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La produccion quesera mundial ha crecido sostenidamente durante los
ultimos 23 afios, superando en el afio 2000 los 16 millones de toneladas de los
que un 52,15% ha sido generado en el continente europeo. Desde 1980, el
consumo de queso en el mundo ha ido aumentando a una tasa anual del 2%
correspondiendo el mayor incremento al consumo de quesos “especiales” frente

a los tradicionales obtenidos a partir de leche de vaca (Manterola, 1999).

La produccion de quesos es un proceso muy antiguo, no obstante, el
conocimiento de las reacciones que se suceden durante su manufactura es
relativamente reciente. Estas reacciones enzimaticas y fisicoquimicas, que
ocurren durante la maduraciéon no se conocen todavia en profundidad, pero
determinan las caracteristicas de sabor, textura y apariencia del producto final
(Fernandez del Pozo et al., 1988). A pesar de ello, tanto desde el punto de vista
industrial como cientifico es muy interesante llegar a controlar el proceso, y si
es posible a acelerarlo (Ferndndez-Garcia y LOpez-Fandifio, 1994). Desde el
punto de vista econémico supondria un ahorro considerable al permanecer los
quesos menos tiempo inmovilizados (Kirby y Law, 1987). Para ello, resulta
imprescindible el seguimiento e identificacion de los principales componentes
implicados en el proceso de maduracion y que, en definitiva, son los

responsables principales de la calidad final.

De todo lo expuesto, es evidente que la industria lactea esté interesada en
el desarrollo de indices de maduracion y calidad del queso que podrian
complementar a la evaluacién sensorial, siempre que se reconozca que dichos
indices por si solos no pueden usarse para evaluar la calidad (lbafiez y Barcina,
1994). Para la mayoria de las distintas variedades de quesos curados y
semicurados, la proteolisis es uno de los indices de maduracion mas

comUnmente utilizados (Farkye y Fox, 1990) y es util en la evaluacion de los
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cultivos starter aplicados (Fox, 1989) ya que contribuyen en gran medida al
aroma y textura desarrollados en los quesos (Guinee y Wilkinson, 1992).

Para el seguimiento de la maduracion mediante la cuantificacion de la
proteolisis se han propuesto varios métodos, basados en el fraccionamiento y
caracterizacion de los diferentes productos nitrogenados. Las caseinas y sus
productos de hidrolisis han sido tradicionalmente analizados mediante
diferentes técnicas analiticas: electroforesis en gel (Thompson et al., 1964;
Schmidt y Koops, 1965), isoelectroenfoque (Addeo et al., 1983; Bovenhuis y
Vertege, 1989; Braun et al., 1990) y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) de intercambio i6nico (Andrews et al., 1985), de interacciones
hidrofébicas (Chaplin, 1986) y en fase reversa (Visser et al., 1991).

En los ultimos afios la electroforesis capilar (EC) se ha presentado como
una técnica alternativa a la electroforesis tradicional en gel, y complementaria a
la cromatografia liquida (HPLC) en el analisis de proteinas (Werner et al.,
1993). Las principales razones para el éxito de esta técnica han sido su alta
eficacia y resolucion, amplio rango de aplicaciones, corto tiempo de analisis,
bajo consumo de disolventes y, ademdas, el menor precio de los capilares

utilizados en EC en comparacion con las columnas de HPLC.

Existe un gran numero de pardmetros experimentales que afectan
claramente a la selectividad y al rendimiento del método de electroforesis
capilar. Convencionalmente, en el estudio de la separacion y analisis de
caseinas mediante EC, se determina el impacto de cada uno de estos parametros
manteniendo los demdas constantes y se evalla la respuesta en cuanto a
resolucién o tiempo de analisis. Esta tactica, aunque ampliamente utilizada,
implica un gran numero de andlisis independientes. A diferencia de la
metodologia anterior, el “disefio de experimentos”, permite que varios factores
puedan ser analizados de forma simultanea. Disefiar los experimentos
previamente, tiene la ventaja de que reduce considerablemente el nimero de
ensayos, mejora las posibles interpretaciones estadisticas y disminuye el tiempo

total de analisis. Ademas, una evaluacion estadistica de los resultados de un
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disefio de experimentos puede ofrecer informacion adicional acerca de la

interaccion entre los distintos factores (Massart et al., 1988; Altria et al., 1995).

Por otra parte, los métodos de correlacion de tiempos de maduracion con
porcentajes residuales de caseinas o péptidos liberados a medida que avanza el
proceso de hidrolisis, ofrecen en general pobres coeficientes de ajuste y escasa
capacidad de prediccion. La tendencia reciente, favorecida por la aparicion de
diversos paquetes estadisticos, es emplear métodos multivariantes que permiten
agrupar las muestras en categorias, y ofrecen modelos de regresion capaces de
cometer errores muy bajos en prediccion, a su vez con buenos ajustes lineales a

la matriz de datos (Brereton, 1990).

De acuerdo con lo expuesto, este trabajo de investigacion se ha centrado

en tres aspectos fundamentales:

i) Optimacion de las condiciones de separacion de as-, B- y k-caseina

aplicando la técnica de electroforesis capilar (EC).

i) ldentificacion mediante EC de los productos de hidrolisis liberados
por la accion sobre caseinas purificadas de enzimas de especial

interés en la industria lactea: plasmina, renina y Neutrase®.

iii) Seguimiento electroforético de la proteolisis primaria en quesos de
oveja y quesos mezcla a lo largo del tiempo de maduracion.
Prediccion del grado de maduracion de muestras de los distintos

tipos de quesos.

En este sentido, se han perseguido los objetivos concretos recogidos en el
subapartado 1.1 y se ha desarrollado el plan de trabajo indicado en el

subapartado 1.2.






1.1. Objetivos
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La realizacién del presente trabajo de Tesis Doctoral partio del
planteamiento de los siguientes objetivos:

1. Analizar por electroforesis capilar mediante capilar de silice fundida

y capilar neutro hidrofilicamente recubierto, las caseinas purificadas

Qls, B yK

1.1. Optimar las condiciones de separacion aplicando la metodologia

de disefio de experimentos.

1.2. Identificar y cuantificar las diferentes variantes genéticas de las

caseinas bovinas.

1.3. Estudiar el potencial analitico de ambos capilares: linealidad de
la respuesta frente a la concentracion, repetitividad y analisis de
muestras de leche.

2. Realizar el estudio y seguimiento por EC de la accion proteolitica de
enzimas de interés en la industria lactea (plasmina, renina y

Neutrase®), sobre las caseinas de vaca purificadas.

3. Analizar mediante EC la fraccién proteica insoluble a pH 4,6 de
muestras de quesos de oveja y quesos mezcla (vaca y oveja) a

diferentes tiempos de maduracion.

3.1. Predecir el grado de maduracion de quesos de oveja y mezcla

aplicando analisis multivariante.
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De acuerdo con los objetivos sefialados, se disefié el plan experimental
descrito en el apartado siguiente.



1.2. Protocolo Experimental
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La realizacion de este trabajo se llevd a cabo de acuerdo con el siguiente

protocolo experimental:

1. Separacion de caseinas mediante electroforesis capilar

1.1. Electroforesis capilar en zona libre con el capilar de silice fundida.

1.1.1. Optimacién de los siguientes parametros mediante disefio de
experimentos:

i) pH del tampdn de separacion
ii) Voltaje aplicado
iii) Concentracion de urea en el tampdn de separacion
iv) Concentracion de NaOH para regenerar el capilar
v) Concentracion de hidroxipropilmetil celulosa (HPMC)

1.1.2. Estudio de la linealidad de la respuesta frente a la concentracién
y de las condiciones de repetitividad.
1.1.3. Analisis mediante EC en condiciones optimadas de caseinas

procedentes de muestras de leche de vaca y oveja.
1.2. Electroforesis capilar con el capilar neutro hidrofilicamente recubierto.

1.2.1. Optimacidon de los siguientes pardmetros mediante disefio de
experimentos:

i) Voltaje aplicado
ii)  Temperatura

1.2.2. Estudio de la linealidad de la respuesta frente a la concentracion
y de las condiciones de repetitividad.
1.2.3. Analisis mediante EC en condiciones optimadas de caseinas

procedentes de muestras de leche de vaca y oveja.
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2. Analisis de la hidrolisis enzimatica de caseinas mediante EC

2.1.

2.2.

2.3.

Hidrolisis con plasmina.
Hidrolisis con quimosina.

Hidrolisis con Neutrase®.

3. Seguimiento mediante EC del proceso de maduracién de quesos

3.1.

3.2.

3.3.

Analisis mediante EC de muestras de queso de oveja de diferentes

tiempos de maduracin.
3.1.1. Utilizacion del capilar de silice fundida.
3.1.2. Utilizacion del capilar neutro.

Analisis mediante EC de muestras de queso mezcla de diferentes

tiempos de maduracin.
3.2.1. Utilizacion del capilar de silice fundida.
3.2.2. Utilizacion del capilar neutro.

Analisis estadistico multivariante de los electroferogramas de las

distintas muestras de queso. Obtencion de modelos de regresion.



2. FUNDAMENTOS TEORICOS






2.1. Caseinas de la Leche
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Las proteinas de la leche son las proteinas animales que desde hace mas
tiempo y en mayor cantidad consume el hombre (Braconnot, 1830). Asi mismo,
debido a la facilidad con que se las puede aislar de la leche cruda, también son
las proteinas mejor estudiadas e incluso se conoce la estructura primaria de su
casi totalidad. Pero como estas proteinas presentan una gran diversidad de
estructuras y propiedades fisico-quimicas y existen grandes variaciones entre

especies, su descripcién comparativa es muy complicada.

La leche de vaca es la mejor conocida y su produccidon es la mas
importante, porque se utiliza para reemplazar la leche materna y como alimento
proteico esencial de los adultos. Ademads, la leche y sus derivados entran en la
composicion de numerosos alimentos domeésticos o industriales y la citada
tendencia sigue aumentando (Cheftel et al., 1989). Asimismo, este sector se
beneficid del desarrollo de nuevas técnicas de fraccionamiento y transformacién
gue mejoraron considerablemente las condiciones del consumo, conservacion o

incorporacion.

Numerosas citas bibliograficas confirman la importancia de los estudios
realizados sobre las proteinas de la leche. Los resultados de estos trabajos
potencian el interés que actualmente suscitan las proteinas de la leche en el
plano nutricional, bioldgico y tecnoldogico. No hay que olvidar que la
produccién lechera y sus industrias derivadas representan el sector mas

importante de la economia agroalimentaria en la Unién Europea.
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2.1.1. COMPOSICION GLOBAL DE LA FRACCION
PROTEICA

El contenido medio de proteinas en la leche de vaca es de 30-35 g/l
(2,5%), lo que representa el 95% del nitrégeno total (Fig. 2.1). Para la leche de
otras especies estos valores difieren, como es el caso de la leche de oveja que
tiene un contenido proteico mayor (6%) (Richardson et al., 1974). En torno al
80% de las proteinas, se encuentran bajo la forma de complejos
macromoleculares, que se conocen con el nombre de micelas (Farrell et al.,
1997). Las caseinas estan presentes fundamentalmente en esta forma vy
contienen hasta un 8% de constituyentes minerales (Ribadeau-Dumas, 1981).
Entre estos ultimos el calcio micelar representa el 27% del calcio total de la
leche de vaca, con una concentracion de 30 mM (1,2 g/l) frente a 50 mM para la
leche de oveja (Richardson et al., 1974). Las caseinas, a causa de su estructura
macromolecular tan particular, son facilmente aislables por centrifugacién o

precipitacion isoeléctrica a pH 4,6.

El contenido caseinico en la leche de oveja es de 4,6% en caseinas v,
50,4% en B-caseina, 10,8% en k-caseina y 34,2% en as-caseinas (Law et al.,
1992) por lo que se comprueba que tiene mucha menos cantidad de caseina as y

bastante méas B-caseina que la leche bovina.

La fraccion no sedimentable, llamada “proteinas solubles” o “proteinas
del lactosuero”, esta constituida por proteinas globulares tales como la
B-lactoglobulina y a-lactoalbumina, asi como inmunoglobulinas, seroalbumina,

enzimas, etc.

Un aspecto caracteristico de las proteinas de la leche y, por tanto,
también de las caseinas, es la heterogeneidad. Si las proteinas de la leche se
someten a fraccionamiento electroforético (sobre gel de almidéon o de
poliacrilamida), en presencia de un agente disociante (urea) o reductor
(2-mercaptoetanol), se pueden identificar varias fracciones. Una de las razones

es que todas estas proteinas presentan polimorfismo genético.
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Para las variantes genéticas identificadas en la leche de vaca, las
mutaciones por delecién que llevan a la pérdida de aminoacidos tienen lugar en
tan solo dos casos (as1 Ay as2 D), mientras que para el resto de variantes, las
mutaciones geneticas mas frecuentes llevan a sustituciones de aminoacidos
(Ng-Kwai-Hang y Grosclaude, 1992). Junto con el polimorfismo estructural, se
ha encontrado cierta variabilidad alélica cuantitativa que lleva consigo
diferencias en la expresion de las proteinas. Este fendmeno se ha descrito en
vaca (Jakob y Puhan, 1992) y en cabra (Martin, 1993).

2.1.2. COMPOSICION DE LA FRACCION CASEINICA

La leche bovina contiene cuatro caseinas diferentes: os1, os2, B Y K
caseina. Estas proteinas poseen un caracter acido, ya que son ricas en acido
glutdmico y aspéartico (Tabla 2.1). Esta composicion en aminoécidos, les
confiere una hidrofobicidad media, ligeramente superior a la de la mayoria de
las proteinas globulares. De hecho, como consecuencia de esta propiedad las

caseinas pueden asociarse muy facilmente en complejos de elevada masa molar.

En la caseina B, el contenido en prolina es acusadamente alto. Este
aminoacido estad repartido bastante regularmente a lo largo de la cadena
peptidica, lo que hace improbable la presencia de estructuras ordenadas (hélice
o 0 estructuras B), en cantidades apreciables. A su vez, es destacable que la
caseina as; Y la caseina B, no poseen cisteina, mientras que la caseina as, y sus

derivados, asi como la caseina k contienen dos residuos por molécula.

La caseina k contiene una parte glucidica compuesta de galactosa,
N-acetilgalactosamina y acido N-acetilneuraminico unida a la proteina mediante

enlace O-glicosidico (Swaisgood, 1992).
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Tabla 2.1. Composicion de aminoacidos de las caseinas de la leche de vaca (Cheftel

et al., 1989).
CASEINAS
o os1 B os2 A B A, x B
Aminoacidos r/mol? r/mol r/mol r/mol
Asp/Asn 7/8 4/14 4/5 417
Tre 5 15 9 14
Ser 8 6 11 12
Ser P 8 11° 5 1
Glu/GlIn 24/15 25/15 18/21 13/14°
Pro 17 10 35 20
Gli 9 2 5 2
Ala 9 8 5 15
1/Cis-SH 0 0 0 0
Cisl/2 0 2 0 2
Val 11 14 19 11
Met 5 4 6 2
lle 11 11 10 13
Leu 17 13 22 8
Tir 10 12 4 9
Fen 8 6 9 4
Lis 14 24 11 9
His 5 3 5 3
Arg 6 6 4 5
Trp 2 2 1 1
Total 199 207 209 169

® Numero de residuos por molécula

b \alor para el compuesto minoritario mas fosforilado (o4) de la familia o)

¢ Sobre 13 residuos de Glu, uno de ellos esta en posicion N-terminal bajo forma ciclada
(piroglutamico)
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Por otra parte, algunas caseinas (yi, v2, y3), resultan de una proteolisis
post-translacional de la caseina [ debida, probablemente, a la accion de
minimas cantidades de plasmina de origen sanguineo. Las proteasas pectonas
encontradas en la fraccion soluble constituyen la parte peptidica
complementaria resultante de esta proteolisis limitada (Fig. 2.1).

Algunas proteinas, como resultado de modificaciones post-
translacionales pueden tener varios niveles de fosforilacion (caseina osp)
(Brignon et al., 1977) o de glicosilacién (caseina k) (Jollés y Fiat, 1979). En
efecto, todas las caseinas de vaca admiten grupos fosfato en cantidad variable
en el ambito de los residuos de serina y en alguin caso de treonina. Asi, los
constituyentes as1 B, BA, y k A 6 B contienen respectivamente 8, 5y 1
residuos fosfoseril y la as; contiene 13 (West, 1986). La familia de las caseinas
asz A muestra una gran variabilidad de niveles de fosforilizacion (10 a 13
residuos fosforil por molécula) que tanto pueden proceder de la variabilidad de
la actividad de fosfoquinasas, como de las fosfatasas. Las serinas admiten
fosforilacion en el ambito de sitios especificos definidos por secuencias
codificadas (Mercier, 1981).

2.1.3. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DE LAS
CASEINAS

2.1.3.1. Caseina o

La secuencia completa de aminoacidos de la caseina as; de vaca
(Fig. 2.2) fue determinada por Mercier et al. en el afio 1971. Al igual que en el
resto de caseinas, la localizacién de las cargas y de las cadenas laterales
hidrofobas es muy irregular. Esto le confiere a la molécula un comportamiento

dipolar con un polo globular mucho méas hidréfobo y un polo cargado. Se
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pueden establecer asi tres trozos hidrofobos, comprendidos entre los residuos
1-44, 30-113 y 132-199 y una parte muy fosforilada (residuos 41-80), que
representa la casi totalidad de la carga negativa (-20,6) a pH 6,6. En esta region
se detecta también la presencia de un noveno grupo ortofosfato en la caseina

as1 9P (anteriormente denominada og) Y a1 D.

1 10
H.Arg—Pro—Lys—His—Pro—I1e—Lys—His-Gln—Gly—Leu—Pro—Gln—|Glu—Va1—Leu—Asn-Glu-Asn-Leu—
Ausente en la variante A

21 30
Leu-Arg-Phe-Phe-Val—Alq—Pro—Phe—Pro—Gln—Val—Phe—Gly—Lys—Glu—Lys-Val—Asn—Glu-Leu~
41 (1 50
Ser—Lys—Asp—I1e—Gly—Sfr—Glu—Sfr—Thr—Glu—Asp—Gln-Ala—Met—Glu—Asp—Ile-Lys—Gln—Met-
61 P P 70 Thr P (variante D)
Glu—Ala—Glu—STr-Ile—Sfr-Sfr-SFr-Glu—Glu-I1e—Va1—Pro—Asn—Sfr-Val—Glu—Gln—Lys—His-
P
81 P P P 90 P

Ile-Gln-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser~Glu-Arg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Gln-Leu-Leu—-Arg-

101 110
Leu-Lys-Lys—Tyr-Lys—Val—Pro—Gln—Leu—Glu—Ile-Val-Pro—Asn—SFr-Ala—Glu—Glu-Arg-Leu—
121 . 130 P

His-Ser-Met~Lys~Glu-Gly-Ile-His-Ala-Gln-Gln-Lys-Glu-Pro-Met-Ile-Gly-Val~Asn-Gln-

141 150
Glu-Leu-Ala-Tyr~Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu-Phe-Arg-Gln—-Phe-Tyr-Gln-Leu-Asp-Ala-Tyr-Pro-

161 170
Ser-Gly-Ala-Trp~Tyr-Tyr-Val-Pro-Leu-Gly-Thr-Gln-Tyr-Thr-Asp-Ala-Pro~Ser-Phe-Ser-

181 190 199

Asp-Ile-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly-Ser=-Glu-Asn-Ser—-Glu~Lys-Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp.0H
Gly (variante C)

(1) En la caseina oo, el residuo seril 41 esta fosforilado.

Fig. 2.2. Estructura primaria de la caseina as; B bovina (Mercier et al., 1971).

Se admite desde hace mucho tiempo que las caseinas presentan una
estructura poco ordenada, porque son pobres en hélice a. Actualmente se
considera que la caseina as; posee una parte de su molécula en estructura g y

otra en curvatura B (giros PB). Sin embargo, la estructura secundaria es lo
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suficientemente abierta para permitir una entrada mas facil de proteasas en la

molécula que en el caso de una proteina globular como es la a-lactoalbdmina.

Adicionalmente cierto nimero de determinaciones fisicas, en presencia o
no de agentes desnaturalizantes o disociantes, indican claramente que la caseina
as1 de vaca no se comporta como una proteina globular. Esto se debe, sin duda,
a la importancia de los grupos acidos, fuertemente solvatados, que confieren a

la molécula su comportamiento de proteina “naturalmente desnaturalizada”.

En la as; 9P (caseina asp) la estructura primaria es exactamente igual a la

de la caseina a1 salvo, que el residuo seril 41 esta fosforilado.

En la actualidad se conocen cinco variantes genéticas (A, B, C, D, E)
para la caseina as; en leche de vaca (Ng-Kwai-Hang y Grosclaude, 1992;
de Jong et al., 1993).

Respecto a las caseinas as de leche de oveja, ya en 1976, Richardson y
Creamer aislaron y caracterizaron lo que ellos denominaban caseina o1, sz Y
as3 Y a Ssu vez determinaron sus pesos moleculares y la composicion en
aminoacidos de cada proteina. Comparando su composicion se comprueba que
son similares a la caseina as; de vaca, pero difieren especialmente en el

contenido en Alay Pro.

En 1966, King detecto la variante Welsh, denominada D por Chianese et
al. (1996) en un intento de homogeneizar denominaciones con las de vaca. Esta
variante no se encuentra presente en algunos rebafios como Dorset, Manchega y

Segurefia (Amigo et al., 2000) siendo sin embargo frecuente en oveja Sarda.

Ferranti et al. (1995) demostraron que cada variante de as; de oveja (A,
C y D), consistia en una mezcla de dos especies moleculares de 191 y 199
residuos, diferenciandose ambas en la eliminacion del fragmento 141-148.
También se vio que habia heterogeneidad asociada a la fosforilacion de la
cadena proteica. Tanto para la forma larga como para la corta, la variante A

contenia 9, 10 u 11 grupos fosfato, 1aC8,9610ylaD 66 7.
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Actualmente se admite la existencia de 5 variantes genéticas (A, B, C, D
y E) en la caseina as; de oveja, de acuerdo a su velocidad electroforética
creciente hacia el catodo en pH alcalino (Chianese et al., 1996), y detectadas
mediante disc-PAGE electroforesis a pH alcalino, isoelectroenfoque en gel,
electroforesis en gel en 2 dimensiones e inmunotransferencia con anticuerpos
policlonales. Las variantes A, B, C y D han sido también detectadas mediante
electroforesis capilar (EC) (Recio et al., 1997d, 1997e). En la poblacion de
ovejas italianas estudiada, se vio que las variantes A y E eran poco frecuentes,
mientras que las mas comunes eran la B y C. La variante D (Welsh) aparecia
con una periodicidad intermedia. A su vez, la caseina de cadena larga parece ser

mé&s abundante que la de cadena corta (80% frente a un 20%).

La variante as; A tiene el pl més bajo de todas, por lo que tiene mayor
tiempo de migracion en (EC) a pH acido (Recio et al., 1997d). Estos mismos
autores a las formas con distinto nivel de fosforilacién las denominan I, 11y Il
y deducen el fenotipo en animales homocigo6ticos mediante la diferente
intensidad de los tres picos anteriormente citados obtenidos mediante EC. Para
la caseina a3 A se detecta ademéas un pico adicional con tiempo de migracion

mayor que la k-caseina.

Mas recientemente, aplicando técnicas de isoelectroenfoque en gel de
poliacrilamida (PAGIF) y de inmunotransferencia se ha detectado otra variante
nueva con genotipo FF en oveja Sarda (Pirisi et al., 1999). En sus estudios, para
cada genotipo encontraron 7 compuestos que se corresponden a la proteina
completa de 199 residuos, junto a 6 especies que difieren en la delecién de los
segmentos 141-148 6 110-117 6 GIn’® o por combinacién de dichas deleciones
(Ferranti et al., 1998). Finalmente parece destacable que la caseina as; | ovina
es menos susceptible de ser atacada por la quimosina que su semejante bovina
(Pirisi et al., 1999).
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2.1.3.2. Caseina o

Esta caseina bovina fue secuenciada en su totalidad por Brignon et al. en
1977. De su estructura primaria (Fig. 2.3) se deduce que es la mas hidréfila de
todas las caseinas (tiene hidrofobicidad préxima a la de las proteinas
globulares). Su menor hidrofobicidad se deriva de su alto nivel de fosforilacion
(10 a 13 residuos fosfoseril/mol) y es por esta razén, la mas rica en residuos
catidnicos. Los residuos fosfoseril estan agrupados en tres polos (residuos 8-16,
56-61 y 129-133) mientras que las partes hidrofobas se limitan a las porciones
160-207 (secuencia del C-terminal) y 90-120 (secuencia central). Esta
estructura sugiere que las interacciones electrostaticas son muy importantes y

dependen del pH. Presenta asi una gran sensibilidad a los iones Ca®*.

1 10
H.Lys-Asn—Thr-Met-Glu—His—Va1—Sgr—Sgr—Sgr—Glu-Glu-Ser—Ile—I1e-S¢r—G1n-G1u—Thr~Tyr—
P P P

P
21 30
Lys—-Gln-Glu-Lys—Asn-Met-Ala-Ile—-Asn-Pro-Ser-Lys—Glu-Asn-Leu-Cys-Ser-Thr-Phe-Cys-
41 50
Lys-Glu-Val-Val-Arg-Asn-Ala-Asn-Glu-Glu—-Glu-Tyr-Ser-1le-Gly-Ser-S¢r-Spr-Glu—Glu-
P P P

61 70
Ser-Ala-Glu-Val-Ala-Thr-Glu-Glu-Val-Lys-Ile-Thr-Val-Asp-Asp-Lys-His-Tyr-Gln-Lys-
P
81 90
Ala-Leu-Asn—Glu-Ile-Asn-Glu-Phe-Tyr-Gln-Lys—-Phe-Pro-Gln-Tyr~Leu-Gln-Tyr-Leu-Tyr-
101 110
Gln—-Gly-Pro-Ile-Val-Leu-Asn-Pro-Trp-Asp-Gln-Val-Lys—Arg—-Asn—-Ala-Val-Pro-Ile-Thr-
121 130
Pro-Thr-Leu-Asn-Arg-Glu-Gln-Leu~Spr-Thr-Ser-Glu-Glu-Asn-Ser-Lys-Lys~Thr-Val-Asp-

P P
141 150
Met-Glu—Sgr-Thr-Glu-Val—Phe-Thr—Lys—Lys-Thr—Lys-Leu-Thr—Glu-Glu-Glu-Lys-Asn-Arg-

b

161 170

Leu-Asn-Phe-Leu~Lys-Lys~Ile~Ser-Gln-Arg-Tyr-Gln-Lys-Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-

181 190
Lys-Thr~Val-Tyr-Gln-His-Gln-Lys—-Ala-Met-Lys—-Pro-Trp-Ile-Gln-Pro-Lys-Thr-Lys—Val-

201 207
Ile-Pro-Tyr-Val-Arg-Tyr-Leu. OH

Fig. 2.3. Estructura primaria de la caseina as, bovina (Brignon et al., 1977).
Fosforilacion posible de los residuos 3, 31, 66, 72, 130, 138 y 154.
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En la actualidad se conocen cuatro variantes genéticas de caseina as; de
vaca (A, B, Cy D) (Ng-Kwai-Hang y Grosclaude, 1992; de Jong et al., 1993).
La variante D, detectada por Recio et al. (1997d) aplicando EC, tiene 9
aminoacidos menos que la A (50-58, 51-59 6 52-60).

La caseina as, de vaca se diferencia de la de oveja en que tiene un
residuo menos en su secuencia (hay deleciéon de Asn®) y 24 mutaciones de
aminoacidos. Por tanto, la secuencia completa de la caseina de oveja contiene

208 residuos en la proteina madura (Boisnard y Petrissant, 1985).

La homologia existente entre las caseinas as; de vaca y oveja es muy
elevada, del 88%. Ambas tienen el mismo numero de sitios potenciales de
fosforilacion (18 en total) estando situados en el mismo lugar en las dos
proteinas: regiones 7-9; 57-59 y 129-131. En el caso concreto de la caseina de
oveja hay 14 puntos primarios de posible fosforilacion, siendo los 4 restantes

secundarios (Ser®, Thr®, Ser®’ y Ser*?°) (Boisnard y Petrissant, 1985).

En 1991, Boisnard et al. encontraron dos formas no alélicas de as; ovina
que diferian en la delecion interna de 9 aminoacidos de la cadena madura.
Ambas formas, larga y corta, se presentaban dentro de las dos variantes
genéticas normales de as,. Dichas variantes resultaban de la sustitucion de

Asn* por Asp®® y Lys?*® por Asn?®°.

Chianese et al. (1993) caracterizaron una nueva caseina os; en raza
Manchega, que se expresa unicamente con una frecuencia del 5,5%, de mayor
movilidad en PAGE alcalino y con un valor de pl menor calculado mediante
isoelectroenfoque, siendo denominada como variante rapida (F). La as,-rapida
tiene también movilidad més alta en PAGE acido (Lépez-Galvez et al., 1993) lo
cual indica su menor peso molecular frente a la as; comun debido
probablemente a una delecién en la secuencia de aminoacidos. Esta proteina
migra junto a la as; en SDS-PAGE y no se puede detectar en muestras de

caseina completa.
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2.1.3.3. Caseina

En 1972, Ribadeau-Dumas et al. lograron secuenciar la estructura
primaria de la caseina B (Fig. 2.4), mas en concreto la variante genética A..
Existen ocho variantes geneéticas reconocidas para esta caseina (A1, Az, Az, B,
B,, C, D, E) (Ng-Kwai-Hang y Grosclaude, 1992; de Jong et al., 1993) siendo
predominantes las variantes A;, A,y B.

1 10
H.Arg-Glu—Leu-Glu-Glu-Leu-Asn—Va1-Pro-G1y-G1u—I1e-Va1—Glu-Ser—Leu—Sir—S?r—Sgr—Glu—
2] — cCaseina v P PR
Glu~Ser-Ile=~Thr-Arg-Ile-Asn-Lys Lys—Ile~Glu-Lys-Phe-Gln-Ser—Glu-Glu-Gln-Gln-Gln-
P Lys (variante C)

41 50
Thr-Glu-Asp-Glu-Leu~-Gln-Asp-Lys-Ile~His-Pro-Phe~Ala~-Gln-Thr—-Gln-Ser-Leu-Val-Tyr-

61 70

Pro~Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-Asn-Ser-Leu-Pro~Gln-Asn-Ile-Pro-Pro-Leu-Thr—-Gln-Thr-
) ;

81 (variantes C,a;,B) His 90

Pro-Val-Val~Val-Pro-Pro-Phe~Leu-Gln-Pro-Glu-Val-Met~Gly-Val-Ser-Lys-Val-Lys-Glu-
101 —_— 5 caseina yj

Ala—Met—Ala—Pro—Lys-His—Lys—G1u-Met—Pro—Phe—Pro-Lys-Tyr—Pro-Val—Gln-Pro—Phe—Thr-
Gln (variante Aj) .
121 > caseina-yz
Glu-Ser-Gln-Ser-Leu-Thr-Leu-Thr-Asp~Val-Glu-Asn-Leu-His-Leu~Pro-Pro-Leu-Leu-Leu~
Arg (variante B)
141 150
Gln-Ser-Trp-Met-His-Gln~-Pro-His-Gln-Pro-Leu~Pro-Pro~Thr-Val-Met-Phe-Pro-Pro-Gln-

161 170
Ser-Val-Leu-Ser~Leu-Ser-Gln-Ser-Lys-Val-Leu~Pro-Val-Pro-Glu-Lys-Ala-Val-Pro-Tyr-

181 190
Pro-Gln-Arg-Asp-Met-Pro-Ile—-Gln-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-Gln-Gln-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-

201 209
Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Ile-Val. OH

Fig. 2.4. Estructura primaria de la caseina B A, bovina (Ribadeau-Dumas et al.,
1972).

Se trata de la mas hidr6foba de las caseinas; las partes fuertemente
cargadas estan separadas por un trozo muy largo hidréfobo, asi la parte
N-terminal (residuos 1-21) que contiene 4 de los 5 &tomos de fosforo tiene una
carga neta de —1,2 a pH 6,6, mientras que la parte hidré6foba no esta cargada. La

molécula presenta un cardcter anfipolar muy marcado: parte N-terminal muy
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polar (1/3 de la molécula) y parte C-terminal hidrofoba conteniendo las 2/3
partes restantes de la molécula. Esta caseina es la mas activa superficialmente y
se conoce su fuerte poder de adsorcion a una gran variedad de interfases
hidrofébicas. Por otro lado, el alto contenido en residuos prolil regularmente
repartidos presupone una estructura poco ordenada. Actualmente se sabe que la
caseina B contiene un 10% de hélice o (97-103, 138-146), 13% de pliegue B
(52-60, 77-87, 187-195) y 77% de estructura no ordenada.

En cuanto a la B-caseina de oveja, su secuencia fue completamente
determinada por Richardson y Mercier en 1979. La caseina ; de oveja de 207
aminoacidos presenta una estructura primaria similar a la p A, de vaca (209
aminoécidos) salvo por la delecion de Pro*"®-Tyr'® o bien Tyr'®%-Pro®, y por
la sustitucion de otros 20 residuos de la cadena peptidica. EI 20% de las
sustituciones implican a grupos prolina siendo, a pesar de este hecho, el
contenido total de este aminoacido en la B; de oveja (34 Pro) muy similar al de
la B A, de vaca (35 Pro), suponiendo cerca del 16% del total de aminoécidos.
Esto hace suponer para esta caseina de oveja unas caracteristicas similares a la
de vaca con una estructura altamente desordenada. La hidrofobicidad media de
la B; ovina, en parametro de Bigelow, es similar a la calculada para la B A;

bovina siendo extremadamente hidrofdbica.

El grupo de 4 residuos de serina fosforilados y la naturaleza altamente
cargada de la region N-terminal se conserva también en las caseinas ovinas. La
sustitucion de Ile*? (en vaca) por Thr'? (en oveja) le aporta un nuevo sitio de
fosforilacion de acuerdo con el cddigo propuesto para la fosforilacion de las
caseinas (Mercier, 1981). Este sitio estd s6lo parcialmente fosforilado, ya que
es sabido que los residuos Thr son intrinsecamente peores aceptores de grupos
fosfato que los de Ser, de aqui la existencia de dos variantes polimérficas B; y
B, en la leche de oveja. La variante B, con 5 grupos fosfato migrard antes en
electroforesis capilar a pH acido que la caseina B que contiene 6 grupos fosfato
(Recio et al., 1997d).
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Ademés del polimorfismo no genético mencionado, Chianese (1997) ha
diferenciado entre tres variantes genéticas (A, B y C) mediante
isoelectroenfoque en gel de muestras de oveja Sarda. La diferencia entre la
variante A y C radica en la sustitucién de Glu? por GIn. La secuencia de la

variante B no esté disponible hasta el momento.

En general, las caseinas fp muestran menos diferencias entre especies

que las caseinas as (Richardson y Mercier, 1979).

2.1.3.4. Caseinay

Las caseinas y provienen de la parte C-terminal resultado de la hidrdlisis
de la caseina B mientras que el complemento (parte N-terminal) esta constituido
de varias proteasaspeptonas (PP) (componentes 5,8 “rapido” y 8 “lento”)
(Fig. 2.5) (Groves et al., 1973; Andrews, 1979).

. (1)
His
Lys Lys Lys Gln Lys Glu
sz! - COOH
28-29 I05 106 107 108 209
PP compuesto Caseina v,
8 - rapido
Lys PP compuesto| Lys Gln '
it —- 2
29 : 105 106
.8 - lento
lPP compuesto 5 Glu l Caseina y;
g - ~t -
108
(1) Residuos 106: His para las caseinas BA;, BA, By C
Gln para ia caseina BA;

Fig. 2.5. Localizacién de las proteasaspeptonas en la B-caseina (Cheftel et al.,
1989).
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Mediante estudios de electroforesis en condiciones &cidas, se detectaron
cuatro formas polimorfas de caseina y (A1, Az, A3 y B), comprobandose que el
tipo de y-caseina estaba ligado a la variante genética de caseina . Resultados
similares se obtuvieron a pH alcalino (Ng-Kwai-Hang y Grosclaude, 1992; de
Jong et al., 1993).

Los mismos aminoacidos que diferenciaron las variantes genéticas de
B-caseina (Fig. 2.4) permitian hacer la distincion entre las variantes de
y-caseina. Sin embargo, en la B-caseina C no se detecto formacidén de y-caseina,
siendo la posible explicacion que la B-caseina C tiene solo 4 atomos de fésforo
en lugar de 5 y esta situacion altera la conformacion de la proteina lo suficiente
como para que la proteolisis tan especifica que da lugar a la y-caseina no se

Ileve a cabo (Gordon y Groves, 1974).

2.1.3.5. Caseina k

Como puede observarse en la (Fig. 2.6), la caseina k de vaca no contiene

149y y fija s6lo algunos iones Ca**, por lo

méas que un residuo fosforilado (Ser
que su solubilidad no resulta afectada por dicha presencia. Al igual que la
caseina B, posee caracter anfipolar, su parte N-terminal es hidr6foba, mientras
que su parte C-terminal contiene una zona glucidica muy hidréfila (carga -10 6
-11 a pH6,6). Las extremidades con tri o tetrasacaridos, (Fig.2.7)
(conteniendo el acido N-acetilneuraminico), tienen por si solas una carga

negativa neta de -16 a -17.
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1 10
Pyro Glu-Glu~-Gln-Asn-Gln—-Glu-Gln-Pro~Ile-Arg—Cys—Glu-Lys-Asp-Glu-Arg-Phe—Phe-Ser-Asp-

21 30
Lys-Ile-Ala-Lys-Tyr-Ile-Pro-Ile-Gln-Tyr-Val-Leu-Ser-Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr—Gly-Leu-

41 50
Asn-Tyr-Tyr-Gln-Gln-Lys-Pro-Val-Ala-Leu-Ile-Asn-Asn-Gln-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr—

61 70
Tyr-Ala-Lys-Pro-Ala-Ala-Val-Arg-Ser-Pro-Ala-Gln-Ile-Leu-Gln-Trp-Gln-Val~Leu-Ser—

81 90
Asp-Thr-Val-Pro-Ala-Lys-Ser-Cys-Gln-Ala-Gln-Pro-Thr-Thr-Met-Ala-Arg-His-Pro-His-

101 105/106 110
Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-Iie-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Gln-Asp-Lys~Thr-Glu-Ile~Pro-

121 130 -

Thr-Ile-Asn-Thr-Ile-Ala-Ser-Gly-Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro~Thr-Thr-Glu-Ala-Val-Glu-
variante B lle

141 150

Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Glu-Asp-Ser-Pro-Glu-Val-Ile-Glu-Ser-Pro-Pro-Glu-Ile-Asn-—
variante B Ala P

161 169
Thr-Val-Gln-Val-Thr-Ser-Thr-Ala-Val.OH

41 Sitio de ataque de la quimosina
» : Posibles sitios de glicosilacion

Fig. 2.6. Estructura primaria de las caseinas k Ay x B (Jolles et al., 1972; Mercier
et al., 1973).

Esta anfipolaridad se manifiesta sobre todo durante la coagulacidn
enzimatica de la leche por la quimosina o renina (EC 3.4.23.4), proteasa
presente en el cuajo. La gran accion especifica de esta enzima durante la
reaccion primaria de coagulacion, se traduce por la hidrélisis de un solo enlace
(bastante raro en las proteinas) entre los residuos Phe'® y Met*®. El caseino-
glicopéptido o glicomacropéptido (CGMP) liberado (106-169) contiene en su
secuencia los residuos fosforilados (149) y glicosilados (131, 133, 135 6 136)
asi como las sustituciones de aminoacidos de variantes A 'y B (136 y 148); es
muy polar y soluble (Cherkaoui et al., 1997). Por el contrario, la parte
N-terminal (1-105) también llamada para-caseina k, cargada positivamente a
pH 6,6 es muy hidréfoba y poco soluble, y es la que contiene los dos residuos

cisteinil (Cys*'y Cys®).
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Al parecer, en electroforesis a pH alcalino, se han detectado otras dos
variantes genéticas C y E que no se separarian en condiciones acidas (Ng-Kwai-
Hang y Grosclaude, 1992; de Jong et al., 1993).

. 2- 1- -1
Tetrasacérido: NANA & 3 -~ Gal P13 = Gal NAc P - Thr<
*OLZ-G
NANA

. .
ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Fig. 2.7. Azulcares presentes en la k-caseina.

La observacion detallada de la secuencia de la caseina k (Jollés et al.,
1972; Mercier et al., 1973) es muy util para comprender tanto la proteccién que
le confiere a la micela frente a los iones Ca®* como el fenémeno de coagulacién
por el cuajo. Se puede prever aproximadamente su estructura secundaria
(Fig. 2.8) en la que se distinguen 5 regiones ordenadas en hélice a (23%), 7

regiones en pliegues 3 (31%) y 10 regiones en curvatura 3 (24% de “giros B”).

Respecto a la caseina k A de oveja, su estructura primaria difiere de la de
vaca en 2 aminoacidos de mas (171 en total, frente a los 169 en la de vaca) y en
26 sustituciones (Jolles et al., 1974). La delecion en la caseina de vaca
corresponde a Val'*?-His'*. De las sustituciones, 16 se dan en la zona del
caseinoglicomacropéptido, region donde también tiene lugar la delecion. La
k-casefna de oveja también tiene un residuo Cys'® adicional frente a su

homologa de vaca, con posible importancia estructural.
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G: Parte glucidica 102

Sitio de ataque
de la quimosina

159

Fig. 2.8. Estructura espacial de la caseina k (Cheftel
et al., 1989).

Otra caracteristica de esta caseina de oveja, la cual comparte con la de
vaca, es la repeticion frecuente del mismo aminoéacido. En la oveja se dan 14
duplicaciones asi como repeticiones de trozos cortos de secuencia (Jolles et al.,
1974).

En la caseina de oveja, el punto de uniéon con los azlcares
(Thr-N-acetilgalactosamina) por enlace O-glicosidico, se sitda en posicion 135,
137 6 138; correspondiéndose la posicion 135 con la 133 de la proteina de vaca.
Esto le confiere polimorfismo no genético segun el grado de glicosilacion y
fosforilacion que posea (Lépez-Galvez et al., 1994). Se ha encontrado que a pH

alcalino, se observaban 5 bandas de idéntica composicion en aminoacidos, pero
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con diferente grado de glicosilacion lo cual provoca distinta movilidad
electroforética. Adn asi, Addeo et al. (1992) han detectado la posibilidad de
polimorfismo genético en la fraccion k de oveja, ya que obtienen bandas en los
electroferogramas de intensidad semejante. Ademas, a nivel de DNA, se ha
podido comprobar la existencia de polimorfismo en las cuatro principales

caseinas ovinas (di Gregorio et al., 1991).

Por otra parte, la caseina x de oveja contiene galactosa, acido
N-acetilneuraminico, N-acetilgalactosamina (como la de vaca), Yy
adicionalmente acido N-glicolilneuraminico (Jollés y Fiat, 1979).

2.1.4. MODIFICACIONES DE LAS CASEINAS
DURANTE EL PROCESO DE MADURACION DE
QUESOS

2.1.4.1. Bioguimica de la maduracién de quesos

El primer paso en la elaboracion del queso es la formacion de la cuajada
como resultado de dos procesos: el primero supone el ataque sobre la k-caseina
de las micelas de caseina por enzimas proteoliticas presentes en el cuajo, y el
segundo, la coagulacion de las micelas, las cuales han sido desnaturalizadas por
el ataque enzimatico. Este tratamiento de la reaccion es quizas, excesivamente
simplista, si se tiene en cuenta que el estadio secundario puede iniciarse antes
de que la reaccion enzimatica haya finalizado. De hecho, cuando se haya
degradado méas del 85% de k-caseina la leche puede empezar a cuajarse (Green
et al., 1978; Dalgleish, 1979).

Las micelas de caseina se pueden considerar como particulas,
aproximadamente esféricas, compuestas de varios miles de moléculas

individuales de los cuatro tipos de caseinas y, formando parte de su estructura,
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fosfato de calcio en una de sus formas insolubles (Schmidt, 1982). Sin embargo,
las diferentes caseinas no se encuentran igualmente distribuidas por la micela,
en concreto, la k-caseina estd localizada principalmente sobre la superficie
(McGam et al., 1980; Donnelly et al., 1984). En su posicion natural sobre las
micelas, la k-caseina se une al resto de la micela via la para-x-caseina, con el
macropéptido sobresaliendo en la solucion. Esta mitad hidrofilica interacciona
con las moléculas de disolvente, estabilizando a la micela (Holt, 1975; Walstra
et al., 1981). Los agentes coagulantes de la leche, escinden la k-caseina en el
punto de unidn entre la para-k-caseina y el macropeptido, que en el caso de
Kk-caseina bovina coincide con el enlace entre el residuo 105 de fenilalanina y el
106 de metionina. Cuando este hecho tiene lugar, el macropéptido se libera de
la micela hacia el suero, su influencia estabilizante se pierde, y las micelas

pueden comenzar a coagularse.

Las enzimas que pueden hidrolizar con éxito el enlace Phe-Met de la
k-caseina bovina, pertenecen al grupo de las proteasas acidas. Las enzimas de
esta clase, tradicionalmente utilizadas en la manufactura de queso, son la
quimosina y la pepsina, extraidas del estbmago de terneros y de vacas adultas,
respectivamente. En los ultimos afios, por razones econdmicas, religiosas o
culturales, se han utilizado enzimas de origen microbiano o de origen vegetal
como la cardosina, del cardo Cynara cardunculus, empleada para elaborar

quesos de oveja (Macedo et al., 1996).

Durante la maduracion de los quesos, tienen lugar tres reacciones
bioquimicas primarias; glicolisis, proteolisis y lipolisis. Estas reacciones son
las principales responsables del cambio que afecta al cuerpo, textura y flavor
basico de este alimento. Ademas sucede una serie de cambios secundarios que
son los principales responsables de las caracteristicas mas concretas del flavor
del queso y que también modifican la textura del mismo. En la actualidad la
Bioquimica de los sucesos primarios se conoce bastante bien, mientras que las

reacciones secundarias so0lo se comprenden en términos generales que, a pesar
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de estar siendo fruto de numerosos estudios, entrafian la dificultad de ser de
muy diversas caracteristicas para cada tipo de queso.

De las tres reacciones primarias, la proteolisis es el suceso mas complejo
y probablemente el mas importante para el desarrollo del flavor y la textura. La
proteolisis contribuye a la maduracién del queso en al menos cuatro formas:
(1) por contribucion directa al flavor liberando aminoacidos y péptidos, algunos
de los cuales pueden producir defectos de sabor, como por ejemplo amargor, o
bien indirectamente via catabolismo de los aminoacidos para formar aminas,
acidos, tioles, tioésteres, etc.; (2) mayor liberacion de compuestos sapidos
durante la masticacion; (3) cambios en el pH via la formacion de NHjg;
(4) cambios en la textura debidos a la ruptura de la estructura proteica, aumento
del pH y mayor cantidad de agua enlazada por los nuevos grupos amino y
carboxilo formados (Fox et al., 1993). En la Fig. 2.9 se muestran los diferentes
estadios de la contribucién de la proteolisis en el proceso de maduracion de
quesos (Law, 2001).

Los agentes implicados en el proceso de maduracién son: (1) cuajo o
sustituto del mismo (quimosina, pepsina 0 proteinasas microbianas),
(2) proteinasas enddgenas de la leche (plasmina) especialmente importantes en
quesos elaborados con leche cruda, (3) bacterias starter o iniciadoras y sus
enzimas (liberadas después de la muerte y lisis de las células) que pueden ser
mesoéfilas (Lactococcus y Leuconostoc) o termofilas (Lactobacillus y
Sreptococcus salivarius subsp. thermophilus) (4) enzimas procedentes de
starters secundarios (bacterias 4acido propionicas, Brevibacterium linens,
levaduras y hongos como Penicillium roqueforti y P. candidum) que son de
especial importancia en algunas variedades y (5) bacterias no iniciadoras, es
decir, organismos que o bien sobreviven a la pasteurizacién o tienen acceso
posterior a la leche o a la cuajada durante la manufactura y tras su muerte y

lisis liberan sus sistemas enzimaticos (Fox et al., 1993).
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CASEINA

Cuajo 5
(quimosina)
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Fig. 2.9. Degradacién de caseinas durante la maduracion del queso implicando
proteasas de varias fuentes (Law, 2001).

El cuajo retenido en la cuajada no llega al 6% en la mayoria de los casos
(Fox et al., 1993) y es dependiente del tipo de cuajo y de la temperatura de
coccion de la pasta. La proporcion de quimosina retenida se ve influenciada por
el pH en el momento del desuerado, siendo mayor a pH mas bajo. La proteolisis
debida al cuajo, se considera responsable del ablandamiento de la textura via la
hidrélisis de la caseina o; para producir I-as;. Sin embargo, parece ser que la
para-k-caseina es resistente al ataque por quimosina. La accion secundaria del

cuajo influye en el flavor de tres modos diferentes:
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e Produccidn de péptidos de tamafio adecuado que influyen en el aroma
y sabor, aunque un exceso en el proceso de proteolisis puede
conllevar graves defectos en el queso por liberacién de péptidos

amargos.

e Los péptidos formados a partir del cuajo, sirven a su vez de sustrato
para las proteasas y peptidasas microbianas que dan lugar a péptidos

de cadena corta y aminoacidos.

e La alteracidn de la textura del queso, parece influir en la liberacién de
compuestos aromaticos durante la masticacion que proceden de la
proteolisis, glicolisis y lipolisis y de cambios metabdlicos

secundarios.

Por otra parte, la quimosina va a hidrolizar mucho mas lentamente a la
caseina B, si bien la hidrolisis de esta proteina tiene lugar por la presencia de
plasmina enddégena (Exterkate y Alting, 1995). La pasteurizacion aumenta la
actividad de la plasmina en la leche, posiblemente por inactivacion de los
inhibidores de la plasmina o aumentando el grado de activacion del
plasmindgeno (Fox y Stepaniak, 1993), aunque no hay consenso en este aspecto
ya que otros autores (Benfeldt et al., 1997) afirman que el aumento de la
temperatura y su mantenimiento en el tiempo reduce la actividad de la plasmina
por inactivacion térmica del sistema de activacién del plasmindgeno y por

interaccion de dicho sistema con la B-lactoglobulina.

Los principales productos de la hidrolisis de las caseinas se recogen en la
Tabla 2.2, incluyendo la caseina de procedencia, asi como la proteasa implicada

en su liberacion y el fragmento que se libera.
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Tabla 2.2. Productos mayoritarios de la hidrdlisis de las caseinas presentes en el
queso (Fox et al., 1993).

Caseina Proteasa Fragmento Nombre comun
K-caseina quimosina 1105 para-k-caseina
os1-caseina quimosina 24/25 —109 caseina-1-as;
29209 yi-caseina
B-caseina plasmina 106—209 Y2-Caseina
108—209 y3-caseina

Ademas de la quimosina y plasmina, enzimas que degradan
mayoritariamente a las caseinas, estan también presentes durante la produccion
del queso diversas proteasas y una gran cantidad de peptidasas, como
aminopeptidasas, dipeptidasas, tripeptidasas, endopeptidasas, y prolin-
peptidasas encargadas de hidrolizar los fragmentos que se van formando y
liberar aminoacidos. Los aminoacidos producidos por estas acciones
enzimaticas, ademas de contribuir de forma directa al aroma del queso, también
son precursores de otros compuesto volatiles (aminas, amonio, acidos,
cetoacidos, carbonilos, alcoholes, otros aminoacidos, H,S, (CH3),S, metanotiol

y tioésteres) que matizan el flavor del mismo (Sousa et al., 2001).

2.1.4.2. Andlisis y cuantificacién de la proteolisis en quesos

El empleo de leches pasteurizadas, tratamiento que lleva a la destruccidn
de bacterias beneficiosas para la elaboracion de quesos, ha llevado a la
necesidad de conocer méas en profundidad el proceso de maduracién y los
agentes implicados en el mismo para producir mejoras controladas en el flavor
de las distintas variedades. A su vez, el control sobre los procesos bioquimicos
que dan lugar a las caracteristicas propias de cada queso, permitiria una mayor

homogeneidad en el producto y un posible control sobre la aceleracion de la
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produccién. Es por tanto de interés poder cuantificar de algin modo el proceso

de maduracion.

El seguimiento analitico del proceso de maduracidn de quesos, asi como
su aceleracidn, son cuestiones de especial interés para la industria lactea, lo que
se ve reflejado en numerosos trabajos y revisiones sobre el tema (El Soda y
Pandian, 1991; El Soda, 1993; Fox et al., 1995; McSweeney y Fox, 1997; Law,
2001; Sousa et al., 2001).

Las técnicas empleadas para determinar la proteolisis en un queso se
pueden encuadrar en dos categorias generales: (A) métodos no especificos que
determinan el N soluble total o extractable en disolventes (capaces de detectar
el grado global de proteolisis y la contribucion a la misma de varios agentes
proteoliticos) y (B) métodos especificos que son capaces de resolver los
péptidos individuales o fragmentos de hidrélisis. Al permitir la posterior
identificacion de los péptidos, los métodos especificos han recibido maés

atencion en los altimos tiempos dado su mayor interés.

Entre los métodos no especificos descritos por McSweeney y Fox (1997),

pueden destacarse:

1. Extraccion / Métodos de solubilidad. Basados en el aumento del N al

avanzar la proteolisis. Entre ellos cabe citar:

e Estudio de la fase acuosa por presién hidraulica / centrifugacion.

e Solubilizacion en urea de proteinas y péptidos grandes.

e Nitrégeno soluble en agua.

e Extraccion con soluciones salinas (CaCl,, NacCl, etc.).

e Extraccion / Fraccionamiento mediante disolventes organicos
(cloroformo-metanol, etanol, butanol, etc.).

e Fraccionamiento con acido tricloroacético (TCA) 6 acidos
trifluoroacéticos.

e Solubilidad en acido fosfotingstico y técnicas similares (acidos

5-sulfosalicilico y picrico).
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2. Técnicas de fraccionamiento basadas en la masa molecular. Dentro
de las cuales hay que incluir la dialisis, ultrafiltracion vy

cromatografia de exclusién molecular.

3. Técnicas para cuantificar el N en las fracciones. Macro-Kjeldahl,
absorbancia al UV a 280 nm, reactivo Folin-Ciocalteau, método de

Lowry, método de Bradford con azul de Coomassie o eritrosina.

4. Métodos basados en la liberacion de compuestos 0 grupos reactivos.
Formacion de amonio, de tirosina y triptofano solubles, enlace con
colorantes, valoracion 4&cido/base, métodos colorimétricos vy

fluorimétricos de grupos amino libres y técnicas enzimaticas.

En lo que respecta a los métodos especificos cabe decir que han
recibido y siguen recibiendo una atencion creciente en nuestros dias debido al
mayor interés que tiene la deteccién de los péptidos formados durante la
maduracion. Las técnicas capaces de resolver péptidos engloban Ila
electroforesis en sus diversas variantes y las técnicas cromatograficas. Tienen
la desventaja de ser métodos que requieren del uso de instrumental mas caro, si

bien tienen un potencial analitico mucho mayor.

Dentro de las técnicas electroforéticas, destacan diversos estudios
realizados en geles de almidon aplicados por vez primera al queso por
Melachouris y Tuckey (1966) y en geles de poliacrilamida (PAGE) por Ledford
et al. (1966). Esta Gltima técnica ha sido empleada de forma estandar en
muchos laboratorios, bien en su variante acida o alcalina o en presencia de SDS
en el tampon. Como se puede constatar, varios autores han revisado la literatura
al respecto de esta ultima técnica (Strange et al., 1992; McSweeney y Fox,
1993; Fox et al., 1995) pudiendo verificarse que la electroforesis en gel es
empleada no solo para la deteccion de péptidos originados en la elaboracion de
quesos, sino que existe también algan estudio sobre la prediccion de tiempos de

maduracion en quesos analizados con PAGE junto con otras medidas no
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especificas empleando analisis estadistico multivariante (Garcia-Ruiz et al.,
1998).

Para la identificacion de los péptidos tras la electroforesis, se han
empleado técnicas de tincion y andlisis por densitometria en gran numero de
trabajos, asi como electrotransferencia o inmunotransferencia con anticuerpos
policlonales (Chianese et al., 1992; Chianese et al., 1996; Gaiaschi et al., 2000;
Garcia-Risco et al., 2000).

Otra técnica como el IEF ha sido de utilidad para determinar el
polimorfismo genético de las caseinas (Creamer, 1991; Strange et al., 1992;
Pérez-Rodriguez et al., 1998).

Ademas, sefialar que otros autores han empleado electroforesis en dos
dimensiones SDS-PAGE junto con isoelectroenfoque (IEF) para estudiar la
proteolisis en queso Camembert (Trieu-Cuot y Gripon, 1982), si bien esta
técnica implica largos tiempos de procesado y tiene problemas de
reproducibilidad (Creamer, 1991).

Otra técnica empleada ha sido la descrita por Girardet et al. (1994)
como cromatografia electroforética de alta resolucién (HPEC), que suponia la

utilizacion de una columna rellena de gel a la que aplicaba un campo eléctrico.

En la ultima década para el estudio de la leche y el queso se ha
utilizado el potencial de la electroforesis capilar (EC) para resolver péptidos y
proteinas. Asi por ejemplo, los primeros trabajos en que se determinaron las
proteinas de la leche mediante EC fueron los de Chen y Zang (1992) a pH
basico y de Jong et al. (1993) a pH acido. Este ultimo ha sido el punto de
partida de diversos trabajos dirigidos a mejorar las condiciones de separacién
de las caseinas.

La electroforesis capilar ha sido empleada en diversos estudios sobre
caseinas de la leche de diferentes especies, como por ejemplo, la diferente

distribucién de las caseinas a lo largo del periodo de lactacion en leche de cabra
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(Garcia-Ruiz et al., 2000), la validacion del método de EC en el analisis de
caseinas de leche de oveja (lzco et al., 1999a) o la deteccidn y cuantificacion en
mezclas de leches de oveja, vaca y cabra muy util para detectar adulteraciones
(Molina et al., 1999). También se han descrito métodos para la determinacion
de proteinas de lactosuero conjuntamente con caseinas y para-k-caseina en
leche y productos lacteos (Miralles et al., 2000a, 2001), asi como la deteccion
de las diferentes variantes genéticas presentes en diversas especies (Recio et
al., 1997d, 2001). En ninguno de los trabajos mencionados se utilizé el disefio

de experimentos para la optimacion de las condiciones de separacion.

Ademas, la EC se ha mostrado como una técnica util tanto en el estudio
de la hidrdlisis de caseinas (Kristiansen et al., 1994; Otte et al., 1997; Recio et
al., 1997a; Righetti et al., 1997). Como en la evaluacion del proceso de
maduracién de quesos de vaca, oveja y cabra y sus productos derivados, tanto
referidos a la fraccion proteica insoluble a pH 4,6 (Izawa et al., 1997; Otte et
al., 1997; Recio et al., 1997a; Gouldsworthy et al., 1999; lzco et al., 1999b;
Otte et al., 1999; Molina et al., 2000; Irigoyen et al., 2000; Strickland et al.,
2001; Molina et al., 2002), como a la fraccion soluble en agua (Molina et al.,
1998; Pripp et al., 1999a, 1999b; Serensen y Benfeldt, 2001) y en etanol al 20%
(Herrero-Martinez et al., 2000).

En cuanto a las técnicas de cromatografia, su uso se inicié con
cromatografia en papel para estudiar aminoacidos libres (década de los 50) y
péptidos del queso, pasando por cromatografia en capa fina en silica gel
(Kuchroo y Fox, 1982), por columnas cromatograficas de silica gel (Visser et
al., 1975), hasta las formas méas usadas actualmente de intercambio idnico
(Creamer y Richardson, 1974; Breen, 1992; McSweeney et al., 1994Db),
exclusion molecular (Breen et al., 1995) o cromatografia de alta resolucién en
fase reversa (RP-HPLC) (Le Bars y Gripon, 1989; Gonzéalez de Llano et al.,
1991; McSweeney et al., 1993), técnica de gran valor para resolver péptidos del
queso de la fraccion soluble en agua. Existen algunos estudios en HPLC en dos

dimensiones (Lagerwerf et al., 1995) acoplando un sistema de intercambio
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idnico con fase reversa, pero necesita de gran equipamiento y mucho tiempo
para su analisis. También son abundantes los estudios mediante cromatografia
liqguida rapida de proteinas o FPLC, entre otros (Andrews et al., 1985; Papoff
et al., 1993; Law, 1993; Law et al., 1994; Brown et al., 1995; Ward y Bastian,
1996). Finalmente indicar que ha sido utilizada la cromatografia de gases para

detectar amino&cidos libres en el queso.
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La complejidad y diversidad de los alimentos genera una gran demanda
de técnicas que puedan ser utilizadas en el analisis de los mismos. Un método
de analisis ideal debe ser “robusto”, altamente selectivo y aplicable a un amplio

rango de sistemas alimenticios.

La selectividad de las técnicas analiticas, puede conseguirse por medio
de la utilizacién de detectores selectivos o mediante una separacion eficiente.
Asi, por ejemplo, utilizar un detector electroquimico en la técnica de HPLC,
puede ser un camino adecuado para conseguir una alta selectividad. Otra
alternativa posible para alcanzar un alto poder de resolucién seria la aplicacion
de una técnica de separacion eficaz como la electroforesis capilar (EC)
(Lindeberg, 1996).

Estudios comparativos entre EC, HPLC y cromatografia con fluidos
supercriticos (SFC) (Steuer et al., 1990) y, entre EC y HPLC (Issaq et al.,
1991) han conducido a reconocer que las principales ventajas de la aplicacion
de la técnica de electroforesis capilar son; la eficacia en las separaciones, el
bajo consumo de disolvente y su facil automatizacion. No obstante, aparecen

limitaciones, sobre todo en la deteccidén de muestras de concentracion elevada.

En los altimos afios, la electroforesis capilar se presenta como una
técnica alternativa a la electroforesis tradicional en gel y complementaria a la
cromatografia liquida, para el andlisis de una gran variedad de compuestos

presentes en los alimentos (Zeece, 1992).
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2.2.1. FUNDAMENTOS DE LA ELECTROFORESIS
CAPILAR

La electroforesis es una técnica de separacion que se basa en la
migracion diferencial (en sentido y velocidad) de particulas cargadas (analitos)
en un campo eléctrico establecido al efecto, es decir, en un gradiente de
potencial (Landers, 1997). Estas particulas cargadas pueden ser muy variadas:
iones simples o complejos, macromoléculas, coloides o materia corpuscular,

bien células vivas como bacterias o hematies, o materia inerte como arcilla.

Un hecho conocido es que cuando a una solucion que contiene moléculas
cargadas se le aplica un campo eléctrico, estas moléculas comenzaran a
moverse, dependiendo su movilidad de su relacion carga-tamafio. El tamafio de
una molécula estd determinado por su peso molecular, por su estructura
tridimensional y por el grado de solvatacion. Haciendo un balance entre las
fuerzas de electromovilidad y de friccion, la movilidad electroforética debida al

potencial eléctrico aplicado (upe) puede ser expresada como:

Hpe = 0 B7nr

donde q es la carga neta, n la viscosidad y r es el radio idnico. La aplicacion
del campo eléctrico y la diferencia en la movilidad electroforética hara que los
aniones migren hacia el polo positivo (anodo) y los cationes hacia el polo
negativo (catodo) en igual cantidad. Ademéas los iones pequefios migraran a
mayor velocidad que los de mayor tamafio a igualdad de carga. Por lo tanto,
moléculas cargadas podran separarse en un campo eléctrico de acuerdo con su

movilidad intrinseca.

Al igual que en las separaciones cromatogréficas, la eficacia de la
separacion puede ser expresada por el numero de platos tedricos (N). En el caso
de la electroforesis capilar, N esta relacionado con el voltaje (V), con la
movilidad (x) y con el coeficiente de difusion del soluto (D), de acuerdo con la

siguiente ecuacion (Jorgenson y Lukacs, 1981):
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N=uV/2D

De la ecuacion anterior puede deducirse facilmente, que la aplicacion de
voltajes altos favorece la eficacia de la separacién, pero en la practica existe
una limitacién debida al calentamiento por efecto Joule, que tiene lugar cuando
una corriente eléctrica pasa a través de un medio. La aplicacion de altos
voltajes sera adecuada soOlo cuando el calor producido pueda ser disipado
eficientemente, ya que procesos de conveccion térmica conducirian a la mezcla
de zonas que de otra manera deberian encontrarse separadas. Este hecho hace
que las formas tradicionales de electroforesis presenten varias desventajas,
siendo la méas obvia la velocidad de separacion, que estd fundamentalmente
limitada por el efecto Joule, pudiéndose contrarrestar el efecto convectivo
utilizando medios estabilizados como la celulosa, el papel o geles de agar y
acrilamida (Vesterberg, 1989). Sin embargo, desde una perspectiva
metodoldgica, el proceso completo implica una serie de tareas incomodas, que
llevan su tiempo, desde la fundicién del gel, preparacion y pinchado de las
muestras, resolucion electroforética de las especies idnicas/moleculares, hasta

el punto final en que el gel es tefiido, destefiido y se obtienen resultados.

Otros problemas incluyen la reproducibilidad, particularmente con
andlisis en dos dimensiones, diferencias entre las tinciones segun el analito, lo
cual hace dificil conseguir una buena precision cuantitativa y la complejidad
del proceso metodoldgico implicado en la electroforesis en gel, que lo hace

practicamente imposible de automatizar.

El uso de capilares, como un canal de electromigracién para la
separacién de analitos, incluyendo macromoléculas bioldgicas, esta asociado
con varias ventajas por encima de los métodos sélidos estandares de separacion.
En particular, las caracteristicas fisicas de los capilares estrechos perforados los
hace ideales para la electroforesis. A este respecto, los capilares de silice
fundida empleados en EC tienen un diametro interno (d.i.) tipico de 20 a 100
um (375 um de didmetro externo), longitudes de 20 a 100 cm, y estéan

externamente recubiertos por una sustancia polimérica, poliimida, que confiere
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al capilar una enorme flexibilidad, el cual de otro modo seria tremendamente
fragil (Fig. 2.10).

La elevada relacién entre superficie-volumen en un capilar con estas
dimensiones, permite una eficaz disipacion del calentamiento Joule generado
por campos aplicados altos. Como resultado de esta habilidad para disipar el
calor, las separaciones electroforéticas se pueden llevar a cabo facilmente a
30.000 voltios, controlando el calor generado, mediante la utilizacién de un
refrigerante activo sobre la pared externa del capilar (Knox, 1988).

A B

Recubrimiento de
poliimida
(ca. 5 um)

Capa estética Capa dindmica
(Capa de Stern) (Plano externo de
(-0.1 nm) Helmbholtz)

Fig. 2.10. A. Diagrama de la estructura del capilar. B. Ilustracién de la doble capa
ionica. C. Microfotografia del capilar por microscopia electrénica (x170).

Ademas de la capacidad de evitar el efecto Joule, el uso de capilares para

electroforesis se asocia a muchas ventajas. Con capilares tipicos de EC, las
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pequefias dimensiones rinden volumenes totales en columna del orden de
microlitros, por lo tanto, se requiere el uso de tampon en cantidad de tan sélo
mililitros. Por consiguiente, considerando los escasos requerimientos en cuanto
a muestra y reactivos (tampdn), el tiempo rapido de anélisis y la posibilidad de
empleo de campos eléctricos elevados (30.000 voltios), esta claro que la EC
tiene un elevado potencial para dar solucién a un numero diverso de problemas

analiticos.

2.2.1.1. Modalidades de EC

La EC se ha diversificado del mismo modo en que lo hicieron las
técnicas de electroforesis en gel. Esto ha dado como resultado una familia de
formas especializadas que colectivamente constituyen la “Electroforesis
Capilar”. Las principales modalidades de EC que han sido desarrolladas y estan

siendo explotadas actualmente incluyen:

e Electroforesis capilar en zona libre (ECZ), (“capillary zone
electrophoresis”, CZE), también denominada como EC en solucién

libre.

e Cromatografia capilar micelar electrocinética (MEKC): técnica que
permite separar compuestos neutros y de movilidad electroforética
similar (Terabe et al., 1985).

e |soelectroenfoque capilar (CIEF): permite separar moléculas en
bandas segun el punto isoeléctrico de las mismas sobre un gradiente
de pH (Hjertén, 1985).

e Electroforesis capilar en gel (CGE): empleo de capilares, con paredes
recubiertas y rellenos de una matriz polimérica reemplazable
(Hjertén, 1983).
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e |[sotacoforesis capilar (CITP) (técnica de preconcentracion en el
capilar): técnica que implica el movimiento de las moléculas cargadas
en un campo eléctrico y que estéa definido por la movilidad del i6n de

movimiento mas rapido (Foret et al., 1993).

ECZ es la méas universal de las técnicas y se ha mostrado util para la
separacion de un amplio conjunto de analitos de variado tamafio y caracter. La
tabla siguiente (Tabla 2.3) muestra una referencia de las diferentes modalidades

de electroforesis empleadas en el analisis de diversas clases de muestras.

Tabla 2.3. Modalidades de EC utilizadas en la separacién de diferentes clases de

analitos.

lones?® Moléculas® Péptidos Proteinas Oligonucledtidos DNA

ECZ EC7
MEKC ITP

ECZ £C7 CGE ECZ CGE

ITP TP MEKC CIEF MEKC
CIEF TP
CGE

# lones y moléculas de bajo peso molecular.

2.2.2. ELECTROFORESIS CAPILAR ZONAL

En la Fig. 2.11 se representa un diagrama de un instrumento de EC. Los
componentes basicos incluyen un administrador de alto voltaje (0 a 60 kV), un
capilar recubierto de poliimida con un diametro interno <200 um, dos
recipientes para el tampdn que se pueden acoplar con el capilar, los electrodos

conectados a la fuente de alimentacion y el detector.
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Fig. 2.11. Esquema general de un sistema de EC.

Para obtener un funcionamiento eficaz y reproducibilidad en las
separaciones, es necesario que el sistema presente algin mecanismo para

mantener el capilar termostatado,

Para realizar una separacion en electroforesis capilar en zona libre, el
capilar se rellena con un tampdn de separacion apropiado al pH deseado y la
muestra se introduce en la entrada del mismo. Ambos extremos del capilar y los
electrodos de la fuente de alto voltaje se sitan en los recipientes con tampon y
se aplican hasta 30.000 V al sistema. Las especies idnicas en la muestra migran
con una movilidad electroforética (direccién y velocidad) determinada por su
carga y masa, y eventualmente pasan al detector donde la informacidn se recoge

y se almacena en un sistema de adquisicién y analisis de datos.

Con ECZ, la polaridad normal se considera del anodo al catodo:
[(+)-detector-(-)] como se muestra en la Fig. 2.12. Los analitos avanzan a
medida que se procede a la separacion electroforética, y se separan de acuerdo
con sus movilidades electroforéticas individuales y pasan el detector como
“zonas de analitos”, de aqui el nombre de la técnica. EI hecho de que, bajo las

condiciones apropiadas, todas las especies (positivas, negativas y neutras)
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pasen a través del detector, indica que estd implicada otra fuerza diferente de la
electroforética. Si el campo aplicado fuese la unica fuerza actuando sobre los
iones, las sustancias cationicas (carga neta positiva) pasarian por el detector,
mientras que los componentes neutros quedarian a la entrada estaticos y las
sustancias anionicas (carga negativa) serian alejadas del detector.
Afortunadamente, hay otra fuerza “el flujo electroosmoético” (EOF,
“electroosmotic flow”), que lleva el movimiento de todos los componentes en el
capilar hacia el detector cuando se aplica un campo eléctrico. EI EOF juega un
papel principal en muchas de las modalidades de EC y, muy especialmente, en
ECZ.

(Aplicar Voltaje) Dn:ctor
t=0
= Flujo electroosmético
. =)

o]
o
—

)

t=n ® @
@ © )

® ©

& @

-

Tiempo (minutos)

Fig. 2.12. Movilidad de las moléculas cargadas y no cargadas en un campo
aplicado.
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2.2.2.1. Electro6smosis

El flujo electroosmotico fue identificado por primera vez por Helmholtz,
en 1879, al aplicar un campo eléctrico a un tubo de cristal en posicion
horizontal que contenia una solucidn salina acuosa. Le interes0 el caracter
ionico de la pared interna del tubo y el movimiento de los iones, encontrando
que la silice aportaba una capa de cargas negativas a la superficie interior del
tubo, la cual, bajo la aplicacién de un campo eléctrico, llevaba a un movimiento

neto del fluido hacia el catodo.

Como continuacion de los trabajos pioneros de Helmholtz, ya se han
establecido los principios basicos que gobiernan el EOF. Seglin se puede
apreciar en la Fig. 2.10, los grupos silanol ionizados (SiO™) de la pared capilar
atraen las especies catidnicas del tampdn. Obviamente, el pH del tampon

determinard la fraccion de grupos silanol que estan ionizados.

La capa i6nica que se forma, tiene una densidad de carga positiva que
decrece exponencialmente al aumentar la distancia a la pared del capilar. La
doble capa formada, préoxima a la superficie se denomina “Capa interior
Helmholtz” o “Capa Stern” y es esencialmente estatica. Una capa mas difusa se

forma hacia el interior y se denomina “Plano exterior Helmholtz” (PEH).

Bajo un campo aplicado, los cationes en el PEH migran en la direccién
del catodo llevando el agua de hidratacién tras de si. Debido a la naturaleza
cohesiva de los enlaces de hidrogeno de las aguas de hidratacion con las
moléculas de agua del conjunto de la solucion, el tampdn se ve empujado hacia
el catodo. Este EOF actla como un mecanismo bomba que impulsa todas las
moléculas (cationicas, neutras o anidnicas) hacia el detector con una separacion
que depende finalmente de las diferencias de migracién electroforética de los

analitos.

Suponiendo que el EOF es adecuado pero no demasiado fuerte, las
respectivas movilidades electroforéticas de los analitos llevan a la formacion de

zonas discretas en el momento que pasan por delante del detector. Si el EOF es



60 Fundamentos tedricos

demasiado lento, el fendmeno de difusion se encarga de que las zonas de los
analitos se ensanchen y de que algunos analitos no alcancen el detector en un

intervalo de tiempo razonable.

Como se ha indicado antes, el EOF es dependiente del pH y puede ser
muy fuerte. En este caso, la separacion sera inadecuada. La inclusion del EOF
en el célculo de la velocidad es esencial:

Vi = tap E = (tpe + pe0) E
donde x5, es la movilidad debida al potencial eléctrico aplicado, e, la

movilidad debida al flujo electroosmético y E el campo eléctrico.

2.2.2.2. Parametros de la separacién en ECZ

En cualquier separacion mediante la técnica de electroforesis capilar en
zona libre, se deben tener en cuenta una serie de parametros que afectan a la

separacién, tanto en tiempo, como en resolucion:

i) Polaridad de los electrodos

Establecer la polaridad de los electrodos es de crucial importancia en
ECZ y obviamente una de las primeras consideraciones a tener en cuenta antes
del analisis. La polaridad normal para EC es del &nodo hacia el catodo. De esta

manera, el EOF va hacia el catodo.

Si se invierte la polaridad, esto es desde el catodo hacia el anodo, el
sentido del flujo electroosmético es alejandose del detector y sdlo los analitos
negativamente cargados con movilidad electroforética mayor que el EOF,
pasaran por el detector. Este segundo modo se emplea s6lo con capilares
recubiertos con sustancias que invierten el flujo electroosmoético (porque
invierten la carga neta de la pared interior del capilar) y cuando todos los

analitos estan cargados negativamente (DNA o complejos SDS-proteina).
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ii) Voltaje aplicado

Un incremento en el voltaje provoca varios efectos; aumenta la
migracion de la muestra y el flujo electroosmético, acorta el tiempo de analisis,
produce picos mas agudos y mejora la resolucién. Aunque, estas ventajas se
pueden perder si la fuerza idnica de la matriz de la muestra es mucho mayor que
la del tampon de separacion, de manera que el efecto Joule no se pueda disipar
de modo efectivo. El calentamiento por efecto Joule del capilar hace que
disminuya la viscosidad de la solucion. Esto Illeva a un aumento del EOF, de la
movilidad de los iones y de la difusion de los analitos, lo que resulta finalmente
en un ensanchamiento de la banda (McLaughlin et al., 1992).

iii) Temperatura del capilar

Las separaciones se deben llevar a cabo inicialmente con el capilar
termostatado a una temperatura proxima a la ambiental. Sin embargo, se puede
aumentar en casi todos los aparatos comerciales hasta casi 60°C sin excesivo
incremento de la corriente con la mayoria de tampones. Cuando se aumenta la
temperatura, usando el mismo voltaje, la viscosidad del tamp6n disminuye y
esto lleva a un aumento de la movilidad electroforética del analito y a tiempos
de separacion mas cortos. Efectos no deseados de esta practica son cambios en
el pH del tampdn, ensanchamiento de las bandas debido al incremento de la

difusion, y posible desnaturalizacion térmica de la muestra.

iv) Longitud del capilar

Es recomendable comenzar las separaciones con capilares cortos (20 a
50 cm hasta el detector) para obtener tiempos breves de analisis. La longitud
del capilar se puede incrementar para mejorar la resolucién, especialmente con
analitos que tienen diferencias muy sutiles en sus movilidades electroforéticas.
Aumentar la longitud del capilar permite que dichas especies se puedan separar.
Otra consecuencia que se desprende del alargamiento es la posibilidad de

utilizacion de voltajes mayores, ya que la fuerza del campo eléctrico a un
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voltaje constante se ve disminuida. El limite practico en la longitud de los
capilares esta en los 100 cm.

V) Soluciones tampén

La eleccion del tampdon es de gran importancia para obtener éxito en la
separacién de los analitos. Una vez que se ha elegido la longitud de onda
Optima para la deteccidn, se debe elegir un buen tampdn que no interfiera en la
deteccion de los analitos de interés, que mantenga su solubilidad y la capacidad

tamponante a lo largo del andlisis para producir una separacién favorable.

Se pueden utilizar una gran variedad de electrolitos para las separaciones
en EC. Asi para separaciones a pH bajo, se suelen utilizar soluciones de fosfato,
acetato, formiato y citrato. Para tampones de pH basico el Tris, Tricine y borato

son electrolitos aceptables.

El tipo de tampon utilizado, viene condicionado por el pH pero, a
igualdad de pH y concentracion, la eleccion del tampdn puede variar

drasticamente la resolucion.

En cuanto a la concentracion de los tampones, indicar que el uso de una
determinada concentracion viene restringida por parametros como la longitud
del capilar y su didmetro interno, el campo eléctrico aplicado y la eficacia del
sistema de refrigeracion del capilar. Generalmente, el uso de tampones de
fuerza ionica moderadamente alta es deseable para suprimir los efectos de
intercambio idnico entre los iones del analito con los grupos silanol de la pared
capilar. De cualquier modo, la corriente asociada con concentraciones de
tampdn por encima de 100 mM suele superar la capacidad de termostatar del
aparato a elevados voltajes. Tampones con mayor problemaética a este respecto
son aquellos que poseen especies de elevada movilidad como el cloruro, citrato
y sulfato. El tamp6n borato en el intervalo de pH de 7 a 9 ha demostrado ser

excelente para concentraciones tan altas como 500 mM (Chen et al., 1992).
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A veces se emplean aditivos que afiadidos al tampon consiguen potenciar
la selectividad en una separacion. Los aditivos (Tabla 2.4) suelen ser
multifuncionales, ya que no solo suprimen las interacciones analito-pared

capilar, sino que también afectan a la solubilidad del analito.

Tabla 2.4. Aditivos comunes en EC y sus efectos (Oda y Landers, 1997).

Aditivo Ejemplo Funcion
Modificacion del EOF
_ Salleg NaCl, CaCly, K»SO4 Cambios confornjamonales en
inorganicas proteinas
Hidratacion de proteinas
Modificacion del EOF
Disolventes Metanol, acetonitrilo, S .
o : . Solubilizacién de analitos
organicos etilenglicol
Solvatacion de los analitos
Modificacion del EOF
Aditivos Urea Solubilizacién de proteinas
organicos L
g Desnaturalizacion de
oligonucledtidos
o Emparejamiento de los iones
Acidos Hexano, heptano, octano, analito
sulfonicos o analogos del nonano _ ) o
Interacciones hidrofobicas
o Modificacion del EOF
Aminas Diaminoalcanos, o
dival ) Neutralizacion de carga
Ivalentes  Bromuro de hexametonio - _
Interaccién analitos
Surfactantes Bromuro de Inversion de carga en pared capilar
tioni dodeciltrimetilamonio o .
cationicos (DTAB) Interaccion hidrofdbica

Derivados de
celulosa

Hidroxietilcelulosa,
metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa

Reduccién del EOF

Aporte de medio tamiz




64 Fundamentos tedricos

Incrementar la fuerza ionica del tampén produce un aumento del grosor
de la doble capa ionica, y tiene como efecto la disminucion del EOF, y por
tanto se incrementa el tiempo de analisis. Una ventaja de aumentar la fuerza
ionica es, ademdas de mejorar la capacidad tamponante, que se logra disminuir
las interacciones analito-pared capilar y analito-analito. Esto se demostrd en
una separacion de fragmentos de DNA con y sin seroalbimina bovina (SAB)
(Landers et al., 1993). El efecto neto en la separacion serd una mejora en la
resolucién, siempre y cuando se pueda refrigerar y no se produzcan procesos
no deseados de disociacion de los analitos. Un modo de aumentar la fuerza
ionica sin aumentar el efecto Joule es el empleo de aditivos zwiteridnicos

(betaina o sarcosina) (Bushey y Jorgenson, 1989).

Existe un método de recubrimiento dinamico de la pared capilar mediante
materiales que alteran la viscosidad de la solucion en la pared. Hjerten (1985),
sugirié que el EOF es inversamente dependiente de la viscosidad de la solucién
en la doble capa. Si la viscosidad alcanzara el infinito, el EOF caeria hasta cero.
Asi, polimeros que se adsorben a la pared capilar, reducen o eliminan el EOF, y
evitan que las proteinas se adsorban ya que se bloquea el acceso a los silanos
reactivos. Varios derivados de celulosa (Bruin et al., 1989; Zhu et al., 1989), y
compuestos polihidroxi y polivinilalcoholes (Gilges et al., 1992; Schomberg et
al., 1994) se han usado con diversos resultados para la separacion de péptidos y

proteinas.

2.2.2.3. Inyeccion de la muestra en el capilar

Como resultado de las dimensiones del capilar empleado en EC, el
volumen total dentro del mismo es del orden de los microlitros. Si tenemos en
cuenta la regla empirica seguida en cromatografia de restringir el volumen entre
un 1-5% del volumen total del capilar, estamos hablando de voliumenes de
muestra del rango de nanolitros si se quiere evitar sobrecarga (Aebersold y
Morrison, 1990). La tecnologia para la introduccion o “inyeccion” o “cargado”
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de pequefios volumenes de muestra en un capilar converge en tres métodos

aceptables: hidrostaticamente, por gravedad o electrocinéticamente.

Con inyeccion hidrostatica, se opera por inmersion de la entrada del
capilar en un vial que contiene la muestra y se introduce bien
presurizando dicho vial que contiene el extremo de entrada del capilar

o0 bien aplicando vacio al vial de salida del capilar.

La introduccion de la muestra por gravedad, es mas comudn en
sistemas no comerciales, se basa en el efecto sifén de la muestra
hacia el capilar cuando se eleva el extremo de entrada del capilar con

respecto al de salida.

Con introduccion electrocinética, el extremo de entrada del capilar se
sumerge en la muestra, y el de salida en el tampdn de separacion
mientras se aplica un voltaje bajo (1-10 kV) durante 1-99s

dependiendo de la longitud del capilar y de su diametro interno.

La inyeccion electrocinética tiene el inconveniente de que la cantidad de

muestra introducida en el capilar depende de una serie de parametros, los mas

importantes de los cuales son la movilidad electroforética de los componentes

de la muestra y el EOF. Otros pardmetros que pueden influir son el tampon

(tipo, fuerza iénica y pH) y la composicion de la matriz de la muestra. El modo

electrocinético puede falsear la introduccion de muestra; entran en el capilar

preferentemente los compuestos con mayor movilidad electroforética. Pero este

modo tiene sus ventajas si el analito de interés esta en pequefio porcentaje en la

muestra, pero tiene una movilidad mucho mas elevada que el resto de

componentes. O en el caso de utilizar matrices polimerizadas o entrecruzadas,

donde la inyeccidn a presion no se puede emplear.
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2.2.3. SEPARACION DE PROTEINAS MEDIANTE EC

La teoria de Debye-Huckel-Henry sobre la movilidad electroforética, en
el caso de proteinas, tiene poco valor predictivo. Para las proteinas, no se puede
predecir ninguna de las variables intervinientes en dicha ecuacion. Ademas,
aunque se pudiese calcular esta u, deberian tenerse muy en cuenta las
interacciones de la proteina con la pared del capilar que a menudo juegan un

papel demasiado importante.

Para un capilar perforado de silice fundida, se cumplen las siguientes

gcuaciones:
[SIOH]s ——= |[SiO7] + [H]
K= [SiO][H"]/[SiOH]s

donde s representa los grupos silanol solidos. La ecuacion muestra la
desprotonacion de la superficie del cristal para formar aniones silicato. El pK
del equilibrio de esta reaccidn estd entre 4,5 y 5, y es dependiente de las

condiciones de la superficie del cristal y del tampon empleado (Tsuda, 1994).

Asi, por debajo de valores de pH 4, los silanoles estaran protonados y
muchas proteinas no se adherirdn al cristal electrostaticamente. De cualquier
modo, puede tener lugar adsorcion hidrofobica, y esto también depende de la

proteina y del tampon.

A valores de pH por encima de 8, las proteinas catidnicas se adsorberan
ibnicamente. Para pH entre 4 y 8, el EOF varia considerablemente y esto
influye en el tiempo de migracion de las proteinas (Tsuda, 1994). Para EC en
silice fundida no tratada, es mejor correr la electroforesis a pH por debajo de 4
o de algun modo por encima del pl de la proteina donde la proteina no es

cationica.

En la EC de proteinas los tampones juegan un papel esencial, ya que

tienen influencia sobre las formas, tamafios y cargas de estas moléculas, y
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porque pueden interaccionar con ellas. Por ejemplo, si la silice esta bafiada con
un tampon fosfato, se forma un fosfosilanol. Este tamp6n ha demostrado su
efecto favorable en la separacion de eritropoyetina humana recombinante (Tran
et al., 1991).

En el anéalisis de proteinas en EC se emplean con frecuencia aditivos
disueltos en los medios tamponantes correspondientes (Oda y Landers, 1997).
Estos aditivos pueden desempefiar varias funciones para minimizar las
interacciones entre la proteina y la pared del capilar, o entre proteinas, o para
mantener la solubilidad proteica. Muchos aditivos se adsorben a la pared del
capilar, y modifican el EOF del sistema tamponante. Se suelen utilizar,
surfactantes, sustancias zwiterionicas, polimeros hidrofilicos, modificadores
organicos, selectores quirales, iones metalicos, sustancias que potencien los

puentes de hidrogeno, agentes complejantes y aminas cuaternarias.

Actualmente se conoce que no hay modo eficaz de predecir la movilidad
electroforética de una proteina. Esta es la razén por la que los factores que
contribuyen a la migracién proteica sean desconocidos. Sin embargo, es
razonable concluir que la movilidad electroforética de una proteina, es funcion
de su tamafio molecular y de su carga neta y ambos parametros son funcién de
la estructura tridimensional de la misma. Hoy en dia, no es posible predecir de
modo ajustado la estructura tridimensional de las proteinas al nivel necesario

para determinar tanto su tamafio como su carga.

En 1994, Gao et al. emplearon EC para determinar la carga neta efectiva
de una proteina en solucion mediante estudio de los tiempos de migracion de
varias especies derivatizadas de la proteina de interés. Se basaron en la teoria
de que la estructura terciaria de las proteinas, que viene condicionada por su

secuencia de aminodacidos, modifica la carga neta proteica.

La suma de todas las cargas que soporta la proteina, incluye las
contribuciones de componentes electrostaticos tales como aminoacidos e iones
metéalicos y cofactores cargados. Estas cargas totales estdn a menudo

apantalladas en cierta medida por el microambiente del grupo cargado, por
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asociacién de la proteina con contraiones en solucién. La carga neta efectiva de
la proteina es menor que la carga total. De hecho, es la carga neta efectiva de

una proteina en un tampon particular a un pH determinado la que influye sobre
la migracién de la proteina en EC.



2.3. Diseno de Experimentos
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En cualquier procedimiento en el que se trata de obtener una respuesta
relacionada con varios factores de interés, es de gran utilidad conocer y
controlar el modo en que intervienen dichos parametros o variables

experimentales en el proceso (Massart et al., 1988).

Uno de los métodos que existen para llevar a cabo la optimacion de
variables experimentales es el disefio de experimentos, que consiste en una serie
de pruebas en las cuales se introducen cambios deliberados en los factores que
se pretenden optimar, de manera que sea posible observar los efectos
producidos en la variable respuesta. El disefio experimental permite optimar las
variables que intervienen en numerosas técnicas instrumentales como

cromatografias, espectrofotometrias, técnicas electroquimicas, etc.

Se denomina efecto de un factor el cambio en la respuesta producido por
un cambio en el nivel del factor (valor concreto). Hay casos en que existe
interaccion entre los factores y cuando esto ocurre, los disefios factoriales son
més eficaces que la optimacion de cada factor por separado, la cual no
permitiria detectar las interacciones entre factores y llevaria a conclusiones
engafiosas. Por disefio factorial se entiende aquel en el que se investigan todas
las posibles combinaciones de los niveles de los factores en cada ensayo
completo o réplica del experimento. Los disefios factoriales son particularmente
utiles en las primeras etapas del trabajo experimental y permiten estimar los
efectos de un factor en diversos niveles de los otros factores, produciendo
conclusiones que son validas sobre toda la extensién de las condiciones
experimentales. Son ampliamente utilizados para estudiar el efecto conjunto de

varios factores sobre una respuesta (Box y Hunter, 1978).

Una vez elegido un modelo se hace imprescindible interpretarlo, y para

ello se realiza el analisis de la varianza (ANOVA). La interpretacién de los
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resultados obtenidos con este método depende del tipo de factores utilizados en

el disefio: fijos, aleatorios 0 mixtos.

Para realizar un disefio factorial general se seleccionan un namero fijo de
niveles para cada una de las variables de un conjunto y luego se hacen
experimentos con todas las combinaciones posibles. Si hay I; niveles para la
primera variable, 1, para la segunda, ..., y lx para la k-ésima, el conjunto de
todas las I1x I, x ... x Il condiciones experimentales constituye el disefio

factorial.

Vale la pena destacar los disefios de tipo factorial en los que la variable
tiene Unicamente dos niveles. Estos disefios requieren relativamente pocos
experimentos por cada factor, y a pesar de que no permiten explorar
exhaustivamente una amplia region del espacio de los factores, pueden indicar
tendencias y asi determinar una direccion favorable para realizar futuros
experimentos (Cobb, 1998).

A menudo no soOlo se pretende conocer cudles son las variables que
intervienen en un proceso y sus interacciones, sino también los valores de
dichas variables para los cuales la variable respuesta es maxima. Para este
objetivo se utiliza la metodologia de las superficies de respuesta (Massart et
al., 1988).

2.3.1. DISENO FACTORIAL 2%

Los disefios factoriales son ampliamente utilizados en experimentos en
los que intervienen varios factores para estudiar el efecto conjunto de éstos
sobre una respuesta. Sin embargo, existen varios casos especiales del disefio
factorial general que resultan importantes porque se usan ampliamente en el
trabajo de investigacion, y porque constituyen la base para otros disefios de

gran valor préctico.
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El més importante de estos casos especiales ocurre cuando se tienen k
factores, cada uno con dos niveles. Estos niveles pueden ser cuantitativos como
seria el caso de dos valores de temperatura, presion o tiempo. También pueden
ser cualitativos como seria el caso de dos maquinas, dos operadores, los niveles
“superior” e “inferior” de un factor o, quizas, la ausencia o presencia de un
factor. Una réplica completa del disefio requiere que se recopilen 2 x 2 x ... X 2

= 2¥ observaciones y se conoce como disefio factorial 2.

A continuacion se describen métodos para el analisis de este tipo de
disefios. Para ellos se supone: (i) que los factores son fijos, (ii) que los disefios
son completamente aleatorizados, y (iii) que se satisface la suposicién usual de

normalidad.

El disefio 2% es particularmente Gtil en las primeras fases del trabajo
experimental, cuando es probable que haya muchos factores por investigar.
Conlleva el menor nimero de experimentos con los cuales pueden estudiarse k
factores en un disefio factorial completo. Debido a que s6lo hay dos niveles por
cada factor, debe suponerse que la respuesta es aproximadamente lineal en el

intervalo de los niveles elegidos de los factores (Otto, 1999).

2.3.1.1. Disefio 2°

Consta de tres factores, A, B y C, cada uno con dos niveles.
Arbitrariamente, los niveles del factor pueden Ilamarse “inferior” y “superior”,

y son representados por los signos (=) y (+).

En la Fig. 2.13, se representan graficamente mediante un cubo, las ocho
posibles combinaciones de tratamiento para este disefio. Por convenio, el efecto
de un factor se denota por la letra latina mayuscula, mientras que las
combinaciones de tratamientos en el disefio suelen representarse por letras
mindsculas. En la Fig. 2.13 se aprecia que el nivel superior de cualquier factor
de una combinacién de tratamientos esta representado por la presencia de la

letra mindscula correspondiente, mientras que la ausencia de esta Ultima
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representa el nivel inferior del factor. Por convenio, (1) se usa para representar
a los factores en el nivel inferior. El orden estandar de las combinaciones de

tratamientos seria (1), a, b, ab, c, ac, bc y abc.

c bc ac abc
Alto +
Factor C
b ab + Alto
. . FactorB
Bajo — ) a — Bajo
Factor A
~—
— +
Bajo Alto

Fig. 2.13. Representaciéon de las combinaciones de
tratamientos en el disefio 2°.

Entre las ocho combinaciones de tratamientos en el disefio 2° existen
siete grados de libertad, tres se asocian con los efectos principales A, By C,y
cuatro asociados con interacciones (AB, AC, BC y ABC), uno para cada una. El
efecto promedio de un factor es el cambio en la respuesta producido por un
cambio en el nivel de dicho factor, promediado sobre los niveles de los deméas
factores. El efecto de la interaccion AB es la diferencia entre los efectos
promedio de A a los dos niveles de B. Por convenio, la mitad de esta diferencia
se denomina interaccion AB. La interaccion ABC se define como la diferencia

promedio entre la interaccion AB para los dos niveles distintos de C.

2.3.1.2. Disefio general 2

El método de anélisis anterior puede generalizarse para el caso de un
disefio factorial 2. Este consta de k factores, cada uno con dos niveles. El
modelo estadistico de disefio 2* incluye k efectos principales, interacciones de
dos factores, de tres factores..., y una interaccién de k factores. En otras
palabras, el modelo completo del disefio tiene 2-1 efectos (Cobb, 1998).
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En muchos experimentos que implican disefios 2 se examina la magnitud
y la direccién de los efectos de los factores para determinar qué variable es
probable que sea mas importante, empleandose el analisis de la varianza para

confirmar esta interpretacion.

2.3.1.3. Adicién de puntos centrales al disefio 2

Los disefios factoriales de dos niveles parten con la suposicion de
linealidad en los efectos de los factores. Esta, es innecesaria, y el sistema 2
funciona bien incluso cuando la suposicion de linealidad se cumpla sélo de
manera aproximada. Sin embargo, la réplica de ciertos puntos protegera contra
la curvatura ademdas de permitir obtener estimaciones de error independientes.
Este es el objetivo de la adicion de puntos centrales al disefio 2%, para lo cual se

hacen n replicas.

Un motivo importante para agregar las réplicas en el centro del disefio es
que los puntos centrales no influyen en las estimaciones usuales que se hacen
en un disefio 2% Es decir, no tienen influencia sobre los coeficientes de
regresion. Ademas no se alteran las propiedades de ortogonalidad del disefio
(Massart et al., 1988).

2.3.2.  DISENO DE SUPERFICIES DE RESPUESTA

Para modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta de interés
esta influenciada por varias variables, y para optimar esta respuesta, se usan
una serie de técnicas matematicas y estadisticas. A partir de la ecuacidn
obtenida, mediante el anélisis de la regresién de los datos experimentales, se
construyen estas superficies de respuesta. La respuesta se representa como una

superficie solida en un espacio tridimensional (Otto, 1999). Para visualizar
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mejor la forma de una superficie de respuesta, a menudo y si el numero de

dimensiones lo permite, se usan los contornos de dichas superficies.

En la mayoria de los problemas de los metodos de superficies de
respuesta, la forma de la relacion entre la respuesta y las variables
independientes se desconoce. Por lo general se emplea un polinomio de orden
bajo sobre alguna region de las variables independientes.

Si la respuesta se describe adecuadamente por una funcion lineal de las
variables independientes, la funcién de aproximacién es un modelo de primer
orden. Si existe curvatura en el sistema debe utilizarse un polinomio de orden
superior, por ejemplo de segundo orden. Este modelo polinomial funciona muy

bien en regiones relativamente pequefias de las variables independientes.

El método de superficie de respuesta es una técnica secuencial. A
menudo, cuando se considera un punto sobre la superficie de respuesta alejado
del éptimo, el polinomio de primer grado es apropiado porque existe poca
curvatura en el sistema. En este caso, el objetivo es guiar al experimentador,
rapida y eficientemente a las cercanias del punto 6ptimo. Una vez que se ha
determinado la region del punto éptimo, puede emplearse un modelo mas
elaborado, como por ejemplo una superficie de respuesta de segundo grado, y
realizar un anélisis para localizar el 6ptimo. Este método asegura cuando menos

un éptimo relativo (Otto, 1999).

2.3.2.1. Disefo para ajustar el modelo de primer orden

Supongamos que se desea ajustar el modelo de primer orden de k

variables:
k
y =5, +Zﬂixi +é
i=1

Son precisamente la clase de disefios ortogonales de primer orden los

que minimizan la varianza de los coeficientes de regresion {Bi}. Un disefio es
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ortogonal si los elementos fuera de la diagonal de la matriz (X" X) son iguales a
cero. Esto implica que la suma de los productos cruzados de la columna de la

matriz X es igual a cero.

Esta clase de disefios ortogonales de primer orden incluye disefios
factoriales 2% y fracciones de la serie 2% en los que los efectos principales no
son alias entre si. Al usar estos disefios se considera que los k factores se

codifican a los niveles estandarizados + 1 (Massart et al., 1988).

Por otra parte, un disefio ortogonal de primer orden es un disefio
rotatorio. Se dice que un disefio experimental es rotatorio o giratorio si la
varianza de la respuesta predicha y, en algin punto x, es funcién so6lo de la
distancia al punto desde el centro del disefio y no es funcion de la direccién.
Ademas, un disefio con esta propiedad dejara sin cambio la varianza de vy
cuando el disefio se haga rotar alrededor del centro (0, O, ..., 0); de aqui su

nombre de disefio rotatorio.

La rotabilidad es una propiedad muy importante en la eleccién de un
disefio de superficie de respuesta. Dado que la finalidad de la MSR (Método de
Superficie Respuesta) es la optimacion, y se desconoce la localizacion del
optimo antes de llevar a cabo el experimento, tiene sentido usar un disefio que
proporcione estimaciones igualmente precisas en todas direcciones (Cobb,
1998).

Para el modelo de primer orden, la ortogonalidad es la propiedad de

disefio 6ptima ya que minimiza la varianza de los coeficientes de regresion.

2.3.2.2. Disefo para ajustar el modelo de segundo orden

Un disefio experimental para ajustar un modelo de segundo orden debe

tener por lo menos tres niveles de cada factor.

El disefio central compuesto consiste en un factorial o factorial

fraccionario 2X aumentado por 2¥ puntos axiales (0+a,0,0,...,0), (0,0+a,0,...,0),
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(0,0,0%a,...,0) y n, puntos centrales (Massart et al., 1988). El disefio central
compuesto es probablemente el disefio experimental mas utilizado para ajustar
superficies de respuesta de segundo orden. Se convierte en rotatorio mediante la
elecciéon de o, que se define como a=(n;)**, donde n; es el nimero de puntos en

la porcidn factorial del disefio.

Mediante la eleccion del namero de puntos centrales n,, se puede
controlar el signo del disefio central compuesto para que sea ortogonal o bien de
precision uniforme. En un disefio de precision uniforme, la varianza en el

origen es igual a la varianza a una distancia unitaria del mismo.

Una variante del disefio central compuesto es el disefio central compuesto
centrado en las caras, en el cual a=1. En este disefio los puntos estrella o

axiales se localizan en los centros de las caras del cubo (Box et al., 1989).

2.3.3.  APLICACION DEL DISENO EXPERIMENTAL
EN LA ELECTROFORESIS CAPILAR

Varios disefios experimentales quimiométricos han sido empleados tanto
para la exploracién u optimaciéon de los métodos de EC, como para la
confirmacion de la robustez de dichos métodos, ya sea completos, central

compuestos, fraccionados o Plackett-Burman (Altria et al., 1995).

Los disefios factoriales han sido empleados con éxito para detectar el
impacto de todas las variables, junto con sus posibles interacciones. Rogan et
al. (1994) emplearon un disefio experimental Plackett-Burman para optimar una
separacion quiral de enantiomeros de clenbuterol mediante EC. También se ha
empleado este tipo de disefio en la separacidn de cuatro ésteres de testosterona
mediante electroforesis capilar micelar electrocinética (Vindevogel y Sandra,
1991).
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Por su parte, los disefios centrales compuestos, han sido empleados en la
optimacion de las condiciones de separacidn quiral de la droga amlodipina (Fell
et al., 1995), asegurando la robustez desde el comienzo de la aplicacion del
método. También se ha estudiado con disefio central compuesto la composicion
electrolitica para la resolucion de siete corticosteroides (Jumppanen et al.,
1994).

La utilizacion de disefios fraccionados ha permitido determinar la
robustez de los métodos de anélisis en EC, detectando los parametros clave y
aplicando posteriormente un disefio capaz de calcular una superficie de
respuesta que permita sefialar las condiciones limites de trabajo, de acuerdo con
las posibilidades del sistema de EC. Concretamente se ha aplicado en la
determinacion de los niveles de impurezas en un farmaco (Altria y Filbey,
1994).

Por tanto, las posibilidades de empleo de los disefios de experimentos
son multiples y tienen aplicaciones en muy diversos campos analiticos entre los

que se encuentra la electroforesis capilar.






2.4. Analisis estadistico multivariante
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Dada la complejidad del proceso bioquimico implicado en la maduracidn
de los quesos, son necesarios tanto métodos objetivos para su estudio, como la
reduccion de la dimension de los datos que permita una interpretacion
adecuada, junto con un examen sensorial o visual mas tradicional del perfil
proteolitico (Pripp et al., 2000b). Bajo este punto de vista, la aproximacién
estadistica multivariante como herramienta para evaluar los perfiles de los
cromatogramas y de identificacion de algunos péptidos, ha sido recomendada
para comprender la complejidad de la proteolisis durante la maduracion del
queso (Ardd y Madsen, 1998). Con esta idea, varios han sido los autores que
han empleado algunas de estas técnicas estadisticas o quimiométricas
(componentes principales, analisis discriminante, analisis cluster jerarquico
para modelado de los datos, regresion por componentes principales, regresion
por minimos cuadrados parciales) para relacionar parametros muy diversos
estudiados en el queso con los procesos de maduracién o con procesos de
fabricacién (Garcia Ruiz et al., 1998; Frau et al., 1999; Pripp et al., 2000a,
2000b; Benfeldt y Serensen, 2001; Skeie et al., 2001; Poveda et al., 2003).
Destacar los estudios realizados por Pripp et al. (1999a) sobre la clasificacion
de tres variedades de quesos noruegos mediante la aplicacién de analisis por
componentes principales de los datos obtenidos a partir de las fracciones
solubles en etanol al 70% y acido tricloroacético al 0,5%. O por ejemplo, los
trabajos de Sgrensen y Benfeldt (2001), en los cuales se analizaban, también
mediante componentes principales, quesos tipo Danbo procedentes de dos
lecherias diferentes.

El analisis estadistico multivariante también ha sido utilizado en el
estudio del proceso de maduracion de quesos. Asi, O’Shea et al. (1996)
aplicaron el analisis de componentes principales (PCA) para examinar la
maduracion de queso Cheddar de diferentes tiempos de curacion y calidad con
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los perfiles de péptidos obtenidos mediante HPLC. Bendfeldt et al. (1997)
aplicaron la técnica de regresion mediante minimos cuadrados parciales (PLS)
para estudiar el efecto del tratamiento térmico de la leche en la elaboracidn de
quesos Danbo sobre la accién de la plasmina y el proceso de maduracidn.
Posteriormente Benfeldt y Sgrensen (2001) estudiaron la proteolisis, en
muestras de queso Danbo elaborado con leche sometida a diferentes
tratamientos térmicos, mediante PCA de los perfiles de péptidos solubles a pH
4,6 obtenidos por RP-HPLC. Sin embargo, en bibliografia podemos encontrar
sélo una publicacion en la que se aplica el analisis estadistico multivariante en
la evaluacion del perfil electroforético obtenido mediante EC para el
seguimiento de la proteolisis que experimentan los quesos durante su
maduracion. Este trabajo ha sido realizado por Herrero-Martinez et al. (2000)
dondel se muestra como a partir del analisis mediante EC de la fraccion soluble
en etanol-agua de quesos mezcla de vaca, oveja y cabra, era posible determinar
el tiempo de maduracién de estos quesos.

Por todo lo expuesto, en este trabajo de Tesis Doctoral, se ha planteado
la utilizacidén del anélisis estadistico multivariante con objeto de predecir el
tiempo de maduracion de quesos de oveja y mezcla (oveja y vaca) a partir del
andlisis del perfil de péptidos insolubles a pH 4,6 obtenido mediante EC.
Concretamente en este trabajo se han utilizado dos modelos de regresion, la
regresion por minimos cuadrados parciales (PLS) y la regresion lineal sobre

componentes principales (PCR), los cuales se describen a continuacién.

2.4.1. MODELOS DE REGRESION

El avance creciente de las técnicas instrumentales permite obtener gran
cantidad de informacién de una misma muestra experimental, por ejemplo, los
registros de diferentes areas de picos en cromatografia o electroforesis capilar.

Se dispone en estos casos de “n” variables relacionadas entre si y con la
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muestra cuya informacién es de interés valorada conjuntamente, puesto que
define mejor la muestra analizada que cada variable por separado. Aunque por
ese mismo motivo, la correlacidon existente entre las variables supone gran
redundancia de informacion. Estas dos ideas, justifican el uso de modelos
multivariantes, pero son a su vez causa de dificultades que se resuelven
introduciendo modelos flexibles (soft modelling) que consisten en la
transformacion de las medidas originales (Ortiz y Sarabia, 1994).

En muchos problemas, por tanto, se dispone de dos o mas variables
relacionadas e interesa modelar y explorar esas relaciones. Simplificando el
planteamiento, se considera una variable respuesta y, que depende de p
variables predictoras, X1, Xz, ..., Xp. Construir una regresion supone modelar la
variable respuesta como funcion de las variables predictoras usando la
informacion contenida en los datos experimentales, también llamado conjunto
de entrenamiento o aprendizaje, escritos de forma matricial. La relacion entre
esas variables estd caracterizada por un modelo matemético de regresion que
consta de una parte determinista o funcional f (modelo funcional) y una parte

aleatoria ¢ (modelo aleatorio).
y = (X1, X2, ..., Xp) + &

En general, esta relacion funcional sera desconocida, por ello se emplea
el conjunto de aprendizaje para especificar la forma funcional de f, la
distribucion de & como variable aleatoria y el criterio de ajuste, es decir, la
manera de evaluar la “distancia” entre los valores experimentales y; y los

calculados con el modelo, y; (Massart et al., 1988).

Dentro de este marco global, se desarrolla a continuacidn la regresion
lineal por minimos cuadrados como método adecuado para obtener buenas

estimaciones de los coeficientes.
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2.4.2. REGRESION LINEAL MULTIVARIANTE POR
MINIMOS CUADRADOS

La forma funcional elegida en este caso, es una funcién lineal en los
parametros, de manera que un modelo de regresién lineal multiple relaciona la

respuesta y con p variables predictoras x; (j = 1, ..., p) del modo:
Y=L+ BiX +ot X, +&

donde los parametros g, j = 1, ..., p, son los coeficientes de la regresion.
Supuesto que se tienen n>p observaciones de la respuesta, yi, ..., Yn, €l modelo

se describe como:
p -
Vi = Bo+ BiXy +oo+ BoXpp + & = Po+ D BiX; +&, i=1,2,..,n
j=1

0 en su notacion matricial, Y = XB + € con:

Y1 1 Xy X, - X1p By &
y Xp Xy o0 X By &
Y=|"2| X= : Pl p=l"0 e=|?
yn 1 an XnZ an :Bp &

Se asume que el error ¢ en el modelo es una variable aleatoria. Usando el
método de minimos cuadrados, se calculan los g de manera que la suma de

cuadrados de los errores & sea minima (Draper y Smith, 1981).

La suma de cuadrados del error en prediccion (PRESS), proporciona un
escalado de los residuos bastante util. Para calcular PRESS, se selecciona una
observacion, por ejemplo la i-ésima. Se ajusta el modelo con las n-1 restantes y
se usa este modelo ajustado para predecir el valor y; de la observacion retirada,

que se denota como V. El error en prediccion para el punto i es entonces

N

& =Y;—V,. Repitiendo el procedimiento para cada i = 1, ..., n, se obtienen
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&, &,, apartir de los cuales se define PRESS como la suma de cuadrados de

todos ellos:

n n

PRESS =3 (&) =2 (vi - 9.)°
i=1 i=1

Con esto se utiliza cada posible conjunto de n-1 observaciones como

conjunto de estimacion para ajustar el modelo y cada observacion

sucesivamente como un conjunto de prediccion (Wold, 1978).

Otro parametro que indica la calidad del ajuste es el error medio en
prediccion calculado mediante validacion cruzada (RMSEP). Se define a partir
de PRESS como la relacion siguiente:

n 1/2
RMSEP = (Z(yi -V.)? /nj
i=1

Siendo n el nimero total de muestras.

2.4.3. REGRESION POR MINIMOS CUADRADOS
PARCIALES (PLS)

En la regresion por minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares
0 PLS) se proporciona una secuencia de modelos con nimero creciente de
nuevas variables, denominadas variables latentes. Entre dichas nuevas variables
hay que seleccionar las correspondientes para construir un modelo adecuado

mediante validacidn cruzada (crossvalidation) (Wold, 1966).

Para construir el modelo PLS se parte de dos bloques de variables
determinadas sobre n objetos: el bloque de las variables predictoras (matriz X)
y el de las respuestas (matriz Y). PLS modela cada una de estas matrices

mediante k variables latentes, estableciendo una condicion que liga a las
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variables latentes determinadas en el bloque X y en el bloque Y, consistente en
obligar a que exista una relacién lineal entre la primera variable latente del
bloque X y la primera del bloque Y. La ligadura impuesta a la primera variable
latente del bloque X con relacion a la primera del bloque Y, hace que se
pondere la direccion de mayor varianza en las predictoras y respuesta con la de
mayor correlacion entre ambas. Esto permite conseguir una situacion intermedia
entre la regresion ordinaria por minimos cuadrados (OLS) en la cual se busca la
maxima correlacion entre predictoras y respuesta sin tener en cuenta la
estructura latente y la regresion lineal sobre componentes principales (PCR)
que como se discutird en el siguiente apartado, Unicamente tiene en cuenta la
estructura latente de las predictoras con independencia de la respuesta (Otto,
1999).

Un pardmetro de interés para evaluar un modelo PLS numéricamente es
el poder modelante de las variables. Es una medida de la contribucién de una
variable al modelo PLS construido. Se mide mediante la desviacion tipica de la
variable que queda corregida en el modelo PLS. El poder modelante permite
seleccionar variables eliminando aquellas que no sobrepasen un determinado
umbral (se suele tomar 0,25) y rehaciendo el modelo PLS con las restantes
(Forina et al., 2000).

Para llevar a cabo la validacion del modelo PLS, se suele seguir el
método de validacién cruzada, que consiste en dividir el conjunto de todos los
objetos en g grupos distintos de tamafio aproximadamente igual, también
I[lamados grupos de cancelacion. Sucesivamente, cada uno de esos grupos toma
la funcion de conjunto de evaluacion del modelo, de manera que se construye el
modelo con los objetos restantes y se evalGa la suma de cuadrados residual.
Repitiendo el proceso g veces se tiene que todos los objetos han sido evaluados
una sola vez. La cantidad asi obtenida es PRESS, el valor de la suma de

cuadrados del error en prediccion.

Cuando la relacién entre objetos/variables es grande o hay objetos

anomalos, se suele emplear el procedimiento de validacion cruzada completa
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que consiste en calcular, para cada numero de variables latentes, la varianza
explicada por el modelo y la varianza explicada en prediccion. Si al afadir la
j-ésima variable latente, la variabilidad explicada en prediccion disminuye, eso
serd indice de que esa variable esta incluyendo la variabilidad debida a objetos
anomalos o no relacionada con la respuesta. Cuando esto ocurra se tomara el

modelo con j-1 variables latentes (Lanteri, 1992).

2.4.4. REGRESION LINEAL SOBRE COMPONENTES
PRINCIPALES (PCR)

En todo el apartado se supondra que las variables han sido autoescaladas
(es decir, se ha restado su media y dividido su desviacion tipica) para evitar una
distorsidn artificial en la nube de puntos que forman los objetos del conjunto de
entrenamiento en el espacio de las p variables predictoras.

Lo esencial de este tipo de regresion es que se sustituyen las variables
predictoras Xy, Xz, ..., Xp por otras que se llaman componentes principales (CP) y
gue son combinaciones lineales de las variables originales. Los coeficientes de
las combinaciones lineales que definen las componentes principales se llaman
pesos o loadings, de manera que la i-ésima componente principal se escribe
como: CPi = lip + lisxgs + lioxz + ... + lipXp. Asi, el loading Ij; indica la
contribucion de la variable x; en la construccion de la i-ésima componente
principal. En la nueva base de autovectores, l; = (lis, lia, ..., lip) para i = 1...p,

los puntos muestrales tendran unas nuevas coordenadas llamadas scores.

Las componentes principales se construyen de manera que verifiquen dos
propiedades interesantes: seguir la direccion de maxima variacién y ser
ortogonales. Para ello, la primera componente principal se construye para que
siga la direccion de maxima variabilidad de los datos (la maxima elongacion de

la nube de puntos determinada por las p variables originales). Formalmente,
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equivale a determinar los valores de los loadings Ij; con la condicion de que sea

méxima la varianza de la primera componente CP;.

La segunda componente se construye de forma que siga, de entre las
direcciones ortogonales (incorreladas) a la primera componente, aquella de
maxima varianza, es decir, es la variable incorrelada con la primera que explica
el mayor porcentaje de varianza no explicada por la primera. Formalmente esta
caracterizada por correlacion nula o Corr(CP1, CP3) = 0 y Var(CP;) méxima. De
este modo se construyen las sucesivas componentes principales CPs, ..., CP, en
numero igual a la dimension del espacio, incorreladas con las anteriores y de

varianza maxima (Hotelling, 1933; Rao, 1964).

Con las nuevas variables o componentes principales, la regresion para la

variable respuesta seria:
Y=a,+aCP +:-+a,CP,

La primera ventaja a destacar de esta regresion, por minimos cuadrados
sobre las componentes principales (PCR), es que las variables son incorreladas
entre si por construccion, con lo que el modelo es mas estable. Otra ventaja es
que, dado que las componentes principales explican fracciones decrecientes e
independientes de la varianza encerrada por las variables predictoras, puede
considerarse que las ultimas componentes no son informativas ya que
presumiblemente estaran vinculadas al ruido de fondo del problema estudiado.
(Meloun et al., 1992). De modo que si sélo se consideran las k primeras

componentes, el modelo de regresion sesgado seria:
Y=a,+a,CP +---+,CP,

Mediante este procedimiento, se usan todas las variables predictoras, ya
gue las componentes principales son combinacion lineal de todas ellas, pero se
ordena su capacidad descriptora de los datos experimentales. Ademas, se
introduce un filtrado al seleccionar s6lo las componentes principales que se

creen portadoras de la informacidn relevante.
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El nimero de componentes a considerar, k, que controla el sesgo del
modelo teniendo en cuenta criterios numéricos, seria el aportado mediante
validacion cruzada (crossvalidation) con el cual se busca el valor de k para el
que se alcanza el minimo valor de la suma de cuadrados del error en prediccion
PRESS (Wold, 1978).

Una desventaja de PCR es la posibilidad de que variables predictoras con
varianza grande no estén relacionadas con la respuesta que se trata de modelar,
mientras que otras con poca varianza pueden estar muy correlacionadas con la
respuesta. En ese caso, el modelo elegird las de mayor varianza y rechazara las
de varianza pequefia, que serian las de interés. Esto provocaria un subajuste del
modelo, mientras que la regresion lineal ordinaria por minimos cuadrados

tiende a provocar el efecto contrario, un sobreajuste.

Una solucion a los problemas de la matriz del disefio y de la seleccién de
las variables con gran varianza no correlacionadas con la respuesta de interés se
obtiene utilizando la regresion por minimos cuadrados parciales, PLS (Partial
Least Squares), que a la vez que busca las direcciones de maxima varianza,

evita las que no estan correlacionadas con la respuesta (Brereton, 1990).
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El anéalisis de las caseinas mediante electroforesis capilar fue realizado
en un sistema P/ACE™ System 2200 de Beckman Instruments, Inc. (Fullerton,

CA, USA), controlado mediante el software System Gold (versién 810).

3.1.1. DESCRIPCION DE LOS CAPILARES

En este estudio se utilizaron dos tipos de capilares: uno sin recubrimiento

interior y otro hidrofilicamente recubierto.

El capilar sin recubrimiento interior era de silice fundida eCap™
(Beckman Coulter, Inc.) con un didmetro interno de 75 um y 375 um de
diametro externo. En la superficie exterior poseia un recubrimiento de
poliimida que aportaba flexibilidad a la estructura. Su longitud era de 57 cm
con una ventana para el detector UV (214 nm) situada a 50 cm de su inicio. La
regeneracidon de capilares nuevos implicaba un lavado previo de diez minutos
con HCI 1 N.

El capilar neutro hidrofilicamente recubierto eCap™ (Beckman Coulter,
Inc.) llevaba una capa de poliacrilamida en la superficie interior ligada a los
grupos silanol propios de la estructura de silice, la cual neutralizaba las cargas
del capilar eliminando a su vez el flujo electroosmotico. El didmetro interno era
de 75 um, con 375 um de didmetro externo y una longitud total de 57 cm
(50 cm hasta la ventana). Para la puesta a punto de capilares de estas
caracteristicas, la recomendacion es lavar el capilar durante aproximadamente
30 min con HCI 0,1 N, seguido de un lavado con agua y un equilibrado con el

tampodn de separacién correspondiente.
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3.1.2. SOLUCIONES TAMPON

En el desarrollo del presente trabajo se utilizaron diferentes tampones de
separacion, los cuales se describen a continuacion. En todos los casos las
disoluciones tampon eran filtradas dos veces consecutivas utilizando filtros de
membrana de 0,45y 0,22 um (HAWP y GSWP de Millipore, respectivamente).

T.1. Tampon universal de Theorell y Stenhangen (citrato-fosfato-
borato/HCI) (Diem y Lentner, 1975): en 343 ml de NaOH 0,025 N
se disolvian 87,56 mg de acido citrico monohidratado, 28,2 ul de
acido ortofosférico del 85%, 88,5mg de acido ortobdrico
cristalizado, enrasandose finalmente el volumen a 1 litro (Sol. A).
Por otra parte, se preparaba una disolucion de HCI 0,1 N (Sol. B).
Para ajustar el pH de las diferentes soluciones tampon utilizadas se

mezclaban las disoluciones anteriores en la siguiente proporcién:

= pH2,50: 20 ml Sol. A + 62,95 ml Sol. B + 17,05 ml H,0
= pH6,25: 20 ml Sol. A + 38,40 ml Sol. B + 41,60 ml H,0
= pH10,0: 20 ml Sol. A + 18,10 ml Sol. B + 61,90 ml H,0

Para evitar una posible formacion de micelas de caseina durante la
separacion electroforética, se adicionaba urea en el tampdn de
separacion, siendo necesario ajustar de nuevo el pH con unas gotas
de HCI concentrado. De hecho, uno de los objetivos de este trabajo
fue la optimacion de la concentracion de este agente disociante, por
lo que fue necesario preparar soluciones de urea a diferentes

concentraciones.

T.2. Tampon fosfato 50 mM: se disolvian 847,7 ul de é&cido orto-
fosforico del 85% en 250 ml de una solucion de urea, cuya
concentracion variaba dependiendo del experimento, ya que era una
de las variables a optimar en este estudio. Finalmente, el pH era

ajustado con NaOH 2 M hasta el valor deseado.
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T.3. Tampon fosfato 50 mM con HPMC: en 250 ml de una solucién de
urea se disolvian 847,7 ul de acido orto-fosforico del 85%, y la
cantidad correspondiente de hidroxipropilmetil celulosa (HPMC)
(0,03; 0,04 6 0,05%, p/v). En las separaciones donde se utilizaba
este tampon de separacion se optimaba la concentracion del aditivo
polimérico (HPMC). Finalmente, el pH era ajustado con NaOH 2 M

hasta el valor deseado.

T.4. Tampon de carrera citrico-citrato: en 25 ml de una solucion 6 M de
urea (9,009 g) se disolvian 1,681 g de acido citrico monohidrato
(0,32 M), 0,147 g de citrato de sodio dihidrato (0,020 M) y 12,5 mg
de hidroxipropilmetil celulosa (HPMC) (0,05%, p/v) ajustandose
finalmente el pH a un valor de 3,0.

T.5. Tampon de lavado citrico-citrato: en 25 ml de una solucion 6 M de
urea (9,009 g) se disolvian 1,681 g de &cido citrico monohidrato
(0,32 M), 0,147 g de citrato de sodio dihidrato (0,02 M) y 0,219 g
de 4cido morfolino propanosulfénico (MOPS) (0,042 M).
Finalmente el pH de la solucidn se ajustaba a 3,0 con unas gotas de
HCI o NaOH concentrados.

3.1.3. PREPARACION DE LA MUESTRA

Las muestras se preparaban segun describe Otte et al. (1997). Asi, para
disociar las caseinas y los productos insolubles de su hidroélisis, todas las
muestras se disolvian en el tampdn de muestra que consistia en una solucién de
tampon fosfato 10 mM (pH 8), el cual contenia urea 8 M, ditiotreitol (DTT)
10 mM, y como marcador el tripéptido Lys-Tyr-Lys 1 mM. Las muestras se
mantenian al menos 1 h a temperatura ambiente antes de ser filtradas a través

de filtros de membrana de 0,22 um (Millex-GV13, Millipore).
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3.1.4. CONDICIONES DE SEPARACION

La inyeccion de la muestra en el capilar se realizaba hidrodinamicamente
a presion (0,5 psi) durante 5 segundos en el extremo anddico y la separacion se

llevaba a cabo del anodo al catodo.

3.1.4.1. Capilar de silice fundida

La migracion se llevaba a cabo a 23°C. Una de las variables a optimar
fue el voltaje aplicado en el capilar. Su valor era constante y oscilaba entre

15-30 kV, dependiendo de las condiciones del disefio experimental.

3.1.4.1.1.  Electroforesis capilar en zona libre sin aditivo

Los tampones de separacion utilizados fueron el tampon universal (T.1) y
el tampdn fosfato (T.2), dependiendo de si el disefio experimental se centraba
en un amplio rango de pH (2,5-10) o en un intervalo de pH éacido (2-3),

respectivamente.

Entre sucesivas carreras electroforéticas el capilar se lavaba primero con
H,O Milli-Q durante 2 min, seguido de una disolucion de NaOH cuya
concentracion oscilaba entre 0,03 y 1,00 M durante 2 min, se secaba con N;
durante aproximadamente 2 min y, por ultimo, se equilibraba con el tampo6n de

separacion correspondiente durante 4 min.

En estas condiciones se conseguia una separacion satisfactoria en 40 min.

3.1.4.1.2.  Electroforesis capilar en zona libre con HPMC

La migracion de las proteinas en este caso se realizaba con el tampon

fosfato (T.3) que contenia HPMC durante un tiempo de 50 min.

Entre diferentes carreras el capilar se lavaba con tampon de separacién

durante 5 min (Otte et al., 1997). Ademas, era necesario después de cada bloque
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de experimentos lavar exhaustivamente el capilar con HClI 1 My H,0 Milli-Q y
equilibrar con el tampdn de separacion. Este lavado debia prolongarse hasta que

la linea base se estabilizara.

3.1.4.2. Capilar neutro hidrofilicamente recubierto

La separacion con este capilar se llevaba a cabo durante 60 min y a
temperatura y voltaje constantes. Los valores de temperatura y voltaje oscilaban
entre 23 - 45°C y 18,5 - 30 kV, respectivamente.

Los tampones empleados fueron el tampon citrato (T.4) para correr las
muestras, que contenia un 0,05% (p/v) de HPMC, y el tampoén citrato (T.5) para
efectuar el lavado del capilar entre carreras consecutivas. Ambos tampones a un
valor de pH de 3,0.

El correcto mantenimiento del capilar era imprescindible para conseguir
la repetitividad entre carreras sucesivas. Se llevaba a cabo con HCI 0,1 N
(2 min), seguido de un lavado con H;O (2 min) y finalmente con tampén de
lavado (5 min) con el fin de equilibrar el capilar. Cabe indicar que al utilizar un
capilar nuevo era necesario realizar un lavado exhaustivo con HCI (0,1 N),

seguido de H,0 durante varias horas para que el capilar pudiera ser operativo.






3.2. Muestras de Caseinas y Procesos de
Obtencion
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Las muestras de caseinas utilizadas en este trabajo fueron de tres
origenes diferentes:
e (Caseinas purificadas (calidad Sigma).
e Caseinas aisladas de leche.

e Caseinas extraidas de quesos.

3.2.1. CASEINAS PURIFICADAS

Se seleccionaron tres caseinas bovinas purificadas calidad Sigma:

® os-Caseina (C-6780), obtenida a partir de leche de vaca mediante
electroforesis y purificada por cromatografia. Aproximadamente

85% de pureza. Se presenta en polvo liofilizado.

e [3-Caseina (C-6905), obtenida mediante electroforesis a partir de
leche de vaca. Pureza minima de un 90%. Liofilizada y libre de

sales.

e -Caseina (C-0406), obtenida a partir de leche de vaca por
electroforesis. Minimo un 80% de pureza. Se presenta en polvo

liofilizado.
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3.2.2. PRECIPITACION ISOELECTRICA DE LAS
CASEINAS DE LA LECHE

Las muestras de leche utilizadas en este trabajo fueron de dos tipos:
(i) leche entera uperizada U.H.T. (N° Cdédigo 131048) en recipiente tipo Tetra
Brick (de la empresa Quesos Frias S.A.) y (ii) muestras de leche de vaca y de
oveja suministradas por la empresa Quesos Frias S.A., empleadas en la

fabricacidn de quesos de oveja 'y mezcla.

Tras una amplia revision bibliografica se selecciond, para la extraccion
de caseinas a partir de muestras de leche, el método descrito por Recio et al.
(1996a; 1997a). Sin embargo, el proceso de extraccion desarrollado en este
trabajo implicaba pequefias modificaciones en la etapa de lavado de las caseinas
con respecto al método descrito por los autores citados.

El protocolo experimental suponia, la precipitacién de las caseinas por
adicion de HCI 2 M a las muestras de leche hasta alcanzar el punto isoeléctrico
de estas proteinas (pH 4,6). A continuacion, el precipitado era separado por
centrifugacion a 3500 rpm durante 15 min a 20°C, y lavado una vez con tampén
acetato de sodio 1M (pH4,6) y tres veces con una solucién de
diclorometano/tampon acetato de sodio 1 M (pH 4,6) (1/1, v/v), con objeto de
eliminar la grasa presente en la muestra. Finalmente, la fraccion proteica
obtenida era congelada a -20°C, liofilizada y almacenada a temperatura de

congelacion hasta su utilizacion.

Se analizaron muestras de caseinas de leche de vaca y de oveja en
concentraciones de 10 mgml™, y mezcla de ambas casefnas a la misma

concentracion y en la proporcion (1/1).
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3.2.3. EXTRACCION DE CASEINAS DEL QUESO

Se utilizaron muestras de queso “Frias” de oveja (elaborado con leche
cruda de oveja), y queso curado “Condestable de Castilla” (elaborado con
mezcla de leche pasteurizada de vaca y leche cruda de oveja) suministradas
todas ellas por la empresa Quesos Frias S.A. Se disponia de informacién sobre

el tiempo exacto de curacion de cada muestra.

Los quesos “Frias” de oveja son productos de artesania elaborados con
leche de oveja de los paramos Burgaleses. Estos quesos, de exquisito paladar y
sabor noble, son un fiel reflejo del tradicional y viejo quehacer artesano. Se
ofrecen en piezas de aproximadamente 3,2 Kg, (N° Cddigo 101911). Son
elaborados con leche cruda de oveja, tienen corteza oscura y cincho. La pasta es
de ojos irregulares y color marfil. Su curacién aproximada en el momento de la
venta es de 9 meses. Los quesos suministrados para este estudio tenian los

siguientes tiempos de maduracion: 0, 14, 42, 69, 102 y 139 dias.

El “Condestable de Castilla” es un queso de aroma y sabor
caracteristicos Tiene corteza clara y cincho, pasta con pequefias oquedades de
color marfil. Se presenta al consumidor en estado de unos 6 meses de curacion,
con un peso medio de 3,2 Kg, (N° Codigo 103410). En este estudio, se trabajé
con quesos mezcla de diferente grado de maduracion (pasta reciente o de 0 dias,
16, 44, 73, 100, 133 y 167 dias).

El proceso seguido para la extraccion de las caseinas presentes en los
quesos suponia mezclar 5 g de queso (de la parte central), con 30 ml de agua
Milli-Q en un tubo de ensayo de 50 ml. Esta mezcla era homogeneizada a
8000 rpm con un homogeneizador de varilla Ultra-Turrax T25, obteniéndose
una pasta a la cual se adicionaba HClI 2 M hasta un valor de pH 4,6. El
precipitado obtenido era separado por centrifugaciéon a 3500 rpm durante
15 min a 20°C, y lavado segun se describe en el apdo. 3.2.2. Por ultimo, las
muestras de caseinas obtenidas eran congeladas, liofilizadas y almacenadas

hasta su andlisis mediante EC.






3.3. Hidrdlisis Enzimatica de Caseinas
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Las caseinas se hidrolizaron utilizando tres enzimas: renina de estomago

de ternera, plasmina de plasma bovino y la preparacién comercial Neutrase® de

Bacillus subtillis (Novozyme, Bagsverd, Dinamarca).

3.3.1. REACTIVOS

R.1. Acido acético 0,5 M: 7,15 ml de &cido acético (99,8% de pureza y

densidad 1,052 g cm™®) se dilufan hasta un volumen de 250 ml con
H,O Milli-Q.

R.2. Tampon fosfato 0,01; 0,05 y 0,075 M: se disolvian 1,361; 6,805 vy

10,207 g de KH,PO4, respectivamente, en 11 de agua Milli-Q
(Sol. A). Por otra parte se disolvian 1,781; 8,602 y 13,354 g de
Na,HPO,4-2H,0, respectivamente, en 1| de agua Milli-Q (Sol. B).
Para ajustar el pH de la solucion tampdn al valor deseado se

mezclaban las soluciones anteriores en las siguientes proporciones:

= pH6,2 41,05 ml de Sol. A+ 8,50 ml de Sol. B
= pH7,0 20,65 ml de Sol. A+ 29,35 ml de Sol. B
= pH7)5 8,125 ml de Sol. A+ 41,875 ml de Sol. B

R.3. Renina al 0,003; 0,004 y 0,008% (p/v): 1,5; 2,0 y 4,0 mg de renina

R.4.

(Sigma) se disolvian en 50 ml de tampén fosfato 0,075 M a pH 6,2.

Plasmina al 0,003; 0,008 y 0,04% (p/v): 1,5; 4,0 y 20,0 mg de
plasmina (Sigma) se disolvian en 50 ml de tampon fosfato 0,05 M a
pH 7,0.
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R.5. Neutrase® al 0,003% (v/v): 1,5 ul de Neutrase® (Novozyme) se
disolvian en 50 ml de tampon fosfato 0,01 M a pH 7,0.

3.3.2. HIDROLISIS ENZIMATICA DE CASEINAS
PURIFICADAS

El procedimiento suponia mezclar en un tubo Eppendorf 0,5 ml de
soluciéon enzimatica al 0,003% (R.3-R.5) con 0,5 ml de solucion de caseinas
(15 mg ml™, preparadas en el mismo tampén que la enzima correspondiente).
La mezcla se incubaba a 37°C durante diferentes tiempos (15, 30, 45, 60 y
90 min). Transcurrido el periodo de incubacién, la reaccidon enzimética se
paralizaba por tratamiento en un bafio de agua a 85°C, durante 10 min. A
continuacion, las muestras eran centrifugadas (Biofuge 13, Heraeus Sepatech) a
2600 rpm durante 20 min a 4°C. El pH del sobrenadante se ajustaba con ayuda
de un pH-metro de puncion a un valor de 4,6 con &cido acético 0,5 M (R.1). Al
cabo de 1 h se centrifugan las muestras a 2600 rpm a 4°C durante 20 min. El
sobrenadante era descartado, y el precipitado se disolvia en 0,66 ml de tampdn

de muestra (apto. 3.1.2) para su analisis por electroforesis capilar.

Todas las muestras se realizaban por duplicado, y ademas, se incluia un
blanco donde la solucion enzimatica era sustituida por la solucion tampdn

correspondiente.

Cuando los hidrolizados eran analizados mediante el capilar neutro, la
concentraciéon de caseinas era de 20 mg ml™. No obstante, con objeto de
comparar los resultados obtenidos por ambos capilares, se mantuvo la misma

proporcion de las concentraciones de enzima/sustrato.

También se procedié a extraer la para-k-caseina para su analisis
mediante actuacién de renina sobre x-caseina, simplemente recogiendo el

precipitado y redisolviéndolo en tampon de muestra.
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3.3.3. HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA FRACCION
CASEINICA DE LOS QUESOS

Con objeto de una mejor identificacion de los productos de hidrolisis de
las caseinas en el queso, se llevd a cabo un ataque enzimatico mediante
plasmina y renina sobre caseinas extraidas de los quesos (apto. 3.2.3). Para este

estudio se emplearon Unicamente quesos de 0 dias de maduracién.

El procedimiento experimental de hidrolisis era similar al descrito en el
apartado 3.3.2. con la salvedad de que en este caso se empleaba una
concentracion de la fraccion casefnica de 20 mg ml™. En cuanto a las enzimas

se trabajé a dos concentraciones y dos tiempos diferentes para cada una:

e plasmina al 0,008% (0,08 mg ml™) durante 90 min y al 0,04%
(0,4 mg mI™") durante 240 min.

e renina al 0,004% (0,04 mg ml™') durante 90 min y al 0,008%
(0,08 mg ml™) durante 120 min.

La incubacion se efectu6 a 37°C y se finalizo la accion enzimatica por
calentamiento a 85°C durante 10 min. Posteriormente se ajustaba el pH hasta
punto isoeléctrico y tras una hora se centrifugaba a 2600 rpm a 4°C durante
20 min. Se descartaba el sobrenadante y la fraccion caseinica reprecipitada se
disolvia en tampdn de muestra (apto. 3.1.2.) para su posterior analisis mediante
EC.






3.4. Estudio Quimiomeétrico
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Con objeto de realizar un planteamiento adecuado de la optimacion de
variables experimentales y de su andlisis estadistico posterior, se procedié a
utilizar la metodologia del disefio de experimentos. Por otro lado, la regresion
multivariante permitia aprovechar toda la informacién retenida en los
electroferogramas para hacer buenas correlaciones con el tiempo de
maduracion. Ambas técnicas, consideradas parte de la Quimiometria tienen gran

potencial para resolver de forma adecuada problemas practicos.

3.4.1. APLICACION DEL DISENO DE EXPERIMENTOS

En el presente trabajo se optimaron las condiciones de separacion por
electroforesis capilar de caseinas as, B Yy x, mediante un disefio de
experimentos. Para ello, y utilizando el programa estadistico Statgraphics
Plus 4.0 para Windows, se procedia a crear un disefio con las variables a
estudiar como factores experimentales, el cual permitia en principio estimar o
seleccionar los efectos importantes y, a ser posible, eliminar algin factor no
determinante. Posteriormente, se creaba otro disefio que permitia evaluar
superficies de respuesta. A este respecto, el propio programa estadistico ofrece
la posibilidad de aleatorizar los experimentos presentando una hoja de trabajo
apropiada con las condiciones experimentales. Ademas, permite la estimacion
de los grados de libertad para el error, para lo cual se hicieron cuatro réplicas

en el punto central del disefio.

Una vez obtenidos los resultados, en este caso la resolucidon entre las
diversas caseinas, se introducian en la hoja de trabajo correspondiente y se

procedia a su estudio mediante la estimacion de los efectos y de sus
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interacciones: i) el analisis de la varianza (ANOVA), para conocer la
significatividad estadistica de los efectos, ii) los coeficientes de regresion del
modelo matematico propuesto, iii) existencia de fallo de ajuste en el modelo,
iv) predicciones sobre otros puntos experimentales y v) optimacion de la

respuesta.

Se emplearon ayudas graficas, como el diagrama Pareto, el diagrama de
los efectos principales asi como de sus interacciones, el grafico de la
probabilidad normal de los efectos, las superficies de respuesta, y el diagrama
de diagnostico (representaciones de los residuos) para comprobar la idoneidad

del modelo.

En un disefio de experimentos, el ANOVA reparte la variabilidad en la
respuesta en partes separadas para cada uno de los efectos. Posteriormente
comprueba la significatividad estadistica de cada efecto por comparacion de la
media de cuadrados frente a una estimacion del error experimental. Para ello,
calcula la distribuciéon F de Snédecor (F-Ratio en las tablas) como el cociente
entre la media de cuadrados (MS) del factor o varianza explicada por el factor y
la media de cuadrados del error (MSE), que es la varianza inexplicada o del
error, y la compara con valores tabulados de F, tales que el nivel de
significacion p (F>F,) = a = 0,05, es decir, a un nivel de confianza de 95%
(Arnaiz, 1986).

El coeficiente r? da una idea del grado de ajuste del modelo indicando el
porcentaje de variabilidad de la respuesta explicado. El coeficiente r? ajustado
con los grados de libertad es mas adecuado para comparar modelos con

diferente numero de variables independientes.

El test de fallo de ajuste se realizaba a cada disefio experimental con la
finalidad de determinar si el modelo propuesto era correcto. Las hipétesis que
se contrastaban eran: i) hipdtesis nula (el modelo mateméatico supuesto se
ajustaba adecuadamente a los datos experimentales); ii) hipotesis alternativa (el

modelo no se ajustaba a los datos). El criterio de decision se establecio a través
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del estadistico F de Snédecor correspondiente (F,), rechazandose la hip6tesis de
idoneidad del modelo (hip6tesis nula) si Fo>F de Snédecor tabulada (con
a = 0,05). Si la hipétesis nula no se rechazaba, no existia razon aparente para

dudar de la adecuacion del modelo matematico propuesto.

En cada disefio se realizaba un test estadistico de Durbin-Watson a los
residuos para determinar si existia correlacién significativa debida al orden en

que se realizaban los experimentos.

Para estos tratamientos se calcularon los pardmetros que se indican a

continuacion:

Suma de cuadrados (SS) de los factores y del error, asi como la media de

cuadrados de los factores (MS) y del error (MSE).

Estadistico F de Snédecor (F) relativo al analisis de la varianza o
(ANOVA) para dos o méas factores y su posible interaccion con un nivel de
confianza del 95% (o = 0,05).

Nivel de significacion (p) del ANOVA para cada factor y para la
interaccion entre los factores, que a un nivel de confianza del 95% indica que
hay efecto significativo del factor si p<0,05, y que no lo hay si p> 0,05
(Arnaiz, 1986).

3.4.2. APLICACION DEL ANALISIS ESTADISTICO
MULTIVARIANTE

Las areas de pico obtenidas a partir de los electroferogramas de muestras
de los diferentes tipos de quesos analizados, se procesaron estadisticamente
mediante el programa PARVUS 3.0 (Forina, M., Lanteri, S. y Armanino, C.;
Departamento de Quimica y Tecnologia Farmacéutica y Alimentaria de la

Universidad de Génova).
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Dicho programa es un paquete extensible para anélisis exploratorio de
datos, clasificacion y regresion. Mediante este paquete estadistico se realizaron
los analisis por componentes principales (PCA), asi como las regresiones
sesgadas por minimos cuadrados parciales con validacion cruzada (PLSC) y por

componentes principales (PCR).

Para la regresion por PLSC se empled el autoescalado (es decir, se resto
la media y se dividié por la desviacién estandar) y la validacién cruzada, para
obtener como resultados los valores predichos de la respuesta (Y) y las nuevas
variables latentes. Se efectué la validacion eligiendo tantos grupos de
cancelacién como muestras existentes en el conjunto de modelado (leave one
out). Los valores de R?, porcentaje de varianza explicada en prediccién y el
error medio en prediccion (RMSEP), (tal y como se ha definido en el apto.
2.4.2) se emplearon tanto para determinar el numero adecuado de variables

latentes a considerar como para validar el modelo.

El andlisis por componentes principales (PCA) se hizo autoescalando los
datos originales. A partir de las nuevas matrices de datos, PARVUS obtenia los
pesos (loadings) de cada variable original en las nuevas variables calculadas o
componentes principales y los scores o valores que tenian las muestras
originales en el nuevo sistema de variables. Posteriormente se aplicaba el
algoritmo correspondiente para calcular la regresion sobre componentes
principales (PCR). La validacion del método de regresién se efectuaba
calculando el coeficiente de ajuste del modelo, R? y estudiando el coeficiente
de variacion del error medio en prediccibn o RMSEP. Adicionalmente, se
emplearon los diagramas biplot, que representan conjuntamente sobre los
autovectores de las nuevas componentes principales tanto los loadings como los
scores y permiten otorgar propiedades o caracteristicas concretas a cada

componente principal.

Una alternativa que permite validar los resultados obtenidos mediante el
calculo anteriormente descrito para PCR, es la propuesta en el propio manual de

PARVUS (Forina et al., 2000) y que consiste en aplicar Gnicamente al bloque X
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el autoescalado o centrado en su caso, para pasar a calcular mediante el
algoritmo NIPALS las componentes principales. A continuacion se adiciona el
bloque Y (o respuesta) al fichero de los scores para de este modo ejecutar el
programa STEPREG, que permite identificar paso a paso las componentes
significativas en la prediccién. Con las componentes elegidas se efectia la
regresion mediante MULTIREG con el fin de obtener los coeficientes para las
componentes principales en la regresién, el coeficiente de ajuste R? el
porcentaje de varianza explicada en prediccion y el error medio en prediccion,

entre otros parametros de interés.



4. RESULTADOS Y DISCUSION






4.1. Optimacion de la separacion de
caseinas por EC
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En la década de los 90, se ha venido realizando un numero creciente de
estudios con relacion al analisis de caseinas mediante la técnica de
electroforesis capilar (EC) (Chen y Zang, 1992; de Jong et al., 1993; Kanning
et al., 1993; Kristiansen et al., 1994; Otte et al., 1997; Recio et al., 1997a;
1997b; 1997c; 1997d; 1997e; Molina et al., 1999). De entre éstos, se pueden
destacar los de Kristiansen et al. (1994) que demostraron que las cuatro
caseinas mayoritarias podian separarse a pH neutro utilizando un capilar sin
tratar y que un incremento del pH o la utilizacion de modificadores del tampon
de separacion y el uso de capilares recubiertos afectaba positivamente a las
separaciones. Por su parte, de Jong et al. (1993), trabajando con capilares
recubiertos, consiguieron separar las proteinas de la leche utilizando aditivos
poliméricos y valores de pH acidos. A partir de estos trabajos, Otte et al. (1997)
lograron separar las cuatro caseinas mayoritarias de la leche, tanto en capilares
recubiertos como en capilares sin tratar, utilizando tampén fosfato a pH 2,5
como tampdn de separacion e hidroxipropilmetil celulosa 0,05% como aditivo.

No obstante, en toda la bibliografia revisada, la determinacién de las
condiciones de separacién se realizaba optimando cada pardmetro por separado,
lo cual no permitia detectar las posibles interacciones entre los distintos
factores en estudio. Por esta razon, en el presente trabajo de investigacion, se
plante6 la optimacion de los principales pardmetros de separacion de una
mezcla de caseinas bovinas de calidad Sigma (as, B y «) mediante electroforesis
capilar utilizando un disefio de experimentos. Para ello, se seleccionaron dos
capilares: uno de silice fundida y otro neutro hidrofilicamente recubierto
haciéndose un estudio comparativo del potencial analitico de ambos.
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4.1.1. CAPILAR DE SILICE FUNDIDA

Probablemente la forma mas simple de electroforesis capilar sea la
electroforesis zonal (ECZ). Lo més caracteristico y significativo de esta técnica,
es el hecho de que el capilar se rellena sélo con la solucion tampén. Sin
embargo, la electroforesis zonal para la separacién de proteinas puede ser
también la forma de EC mas complicada como consecuencia de la propia
estructura de las proteinas. En la composicion de una proteina se encuentran
aminoacidos hidréfilos e hidréfobos, algunos cargados a un pH determinado y
otros sin carga a cualquier pH. Ademas, como consecuencia de la estructura
terciaria de las proteinas, éstas difieren unas de otras tanto en la forma como en

el tamano.

En 1986, Lauer y McManigil proporcionaron el primer ejemplo de
separacidn con éxito de proteinas mediante ECZ utilizando capilares no tratados
de silice fundida. La separacion de proteinas mediante esta técnica presenta la
desventaja de la adsorcidn de las proteinas sobre la superficie de silice, la cual
se encuentra cargada negativamente, dando lugar a picos anchos y en ocasiones
a una pobre cuantificacién (Novotny et al., 1990). No obstante, estos problemas
se pueden resolver utilizando tampones a valores de pH superiores al pl de la
proteina (Lauer y McManigill, 1986), soluciones tampdn de elevada fuerza
ionica (Chen et al., 1992; Chen y Zang, 1992), capilares tratados (Towns y
Regnier, 1991), o mediante la utilizacion de aditivos en el tampon de

separacion (Emmer et al., 1991; Muijelaar et al., 1992).

En este apartado, se aborda la optimacion de las condiciones de
separacion de caseinas as, By k mediante ECZ en un capilar de silice fundida,

aplicando un disefio de experimentos.

El primer paso del proceso es establecer el criterio que defina la calidad
del analisis. Criterios tipicos utilizados en ECZ son los valores de resolucién,

eficiencia y tiempo de carrera necesario para conseguir la mejor separacién en
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poco tiempo. Concretamente, la variable respuesta seleccionada en este trabajo
para evaluar el modelo fue la resolucion entre dos picos, Rs, definida como:

_ 2(tm, —tm,)
(W, +w,)

Rs

representando, tm los tiempos de migracion y w la anchura de cada uno de los
picos seleccionados. Se considerd que los picos estaban resueltos para valores
de Rs > 1,5.

La optimacidn en la resolucion entre picos se llevd a cabo en sucesivas

etapas mediante disefio de experimentos.

e 1° Disefio: Factorial 2*

Con objeto de conocer los pardmetros mas apropiados y determinar el
dominio experimental, se realizaron una serie de experimentos previos,

seleccionando cuatro factores electroforéticos:

pH del tampdn de carrera
Voltaje aplicado

Concentracidn de urea en el tampdn de separacion

o o w2

Concentracion de NaOH para el lavado del capilar

En este primer disefio, se empleé un disefio factorial 2* para estudiar el
efecto conjunto de todos los factores sobre la respuesta, asi como el “peso” o
efecto de cada factor por separado. Dada la gran diversidad de condiciones de
separacion que aparecen en la bibliografia para resolver caseinas mediante EC,
en esta primera aproximacion, se consider6 un amplio intervalo en los valores
de cada factor, teniendo ademas en cuenta las limitaciones experimentales (caso
del voltaje) (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Nivel de los factores en la optimacién de la separacién de caseinas
mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio factorial 24
(primer disefio).

A B C D
Nivel pH Voltaje [Urea] [NaOH]
(kV) (M) (M)
-1 2,50 5,0 0 0,050
0 6,25 17,5 3 0,525
1 10,00 30,0 6 1,000

En este disefio, el tampdn de carrera utilizado fue un tampon universal
que abarcaba todo el rango de valores de pH con objeto de no introducir una

nueva variable o factor experimental como seria la composicién del mismo.

Como consecuencia de la complejidad de la muestra y de las diferentes
condiciones de trabajo, en este primer disefio no fue posible cuantificar la
resolucién de los picos en determinadas condiciones de operacion (voltajes de
separacién muy bajos), dado que los tiempos de migracion de algunos
experimentos eran superiores al de carrera (30 min). No obstante, este disefio
fue de utilidad para establecer los valores de los factores en un intervalo mas

estrecho en el siguiente disefio experimental.

Se consideraron como valores adecuados los de pH més &cido tal y como
se aprecia en la Fig. 4.1. Para ello se reajustaron los niveles del siguiente
disefio tomando valores de pH entre 2 y 3, con objeto de que las caseinas
estuvieran totalmente protonadas pero sin desnaturalizar, voltajes no
excesivamente elevados, evitando asi trabajar al limite del sistema de EC, y las
concentraciones de urea y NaOH que proporcionaban mejores separaciones

segln los ensayos previos.
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Fig. 4.1. Electroferogramas de separacion de caseinas en el primer disefio.
Condiciones de separacion: capilar de silice fundida con lavado de NaOH
0,05M. A) 30 kV (~183 pA), tampodn universal a pH 2,5 con urea 6M.
B) 30 kV (~14 pA), tampon universal a pH 10,0 con urea 6M.

e 2°Disefio: Factorial 2* + estrella

Considerando los ensayos previos, en este paso experimental se trabajé
en un rango de pH acido. El tamp6n de carrera utilizado en este segundo bloque
de experimentos fue el tampdn fosfato, ya que junto con los tampones acetato,
formiato y citrato, es el mas utilizado para llevar a cabo separaciones a valores
bajos de pH (Moring, 1996).

En este segundo disefio se seleccioné un disefio central compuesto 2*
(factorial 2* con estrella) y 4 puntos centrales que permitian la estimacion del
error experimental. En la Tabla 4.2 se detallan los niveles de los factores para
este disefio. El disefio era “rotable”, es decir, los modelos fijados permitian

estimar la respuesta con igual precision en todos los puntos de la region
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experimental que equidistaban del centro del mismo. Ademas, cabe sefialar que

las correspondientes carreras se realizaban de forma aleatoria.

Tabla 4.2.  Nivel de los factores en la optimacion de la separacién de caseinas
mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio central
compuesto 2* (segundo disefio).

A B C D
Nivel pH Voltaje [Urea] [NaOH]
(kV) (M) (M)
-1 2,50 15 5 0,03
0 2,75 20 6 0,05
1 3,00 25 7 0,07

Se tomd como variable respuesta la resolucion entre el pico mayoritario
de la as-caseina y la B-caseina. La k-caseina aparecia como un pico ancho que

se superponia con los picos correspondientes a las otras dos.

En la Tabla 4.3 se detallan los valores obtenidos para la respuesta con el
presente disefio experimental junto a las condiciones de operacidn
correspondientes. Adicionalmente, en la Fig. 4.2, se muestran dos de los
electroferogramas de mayor (A) y menor resolucién (B) de este segundo disefio
y que ademads presentaban tiempos de carrera no excesivamente largos en los

cuales se podian apreciar todas las caseinas.

A partir de los resultados obtenidos se estudiaron los efectos de los
factores y sus interacciones a traves del diagrama de Pareto (Fig. 4.3) para la
variable respuesta. En esta representacion, la longitud de cada barra es
proporcional al efecto estandarizado (efecto estimado dividido por su error
estandar), pudiendo emplearse la linea vertical para juzgar qué efectos son
estadisticamente significativos a un valor de 95% de confianza. Del andlisis de
este diagrama se deducia que el mayor efecto sobre la respuesta lo ejercian las

interacciones ACy BC, donde A era el pH del tampdn de carrera, B era el
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Tabla 4.3. Valores de la variable respuesta en la optimacion de la separacion de
caseinas mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio central
compuesto 2* (segundo disefio).

Experimento PH Voltaje [Ureal [NaOH] Resolucién
(kV) (M) (M)
1 3,00 15 5,0 0,07 0,000
2 2,50 25 5,0 0,07 0,557
3 2,75 20 6,0 0,01 1,545
4 3,00 15 7,0 0,03 0,000
5 2,50 15 7,0 0,03 0,000
6 2,50 25 7,0 0,07 1,384
7 3,00 25 5,0 0,07 0,000
8 3,00 25 5,0 0,03 0,000
9 2,75 20 4,0 0,05 0,000
10 2,25 20 6,0 0,05 3,050
11 2,50 25 5,0 0,03 1,286
12 2,75 20 8,0 0,05 2,973
13 3,00 15 7,0 0,07 0,000
14 3,00 15 5,0 0,03 0,000
15 2,50 25 7,0 0,03 3,466
16 2,75 30 6,0 0,05 1,942
17 2,50 15 50 0,03 5,189
18 2,50 15 5,0 0,07 4,933
19 2,50 15 7,0 0,07 0,000
20 2,75 20 6,0 0,09 3,698
21 3,25 20 6,0 0,05 2,866
22 2,75 10 6,0 0,05 0,000
23 2,75 20 6,0 0,05 3,227
24 2,75 20 6,0 0,05 3,803
25 2,75 20 6,0 0,05 4,000
26 2,75 20 6,0 0,05 3,848
27 2,75 20 6,0 0,05 3,683
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Fig. 4.2. Electroferogramas de la separacién de caseinas en el segundo disefio.
Condiciones de separacion: capilar de silice fundida. A) 20 kV (~117 pA),
tampon fosfato 50mM a pH 2,25 con urea 6M; lavado con NaOH 0,05M.
B) 25 kV (~80 pA), tampoén fosfato 50mM a pH 2,5 con urea 5M; lavado
con NaOH 0,07M.

voltaje aplicado y C la concentracién de urea utilizada. Sin embargo, la
concentracion de NaOH, no era un factor influyente en el rango estudiado ni
como factor individual, ni en sus interacciones con otros factores. De hecho,
McCormick (1988) demostr6 que los iones fosfato a valores de pH bajos,
reaccionan con los grupos silanol formando un éster fosfato (Si-O-HPO,) dando
lugar a capilares parcialmente desactivados. La eliminacion de estos grupos
fosfato de la superficie del capilar se puede conseguir lavando con una solucion
de NaOH (McCormick, 1988). Sin embargo, los lavados con esta solucion
alcalina pueden desorganizar la uniformidad de las paredes del capilar con lo
que seria necesario un equilibrado posterior con el tampdn de separacion
correspondiente. Como consecuencia de este ultimo lavado, la concentracion de

la solucién de NaOH no afectaba de manera ostensible a la respuesta. Aun



Optimacion de la separacion de caseinas por EC 135

siendo esto asi, el mantenimiento y lavado del capilar juega un papel critico en
la reproducibilidad de los resultados obtenidos en EC. Por lo tanto, después de
cada carrera la superficie del capilar debia ser regenerada y limpiada de
cualquier material adsorbido mediante lavado con NaOH. Se fij6 la

concentracion de NaOH para posteriores estudios en 0,05 M.

BC
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B: Voltaje
C: [Urea]
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D: [NaOH]
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0 2 4 6 8 10
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Fig. 4.3. Diagrama de Pareto estandarizado para el
disefio central compuesto 2* (segundo
disefio).

En el diagrama de las interacciones (Fig. 4.4), se puede apreciar la
variacion en la respuesta frente a la modificacion de cada par de factores. El eje
X representa el nivel del primer factor en la interaccion (de bajo a alto), y el +
0 -, el nivel alto o bajo respectivamente del segundo factor. En la figura se
observa que la mayor variacion tiene lugar para las interacciones BC, AC y AB.
Asi, por ejemplo, en la interaccién BC, para el nivel bajo de C (urea 5 M) se
obtiene una mejor resolucion a nivel también bajo de B (voltaje 15 kV),
observandose también una mejora en la resolucién entre los picos cuando se

toma tanto el nivel alto de C (urea 7 M) como el de B (voltaje 25 kV).
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Fig. 4.4. Efecto de las interacciones sobre la
resolucion para el disefio central
compuesto 2* (segundo disefio).

El andlisis de la varianza o ANOVA (Tabla 4.4) se realiz6 por
comparacion entre las F de Snédecor (ver apdo. 3.4.1) Fcaiculada Y Ftabulada
(probabilidades actuales p<0,05). Considerando los factores cuyo valor de p es
menor de 0,05, es decir, aquellos que son significativamente diferentes de cero
al 95% de confianza, pueden determinarse los factores méas influyentes y las
interacciones que existen entre ellos. Este estudio confirmaba lo obtenido en el
diagrama de Pareto (Fig. 4.3). Ademas, realizado el test correspondiente, se
deduce que no existia fallo de ajuste, luego se podia considerar que el modelo
matematico al que se habian ajustado los datos experimentales era correcto.
Como se puede apreciar del coeficiente de regresién r® (94,29%), el modelo

explicaba un porcentaje muy elevado de la varianza de los datos.
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Tabla 4.4. Analisis de la varianza en la optimacién de la separaciéon de caseinas
mediante EC con el capilar de silice fundida para el disefio central
compuesto 2* (segundo disefio).

Fuente s.8.@ G.L.P M.S.° F-Ratio p¢
A: pH 0,24579 1 0,24579 0,61 0,4495
B: Voltaje 7,17932 1 7,17932 17,85 0,0012
C: [Urea] 5,69812 1 5,69812 14,17 0,0027
D: [NaOH]  0,06052 1 0,06052 0,15 0,7049

AA 0,99758 1 0,99758 2,48 0,1413
AB 13,95220 1 13,95220 34,69 0,0001
AC 20,30630 1 20,30630 50,48 0,0000
AD 0,49515 1 0,49515 1,23 0,2890
BB 12,28520 1 12,28520 30,54 0,0001
BC 33,22560 1 33,22560 82,60 0,0000
BD 0,31723 1 0,31722 0,79 0,3920
cC 8,14995 1 8,14995 20,26 0,0007
CD 0,05507 1 0,05507 0,14 0,7178
DD 2,02556 1 2,02556 5,04 0,0445
Fallo de Ajuste  4,48125 8  0,560156 6,48 0,0544
Error Puro 0,34579 4 0,086446

Total (corr.) 84,54874 26

8 8.S.: suma de cuadrados.

® G.L.: grados de libertad.

°M.S.: media de cuadrados. M.S.= S.S./ G.L.

¢ p: nivel de significacion.

r* = 94,29%

r? (ajustado con los grados de libertad) = 87,63%
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Por otra parte, observando la Fig.4.5 en la que se representa la
distribucién normal de los residuos (diferencias entre los valores observados
experimentalmente y los valores calculados mediante la ecuacion obtenida con
el disefio de experimentos), se puede determinar facilmente que éstos siguen
claramente dicha distribucion ya que se aproximan a una linea recta y no se

aprecian residuos que indiquen efectos asociados Unicamente a ruido.
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Fig. 4.5. Diagrama de distribuciéon normal de los residuos en el
disefio central compuesto 2* (segundo disefio).

De los resultados obtenidos en este segundo disefio, se procedié al
desarrollo de un tercer disefio de experimentos con una concentracion de NaOH
de regeneracidn del capilar fija de 0,05 M y como factores el pH del tampon de
carrera (A), el voltaje aplicado (B) y la concentracién de urea en el tampdn de

separacion (C).

e 3% Disefio: Factorial 2% + estrella

Se seleccioné para este tercer disefio un factorial 2° con estrella, o disefio
central compuesto 23, con 4 puntos complementarios en el centro, detallandose

en la Tabla 4.5 los valores de los niveles alto (+1), bajo (-1) y central (0) de las
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variables influyentes. Dichos valores fueron definidos por las condiciones que
el disefio precedente sefialaba como adecuadas para mejorar la resolucion.

Tabla 4.5. Niveles de los factores en la optimacién de la separaciéon de
caseinas mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio
central compuesto 2° (tercer disefio).

A B C
Nivel pH Voltaje [Urea]
(kV) (M)
-1 2,25 18,0 5,50
0 2,42 20,5 6,05
1 2,60 23,0 6,60

En los electroferogramas obtenidos para este tercer disefio, salvo en un
caso, se observdé que la resolucion correspondiente al pico mayoritario de la
as-caseina y la B-caseina era superior a 1,5 y, por tanto, podian considerarse
resueltos estos dos picos. Por otra parte, se comprobé que no era posible
separar la k-caseina de la caseina B, si bien, dependiendo de las condiciones de
operacion se lograba diferenciar las distintas variantes polimdrficas de la
B-caseina (A1, A2 y B). Por ello, se consider6 como variable respuesta la
resolucion entre los dos primeros picos de la B-caseina (variantes B y Aj),
obteniéndose los resultados que se detallan en la Tabla 4.6 (se elimind el
experimento realizado a menor voltaje como consecuencia de los elevados

tiempos de migracion).

Por su parte, y a pesar de que las mejores resoluciones se lograban con el
tampdn a pH 2,13 y 2,25 segun se desprende de la Tabla 4.6, hay que desechar
valores de pH tan acidos debido a las caracteristicas experimentales de mayor
inestabilidad de la corriente durante las carreras.
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Tabla 4.6. Valores de la variable respuesta en la optimacién de la separacion de
caseinas mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio central
compuesto 2* (tercer disefio).

A B C
Experimento pH Voltaje [Urea] Resolucion
(kV) (M)
1 2,72 20,50 6,05 0,354
2 2,42 24,70 6,05 0,348
3 2,42 20,50 6,97 0,611
4 2,25 23,00 5,50 0,451
5 2,60 23,00 6,60 0,357
6 2,60 23,00 5,50 0,274
7 2,42 20,50 5,12 0,373
8 2,25 18,00 6,60 0,864
9 2,13 20,50 6,05 1,014
10 2,60 18,00 5,50 0,324
11 2,25 18,00 5,50 0,579
12 2,60 18,00 6,60 0,462
13 2,25 23,00 6,60 0,791
14 2,42 20,50 6,05 0,444
15 2,42 20,50 6,05 0,475
16 2,42 20,50 6,05 0,487
17 2,42 20,50 6,05 0,516

Del anélisis de la varianza (Tabla 4.7) y del diagrama de Pareto (Fig. 4.6)
se deducia que de los tres factores que intervenian en el disefio, la influencia
del voltaje en la respuesta en el rango estudiado era pequefia, afectando
unicamente al tiempo de migracion de los picos, pero no a la resolucién. Las
interacciones AB y BC, donde A es el pH del tampdn de separacion, B es el
voltaje aplicado y C la concentracion de urea, no influian en la respuesta, pero

si lo hacia la interaccion AC y el cuadrado del factor pH.
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Tabla 4.7.  Anélisis de la varianza en la optimacion de la separacién de caseinas
mediante EC en un capilar de silice fundida para el disefio central
compuesto 2° (tercer disefio).

Fuente s.s.2 G.L.P M.S.° F-Ratio p¢
A: pH 0,414063 1 0,414063 203,38 0,0000
B: Voltaje 0,014566 1 0,014566 7,15 0,0318
C: [Urea] 0,113729 1 0,113729 55,86 0,0001
AA 0,056136 1 0,056136 27,57 0,0012
AB 0,000264 1 0,000264 0,13 0,7291
AC 0,020402 1 0,020402 10,02 0,0158
BB 0,007082 1 0,007082 3,48 0,1044
BC 0,000000 1 0,000000 0,00 1,0000
CcC 0,000001 1 0,000001 0,00 0,9828
Fallo de Ajuste 0,011586 4 0,002896 3,26 0,1795
Error Puro 0,002665 3 0,000888
Total (corr.) 0,668064 16

8S.S.: suma de cuadrados.
® G.L.: grados de libertad.
° M.S.: media de cuadrados. M.S.= S.S./ G.L.
 p: nivel de significacion.

r’=97,87%

r? (ajustado con los grados de libertad) = 95,12%
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Fig. 4.6. Diagrama de Pareto estandarizado para el
disefio central compuesto 23 (tercer disefio).

En la tabla del ANOVA para este disefio experimental (Tabla 4.7) se
observa que no existia fallo de ajuste en el disefio, con una probabilidad del
95%, lo que indicaba que el modelo matematico se correspondia con la
superficie respuesta. La varianza de los datos explicada (r?) mediante este

modelo era superior al 95%, indicando una excelente aproximacion.

En las superficies de respuesta (Fig. 4.7) se representa en el eje Z el
valor de la resolucién (respuesta) frente a un par de factores (ejes X e Y),
manteniendo el resto de los factores constantes. De estos diagramas, se deduce
la direccion hacia la que hay que moverse sobre dicha superficie para optimar
los factores y lograr un méaximo en la variable respuesta. Asi, del analisis de
estas figuras se deducia que al disminuir el pH del tamp6n de separacion la
resolucién se veia mejorada. No obstante, en condiciones extremadamente
acidas la intensidad de corriente presentaba fluctuaciones importantes, ademas
de una posible degradacidn de las caseinas, por lo que se selecciond un valor de
pH de 2,42 que se encontraba en torno al éptimo. Para este valor de pH la
concentracion de urea y potencial mas adecuados segun el modelo matematico

obtenido, fueron 6,97 M y 20,5 kV, respectivamente.



Optimacion de la separacion de caseinas por EC 143

1,13
Voltaje = 20,5 kV
S 093
&
-]
2 073
x
0,53
0,33
1,01
091
[Urea]=6,05M & 081
S 071
g 061
X o051
041
031
0,61 4
© 0,56 pH = 2,42
7 0,51 }
[«5]
2 0,46 |
wn B
r 0,41 } ]
0,36 | 7 23,0
0’3155 20,5 Voltaje

6,2 6,9 18,0
[Urea]

Fig. 4.7. Diagramas de superficie de respuesta estimada para la resolucion entre
B-caseina A; y A, (tercer disefio).
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El electroferograma obtenido en estas condiciones optimadas (Fig. 4.8)
mostraba completa resolucion entre las caseinas os y el grupo formado por las
distintas variantes genéticas de caseinas f. Sin embargo, no se lograba
diferenciar la caseina « de las caseinas . Como consecuencia de estos
resultados fue necesaria una revision de los factores experimentales

seleccionados hasta el momento con objeto de reorientar la investigacion.
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Fig. 4.8. Electroferograma de la separaciéon de caseinas en el tercer disefio.
Condiciones de separacion: capilar de silice fundida 20,5 kV (~100 pA),
tampén fosfato 50 mM a pH 2,425 con urea 6,97 M. Ref: compuesto de
referencia, Lys-Tyr-Lys.

e 4°Disefio: Factorial 2% + estrella

Estudios previos han mostrado que es posible una buena separacidn
analitica de las proteinas mayoritarias de la leche mediante electroforesis
capilar en condiciones acidas utilizando aditivos poliméricos, como por
ejemplo, hidroxipropilmetil celulosa (HPMC) (de Jong et al., 1993; Otte et al.,
1997). En este sentido, siguiendo la metodologia previamente descrita, se
incluyé como factor electroforético la concentracion de HPMC (C); junto con el
pH del tampon de carrera (A) y el voltaje aplicado (B). La concentracion de

urea se fijé en 6 M, tal y como indicaba el 6ptimo del estudio previo.



Optimacion de la separacion de caseinas por EC 145

Los valores de estos factores electroforéticos en este cuarto disefio se
detallan en la Tabla 4.8. Como en los estudios previos se selecciond un disefio
central compuesto (14 experimentos mas 4 réplicas en el punto central) y que

permitia su evaluacién mediante la obtencidn de una superficie de respuesta.

Tabla 4.8. Nivel de los factores en la optimacion de caseinas mediante EC
con el capilar de silice fundida; disefio central compuesto 2°
(cuarto disefo).

A B C
Nivel pH Voltaje [HPMC]
(kV) (%, p/v)
-1 2,25 20,0 0,03
0 2,42 23,5 0,04
1 2,60 27,0 0,05

Teniendo fijada la concentracion de urea, se procedié en este cuarto
disefio a hacer una aproximacion o screening para determinar la superficie de
respuesta que se ajustaba mejor a los datos experimentales. En este sentido y
tras haber incluido como nuevo factor la concentracion de HPMC, se consideré
apropiado un estudio del voltaje en un intervalo mas amplio que el utilizado en
el disefio anterior, incluyendo valores superiores a los 23 kV, tal y como se

planted en el primer disefio.

Se seleccion6 como variable respuesta la resolucion entre el pico
mayoritario de la x-caseina y el pico correspondiente a la variante genética B
de la caseina B. No obstante, hay que sefialar que en ocasiones se apreciaba un
solapamiento de ambos picos, lo cual se traducia en valores de resolucion 0
(Tabla 4.9).
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Tabla 4.9. Valores de la variable respuesta en la optimacion de la separacion
de caseinas mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio
central compuesto 2° (cuarto disefio).

A B C
Experimento pH Voltaje [HPMC] Resolucion
(kV) (%, p/v)
1 2,72 23,50 0,0400 0,796
2 2,60 20,00 0,0300 0,861
3 2,25 20,00 0,0500 0,000
4 2,25 20,00 0,0300 0,000
5 2,60 20,00 0,0500 0,865
6 2,42 17,61 0,0400 0,483
7 2,42 23,50 0,0568 0,476
8 2,13 23,50 0,0400 0,000
9 2,25 27,00 0,0500 0,000
10 2,42 23,50 0,0232 0,339
11 2,42 29,38 0,0400 0,068
12 2,60 27,00 0,0300 0,472
13 2,25 27,00 0,0300 0,000
14 2,60 27,00 0,0500 0,470
15 2,42 23,50 0,0400 0,219
16 2,42 23,50 0,0400 0,167
17 2,42 23,50 0,0400 0,243
18 2,42 23,50 0,0400 0,168

En la Fig. 4.9 se muestra uno de los electroferogramas obtenidos en esta
etapa, pudiéndose observar una mejor resolucion entre las distintas caseinas en
estudio en comparacion con los resultados obtenidos en la etapa anterior, donde
no fue posible la resolucion de los picos correspondientes a la caseina x y B.
Por tanto, es evidente la importancia de incluir un aditivo del tipo derivado de

celulosa con efecto modificador sobre el flujo electroosmotico (EOF) y efecto
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tamiz de separacion. ElI empleo de este aditivo, aportaba el recubrimiento de
tipo dindmico sobre la pared interna del capilar, lograndose en la practica la
eliminacién del EOF y evitando que las proteinas se adsorbieran sobre la
superficie por estar bloqueado el acceso a los silanos reactivos. Esto permitia

una mejora notable en la resolucion.
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Fig. 4.9. Electroferograma de la separaciéon de caseina en el cuarto disefio.
Condiciones de separacion: capilar de silice fundida, 20 kV (~43 pA),
tampén fosfato 50 mM a pH 2,6 con urea 6 M y HPMC 0,05% (p/v).
Ref: compuesto de referencia, Lys-Tyr-Lys.

Aunque la inclusion del factor HPMC en el disefio mejoraba la
resolucion, del andlisis del diagrama de Pareto estandarizado (Fig. 4.10) se
deducia que la variacion de su concentracion no era importante en el intervalo
estudiado, ya que el factor C (JHPMC]) no era significativo al nivel del 95%,
aunque si lo era el cuadrado de dicho factor. Sin embargo, su efecto no era tan
determinante como el peso que tenia el factor A (pH) de efecto maximo, el B
(voltaje), o la interaccion AB. De hecho, ésta era la Gnica interaccion que
poseia un efecto considerable, pues como se observaba en el diagrama de las
interacciones (Fig. 4.11) ambas curvas no eran paralelas. Ademas, en la tabla
del ANOVA (Tabla 4.10) se podia comprobar que no existia fallo de ajuste en
el modelo ya que para este test el valor de p estaba por encima de 0,05 al 95%

de confianza.
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Fig. 4.10. Diagrama de Pareto estandarizado para el disefio
central compuesto 2° (cuarto disefio).
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Fig. 4.11. Efecto de las interacciones sobre la
resolucién en el disefio central compuesto
23 (cuarto disefio).
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Tabla 4.10. Analisis de la varianza en la optimacién de la separaciéon de caseinas
mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio central compuesto
2* (cuarto disefio).

Fuente s.8.2 G.L. M.S.C F-Ratio p¢
A: pH 1,17551 1 1,17551 199,05 0,0000
B: Voltaje 0,16081 1 0,16081 27,23 0,0008
C:[HPMC]  0,00395 1 0,00395 0,67 0,4368
AA 0,04916 1 0,04916 8,32 0,0203
AB 0,07683 1 0,07683 13,01 0,0069
AC 5E-7 1 5 E-7 0,00 0,9929
BB 0,00458 1 0,00458 0,78 0,4041
BC 4,5 E-6 1 4,5 E-6 0,00 0,9787
cc 0,05460 1 0,05460 9,25 0,0160
Fallo de Ajuste  0,04292 5 0,008584 5,96 0,0863

Error Puro 0,00432 3 0,001440

Total (corr.) 1,550320 17

8S.S.: suma de cuadrados.
® G.L.: grados de libertad.
¢ M.S.: media de cuadrados. M.S.= S.S./ G.L.
4 p: nivel de significacion.

r> = 96,95%

r’ (ajustado con los grados de libertad) = 93,52%

En el diagrama de la Fig. 4.12 se puede estudiar la tendencia de los datos
experimentales (observados) frente a los datos predichos por el modelo teorico.
La cercania de los puntos hacia la diagonal indica que el modelo es adecuado
para predecir los datos observados. Tampoco se detectaban anomalias como
podria ser la separacién de la diagonal a medida que el valor de la respuesta

aumentaba (“heterocedasticidad”) o la presencia de puntos anémalos (outliers).
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Fig. 4.12. Representacion del diagrama de diagnéstico para el disefio
central compuesto 2° (cuarto disefio).

Los resultados obtenidos en este cuarto disefio llevaron a fijar la
concentracion de HPMC en 0,05% (p/v) y a realizar en la siguiente etapa un
disefio del tipo factorial 3% tomando como factores el pH y el voltaje, con tres

niveles cada uno.

e 5°Disefio: Factorial 32

Este disefio permite la obtencion de una superficie de respuesta con la
realizacion de 14 experimentos en total, siendo 5 de ellos réplicas en el centro.
La seleccion de un disefio factorial 3% tiene por finalidad poder estudiar los
efectos de dos factores en mas de dos niveles y determinar una superficie de
respuesta en un area mas limitada. EIl objetivo era fijar las mejores condiciones
de pH y de voltaje para la separacion. Los niveles bajo, central y alto para los
factores electroforeticos se detallan en la Tabla 4.11. Los resultados obtenidos,
considerando como variable respuesta la resolucién entre el pico mayoritario de
k-caseina y el correspondiente a la variante genética B de caseina 3, se recogen
en la Tabla 4.12.
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Tabla 4.11. Nivel de los factores en la optimaciéon de la separacién de
caseinas mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio
factorial 3? (quinto disefio).

A B
Nivel pH Voltaje
(kV)
-1 2,6 17,0
0 2,8 18,5
1 3,0 20,0

Tabla 4.12 Valores de la variable respuesta en la optimacién de
la separacion de caseinas mediante EC con el
capilar de silice fundida; disefio factorial 3% (quinto

disefio).
A B
Experimento pH Voltaje Resolucion
(kV)
1 3,0 17,0 1,215
2 2,6 20,0 0,707
3 2,8 17,0 0,951
4 2,8 20,0 0,942
5 3,0 18,5 1,237
6 3,0 20,0 1,255
7 2,6 17,0 0,698
8 2,6 18,5 0,718
9 2,8 18,5 0,855
10 2,8 18,5 0,854
11 2,8 18,5 0,855
12 2,8 18,5 0,856
13 2,8 18,5 0,855
14 2,8 18,5 0,856
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Del estudio de los efectos, tanto por medio del ANOVA (Tabla 4.13)
como en el diagrama de Pareto estandarizado (Fig. 4.13), se concluia que el pH
era el factor que mas afectaba en la resolucidn. Este hecho es concordante con
las modificaciones que sufren las caseinas en su carga eléctrica cuando se
modifica el pH, y las variaciones en el flujo electroosmotico. Se descartaba la
existencia de diferentes grados de asociacion puesto que el empleo de urea en
elevada concentraciéon en el tampdn evitaba que esta situacion se produjera.
Ademas, se podia apreciar un escaso efecto del voltaje en el intervalo de
valores estudiados. Sin embargo, comparando todos los electroferogramas, se
apreciaba una clara tendencia a obtener picos mas estrechos y a menores
tiempos de retencién cuanto mayor era el voltaje empleado, si bien es cierto que

a costa de una ligera pérdida de resolucién.

Tabla 4.13. Anélisis de la varianza en la optimacion de la separacién de caseinas
mediante EC con el capilar de silice fundida; disefio factorial 3% (quinto

disefio).

Fuente s.s.@ G.LP MSSE F-Ratio p¢
A: pH 0,418176 1 0,418176 444,34 0,0000
B: Voltaje  0,000266 1 0,000266 0,28 0,6090
AA 0,016075 1 0,016075 17,08 0,0033
AB 0,000240 1 0,000240 0,26 0,6270
BB 0,005566 1 0,005566 5,91 0,0411
Fallo de Ajuste  0,008642 3 0,002880 5,25 0,0528

Error Puro 0,002744 5 0,000548

Total (corr.) 0,461939 13

#S.S.: suma de cuadrados.
® G.L.: grados de libertad.
°M.S.: media de cuadrados. M.S.=S.S./ G.L.
4 p: nivel de significacion.

r2=98,37%

r’ (ajustado con los grados de libertad) = 97,36%
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Fig. 4.13. Diagrama de Pareto estandarizado para el
disefio factorial 3% con HPMC (quinto
disefio).

Un disefio factorial del tipo 3% proporciona suficientes datos para fijar
una expresion de segundo grado. En este sentido, la siguiente ecuacidn
polinomial de segundo orden explica los resultados obtenidos en este quinto

disefo:
Y =1990-969A-0,79B + 1,88 A2+ 0,026 AB + 0,019 B

donde Y representa la respuesta experimental, A el pH del tampén de
separacion y B el voltaje aplicado. El andlisis estadistico del modelo (ver
Tabla 4.13) mostraba que los coeficientes de correlacién (r?) y los valores de
los coeficientes ajustados a los grados de libertad (rzad,-) eran de 0,9837 y

0,9736, respectivamente, indicando una buena capacidad de ajuste del modelo.

La superficie de respuesta (Fig. 4.14) ha sido utilizada para determinar
las condiciones oOptimas de separacion. Asi, observando dicha figura se
confirmaba la tendencia a un valor de pH de 3 en el tampdn de separacion con
aditivo polimérico HPMC y un rango de voltaje entre 17 y 20 kV. Dado que la

variacion en la respuesta no era excesivamente desigual para ambos valores de
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voltaje, se optd por elegir un valor intermedio de 18,5 kV. Por tanto, las
condiciones finales, bajo las cuales era posible la separacién de as-, B- Yy

Kk-caseina, serian las siguientes (Ortega et al., 2003):

pH del tampdn de separacion: 3,0
Voltaje aplicado: 18,5 kV
Concentraciéon de HPMC: 0,05% (p/v)

Concentracién de urea: 6 M

La Fig. 4.15 muestra la separacion entre las caseinas en las mejores

condiciones de resolucién para este disefio.

147
1,27

1,07

Respuesta

0,87

0,67

Fig. 4.14. Diagrama de superficie de respuesta para la
resolucion entre «-caseina y p-caseina B
(quinto disefio).
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Fig. 4.15. Electroferograma de la separacién de caseinas en el quinto disefio.
Condiciones de separacion: capilar de silice fundida, 18,5 kV (~35 pA),
tampén fosfato 50 mM a pH 3,0 con urea 6 M y HPMC 0,05% (p/v).
Ref: compuesto de referencia, Lys-Tyr-Lys.

41.2. CAPILAR NEUTRO HIDROFILICAMENTE
RECUBIERTO

Dada la evidencia de que las condiciones de separacion O&ptimas
alcanzadas con el capilar sin tratar implicaban una tendencia a reducir el flujo
electroosmotico, y por consiguiente, la adsorcién de las proteinas al capilar, se
planted el estudio de la separacion mediante el empleo de un capilar neutro

hidrofilicamente recubierto.

El capilar era de Beckman Coulter® recubierto por una capa de
poliacrilamida ligada a los grupos silanol, que aseguraba un flujo
electroosmético cero y una carga interior de las paredes nula. Capilares
similares, aunque de otras casas comerciales, han sido empleados con éxito en
el anélisis de caseinas por otros autores (Chen et al., 1992; de Jong et al., 1993;
Recio et al., 1997a; 1997d; 1997e; Gouldsworthy et al., 1999; Strickland et al.,
2001).
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Valorando las nuevas condiciones de trabajo, se plante6 una optimacion

de la separacidn considerando Unicamente dos factores:

A: Voltaje de separacion

B: Temperatura

El pH del tampdn de separacion se mantuvo en un valor de 3 con objeto
de lograr una total protonacion de las caseinas sin afectar gravemente a la

separacion.

Se llevé a cabo un disefio factorial 3% mediante el cual se estudiaban dos
factores en tres niveles diferentes y con 4 réplicas en el punto central. Los
niveles para los factores electroforéticos se detallan en la Tabla 4.14. Este
disefio implicé la realizacion de 13 experimentos para lograr obtener una
superficie de respuesta. Las réplicas se realizaron en el punto central del disefio

(24,25 kV y 34°C), permitiendo tener 7 grados de libertad para estimar el error.

Tabla 4.14. Nivel de los factores para la optimacion de la separacién de
caseinas mediante EC con el capilar neutro.

A B
Nivel Voltaje Temperatura
(kV) (°C)
-1 18,50 23
0 24,25 34
1 30,00 45

La variable respuesta en este disefio fue la resolucién entre el pico
mayoritario de x-caseina y el correspondiente a la variante genética B de

caseina B, detallandose en la Tabla 4.15 los resultados obtenidos.
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Tabla 4.15. Valores de la variable respuesta en la optimacion de la separacion
de caseinas mediante EC con el capilar neutro; disefio factorial 32,

A B
Experimento Voltaje Temperatura Resolucidn
(kV) (°C)
1 30,00 23 1,234
2 24,25 34 1,019
3 24,25 23 1,258
4 18,50 45 0,545
5 18,50 34 1,042
6 30,00 34 0,885
7 18,50 23 1,301
8 30,00 45 0,000
9 24,25 45 0,280
10 24,25 34 1,001
11 24,25 34 1,012
12 24,25 34 1,020
13 24,25 34 1,052

Del estudio del ANOVA (Tabla 4.16) se dedujo que no existia fallo de
ajuste en el modelo al nivel de confianza del 95%, obteniéndose un coeficiente
de regresion muy elevado del 98,93%. Por otra parte, el factor con mayor efecto
sobre la variable respuesta era la temperatura, aunque tanto el voltaje, como la
interaccion temperatura-voltaje tenian peso sobre la resolucion. Esto puede
apreciarse graficamente mediante la observacion del diagrama de Pareto
(Fig. 4.16).
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Tabla 4.16. Analisis de la varianza en la optimacién de la separaciéon de caseinas
mediante EC con el capilar neutro; disefio factorial 32

Fuente s.8.2 G.L” MSS°© F-Ratio p¢
A: Voltaje 0,09856 1 0,09856 272,49 0,0001
B: Temperatura  1,46817 1 1,46817 4059,08 0,0000
AA 0,00235 1 0,00235 6,49 0,0635
AB 0,05712 1 0,05712 157,92 0,0002
BB 0,13815 1 0,13815 381,96 0,0000
Fallo de Ajuste  0,00984 3 0,00328 9,07 0,0595
Error Puro 0,00145 4 0,00036
Total (corr.) 1,81554 12

#S.S.: suma de cuadrados.
® G.L.: grados de libertad.
°M.S.: media de cuadrados. M.S.=S.S./ G.L.
4 p: nivel de significacion.

r2 = 99,38%

r’ (ajustado con los grados de libertad) = 98,93%

B: Temperatura

BB

A: Voltaje

AB

AA

0 20 40 60 80
Efecto estandarizado

Fig. 4.16. Diagrama de Pareto estandarizado para la optimacion
en la separacién de caseinas mediante EC con el
capilar neutro; disefio factorial 32.
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El modelo matematico que describia la separacién y relacionaba la
resolucion (Y) con las variables voltaje (A) y temperatura (B) era el siguiente:

Y = -113 + 0,085 A + 0,13 B - 8,81*10* A? - 1,89*10° AB
-1,85%10° B2

La superficie de respuesta permitio detectar la direccién hacia la que
habria que moverse para optimar los factores y lograr un méaximo en la
respuesta. Por ello, a partir de la Fig. 4.17, fue posible determinar el ptimo de
la separacion de caseinas en EC con el capilar neutro dentro del intervalo
estudiado, asi como hacer una prediccion para encontrar el 6ptimo en la cual la

resolucion tomaria un valor maximo:

Voltaje aplicado: 25,09 kV

Temperatura: 21°C

1,3
10 |
07 |
04 |
01}

0,2 k
18

Respuesta

Voltaje

Fig. 4.17. Diagrama de superficie de respuesta para la
resolucion entre «k-caseina y p-caseina B en la
separacion de caseinas mediante EC con el capilar
neutro; disefio factorial 32
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El electroferograma obtenido se muestra en la Fig. 4.18, pudiéndose
apreciar una mejora en la calidad de la separacién frente a la utilizacién del

capilar de silice fundida sin recubrimiento (ver Fig. 4.15).
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Fig. 4.18. Electroferograma de la separacién de caseinas. Condiciones de separacion:
capilar neutro, 25,09 kV (~50 pA), tampén fosfato a pH 3 con urea 6 My
HPMC 0,05% a 21°C. Ref: compuesto de referencia, Lys-Tyr-Lys.

4.1.3. ESTUDIO COMPARATIVO DEL POTENCIAL
ANALITICO DE AMBOS CAPILARES

Determinadas las condiciones dptimas de separacidn para cada uno de los
capilares en estudio, se procedi6 a la comparacion de su potencial analitico.
Concretamente, se realizé un estudio de la linealidad, repetitividad y precision
del método. Finalmente, se aplicaron las condiciones Optimas al analisis de

muestras de leche de vaca y oveja.
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4.1.3.1. Linealidad de la respuesta frente a |la

concentracion de muestra

La evaluacion de la linealidad del método supuso la realizacion de una
curva de calibrado, lo cual implicaba el analisis de muestras de caseinas a
diferentes concentraciones, y la posterior cuantificacion del area de cada pico
por integracion del electroferograma mediante el programa “System Gold”
(version 810). EIl estudio se llevo a cabo en muestras que contenian una mezcla
de caseinas patron (as, B y k) en la proporciéon 1:1:1, siendo analizadas las

muestras por triplicado a cada concentracién.

Los electroferogramas en el analisis con el capilar de silice fundida
permitieron la identificacion y posterior cuantificacion de las siguientes
caseinas: oo, as1, K, BB, BA1, Y BA2. Los resultados obtenidos demostraron que
entre la concentracion de caseina y el area de pico existia una correlacion lineal
(Tabla 4.17 y Fig. 4.19). No obstante, es interesante sefialar que debido a la
pérdida de resolucion por ensanchamiento de los picos y a las limitaciones de
integracién de areas del programa empleado, cuando la mezcla era analizada el
rango de concentraciones para el cual se mantenia este comportamiento era de
0-10 mg ml™.

Tabla 4.17. Datos de la regresion lineal de las curvas de calibrado del método en EC

con el capilar de silice fundida ensayados con una mezcla de caseinas
purificadas (1:1:1)>%

CASEINA

Ols1 Qso BB B AL B A K

5,351 1,496 0,570 3,498 6,043 2,606
+0,382  +0,084 0,045  £0,227 +0,398  £0,122

Pendiente

Ordenada enel -2,152 -0,010 0,569 2,364 1,593 1,860
origen +2,358  +0,518  +0,278  £1,404 +2,455  +0,956

Coeficiente de

. 0,9116 0,9436 0,8939 0,9255 0,9239 0,9658
correlacion

% Intervalo de concentraciones: 0-10 mg ml™
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Fig. 4.19. Curvas de calibrado ensayadas mediante EC con el capilar de silice
fundida para una mezcla de caseinas purificadas (1:1:1).

Por otra parte, los datos de la Tabla 4.18, representados en la Fig. 4.20,
demuestran que la respuesta en el analisis de las caseinas mediante EC con el
capilar neutro también presentaba un comportamiento lineal frente a la
concentracion de muestra. Ademas, el mayor potencial de resolucion de este
capilar permitia cuantificar la caseina s, asi como la utilizacién de un
intervalo de concentraciones mas amplio (0-30 mg ml™) para el cual, tal y como
se ha comentado, la respuesta era lineal. No obstante, es necesario indicar que
en el caso de la k-caseina (al igual que sucedia con el capilar de silice fundida)

no fue posible su cuantificacién para concentraciones superiores a 10 mg ml™.
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Tabla 4.18. Datos de la regresion lineal de las curvas de calibrado del método de EC
con el capilar neutro, ensayadas con una mezcla de caseinas purificadas

(1:1:1)%

CASEINA

Ols2 st Qso BB B A1 B A K

0,114 1,078 0,349 0,144 0,918 1,686 0,443

Pendiente
+0,005 +0,030 +0,012 +0,004 +0,029 +0,034 +0,039

Ordenada en 0,316 -0,324 -0,544 0,085 0,347 -1,123 0,190
el origen +0,091 +0,533 +0,209 +0,079 +0,523 =£0,598 +0,246

Coeficiente de o506 9845 0,9774 0,9807 0,9796 0,9920 0,9410
correlacion

% Intervalo de concentraciones: 0-30 mg ml™; k-caseina (0-10 mg ml™)

60

Area de pico

Concentracion (mg ml™)

Fig. 4.20. Curvas de calibrado ensayadas mediante EC con el capilar neutro
para una mezcla de caseinas purificadas (1:1:1).
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4.1.3.2. Repetitividad

Conocido el comportamiento lineal del método en estudio, el siguiente
paso fue la determinacién de la repetitividad o fiabilidad del mismo. En este
sentido, se realizaron diez réplicas de forma continua de una misma muestra en
las condiciones dGptimas de separacion para cada uno de los capilares. Los
pardmetros estudiados fueron los tiempos de retencidén absolutos y relativos
(referidos al tripéptido utilizado como compuesto de referencia), las areas
normalizadas con respecto al tiempo de retencién y las areas corregidas. Este
ultimo parametro se calculaba multiplicando el éarea por la velocidad de
migracion (longitud hasta el detector en cm dividido por el tiempo de migracion
en segundos) corrigiendo asi la posible distorsién debida a la deteccion en
columna que utiliza este método, por la que el area estd directamente

relacionada con el tiempo de retencidn.

La dispersion de los datos o estimacion de la precision del método, para
el analisis mediante EC con el capilar de silice fundida y el neutro, se recoge
mediante la desviacion estandar relativa (expresada en %) en las Tabla 4.19 y
Tabla 4.20, respectivamente.

Los valores de desviacion estandar relativa (RSD) para el tiempo de
migracion con el capilar de silice fundida oscilaban entre el 0,95 y el 1,17% y
entre el 0,36 y el 0,41% para el capilar neutro. Si bien la repetitividad con
ambos capilares era buena, la eliminacion total del flujo electroosmaético al
utilizar el capilar neutro provocaba una disminucion de la variabilidad en el
tiempo de migracion. Por otra parte, indicar que los valores calculados en este
trabajo eran inferiores a los obtenidos por Otte et al. (1997), quienes
encontraron valores de la RSD del 1,9% en el tiempo de migracion de caseinas

analizadas mediante EC utilizando capilares con y sin recubrimiento.
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Con relacion a la repetitividad en el area de pico indicar que los
resultados obtenidos eran ligeramente peores a los encontrados para el tiempo
de migracion. Concretamente, el analisis de caseinas mediante el capilar de
silice fundida rendia valores de RSD, para el area de pico, que oscilaban entre
el 4,20y 6,19%, dependiendo de la caseina analizada (Tabla 4.19). No obstante,
estos valores eran a su vez, ligeramente inferiores a los calculados por Otte et

al. (1997) utilizando un capilar sin recubrimiento.

Sin  embargo, la utilizacion del capilar neutro mejoraba
considerablemente los resultados. De hecho, a excepcion de la RSD para el area
de pico de los resultados obtenidos en la cuantificacion de la caseina as;
(7,37%), los valores calculados en la separacion con el capilar neutro se
encontraban entre el 1,45 y el 4,89% (Tabla 4.20). Estos resultados son
inferiores a los obtenidos por Otte et al. (1997) al analizar caseinas mediante
EC usando un capilar hidrofilicamente recubierto, y similares a los publicados
por otros autores como por ejemplo, de Jong et al. (1993) (2-4%), lzco et al.
(1999a) (2-3%) y Strickland et al. (2001) (2,49-2,65%). Ademas, indicar que el
resultado obtenido al analizar la caseina as; era probablemente consecuencia de
su complicada cuantificacion al no ser un solo pico definido. No obstante, a
pesar de ser elevado este valor, era menor que el encontrado por Chen y Zhang
(1992) quienes analizando la caseina as, en diferentes condiciones analiticas

obtuvieron valores de la desviacion estandar relativa de hasta un 11,29%.

En resumen, la repetitividad en los dos métodos estudiados era buena, si
bien se mejoraban ligeramente los resultados cuando la separacion de caseinas

se realizaba mediante el capilar neutro.
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4.1.3.3. Analisis de muestras de leche

Dentro del estudio comparativo de los dos capilares se analizaron
mediante ambos métodos muestras de caseinas extraidas de leche de vaca y de
oveja. No obstante, previo al anélisis de estas muestras, resultaba de especial
interés la discusion sobre la identificacion de los picos en los electroferogramas
utilizando muestras de caseinas purificadas. Asi, en la Fig. 4.21 se muestran los
resultados obtenidos en la separacidén de as-, B- y k-caseina con el capilar

neutro, dada su mayor resolucién.

La identificacién de cada uno de los picos se realiz6 por comparacion del
patron de separacion de caseinas que se muestra en la figura, con el obtenido
por otros autores (de Jong et al., 1993; Otte et al., 1997), sugiriéndose la

siguiente asignacion de picos:

v El grupo de picos que aparecen desde los 27,46 — 34,50 min de tiempo

de migracion corresponderian a la caseina o.s;.

v Los picos a 34,80 y 36,80 min de tiempo de migracién corresponderian

a las caseinas a1 Y aso, respectivamente.

v Las caseinas B A; y A tendrian tiempos de migracién de 40,47 y

42,73 min, respectivamente.

v’ La caseina B en su variante genética B se corresponderia con el pico a

tiempo 38,70 min.

v El pico de 37,73 min de tiempo de migracion corresponderia a la

K-caseina.
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Fig. 4.21. Electroferogramas de as-caseina (A), B-caseina (B) y x-caseina (C).
Condiciones de separacion: capilar neutro, 25,09 kV (~50 pA), tampdn
fosfato a pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05% (p/v) a 21°C.

Se puede observar que la caseina as; se ha separado en un grupo
numeroso de picos, los cuales migran entre los 27,46 y 34,50 min
(Fig. 4.21 (A)). Este hecho era consistente con la existencia de cuatro estados
de fosforilacion de esta proteina que contiene 10 6 13 grupos fosfato
(Swaisgood, 1992). El resto de picos pueden surgir por la presencia de dimeros
formados por la unién mediante puente disulfuro de las distintas variantes con
diferente numero de grupos fosfato (Hoagland et al., 1971; Rasmussen et al.,

1992), cuando estos dimeros estan solo parcialmente reducidos por adicién de
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DTE (Rasmussen y Petersen, 1991). El hecho de que ésta sea la primera caseina
en alcanzar el catodo (velocidad de migracion méas elevada), esta relacionado
con su mayor contenido en aminoacidos de tipo catiénico (cargados
positivamente a pH 3). Asi la caseina as; posee un total de 33 residuos de
aminodcidos catiénicos, frente a los 25, 20 y 14 que contienen las caseinas o,

B A2y x, respectivamente.

En el electroferograma correspondiente a la caseina as (Fig. 4.21 (A)) se
observan ademds dos picos mayoritarios que se corresponderian con las
caseinas a1 Y aso. La distancia entre el pico de la caseina o (34,80 min) y el
siguiente (36,80 min) era similar a la distancia entre los dos picos mayores de
as2, los cuales difieren s6lo en un grupo fosfato. Por tanto, el pico a tiempo de
migracion de 36,80 min, se corresponderia a la caseina oo (caseina asi, 9P), la
cual contiene un grupo fosfato mas que la caseina as (caseina asi, 8P)
(Swaisgood, 1992).

La caseina B estandar (Fig. 4.21 (B)) ha sido preparada también a partir
de leche entera por lo que deberia contener diferentes variantes genéticas,
siendo la A; y A, las variantes dominantes. La migracién de los picos
mayoritarios de la caseina f a 40,47 y 42,73 min coinciden segun Otte et al.
(1997) con las variantes A; y Ay, respectivamente. Puede observarse que con el
método de separacion utilizado, las dos variantes genéticas mayoritarias de la
caseina B han sido separadas, y que la A; migra antes que la A,. La variante A;
contiene His (en vez de Pro) en la posicion 67, la cual se encuentra
positivamente cargada por debajo de pH 6, dandole una mayor movilidad a
valores bajos de pH. Este hecho contrasta con el analisis a valores altos de pH,
donde las dos variantes de la caseina 3 poseen la misma carga neta y, por tanto,

migran en la misma zona (Kristiansen et al., 1994).

Por otra parte, considerando la estructura primaria, era de esperar que la
variante genética B minoritaria de la caseina 3, migrase antes que la variante A;

ya que posee 2 aminodacidos cationicos mas que esta Gltima, y que la variante A
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lo hiciera después de la A,. Por tanto, el pico que aparecia por delante de la
caseina A; representaria la variante B de la caseina . La caseina § C tendria un
comportamiento andlogo a la variante B de hallarse presente en la muestra. El
resto de los fragmentos anteriores a la caseina B B, parecian impurezas de

caseina os.

La caseina k se separaba en una serie de componentes, de los cuales
aproximadamente el 70% tenia un tiempo de migracion de 37,73 min
(Fig. 4.21 (C)). La caseina « era preparada a partir de leche entera y, por lo
tanto, deberia contener las variantes genéticas A y B en aproximadamente igual
proporcion (Swaisgood, 1992). Sin embargo, en la Fig. 4.21 (C) s6lo era visible
un pico dominante, lo cual se encontraba en concordancia con la completa
protonacion a pH 3 del residuo Asp 148 en la variante A y, por consiguiente,

tendria similar carga neta que la variante B (Ala'*®

). El resto de picos no puede
suponerse que sean multimeros de la caseina k, ya que éstos se reducen
totalmente en presencia de DTE 9 mM (Rasmussen y Petersen, 1991). Es mas
probable que estos picos representen formas glicosiladas de x-caseina, las
cuales contienen acido N-acetil neuraminico, puesto que Otte et al. (1995)
demostraron que la parte C-terminal de la caseina x, que contenia este
carbohidrato altamente cargado, tenia un tiempo de migracion mayor a pH 2,5

que la parte C-terminal sin carbohidrato o con un carbohidrato neutro.

Es interesante destacar que la caseina k presentaba tiempos de migracién
menores que cualquier variante de caseina B. Para analizar este dato se deben
tener en cuenta dos circunstancias: 1) su menor nimero de grupos fosfato (1P
para la caseina x y 5P la caseina B) y 2) el hecho de que la caseina 3 tenga un
contenido superior en residuos de tipo basico cargados positivamente a pH 3,0
lo cual haria que migrase antes que la k-caseina. Este hecho indicaba que
también deberian ser tenidas en cuenta las cargas aportadas por los restos
glicosilados de la caseina x, tal y como se ha comentado anteriormente, y que la
diferencia de tamafio también era influyente en esta separacion (169

aminoacidos de la k-caseina frente a los 209 aminoacidos de la caseina ). No
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obstante, el binomio tamafio-carga hace que los tiempos de migracidén sean
bastante préximos y que se produzca una cierta superposicion o solapamiento

de los picos de ambas caseinas segun las condiciones de separacidn.

Las muestras de leche de la empresa Quesos Frias S.A., tanto de vaca
como de oveja, fueron analizadas con ambos capilares con objeto de comparar

la diferente capacidad de resolucion de los dos capilares estudiados.

La Fig. 4.22 muestra los electroferogramas obtenidos para la separacion
de caseinas de vaca mediante el capilar de silice fundida (A) y mediante el

capilar neutro (B).
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Fig. 4.22. Electroferogramas de muestras de leche de vaca de Frias. Condiciones de
separacion: A) Capilar de silice fundida, 18,5 kV (~35 pA), tampdn
fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 M y HPMC 0,05% (p/v). B) Capilar
neutro, 25,09 kV (~50 pA), tampdn fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My
HPMC 0,05% (p/v) a 21°C.
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En ambos casos fue posible la identificacion de las caseinas presentes en
la muestra, si bien, puede apreciarse claramente una mayor resolucién de las
caseinas con el capilar neutro, ademas de picos considerablemente mas
estrechos. Estos resultados son probablemente debidos a que la muestra no era
adsorbida a la pared interior del capilar, como ya se ha indicado con
anterioridad. Sin embargo, con dicho capilar, se observaba un desplazamiento
de los picos hacia tiempos de migracion mayores lo cual estaba relacionado con

el hecho de la anulacion del flujo electroosmoético.

Los electroferogramas obtenidos al analizar caseinas de leche de oveja
con los dos capilares se muestran en la Fig. 4.23. En este caso, dada la carencia
de patrones de caseinas de oveja, se procedié a la identificacidon de los picos
por comparacion con los resultados obtenidos por otros autores, concretamente
por Cattaneo et al. (1996) y Recio et al. (1997d; 1997e).
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Fig. 4.23. Electroferogramas de muestras de leche de oveja de Frias. Condiciones
de separacion: A) Capilar de silice fundida, 18,5 kV (~35 pA), tampoén
fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 M y HPMC 0,05% (p/v). B) Capilar
neutro, 25,09 kV (~50 pA), tampon fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My
HPMC 0,05% (p/v) a 21°C.
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En primer lugar indicar que el orden de migracion obtenido para las
caseinas de oveja (as2<as1<k<f) concuerda con el obtenido a pH 4 en PAGE
por Chianese et al. (1992) y Lépez-Galvez (1993).

La caseina as, migra como un grupo de 8 ¢ 9 picos mayoritarios que se
corresponderian con algunas de las 18 posibles formas de fosforilacion
(Boisnard y Petrissant, 1985), con las dos variantes genéticas o con las dos

formas no alélicas larga y corta (Boisnard et al., 1991).

La determinacion de las caseinas o indica la presencia de tres caseinas
con niveles de fosforilacion diferentes: I, Il y I11. La variante D (Welsh) migra
a tiempos menores debido a su menor contenido en grupos fosfato (6 6 7) y esta
ausente en las muestras analizadas en este trabajo. Segun estudios realizados
por Recio et al. (1997e) y Amigo et al. (2000) se puede deducir el fenotipo de
una muestra en EC por la intensidad de las formas con diferente nivel de
fosforilacion I, 11 y I11. En nuestro caso, podria considerarse que se dispone de
la variante homocigdtica CC para la caseina as;. Para confirmar este aspecto,
seria necesario realizar detallados estudios genéticos a las ovejas. Por otra
parte, cabe destacar que se apreciaba un cierto desdoblamiento de los picos I, Il
y 111, lo cual se explica por la presencia de dos especies moleculares de 191 y

199 residuos que aportan variabilidad no alélica (Ferranti et al., 1995).

La caseina x tiene posibilidades de polimorfismo no genético debido a
diferentes grados de glicosilacion y fosforilacion (Lopez-Géalvez et al., 1994).
Ademas, en el &mbito de DNA, se conoce la existencia de polimorfismo para
esta caseina (di Gregorio et al., 1991). En el electroferograma de la Fig. 4.23,
unicamente se detecta un pico correspondiente a k-caseina, no descartdndose

que otras formas pudieran quedar solapadas con otras caseinas.

En cuanto a la caseina 3 se pudo detectar tanto la variante 3; como la 3.
Ambas difieren en el numero de grupos fosfato teniendo la B; 6 en total (uno

més que la B2), lo cual justifica su desplazamiento mas lento en EC. Respecto al
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pico anterior a la variante B, algunos autores, previo fraccionamiento mediante
FPLC, lo han identificado también como B-caseina (Recio et al., 1997d) por lo

que en este caso se adopta dicha nomenclatura.

Para finalizar este estudio se analizaron mezclas de caseinas procedentes
de vaca y oveja (proporcién 1:1) (Fig. 4.24), ya que los resultados obtenidos
serdn de utilidad al discutir posteriormente el proceso de maduracion de quesos

elaborados con ambos tipos de leche.
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Fig. 4.24. Electroferogramas de muestras de leche de vaca (v) y oveja (0) de Frias.
Condiciones de separacion: A) Capilar de silice fundida, 18,5 kV
(~35 pA), tampdn fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 M y HPMC 0,05%
(p/v). B) Capilar neutro, 25,09 kV (~50 pA), tampén fosfato 50 mM,
pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05% (p/v) a 21°C. ldentificacion de
picos: 1: 0-as2; 2: V-ais2; 3: V-0Ls1; 4: 0-as1-1; 5: V-aso; 6: 0-ag-11; 7: v-k;
8: 0-as-111; 9: v-BB; 10: 0-x; 11: 0-B; 12: v-BAy; 13: v-BA,; 14: 0-By;
15: 0-B;.
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En los electroferogramas obtenidos se podia observar que en la
separacién de caseinas de oveja y vaca mediante el capilar neutro, solo aparecia
un pico en el que se solapaban dos caseinas, concretamente la B de oveja y la
B A; de vaca (Fig. 4.24 (B)) a diferencia de lo que sucedia con el capilar de
silice fundida donde se solapaban seis caseinas, dos a dos, en tres picos
diferentes (Fig. 4.24 (A)).

Por otra parte, dado que las caseinas as, de ambas especies tienen el
mismo numero de sitios potenciales de fosforilacion, el orden de migracion de
cada una de ellas, era debido probablemente a las 24 mutaciones de
aminoacidos que las diferencian (Richardson y Creamer, 1976; Boisnard y
Petrissant, 1985).

Con respecto a la caseina x de oveja indicar que migraba més tarde que
la de vaca, por ser méas larga (posee dos residuos mas), y por la diferente
composicion en azucares (Lopez-Galvez et al., 1994). Ademas, posee un
residuo de Cys adicional frente a la de vaca, aspecto que puede variar de
manera importante su estructura y por consiguiente su tiempo de migracion
(Jolles et al., 1974).

Por ultimo, sefialar que los picos correspondientes a las caseinas B
migraban en el orden esperado, puesto que aunque la B; de oveja tiene dos
aminoacidos menos que la B A, de vaca posee un grupo fosfato maés, lo cual
unido al tipo de sustituciones que presenta en veinte residuos producirian su

retraso (Richardson y Mercier, 1979).



4.2. Analisis de la hidrélisis enzimatica de
caseinas mediante EC
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En el presente apartado se procedio a la identificaciéon mediante EC de
los principales productos de degradacion liberados por la accion de diferentes
agentes proteoliticos de importancia en la industria lactea, ya que pueden
afectar a sus propiedades y a las de los productos lacteos elaborados, ademas de
jugar un papel importante durante la maduracion de los quesos (Farkye y Fox,
1992). Concretamente, se estudié la accion de plasmina (EC 3.4.21.7),
quimosina o renina (EC 3.4.23.4) y del preparado comercial Neutrase®
(Novozyme) sobre muestras purificadas de caseinas as, B y «, a diferentes
tiempos de incubacion (ver apto. 3.3). No obstante, en las siguientes gréaficas
unicamente se incluyen aquellos tiempos significativos para el estudio de la

hidrélisis enzimatica de cada caseina analizada.

El andlisis de la hidrolisis enzimatica de caseinas se realizd
paralelamente con los dos capilares objeto de estudio en el apartado anterior: (i)
capilar de silice fundida y (ii) capilar neutro, en las condiciones Optimas

previamente descritas (ver apdo. 4.1).

En el desarrollo de los resultados obtenidos en este apartado
experimental y teniendo en cuenta la linealidad de la respuesta frente a la
concentracion, fue posible la cuantificacion del porcentaje de hidrolisis,
determinando el area de cada pico antes y después del tratamiento enzimatico.
Si bien indicar, que para la realizacion de estos calculos se seleccionaron los
electroferogramas obtenidos con el capilar neutro dada la mayor resolucion que

presentaba este método.
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4.2.1. HIDROLISIS DE CASEINAS POR PLASMINA

En la leche bovina la actividad proteolitica se debe a la accion de una
proteasa alcalina de origen sanguineo, la plasmina. Esta enzima es parcialmente
resistente al tratamiento UHT (Recio et al., 1996a; 1996b) y también soporta la

pasteurizacion (Driessen y Van der Waals, 1978).

La plasmina es una serin-proteasa, similar a la tripsina en su actividad y
caracteristicas. La plasmina hidroliza los enlaces peptidicos por el extremo
carboxilo de residuos de Lys y Arg (Kitchen, 1985), con preferencia por la Lys.
La enzima de la leche bovina es muy activa en el intervalo de valores de pH
7,5-8,0 y a temperatura de 37°C (Kaminogawa et al., 1972; Fox, 1981), pero
como indica su actividad en varios tipos de quesos, esta enzima es estable y

activa en un amplio intervalo de pH (Bastian y Brown, 1996).

En las Fig. 4.25 y Fig. 4.26 se muestran los resultados de la hidrolisis de
la caseina as por la accion especifica de la plasmina analizadas con los
capilares de silice fundida y neutro, respectivamente. Los electroferogramas
mostraban que la caseina as, era hidrolizada después de 30 min de incubacidn,
siendo sus productos de degradacidn solubles a valores de pH 4,6. La hidrélisis
de esta caseina estad justificada por su alto contenido en residuos de Lys, los
cuales son sensibles al ataque enzimtico de la plasmina, siendo ocho los
posibles enlaces atacados (Le Bars y Gripon, 1989). Sin embargo, eran
necesarios tiempos de hidrolisis mayores (90 min) para observar un 24,1% de
degradacidn para la caseina as; y un 17,7% para la as. Este dato indicaba que
la caseina os; iba siendo hidrolizada a lo largo del tiempo. De hecho, el
pequefio pico detectado a tiempo de migracion de 27,2 min con el capilar de
silice y de 29,3 min con el neutro, podria corresponderse con el pico
denominado asP por Recio et al. (1997a), el cual posiblemente procederia de la
hidrolisis de la caseina a1, y se formaria siempre que la caseina o, haya sido
completamente hidrolizada. Sin embargo, no fueron detectados mas picos en los

electroferogramas ya que la hidrolisis de la caseina o rinde una serie de
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péptidos solubles a pH 4,6 (Recio et al., 1997a). Los productos de la hidrdlisis

de esta caseina por plasmina representan un grupo heterogéneo de péptidos

denominados con el

término de caseina A (Aimutis y Eigel, 1982).

Recientemente Addeo et al. (1995) han aislado el péptido caseina as; f(80-199)

que deriva de la degradacion de esta caseina por plasmina.
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Fig. 4.25. Electroferogramas de caseina as tratada con plasmina a diferentes tiempos
de incubacion. Condiciones de separacion: capilar de silice fundida, 18,5
KV (~35 pA), tampon fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05%

(p/v).
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Fig. 4.26. Electroferogramas de hidrélisis de caseina as tratada con plasmina a
diferentes tiempos de incubacion. Condiciones de separacion: capilar
neutro, 25,09 kV (~50 pA), tampoén fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 M y
HPMC 0,05% (p/v) a 21°C.

Con respecto a la hidrolisis de caseina B (Fig. 4.27 y Fig. 4.28), cabe
destacar que a los 30 min de reaccion se apreciaban claramente los péptidos
resultantes del ataque enzimatico, con velocidades de migracion mayores que la
variante B, observandose a los 90 min de incubacion perfiles muy semejantes

en ambos capilares.
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Fig. 4.27. Electroferogramas de caseina B tratada con plasmina a diferentes tiempos
de incubacion. Condiciones de separacidn: capilar de silice fundida,
18,5 kV (~35 pA), tampdn fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 M y HPMC
0,05% (p/v). Identificacion de picos: 1: y,A; 2: v1B; 3: v1A1; 4: y3B;
5: 'YlAl; 6: ’Y3A

La accion de la plasmina sobre caseina B libera una serie de péptidos que
se denominan caseinas y (Swaisgood, 1992). La fraccion de y-caseina esta
compuesta por yi, y2 Y Vs, que se corresponden con los fragmentos de caseina
B f(29-209), f(106-209) y f(108-209), respectivamente. La caseina y, contiene
His y Lys en las posiciones 106 y 107, las cuales estdn cargadas positivamente

a valores de pH bajos, y por tanto, tienen una mayor movilidad en las
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Fig. 4.28. Electroferogramas de caseina B tratada con plasmina a diferentes tiempos
de incubacion. Condiciones de separacion: capilar neutro, 25,09 kV
(~50 pA), tampdn fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05% (p/v)
a 21°C. ldentificacion de picos: 1: y,A; 2: v1B; 3: y1Aq; 4: v3B; 5: viAq;
6: vsA.

condiciones de operacion que el resto de caseinas y. En consecuencia, el orden

de migracion de las caseinas y deberia ser y,<y;<ys (Otte et al., 1997).

Por otra parte, es necesario tener en cuenta que en la muestra de caseina
B se detectd la presencia de tres variantes geneticas A;, A, y B. Las caseinas

B A1y A, se diferencian en la posicion 67 (His y Pro, respectivamente). Esta
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posicién sélo aparece en la caseina yi, por lo que la accion de la plasmina dara
lugar a dos caseinas y; diferentes, una por cada una de las caseinas B (y1A1 Y
v1A2), y sélamente una vy, y vs. Las diferencias entre la caseina B B y A, se
encuentran en las posiciones 67 (His y Pro, respectivamente) y 122 (Arg y Ser,
respectivamente). Por tanto, la accidn de esta enzima sobre la caseina B B dara
lugar a tres caseinas y distintas a las anteriores, y1B, y.B y y3B. En resumen, la

accion de plasmina sobre la caseina B rendiria 7 caseinas vy distintas.

Considerando tanto la carga neta, como el tamafio de estos péptidos, asi
como diferentes referencias bibliograficas (Otte et al., 1997; Recio et al.,
1997a; Miralles et al., 2000b; Molina et al., 2000, 2002), ha sido posible la
identificacion de seis de estos péptidos (y2A, y1B, y1A1, v3B, y1A2 y y3A) en los
electroferogramas de las Fig. 4.27 y Fig. 4.28. En las condiciones de trabajo no
fue posible identificar la caseina y,B, cuyo tiempo de migracion deberia ser
inferior al de la caseina y,A como consecuencia de su mayor movilidad por la

presencia de un residuo de Arg en la posicion 122.

Los electroferogramas correspondientes a la hidrolisis de caseina «
(Fig. 4.29) indicaban que la plasmina no presentaba actividad hacia esta
proteina. No obstante, en la bibliografia aparecen discrepancias sobre si la
plasmina puede o no hidrolizar a la k-caseina (Chen y Ledford, 1971; Andrews
y Alichanidis, 1983), argumentandose estos resultados como una consecuencia
de las condiciones medioambientales y/o a la concentracién de enzima y de

sustrato utilizadas (Crufferty y Fox, 1988).

Los resultados obtenidos hasta el momento, son concordantes con el
hecho de que en las leches bovinas las caseinas B y as resultan rapidamente
hidrolizadas por plasmina (Snoeren y Van Riel, 1979), la caseina as; mucho
més lentamente (Crufferty y Fox, 1988), mientras que la caseina x y las
proteinas del lactosuero son muy resistentes a la accion enzimdtica de esta
proteasa (Eigel, 1977).
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No obstante, cuando una mezcla de caseinas (os, B y «) era tratada con
plasmina, en las condiciones de separacion utilizadas, tnicamente fue posible la
identificacion de alguna de las caseinas y con el capilar neutro, concretamente
las caseinas y,A, viB, y1A2 y v3A (Fig. 4.30). El resto de las caseinas y migran
en la zona de la caseina as; 1o cual impide su deteccion. Resultados similares
refleja el trabajo de Recio et al. (1997a) en el que, partiendo de variantes
genéticas escogidas, sélo se detectaban cuatro de las caseinas y resultantes. No
fue posible identificar otros fragmentos fruto de la accién hidrolitica de la
plasmina, salvo el fragmento asP mencionado anteriormente, debido a que
muchos de estos productos liberados son solubles a pH 4,6.
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0 min (as, BYx)
0,08

0,06

0,04 K

0,027 \

0,10+

90 min BA,
0,08

Absorbancia (214 nm)
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0,04

0,02

10 20 30 40 50 60
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Fig. 4.30. Electroferogramas de mezcla de caseinas as, By « (1:1:1) tratadas
con plasmina a diferentes tiempos de incubacion. Condiciones de
separacion: capilar neutro, 25,09 kV (~50 pA), tampén fosfato 50 mM,
pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05% (p/v) a 21°C. ldentificacién de picos:
1. v2A; 2. v1B; 5: y1Aq; 6: 13A.
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4.2.2. HIDROLISIS DE CASEINAS POR QUIMOSINA
O RENINA

En el proceso de elaboracion de queso tiene lugar la precipitacion y
recuperacidn de las caseinas por desestabilizacion de las micelas al producirse
la ruptura de la «-caseina. Esta precipitacion puede llevarse a cabo
enzimaticamente, siendo la enzima mas utilizada en este proceso industrial la
qguimosina. Dicha enzima se extrae a partir del cuarto estomago de los terneros
sin destetar, siendo una de sus propiedades mas importantes su capacidad para
precipitar las caseinas sin promover un nivel de proteolisis elevado. Su
presencia en el queso se explica por transferencia desde la cuajada ya sea
parcialmente ligada a las caseinas o parcialmente disuelta en la humedad

residual del queso (Visser y van den Berg, 2002).

La quimosina es una aspartil-proteasa que pertenece al grupo de las
proteasas acidas, presentando una actividad enzimatica maxima a valores de pH
cercanos a 3,5. Sin embargo, en el cuajado de la leche el pH se encuentra
generalmente en torno a pH 5,5-6,5. Con respecto a su estabilidad, hay que
indicar que esta enzima es muy estable a valores de pH préximos a 5 pero, por
el contrario, a pH 3,5 sufre un proceso de autolisis, mientras que a pH
superiores a 6 es rapidamente desnaturalizada. En cuanto a la especificidad de
sustrato de la renina no ha sido estudiada de forma extensiva, pero parece muy
similar a la de la pepsina (Whitaker, 1994). Respecto a su efectividad sobre las
caseinas en el queso se han determinado diferencias frente a la hidrolisis
llevada a cabo en leche o modelos proteicos. Esto es debido a las distintas
condiciones ambientales de actuacion, ya que en el queso el pH se reduce a 5,2
con una temperatura de 8°C, se aflade sal hasta alcanzar un 5% de humedad y
las caseinas se encuentran en estado agregado (Fox y Guiney, 1973).

Los electroferogramas obtenidos con el capilar de silice fundida y neutro
para la hidrolisis de caseinas as con quimosina se detallan en las Fig. 4.31 y

Fig. 4.32, respectivamente. En ellos puede comprobarse como a medida que se
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incrementaba el tiempo de hidrolisis, disminuia la intensidad de los picos

correspondientes a las caseinas o1 Y diso.
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Fig. 4.31. Electroferogramas de caseina o tratada con renina a diferentes tiempos de
incubacion. Condiciones de separacién: capilar de silice fundida, 18,5 kV
(~35 pA), tampon fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 M y HPMC 0,05%

(p/v).
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Concretamente, a los 30 min de incubacion los porcentajes de hidrélisis,
en el caso del capilar neutro, eran del 76,9 y 81,2%, respectivamente, mientras
que despues de 90 min ambas caseinas habian sido casi totalmente degradadas.
La caseina as;, tanto en solucién como en el queso, es rapidamente hidrolizada
por la quimosina en los lugares carboxilicos de los enlaces peptidicos
Phe?*-Phe®* o Phe®*-Val®®, para originar los péptidos f(1-23/24) y f(24/25-199),

denominado este ultimo caseina-l-as; (Kristiansen et al., 1994).

Paralelamente a la degradacion de las caseinas asi Y aso, aparecian dos
nuevos picos a tiempos de migracion superiores de aproximadamente 42 y 47
min para el capilar de silice fundida y de 47 y 52 min para el capilar neutro, los
cuales probablemente representen el fragmento C-terminal f(24/25-199) de las
caseinas os1 Y oso, (caseina-l-os; Yy caseina-l-ag) (Otte et al., 1997),
respectivamente. Ademas, a un tiempo de migracion de 16,5 min en el capilar
de silice fundida y de 17,2 min en el neutro se detectaba un pequefio pico, que
podria corresponderse al péeptido f(1-23/24) de la caseina as;. Esta ruptura es de
gran importancia en los primeros momentos de la maduracion de la mayoria de
los quesos, y es responsable del ablandamiento de la textura de los mismos
(Creamer y Olson, 1982).

Lo anteriormente expuesto concuerda con el incremento observado en el
area de pico de las caseinas I-as; ¥ I-aso @ medida que aumentaba el tiempo de
hidrolisis, siendo maximo para un tiempo de incubacion de 45 min, para el cual
puede considerarse total la degradacion de las caseinas as1 Y aso. A partir de los
60 min de incubacion ambas caseinas, l-as; y I-as0, COmienzan a hidrolizarse,
indicando que pasarian a ser sustratos preferentes de la enzima, lo cual se ve
acompafiado por un ligero incremento en los pequefios picos que migran en la
zona comprendida entre la caseina aso y el fragmento I-as; (entre 40 y 47 min
en el capilar neutro). De hecho, hay evidencias de que la caseina-l-as es
hidrolizada por la quimosina durante la maduracion del queso rindiendo
productos de una elevada movilidad electroforética en PAGE-urea a pH alcalino
(McSweeney et al., 1993). Por tanto, los picos minoritarios que aparecen en el
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electroferograma, podrian representar estos péptidos insolubles a pH 4,6 y de

bajo peso molecular producto de la hidrélisis de la caseina-I-as.
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Fig. 4.32. Electroferogramas de hidrélisis de caseina «s tratada con renina a
diferentes tiempos de incubacion. Condiciones de separacion: capilar
neutro, 25,09 kV (~50 pA), tampén fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 M y
HPMC 0,05% (p/v) a 21°C.
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Por otra parte, es importante sefialar que con el capilar neutro, las sefiales
electroforéticas correspondientes a las caseinas I-as1 Y 1-aso S€ mostraban como
un doble pico (Fig. 4.32). Este hecho puede ser indicativo de la coexistencia de
dos variantes genéticas no detectadas con anterioridad mediante el anélisis con
el capilar de silice fundida y viene a confirmar la deteccion de dos picos para la
caseina a1 Yy ago que se apuntaban como un hombro del pico principal en la
Fig. 4.18 para el capilar neutro. En trabajos con variantes genéticas conocidas
de caseinas de vaca, Recio et al. (1997a; 1997d) detectaron también un leve
desdoblamiento del pico correspondiente a las caseinas o1 Y aso al analizar las
variantes heterozigéticas BC para ambas caseinas, mientras que obtenian un

unico pico al estudiar caseinas BB.

En contraste con la intensa hidrolisis sufrida por las caseinas as; y aso, la
caseina asz no era accesible a la accion de la renina, incluso a tiempos largos de
tratamiento (90 min). Este resultado concuerda con lo expuesto por Kristiansen
et al. (1994), quienes mostraron que la caseina as, era bastante resistente a la
hidrolisis por quimosina. No obstante, no existe una clara uniformidad de
criterio entre los distintos autores, sefialandose también el enlace Phe®3-Tyr?® de
la caseina as, como punto potencial de hidrolisis por la quimosina (McSweeney
et al., 1994a). Lo cierto, es que la actuacion de esta enzima se ve restringida a

las regiones hidréfobas de la molécula.

Los electroferogramas correspondientes a los productos de degradacion
liberados de la B-caseina por accion de la renina, se detallan en las Fig. 4.33 y
Fig. 4.34. Del analisis de ambas figuras se observa la mayor resolucién del
capilar neutro para resolver estas muestras. De hecho, no se pudieron identificar
con exactitud los fragmentos liberados a 90 minutos en el capilar de silice
fundida.

La hidrdélisis de B caseina B, A1 y A, era bastante rapida puesto que en
tan solo 30 min de incubacién se alcanzaba un 86,6; 81,7 y 81,8% de hidrdlisis
respectivamente, siendo a los 45 min del 94,9; 92,1y 92,1%. Como resultado de

esta hidrolisis se detectaron siete nuevos picos (1, 2, 3, 4,5, 6y 7) (Fig. 4.34).
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Fig. 4.33. Electroferogramas de caseina B tratada con renina a diferentes tiempos de
incubacion. Condiciones de separacién: capilar de silice fundida, 18,5 kV
(~35 pA), tampoén fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05%.

La B-caseina en solucion es hidrolizada secuencialmente en los sitios
Leu'®2-Tyr'%®, Ala'®-Phe'®, Leu'®-Ser'® y Leu™* -Leu'*?, para dar lugar a los
péptidos B-1°, B-1’", B-11 y B-111, respectivamente (Fox et al., 1993), siendo el
enlace entre los residuos 192-193 el més facilmente hidrolizable (Macedo et al.,
1996; Visser y van den Berg, 2002). El enlace 127-128 también se hidroliza
para formar el péptido B-1V a pH reducido (Visser y Slangen, 1977; Fox et al.,
1993). Estas distintas reacciones son secuenciales mas que competitivas, y

parece imposible la formacion directa de caseina-B-111 a partir de caseina § sin
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Fig. 4.34. Electroferogramas de caseina B tratada con renina a diferentes tiempos de
incubacion. Condiciones de separacion: capilar neutro, 25,09 kV (~50 pA),
tampén fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05% (p/v) a 21°C.
Identificacion de picos: 1,2,3: productos de degradacion de BB; 4: B-1""A;

5: B-1"As; 6: B-1""Ay; 7: B-IA,.
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la formacidn de los péptidos intermediarios B-1y B-11. La explicacion podria ser
que la conformacion de la caseina B, hace inaccesibles los enlaces al ataque

primario.

El analisis de los electroferogramas de la Fig. 4.34 muestra que a medida
que tiene lugar la degradacion de las caseinas B A; y A, se incrementa el
tamafio de los picos denominados 5y 7. A tiempos de incubacion superiores a
los 45 min se observaba una disminucion del area de pico de ambos fragmentos
a medida que aumentaba la de los picos denominados 4 y 6. Por tanto, segun lo
expuesto en el parrafo anterior, es posible que los péptidos nombrados en el
electroferograma como 5 y 7 se correspondan con la caseina-p-1’ o fragmento
f(1-192), mientras que los picos 4 y 6 con la caseina--1’" o fragmento f(1-189)
de las variantes genéticas A; y Ay, respectivamente. Ademas, los péptidos B-I’
y B-1"" difieren de la caseina p completa en 17 y 20 residuos de aminoécidos, lo
que explicaria los tiempos de migracién menores para estos fragmentos frente a
la caseina-B, a pesar de que ésta contiene un residuo de Arg mas que estaria
cargado positivamente a pH acido. Esto viene a demostrar que en la velocidad

de migracion no solo influye la carga global, sino la relacion carga/tamafio.

En relacion con la caseina B B se observa en los electroferogramas
(Fig. 4.34) que era totalmente hidrolizada por la quimosina tras 90 min de
incubacion, dando lugar a la aparicién de tres picos denominados 1, 2 y 3 en el

electroferograma.

Destacar también la aparicidon de cierto nimero de fragmentos a tiempos
de migracion superiores al de la caseina B A, que corresponderian a otros
productos de hidrolisis que en menor proporcidn se iban formando para tiempos

de incubacion prolongados.

Sin embargo, y a pesar de estos resultados, la quimosina no parece atacar
la B-caseina durante la maduracién del queso quizds como consecuencia de la
baja actividad de agua o por el estado inmovilizado de la caseina  en este

producto lacteo (Dalgleish, 1987). La regién muy hidrofébica C-terminal sufre
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reacciones dependientes de la temperatura de tipo hidrofébico haciendo que los
enlaces susceptibles de hidrdlisis queden inaccesibles a la quimosina. También
la presencia de NaCl al 5% tiene fuerte efecto inhibidor sobre esta enzima
(Fox y Stepaniak, 1993).

Con respecto a la hidrdlisis de caseina k por accion de la quimosina, la
Fig. 4.35 muestra como esta proteina era totalmente hidrolizada al cabo de 15
minutos de incubacion. De hecho, la renina hidroliza especifica y rapidamente
el enlace Phe'®-Met!°® (Van Hooydonk et al., 1984) dando lugar a la formacion
de la para-k-caseina y de un caseinomacropéptido (CMP). No obstante, en el
electroferograma no se detectaba ningln pico, dado que la para-k-caseina es
insoluble y se elimina segun se ha indicado en el protocolo experimental
correspondiente (apdo. 3.3.2) después de la desnaturalizacion de la proteina y el
CMP es soluble a pH 4,6.

El estudio de la hidrolisis de una mezcla de caseinas o, By x (Fig. 4.36)
demostraba de nuevo el mayor poder de resolucion del capilar neutro. Se podia
comprobar la répida desaparicion de la caseina k, junto con una mayor
hidrdlisis de las caseinas o (tanto as; como ag) frente a las caseinas (. Para
los 90 min de incubacion, se observaba que la hidroélisis de caseina B B, A1y A,
era Unicamente de 76,2; 64,3 y 65,4% respectivamente, se detectaba la
presencia del péptido f(1-23/24) complementario a la formacién del fragmento
I-as1, apreciado con claridad, al igual que el péptido I-as. Otro aspecto a
destacar en la hidrélisis de la mezcla de caseinas es la formacion de los
péptidos B-1" (picos 5y 7), frente a la escasa formacion de B-1"" (picos 4 y 6),

debida a la fuerte competencia con las caseinas § A;, A2y B.
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4.2.3. HIDROLISIS DE CASEINAS POR NEUTRASE®

El preparado enzimatico comercial denominado Neutrase® (Novozyme) es
una proteasa neutra producida por Bacillus subtilis, que se aplica
frecuentemente a la leche o0 a la cuajada con objeto de acelerar la maduracion de
quesos, tales como por ejemplo, queso tipo Cheddar (Guinee et al., 1991),
queso Edam (Pahkala et al., 1985), queso Manchego (L6pez-Fandifio et al.,
1991; Picon et al., 1995; 1997), queso Gouda (Skeie et al., 1995) o queso Ras
(Ezzat, 1990).

Los productos de degradacion de las caseinas os, resultantes de su
tratamiento con Neutrase® a diferentes tiempos, se detallan en los
electroferogramas de las Fig. 4.37 y Fig. 4.38 obtenidas con el capilar de silice

fundida y neutro, respectivamente.

Del anélisis de los resultados con ambos capilares se detectaban
productos de hidrélisis similares, si bien con el capilar neutro se observaba
duplicidad en alguno de los picos, posiblemente fruto de la presencia de
variantes genéticas BC para las caseinas o1 Y aso, tal y como se ha comentado
con anterioridad. El porcentaje de hidrélisis a los 15 min de incubacidn era de
42,4y 53,2% para as; Y oo, respectivamente, y a los 45 min de 82,1 y 84,6%.
Los tiempos de migracion de alguno de los productos de la hidrélisis eran
comparables a los que se obtenian cuando se estudiaba la hidrolisis con renina,
lo cual hace suponer que podria tratarse de los mismos productos,
concretamente del fragmento I-as1 y I-os0. NO obstante, la menor especificidad
de este preparado enzimatico daria lugar a la liberacién de otra serie de
productos de dificil identificacion que eran detectados a tiempo de migracion

entre las caseinas as y I-os1.



200 Resultados y discusién

0,087

) Caseina o
0 min
0,06 %s1
0,04
(O8]
0,027 As2
I_H

’é\ 0,08
c 15 min
S 0,06
>
.S
S 0,04-
(9]
2
2 002
<

0,08~ '

45 min
0,06
0,04
I-o
07027 Ols1 I_as]- s0
a1 f(1-23) Olso
I I I I
10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Fig. 4.37. Electroferogramas de caseina os tratada con Neutrase® a distintos tiempos
de incubacion. Condiciones de separacién: capilar de silice fundida,
18,5 kV (~35 pA), tampon fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC
0,05% (p/v).

Por otra parte, a un tiempo de migracién de 15 min en el capilar de silice
fundida y aproximadamente de 20 min en el capilar neutro, aparecian una serie
de fragmentos, alguno de los cuales podria corresponderse al péptido
as1 T(1-23/24). No obstante, para la identificacion de estos fragmentos, seria
preciso realizar estudios complementarios mediante otras técnicas analiticas

tras su recogida selectiva, como por ejemplo anéalisis de su secuencia de
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Fig. 4.38. Electroferogramas de caseina os tratada con Neutrase® a distintos tiempos
de incubacién. Condiciones de separacién: capilar neutro, 25,09 kV
(~50 pA), tampon fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05% (p/v)
a 21°C.

aminoacidos, estudio de su espectro de masas, o calculo de su peso molecular

con patrones de masas moleculares en electroforesis en gel, entre otras.

Estos resultados contrastan con los estudios de Fernandez-Garcia et al.
(1994) que constataron que la adicidn de esta proteasa neutra en la manufactura
de queso tipo Manchego no potenciaba la hidrolisis de as-caseinas ovinas o

bovinas en el queso, lo cual concordaba con los datos publicados previamente
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sobre queso Manchego (Nufiez et al., 1991) y queso Cheddar (Law y Wigmore,
1983). Por el contrario, la caseina as; bovina si era hidrolizada por este
preparado enzimatico en modelos proteicos (Lépez-Fandifio et al., 1991) y asi
mismo Picon et al. (1995) observaron una hidrdlisis extensiva durante las
primeras 24 horas de la caseina as; en la fabricacién de queso Manchego con

adicion de Neutrase® encapsulada en liposomas.
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Fig. 4.39. Electroferogramas de caseina B tratada con Neutrase® a distintos tiempos
de incubacion. Condiciones de separacidn: capilar de silice fundida,
18,5 kV (~35 pA), tampon fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC
0,05% (p/v). ldentificacion de picos: 1. y,A; 2: v1B; 3: viA1; 4. 73B;
5: v1Ay; 6: y3A; 7: no identificado.



Andlisis de la hidrolisis enzimatica de caseinas mediante EC 203

0,07
0,06 | Omin BA;
0,05
0,04 -
0,03 -
0,02 BB

0,01 L\_’/

0,07 | |
0,06 | 15min

0,05
0,04
0,03
0,02
0,01 -

Caseina B

BAL

Absorbancia (214 nm)

0,07 -
0,06 | 45min
0,05
0,04 |
0,03
0,02 1
0,01

I
10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Fig. 4.40. Electroferogramas de caseina B tratada con Neutrase® a distintos tiempos
de incubacion. Condiciones de separacion: capilar neutro, 25,09 kV
(~50 pA), tampon fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05% (p/v)
a 21°C. Identificacion de picos: 1: y,A; 2: viB; 3: y1Aq; 4: v3B; 5: v1As;
6: v3A; 7: no identificado.

Respecto a la hidrélisis de B-caseina por Neutrase® se veia en los
electroferogramas de las Fig. 4.39 y Fig. 4.40 que esta caseina sufria una rapida
hidrolisis, pues en 15 min de tratamiento la variante B era degradada un 74,1%
y cerca del 60% las variantes A; y A,, siendo total la hidrolisis a los 45 min de

incubacion.
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Los productos de degradacion de esta caseina fueron de dificil
identificacion (picos numerados de 1 a 7). Aunque cabria esperar una actividad
tipo renina, por los péptidos encontrados a partir de la as-caseina (Fig. 4.37 y
Fig. 4.38), no se apreciaba el mismo comportamiento de la proteasa neutra al
hidrolizar la B-caseina. Se observaba que los péptidos resultado de la hidrélisis

inicial, eran posteriormente degradados tras la desaparicién de la caseina .

Lopez-Fandifio et al. (1991) indican que mediante electroforesis en
presencia de SDS desnaturalizante (SDS-PAGE) el preparado enzimatico
Neutrase® degradaba la B-caseina bovina generando cuatro bandas de pesos
moleculares 23.000, 21.000 (probablemente y;-caseina segun Eigel et al.,
1984), 20.700 y 20.000 Da, asi como productos de degradacion de pesos
moleculares inferiores a 14.000 Da que incluirian las caseinas y, y ys indicadas
por Eigel et al. (1984).

Considerando este hecho y teniendo en cuenta los tiempos de migracion
de las caseinas y en el estudio de hidrolisis con plasmina, es posible que los
picos numerados como 1, 2, 3, 4 y 5 en los electroferogramas del capilar de
silice fundida (Fig. 4.39) se correspondan con las caseinas v,A, y1B, y1A1, y3B Yy
v1A2, y los picos 3, 5y 6 que aparecen en el capilar neutro (Fig. 4.40) con las
caseinas y1A1, v1A2 Y v3A, respectivamente. El pico 7 no identificado es comun
en ambos capilares y es un producto mayoritario de la accién hidrolitica de este

preparado enzimatico.

El ataque de Neutrase® sobre la k-caseina era muy rapido, de modo
similar a lo que sucedia con la quimosina, produciéndose la hidrélisis total al
cabo de 15 min de incubacioén y rindiendo productos solubles a pH 4,6. Por ello,
se muestran unicamente los resultados obtenidos mediante el capilar neutro
(Fig. 4.41).
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Fig. 4.41. Electroferogramas de caseina « tratada con Neutrase® a distintos tiempos
de incubacion.Condiciones de separacion: capilar neutro, 25,09 kV
(~50 pA), tampon fosfato 50 mM, pH 3 con urea 6 My HPMC 0,05% (p/v)
a 21°C.

Es conocido que Neutrase® actia sobre la k-caseina dando lugar a un
producto fruto de hidrolisis primaria de 15 kDa, que se corresponde con la
para-x-caseina (Eigel et al., 1984; Lopez-Fandifio et al., 1991). Esto explica por
qué la adicion de Neutrase® a la leche acelera la accion normal de coagulacion

de la renina (Law y King, 1985; Fernandez-Garcia et al., 1990).

En la siguiente figura (Fig. 4.42) se muestran los resultados de la
hidrélisis por Neutrase® sobre una mezcla de caseinas as, P y x. Los resultados
mostraban una mayor hidrolisis de la caseina B en relacion con las caseinas o,

si bien esta era menor que la que experimentaba cada caseina por separado.
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En bibliografia la degradacion por Neutrase® de caseina P se considera
siempre de mayor grado a la que sufren las caseinas as; en concreto, estudios
sobre caseina procedente de leche (Lépez-Fandifio et al., 1991) y en
maduracién de quesos (Fresta et al., 1995; Picon et al., 1995) dieron relaciones
de degradacion B/os de 2,5 en 4 horas y 1,3 en 15 minutos, respectivamente. Si
bien, dichos resultados no son comparables puesto que la relacién
enzima-sustrato y el tiempo de hidrdlisis eran diferentes, pero confirmaria que
efectivamente la hidrélisis de [B-caseina se produce antes que la de las

caseinas o.

En la muestra con el capilar de silice fundida, a un tiempo de migracion
de aproximadamente 27,5 min, se observa el pico denominado 7
correspondiente al producto mayoritario liberado de la hidrdlisis de la caseina
. También fue posible detectar los picos 1, 2, 3, 4 y 6 que podrian
corresponderse segun lo analizado previamente a diversas caseinas y (y2A, y1B,
v1A1, v3B y v3A, respectivamente). La y;A, que se corresponderia con el pico 5
no se detecta claramente puesto que migra junto con la as y s6lo es posible
reconocerla a los 15 min de hidrolisis. A su vez, a partir de los 30 min de
incubacion, se detecta la caseina-l1-as; y su fragmento complementario o

f(1-23) que tiene un tiempo de migracidn de aproximadamente 14,5 min.

Los electroferogramas de hidrolisis de la mezcla de caseinas con
Neutrase® en el capilar neutro permiten detectar fragmentos de la hidrélisis de
caseinas as a tiempos de migracion superiores a la caseina B A,. También es
posible encontrar péptidos de elevada velocidad de migracion sobre los 15 min,
que se podrian corresponder al fragmento o f(1-23). Por su parte, los picos 1,
2 y 3 serian las y caseinas (y2A, yiB y y1A;, respectivamente). Adicionalmente
se apreciaba la aparicién de un fragmento desconocido junto a la caseina oso

como un hombro a su derecha de intensidad considerable (Pico 8).






4.3. Estudio de la maduracion de quesos
mediante EC






Estudio de la maduracion de quesos mediante EC 211

La produccion quesera en Espafia se ha visto incrementada en los ultimos
tiempos, pasando de 220.000 Tm anuales en 1992 (Cenzano, 1992) a 281.000
Tm en 1999 (Ministerio de Agricultura, mayo 2000). De las 281.000 Tm,
103.000 se correspondieron a quesos mezcla de leches de diversas especies,
28.000 fueron de quesos de oveja, 4.500 Tm de quesos de cabra y 62.500 Tm
elaboradas con leche de vaca. Las Tm restantes lo constituyen quesos blandos
untables o de pasta fresca (83.000 Tm).

Las importaciones de queso han crecido también considerablemente
pasando de 50.000 Tm en 1992 a 102.000 Tm en el afio 2000, asi como las
exportaciones que de 18.000 Tm en 1992 han pasado a 31.000 Tm en el afio
2000. Estos datos vienen a confirmar la importancia de la industria quesera
como parte del sector lacteo, que esta ampliamente consolidado dentro del
ambito alimentario. Es por ello, que en la Gltima década, las investigaciones a
escala mundial han ido encaminadas a estudios sobre modificaciones y mejoras
en la fabricacion de las diferentes variedades de quesos, asi como a la
comprensidn de una forma mas detallada de los procesos de maduracion con el

fin de poder introducir mejoras en el ambito industrial sin pérdida de calidad.

Como ya se ha comentado en apartados previos (apdo. 2.1.4.2) una de las
técnicas que mas éxito esta alcanzando en estos estudios es la EC, al menos en
lo que a hidrélisis primaria de las caseinas se refiere (Ardd, 2002). Sin
embargo, tal y como afirman Molina et al. (2002), s6lo unos pocos trabajos se
han referido al estudio de la proteolisis en quesos mediante EC por analisis de
la fraccidn caseinica (Recio et al., 1997a; Broadbent et al., 1998; Gouldsworthy
et al., 1999; lzco et al., 1999b; Otte et al., 1999; Molina et al., 2000; Strickland
et al., 2001; Trujillo et al., 2002) comparado con los realizados mediante otros

tipos de electroforesis.
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4.3.1. ANALISIS MEDIANTE ELECTROFORESIS
CAPILAR DEL ESTADO DE MADURACION DE
QUESOS DE OVEJA

Los quesos de oveja proporcionados por Quesos Frias S.A. y elaborados
con leche cruda de oveja se analizaron mediante los dos capilares (de silice
fundida y neutro) empleados en los ensayos anteriores, utilizando las
condiciones de analisis 6ptimas obtenidas previamente en el apartado 4.1. Para
la identificacion de algunos de los productos de hidrolisis liberados durante el
proceso de maduracion, se analizaron muestras de queso tratadas con plasmina
y renina, tal y como se indica en material y métodos (apdo. 3.4.3). De las
diferentes condiciones de hidrélisis indicadas en el citado apartado, Unicamente

se seleccionaron los electroferogramas que aportaban mayor informacién.

Los electroferogramas obtenidos con el capilar de silice fundida y con el
neutro, correspondientes a la separacion de la fraccion proteica insoluble a pH
4,6 (apdo. 3.2.3) de muestras de queso de oveja a diferentes tiempos de
maduracion, se muestran en las Fig. 4.43 y Fig. 4.44, respectivamente. La
identificacion de las caseinas intactas (a1, as2 Y B) se realizd por comparacion
de los tiempos de migracion relativos con los obtenidos al analizar leche de
oveja (apdo. 4.1.3.3). En total, junto con las caseinas intactas se consideraron
16 picos en el capilar de silice fundida (denominados con el subindice s)
(Fig. 4.43) y 21 en el capilar neutro (denominados con el subindice n)
(Fig. 4.44).

Los resultados obtenidos con ambos capilares, mostraban una buena
resolucion entre las proteinas intactas y los productos de degradacion presentes
en la cuajada (tiempo de maduracion 0 dias). El perfil electroforético de esta
muestra era muy similar al obtenido al analizar la fraccidn insoluble a pH 4,6

de la leche de oveja correspondiente a dicho queso. Sin embargo, el pico de la
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k-caseina desaparecia con la presencia de un nuevo pico correspondiente a la
para-k-caseina (pico 1s 6 1n), el cual se solapaba con alguna de las caseinas as;
en el electroferograma obtenido con el capilar de silice (Fig. 4.43), mientras

que con el capilar neutro aparecia totalmente resuelto (Fig. 4.44).

Los electroferogramas de los quesos de tiempos de maduracion superior a
20 dias mostraban importantes cambios como consecuencia de la proteolisis
primaria, la cual se debe fundamentalmente al resultado de la accion de
proteasas enddgenas (plasmina, catepsina D, proteasas de células somaticas...) y
de la enzima coagulante residual. Sin embargo, las proteasas procedentes de las
bacterias acido lacticas iniciadoras o starter y de microorganismos no-starter
también se encuentran activas en la degradacion de las proteinas del queso (Fox
et al., 1993). A la hora de la identificacion de estos picos nos encontramos con
el inconveniente que suponia el desconocimiento del mecanismo de coagulacién
empleado en la elaboracion de los quesos comerciales analizados y del tipo de

cultivos starter empleados.

Se observa la degradacion a lo largo del tiempo de maduracién de los
picos correspondientes a la caseina as; (Fig. 4.43 y Fig. 4.44). La hidrdlisis de
esta caseina es uno de los eventos mas importantes que tienen lugar durante el
proceso de maduracion de los quesos, ya que de él depende el desarrollo de
textura y aroma en este producto (Creamer y Olson, 1982). Como ya se ha
comentado la accién de la quimosina sobre la caseina as; bovina rinde el
péptido I-as1. En quesos de oveja se ha descrito también una actividad similar
(Molina et al., 2000), por lo que el fragmento I-as; s uno de los productos mas
importantes que aparece en los quesos. Con objeto de poder identificar este pico
se trataron muestras de queso de 0 dias de maduracién con quimosina (Fig. 4.45

y Fig. 4.46) (ver apdo. 3.3.3).
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Fig. 4.43. Electroferogramas obtenidos mediante el capilar de silice fundida
de la fraccidn insoluble a pH 4,6 de quesos de oveja a diferentes
tiempos de maduracion. Identificacion de picos: 1s: p-k+ouy;
2s: ais2; 3s: R; 4s: R; 5s: Pico5; 6s: asl; 7s:vy; 8s: agll; 9s: R;
10s: aglll+y;  11s: R; 12s:y; 13s: B+R; 14s: B,; 15s: B1+P;
16s: I-ous1.
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Electroferogramas obtenidos mediante el capilar neutro de la
fraccidn insoluble a pH 4,6 de quesos de oveja a diferentes tiempos
de maduracion. Identificacion de picos: 1n:p-x; 2n: ag;
3n: as+péptido; 4n:vy; 5Sn:y; 6n:R; 7n: agl; 8n:agll; 9n:vy;
10n:y; 11n: aglll+y; 12n: R; 13n: B; 14n:y; 15n: B,; 16n:P;
17n: B4; 18n: Pico 18; 19n: I-asy; 20n: P; 21n: P.
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Fig. 4.45. Electroferogramas de queso de oveja de 0 dias de maduracién tratado con
renina 0,008% durante 120 min a 37°C. Capilar de silice fundida.
Identificacion de picos: 1s: p-k+asy; 2S: as; 3S: R; 4s:R; 6S: ogl;
8s: asill; 9s: R; 10s: aglll+y; 11s: R; 13s: B+R; 14s: B,;  15s: By;
16s: I-oi1.

De la comparacion de los perfiles electroforéticos de esta figura podia
concluirse que los picos 16s (capilar de silice fundida) y 19n (capilar neutro) se
corresponden con la caseina I-os;. Ademas, podia comprobarse como el area de
los picos 3s, 4s, 9s, 11s y el hombro de la izquierda del 13s para el capilar de
silice fundida y el 6n y 12n para el neutro, se incrementaba con la adicion de
quimosina al queso. Posiblemente estos picos se formaban por la accién del
“cuajo” sobre las caseinas de la leche. Este hecho indicaria que la enzima
coagulante utilizada tendria posiblemente una actividad similar a la quimosina.

Ademas, la elevada actividad de la quimosina hacia las caseinas 1 y B2 en
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muestras de queso (Fig. 4.45 y Fig. 4.46) contrasta con el bajo efecto que tiene
esta enzima sobre la B caseina de este tipo de queso (Fig. 4.44). Asi, en queso
Manchego, elaborado con leche de oveja, aproximadamente el 90% de la
B-caseina permanecia intacta al final del periodo de maduracion (Ordofiez et
al., 1978).
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B2
0,03+
st

0,024 p-x |1l
g s
: 0'01 7 FL\ ) B L\/'\—,_/\
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E U
% I |
g 0,03+
a Queso con renina
<

0,02 15n
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2n | 17n
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0,01 - n8n 12n ‘19n
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Fig. 4.46. Electroferogramas de queso de oveja de 0 dias de maduracién tratado con
renina 0,004% durante 90 min a 37°C. Capilar neutro. ldentificacién de
picos: 1n: p-x; 2n: as; 3n: agp+péptido; 6n: R;  7n: agl; 8n: agll;
11n: aglll; 12n: R; 13n: B; 15n: By; 17n: B1; 19n: I-0;.

También es conocido que la plasmina, principal proteasa enddgena de la
leche, actla sobre la B-caseina dando lugar a la formacion de y-caseinas (Fox et
al., 1993; Trujillo et al., 1997). Con objeto de identificar estos péptidos se

analizaron mediante EC muestras de queso (0 dias de maduracidn) tratadas con
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plasmina (Fig. 4.47 y Fig. 4.48) (ver apdo. 3.3.3). Considerando los tiempos de
migracion relativa mostrados por otros autores (Molina et al., 2000; Trujillo et
al., 2000), fue posible la identificacién de alguna y-caseina como los picos 7s,
el hombro que aparece junto con la caseina as; Il (integrados conjuntamente en
el pico 10s) y el pico 12s en el capilar de silice fundida, y los picos 4n, 5ny
14n en los electroferogramas obtenidos con el capilar neutro. Ademas, en los
electroferogramas del capilar sin tratar (Fig. 4.47) se observa cémo el hombro
que aparece a la izquierda de la caseina B (integrados ambos en el pico 15s)
proviene de la accién de la plasmina, asi como el pico 16n cuando la muestra

era analizada con el capilar neutro (Fig. 4.48).
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Fig. 4.47. Electroferogramas de queso de oveja de 0 dias de maduracién tratado con
plasmina 0,04% durante 240 min a 37°C. Capilar de silice fundida.
Identificacion de picos: 1s: p-k+asy; 2S: asz; 6S: agl; 7s:y; 8s: asll;
10s: o 11+y; 12s: v; 13s: B; 14s: By; 15s: Pi.
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En resumen, con ambos capilares fue posible la identificacion de las
caseinas intactas (os, B) y de los principales productos de hidrdlisis que
aparecian durante el proceso de maduracion de quesos (para-k-CN,
caseina-l-as; y y-caseinas). Sin embargo, los picos detectados con cada uno de
los capilares no fueron los mismos, recogiéndose en la Tabla 4.21 la asignacion

de picos para ambos capilares.
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Fig. 4.48. Electroferogramas de queso de oveja de 0 dias de maduracién tratado con
plasmina 0,04% durante 240 min a 37°C. Capilar neutro. Identificacion de
picos: 1n: p-x; 3n: as+péptido; 4n:y; 5n:y; 9n:y; 10n:y; 11n: aglll+y;
14n: y; 15n: By; 17n: By; 20n: P.
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Tabla 4.21. Tabla de asignacion de picos en los electroferogramas de muestras de
quesos de oveja. Capilar de silice fundida y capilar neutro.

Caseina o péptido

Pico® Capilar de silice fundida  Pico® Capilar neutro
1s para-k + o2 1n Para-k
2s Ols2 2n Ols2
3s R® 3n as2 + péptido
4s R® 4n y casefna
5s Pico 5 5n y caseina
6s s | 6n RP
7s y caseina 7n oy |
8s osy 1 8n a1 1
9s R® 9n y casefna
10s as1 I+ y caseina 10n y caseina
11s R® 11n as 111 + y casefna
12s y caseina 12n R®
13s B+R" 13n B
14s B2 14n y caseina
15s By + PC 15n B2
16s Caseina-l-os; 16n P°
17n B1
18n Pico 18
19n Caseina-l-os1
20n P°
21n P°

& “s” capilar de silice fundida y “n” capilar neutro
b R: fragmento observado tras la adicién de renina
¢ P: fragmento observado tras la adicion de plasmina
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Por otra parte, a partir de las areas de pico se calculé el porcentaje de

caseinas as y B residual en el queso para los diferentes tiempos de maduracion,

representados en las Fig. 4.49 para el capilar de silice fundida y Fig. 4.50 para

el capilar neutro. Un primer analisis de estas figuras indicaba una mayor

proteolisis de las caseinas as en comparacion con las caseinas B presentes en el

queso de oveja. Este comportamiento ha sido descrito por otros autores en los

primeros meses del proceso de maduracién de los quesos (Fernandez-Salguero,
et al., 1989, Guindeo et al., 1990; Nufiez et al., 1991; Macedo y Malcata, 1997;

Izco et al., 1999b). En concreto, era la caseina as; Il la que sufria una mayor

hidrélisis para tiempos cortos de maduracion, ya que aproximadamente un 70%

de la caseina inicial habia sido degradada en el queso de 42 dias de elaboracidn.
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Fig. 4.49. Evolucion del porcentaje residual de as-caseina (A) y B-caseina (B) en
quesos de oveja a lo largo del tiempo de maduracion. Resultados obtenidos
a partir del capilar de silice fundida (ver Fig. 4.43).
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Fig. 4.50. Evolucién del porcentaje residual de as-caseina (A) y B-caseina (B)
en quesos de oveja a lo largo del tiempo de maduracion. Resultados
obtenidos a partir del capilar neutro (ver Fig. 4.44).

Como ya se ha indicado, el pico correspondiente a la caseina os;-111
migraba conjuntamente con una y-caseina, lo cual explicaria las oscilaciones en

el porcentaje residual de esta caseina a lo largo del tiempo de maduracién.

En relacion con la caseina o, se observa en las Fig. 4.49 y Fig. 4.50 que
si bien esta proteina sufria un 60% de degradacion durante todo el proceso de

maduracion, la mayor hidrolisis tenia lugar en los primeros 42 dias del proceso.
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Este hecho esta relacionado con la susceptibilidad de la caseina as, al ataque de

la plasmina y en menor medida al de la quimosina (Fox y Stepaniak, 1993).

En el caso de la caseina B se observaron discrepancias en el porcentaje
de hidrolisis obtenido con el capilar de silice fundida y con el neutro al cabo de
139 dias de maduracién (50,3 y 25,6%, respectivamente). Dado que en los
electroferogramas obtenidos con el capilar de silice fundida junto con esta
caseina migraban otros productos liberados durante la maduracion, el valor
calculado a partir de este capilar estaria sobreestimado siendo més correcto el
calculado a partir del andlisis de las muestras con el capilar neutro.

En el analisis de la caseina 1 nos encontramos con una situacién similar
a la descrita en el parrafo anterior, por lo que se consideré6 méas adecuado el
porcentaje de degradacion calculado a partir de los electroferogramas obtenidos
con el capilar neutro. EIl resultado obtenido mostraba que tras 139 dias de
curacioén unicamente permanecia en el queso un 6,7% de caseina B, lo cual
significaba que era esta caseina la que experimentaba una mayor hidrolisis

durante el proceso de maduracion.

Por otra parte, indicar el andmalo comportamiento detectado en la
muestra de 69 dias de maduracion. Para todas las caseinas estudiadas se observo
un incremento del area de todos los picos, lo cual implicaba una hidrdlisis
menor de la que probablemente le correspondiese para su tiempo de
maduracion. Este hecho podria deberse a la diferencia en el contenido proteico
en la leche de partida, a la variacion en la concentracién de enzima coagulante
o de los cultivos starter afiadidos, a un menor desuerado, a cambios en las
condiciones de temperatura o humedad durante el almacenamiento, entre otras
posibilidades. A este respecto, también se han detectado marcadas oscilaciones
en el porcentaje de caseina residual para determinados tiempos de curacion en
diversos estudios realizados sobre el grado de maduracion de quesos
comerciales (Gaiaschi et al., 2000, 2001; Strickland et al., 2001) y de quesos
elaborados en plantas piloto (Gouldsworthy et al., 1999).
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En resumen, durante los primeros dias de maduracién la proteolisis tenia
lugar fundamentalmente sobre las caseinas os. A partir de los 102 dias de
curacion, la ruptura de dichas caseinas era més limitada, observandose una
mayor hidrélisis de las caseinas B. No obstante, en ningln caso se observaba
una hidrolisis total de las caseinas. Este comportamiento concuerda con los
resultados obtenidos por otros autores que han observado una mayor resistencia
a la proteolisis en los quesos de oveja aplicando la técnica de SDS-PAGE
(Poveda et al., 2003). Asi por ejemplo, Mendia et al. (2000) proporcionaron
datos sobre oas- Yy pB-caseinas totales residuales de 10,1% y 37,1%

respectivamente para 180 dias de maduracién en quesos tipo Idiazabal.

Finalmente, indicar que con los datos sobre el porcentaje de hidrélisis de
las caseinas discutidos anteriormente, no era posible obtener una correlacion
lineal con el tiempo de maduracion. En este sentido, y con objeto de poder
predecir el tiempo de maduracion de un queso mediante analisis electroforéticos

se procedio en el apartado 4.3.3.1 al estudio multivariante del problema.

4.3.2. ANALISIS MEDIANTE ELECTROFORESIS
CAPILAR DEL ESTADO DE MADURACION DE
QUESOS MEZCLA

Las muestras de quesos mezcla analizadas se correspondian tambien a
quesos suministrados por la empresa Quesos Frias, S.A. y elaborados con leche

cruda de oveja y leche pasteurizada de vaca.

Las Fig.4.51 'y Fig.4.52 muestran, respectivamente, los
electroferogramas obtenidos, con el capilar de silice fundida y el neutro, al
analizar la fraccién insoluble a pH 4,6 de quesos mezcla de distintos tiempos de
maduracién. A pesar de la complejidad de las muestras fue posible la

identificacion de todas las caseinas de ambas especies. No obstante, como ya se
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habia observado al analizar muestras de mezclas de leche (apdo. 4.1.3.3), las
caseinas p A; (de vaca) y B (de oveja) migraban conjuntamente en el pico 12s
(capilar de silice fundida) y pico 11n (capilar neutro). Separaciones
electroforéticas similares han sido descritas por otros autores (Molina et al.,
1999; 2000). Ademas, en las figuras se observa que no fue posible la separacion
de las caseinas B A, de vaca y B, de oveja, por lo que se integraron como un
Unico pico (pico 13s, junto con un producto de hidrdlisis como se discutira
posteriormente, y pico 12n). Ademas de las caseinas intactas fue posible la
separacion de diferentes productos de hidrélisis liberados durante el proceso de
maduracion. En total se pudieron integrar 18 picos con el capilar de silice
fundida (Fig. 4.51) y 16 con el neutro (Fig. 4.52).

En los electroferogramas correspondientes a quesos de 0 dias de
maduracidn se observaba la presencia de un pico a un tiempo de migracion de
24,96 min (pico 1s, capilar de silice fundida) y de 28,97 min (pico 1n, capilar
neutro). Este pico desdoblado se deberia a la presencia tanto de p-x-caseina de
oveja como de vaca. En concreto, el de menor velocidad de migracion se
corresponderia con la p-k-caseina de oveja, ya que su diferencia con el
correspondiente péptido bovino radica en dos residuos de Ala que son

|65

sustituidos por Val® y Asp®, lo que le confiere mayor voluminosidad a

igualdad de carga.
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Fig. 4.51. Electroferogramas obtenidos mediante el capilar de silice fundida de la

fraccion insoluble a pH 4,6 de quesos mezcla a diferentes tiempos de
maduracién. ldentificacién de picos: 1s: p-k(v y 0)+os(0); 2s: as2(0);
3s: as2(V);  4siy; 5S:as(V);  6S:asl(0); 7S aso(Vv);  8s:asill(0)+y;
9s: asil11(0)+y; 10s: Pico 10; 11s: BB(v); 12s: BA1(v)+B(0)+P;
13s: BA(V)+B,(0)+P; 14s: B1(0)+P; 15s: caseina-l-as;; 16s: Pico 16;
17s: P; 18s: P.
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Fig. 4.52. Electroferogramas obtenidos mediante el capilar neutro de la fraccién
insoluble a pH 4,6 de quesos mezcla a diferentes tiempos de maduracion.
Identificacion de picos: 1n: p-k(V Yy 0)+as2(0); 2n: as(V); 3n: as(V)+y;
an:y; 5n: as(V); 6n: asil(0); 7n: ase(Vv); 8n: o l1(0)+y; 9n: asll1(0);
10n: BB(v);  1ln: BAi(V)+B(0);  12n: BA(V)+B2(0);  13n: B1(0)+P+R
(caseina-l-as1); 14n: Pico 14; 15n: R; 16n: P de oveja.
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Con objeto de poder identificar alguno de los productos de hidrolisis mas
significativos del proceso de maduraciéon de quesos, como son el fragmento
caseina-l-as; y las y-caseinas, se trataron muestras de queso de 0 dias de
maduracion con renina (Fig. 4.53) y plasmina (Fig. 4.54 y Fig. 4.55). En el caso
de quesos mezcla tratados con renina Unicamente se muestran los resultados
obtenidos con el capilar neutro (Fig. 4.53), dada la baja resolucion obtenida con

el capilar de silice fundida.
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OleB
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Fig. 4.53. Electroferogramas de queso mezcla de O dias de maduracién tratado con
renina 0,004% durante 90 min a 37°C. Capilar neutro. Identificaciéon de
picos: 1n: p-k(v y 0)+as2(0); 2n: asa(V); 3n: as2(V); 5n: o1 (V); 6n: as1(0);
7n: aso(Vv);  8n:agll(0); 9n: aglll(o); 10n: BB(v); 11n: BAs(v)+p(0);
12n: BA,(V)+B2(0); 13n: Bi(0)+R(caseina-1-os1); 14n: Pico 14; 15n: R.
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Del analisis de los electroferogramas de la Fig. 4.53 y los tiempos de
migracion relativos observados por otros autores (Molina et al., 2000), podria
asignarse el pico 15s y hombro derecho de la caseina ovina B; (pico 13n) a la
caseina-l-as;. Esta suposicion se veia confirmada por el incremento que
experimentaban estos picos, paralelo a la hidrdlisis de las caseinas as, Si bien,
posteriormente, este péptido también era degradado por la accion de las

proteasas presentes.
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Fig. 4.54. Electroferogramas de queso mezcla de O dias de maduracién tratado con
plasmina 0,04% durante 240 min a 37°C. Capilar de silice fundida.
Identificacion de picos: 1s: p-k(V y 0)+as2(0); 4s: v; 58 as1(V); 6S: as11(0);
7s: aso(V); 8s: astl1(0)+y; 9s: agll1(0)+y; 11s: BB(v); 12s: BA1(v)+B(0)+P;
13s: BA,(v)+P2(0)+P; 14s: B1(0)+P; 17s: P; 18s: P.



234 Resultados y discusién

0,04
Queso sin plasmina Ols1 BA,
0,03
BA+B
01027 aSO BB Bl
P sy B
0,01 Os2
E —= (]
S 1l U
<
—
o
.S I T
% 0,027 3n
o) .
= Queso con plasmina on
a8
<
0,017 an 7n 13n
1n 5n 10n
11n 16n
I T ‘ : ‘
Tiempo (min)

Fig. 4.55. Electroferogramas de queso mezcla de O dias de maduracién tratado con
plasmina 0,04% durante 240 min a 37°C. Capilar neutro. ldentificacién de
picos: 1n: p-x(v y 0)+as2(0); 3n: asa(V)+y; 4n:y; 5n: asi(v); 7n: aso(V);
8n: asl1(0)+y; 10n: BB(v); 11n: BAi(v)+B(0); 13n: B1(0)+P; 16n: P de
oveja.

Las Fig. 4.54 y Fig. 4.55 destacan los electroferogramas referidos a la
accion de plasmina sobre muestras de quesos mezcla. Se observaba la presencia
de un cierto nimero de picos producto de la actividad de dicha enzima que por
sus tiempos de migracion se corresponderian con caseinas y tanto de vaca como
de oveja, asi como con otros fragmentos liberados como consecuencia de una
hidrolisis extensiva de las caseinas impuesta por las condiciones de ensayo.
Uno de los fragmentos de hidrolisis por plasmina coincide con el fragmento
denominado pico 4 en ambos capilares. Se corresponderia, probablemente, con
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una caseina y de oveja ya que se observaba, en este tipo de quesos, una mayor

proteolisis sobre las caseinas 3 de esta especie que sobre las de vaca.

Ademas, como consecuencia de la accidén enzimatica tanto de renina
como de plasmina en el queso, se observaron una serie de picos que no fue
posible identificar y que aparecian también en las muestras de queso iniciales.
Estos fragmentos se les denomin6 con una R (15n) o una P (picos 12s, 13s, 14s,
17s, 18s, 13n y 16n), respectivamente, como se muestra en la Tabla 4.22 donde

se recogen los diferentes picos integrados con ambos capilares.

Por otra parte, y a pesar de la complejidad de las muestras, fue posible la
cuantificacion de los porcentajes de caseinas residuales a lo largo de los
diferentes tiempos de maduracion. Los valores obtenidos con cada uno de los

capilares utilizados han sido representados en las Fig. 4.56 y Fig. 4.57.

La caseina que sufria mayor degradacion era la as de vaca llegando
practicamente a la hidroélisis total a los 167 dias de maduracidn, seguida de la
as; de vaca para la que se comprobd que al final del periodo de tiempo
estudiado permanecia sin degradar aproximadamente el 6% de la caseina inicial
(Fig. 4.56 y Fig. 4.57).

Respecto a las caseinas os; de oveja, y como ya se ha comentado en el
estudio de los quesos de oveja, indicar que estas caseinas eran degradadas a
mayor velocidad que las caseinas B de oveja e incluso que las de vaca. Sin
embargo, del analisis de las Fig. 4.56 y Fig. 4.57 no era posible conocer el
grado de hidrolisis que sufren las caseinas as; de oveja. Asi, por ejemplo, se
observa en la Fig. 4.56 un incremento del porcentaje residual de caseina asi-11'y
de caseina agi-1 de oveja a medida que progresa el tiempo de maduracion. La
explicacién se encuentra en que estas caseinas migran conjuntamente con
diferentes productos liberados durante la hidrdélisis primaria que tiene lugar en
el proceso de maduracion de los quesos estudiados. Este problema se apreciaba
especialmente para la caseina asi-11 de oveja con ambos capilares (Fig. 4.51 y

Fig. 4.52) y para la as1-111 ovina en el capilar de silice fundida (Fig. 4.51).
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Tabla 4.22. Tabla de asignacion de picos en los electroferogramas de muestras de
guesos mezcla. Capilar de silice fundida y capilar neutro.

Caseina o péptido®

Pico®  Capilar de silice fundida  Pico® Capilar neutro
1s p-x (V) + p-x (0) + as2 (0) In p-x (v) + p-x (0) + as2 (0)
2s as2 (0) 2n as2 (V)
3s as2 (V) 3n as2 (V) + v caseina
4s y caseina 4n y caseina
5s as1 (V) 5n as1 (V)
6s as1 | (0) 6n as1 | (0)
7s aso (V) n aso (V)
8s asy I (0) + y caseina 8n as1 11 (0) + vy caseina
9s as1 111 (0) + y caseina 9n as1 111 (0)
10s Pico 10 10n BB (v)
11s BB (v) 11n B AL (v)+B(0)
12s B Ay (V) + B (0) + P 12n B Az (V) + B2 (0)
13s B Az (V) + B2 (0) + P° 13n B (0) + P? + R (caseina-l-ois1)
14s B1 (0) + P¢ 14n Pico 14
15s Caseina-l-os; 15n R®
165 Pico 16 16n P’ de oveja
17s p¢
18s p¢

% v: vaca, 0: oveja
b «g” capilar de silice fundida y “n” capilar neutro
Z R: fragmento observado tras adicién de renina

P: fragmento observado tras adicion de plasmina

De las caseinas B la que experimentaba una mayor hidrolisis durante el
proceso de maduracion era la caseina B B de vaca. En cuanto al resto de

caseinas [ se apreciaba en las Fig. 4.51 y Fig. 4.52 una mayor hidrolisis
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Fig. 4.56. Evolucion del porcentaje residual de as-caseina (A) y B-caseina (B) a
lo largo del tiempo de maduracién. Resultados obtenidos a partir del
analisis de la fraccidn caseinica con el capilar de silice fundida en
guesos mezcla.

de las caseinas B de vaca en los primeros dias de curacidén, con la consiguiente
aparicion de alguna caseina y (entre ellas el pico 4s ¢ 4n, dependiendo del
capilar). Por el contrario, a tiempos de maduracidn superiores, se apreciaba
como la caseina B; de oveja era la que alcanzaba mayor grado de hidrolisis
aunque el hecho de integrarse conjuntamente con otro fragmento (uno de los
productos mayoritarios de hidrolisis que se resolvia parcialmente en el capilar
neutro) influia en su cuantificacion. Este hecho explicaria los erréneos

porcentajes residuales calculados para esta caseina con el capilar neutro, los
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cuales eran para todos los tiempos de maduracion superiores al

(Fig. 4.57).
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Fig. 4.57. Evolucion del porcentaje residual de as-caseina (A) y B-caseina (B) a

lo largo del tiempo de maduracién. Resultados obtenidos a partir del
analisis de la fraccion caseinica con el capilar neutro en quesos
mezcla.

Al igual que sucedia en el estudio de los quesos de oveja, no era posible

determinar ningun parametro que por si sélo se correlacionara con el tiempo de

maduracion.

Por ello, se plante6 en el siguiente apartado un estudio

multivariante de los resultados obtenidos.
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4.3.3. PREDICCION DEL TIEMPO DE MADURACION
DE QUESOS DE OVEJA Y MEZCLA USANDO
ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIANTE

El anélisis quimiométrico multivariante (PCR, PLS...) se ha mostrado
como una herramienta eficaz para dar modelos cuantitativos que correlacionen
el grado de maduracion con los perfiles proteoliticos (Garcia Ruiz et al., 1998;
Herrero-Martinez et al., 2000; Pripp et al., 2000b), o para discriminar entre
tipos de quesos (Pripp et al., 1999a; Sousa et al., 2001), asi como en la
evaluacion de la influencia de factores como el tipo de starter (Pripp et al.,
1999b, 2000a; Poveda et al., 2003), variables fisico-quimicas (Garcia Ruiz et
al., 1998; Frau et al., 1999; Skeie et al., 2001), conteos microbianos (Skeie y
Ardd, 2000), parametros de fabricacion (Benfeldt et al., 1997; Sgrensen y
Benfeldt, 2001; Benfeldt y Serensen, 2001) y caracteristicas cualitativas y
sensoriales (Chapman et al., 2001).

Estos métodos de evaluacién permiten un estudio objetivo y una
reduccion adecuada de la dimensionalidad de los datos asi como una
interpretacion adicional a la vision tradicional de los perfiles proteoliticos
(Pripp et al., 2000b). No obstante, no se ha logrado desarrollar un método
global de anélisis para predecir la calidad de un queso durante la produccién y
maduracién, relacionando los aspectos sensoriales con otro tipo de sefales
técnicas. Los métodos espectroscopicos (fluorescencia e infrarrojo) junto con la
resonancia magnética nuclear combinados con la quimiometria aplicada, son
prometedores en este sentido, pero aun, no tienen suficiente sensibilidad como
para reflejar la complejidad de la proteolisis en el queso que acompafa la

aparicion del aroma y sabor caracteristicos (Ardd, 2002).

En este sentido, y a partir de los datos electroforéticos obtenidos en los
apartados anteriores con los dos capilares objeto de estudio, se ha procedido a
valorar el grado de maduraciéon de las muestras de quesos de oveja y mezcla

mediante analisis multivariante.
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4.3.3.1. Correlaciéon multivariante en quesos de oveja

En este apartado se aplico el analisis multivariante a los datos obtenidos
a partir de los electroferogramas de las muestras de queso de oveja con distinto
tiempo de maduracion determinadas mediante electroforesis capilar aplicando el
capilar de silice fundida y el neutro (Fig. 4.43 y Fig. 4.44). Concretamente, se
utilizo la regresion sobre minimos cuadrados parciales con validacion cruzada
(PLSC) y la regresion sobre componentes principales (PCR). Previo al andlisis

mediante PCR se realizé el calculo de componentes principales (PCA).

e Regresion por minimos cuadrados parciales con validacién cruzada
(PLSC)

El anélisis de las muestras de quesos de oveja de diferentes tiempos de
maduracidn con el capilar de silice fundida rendia 16 picos (Tabla 4.21). La
variable seleccionada para llevar a cabo este estudio fue el area de cada uno de
estos picos. A partir de estos datos se procedid al calculo, mediante el paquete
estadistico PARVUS, de la regresién por minimos cuadrados parciales con
validacion cruzada (PLSC) con 12 grupos de cancelacion (leave one out). Tras
un primer calculo se eliminaron las variables correspondientes a las areas de los
picos 3s y 7s, dado su bajo poder modelante. Los resultados obtenidos
indicaban la necesidad de 8 variables latentes que mejoraban el porcentaje de la
varianza explicada en validacidn cruzada hasta un 99,24% y reducian el error
medio en prediccion en dias hasta 3,8 (R® = 0,9997).

El programa PLSC de PARVUS calcula la férmula cerrada, esto es,
relaciona la variable respuesta (tiempo de maduracién) con las variables

originales, por lo que la ecuacion obtenida seria la siguiente:

tmagd = 74,07 + 7,33 V15 — 23,17 Vs — 5,44 V45 — 18,82 V55 + 1,21 Vg — 0,29
Vgs — 13,05 Vgs — 2,23 Vg5 + 17,27 V115 + 0,54 V15 + 12,48 V135 — 1,46
Vias — 2,98 Viss + 2,39 Viss
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Siendo tmag, €l tiempo de maduracion, y Vis a Vies las variables que se
refieren a los picos integrados en el electroferograma correspondiente y

caracterizados en la Tabla 4.21.

En el caso del andlisis de las muestras de queso de oveja con el capilar
neutro se detectaron 21 picos. El analisis de los datos mediante regresion por
minimos cuadrados parciales con validacién cruzada y 12 grupos de cancelacién
(PLSC), dejando fuera los picos 11n, 13n y 20n de bajo poder modelante,
indicaba que eran necesarias unicamente 4 variables latentes para ajustar el
modelo (frente a las 8 que hacian falta con el capilar de silice fundida). La
desviacion estandar explicada en el bloque de las variables predictoras (bloque
X) era de 42,36% con la primera variable latente; 49,29% con la segunda;
62,30% con la tercera y 73,27% con la cuarta. Se obtenia un 99,17% de la
varianza total explicada por la regresion en validacion cruzada, con un error
medio en prediccién de 4,1 dias y un valor del coeficiente de correlacion (R?)

de 0,9981. La ecuacion de correlacion obtenida fue la siguiente:

tmad = 0,47 + 10,54 V1, — 7,34 V2o — 7,00 V3, + 34,14 V4, + 28,88 Vs, + 15,42
Ven — 0,82 V7, — 1,18 Vgy + 10,72 Vg, + 61,76 Vo + 81,61 V2, + 0,54
Vi3n — 50,18 Vigan — 1,10 Vs, + 40,45 Vign — 1,49 Vi7y + 4,68 Vigy + 1,55
Vion + 4,29 Va1,

Siendo Vi, a Vi, las variables que se corresponden con los picos
integrados en el electroferograma obtenidos con el capilar neutro vy

caracterizados en la Tabla 4.21.

Un resumen de los resultados de la aplicacion de la técnica de regresion
por PLSC para la prediccion de los tiempos de maduracion de queso de oveja
analizados con el capilar de silice fundida y el neutro se detallan en la
Tabla 4.23.
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Tabla 4.23. Resultados de la aplicacion de PLSC para la prediccion del tiempo de
maduracién de quesos de oveja a partir de los electroferogramas
obtenidos mediante electroforesis capilar (EC).

RZ

Capilar n® (Coeficiente de Porcentaje de b Error r_ne(_j,loc
- varianza explicada” en prediccion
correlacion)
Silice fundida 8 0,9997 99,24% 3,8
Neutro 4 0,9981 99,17% 4,1

® Namero de variables latentes seleccionadas por validacién cruzada
® Porcentaje de varianza explicada en validacién cruzada
 Error medio en prediccion calculado mediante validacion cruzada (dias)

e Componentes principales (PCA)

Con objeto de reducir la dimensionalidad del problema y previo a la
regresion multivariante, se procedi6 al calculo de las componentes principales.
El estudio se realizd paralelamente con los datos de &reas de pico calculados a
partir de los electroferogramas de queso de oveja obtenidos con el capilar de

silice fundida y el neutro.

Las variables empleadas en el andlisis con el capilar de silice fundida,
incluyeron todos los picos integrados en los electroferogramas excepto, como se
ha indicado anteriormente, aquellos que habian mostrado bajo poder modelante
en PLSC, es decir, las variables correspondientes a las areas de los picos 3s y
7s. El andlisis realizado indicaba que eran necesarias 4 componentes principales

para explicar el 97,05% de la varianza total de los datos.

Partiendo de los datos autoescalados fue posible calcular los pesos o
loadings correspondientes a cada variable original (Tabla 4.24). En negrita se
muestran los loadings de mayor peso dentro de cada variable original. En la
primera componente principal o CP; se aprecia mayor peso de las caseinas os
de oveja, junto con la caseina ;. Mientras que la CP, esta mas correlacionada
con los fragmentos de hidrdélisis de las caseinas que aparecian también cuando
las muestras de queso eran tratadas con renina (ver apdo. 4.3.1). Estas dos

componentes explicaban un 88,94% del total de la varianza de los datos,
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indicando que estos fragmentos eran los méas significativos en cuanto a la

correlacion con el tiempo de maduracion para este estudio.

Tabla 4.24. Loadings de las 4 componentes principales calculadas con las areas de
pico de los electroferogramas de quesos de oveja, obtenidos con el
capilar de silice fundida.

Pico® Caseina CPy CP, CPs CPy
1s p-k + Ols2 -0,279 -0,154 -0,083 0,220
2s Ols2 -0,286 0,056 0,094 0,437
4s R 0,193 0,382 -0,702 -0,017
5s Pico 5 0,086 -0,692 -0,292 0,232
6s Q1 | -0,297 -0,112 0,151 0,118
8s o 11 -0,294 -0,088 0,092 0,251
9s R 0,247 -0,407 0,103 -0,153
10s as 1 + v caseina -0,291 0,020 -0,230 0,162
11s R 0,272 -0,323 -0,035 -0,159
12s y caseina -0,268 -0,090 -0,443 0,039
13s B+R -0,267 -0,213 -0,314 -0,404
14s B2 -0,296 -0,058 0,027 -0,322
15s B+ P -0,297 -0,001 0,026 -0,283
16s Caseina-1-as 0,285 -0,014 -0,118 0,454
Proporcion de la varianza total 76,56% 12,38% 4,55% 3,56%

& “s” capilar de silice fundida
En el diagrama conjunto de los loadings y los scores, para la

representacién del autovector 1 y 2 (Fig. 4.58), se puede comprobar la

correlacidon que presentan los quesos de pasta fresca con valores altos en las

areas de los picos 1s, 2s, 6s, 8s, 10s 12s, 13s, 14s y 15s (valor negativo para la

CP1) y que se corresponden mayoritariamente con las caseinas originales,

mientras que los quesos de mayor tiempo de maduracion se ven reflejados por
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valores altos en los picos 9s, 11s y 16s que son productos de la hidroélisis
relacionados con la accion de una actividad similar a la de la renina (valor
positivo global en la CP;). Por tanto, la primera componente principal consigue
separar entre los quesos de menor y mayor tiempo de maduracion, mientras que
la CP, permite hacer la separacion de quesos de tiempos de maduracion
intermedios (42 y 69 dias), con valores positivos de CP, para los quesos de
oveja de tiempo 42 dias y valores negativos de esa misma componente para los
quesos de 69 dias.

20102
2014
2042 10102
4s
1014 Lo
2s
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100 115
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Fig. 4.58. Representacién sobre el plano del 1°"y 2° autovector del anélisis
con PCA de los electroferogramas de quesos de oveja obtenidos
con el capilar de silice fundida. Los nameros (en verde) se
corresponden con las variables originales de acuerdo con sus
respectivos loadings. Las muestras (en rojo) se sitlan segun sus
scores en estas nuevas componentes; la primera cifra indica el
numero de réplica, la o hace referencia a queso de oveja y las
Gltimas cifras indican tiempo de maduracion en dias.

Del anélisis de la representacion del autovector 1 frente al autovector 3
(Fig. 4.59) se deduce que el mayor peso de la componente principal 3 (CP3) lo

tiene el pico 4s. Ademas, esta componente esta altamente correlacionada con
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los quesos de 102 dias de maduracion, periodo de tiempo en el que este
fragmento presentaba un area de pico mayor, pudiendo ser hidrolizado a medida

que avanzaba el tiempo de curacion.
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Fig. 4.59. Representacion sobre el plano del 1°"y 3° autovector del analisis
con PCA de los electroferogramas de quesos de oveja con el
capilar de silice fundida. Los nameros (en verde) se
corresponden con las variables originales de acuerdo con sus
respectivos loadings. Las muestras (en rojo) se sitlan segun sus
scores en estas nuevas componentes; la primera cifra indica el
namero de réplica, la o hace referencia a queso de oveja y las
Gltimas cifras indican tiempo de maduracion en dias.

Paralelamente al analisis anterior se realizé un estudio con los resultados
obtenidos con el capilar neutro. Para ello, se seleccionaron todas las variables
excepto los picos 11n, 13ny 20n (en total, 18 variables) que habian demostrado
con PLSC mayor poder modelante, comprobandose que eran necesarias 4
componentes principales para explicar un 96,69% de la varianza total de los
datos.

Los resultados obtenidos para los loadings de cada variable original

sobre las componentes principales se detallan en la Tabla 4.25. De esta tabla se
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observa que mientras la CP; esta altamente correlacionada con las caseinas o y

con las caseinas 3 de oveja, al igual que sucedia en el estudio realizado con el

capilar de silice fundida, la CP, estaba mayormente relacionada con cuatro de

los fragmentos producto de la hidrélisis liberados durante el proceso de

maduracion y la CP3 aportaba informacidn sobre las caseinas as, y-caseinas y

el fragmento I-o;.

Tabla 4.25. Loadings de las 4 componentes principales calculadas con las areas de
pico de los electroferogramas de quesos de oveja, obtenidos con el
capilar neutro.

Pico® Caseina CP, CP, CPs CP,
1n p-x -0,202 -0,145 -0,078 -0,699
2n Ols2 -0,257 0,040 -0,262 0,140
3n a2 + péptido -0,247 0,045 -0,391 -0,038
4n y caseina 0,261 0,061 0,042 -0,345
5n y caseina 0,116 -0,521 -0,214 -0,155
6n R 0,202 -0,407 -0,142 -0,068
m o1 | -0,266 0,127 -0,036 -0,137
8n o 11 -0,267 0,090 -0,207 0,014
9n y caseina 0,222 -0,224 -0,253 -0,200
10n y caseina 0,202 0,308 0,249 -0,348
12n R 0,219 0,346 -0,017 -0,184
14n y caseina 0,167 -0,338 0,481 0,166
15n B2 -0,269 -0,014 0,095 -0,235
16n P 0,245 0,272 -0,130 -0,082
17n B1 -0,274 -0,041 0,158 -0,022
18n Pico 18 0,230 0,177 -0,403 0,182
19n Caseina-1-os; 0,262 -0,061 -0,299 0,072
21n P 0,268 0,141 -0,004 -0,028

Proporcion de la varianza total 71,47% 14,52% 6,08% 4,62%

& “n” capilar neutro
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De la representacién sobre el plano del primer y segundo autovector de
los loadings y los scores (Fig. 4.60) se deduce que la componente CP; es capaz
de separar los quesos de oveja en funcion de su tiempo de maduracion. De
hecho, la CP; esta correlacionada con las variables 1n, 2n, 3n, 7n, 8n, 15n y
17n, que se corresponden a las caseinas intactas, lo cual explicaria su
proximidad a los scores de las muestras de poco tiempo de maduracion. Por el
contrario, los picos que se corresponden con las variables que se sitian a la
izquierda de la primera componente principal, se corresponden a productos
fruto de proceso de maduracion de los quesos, indicando un mayor grado de
curacioén. Sin embargo, de manera similar a lo observado con el capilar de silice
fundida esta componente principal no era capaz de distinguir entre los quesos

de tiempo de maduracion intermedia.
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Fig. 4.60. Representacion sobre el plano del 1°"y 2° autovector del analisis
con PCA de los electroferogramas de quesos de oveja con el
capilar neutro. Los numeros (en verde) se corresponden con las
variables originales de acuerdo con sus respectivos loadings. Las
muestras (en rojo) se sitlan segln sus scores en estas nuevas
componentes; la primera cifra indica el nimero de réplica, la o
hace referencia a queso de oveja y las Gltimas cifras indican
tiempo de maduracién en dias.
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e Regresion sobre componentes principales (PCR)

La regresidon sobre componentes principales suponia la obtencién de la
ecuacién que correlacionaba el tiempo de maduracion con las componentes
principales calculadas anteriormente. En las Tabla 4.26 y Tabla 4.27 se detallan
los parametros de la regresion, el coeficiente de ajuste, el porcentaje de
varianza explicada en validacion cruzada y el error medio en prediccion,
obtenidos al realizar la regresion sobre las componentes principales (CPy, CPy,
CP3; y CP,) calculadas en el apartado anterior para el capilar de silice fundida y
el neutro, respectivamente. Los valores del error cometido en prediccion
(3,6 dias) y de la varianza explicada en la regresion (99,2%) con el capilar
neutro (Tabla 4.27) eran mejores que los obtenidos con el capilar de silice
fundida (8,6 dias y 96,2%, respectivamente) (Tabla 4.28). Adicionalmente, cabe
considerar que los intervalos de confianza para los coeficientes de las
componentes principales CP3 y CP4 contenian al cero, por lo que cabria suponer
que no contienen informacién relevante para la prediccién de la respuesta
(Forina et al., 2000). Dicho aspecto se rechaz6 mediante el método alternativo
propuesto por Forina et al. (2000) para el PARVUS consistente en realizar
componentes principales con el algoritmo NIPALS, seguido de la seleccion
paso a paso de cada componente significativa con STEPREG y finalmente
realizando la correlacion sobre las componentes seleccionadas con el programa
MULTIREG. Eliminando las componentes CP; y CPy4, se obtenia un error en
prediccion mas elevado de 11,4 dias y una varianza explicada en validacién
cruzada menor (94,37%), lo cual indicaba que la inclusion en el modelo de

ambas componentes era preferible a su eliminacion.

Para finalizar, es interesante contrastar los resultados obtenidos para
ambos capilares con los dos métodos de regresion utilizados, PLSC y PCR. De
las Tabla 4.23, Tabla 4.26 y Tabla 4.27 se deduce que todos los métodos de
regresion presentaban valores elevados del coeficiente de correlacion (valores
de R? superiores a 0,98), porcentajes de la varianza explicada que oscilaban en

todos los casos entre el 96,18% y el 99,24%, y valores del error medio en
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Tabla 4.26. Regresién sobre componentes principales (PCR) en muestras de quesos
de oveja analizadas con el capilar de silice fundida.

Parametro de la regresion

Componente
principal Coeficiente  Desviacion estandar Intervalo de
confianza

CP, 14,97 0,779 1,843
CP; -6,19 1,938 4,583
CP3 -6,53 3,195 7,554
CP, 7,26 3,615 8,549

O. en origen 61,00 0,705 5,776

R? 0,9823
Varlz_;mza_ gxpllcada en 96.18%
validacion cruzada
Error medio en prediccion en 86

validacion cruzada (dias)

Tabla 4.27. Regresion sobre componentes principales (PCR) en muestras de quesos
de oveja analizadas con el capilar neutro.

Parametro de la regresion

Componente
principal Coeficiente  Desviacion estandar Intervalo de
confianza

CP; -13,78 0,270 0,638
CP, -2,57 0,599 1,416
CP; 7,02 0,925 2,188
CP, 7,51 1,061 2,507

O. en origen 61,00 0,267 2,191

R? 0,9975
Varlz_;mza_ gxpllcada en 99.23%
validacion cruzada
Error medio en prediccion en 36

validacion cruzada (dias)
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prediccién inferiores a 8,6 dias. A la hora de seleccionar el método més preciso
en la determinacién del tiempo de maduracién el criterio seleccionado fue el
error medio en prediccion mas bajo (Garcia Ruiz et al., 1998). EI método mas
adecuado para la determinacién del tiempo de maduracidén de muestras de queso
de oveja seria la utilizacién de PCR con los 16 picos seleccionados de los
electroferogramas obtenidos con el capilar neutro. Con estos resultados seria
posible predecir el tiempo de maduracién de muestras de queso con un error
aproximado de 3 dias. Esta valoracion mejora a las referencias encontradas en
otros trabajos sobre quesos comerciales tipo Manchego aplicando la técnica de
PAGE y una serie de pardmetros capaces de detectar la proteolisis secundaria,
en donde se obtuvieron valores de error medio en prediccion de 10 dias (Garcia
Ruiz et al., 1998). No obstante, seria conveniente llevar a cabo un nimero mas
elevado de muestras de quesos comerciales y elaborados en diferentes épocas
del afio antes de poder establecer una conclusion firme sobre la capacidad

predictiva propuesta en las ecuaciones presentadas anteriormente.

4.3.3.2. Correlacién multivariante en quesos mezcla

A continuacion se llevd a cabo un estudio similar al descrito
anteriormente con los resultados obtenidos al analizar por EC con el capilar de
silice fundida y el neutro muestras de queso mezcla de diferentes tiempos de

maduracién.

e Regresion mediante minimos cuadrados parciales con validacion
cruzada (PLSC)

En los electroferogramas obtenidos en el analisis de quesos mezcla a
diferentes tiempos de maduracion con el capilar de silice fundida se
identificaron 18 picos, tal y como se indicaba en la Tabla 4.22. A partir de las

areas de estos picos se realizé la regresién por minimos cuadrados parciales con
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validacion cruzada y con 14 grupos de cancelacion (método leave one out). Tras
un primer célculo se eliminaron las variables correspondientes a las areas de los
picos 2s, 8s, 10s y 14s dado su bajo poder modelante. El analisis realizado con
las 14 variables restantes indicaba que eran necesarias 6 variables latentes para
correlacionar las variables predictoras con la respuesta (tiempo de maduracidn),
lograndose un 98,08% de explicacion en la varianza de la regresién, un
coeficiente de correlacion de 0,9965 y un error medio en prediccion de 7,0 dias
(Tabla 4.28). A continuacion se muestra la ecuacién que relaciona el tiempo de

maduracién con las variables originales.

tmad = 18,60 = 9,24 V]_s + 7,54 V35 + 18,46 V43 - 1,25 V53 + 56,25 VGS + 0,12 V7S
+ 7,05 Vgs — 4,45 V115 + 5,46 V15 — 3,70 Vi3s — 3,47 V155 — 13,46 Vigs +
66,90 Vi7s + 15,41 Vg

Siendo tmag, €l tiempo de maduracion, y Vis a Vigs las variables que se
corresponden con los picos integrados en el electroferograma obtenidos con el
capilar de silice fundida y caracterizados en la Tabla 4.22.

Cuando las muestras de queso eran analizadas con el capilar neutro el
numero de picos identificados fue de 16 (ver Tabla 4.22). Tomando como
variables el area de estos picos, excepto la de los picos 1n, 2n, 6n, 12n, 13n, y
16n de bajo poder modelante, la técnica de regresion PLSC, indicaba la
necesidad de cinco variables latentes para explicar un 97,46% de la varianza del
modelo, con un error medio en prediccion de 7,8 y un coeficiente de ajuste de
0,9929 (Tabla 4.28). Concretamente, se explicaria un 42,01; 46,58; 50,58; 65,47
y 75,81% de la varianza de las variables predictoras, con la primera, segunda,
tercera, cuarta y quinta variable latente, respectivamente. La ecuacion que
explica la correlacion del tiempo de maduracion con las areas de pico de las

variables originales seria la siguiente:

tmaa = 27,84 + 98,78 V3, + 5,35 V4 + -6,11 V5, — 4,87 V7 + 32,10 Vg, — 47,73
Von =27,61 Vign — 9,93 Vi1n + 71,88 Vian — 61,99 Vs,
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Siendo tyag el tiempo de maduraciéon de los quesos de mezcla y Vi, a
Visn las variables que se corresponden con los picos integrados en el

electroferograma del capilar neutro y caracterizados en la Tabla 4.22.

Tabla 4.28. Resultados de la aplicacion de PLSC para la prediccion del tiempo de
maduracién de quesos mezcla a partir de los electroferogramas
obtenidos mediante electroforesis capilar.

R® : :
Capilar n® (Coeficiente de F_>orcentaje_de b Error r_neglllocen
- varianza explicada prediccion
correlacion)
Silice fundida 6 0,9965 98,08% 6,9
Neutro 5 0,9929 97,46% 7,8

4 NUumero de variables latentes seleccionadas por validacién cruzada
b porcentaje de varianza explicada en validacién cruzada
° Error medio en prediccion calculado mediante validacion cruzada (dias)

e Componentes principales (PCA)

El analisis de componentes principales (PCA) de los picos integrados en
los electroferogramas del capilar de silice fundida, una vez eliminados aquellos
de bajo poder modelante (2s, 8s, 10s y 14s), sefialaba la necesidad de 7
componentes principales para modelar un 99,66% de las variables predictoras,
explicandose el 76,61% entre las dos primeras componentes principales
(Tabla 4.29). En esta tabla se puede comprobar como la CP1, que representa el
58,03% de la variacion de los datos, esta ligada a las caseinas as; (pico 5s), aso
(pico 7s), y B B (picolls) de vaca, y al fragmento de hidrdlisis denominado
pico 17s. De hecho, como se discutio en el apartado 4.3.2 de resultados, estas
caseinas eran las que experimentaban mayores variaciones a lo largo del
periodo de maduraciéon estudiado. La Fig. 4.61 muestra la diferenciacion que
permitia la primera componente principal en cuanto a tiempo de maduracion, de

izquierda a derecha.



Estudio de la maduracion de quesos mediante EC 253

Tabla 4.29. Loadings de las 7 componentes principales calculadas con las areas de
pico de los electroferogramas de quesos mezcla obtenidos con el capilar
de silice fundida.

Pico? Caseina CP, CP, CPs CPy CPs CPsg CP;

1s px(v-0)+as (o) -0206 -0348 0,026 -0501 -0,428 -0,160 -0,099

3s atsz (V) 0,301 -0,127 0126 0,383 -0,152 0484 -0,018

4s y caseina 0291 0201 -0151 0,398 -0170 0216 -0,289

5s otez (V) 0,342 0109 -0,041 -0001 -0,019 -0,246 0,179

6s o1 | (0) 0222 0164 0409 0062 -0667 -0,020 0,390

7s otso (V) -0,340 0,088 -0,021 0148 -0,079 -0,227 0,211

9s o 11(0) + 0,066 0532 -0,355 -0062 -0,227 0054 0,279
y caseina

11s BB (V) 0,341 -0094 0095 0012 -0132 0,205 -0,018

125 BAL(v)+B(0)+P -0244 -0148 -0,384 0501 -0,081 -0,339 0,131

13s BAZ(\?;BZ (0) 0,035 -0,452 -0,513 -0,092 -0,148 0,423 0,320

15s Caseina-l-ag; 0,312 0,004 -0,335 -0,175 0,103 -0,151 0,267

16s Pico 16 0,242 -0,297 0,345 0,157 0,327 0,0734 0,563
17s P 0,319 -0,196 -0,105 0,016 -0,267 0,018 -0,276
18s P 0,248 -0,363 0,040 0314 -0,163 -0,462 -0,123

Proporcion de la

. 58,03% 18,58% 10,26% 6,016% 4,31% 1,77% 0,68%
varianza total

& “s” capilar de silice fundida

Paralelamente se analizaron mediante componentes principales las areas
de pico de los electroferogramas del capilar neutro, eliminando aquellas de bajo
poder modelante (1n, 2n, 6n, 12n, 13n y 16n) (Fig. 4.52). Esta herramienta
indicaba la necesidad de considerar 5 componentes principales en el modelo, es

decir, de este modo era posible reducir a la mitad la dimension del problema.



254 Resultados y discusién

9s 2m167
—_— 1m167
2m0
1m44 4s
65 2m100
1m0
gg 1m100
2ml16
1526133
11s 1m16 1m133
3s
125 17s
16s
1s 18s
2m73
13s
1m72

Fig. 4.61. Representacién sobre el plano del 1°"y 2° autovector del anélisis
con PCA de los electroferogramas de queso mezcla con el
capilar de silice fundida. Los nuUmeros (en verde) se
corresponden con las variables originales de acuerdo con sus
respectivos loadings. Las muestras (en rojo) se sitGan seguin sus
scores en estas nuevas componentes; la primera cifra indica el
niamero de réplica, la m hace referencia a queso mezcla y las
altimas cifras indican tiempo de maduracion en dias.

La relacion de cada una de las componentes principales con las 10
variables originales se detalla en la Tabla 4.30. La CP; explicaba un 72,20% de
la varianza de los datos, encontrandose correlacionada con las caseinas o1, oo
y B B de vaca. La CP; estaba ligada a las areas de los picos 8s (caseina as; I
de oveja, y posiblemente una y caseina) y 11s (caseina B A; de vaca y B de

oveja).



Estudio de la maduracion de quesos mediante EC 255

Tabla 4.30. Loadings de las 5 componentes principales calculadas con las areas de
pico de los electroferogramas de quesos mezcla obtenidos con el capilar

neutro.

Pico® Caseina CP, CP, CPs CPy CPs
3n as2 (V) + y caseina -0,314 -0,332 0,227 -0,361 0,518
4n y caseina -0,340 -0,139 0,353 -0,220 -0,248
5n a1 (V) 0,350 -0,115 0,276 -0,206 -0,263
7n aso (V) 0,347 -0,146 0,309 -0,226 -0,075
8n  ag Il (0) +ycaseina  -0,011 0,791 0,531 -0,104 0,025
9n as 11 (0) 0,349 0,185 -0,093 0,384 0,173
10n BB (V) 0,356 -0,125 0,138 -0,234 -0,067
11n B AL (V) +B(0) 0,309 -0,358 0,254 0,312 -0,206
14n Pico 14 -0,283 -0,176 0,513 0,646 0,080
15n R -0,345 0,033 -0,124 0,009 -0,715

Proporcién de la

) 72,20%  12,05% 8,41% 3,45% 2,37%
varianza total

& “n” capilar neutro

e Regresion sobre componentes principales (PCR)

Determinadas las componentes principales para los resultados obtenidos
con el capilar de silice fundida se procedié al calculo de la correlacion con el
tiempo de maduracion de dichas componentes principales (PCR). Los
pardmetros de la regresion, junto con el coeficiente de correlacion, el porcentaje
de varianza explicada en validacion cruzada y el error medio en prediccion se
detallan en la Tabla 4.31.

Nuevamente se obtenian para las componentes CP; y CPg intervalos de
confianza que podrian hacer suponer poca capacidad predictora en estas dos
componentes. Este hecho, se descart6 como en el caso anterior mediante
NIPALS, seguido de STEPREG y MULTIREG (Forina et al.,, 2000),
concluyéndose que su inclusion en el modelo no afectaba al resto de
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coeficientes de la regresion pero si mejoraba la varianza explicada en
prediccién (de 97,73% a 98,17%), y el error medio en prediccion (pasando de

7,9 a 6,3 dias) aunque no de forma significativa.

Tabla 4.31. Regresion sobre componentes principales (PCR) de muestras de quesos
mezcla analizadas con el capilar de silice fundida.

Parametro de la regresion

Componente
principal Coeficiente  Desviacion estandar Intervalo de
confianza

CP; -17,23 0,495 1,213
CP, -7,76 0,876 2,144
CP; -2,05 1,178 2,884
CPy 25,73 1,539 3,767
CPs -22,09 1,819 4,453
CPs -5,53 2,839 6,951
CP; -13,44 4,577 11,205

O. en origen 76,14 0,364 3,331

R? 0,9965

Varianza explicada en

0
validacion cruzada 98,17%

Error medio en prediccion en

validacion cruzada (dias) 6,3

En cuanto a los resultados obtenidos mediante el capilar neutro, también
se procedio a efectuar la regresion sobre las componentes principales analizadas
previamente. Se obtuvo la relacion correspondiente de coeficientes para las
diversas componentes principales acompafiadas del coeficiente de correlacion
R? de la varianza explicada en validacion cruzada y el error medio en
prediccion obtenido (Tabla 4.32).

En resumen, del analisis de los resultados de la Tabla 4.28, Tabla 4.31 y
Tabla 4.32 se deduce que el error medio en prediccién del tiempo de

maduraciéon de quesos mezcla analizados con los dos capilares era muy similar,
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oscilando entre los 6,3 y 7,8 dias para el capilar de silice fundida (anélisis PCR)
y para el neutro (analisis PLSC), respectivamente. Dado el gran parecido de los
resultados, la eleccion del capilar mas adecuado, podria estar determinada por
la mayor facilidad experimental que suponia utilizar el capilar neutro, ya que el
numero de picos a integrar era menor (Unicamente 10 variables, frente a las 13

del capilar de silice fundida).

Tabla 4.32. Regresion sobre componentes principales (PCR) en muestras de quesos
mezcla analizados con el capilar neutro.

Parametro de la regresion

Componente
principal Coeficiente  Desviacion estandar Intervalo de
confianza

CP, -18,706 0,818 1,886
CP, -7,304 2,003 4,619
CP; 15,264 2,398 5,529
CPy -13,434 3,742 8,628
CPs 49,277 4,513 10,406

O. en origen 76,143 0,566 4,885

R? 0,989

Varianza explicada en

0,
validacién cruzada 97,17%

Error medio en prediccion en

validacion cruzada (dias) 7.5

Del estudio global de todos los resultados presentados, se constata la
capacidad y precision de la técnica de electroforesis capilar (EC) para el
analisis y seguimiento de la proteolisis primaria a lo largo del proceso de
maduracién de distintos tipos de quesos. Asi como la posibilidad de prediccion
del grado de maduracién de las muestras de queso mediante el tratamiento
estadistico de analisis multivariante (PLSC y PCR) aplicado a las areas de pico
de los electroferogramas obtenidos, con errores medios en prediccion de 3y 6

dias en quesos de oveja y mezcla, respectivamente.
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De los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion,

pueden destacarse las siguientes conclusiones con relacion a:

A) Optimacion de la separacion de caseinas por EC

3.

El aditivo polimérico hidroxipropilmetil celulosa (HPMC)
incrementaba considerablemente la resolucion entre las caseinas, ya
que aportaba un recubrimiento dindmico a la pared interna del capilar

cuando se incluia en el tampdn de separacion

Las condiciones 6ptimas de separacion de as-, B- y k-caseina para el
capilar de silice fundida, aplicando el disefio de experimentos,

fueron las siguientes:

pH del tampédn de separacion: 3,0
Voltaje aplicado: 18,5 kV
Concentracion de HPMC: 0,05% (p/v)
Concentracion de urea: 6 M
Temperatura: 23°C

Las condiciones oOptimas de separacion con el capilar neutro
hidrofilicamente recubierto, aplicando el disefio de experimentos,

fueron las siguientes:

pH del tampdn de separacion: 3,0
Voltaje aplicado: 25,09 kV
Concentracion de HPMC: 0,05% (p/v)
Concentracion de urea: 6 M
Temperatura: 21°C
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4. En las condiciones éptimas seleccionadas con ambos capilares fue
posible la separacion e identificacion en muestras de leche de vaca y

oveja de las siguientes caseinas:

e Leche de vaca: caseina aso, os1, ds2, B A1, B A2, BB Y k.

e Leche de oveja: caseina as; (I, 11'y HI), as2, B, B1, B2 Y K,

careciendo de la variante as; D.

5. En las condiciones Optimas seleccionadas solamente fue posible la
cuantificacion de la caseina as; con el capilar neutro, debido a su

mayor potencial de resolucion.

6. En los electroferogramas obtenidos al analizar una mezcla de leche

de vaca y oveja fue posible la identificacion de todas las caseinas:

e con el capilar de silice fundida se solapaban seis caseinas,

dos a dos, en 3 picos diferentes.

e con el capilar neutro solo se solapan dos, concretamente la

de oveja con la B A; de vaca.

7. Larespuesta (area de pico) en el analisis de las caseinas mediante EC
con ambos capilares presentaba un comportamiento lineal frente a la

concentraciéon de la muestra.

8. Las pruebas sobre repetitividad y precision en las muestras con
ambos capilares rendian valores de desviacion estandar relativa
(RSD) para el tiempo de migracién y el area de pico inferiores al
1,2% y 7%, respectivamente, obteniéndose los mejores resultados

para el capilar neutro.
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B) Analisis de la hidrdlisis enzimatica de caseinas mediante EC

1. Los métodos de separacion mediante EC optimados para cada uno de

los capilares permitian el seguimiento de la hidrélisis de caseina as,

By x por accion de plasmina:

Los resultados obtenidos con ambos capilares mostraban
como las caseinas as, Yy B eran rapidamente degradadas por la
accion de la plasmina, mientras que la caseina aso Y k¥ no
resultaban afectadas por la presencia de esta enzima

proteolitica en las condiciones de estudio.

Los productos de hidrélisis identificados fueron el péptido
osP (procedente de as1) y las caseinas y,A, v1B, viA1, v3B,
v1A2 Y v3A (liberadas a partir de la caseina ).

Cuando una mezcla de caseinas (as, B y k) era tratada con
plasmina Unicamente fue posible identificar las caseinas y1B,

v1A1Y v3A con el capilar neutro.

2. Los métodos de separacion mediante EC optimados para cada uno de

los capilares permitian el seguimiento de la hidrolisis de caseina o,

By k por accion de renina:

El seguimiento electroforético realizado a los productos
liberados por la accién de la quimosina sobre las caseinas o,
B y ¥ mostraba que la Unica caseina no hidrolizada por esta

proteina enzimatica era la caseina as;.

Fue posible la identificacion de los productos de hidroélisis de
la caseina as; (caseina-l-os1 y péptido f(1-23/24)) y de la

caseina oo (caseina-l-oup).
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e En la hidrolisis de caseina B se identificaron con el capilar
neutro siete picos, tres de ellos procedian de la degradacion
de caseina B B y el resto han sido identificados como los

fragmentos caseina B I’ A;y Ay caseina B I’ Ary As.

e Se observé también mayor poder de resolucién del capilar

neutro al hidrolizar con quimosina una mezcla de caseinas.

Los métodos de separacion mediante EC optimados para cada uno de
los capilares permitian el seguimiento de la hidrolisis de caseina o,

By k por accién de Neutrase®:

e Se constatdé mayor actividad de este preparado enzimatico
hacia la B-caseina que hacia la caseina as, asi como una

rapida hidrolisis de la caseina x.

e De los numerosos productos liberados durante la hidrdlisis
con esta proteasa comercial destacar la posible presencia de

las caseinas I-as1 y I-aso, Y de alguna caseina vy.

C) Analisis y prediccion del estado de maduracion de quesos mediante EC

1.

Los métodos de anélisis mediante EC optimados permitieron el
seguimiento de las caseinas as y B y la identificacién de los
principales fragmentos de la proteolisis primaria en queso de oveja y
queso mezcla de diferentes tiempos de maduracion. Asi, en muestras
de quesos de oveja y mezcla se detectaron, respectivamente, 16 y 18

picos con el capilar de silice fundida y 21 y 16 picos con el neutro.

En el queso de oveja, durante los primeros dias de maduracion, la
proteolisis tenia lugar fundamentalmente sobre las caseinas os

(especialmente agy I1). A partir de los 102 dias se observaba mayor
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hidrélisis sobre las caseinas B, siendo la B;1 la més hidrolizada tras
139 dias.

3. En el queso mezcla las caseinas que sufrian mayor grado de
hidrolisis a lo largo del tiempo estudiado fueron las as; Y aso de
vaca, detectandose una hidrolisis preferente sobre las caseinas  de

oveja frente a las de vaca.

4. Del andlisis multivariante (PCR y PLSC) de las areas de pico
obtenidas por EC con el capilar neutro, se obtuvieron valores de
error medio en prediccion del tiempo de maduracion de quesos de

ovejay mezcla de 3,6 y 7,8 dias, respectivamente.

Del estudio global de los resultados obtenidos, se constata la capacidad y
precision de la técnica de electroforesis capilar para el analisis y seguimiento
de la proteolisis primaria a lo largo de la maduracién de quesos de oveja y de
mezcla, asi como la posibilidad de prediccién del tiempo de maduracién de
muestras de queso mediante analisis multivariante de los datos recogidos por
EC.
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