego de vaca, San Simon, Tetilla, Roncal y queso fresco de cabra
de Cadiz (Millan, 1976).

(¥)  Catedra de Tecnologia y bioquimica de los alimentos. Facultad de veterinaria. Universidad de Cérdoba
{Espafia).
Recibido para publicacion el 8-11-1975.



Archivos de zootecnia, vol. 25, n.° 97, 1976, p. 74

MARCOS ef al.. PROTREOLISIS DE LAS CASRINAS DEL QUESO

La resistencia a la proteolisis de la f-caseina del queso ha sido atri-
buida por diferentes investigadores a factores tales como el escaso con-
tenido en agua del producto, a su reducida actividad del agua (ay ), al
pH, al alto contenido en proteinas y al elevado contenido en minerales
(cenizas), sobre todo en sal, en calcio y en fésforo.

El objetivo del presente trabajo es hallar las correlaciones existentes
entre los citados factores quimicos y fisicos y el estado de degradacion
proteolitica de las caseinas del queso.

Material y métodos

Muestras de queso. Se prepararon de acuerdo con la norma 34 105
hl de la UNE (1969) a partir de un lote heterogéneo de 16 quesos, de
dos a tres meses de maduracion, adquiridos en el Valle de los Pedro-
ches (provincia de Cordoba, Espafia) a otros tantos productores dife-
rentes. En todas las muestras se determiné la composicién quimica, el
pH y la a,, (Ferndndez-Salguero ef al., 1975), diversas fracciones nitro-
genadas y contenido en aminodcidos libres (Ferndndez-Salguero y Mar-
cos, 1975} v, en seis de ellas, el estado de degradacién proteolitica de las
caseinas (Marcos et al., 1975). Al objeto de que las diferencias en la de-
gradacion proteolitica de la B-caseina fueran mds aparentes, las muestras
se mantuvieron a 2 + 2 ° C durante 6 meses en frascos cerrados hermé-
ticamente, antes de proceder a su examen electroforético.

Electroforesis de disco en gel de poliacrilamida. Muestras de 20 g de
cada uno de los quesos se homogeneizaron con 100 ml de H,0 a 5.000
rpm/2 min. Los homogeneizados se calentaron a 35-40° C, centrifugaron
a 2.000 rpm/30 min. y enfriaron a 0° C/30 min. para eliminar con espi-
tula la grasa separada. Al extracto frio se afiadid, bajo agitacién, CIN 1 N
hasta ajustar el pH a 4,6. Pasados 30 min. se calenté a 30° C/30 min. y
centrifugé a 2.000 rpm./30 min. El precipitado obtenido se lavo dos ve-
ces resuspendiéndolo en tampo6n diluido de pH 4,6 (10 ml de CH,
COOH al10p.100y 10 ml de CH,;COONa 1:M diluidos a 1 litro con H,0)
y centrifugando (2.000 rpm/30 min.) tras cada lavado. El sedimento final
se resuspendio en 50 ml de H,0 y disolvi6é ajustando el pH a 6,8 con
NaOH 1 N. Inmediatamente antes de la electroforesis, a unaalicuota de
la solucién anterior se afiadié un volumen igual de urea7 M recién
preparada.
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En la separacion electroforética se siguié la modificacion de Akroyd
(Smith, 1968) de la técnica de Ornstein y Davis (1964), empleando un
aparato de electroforesis de disco Canalco modelo 1.200.

En la preparacion del gel se utilizé un tampon de pH 8,9 que con-
tenia 36,3 g de Tris, 0,46 ml de Temed, 48 m! de CIH 1 N y H,O hasta
100 ml. El gel de separacidon contenia un 7,5 p, 160 de acrilamida y un
0,2 p. 100 de bisacrilamida y se polimerizé afiadiendo, por 20 m! de so-
lucidn, 2,5 ml de persulfato aménico al 0,56 p. 100y 12,2 ml de Temed.
Los geles de apilamiento y de la muesira se prepararon como indica
el manual de instrucciones Canalco (Andnimo, 1069), De cada muestra
analitica se pusieron, en cada una de dos columnas de gel, 15 pl°

En la separacion electroforética, que se hizo con tampén de pH 8,4
conteniendo 0,60 g de Tris, 2,88 g de glicina y H,O hasta 1 litro, y en la
fincién de los geles con negro amido, se siguieron las instrucciones del
manual Canalco {Andnimo, 1969),

La movilidad reiativa (Rm) de los componentes separados se calculé
siguiendo el sistema de referencias de zonas de Wake y Baldwin (1961),
utilizando como referencia una banda tenue, pero bien definida, situada
entre la §- y la =, -caseina,

El perfil densitométrico de los geles tenidos se registro con densito-

metro Chromoscan 200 y las planimetrias se hicieron con planimetro
de Ott.

Resultados

Por examen visual de los geles tefiidos se han detectado en total 21
componentes de distinta movilidad electrofética en las muesiras de queso
mantenidas en refrigeracién, niimero igual al hallado en los seis quesos
maduros examinados electroforéticamente antes de refrigerar las mues-
tras (Marcos ef al., 1975). La movilidad relativa de las diferentes zonas
(tabla I} concuerda, en general, con la observada previamente en los
quesos maduros, '

Estudiando comparativamente los ferogramas de las muestras anali-
zadas electroforéticamente antes y después del almacenamiento en refri-
geracién, se observa un debilitamiento general en la intensidad tintorial
tanto de la f-caseina y 4 -caseina como de sus respectivos productos de
escision, que indica un estado mas avanzado de degradacién proteolitica;
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CUADRO 1. Movilidad relativa media de las zonas detectadas en las diversas regiones
electroforéticas.

Region k- y -caseina B caseina o, -caseina pre-o,

Rm 0,15 0,74 1,11 1,20
» 0,17 0,81 1,15 1,26
. 0,24 0,85 {,18 1,37
» 0,31 0,89 1,40
” 0,41
» 0,48
) 0,56

no se observan, sin embargo, cambios notables en las proporciones rela-
tivas de los cuatro grupos de componentes citados, que serian de esperar
dada la mayor susceptibilidad relativa a la proteolisis de la'3-caseina a
baja temperatura (Fox, 1969, 1970).

En la fig 3.* puede verse la variacion en lasimagenes electroforéticas
de las 16 muestras de queso analizadas. En todas ellas se observa, no
obstante, una mayor intensidad tintorial en la regién de la B-caseina {en-
tre cuyas cuatro zonas se encuentran la de la 3,- y 8,-caseina) que enla
region de la « -caseina {cuyas tres zonas corresponden a la %-, %y
“sg-caseina), lo que confirma la mayor resistencia de la j-caseina a ]a hi-
drolisis enzimdtica en esta variedad de queso (Marcos ef al., 1975), ya
que al comienzo de la maduracién la o - y la B-caseina se encueniran en
proporciones aproximadamente iguales (Fernidndez-Salguero, 1975).

En los primeros productos de degradacion de la o -caseina (princi-
palmente de la o- ¥y %3- ) —que por su mayor movilidad se sitdanen
la region pre- o, —también se notan claras diferencias tanto de tipo cuan-
titativo como cualitativo. Mientras en unos ferogramas aparecen Jos cua-
tro productos de degradacién, en otros sélo se han detectado dos de
dichos productos.

&+ Las diferencias mds notorias son las que se observan en las propor-
ciones relativas de los siete polipéptidos de alto peso molecular y escasa
movilidad electroforética, situados en la region correspondiente a la k-
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CUADRO I Proporciones relativas de los grupos de componentes detectados en las
diversas regiones electroforéticas

p. 100 del total

Queso ' e - 5/‘15
k- y y-cascina p-cageina: o, ~caseina pre-os
A 14,95 33,96 16,15 34,91 2,10
B 14,19 35,35 17,99 32,46 1,96
C 14,11 38,56 21,31 26,01 1,81
D 18,15 50,89 19,85 11,11 2,56
E 30,40 43,68 9,32 16,59 469
F 35,95 32,34 19,59 12,12 1,65
G 22,87 47,09 11,95 18,08 3,94
H 12,04 47,85 14,11 25,98 3,39
I 19,77 61,50 9,62 9,10 6,39
] 30,43 33,65 20,43 15,48 1,65
K 24,52 48,02 8,46 18,98 5,68
L 20,77 48,97 1344 16,79 3,64
M 24,20 28,17 6,70 40,91 4,20
N 13,61 48 48 14,94 22,95 3,24
O 14,48 39,29 22,40 23,80 1,75
P 29,63 43,97 13,52 22,87 3,25
X 21,25 42,61 14,99 21,76 3,24
Sx 1,85 2,17 1,24 2,21 0,37
S 7,38 8,68 4,94 8,85 1,47
CvV 34,74 20,36 3298 40,69 45,23

Los datos se han calculado midiendo las supetficies relativas delimitadas por los

perfiles densitométricos de des ferogramas de cada queso.
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y y-caseina, que proceden de la escision enzimdtica de la ?-caseina
(Ferndndez-Salguero, 1975). Tres de tales péptidos de alto peso molecu-
lar y baja movilidad que se forman en los quesos maduros Gouday
‘Cheddar han sido recientemente identificados como la -, TS- y R-ca-
seina (Creamer, 1975). Mientras que en {os ferogramas de algunas mues-
tras apenas se insintan los productos de la escision de la 5 caseina, en
otros son muy evidentes y exhiben amplias y chocantes diferencias

(Véase figura 1.2 y 3.7).

Midiende planimétricamente la superficie ‘delimitada por el perfil
densitométrico correspondiente a cada una de las cuatro regiones (k-
y 1-,3, %,y pre-% )y lalinea base, se han determinado las propor-
ciones relativas de los cuatro grupos de componentes y calculado los
datos del cuadro II, que ponen igualmente de manifiesto que la 8-caseina
es mas resistente a la proteolisis que la fraccion = (§/ 2 => 3), asi como
la amplia variabilidad en las proporciones relativas de los cuatro grupos
de componentes, de unas muestras a otras,

Entre las muestras de queso también existe amplia variabilidad com-
posicional (cuadro [II) debida a las diferencias individuales introducidas
en el proceso de elaboracion por cada uno de los fabricantes.

Para comprobar si las variaciones observadas en las muestras de
queso, en algunos factores composicionales (contenido en agua, protei-
nas, cenizas, sal, calcio y fésforo) y en ciertos faciores fisicos (aw y pH),
se reflejan en el estado de degradacidn proteolitica de las dos principaies
caseinas del queso (particularmente en la proteolisis de Ja fraccion f8), se
determinaron las correlaciones existentes entre las proporciones relativas
de B- y os-caseina no degradadas, de cada una de las muestras (cuyos
datos figuran en el cuadro II) y los valores correspondientes a los preci-
tados factores composionales y fisicos ( cuadro Iil).

Los resultados del andlisis estadistico (cuadro 1V) indican que no existe
correlacion significativa aiguna entre los factores compcosicionales y fisi-
cos objeto de estudio y el estado de degradacion proteolitica de la 3-ca-
seina y que entre la cantidad relativa de os-caseina residual y el conte-
nido en cenizas de los quesos existe una correlacién positiva altamente
significativa (r==0,7479%"%}, siendo muy significativa la existente con el
contenido en sal {r==0,6451"*} y en calcio (r=0,6311*") y significativa la
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Figura 1

a

Ferogramas

e

de disco en gel de poliacrilamida de las muestras de queso.
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Ferogramas de disco en gel de po-

Figura 2.°

liacrilamida en los que se ohservan notables di-

ferencias cuanii y cualitativas en I_os productos
de degraduacion de la 5-caseina.

TABLA IV. Correlaciones de diversos facinres composicionales y fisicos con las can-
tidades de §- v o -caseina presentes en los quesos

} Cantidad reiaﬁva | Cantidad relativa _

Factor de §-caseina resid. | de « -caseina resid, o
Agua (p. 100) 0,1895 —0.,5677% 0,5524*
Aw 0,1921 —,5517* 0,4543
pH —,2841 0,5402* —0,5859*
Proteinas(g/1006 g H.,0O) ~-(,2200 0,5969% —0,5018*%
Cenizas { » ) —0,2617 0,7479%%% | —0,6819%*
Sal ( » } —0,1419 0,6451™ —0,5626*
Calcio  ( » Vi —0,1782 0,6311% | —0,4902
Fosforo ( » yro 0,3283 ,6104" —0,5756%
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correlacién positiva con el fésforo (r==0,6104%, contenido en proteinas
(r=0,5969%) y pH (r==0,5402%) y la correlacion negativa con el conteni-
do en agua (r== —0,5677%) y con la a, (r==—0,5517%),

Discusion

Cuando la caseina se encuentra en solucién relativamente dijluida, el
cuajo de ternera degrada aproximadamente a la misma ,velocidad tfanto
ala «;- como a la f-caseina (Ledford ef al,, 1966; Fox, 1969; Creamer,
1970), estando infiuida por la temperatura la susceptibilidad relativa de
la o1- y p-caseina a la hidrolisis enzimética, de modo tal que a baja tem-
-peratura se favorece la proteolisis de la fraccion 3 (Fox, 1969) incluso en
forma micelar (Fox, 1970).

Tanto la %,;- como la 3-caseina son mas refractarias a la proteolisis
en forma micelar que en forma soluble (Ledford et al., 1968), habién-
dose demostrado que alterando la estructura de la micela por supresion
del fosfato cdlcico micelar aumenta la suscepiibilidad de la o -caseina a
la degradacion proteolitica (Fox, 1970).

Fox y Walley (1971) han comprobado que en soluciones de caseinato
sodico la hidrolisis de la §-caseina por la accion de la renina o de la pep-
sina disminuye considerablemente en presencia de un 5 p. 100 de CINa
y que se inhibe totalmente en presencia de una concentracion salina del
10 p. 100. Este efecto fue atribuido por Creamer (1971) no especifica-
mente a la sal per se, sino a la ay, reducida por la presencia del soluto,
ya que ante ofros solutos como la sacarosa también disminuye la velo-
cidad de hidrélisis de la 3-caseina. En solucién de caseinato de pH 6,0
conteniedo un 30 p. 100 (p/v) de sacarosa {a, = 0,083) la hidrolisis de Ja
B-caseina resultd ser cinco veces mds lenta que la de la =-caseinay en
presencia de un 60 p. 100 de sacarosa (a,= 0,963) Ia fraccion ? apenas
se hidrolizo.

Phelan ef al {1973), utilizando soluciones de caseinato sédico al 2,5
p. 100, 5 p. 100, 10 p. 100 y 20 p. 100, han comprobado que la suscep-
tibilidad relativa de la ¢~ y f-caseina a la degradacion por la accion de
la renina no se modificaba a las concentraciones de proteina inferiores al
20 p. 100, pero que a la tltima concentracion, sin embargo, se reducia
significativamente la proteolisis de la f-caseina, mientras que la de la
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2.,-caseina permanecia inalterada. Los efectos inhibidores de la concen-
tracion proteica y del cloruro sodico parecen ser aditivos (Guiney, 1672).
Phelan ef al. {1973} han comprobado también que en el queso Ched-
dar la resistencia de la f-caseina a la proteolisis disminuye, tanto al re-
ducir la concentracion de CINa del producto, como al incrementar la
cantidad de agua afiadida, y que el secuestro de los cationes Ca*+ con
EDTA no afecta significativamente a la hidrolisis de la f-caseina.
Analizando estadisticamente las correlaciones existentes entre el esta-
do de degradacion proteolitica de las caseinas de 16 muestras de queso
y los factores composicionales y fisicos a que se atribuye la mayor resis-
tencia relativa de la f-caseina a la proteolisis, observada en multiples va-
riedades de queso, no hemos encontrado correlacion significativa entre
los mencionados factores y la degradacion de la 3-caseina. En la hidré-
lisis enzimética de la = -caseina, por el contrario, el contenido en ceni-
zas del queso influye en un grado altamente significativo, el contenido
en sal y en calcio tienen una influencia muy significativa y las concentra-

ciones de fosforo, proteinas y agua, asi cemo la a, y el pH, influyen
significativamente. '

Resumen

En numerosas variedades de queso la 3-caseina es mis resistente a la
proteolisis que fa « -caseina, La mayor resistencia relativa a la hidrolisis
enzimatica ha sido atribuida a factores tales como el contenido en agua
del producto, la a,,, el pH y [a concentracién de proteinas, minerales to-
tales, sal, calcio y fosforo en el queso. En un estudio realizado sobre 16
muestras de queso no hemos encontrado correlacién estadisticamente
significativa entre los citados factores quimicos y fisicos y el estado de
degradacion proteolitica de la B-caseina. En la hidrolisis de la o -caseina
del queso, en cambio, el contenido en cenizas tiene una influencia alta-
mente significativa, el contenido en sal y en calcio tienen una influencia
muy significativa y el contenido en [dsforo, proteinas y agua, a, y pH,
influyen también significativamente.

Summary

In most cheese varieties f-casein is more resistant to proteolysis than
=, -casein. This greater relative resistance has been ascribed to such fac-
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tors as cheese moisture content, a,, pH and proteins, minerals, calcium
and phosphate concentrations. In a study carried out on 16 cheese samples
correlations has been found to be no statistically significant between the
above mentioned chemical and physical factors and the proteolytic break-
down of 3; -casein. Ontheotherhand, it has been found,that,on the hydro-
lysis of cheese ¢ -casein, the ash content has a highly significative in-
fluence, the salt and calcium contenst show a very significant influence,
and the phosphate, protein and water concentrations, like a, and pH,
exert a significant influence.
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