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ESTADO DE DEGRADACION PROTEOLITICA DEL QUESO DE LOS PEDROCHES

A. Marcos, M.2 Asuncion Esteban y J. Ferndndez-Salguero (*)

RESUMEN

Las imigenes electroforéticas en gel de poliacrilamida de seis muestras de quesos de
los Pedroches maduros, elaborados por diferentes productores, indican que la ag-caserna
aparece mds degradada en todos los quesos que la fcaseina, que apenas es hidrolizada en
algunos quesos.

La hidrélisis enzimdtica de la ag-caseina (fundamentalmente de la as; - y og3-) origina
cuatro productos de escision de mayor movilidad.

La degradacién proteolitica de la f-caseina rinde sicte fragmentos polipeptidicos de
alto peso molecular y baja movilidad electroforética, que se sitdan en la regidn de la
% -y y<asefna. Algunos de estos polipéptidos pueden corresponder a caseinas minaritarias
equivalentes a la y-, TS-y R-caseina encontradas en guesos maduros elaborados con leche
de vaca.

PALABRAS CLAVE

Queso de los Pedroches, proteolisis, imagenes electroforéticas.

(*) Citedra de Tecnologta y Bioquimica de los Alimentos, Facultad de Veierinara, Universidad
de Cdrdoba (Espafia).



INTRODUCCION

Desde que los investigadores sueces Borge Lindquist y Torsten Storgards sefialaron en
1957 que las imdgenes electroforéticas de los extractos obtenidos de distintos tipos de
quesos, mostraban considerables variaciones en el estado de degradacién de las diferentes
caseinas, se han efectuado miltiples estudios electroforéticos de andloga naturaleza. La
inmensa mayoria de los trabajos publicados al respecto se refieren a variedades de queso
elabaradas can leche de vacas, cuajo de ternera y cultivos ldeticos. El queso Cheddar es,
con mucho, el mds investigado.

Por estudios electroforéticos se sabe también que las casernas de la leche difieren de
una especie a otra y que la hidrélisis enzimdtica de Jas casefnas por los diversos coagulan-
tes de la leche de naturaleza animal, vegetal, bacteriana, fingica, etc., origina distintos
cuadros electroforéticos dependientes del tipo de cuajo utilizado.

Los extractos obtenidos de cardos del género Cynara raramente se emplean en que-
seria, estanda su uso restringido a limitadas dreas peogrdficas para elaborar determinadas
variedades de quesos, Este tipo de cuajo vegetal se utiliza en algunas regiones de la penin-
sula ibérica en la fabricacién de queso de leche de oveja. En la elaboracion del queso Serra
los campesinos portugueses emplean como coagulante de la leche de oveja un extracto
obtenido de los pétalos de la flor de C. carduncilus (Vieira de Sa’y Barbosa, 1970a). La
actividad coagulante de estos extractos fue evaluada ya en 1933 por Christen y Visasoro
y mds recientemente por Vieira de Sa’ y Barbosa (1970a, b, ¢).

En el Valle de los Pedroches, el Norte de la provincia de Cérdoba, también se elabora
artesanalmente una variedad de queso en la que se emplea leche de oveja sin pasteurizar,
que se coagula con cuajo obtenido del cardo C. humilis y cuya maduracion corre a cargo
de los microorganismos contaminantes naturales de la leche. La singularidad de este tipo
de queso nos indujo recientemente a abordar su estudio, habiéndose investigado los cam-
bios que experimentan los compuestos nitrogenados durante el proceso de maduracién
(Ferndndez-Salguerc, 1975), la composicién quimica y algunos pardmetros fisicos de los
quesos maduros (Ferndndez-Salguero ef al., 1976) y las fracciones nitrogenadas y los
aminodeidos libres de los quesos maduros (Ferndndez-Salguero y Marcos, 1976).

Seguidamente se exponen los resultados del andlisis electroforético del estado de
degradacion proteolitica de las caseinas de quesos de los Pedroches maduros elaborados
por productores diferentes.



MATERIAL Y METODOS

Material experimental. Seis quesos tomados al azar entre un lote heterogéneo de 16
guesos, de dos a tres meses de maduracion, adquiridos en el Valle de los Pedroches, a
otros tantos productores diferentes.

Preparacién de las muestras analfticas. Después de proceder como recomienda la
norma 34 105 hl de la UNE (1969), se homogeneizaron muestras de 20 g de cada uno
de los quesos con 100 ml de H,0 a 5.000 rpm/2 min. Los homegeneizados se calentaron
23540° C y centrifugzron a 2.000 rpm/30 min., enfridndose seguidamente a 0° C/30 min
para eliminar con espdtula la grasa separada. Al extracto frio se afiadid bajo agitacion
CIH 1 Nhasta ajustar el pH a 4 6. Pasados 30 min. se calent a 30° ¢/30 min. y centrifugd
a 2,000 rpm/30 min. El sedimento obtenido se lavo dos veces resuspendiéndolo en tam-
pon diluide de pH 4,6 (10 ml de CHyCOOH al 10 %o y 10 ml 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 resuspendit en 50 ml de H, O y disolvi6 ajustando ¢l pH a 6,8 con NaOH 1 N. In-
mediatamente antes de la electroforesis se afiadié un volumen igual de urea 7 M recién
preparada.

Electroforesis en gel de poliacrilamida. Se siguid la modificacién de Akroyd (Smith,
1968) de la técnica de Ornstein y Davis (1964), empleando un equipo de electroforesis
de disco Canaleo 1,200,

En la prepzracion del gel se utilizé un tampdn de pH 8,9 que contenta 36,3 g de Tris,
0,46 ml de Temed, ~ 48 ml de CIH 1 Ny H, O hasta 100 ml. El gel de separacidn conte-
nfa un 7,5 %o de serilamida y un 0,2 %o de bisacrilamida y se polimerizd afiadiende, por
20 ml de solucin, 2,5 ml de persulfato aménico al 0,56 %oy 12,2 ml de Temed. Los
geles de apilamiento y de la muestra se prepararon como indica ¢l manual de instruccio-
nes Canalco (1969). De cada muestra analftica se pusieron en cada una de dos columnas
de gel 15 pl.

En la separacion electroforética, que se hizo con tampon de pH 8.4 conteniendo
0,60 g de Tris, 2,88 g de glicina y H, O hasta 1 litro, y en la tincion de los geles con negro
amido se siguieron las instrucciones del manual Canalco (Andnimo, 1969). El perfil
densitométrico de los geles tefiidos se registrd con un Chromoscan 200 y las planimetrias
se hicieron con planimetro de Ott.

RESULTADOS
De los extractos de queso se han separado por electroforesis de disco en gel de
poliacrilamida 21 componentes de distinta movilidad, detectables en los geles teniidos con

negro amido por examen visual. En la Limina 1 puede verse la intensidad tintorial relativa
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LAMINA 1. Folografia de los ferogramas obtenidos de los quesos de los Pedroches madu-
ros por electroforesis en gel de poliacrilamida, Se indica la situacion regional de las zonas.

de las zonas mds aparentes v su posicion regional; la movilidad relativa (Rm) de todos los
componentes se indica en la Tabla I,

A partir del origen, donde sz observa una zona intensamente tefiida (Rm~ 0), se
detectaron 7 zonas tenues de baja movilidad (Rm 0,13 a 0,63) ocupando la regién de la
k-y y-casefna. Cinco de tales bandas se aprecian con claridad en la fotografia de algunos
ferogramas. En la regién de la f-caseina se distinguieron cuatro zonas (Rm 0,73 a 0,90},
siendo difusas las de mdxima y minima migracién y nitidas e intensas las de movilidad
intermedia.

Delante de la regi6n de la f-caseina se aprecié una Ifnea tenue pero bien definida que
se utiliz6 como referencia para determinar la posicion relativa de los restantes compo-
nentes, siguiendo el sistema de designacion de zonas de Wake v Baldwin (1961).

TABLA 1. Movilidad relativa media (Rm) de las zonas detectadas en las diversas regiones
electroforéticas.

Regién Orig. K-y A Refrm ag Pre-ag Alb.
Rm 0,00 0,13 U,i3 VR ] wRR LAS 107
> .22 0,77 1,13 1,30
* 0,27 083 1,18 1,37
. 038 0,90 143
i 048
" Q0,55
£ 0,63




En la regién de la ag-caseina se encuentran tres zonas (Rm 1,08 a 1,18) siendo bas-
tante intensas las dos de los componentes menos veloces. Cuatro componentes de alta
movilidad electroforética aparecieron formando zonas en la regién pre-ag, con Rm com-
prendido entre 1,25 y 1 43.

El componente negro amido positivo de mdxima movilidad formé una zona te-
nue con Rm 1,92,

Como puede verse en la Limina 1, en las imdgenes electroforéticas de algunos quesos
se observan notables diferencias. En los ferogramas codificados con las letras D y O apa-
recen bien visibles cinco de las siete zonas de escasa movilidad, las zonas de la region de
la fcasefna muestran gran intensidad tintorial relativa, se distinguen las dos zonas menos
moviles en la regidn de la ag-caseina que aparecen muy debilitadas en comparacién con
los componentes de la region de la f<aseina, y sélo se evidencian claramente dos de los
cuatro componentes de elevada movilidad que forman zonas en la region pre-ag. En los
restantes ferogramas séle se insindan en la region de la k- y y-caseina algunos de los com-
ponentes poco méviles, la intensidad tintorial relativa de las zonas de la region de la
fcaseina (aunque menor que en los ferogramas D y 0) es considerablemente mayor que
la del material depositado en la regidn de la ag-caseina y, finalmente, en situacién pre-eg
se visualizan los cuatro componentes de alta velocidad de migracion.

Las Figuras 1,2 y 3 muestran los perfiles densitométricos de ferogramas obtenidos
de los seis quesos objeto de estudio. Midiendo planimétricamente la superficie relativa
delimitada por la linea base y el perfil correspondiente a las regiones de la &-y y-caseina,
de la f-caserna, de la cg-casefna y de la region pre<cg, se han obtenido datas objetiva-
mente cuantificados (Tabla 2) sobre las proporciones relativas de los cuatro grupos de
componentes. Tales datos indican que los componentes poco méviles suponen alre-
dedor del 18 %o del material negro amido positivo de las regiones consideradas, que los
componentes de la region de la (-caseina son los cuantitativamente mds importantes,
constituyendo mds de la tercera parte (~ 37 %o) del material total, que las zonas de la
region de la ag-caseina suponen aproximadamente el 18 %o del total y que los productos
de alta movilidad dan cuenta del 27 %o restante,

En tres quesos (B, C, 1) de los seis analizados los resultados cuantitativos son bas-
tante similares entre si, pese 4 su diferente procedencia, aproximdndose también a los
valores medios citados. Sus ferogramas pueden considerarse por tanto mds representa-
tivos del estado de degradacién proteolitica del queso de los Pedroches. En los tres res-
tantes quesos existen considerables variaciones de distinta naturaleza. En el queso A se
nota una considerablemente mayor proporcion relativa de los componentes mds veloces
y una considerablemente menor proporcién de los componentes menos méviles. En los
quesos D y O la proporcion relativa del material tefiido presente en la region de la f-caser-
na es superior al valor medio (particularmente en D), al igual que el de la region de la
K- y y<aseina (mds aparente en 0), siendo muy bajes las proporciones relativas de los
componentes de la region de la eg-caseina y de los de la regién pre-ws. Estos resultados
cuantitativos concuerdan con los deducidos del examen visual de los ferogramas expues-
tos anteriormente.

DISCUSION

Las principales fracciones caseinicas de la leche, k-, v, f- y as-caseina, muestran una
migracién anddica creciente cuando se someten a electroforesis tanto en gel de almidén
(Wake y Baldwin, 1961) como en gel de acrilamida, quedando Ia k<caseina cerca del
arigen. Cuando la leche de vaca se coagula con cuajo de ternera para elaborar queso, la
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FIGURA 1. Perfiles densitométricos de los ferogramas correspondientes a los quest
AyB.
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FIGURA 2. Perfiles densitométricos de los ferogramas correspondientes 2 los quesos
CyD,
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FIGURA 3. Perfiles densitométricos de los ferogramas correspondientes a los quesos
IyO.
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TABLA 2. Proporciones relativas de los componentes situados en las regiones pre-g,
s, [,y K -7,y relaciones pre-g + ag [ f+ K -7.

Queso Pre-ag o 8 k-7 Precag+ag/fi + k-7
A 37,57 19,34 33,59 9,51 5691 /43,10
B 31,13 1847 32,59 17,82 49,60 / 50,41
C 28,83 19,77 35,62 15,78 48,60/ 51,40
D 17,86 15,22 4576 20,49 33,08 /66,25
1 29,59 19,00 36,62 14,79 48,59 / 51,41
[} 1892 13,59 38,27 29,22 32,51/6749
X 2132 17,56 37.08 17,93 4588 /55,01

Los datos se han calculado midiendo las superficies relativas delimitadas por los perfiles
densitométricos de dos ferogramas de cada quesa.

K-casefna es rapida y cuantitativamente convertida en para-k-caseina por la accién pri-
maria de la renina. Si se hace una separacion electroforética en condiciones estandar la
p-kcaseina migra hacia el citodo. En los ferogramas de los extractos del queso de los
Pedroches, elaborado con leche ovina coagulada con cuajo vegetal, la intensa banda
situada cerca del origen pudiera estar formada, mds que por un producto de degrada-
cidn, por p-«<aseina de conducta anémala.

Los siete componentes poco méviles, que forman débiles zonas situadas en la region
propia de la k- y y<aseina, estdn constituidos por otros tantos polipéptidos de elevado
peso molecular, resultantes de la degradacidn proteolitica de las f-caseinas. En el curso de
la maduracién del queso de los Pedroches se ha observado la aparicion de seis de estos
componentes, que aumentan en intensidad rdpidamente durante el segundo més de madu-
racién, habiéndose demostrado también que son productos de degradacion de la f-caseina
(Fernandez-Salguero, 1975). Estos componentes de baja movilidad también aparecen en
los quesos tipo manchego madurcs (Ramos y Martinez, 1976; Marcos ef al., 1976a) co-
mao resultado de la degradacion de la fcaseina (Ramos y Martinez, 1976).

Creamer (19732) ha demostrado que los péptides de alto peso molecular y baja
movilidad electroforética presentes en los ferogramas de los quesos de leche de vaca
Gouda (11 meses de maduracién) y Cheddar (30 meses de maduracion), resultan de la
escision de la B-caserna. Aislando tres de estos componentes de cada variedad de queso
y basdndose en su movilidad electroforética, composicion en aminodcidos, peso mole-
cular y cambios en el comportamiento electroforético inducidos por la presencia de
cationes Mg" *, ¢l citado investigador ha identificado los péptidos como la v-caseina
A%, la TS<aseina A* y la R-caseina. Se sabe que lu presencia en lu leche de vaca de
pequenias cantidades de y-, TS- y R-caseina se debe a que la proteasa de la leche —plasmi-
na de la sangre (Kaminogawa er al., 1972) escinde a la cadena peptidica de moléculas
de f-caseina por los enlaces existentes entre los residuos 28 y 29, 105 y 106,y 107 y
108, originando péptidos de elevado peso molecular (20.536, 11.820 v 11.565 daltons,
tespectivamente) que constan de los residuos de 29 2 209, 106 a 209 y 108 a 209 de la
cadena de la fcaseina (Gordon ef al., 1972; Kaminogawa y Yamauchi, 1972; Mercier
el al., 1972; Yamauchi y Kaminogawa, 1972). Creamer (19752) descarta que la forma-
citn de estos polipéptidos en los guesos madurados sea dehida a la accién de la renina
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sobre la f-caseina y, sin excluir como responsables o participantes a las enzimas micro-
bianas del starrer, considerada mds probable que la hidrolisis enzimitica se deba a la
accion de la proteasa de la leche.

Es posible que algunos de los componentes de escasa movilidad observados en los
ferogramas de los quesos objeto de estudio correspondan 2 caseinas mineritarias, forma-
das @ partir de la f-caseina por la accion de la proteasa natural de la leche, ya que s ha
detectado actividad proteolitica intrinseca en la leche de todas las especies investigadas
(Curini et gl,, 1971 ; Carini y Todesco, 1974).

Dos de las cuatro zonas que se han discernido en la region de la f-caseina prabable-
mente corresponden a la f; <caseina v a la fcaseina no degradadas y las tres zonas de la
region de la agcaseina a la ag, -, g - y a3 -caseina (Creamer, 1975b).

Los cuatro componentes de mayor movilidad que se encuentran en situacion pre-ag
son productos de degradacion de la agcaserna, sobre toda de la @y - y @sa-caseina (Crea-
mer, 1975p), Tales productos se forman precozmente durante la maduracién tanto del
queso de los Pedroches (Fernindez-Salguero, 1975) como del queso tipo manchego (Ra-
mos y Martinez-Castro, 1976).

Se ha comprobado que al comienzo de Ja maduracion del queso la ag- v la fcaseina
dan cuenta, aproximadamente a partes iguales, del 100 9o del material negro amido posi-
tivo localizade en las regiones de la k- y y-caseina, p-caseing, ag<aseina y de la region
pre-ats (Ferndndez-Salguero, 1973). De lo anterior v del examen de la Ldmina 1 y de
la Tabla 2 se deduce que en los quesos madurcs estudiados lu proteolfsis ha afectado
preferentemente a la agcaserna, ya que la proporcion relativa de la misma es pequeiia
(~ 18 Y0) y la de sus primeros productos de escion enzimdtica es comparativamen-
te alta (~ 27 Yo), mientras que la proporcion relativa de la f-caseina es muy elevada
(~37 90) y la de sus productos de degradaciin es baja (~ 18 %o).

La mayor resistencia de la f-casefna a la hidrdlisis enzimdtica durante la madura-
cion de los quesos ha sido observada por multiples investigadores en diversas variedades
elaboradas con leche de vaca y particularmente en el queso Cheddar (entre otros Ledford
et al., 1966; Ledford y O’Sullivan, 1966; Edwards y Kosikowsky, 1969; Creamer, 1970;
Fox y Walley, 1971; Sing y Ganguli, 1972; Phelan et al., 1973).

La mayor susceptibilidad de la ag<aseina a la proteolfsis también ha sido observada
en el queso tipo manchego (Ramos v Martinez, 1976; Marcos et al., 1976a) y en los que-
sos Idiazabal, Cabrales, gallego de vaca, San Simén, Tetilla, Roncal y queso fresco de
cabra de Cidiz (Millin, 1976), aunque casi todas las bacterias proteoliticas aisladas de
dichos quesos poseen proteasas exocelulares que acttan preferentemente sobre la f-casei-
na (Marcos et al., 1976b; Mufioz, 1976).

La resistencia de la f<aseina del queso a la proteolisis ha sido atribuida a factores
tales como altos contenidos en cenizas o minerales del queso (y mds concretamente a la
riqueza en sal o en calcia y f6sforo micelares), bajos contenidos en apua, ay reducida y
elevados contenidos en proteina, Fox y Walley (1971) observaron que la degradacion
de la P-caseina por la accién de la renina y de la pepsina se reducra considerzblemente en

presencia de un § % de CINa y se inhibia totalmente cuando la concentracion de la
sal era del 10 ©o. El contenido salino medio de los apesns ntilizadag an al grasanta tra.
bajo, de aproximadamente el 3,5 Yo del producto, podria explicar la escasa degrada-
cién de la fcaseina. ;

Creamer (1971) explica las diferencias en las velocidades de degradacion de la a- y
de la B-caseina del queso Cheddar por efecte de la actividad del agua (@) del producto.
Este tipo de queso tiene una ayp relativamente baja (0,95 - 0.96) como resultado de la
adicién de sal, pero la sal per ser no seria directamente responsable de la resistencia de
la P<caseina a la hidrdlisis, ya que si la a\y del queso se reduce con otros solutos dismi-
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nuye la velocidad de degradacion de la f-caseina. Ha comprobado que en solucion muy
diluida la a- y la f-caseina se degradan & la misma velocidad, mientras que en soluciones
que contienen un 30 %o de sacarosa (a,, = 0,983) la fracu(m a se hidroliza cinco veces
mds que la fraccién § y en soluciones que contienen un 60 %o de sacarosa (ay = 0,963)
la fraccion § se hidroliza solo muy ligeramente. En los quesos que hemos estudiado Ja
@y media es de 0,88, lo que concuerda can la hidrdlisis preferencial observada.

Phelar: et al. (1973) atribuyen la resistencia de la -casemna a la degradacién enzi-
mitica, 2 algin cambio fisico concentracion-dependiente de la micela de caseina, que
hace que la fraccion (i sea inaccesible al ataque enzimitico.

En dos de los quesos estudiados (D y 0) es particularmente manifiesta la resistencia
de la f-caseina a la hidrolisis enzimdtica. Las proporciones de a- ¥ fB-caseina (véase Ta-
bla 2) son de alrededor del 15 %Yo y del 46 Yo respectivamente en el quese D y del
14 %o y del 38 %o en el queso O). El que la f-caseina sea muy refractaria al ataque enzj-
matico en el queso O puede explicarse basindose en la cancentracién del CINa y la ay, del
producto, factores los tltimos que no explican, sin embargo, la menor hidrolisis de
la fcaseina del queso D respecto a la de los restantes quesos estudiados, particular-
mente C (véase Tabla 3).

Recientemente se ha encontrado (Marcos ef al., 1976¢) que entre los factores com-
posicionales y fisicos a que se atribuye la resistencia a la proteclisis de la f-caserna del
queso y la cantidad de fcaseina residual no existe correlacion estadisticamente signifi-
cativa, siendo significativa en cambio su correlacion con la cantidad de ag-caserna residual,

Si los primeros productos de degradacion de la ag-caseina migran todos a la regién
pre-as v los de la f-casefna migran todos a la region de la k- y y-caseina y no son degra-
dados ulteriormente u compuestos de bejo peso molecular sin afinidad por el colorante,
o los productos resultantes de la hidrdlisis de ambas fracciones son convertidos en com-
puestos negro amido negativos a la misma velocidad, entonces la relacion ag + pre-ag/
f + k - v en los quesos maduros serra igual a la relacién ag/f existente al comienzo de
la maduracion, de aproximadamente 1/1.

Que Iz pérdida de material negro amido positivo no es copiosa se deduce de los
resultados del andlisis quimico de las fracciones nitrogenadas del queso al término de
su maduracion (Fermidndez- S'l]guem 1975; Femndndez-Salguero y Marcos, 1976), segin
los cuales alrededor del 80 %o del nitrégeno total esti formado por proteinas y proteo-

TABLA 3. Concentracion salina y ay, de los quesos

Queso Molalidad del CINa en la fase acucsa del queso ayy
A 1,58 090
B 145 021
C 2,20 0.84
D 1,77 0.89
I 0,75 093
0 n 0.80
X 191 0.88

Datos tomados de Femandez-Salguero et al. (1975)

15



sas-peptonas y aproximadamente la mitad del 20 %o restante de nitrogeno no proteico
estd constituido por péptidos. Por otra parte, la pequenia pérdida que se produce no
afecta por igual a los productos de degradacidn de las dos principales fracciones protei-
cas sino que ocurre esencialmente g expensas de los primeros productos de degradacion
de la agcaseina, que como se ha sefialado se forman antes que los de la f-caseina. La
hidrolisis de los primeros productos de degradacion de la agcaseina a compuestos ne-
gro amido negativos se produce principalmente durante la segunda quincena del perfado
de maduracion (Ferndndez-Salguero, 1975). Lo que se acaba de exponer se refleja en los
resultados del presente estudio electroforético. En algunos quesos la suma de cada una de
las dos principales fracciones proteicas y sus correspondientes productos de degradacion
apenas se desvia de la igualdad (Tabla 2), lo que indica que apenas se ha producido en
ellos pérdida de material negro amido positivo. Que la produccidn de material negro ami-
do negativo tiene lugar fundamentalmente a expensas de los primeros productos de degra-
dacién de la ag-caseina se confirma porque en general las desviaciones determinan el incre-
mento relativo de § + x-y (muy evidente en Dy 0). El queso A constituye una chocante
excepeion pues los resultados aparentemente indican que a partir de la f-caseina se han
formado productos de alta migracidn anddica.




STATE OF PROTEOLYTIC BREAKDOWN IN PEDROCHES CHEESE

SUMMARY

Polyacrylamide gel electrophoretic pattems of six ripened Pedroches cheeses of
different origin revealed agcasein to be extensively degraded and formed four degra-
dation products of higher relative mobility, whereas -casein, more resistant ta hydrolysis,
on enzymic proteolysis give rise to seven peptides of hight molecular weight and low
electrophoretic mobility, some of which can be minor caseins like the -, TS- and R-
found 1n opened cheeses of cow milk.

KEY WORDS

Pedroches cheese, proteolysis, electrophoretic patterns, protein degradation products.
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