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AMINOACIDOS LIBRES DEL QUESO MANCHEGO.
{FREE AMINO ACIDS IN COMMERCIAL MANCHEGO CHEESE)
por

A, MARCOS, J. FERNANDEZ-SALGUERQ, M. T. MORA, M. A. ESTEBAN
vy F. LEON*

El queso contiene en estado libre diferentes cantidades de los diversos ami-
nodcidos comunes,constitutivos de las caseinas, como resultado de la hidrolisis de
las paracaseinas durante el proceso de maduracion y de reacciones de transamina-
cién. Los aminodcidos libres totales del queso estdn relacionados con el aroma “de
fondo” del producto y se ha sefalado que existe una relacién definida entre el aro-
ma v la concentracion de determinados aminodcidos libres como la tirosina y el
triptéfano, fa prolina y el 4cido glutdmico. Por su importante contribuci6n a la ca-
lidad del producto, los aminodcidos libres del queso han sido investigados en mil-
tiples variedades (véase la revision de Schormilller, 1968) y siguen siendo actualmen-
te objeto de estudios mds exactos, de tipo cuantitativo, mediante analizadores auto-
marticos.

En Ja mayor parte de las varicdades de queso pueden detectarse cromatogra-
ficamente de 10 a 20 aminodcidos diferentes, en estado libre, en cantidades que
varfan entre O y 6 miligramos por gramo de queso. '

Sobre los aminodceidos libres de los quesos espafioles existe muy poca informa-
cion. kI queso manchego, la variedad popular del pais, s6lo ha sido objeto de tres
investigaciones cualitativas: Aparicio y Tauler (1956), aplicando la cromatografia
en papel en su modalidad monodimensional descendente, a la separacion de los ami-
nodcidos libres del queso manchego, detectaron sélo 6-7 aminodcidos diferentes;
Lopez et al (1962) por cromatografia bidimensional en papel identificaron, en un
total de 10 muestras de queso manchego, 13 aminodcidos libres diferentes y, mds
recientemente, en la misma variedad de queso, Wirotama e al. (1973) detectaron e
identificaron hasta 17 aminodcidos libres, con un analizador automatico.
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No existiendo, gue nosotros sepamos, informacién cuantitativa sobre los ami-
nodcidos libres del gueso manchego, ofrecemos los datos obtenidos en una investi-
gacién semicuantitativa, que consideramos de valor orientativo provisional hasta
que s¢ efectiien andlisis instrumentales mas exactos.

Material y métodos.

Muestras de queso. Quince muestras de queso manchego v tipo manche§o fue-
ron adquiridas en el comercio. Después de quitarles la corteza se pico la porcion in-
terna comestible. Para la separacién cromatogrifica de los aminodcidos libres las
muestras se trataron siguiendo bdsicamente el procedimiento descrito por Ada-
micic et al. (1970).

Aminodcidos de referencia. Con aminodcidos puros p. ¢. (Merck) se prepard
una solucién mixta en CIH 0,1 N que contiene 800 nanogramos & 1™t de cada ami-
nodcido excepto de histidina, cuya concentracion fue de 1.600 ng ,ul_l. A partir
de esta solucién madre se prepararon diferentes diluciones.

Separacion cromatogrdfica. Se hizo por cromatografia bidimensional en papel
Whatman num. 3 de 20 x 20 cm. El desarrollo de los cromatogramas se efectuo en
cdmaras Shandon provistas de bandeja para solvente y bastidor para el desarrollo si-
multdneo de 10 cromatogramas. En 5 hojas se aplicaron 0,5, 1,0,2,0,4,0y 8,0 ng
x 10% de cada aminodcido patrén (de histidina doble cantidad) y en las restantes
20 wl de 5 de las soluciones problema. En el desarrollo de la primera dimension
(realizado en la direccion de la mdquina del soporte) se utilizé como sistema solven-
te n-butanol: dcido acético: agua (80:20:20v/v); y para la segunda dimension, fenol:
agua (75:25 p/p) con €l 0,01 p. 100 de Titriplex I11.

Los cromatogramas desarrollados se revelaron con reactivo de ninhidrina con
collidina. '

Las tres pruebas se repitieron en idénticas condiciones pero aumentando el vo-
lumen de las muestras problema a 40 ul.

 Semicuantificacion de los aminodcidos. Se aplicé el método de Fisher et al.
(1948) a la cromatografia bidimensional ascendente. El drea de las manchas de los
aminodcidos separados en los cromatogramas revelados se estimé planimétricamente
(con planimetro de Ott) y, seguidamente, se hallé para cada aminodcido de refe-
rencia la ecuacién de la mejor recta de ajuste, entre el logaritmo de la cantidad de
sustancia (en ng) y la raiz cuadrada del drea de difusién (en mm™ ), Con estas ecua-
ciones se calcularon las cantidades de los aminodcidos problema a partir del drea de
sus respectivas manchas cromatogréficas.
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Resultados v discusion.

La figura 1 muestra un cromatograma representativo de los principales amino-
dcidos libres del queso manchego; dicho cromatograma corresponde a una muestra
mixta representativa de los 15 quesos examinados. De los 13 aminodcidos que apa-
recen ¢n el cromatograma, la leucina, valina, alanina, 4cido glutdmico, dcido aspar-
tico, lisina, ornitina y arginina han sido detectados en las 15 muestras individuales;
la prolina, en 14 muestras; la metionina y la glicina, en 12;1a histidina, en 11, y la
fenilalanina, en 10. Aurique no aparecen en el citado cromatograma, la tirosina ha
sido detectada en 9 muestras individuales, la treonina, en 7 y la serina, en 5.

De los 16 aminodcidos libres detectados, el dcido aspdrtico, el dcido glutdmico,
la glicina, alanina y -tirosina (véase cuadro I} habian sido encontrados en todos los
estudios previos (Aparicio y Tauler, 1956 Lopez er al. 1962; Wirotama ez al. 1973);
la serina, prolina, lcucina, fenilalanina, histidina y lisina lo hab{an sido anteriormen-
te por Lopez er al (1962) y por Wirotama et a/. (1973); la arginina, por Lopez ef
al. (1962) y por Wirotama et al. 1973) s6lo en trazas; y la metionina sélo por Wiro-
tama et al {1973). Estos resultados son en general bastante concordantes, si bien
Wirotama ¢f al. (1973) detectaron isoleucina, no revelable por cromatografia en
papel, ya que forma una mancha tGnica con la leucina, y trazas de cisteina, rara-
mente detectable por cromatografia en papel, en los quesos; Lopez et al. (1962) ha-
“laron triptofano, no encontrado por los demds; y nosotros, ornitina, no detectada
previamente.

Sélo en dos de las 15 muestras de queso examinadas se han evidenciado Jos 16
aminodcidos libres detectados; en las restantes muestras de queso el nimero de
aminodcidos detectados varié entre 9 y 15,

Cromatografiando simultdneamente 10 volimenes diferentes (comprendidos
entre 5 y 50 #1) del extracto de aminodcidos libres de la muestra mixta de queso,
observamos la existencia de una relacién lineal entre el logaritmo -del volumen (en
#1) de muestra aplicada y la raiz cuadrada del drea de difusion de las manchas de
cada aminodcido, 1o que permite aplicar a la cromatografia bidimensional el método
de Fisher er al (1948) con fines semicuantitativos. Dado que la significacion de los
aminodcidos libres en el queso no exige un andlisis rigurosamente exacto, considera-
mos que el procedimiento puede ser Util como técnica de screening en.este tipo
de estudios, cuando no se dispone de otros medios. Los coeficientes de correlacion
de las mejores rectas de ajuste, obtenidos por este procedimiento (con la solucion
de aminodcidos de referencia), son muy aceptables en el caso de la leucina, alanina,
arginina, acido aspdrtico, prolina, dcido glutdmico y ornitina; y suficientemente
aceptables, en el caso de los restantes aminodcidos, salvo la serina, histidina y lisina.
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FIGURA 1. Cromatograma bidimensionéi, en papel, de los principales aminodcidos libres de
una muestra mixta representativa de 15 quesos manchegos.
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FIGURA 2. Media (y desviacion tipica} de los aminoacidos libres del queso manchego.
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- ‘CUADRO 1. Aminodcidos libres detectados en el queso manchego.
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Cromatografia en papel monodimensional descendente.

Cromatografia en papel bidimensional ascendente.

Analizador automatico de aminoacidos (BC 200, Fa. Biocal, Munich).

Cromatografia en papel bidimensional ascendente.
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debido a la escasa peridiente de sus rectas de ajuste, cuyos resultados ofrecen escasa
fiabilidad. '

La cantidad media de aminodcidos libres totales del queso manchego es de unos
10 mg g—1 de queso, variando los valores en los quesos individuales entre un mdxi-
mo de 20 mg g—! y un minimo de 3,6 mg g—1 (cuadro 11). Los aminodcidos H-
bres cuantitativamente predominantes en el queso manchego son la leucina (que
incluye a la isoleucina), cuya concentraciéon media es de 2,5 mg g—1, y la lisina e
histidina (préximas a 2,0 mg g—1), seguidos por la prolina y valina (con valores me-
dios de aproximadamente 1,0 mg g—1). los aminodcidos detectados en menor can-
tidad son la serina, la glicina y la ornitina. (Fig. 2).

En los quesos frescos o poco madurados la actividad del agua (a,, ) se halla re-
ducida casi exclusivarmente por la sal afiadida, de modo tal que la g, puede deducir-
se en muchos casos de la molalidad del cloruro sédico en la fase acuosa del queso
(Marcos et al. 1979). En el lote de quesos utilizados en el presente trabajo los va-
lores a,, determinados experimentalmente coinciden con los calculados tedricamen-
te, a partir de la concentracion de la sal, en 9 de las muestras y difieren s6lo una
centésima en 2 muestras; en dos centésimas, en 3 muestras, y en tres centésimas, en
una s6la muestra (Marcos ef al. 1979). La relacién observada entre la ¢, y la mola-
lidad del CINa de los quesos del lote es muy significativa (r=—0,74%%*). En los
quesos madurados la a,, se reduce adicionalmente, por debajo del valor que corres-
ponde a la concentracion de sal, debido a la presencia de pequefios péptidos, ami-
nodcidos libres vy otras sustancias de bajo peso molecular resultantes de la proteo-
lisis.

Puesto que la concentracién de aminodcidos libres estd en relacién con la de
sus precursores mas inmediatos y la de sus productos de degradacidn, es de esperar
que la cantidad de aminodcidos libres totales esté a su vez relacionada con la a,
de los quesos. El coeficiente de correlacién existente entre los aminodcidos libres
de los quesos del lote objeto de estudio y sus correspondientes valores a,, (Marcos
et al. (1979) es altamente significativo (r = 0,80 *#%%). superior incluso al existen-
te con la concentracion salina. Las diferencias observadas entre Jos valores &, de-
terminados experimentalmente y los calculados a partir de la molalidad del cloruro
s6dico estdn positivamente relacionadas, a nivel muy significativo (r = —-0,64%%),
.con la cantidad de aminodcidos libres totales. '

Resumen.

Se han analizado los aminodcidos libres de un lote de 15 quesos manchegos
comerciales y se han detectado e identificado 16 aminodcidos diferentes. Se ha esti-
mado semicuantitativamente que la media de aminodcidos libres totales del queso
manchego es de unos 10 mg g—1 de queso. Los valores varian en los quesos indivi-
duales -entre 20 mg g—1 y 3,6 mg g~} aproximadamente. Los aminodcidos libres
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cuantitativamente predominantes son la leucina (con una media de 2,5 mgg—1 ¥
la lisina e histidina (con medias préximas a 2,0 mg g—1). Los detectados en menor
cantidad son la serina, glicina y ornitina. '

La cantidad de aminodcidos libres totales de los quesos del Ipte estd relacio-
- - . 3 = *
nada, a nivel altamente significativo, con sus corrrespondientes valores a,, .

Summary.

In commenrcial Manchego cheese 16 different free amino acids have iden-
tified and roughly quantified by dimensional paper chromatography; the mean
content of total free amino acids is about 10 mgg—1 cheese and the values ranged
in individual cheese es from 3,6 mg g—1 to about 20 mg g—1; Manchego cheese is
rich in leucine (mean content 2,5 mg g—1), lysine and histidine) mean content about
2.0 mg g—1 each) and is poamn in serine, glycine and ornitine.

- An inverse hyghly significant relationship exists between the total quantities of
free amino acids and the water activity (a,, ) values of Manchego cheeses.
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