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El presente trabajo se realizd con la finalidad de identificar la presencia de
prateina de soya en quesos comerciales tipo manchego expendidos en la Ciudad
de México, a través del analisis electrofarético de su proteina.

A los quesos comerciales se les realizé un analisis quimico proximal para conocer
la composicion y tener una referencia del contenido de proteina presente.

Se evalud el método de extractibilidad proteica mas adecuado, estudidndose la
extraccion con solucion Tris HCI 0.006M/2% Mercaptoetanol pH = 7.48; solucion
salina fisiolégica 0.9% y solucion de Hidréxido de sodio 0.1 M, encontrandose
diferencias en la concentracion de proteina extraida. Se efectud la extraccion de
proteina para soya, queso patron, queso adicionado con proteina de soya al 0.5,
1.0, 1.5, 2,0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 % en peso y quesos comerciales bajo las mismas
condiciones, siendo ila mas adecuada la solucion Trs HCI 0.008M/2%
Mercaptoetanol por ofrecer una concentracién mayor de proteina.

Se probaron diferentes concentraciones del gel separador de poiiacrilamida con el
fin de estandarizar los geles utilizados en la electroforesis. Se analizaron por
electroforesis en gel de poliacritamida con dodeciisuifato de sodio (DSS), sistemas
modelo queso patrdn y queso patrén adulterado con proteina de soya al 0.5, 1.0,
1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 %, y se obtuvieron los perfiles electroforéticos
correspondientes.

En base al andlisis electroforético se hizo una contrastacion de los perfiles
electroforéticos de queso patron, quesos comerciales y quesos adulterados y se
evalué la adicion de proteina de soya en ios quesos comerciales, se encontré que
en 12 de las 15 marcas estaban presentes proteinas de soya, por lo que se
considera que se encuentran adulterados. Por lo tanto esta adulteracion
representa el 80% de las marcas analizadas.

Vi



Intredyccion

INTRODUCCION

La leche es un alimento altamente valuado, representa uno de los productos

mas completos y resulta de mucha importancia para la alimentacion, ain cuando

la leche puede ser sustituida por otros alimentos, es muy recomendable que se
consuma, ya que su proteina es de buena calidad, ademas de que contribuye
con otros nutrimentos muy valiosos.

De una manera general el término leche, se aplica a !a leche de vaca, siendo la

especie animal referida cuando la leche es de origen diferente’.

La produccién nacional de leche no es suficiente para cubrir las necesidades

internas de consumo, el consumo liende a aumentar, por lo cual las

proyecciones de las impartaciones de leche aumentan con el tiempo y se calcula
que para este afio sera necesarlo importar 11,350 millones de litros?,

Durante los Ultimos 30 aflos se han dado una serie de cambios en la sociedad y

avances en la ciencia y la tecnologia que han conducido a cambios en la forma

de industrializar y controlar la industria lactea. Dentro de los cambios se puede

mencionar:

la automatizacion de procesos

desarrollo de nuevas tecnologias (ultrafiltracién, ultrapasteurizado)

presencia en el mercado de un mayor nimero de productos lacteos

cambios en patrones de consumo

cambios en tipos de envases

aumentos en el consumo de constituyentes de los alimentos (caseinatos,
proteinas del suero).

desarrolio de nuevos productos

cambios en la legislacion, principalmente reguiando la presencia Yy
concentracion de aditivos
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Actualmente existe [a necesidad de aumentar la disponibilidad y el tiempo de
conservacion de los alimentos. La conservacion de la leche permite retardar el
proceso de descomposicién de sus componentes. Existe una gran variedad de
productos o derivados lacteos que consiguen conservaria . Los productos
lacteos mas comunes son:leche descremada y semidescremada, leche en polvo
entera o maternizada, yoghurt natural, leche evaporada azucarada o sin azicar,
crema dulce o &cida, mantequilla, margarina, helados de crema, quesos.

Ei queso es una forma de conservacién de los componentes proteicos de la
leche, obtenido por la coagulacion de las caselnas y separacion del suero de la
leche. Dentro de la industria lactea se encuentra el queso como uno de los
productos manufacturados de mayor demanda en el mercado; existen una gran
variedad de quesos, donde el queso manchego es uno de los principales.

De acuerdo a la Norma Oficial de Calidad NOM-F-462-1984 se entiende por
gueso tipo manchego al * producto que se obtiene a partir de leche pasteurizada
entera de vaca, sometida a procesos de coagulacién, cortado, desuerado,
fermentado, salado, prensado y madurado durante un perlodo minimo de 7 dlas
a temperatura y humedad controladas; sin que se hayan empleado en su
elaboracién grasas o proteinas no provenientes de leche™.

El queso tipo manchego debe cumplir con las siguientes especificaciones:

+ Sensoriales: color ligeramente amarillo, oior caracteristico libre de olores
extrafios, sabor caracteristico, libre de sabores extrafios, consistencia
semidura y rebanable,

» Microbioldgicos: No debe contener microorganismos patdgenos, toxinas
microblanas e inhibidores microbianos, que puedan afectar a la salud del
cehsumidor o provocar deterioro del producto.

Los aditivos permitidos por la Secretaria de Salubridad y Asistencia en la
elaboracién de queso manchego son: cultivo lactico, cloruro de sodio, cuajo
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vegetal o animal, anatto (semilla de achiote y caroteno en proporcién no mayor

de 0.08%), cloruro de calcio en una proporcién no mayor de 0.02%, acido
sdrbico o sus sales de sodio o potasio 1 g/Kg * .

De acuerdo a esta Norma ( NOM- F- 462-1984) no esta permitido el empleo de
ninguin otro tipo de proteina vegetal o animal que no provenga de la leche en ia
elaboracion de queso tipo manchego, por lo que el uso de proteina de soya en la
elaboracion de queso tipo manchego se considera una adulteracién. La adicién
de proteina de soya en estos productos es frecuente y esto es debido a su bajo
costo y a sus caracteristicas de gelificacién, absorcion de agua, cuande no se
infomia al consumidor el contenido de proteina de origen no lactico se esta
llevando a cabo un fraude al consumidor.

La calidad del producto depende de muiltiples variables como son: calidad de la
materia prima, controles durante proceso, empaque, condiciones de
almacenamiento, transporte, venta, etc.

Como ya se mencioné es posible utilizar diferentes proteinas vegetales y
animales como aditivos en la elaboracién de queso, sustituyendo la presencia de
proteinas de origen lacteo, para ésto es necesario que tengan propiedades
funcionales similares a las proteinas de la leche, por lo que son pocas las
protelnas que pueden ser empleadas para este fin, slendo la soya, la proteina
de origen vegetal mas ampliamente ulilizada, por su aita capacidad de
emulsificacion, gelificacion y retencién de agua 2.

El desarrallo de tecnologias de produccién que permiten la incorporacién de
estas proteinas no ha sido acompaiado por el desarrollo de técnicas analiticas
para verificar su presencia en los productos terminados. No existe en el
momento un método de referencia para la detecclon y cuantificacién de soya en
productos lacteos. De los utilizados hasta la fecha, los mas estudiados son los
inmunolégicos y electroforéticos, sin embargo las desventajas que presentan los
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primeros ( falta de reactividad del antisuero con muestras calentadas o con
variedades de soya diferentes a la especifica para ese antisuero), los métodos
electroforéticos son los que se han estudiado més intensamente '.

El Interés que existe en la deteccion y/o cuantificacién de la proteina de soya en
quesos tipo manchego, tiene importancia desde el punto de vista legal, ya que
de acuerdo a la legislacion existente en nuestro pais no estad permitido la adicién
de proteinas no provenientes de la leche para la elaboracion del mismo. De
acuerdo a lo anterior la presencia de proteina de soya en estos productos es
considerada una adulteracion y un fraude al consumidor por estar reportando un
porcentaje de proteina que no corresponde en su {otalidad a proteina de origen
lacteo.
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1.4 LECHE

4.1.1 DEFINICION DE LECHE

La leche es la secrecion normal de la glandula mamaria y esta definida como “la
secrecion lactea, practicamente libre de calostro, obtenida mediante ! ordefio
completo de una o mas vacas sanas",

1.1,2 COMPOSICION DE LA LECHE DE VACA

Los diversas componentes de la leche varian considerablemente en vacas de
diferentes razas e incluso en vacas de ia misma raza. Se han definido bien las
tendencias generales estacionales en la composicién de la leche. El contenido de
grasa es superior en actubre y noviembre (4.0%) e inferior en mayo y junio
(3.55%). El valor medio para los sélidos no grasos es mas alto en octubre (8.7%),
baja al minimo de 8.5% en marzo y abril, vuelve a elevarse en mayo y junio de
8.65 - 8.7%, pero decrece ligeramente en julio y agosto. Estos cambios son un
reflejo de los efectos de otros factores, en especial las variaciones estacionales en
la alimentacion y el estado de lactancia. Los cambios estacionales también varian
de acuerdo a la localidad. Por lo tanto, solamente se pueden especificar valores
imites para esas variaciones. Las cifras de la siguiente Tabla 1 muestran la
composicion promedio de la leche de vaca.

Tabla 1. Com

0sicidn cuantitativa de la leche _*M_ e
Limites de variacion (%) Vaior medio (%)

Agua 85.5-89.5 87.5

Solidos totales 10.5-14.5 13.0

Grasa 2.56.0 38

Proteinas 2.95.0 34

Lactosa 3655 48

06-0.9 0.8
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1.1.3 COMPONENTES DE LA LECHE DE VACA

Los componentes que constituyen la leche de vaca se describen en la Tabla 2,

Tabla 2. Com

po principal

onentes de la leche de vaca.
Componentss

Lipidos

a) El principal componente de la fase lipidica es la grasa
lactea, mezcla compleja de triglicéridos (dcidos grasos
saturados e insaturados,acido butirico).
b) Los fosfollpidos constituyen una fraccion pequefa, los
principales componentes son la fosfatidilcolina (30%),
fosfatidiletanolamina  (30%),  fosfatidilserina  (10%),
esfingomielina (25%) y en menar canlidad, fosfatidilinositol,
cefrebrdsidos y plasmalégenos.

c) Otros lipidos como esteroles, cetoacidos, carotencides y
vitaminas liposolubles AD, E y K.

Proteinas

a) Caselna. Es la principal proteina lactea y se define como
un grupo heterogéneo de fosfoprotelnas, consta de fres
componentes principales, o-caselna (55%), p-caseina
(25%), ¥ x-caselna (5%).

b) Protelnas séricas. Las restantes protelnas de la leche
descremada se clasifican en proteinas séricas y constan de
p-lactoglobulina (60%), w-lactoalbimina, inmunoglobulinas,
albimina sérica y la fraccion compleja proteasa-peptona.

c) Enzimas. Las enzimas se encuentran presentes como
proteinas simples o como complejos lipoproteicos. Las
enzimas de la leche se hallan repartidas por todo el sistema,
sobre la superficle del globulo graso, asociadas a las
micelas de caselna y en forma libre en suspension coloidal.
(1) Fosfatasa alcalina. Es un complejo lipoproteico y se
distribuye entre las fases lipidicas y acuosa.

(2) Lipasa. Esta asociada a las micelas de caseina y en
particular al componente x-caselna.

(3) Proteasa. Esta asaciada a la fraccion caseinica.

(4) Xantinaoxidasa. Se encuentra a  grandes
concentraciones en la membrana del glébuio de grasa.

Lactosa

El principal hidrato de carbono de la leche es la lactosa
(azucar de la leche), disacarido de la galactosa y glucosa.
La lactosa es el principal agente osmético de la leche con lo
permite el transporte de agua desde la sangre.

=



Continuacién tabla 2.

Cenizas ySales {[Cenizasy sales de [a leche no son términas sinbnimas, Las
cenizas son el residuo blanco que permanece después de la
incineracién de la leche a 600°C y estan compuestas porj
oxidos de sodio, potasio, calcio, magnesio, hierro, fosforo yj
azufre, mas algo de cloruro. El azufre y fracciones de fosforo
y hierro proceden de las proteinas. Las sales de la leche son
fosfatos, cloruros o citratos de potasio, sodio, calcio y
magnesio.

Vitaminas Las vitaminas liposolubles son componentes de la fase
lipidica, mientras que las vilaminas B y C estdn en la fase
acuosa. Muchas de las vitaminas desempedan un papel en
la estabilidad del sabor de la leche. Gran numero de
vitaminas B se presentan en la leche en varias formas,
quimicas como especies libres o formando complejos con
proteinas.

1.1.4 CONSERVACION DE LA LECHE

Los términos leche y productos lacteos se emplean en la industria alimentaria en
relacidn a una escala muy amplia de materias primas y productos fabricados.

La leche fluida es la sustancia basica. Se le puede procesar para que sea
consumida en forma de leche fluida entera, generalmente pasteurizada y
homogeneizada, y su composicion cuando se pone en venta difiere muy poco de
la que tiene cuando sale de la ubre de la vaca.

Con la finalidad de conservar la leche es posible separar los componentes
principales de ésta, o sea la crema y la leche descremada. Estas se venden y
utilizan como productos en si, o bien se procesan para convertirlas en mantequilla,
queso, helado y otros productos lacteos conocidos. Asimismo, la leche original se
- puede modificar mediante la condensacién, la deshidratacion, la afiadidura de
sabores, el fortalecimiento, la desmineralizacion, y por otros tratamientos mas®, en
el diagrama 1 se muestran una clasificacién de leches y sus derivados.
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Diagrama 1. Clasificacion de leches y sus derivados

leche descremada leche entera
*leche descremada *leche pasteurlzada
en polvo *lache ultrapasteurizada
I *leche condensada
crema azucarada
*crama dulce .- leche: *leche evaporada
*croma scidificada}l | e azucarada
*mantequilla I *leche evaporada
yoghurt *“eche en polvo o
*hatido maternlzada

@ para heber

1.2 QUESO

La leche utilizada en el proceso de elaboracion de quesos debe ser de buena
calidad. La validez de la leche como materia prima para la elaboracion de quesos
viene determinada por su tratamiento en la granja. Ademas de los niveles
normales de higiene requeridos, la leche debe estar libre de antibidticos, que
destruirian los cultivos utilizados en la maduraciéon de los quesos. La leche
calostraly la leche de animales enfermos no debe ser utilizada para la elaboracion

de quesc’.

La propiedad mas importante de la leche utilizada en este proceso es la velocidad
de coagulacion cuando se mezcla con cuajo y la capacidad del coagulo formado
para eliminar suero. Estas caracteristicas varlan de forma considerable de leche
procedente de vacas sometidas a crianzas distintas e incluso varlan tamblén para
un mismo animal. Dichas diferencias pueden ser compensadas mezclando la
leche de distintos productores, pero atin asl y todo se seguirdn produciendo
variaciones estacionales. Las propiedades de la leche para elaborar quesos
pueden ser mejoradas, hasta un cierto punto, por la adicién de cloruro célcico o
por una maduracion previa de dicha leche. Sin embargo, el almacenamiento bajo
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fro, los tratamientos mecdnicos y los tratamientos térmicos fuertes perjudican las
caracteristicas generales de la leche para elaborar quesos®,

La definicién internacionalmente aceptada para e! queso ha sido hecha por la
FAO/OMS. E! queso es e producto fresco o madurado obtenido por la
coagulacién y separacién del suero de la leche, nata, leche parcialmente
desnatada, mazada o por una mezcla de estos productos 3.

El queso contiene proteinas, grasas, agua y sales en proporciones diversas,
dependiendo de jos tipos. Las posibilidades de las proteinas lacteas que la
elaboracion de quesos ofrece ha dado lugar a una enorme variedad de quesos,
con diferentes caracteristicas referentes al sabor, contenido de sélidos y vida
comerclal >,

1.21 Euaomcnbu DE QUESO

Una explicacion general de ias etapas necesarias para la elaboracién del queso,
aunque existen variantes especificas para cada tipo, es la siguiente:

Tabla 3, Elaboracion general de queso.
Recepcion y tratamientos previos de la ieche:
1. Refrigeracion { de 3 a 6°C)
2. Higlenlzacién (eliminacion de impurezas y bacterias)
3, Pasteurizacion (calentamiento a 70/80°C durante 15/40 segundos)

Elaboraclon del queso proplamente dicho:

4, Adicion de fermentos lacticos para acidificar la leche con lo que coagulara mas faciimente.

5. Si es necesario, y esta permitido, se aade a la leche:

Cloruro célclco ( favorece la coagulacion)

¢ Nitrato potésico o sddico (inhibe el crecimiento de bacterias perjudiclales)

s Colorantes naturales {para mantener uniforme el color del queso)

o Hongos y bacterias lacticas que ayudan a desarrollar aromas y sabores durante la
maduracion, en algunos tipos de quesos.

6. Adicién del cuajo a una temperatura de 28 a 35°C generalmente

7. Coagulaclon de la leche y separacion parcial del suero

8. Lienado de moldes y prensado previo

9, Moldeado y prensado (con eliminacion de més suero)

10. Salado de los quesos en salmuera o por sal seca.

11. Maduracion de los quesos en cdmaras con control de humedad, temperatura y aireacion. En
los quesos frescos no es necesaria fa maduracion.

12. Control de calidad, envasado‘ salida del productos elaborado.
h Ty 3 N L1118,
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1.2.2 CLASIFICACION DE LOS QUESOS

Los quesos se pueden clasificar atendiendo a diversas circunstancias (contenido
en grasa, dureza, origen, tipo de leche empleada en su elaboracion, etc), De
acuerdo al sistema seleccionado paré la coagulacion de la leche se tiene’:

- Quesos al cuajo (Ejem.plo: Gouda, Manchego, Emmenthal)

- Quesos acidos (Ejemplo: Cottage, crema)

En los primeros se consigue la coagulacién por la adicién de cuajo a la leche, el
principio activo del cuajo es la quimosina (renina), que es una enzima proteolitica
' QUe tiene la propiedad de hidrolizar los enlaces pepticos de las proteinas, la
coagula;cién se realiza de la sigulente forma: el caseinato de calclo al ser atacado
por el cuajo se transforma en paracaseinato de calcio, y en segulda, este
paracaseinato se combina con los iones libres del calcio (sales solubles), se
vuelve insoluble y se precipita formando ge! o cuajada. En los segundos se
consigue por acidificacién, a través del &cido lactico que transforma
progresivamente el fosfato bicalcico de la caselna en fosfato monocalcico que, a
su vez, es desmineralizado poco a poco, perdiendo el resto del calcio hasta que
es precipitado, llegando al estado de caseina pura con formacidn secundaria de
lactato de calcio soluble. En su punta isoeléctrico la caseina (pH 4.5-4.7 a 21°C)
se encuentra en su estado mas puro y en el punto mas bajo de su solubilidad, por
ésto en las condiciones usuales de trabajo (pH 5.2 a 5.3) la caseina se coagula a
medida que aumenta la temperatura a niveles mas altos de pH. Otros quesos
combinan los dos sistemas acidificacibn y adicion del cuajo, por ejemplo
requeson.

Seglin la textura del queso estos se clasifican en:
- Quesos compactos
- Quesos con ojos redondeados
- Quesos granulares de formas irregulares
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Segln el tipo de microorganismos utilizados en la maduracion tendremos la

siguiente clasificacion;

- Quesos veteados donde se produce e} crecimiento de mohos como
el Penicillium durante la maduracidn, dando esas vetas de color azul.

- Quesos de moho blanco

- Quesos con desarrolio bactetiano en la corteza, en los que se unta
la superficie con un cultive de bacterias que se desasrollan dando caracteristicas
especiales a los quesos.

De acuerdo con su contenido de grasa se clasifican en:
- Doble graso: El que contenga un minimo del 60%
- Extragraso: El que cantenga un minimo def 45%
- Semigraso: E! que contenga un minimo del 20%
- Magro: el que contenga menos del 20%

Por (itimo 1a mds conocida que se basa en el contenido de agua:
- Quesos frescos
- Quesos blandos
- Quesos semiblandos
- Quesos duras
- Quesos semiduras

1.2.3 QUESO MANCHEGO

Comao ya se menciond anteriormente el queso tipo manchego se clasifica como un
queso extragraso, compacto y semiblando.  Ei queso manchego es el
producto que se abtiene a partir de leche pasteurizada enterade vaca, sometida a
procesos de coagulacién, cortado, desuerado, fermentado, salado, prensado y
madurado, durante un periodo minimo de 7 dias a temperatura y humedad
controladas; sin que se hayan empleado en su elaboracion grasas o proteinas no
provenientes de la leche’.



Al
- El queso manchego se clasifica en un sélo grado de calidad y debe cumplir con

las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana (ver anexo I).

1.2.4 ELABORACION DE QUESO MANCHEGO

Los pasos a seguir para la elaboracion de queso manchego son los que se
describen a continuacién y se muestra en el diagrama 2 %’

« Higienizacion previa de la leche: Es el proceso por el cual la leche que se
recibe en la instalacion queda libre de las impurezas o residuos extrafios a la
misma. Se puede hacer par centrifugacion o filtracion.

« Pasteurizacion: Sobre el proceso anterior la higienizacién homéloga ia pureza
de la leche que al ser pasteurizada medianie un tratamiento térmico, eleva su
temperatura a 75 °C durante 15a 20 segundos. De esta forma se destfuyen
los microorganismos patdgenos que pudiese contener la leche.

» Adicién de fermentos: La pasteurizacién elimina parte de la flora bacteriana
de ialeche que interviene en la maduracion del queso, por lo que es necesario
reintegrar a la misma los microorganismos destruidos mediante la adicion de
fermentos. Estos fermentos acidificantes ayudan a que la leche coagule mejor.
Normalmente se utiliza un 2% de un cultivo compuesto por Streptococus lactis

y Streptococus cremoris, mas un 0.5% del Streptococus thermophilus.

» Coagulacién de la leche: Fisicamente este fendmeno supone la coagulacion
de las micelas de la caseina y glébulos de grasa que se unen para formar un
gel compacto, aprisionando el liquido de dispersion que constituye el suero, Se
suele utilizar como agente coagulante, el cuajo o el extracto del cuajo (20-25
mililitros de extracto de cuajo o su equivalente por cada 100 litros de leche). El
proceso se realiza a unos 28-32°C durante unos 45 a 60 minutos.
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+ Desuerado de la cuajada: Su objeto es obtener una masa con la consistencia

y humedad necesarias, para que en ella se puedan desarrollar los procesos de
maduracién adecuados que den como producto final el queso. La cuajada se

corta hasta obtener granos con un tamaio de 5 a 10 milimetros.

+ Moldeado y prensado: Con el prensado se completa el desuerado forzando
la eliminacién del suero, y con el moldeado se le confiere al queso su forma
definitiva, con su caracteristica cilindrica. En el moldeado, los pafios clasicos
han sido mayoritariamente sustituidos por moldes de acero inoxidable con gran
nimero de perforaciones. Para el prensado se pueden utilizar prensas de
varios tipos (horizontales, verticales, prensado artesanal, etc.) y se efectia
durante 4 a 12 horas, generalmente.

o Salazén: se efectta introduciendo los quesos en una salmuera o bien
espolvoreandolos con sal muy fina, y tiene como objetivos: el regular el
desarrollo microbiano, desuerar el queso, despojarlo de cierta cantidad de
agua y favorecer la formacion de conteza que lo protege de los agentes

exteriores.

« Maduraciéon: se puede considerar como el afinamiento de la fermentacion,
influyendo en ello la humedad y temperatura adecuadas que se realiza en
camaras. La temperatura oscila entre los 10 y 12°C y los quesos son volteados
con frecuencia. La humedad relativa es del orden del 80%. Segtn transcutre la
maduracion, se debe aumentar la humedad y disminuir la temperatura.

1.3 ADULTERACION EN QUESO

El Sector Publico marca los aditivos permitidos en la leche y productos lacteos
los cuales fueron publicados por Ultima vez en el Diario Oficial de la Federacion
(18 enero de 1988).
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Los alimentos deben considerarse adulterados:

¢ Si algln ingrediente importante del alimento ha sido todo o en partes
extraido u omitido del producto.

o Sicualquler sustancia ha sido sustituida toda o en partes,

» Si se le ha afadido cualquier sustancia, o si se le ha mezclado con alguna
sustancia, de tal modo que incremente su volumen o peso, o reduzca su
calidad o resistencia o haga que parezcan mejor o mas valiosos de lo que
realmente es °.

La presencia de cualquier componente no permitido en la leche o productos
lscteos se considera adulteracién’. La presencia de proteina de otros origenes
en productos lacteos no es permitida; sin embargo, la adicion de ésta es
frecuente, sobre todo en quesos. El aislado protéico de soya es por su bajo
costo una de las proteinas mds favorecidas en la adulteracion de leche y
productos lacteos, sin embargo existen otras protelnas que son utilizadas en la |
elaboracion de queso como se observa en la Tabla 4. ‘

abla 4. Proteinas utilizadas en la elaboracién de ueso.

Ventajas Desventajas

Bajo costo Sabor

1 Rendimiento (alta Textura
capacidad de gelificacién y

retencién de agua)

Caseinato de Calcio T Rendimiento Textura

Suero lacteo T Rendimiento Textura

Huevo en polvo T Rendimiento Sabor

Textura

La deteccién en los productos lacteos de la presencia de protelna de soya
" puede realizarse a través de pruebas caras como pueden ser el perfil de amino
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acidos obtenido con un autoanalizador de amino 4cidos. Otro tipo de pruebas

empleadas son la deteccion de las proteinas por medios inmunolégicos; estas
pruebas son muy sensibles y capaces de detectar hasta un 3% de adulteracion
como se observa en la Tabla 5, sin embargo no son pruebas de facil
implementacién y por otra parte pueden dar reacciones cruzadas . La
electroforesis es una herramienta Util en la bisqueda de proteina no lactea ya
que el perfil electroforético de las diferentes proteinas es como su huella digital.
La presencia de proteina de soya puede ser detectada por la prueba de la
ureasa; sin embargo no es concluyente, debido a que si el producto ha sido

tratado térmicamente la enzima se inactiva dando un resultado negativo'.

Tabla 5.Técnicas para determinar adulteraciones y contaminaciones en
leche y productos licteos.

Producto Adulteraclon Técnica recomendada
Queso Grasa Indices de Reichert-
' (no lactea) Meissi-Polenske

indice de Kirschner

Proteina Inmunoldgicas
* Otras ( no lacteas) Perfil de amino acidos

Secuestrantes de agua

* Almidén Prueba lodométrica

1.4 ELECTROFORESIS

Electroforesis es un término que se refiere al movimiento de particulas cargadas
(iones) en un campo eléctrico. Los métodos electroforéticos fueron desarrollados
por primera vez hace 40 afos por Ame Tiselius. Los avances, desde entonces,
han resultado en la evolucion de la electroforesis como uno de los métodos mas

efectivos de separacion y caracterizacion. Los Unicos requerimientos son: (a) que
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los componentes de la-mezcla deben tener forma iénica, o ser convertidos a ella;
(b) que cada companente tiene que poseer una carga neta distinta. En problemas
bloquimicos, la electroforesis ha sido muy valiosa en el alslamiento y la
separacion de protelnas y en la determinacion directa de ta mezcla de proteinas.
Hay dos razones principales para esto: (a) los métodos electroforéticos se pueden
realizar en condiclones suaves, protegiendo asl a las proteinas muy Inestables de
cuglquler modificacion estructural severa, y (b) algunos métodos tienen un alto
poder de resolucién, resultando una clara separacién de moléculas proteicas
similarmente cargadas.

Todos fos métodos de electroforesis se pueden clasificar en zonales o de {imite
movil. En el método de limite movil, la electroforesis se realiza en solucién, es
declr, las particulas cargadas migran libremente a través de un canal abierto lieno
de un medio liquido conductor, es decir, una solucién salina. Una consecuencia
natural de este tipo de separacion, es que los soiutos nunca liegan efectivamente
a separarse unos de otros. Las particulas se desplazan hacia el electrodo de
carga opuesta, formandose un borde que permite distinguir ia presenclia de cada
componente. Una musestra pura se caracteriza por presentar un Gnico limite entre
las particulas de soluto que migran y la region del canal que contiene {a solucion;
dos limites Indicaran la presencia de dos solutos, y asl sucesivamente. La Gnica
aplicacion practica del método de limite movil es probar la pureza de una muestra
y estimar las concentraciones relativas de los solutos.

Los métodos de electroforesis zonales han desplazado virtualmente al de iimite
moévil. La razén para ésto es que, ademas de caraclerizar pureza, las técnicas
zonales son también efectivas para la separaclbn, puesto que los solutos pueden
resolverse en zonas discretas. La electroforesis zonal no se realiza en solucion,
sino que requiere un soporte sélido y, segln el aparata, la migracién puede ser
harizontal o vertical,
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Existe en la actualidad una gran variedad de soportes sélidos, incluyendo tiras de

papel filtro que fue el soporte primeramente usado. Un revolucionario avance en
esta area fue establecido en 1955 por O. Smithies’, que desarroll el uso de geles
porosos de almidon como soporte sdlido. El poder de resolucién de gel de aimidan
fue muy superior a cualquier otra técnica.

Sin embargo, los resultados variables y las dificuitades en la preparacion del
soporte solido son desventajas definidas en el uso de geles de almidén. Ambas
desventajas son eliminadas mediante el uso de geles de poliacriiamida
descubiertos en 1959 por L. Omstein y B.J. Davis®. Ademds de tener un poder de
‘resolucion comparable al de los geles de almidon, los geles de poliacrilamida
poseen otras venlajas adicionales. Son termoestables, transparentes, durables,
relativamente inertes quimicamente, no idnicos y ficiles de preparar con una
amplia variedad de tamadtos de poros. Ademas, se pueden usar para
caracterizacion en pequefia escala, o para trabajos preparatorios a gran escala’ .

1.4.1 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

La elactroforesis en gel de poliacrilamida es un mélodo analitico de aito poder
resolutivo que combina la migracion en un campo eléctrico y el tamizado

molecular a través de un gei de corrida '%'"'2,

El poro del gel desarroila un papel fundamental. En el caso de los geles de
poliacrilamida pueden conseguirse poros de diferentes didmetros segun las
condiciones de la polimerizacion; como consecuencia, para un gel de determinado
poro el tamafio molecular y la carga neta seran los factores determinantes de la

separacion de las moléculas de una mezcla.

Los geles de poliacrilamida resultan de |a polimerizacion en largas cadenas de la
acriamida monomérica (CH,=CH-CO-NH,) y de su entrecruzamiento por
intermedio de ta NN - metilenbisacritamida (CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-

19
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CH=CH,) llamada comlnmente bisacrilamida. El poro del gel formado dependerd
de las concentraciones relativas de ambos reactivos durante la polimerizacién. La
polimerizacion de la poliacrilamida necesita de un iniciador de proceso siendo los
mas comUnmente usados el persulfato de amanio y la riboflavina, se anade como
acelerador N,N,N',N'-tetrametilendiamina (TEMED). En el sistema Persultato de
amonio - TEMED, este Ultimo cataliza la formacién de radicales libres a partir del
persulfato lo que en definitiva inicia la polimerizacién. Cuando se utiliza riboflavina
se originan radicales libres al fotodescomponerse la riboflavina.

La electroforesis en gel de poliacrilamida puede efectuarse en tubos ¢ en placa.
En el primer caso se utiliza un cilindro de gel para cada muestra a analizar,
mientras que cuando se emplean placas pueden correrse en forma simultanea, en
una sola de ellas, varias muestras. Este procedimiento resulta util para separar
protelnas de una mezcla, las que pueden ser aisladas por simple cortado del gel y
posterior elucion.

La electroforesis en geles de poliacrilamida puede desarrollarse también usando
soluciones amortiguadoras que contienen sustancias disociantes, en especial
detergentes no iénicos (dodecil sulfato de sodio SDS). Las proteinas a analizar
son tratadas térmicamente a 100°C en exceso de SDS y 2-mercaptoetanol. En
esas condiciones el tiol rompe los puentes disuifuros que pudieran existir y el
agente desnaturalizante hace que las proteinas se desdoblen en sus polipétidos
constitutivos, los que fijan SDS en una relacidon constante (1.4 g de SDS por
gramo de polipéptido) a causa de ello ia carga intrinseca del péptido se hace
insignificante ante el exceso de carga negativa del SDS; como consecuencia la
carga de todas las maléculas sera practicamente idéntica. Su desplazamiento en
un campo eléctrico en el que el soporte de corrida es un gel de determinada
porosidad dependera exclusivamente de su tamafio molecular. Este método
permite por comparacién con sustancias de pese malecular conocido que han sido
corridas simultaneamente, determinar el peso molecular relativo de los productos

20
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en andlisis. Se utiliza en forma rutinaria con tal finalidad y para ello son necesarias

cantidades infimas de muestra'>'*.

La electroforesis en gel de poliacrilamida puede desarrollarse usando sistemas
amortiguadores continuos o discontinuos. En el primer caso, los lones que
constituyen el amortiguador durante todo el recorrido de la muestra (gel
concentrador o reservorio) son los mismos y el pH es constante. En algunas
situaciones sdlo puede variar fa concentracién iénica en ios pozos de contencion
o reservorios. Cuando se usan estos sistemas, las muestras a analizar se
siembran directamente en gel de resolucidn. En los sistemas discontinuos el
amortiguador de los geles y de los reservorios de los electrodos son diferentes.
Normalmente los pH dé ambas soluciones amortiguadoras son también distintos.
Las muestras a analizar se colocan en un gel poro grueso ( gel de paso rapido,
_apilamiento o stacking) en amortiguador Tris-HCI, pH 6.8, el que se ha hecho
polimerizar por sobre el gel de corrida (pH 8.8). EI amortiguador del recipiente que
contiene el catodo es Tris-glicina pH 8.3. Ello permite que volimenes apreciables
de muestras diluidas de protelnas puedan ser analizadas ya que al ser colocados
en un gel de éste tipo en el que iénes y el pH de los amortiguadores son
diferentes, las moléculas se desplazaran a través del gel y se concentrardn en
una zona estrecha, en el limite correspondiente al gel de corrida, previo a su
separacion de éste. El pH del gel de apilamiento y de la muestra es (pH 6.8). La
glicina que forma parte del amortiguador del reservorio catddico esta muy poco
disociada ya que este es proximo a su pKa por lo gue su movilidad en el campo
eléctrico sera reducida. Los iones cloruro, en cambio, a ese pH tendrdn una
movilidad mayor debido a su grado de disociacion y la movilidad de las proteinas
ocupara una posicidn intermedia. Cuando se aplique un voltaje los iones cloruro
migran alejandose de la glicina dejando tras de ellos una zona de menor
conductividad. Como es inversamente proporcional al campo de fuerza, esta zona
genera un gradiente de voltaje que acelera la migracién hacia ella de la glicina, la
que se aproxima a los iones cloruro, credndose un estado de uniformidad en el
que los productos de movilidad y gradiente de pH de ambos iones es igual. Estos



se mueven a la misma velocidad, con un estrecho limite de separacién entre

9"0813'“'15.

Cualquier proteina que se mueve por delante de la banda iénica es rapidamente
atrapada ya que la movilidad de éstas es menor a la de fos iones cloruro pero
mayor que la de la glicina, como consecuencia es concentrada en una delgada
banda. Las diferentes proteinas se iran apilando una sobre otra en una banda
delgada por detras de los iones cloruro y por delante de la glicina, acumuldndose

finalmente en el limite del ge} de resofucign **1"1213.14.15,
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- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer la presencia de proteina de soya en quesos tipo manchego expendidos

os la Ciudad de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Elaborar los quesas patrones tipo manchego para obtener |a referencia de su
perfil electroforélico.

2. Determinar las condiciones dptimas de extraccién de proteina de queso tipo
manchego.

3. Establecer la concentracidn de gel separador de poliacrilamida para la
adecuada obtencion de los perfiles electroforéticos.

4. Obtener los patrones electroforéticos de queso referencia, quesos tipo
manchego comerciales y quesos adicionados con proteina de soya con
diferentes niveles de adicion.

5, Determinar la composicién de los quesos comerciales elegidos, a través de un
analisis quimico proximal para evaluar su calidad respecto a la Norma Oficial.

6. Contrastar los perfiles electroforéticos de los quesos comerciales con los de
queso manchego y proteina de soya, y establecer las bandas electroforéticas

diferenclales entre queso tipo manchego y el queso adicionado con soya.

3



CAPiTULO I1. DESARROLLO METODOLOGICO
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Desarrolio Metodaldgica
DESCRrIPCION DEL CUADRO METODOLOGICO

El diagrama 3 muestra la metodologia seguida en el presente estudio, con el fin
de resolver el objetivo general “Establecer la presencia de proteina de soya en
quesos tipo manchego expendidos en ia Ciudad de México", se llevd a cabo una
investigacién bibliografica sobre generalidades de queso, adulteracién y
electroforesis.

Se elaboraron queso patrén y queso adicionado con concentraciones conocidas
de proteina de soya ( 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0, 6.0 % en peso), empleando
el proceso tradicional de elaboracién, la leche fué obtenida del Centro de
Produccién Agropecuaria de la FES-C, se seleccioné la técnica mas adecuada
para realizar la extraccién de la proteina, probando las siguientes técnicas:

a) uso de la técnica modificada de Olivera (1990)*S,
b) el uso de solucién salina fisiologica 0.9% 1319,
¢) el uso de solucién de hidroxido de sodio 0.1 M.'"181%,

Cuando se hubo seleccionado y estandarizado la técnica de extraccién de
proteina mas adecuada (en la cual se obtuvo una mayor extraccion de proteina),
se determind la concentracion de proteina para cada uno de los exiractos pdr
medio del empleo dei método standar Bradford. Se probaron diferentes
concentraciones del gel separador de poliacrilamida (10, 12.5, 15%), con el fin
de estandarizar los geles utiizados en la electroforesis, definiendo tiempos de
corrida y amperaje a emplear.

Para la realizacion de las pruebas electroforéticas a quesos tipo manchego
comerciales, se adquirieron en el supennercado en dos ocasiones, 16 marcas
comerciales diferentes de queso manchego con registro y etiqueta y cuya
apariencia era la indicada en la Norma Oficial Mexicana para queso tipo
manchego, estos quesos se clasificaron en 3 grupos en base a su precio. A los
quesos comerciales seleccionados se les realizd un analisis quimico proximal
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Diagrama 3, Cuadro Mstodolégico. Desarrolio experimental de ia tesis.
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para conocer la composicion y ver si cumplian con lo establecido en la Norma

Oficial para este producto.

Se les realizo la electroforesis a los patrones de aislado protéico de soya (supro
590), queso patron y queso adicionado con proteina de soya, asl como a los
quesos comerclales. Después se obtuvieron los pesos moleculares
correspondientes a las proteinas presentes en los perfiles electroforéticos.

Despues de haber realizado las corridas se hizo una contrastacién de perfiles
electroforéticos de queso patron, quesos comerciales y quesos adulterados con
diferentes niveles de proteina de soya, buscando la presencia de las proteinas
caracteristicas de soya en quesos tipo manchego comerciales, para asi poder
evaluar posibles adulteraciones y el nivel de ésta en los quesos comerciales.
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2.1 QUESO PATRON

2.1.1 ELABORACION DE QUESO PATRON

El queso manchego patrdn se elabord en el Centro de Produccion Agropecuaria
de la Facultad por el método tradicional de procesamiento, y el proceso de
elaboracion se describe en el anexo IV y se muestra en el diagrama 4 (pag. 86),

2.2 QUESO PATRON ADULTERADO

2.2.1 ELABORACION DE QUESO PATRON ADULTERADO CON PROTEINA DE SOYA

La elaboracién de queso tipo Manchego adicionado con aislado proteico de
soya,se llevd a cabo siguiendo el procedimiento que se describlé anteriormente,
con la diferencia de la adicidn de aislado proteico de soya, el cual se adicloné en
0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0% en peso. El aislado proteico de soya se
adicioné junto con el cuajo y colorante, inmediatamente después de la adicion de
cultivos lacticos y de reposo de 1 hora.

2.3 EXTRACCION DE PROTEINA

Los métodos utilizados para realizar la extraccion de proteina al queso patrén,
queso adicionado con proleina de soya (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0% en
peso), soyay quesos manchego comerciales son los siguientes:

2.3.1 SOLUCION SALINA FISIOLOGICA

Soluclén salina fisiolégica. Se tomaron 0.2 g de queso homogenizando en
mortero con 12.5 mi de solucién salina, posteriormente se sometio a agitacion en
un Vortex-Genie modelo K550-G durante 20 minutos a la velocidad maxima
alcanzada por el aparato para después ser centrifugado a 3500 rpm durante 30
minutes. A continuacidn se tomé el sobrenadante con una pipeta Pasteur y la
pastilla fue nuevamente resuspendida en 12.5 ml de solucion salina sometiéndola
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por segunda vez a agitacion y centrifugada a las mismas condiciones. Se llevé a
cabo la misma metodologia para el caso de los aislados proteicos de soya '7'**.

2.3.2 SOLUCION DE HIDROXIDO DE S0DIO

Sotucién de hidroxido de sodlo 0.1M y se realiz6 la extraccion siguiendo ia
secuencia sefialada para el caso de solucion salina fisiologica, tanto para queso
patrén como para los aislados proteicos de soya '7'*'®,

233 Iﬁétooo OE OLIVERA (1990)

El Ultimo método de extraccién consistié en el uso del método de Olivera
(1980)"*'® ligeramente madificada, la cual consistié en el empleo de una solucién
de amortiguadora Tris-HCI 0.006M/2% Mercaptoetanol pH 7.4. Se tomé 0.2 g de
muestra y se diluyé en 12.5 ml de solucion extractora sometiéndola a agitacién en
un Vortex-Genie modelo K550-G a la velocidad maxima alcanzada por el aparato
durante 20 minutos . Posteriormente se llevé a cabo una centrifugacion a 3500
rpm durante 30 minutos y después se tomd el sobrenadante volviendo a someter
la pastilla residuo al mismo tratamiento juntando los sobrenadantes.

Las experimentaciones se realizaron por tripiicado y se obtuvo un promedio de los
resuitados obtenidos.

2.4 METODO STANDAR BRADFORD

La concentracién de proteina para cada uno de los extractos se efectud por medio
del empleo de la técnica de Bradford '8y se construyd una curva patrén con
alblimina, el método standard se puede consultar en el anexo ).
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2.5 CLASIFICACION DE QUESOS TIPO MANGHEGO COMERCIALES

De los quesos tipo manchego comerclales expendidos en la Ciudad dé México se
realizé una seleccidn de aquellos que cumplieran con las caracteristicas que
indica la Norma Oficial de Calidad de la SECOF| NOM-F-462-1984 en base a que

en etiqueta cumplieran con estos requisitos y, estos se clasificaron en base al
precio de venta al publico.

2.6 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DE QUESOS TIPO MANCHEGO COMERCIALES

Ei andlisis quimico proximal del queso patrén y los quesos manchegos
comerciales se realizd empleando las técnicas oficiales del AOAC y a
continuacion se muestra en (a Tabla 6.

Tabla 6. Técnicas del andlisis
DETERMINACION

Proteina Micro Kjeldahl"
Humedad Secado por estufa’

uimico proximal.

Grasa Gerber®
Ceniza Método general®
Solidos totales Por diferencia

Las experimentaciones se realizaron por triplicado y se obtuvo un promedio de los
resultados obtenidos.

Se realiz6 un andlisis de rango multiple por ei método de Tukey al 95% de

confianza para saber sl existen diferencias significativas entre todas las marcas de
queso tipo manchego analizadas y la Norma Oficial Mexicana.
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2.7 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

El sistema de electroforesis elegido fue en ge! de poliacrilamida con
dodecilsuifato de sodio (DSS), ya que ofrece una excelente resolucién proteica y
es aplicable a protelnas desnaturalizadas, lo que permite su utilizacién en
alimentos que hayan sufrido procesos de calentamiento, como leche, jamén y

quesos "%,

2.7.1 ELECTROFORESIS EN GELES DISCONTINUOS

El método utilizado fue basicamente el sistema de Laemmii (1970)'2, utilizando
geles discontinuos. Para estudiar las mejores condiciones de separacién de
proteinas lacteas se probaron las sigulentes condiciones de concentracidn de gel
separador de acrilamida 10,12.5,15%.

El gel separador se obtuvo a partir de una solucién madre de 30% en peso de
acrilamida y de 0.8% en pesa de N.N'-nis-metilenacriiamida en Tris-HCI 0.357 M,
0.1% de SDS pH 8.8. Los geles fueron polimerizados quimicamente por la adicién
de 0.025% en volumen de tetrametiletilendiamina (TEMED) y persulfato de
amonio. El gel concentrador se preparé de una solucién madre de la misma
concentracion referida para el gel separador pero en Tris-HCI 0.125M, 0.1% SDS
pH 6.8 y fué polimerizado quimicamente en la misma forma que el gel separador.
El amortiguador electrado contenla Tris 0.025% M, Glicina 0.192M, 0.1% de SDS

pH 8.3,

Para cada uno de los sistemas se efectué una precorrida a 13 mA de coriente
constante durante 30 min. empleando amortiguador de efectrodo pH 8.3, con el fin
de efectuar una limpieza del gel eliminando posibles particulas extrafas que
posteriormente obstruyan el paso de las proteinas, ademdas de saturar el gel con
el amortiguador y dejarlo cargado eléctricamente para facilitar fa migracién
proteica posterior; al término de ésto se realizé el cambio de amortiguador para
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efectuar las pruebas de electroforesis carrespondientes. Las corridas se realizaron
a 13 mA de carriente constante durante 45 min. Las bandas fueron reveladas por
tincién con azul de Coomassie'®.,

Se utilizaron como marcadores de peso molecular miosina (205kd),p-
galactosidasa (116 kd), p-fosforilasa (97.4 kd), albOmina bovina (66 kd) y albumina
de huevo (45 kd), anhidrasa carbénica (29 kd). Todos los marcadores fueron
marca SIGMA Chem. Co®,

Se empled una celda de eiectroforesis modelo SE 250 - Migthy Small 11'%. Las
composiciones finales de los geles a emplear, es decir del gel tapon, concentrador
y separador se pueden consultar en el anexo iI.

2.7.2 OBTENCION DE PATRONES ELECTROFORETICOS APARENTES DE QUESO, PROTEINA

DE SOYA Y QUESO ADULTERADO

Una vez que se hubo seleccionado el método de extraccion proteica a utilizar, a
los extractos de queso patrdn, aislado proteico de soya y queso adicionado con
proteina de soya ( 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0% en peso) se les realizd el
corrimiento electroforético con el fin de obtener el perfil proteico y conocer los
pesos moleculares correspondientes a las bandas de proteina que se presentaron
en los geles para ser tomados como estandares de referencia y poder
comparartos con los perfiles obtenidos de los quesos tipo manchego comerciales.
Todas las experimentaciones se realizaron por triplicado y se obtuvieron los
perfiles promedios correspondientes.

2,7.3 CURVA DE CALIBRACION DE PESOS MOLECULARES

Con ¢l fin de establecer los pesos moleculares de las proteinas presentes en el
queso fué necesario preparar una curva de calibracion con los marcadores de
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peso molecular empleados. Habiendo finalizado las corridas con sus respectivas
tinciones se determinaron las distancias a las cuales se ubicaron las bandas de
proteina en el gel midiéndose desde el borde superior de! gel hasta la banda en
cuestion. Posteriormente se realizé el calculo de R, , que es la relacion entre la
longitud total del gel y la distancia a la cual se ubic6 la banda de proteina al final
de la corrida.

R _ Distancia de ubicacién
Longitud total de gel

Se construyo ia curva de calibracion para los pesos moleculares en el grafico de
log PM vs R,

2.8 OBTENCION DE PERFILES ELECTROFORETICOS DE QUESOS TIPO

MANCHEGO COMERCIALES

Una vez que se hubo establecido la solucién extractora de proteinas y el gel mas
adecuado para realizar las corridas electroforéticas, se realizé electroforesis con el
fin de obtener los perfiles proteicos de los quesos manchegos expendidos en la
Ciudad de México y de esta forma poder comparar los resultados con los patrones
de referencia de queso, proteina de soya, queso adicionado con proleina de soya,
y asi poder evaluar si existe o no la adulteracién en los quesos comerciales
estudiados. Las pruebas se realizaron por triplicado para cada uno de los lotes
mencionados en la clasificacion de quesos manchego comerciales.

33



Anglisis ¥ Discusion de Resuitad

CAPITULO L. ANALISIS ¥
DISCUSION DE RESULTADOS

34



Andisis y Discusién de Resul

3.1 SELECCION DEL METODO DE EXTRACCION

Para conocer la concentracién de proteina presente en los extraclos de soya y
quesos tipo manchego comerciales empleando los diferentes métodos de
extraccian, se aplico el método standar Bradford, y se elaboré la curva patrén
Macro utitizando una solucion de albimina de huevo pura como patrén.

Para la elaboracion de la curva Macro se colocaron en 10 tubos de 12 x 100 mm
las siguientes concentraciones que se muestran en la Tabla 7 y se obtuvieron las
lecturas correspondientes de absorbancia en el espectofotometro. Los resultados
reportados son el promedio de la experimentacién por triplicado.

Tabla 7. Método standar Macro.

{ Concentraclon de albimina ug/mi Absorbancia
0.101
0.220
0.300
0.350
0.400
0.470
0.520
0.582
0.632
0.719

La curva que se obtlene al graficar la concentracion de protelna (ug/ml) vs
absorbancia es la siguiente, y en ésta se puede conocer la concentracién de
proteina a través de una interpolacién, en muestras que tengan valores de

absorbancia en un rango de 0 a 0.719 ug/ml.
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Analist
Grifica 1. Curva Patrén Bradford Macro.
Absorbancia

1.2

1+
0.8 .
06
04 .
0.2 .

0 - ) A | A 1 . i N n N
0 200 400 600 800 1,000 1,200
[ ] Proteina (ig/ml)

La férmula de regresion es y = A + Bx; el término constante A (ordenada) es A=
0.0555, el coeficiente de regresion B (pendiente) es igual B= 0.000669, el
coeficiente de correlacion r es igual r=0.9918,

Los datos obtenidos de la absorbancia de los diferentes extractos fueron
interpolados de la curva patrén Macro para obtener la concentracién de protelna
en ug/ml, estos datos son los resultados promedios de tres determinaciones, se
muestran en latabla 8.
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Soluclén Extractora

Solucion salina fisiologica 0.9 % 2241803

Solucidn Tris HCI 0.006 M/2% 1356.7431
Mercaptoetanol pH= 7.46

Solucién de Hidroxido de sodio 0.1M

“La soya no se pudo disolver en la solucion de Hidréxido de sodio,

Como puede observarse en esta tabla en cuanto a la evaluacidon de los 3
diferentes métodos de extraccidon sugeridos para la extraccion de proteina, ia
concentracion més baja de proteina fue la del extracto obtenido mediante el uso
de solucion salina fisiolégica , la cual fué tan solo el 16.5% de la proteina extrafda

. con solucion Tris HCI 0.006 M/2% Mercaploelano, en el caso del uso de solucién
“de hidréxido de sodio, 1a soya y el queso no pudléron ser disueltos perfectamente,
por lo cual se decidié no utilizarla.

Bajo las mismas condiciones en las que se efectud la extraccién de proteina para
soya, se realiz6 la extraccidn de proteina para quesos manchego comerciales, la
concentracion de proteina de estos extractos fué determinada por el método de
Bradford para asl poder estandarizar la concentracion de proteina en ios geles y
los resultados obtenidos se muestran a continuacion en la Tabla 9,
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Tabla 9. Exmccln de proteina de Quesoa CIlo Patrén.

Absorbancla[ Solucion Salna|  Absorbancia | Solucién Tria HC! |
Solucién | fisiolégica 0.9% | Solucién Tris HCI 0.008W/ i
Salina | Concentracién |  0.008M /2%  |2% Mercaptostanol]
fislolégica | de proteina | Mercaptoetanol | Concentracién de |
pg/mi proteina pgimi §

1 0537 719.0068 0.720 §92.3286

7 0.361 456.1439 0,628 705..6668

3 0.565 760.8262 0.730 1007.2640

: 0465 6114731 0635 865.3767
G 0412 §32.3150 0554 744, 3001
8 0,381 486.0149 0,446 583.0057

7 0.502 666.7345 0676 0286123

8 0.162 168.9273 0617 §36.4928

9 0463 606.4860 0748 1034, 1470
0498 660.7603 0616 836.6093

769.7895
789.2057
530.8214
1025.1866
881.8058

15 0.512 524.8472 0.742
' Patron 0.407 526.2295 0.646 885.3825

0.571
0.584
0.411
0.621

612.9667
608.4860
483.0278
641.3441

0.466
0.463
0379
0.485
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Coma puede verse en esta tabla se abtuvieron al tgmmo
de soya, mayores concentraciones de proteina con ia solucitn extractora Tris HCI
0.006 M/2% Mercaptostancl, aungue en este caso la diferencia en % de
extraccidn fueron mayores, se abtuva en promedio el 72% mas de proteina
respecto al de la solucion salina fisiolégica, el cual pudo haber sida consecuencia
de la baja capacidad de esta solucién para solubilizar las proteinas de ia leche,
por tratarse de una solucldn de baja fuerza ibnica. La mayor concentracidn
proteica fue obtenida a partir del método de extraccién de Ofivera (1890)'*"®
modificado (Salucion Tris HCI 0.006 M/2% Mercaptoetanol), y este resultado se
puede explicar por la compaosicién de la solucitn, es decir, principaimente |a
capacidad de! 2-mercaptoetancl de provocar el rompimiento de los enlaces
disulfuro de las protelnas permitiendo con ésto una mayor disgregacion de los
complejos protelcos.

Una vez conocida la concentracion de proteina se pudo determinar el valumen
( pt ) de cada muestra necesaria para tener una concentracion constante de 8

ug/ul de proteina en los geles a realizar, los resultados se encuentran en la
Tablat0.
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Solucion Solucidn Tris HCI
Salina 0.006 M |
2% Mercaptostanol
1" 8
18 11
11
13
15
17
12
15
13
12
13
13
15
12
12
15

3
2
3
3
5
8
7
8
9
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El volumen en pul de cada muestra nos asegura el colocar 8 pg/ul de proteina en
los pozos del gel, y asl poder comparar bajo las mismas condiciones de
concentracion todas las muestras a estudiar. La maxima capacidad en volumen de
los pozos en los geles es de 15 pl.

3.2 CLASIFICACION DE QUESOS TIPO MANCHEGO COMERCIALES

De la seleccion realizada a los quesos tipo manchego comerciales, conforme a las
caracteristicas que indica la Norma Oficial de Calidad de la SECOFI NOM-1984,
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se obtuvieron tres lotes de queso manchego, y cada lote contiene cinco marcas

comerciales de éste como se muestra en la Tabla 11.

T1. Clasificacién de quesos tipo manchaeg

PRECIO DE VENTA AL
PUBLICO (N$)

0 comerciales.

QUESO MANCH

EGO

21.85
27.85
368.80
38.00
38.80

Queso 1t
QUESO 2
Queso 3
QuEso 4
QuESO S

39.50
39.50
39.70
39.50
39.90

QuESO 6
Queso7?
QuEso 8
Queso 9
QuEso 10

40.00
40.30
40.80
40.80
48.00

Queso 11
QuEso 12
QuESO 13
QUESO 14

QuEso 18

3.3 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DE QUESOS TIPO MANCHEGO COMERCIALES

Y QUESO PATRON

En la siguiente Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos de la composicion

proximal de queso patrén elaborado, de los quesos tipo manchego comerciales y

los datos marcados en la Norma Oficlal correspondiente.
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Proteinas | Cenizas T.
% % Totales | venta al
% publico §
(NS)
35.68" | 25.66° 23.9¢° 3.73%°% 1 64.32 27.85
37.87° 39,33 18.57°¢ 3.85°¢ 62.13 27.65
38.22° 33,33 24 487 3.57%¢ 61.78 36.50
48.28° | 24.20*" 22.24 3.89'% 51.72 38.00
40.5° 33.668" 21.63% 3.76% 59.5 38.50
53.62" |27.33%%"] 15.16° 3.02° 46.38 39.50
45.91" 297 21.37% 3.879 54.09 39.50
50,937 23.33° 20.72° 3.85%49 49.07 39.70
52.99" 20.00° 2219 4.18" 47.01 39.50
48.8"° [28.33°9[ 18.88"° 3.84% 51.2 39.90
49.81"7 [ 2866%°| 17.86° 3.56*7 | 50.19 40.00
50.77% | 29.33%" 15.52° 3.69%°T [ 49.23 40.30
46.27° 33.66' 14.69° 4.12%" 53.73 40.80
45.37° 31.00" 19.64° 348° 5483 40.80
44,99° 27° 23.7¥ 391190 55.01 48.00
50.09° | 27.00° | 18.83*° 2.32° 49.91
Maximo | Minimo Minimo Maximo | Minimo
48.0° 26.0° 22.0' 6.5' 62.0

UBSIINAICEY. JIULCE 1O

*Fuera de Norma.

Como se observa se presentd una pequeria diferencia entre el queso patrén y lo
establecido en la Norma Oficial, ésto puede deberse a que en el Centro de
Produccion Agropecuatia no se cuenta con el equipo adecuado para la
elaboracién de este tipo de queso y el prensado no fué el mas adecuado, lo cual
repercuti6 en el contenido de humedad y el resto de los componentes. A pesar de
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ésto, se decidi6 utilizarlo como patrdn por representar un modelo del queso tipo
manchego sin ningun tipo de adulteracién, ya que su elaboracién fué hecha
utilizando exclusivamente leche de vaca,

De acuerdo a los resultados obtenidos del anélisis quimica proximal realizado a 15
marcas comerciales, se observd que en términos generales no existe una relacién
diyecta entre |a calidad del producto y el precioc de venta al pablico.

Los quesos de mayor precio de venta al publico (11-14) no cuentan con |a
composicion que especifica 1a Norma Oficial Mexicana de queso manchego, &n
general presentan un bajo contenido de proteina. Por otro lado, el queso de mas
bajo precio de venta 1 ($27.85) se encuentra muy cercano al cumplimiento de las
especificaciones de composicion de 1a Norma, el queso 3 ($36.50) cumple con las
especificaciones de compasicién establecidas y sin embargo la diferencia de
precio con el queso 1 es de $11.00 aproximadamente.

Se realizé6 un analisis de rango muitiple por el métoda de Tukey al 95% de
confianza para saber si existen diferencias significativas entre todas las marcas de
queso tipa manchego analizadas y la Norma Oficial Mexicana.

¢ Con respecto al contenido de humedad:

€l rango de variacion del porcentaje de humedad en los quesos comerciales fué
de 35.03% - 54.27%, el porcentaje especificado de humedad por la Norma Oficial
es de un maximo de 48%, sdlo el 50% de los quesos analizados cumplen con lo

establecido en ésta.
De acuerdo al andlisis estadistico existen 8 grupos homogéneos, es decir, en

cada grupo no existen diferencias significativas entre ellos. Los grupos son los
siguientes: a,b,c,d,e,f,g,h que se muestran en ta Tabla 12 {pag. 41).
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Anjlisis y Discusion de Resullados
En el grupo e se encuentran aquellos quesos que no guardan diferencia con

respecto al valor maximo de ia Norma Oficial para humedad en quesos
manchegos.

¢ Con respecto al contenido de grasa:

El rango de variacion del porcentaje de grasa en los quesos comerclales fué de
19.15% - 40.17%, el porcentaje especificado de grasa por ia Norma Oficial es de
un minimo de 26%, sdio ei 68.75% de los quesos analizados cumplen con lo
establecido en ésta.

De acuerdo al analisis estadistico existen 10 grupos homogéneos, es decir, en
cada grupo no existen diferenclas significativas entre ellos. Los grupos son los
siguientes: a,b,c,d,e.f,g,h,i,j que se muestran en la Tabla 12 (pag. 41).

En el grupo d se encuentran aquellos quesos que no guardan diferencia con
respecto aj valor minimo de la Narma Oficial para grasa en quesas manchegos.

+ Con respecto al cantenido de proteina:

El rango de varlacion del porcentaje de proteina en los quesos comerclales fué de
14.22% - 24.92%, el porcentaje especificado de proteina por la Narma Oficial es
de un minimo de 22%, solo el 31.256% de los quesos analizados cumplen con lo
establecido en ésta.

De acuerdo al andlisis estadistico existen 7 grupos homogéneos, es decir, en
cada grupo no existen diferencias significativas entre ellas, Los grupos son los
siguientes: a,b,c,d,e.f,g que se muestran en la Tabla 12 (pag. 41).

En el grupo f se encuentran aquellos quesos que no guardan diferencia con
respecto al valor minimo de la Norma Oficial para proteina en quesos manchegos.
o Con respecto al contenido de cenizas:

El rango de variacion del porcentaje de cenizas en los quesos comerciales fué de
2.18% - 4.31%, el porcentaje especificado de cenizas por la Narma Oficial es de
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un maximo de 6.5%, en cuanto a este parametro el 100% de los quesos

analizados cumplen con lo establecido en ésta.

De acuerdo al analisis estadistico existen 9 grupos homogéneos, es decir, en
cada grupo no existen diferencias significativas entre eilos. Los grupos son los
sigulentes: a,b,c,d,ef,9,h,i que se muestran en la Tabla 12 (pdg. 41).

Se observa que el valor minimo de cenizas de los quesos comerciales se
encuentra dentro de lo indicado en la Norma Oficial.

De los 15 quesos manchegos comerciales analizados, sdlo 2 (3,15) cumplen con
la composicion establecida por la Norma Oficial Mexicana, |0 que representa el
» 13.3% como se observa en la Fig. No. 1E.

Figura 1E. Representacion grifics del cumplimiento de especificaciones de
1a Norma Oficial Mexicana para quesos tipo manchego,

13.3% cumplen con la
Norma

86.67% no cumplen

3.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Con el fin de obtener una adecuada resolucion de las proteinas en los geles de
poliacrilamida, se utilizaron tres concentraciones del gel separador 10, 125y 16%
de concentracién de acrilamida-bisacrilamida. Los resuitados se observan en las

figuras No. 1A, 2Ay 3A respectivamente.
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FIGURA 1A. 10 % Gel Separador
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@) Queso 12, f) Queso 13, g) Queso 14, h) Queso 15
FIGURA 2A. 12.5 % Gel Separador
$ir o e ‘
,

...Ku; B ,l“ 4 E .

o i {}"» i

e i g

dE \ t;

ﬁ'v wo BY 0

& ' N ¥ R
YRR

,_“...&m———
. :
*ed

-»
o
[}
(-3
©
-

9 h

l‘ Queso 8, b)Queso9, c) Queso 10, d) Queso 11
) Queso 12, f) Queso 13, @) Queso 14, h) Queso 15

46



Anilisis v Discugion do Resultados

FIGURA 3A. 18 % Gel Separador
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a b ¢ d ¢ ft g h i

a) Patrdn, b) Queso 1, ¢)Queso 2, d) Queso 3
e0)Queso 4, 1) Queso 5, g)Queso6, h)Queso7
1) Queso 8
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Andlisis v Discusiénda R I
En las pruebas realizadas a tres concentraciones diferentes del gel separador se

colocaron las mismas muestras para poder compararlas y los resultados
obtenidos fueron los siguientes:

¢ En el gel 10% acrilamida-bisacrilamida se observaron bandas de proteina muy
bien definidas y se presentd la mayor cantidad de bandas de alto y bajo peso
molecular sin perder definicion, por lo que se obtuvo el perfil proteico aparente
mas completo.

o En el gel 12.5% acrilamida-bisacrilamida se encontraron bandas de proteina no
bien definidas y las de bajo peso molecular no se observan claramente.

o En el gel 15% acrilamida-bisacrilamida se observa una pérdida de resoluclon
por lo que no estan bien definidas las bandas de proteina, sobre todo en el
caso de las de bajo peso molecular.

Tomando en cuenta los resultados antes mencionados, la concentracion del gel
separador (acrilamida-bisacrilamida) que se utilizé para la adecuada obtencion de
perfiles proteicos fue la del 10%, por presentar una mayor resolucion, definiclon de
bandas y ofrecer el perfil proteico mas completo.

Una vez determinada la concentracion del gel separador mas adecuada a emplear
para la obtencion de perfiles proteicos, se elaboraron los geles mediante el uso de
la técnica modificada de Olivera (1990)'*'® (Tris HC! 0.006M/2% Mercaptoetanal
pH= 7.46) y solucion salina fisiolégica 0.9%. Los resultados se observan en las
figuras No. 1B y 2B respectivamente.

El perfil electroforético obtenido para los extractos de quesos comerciales
mediante el uso de solucion salina fisiologica 0.9%, presentd baja definicion lo que
repercute en una dificil identificacion de bandas proteicas. En cambio el perfil
proteico de los extractos de quesos comerciales obtenido mediante la técnica de
Olivera modificada (1990)'*", fue el que presenté una mejor definicion de las
bandas proteicas tanto de alto como de bajo peso molecular.
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FIGURA 1B. Solucién Olivera (Tris HCI 0.006M/2% Mercaptoetanol)

ll Queso 16, b) Queso 1, ¢) Queso 2, d} Queso 3
#) Queso 4, f) Queso 5, g) Queso B, h) Queso7

FIGURA 28. Solucién Saiina Fisiologica 0.9%

a b ¢ d e f g h

a) Queso 8, t:;QuasoQ. ¢) Queso 10, d) Queso 11
) Queso 12, f) Queso 13, g) Queso 14, h) Queso 15
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Andlisis y Discusion de Reguitados
3.5 CURVA DE CALIBRACION DE PESOS MOLECULARES

Una vez obtenidos los R, para cada una de las proteinas del marcador de peso
molecular (miosina, p-galactosidasa, p-fosforilasa, albGmina bovina, albumina de
huevo y anhidrasa carbdnica, se observan en la Tabla 13), se construyd la curva
de calibracion para los pesos moleculares en el grafico de log PM vs R,
representado en la Grafica 2,

Tabla 13. Proteinas del marcadordePM.
PM Aproximado (Daltones)
205,000

ff-Galactosidasa 116,000

(p-Fosforilasa 97,400

Albuimina bovina 66,000

Albuimina de huevo 45,000

Anhidrasa carbdnica 29,000

Grifica 2. Curva semilog de Callbracién de Pesos Moleculares

Peso Molecular anliones)
300,000

200,000

100,000

50,000 |-

30,000
20,000

0 01 02 03 04 05 06
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Andlisis y Discusian de R
La férmula de regresidn es y = A + Bx; el término constante A (ordenada) es A=

192885.68, el coeficiente de regresion B (pendiente) es igual B= -1.5354, el
coeficiente de correlacion r es igual r= 0.9811.

3.6 OBTENCION DE PATRONES ELECTROFORETICOS APARENTES DE QUESO,
PROTEINA DE SOYA Y QUESO ADULTERADO

Con la concentracién del gel separador a utilizar (10%) y habiendo establecido la
solucidn extractora mas adecuada para realizar las corridas, se procedié a la
abtencidn de patrones electroforéticos de queso patrén, soya y queso adicionado
con diferentes niveles de proteina de soya (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0,6.0 %
de soya en peso). De las corridas de estos geles se obtuvieron los resuitados que
se presentan en las Figuras No. 1C, 2C y 3C respectivamente,

El perfil electroforético del queso patrén se presenta en la Tabla 14, los pesos
moleculares fueron obtenidos a partir de la interpolacién de los Rf del gel
correspondiente (Figura 1 C) en la curva semilog de calibracion de pesos
moleculares (Grafica 2).
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A

sis.y Discusin de Reaultad
El queso patrén presenta un perfil electroforético de 11 proteinas, en general son

de bajo peso molecular.

El perfil proteico bibliografico de la leche®, asi como sus pesos maleculares se

presenta en la Tabla 15.

fotolnu

Tabla 15. Perfi

roteico bibli
Peso Molecular

0g ric de la leche.

Total de proteinas

(Daltones)
Inmunoglobulinas 150000-1 x 10° 2
Proteosa peptona 4 000-200 000 4
Seroalbumina 69 000 1
Caselna-o,; 25228 8
Caseina-f§ 23980 25
Casejna-a,, 23612 34
Caseina-x 19 005 9
p-lactoglobulina 18 263 9

a-lactalbumina

Se realizd una comparacién de los pesos moleculares de las proteinas en el

queso patrdn y los pesos moleculares de las proteinas de la leche con el fin de

identificar las proteinas que se encuentran presentes en el queso. Los resultados

se indican en la siguiente Tabla 16.
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Tabla 16. Identificacién de

proteinas de queso patrén.

20338

Caselna-x

24660

Caseina{fi

23121

Caselna-ay,

13820

a-lactalbimina

11402

Proteasa peptona

Enloque respecta a las protelnas del queso patron, se observé que las caseinas

a P, x son fas que se encuentran en mayor proporcion, al Igual que en la leche
de vaca donde estas representan el 68% del total de protelnas.
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Andlisls y Discusion de Resultados

FIGURA 1C. Perfii Proteico de Queso Patrén

B

pex g

e

a) Patrén

FIGURA 2C. Perfil Proteico de Soya

d
9

n% Patron, b; Soya 0.5%, c¢) Soya 1.0%,
e

Soya 1.5%, e)Soya 2.0%, "; Soya 3.0%,
Soya 4.0%, h)Soya5.0%, I)Soya8.0%
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FIGURA JC. Perfil Proteico de Queso Soya

a) Patrén, b) Queso Soya 0.5%, ¢) Queso Soya 1.0%,
d) Queso Soya 1.5%, e) Queso Soya 2.0%,
f) Queso Soya 3.0%, g) Queso Soya 4.0%,
h) Queso Soya 5.0%, 1) Queso Soya 6.0%
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Analisis y Discusién de R |
E! perfil electroforético de aislado de soya se presenta en la Tabla 17, los pesos

moleculares fueron obtenidos a partir de la interpolacidn de los Rf del gel
correspondiente (Figura 2 C) en la curva semilog de calibracién de pesos
moleculares (Gréafica 2).

Tabla 17. Perfil electroforético de aislado proteico de soya.

Peso Molecular (Daitones) i

152988 |

3 144373 E
3 121332 %
3 108052 %
5 66225 %
8 85694 ?
7 80868 :
B 67962 :
9 64135 f
10 53899 ’,
T 35297 f
12 30339 ﬂ ?
13 71323 ?
73 18989 l §
15 15958 !
18 14211

El perfil proteico de la proteina soya reportado en la bibliografia, asi como sus

pesos moleculares se presentan en la Tabla 18.
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A
rifico de la soya.

Tabla 18. Perfil proteico biblio
Fraccion de Proteina Peso
Molecular{Daitones)

28

inhibidores de tripsina 8 000 - 21 500
Citocromo C 12 000
Globulina 23S 18 200
Globulina 28S 32 000
Alantoinasa 50 000

78

Hemaglutinina 110 000

Lipoxigenasa 108 000

#-amilasa 61700
Globulina 78 (186-210) x 10°
1S

| Globulina 118 (glicina) 350 000
600 000

Se realizd6 una comparacion de los pesos moleculares de las protelnas de soya
obtenidas en los geles y los pesos moleculares de las proteinas de la soya
reportado en la bibliografia con el fin de identificar las proteinas presentes en el

gel. Los resultados se encuentran en la Tabla 19.
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Tabla 19. ldentificacién de

Peso Molscular (Daltones)
Soya

roteinas de soya.
Proteina

108052

Lipoxigenasa

64135

p-amilasa

53899

Alantoinasa

18989

Globulina 23S

21323

Inhibidores de tripsina

Las bandas de proteinas que se observaron mas intensas en el gel fueron las
correspondientes a {i-amilasa (84135 D), alantoinasa (63899 D) y lipoxigenasa
(108052 D), por io tanto éstas son las que se encuentran en el aisiado proteico de

80ya en mayor proporcion.

El perfil electroforético del queso adicionado ( 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0
% de soya en peso) y los pesos moleculares correspondientes se presentan en la
Tabla 20, estos fueron obtenidos a partir de la interpolacion de los Rf del gel
correspondiente (Figura 3 C) en la curva semilog de calibracidn de pesos

moleculares (Gréfica 2).
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Tabla 20. Perfil electroforético de queso patrn adulterado con proteina de
soya. [Pesos Moleculares (Daltones))

% de soya en queso
0.5 1.0 1.5 2,0 3.0 4.0 50
121332{ 1213321 121332 [ 121332} 121332
.| 108052 108062 | 108052 | 108052 | 108052
85604 | 85604 | 85694 | 85604 | 85694
80868 | 80868 | 80868 | 80868 | 80888
57115 | 67115 | 57115 | 67115 | 57115
50864 | 50864 | 50864 | 50864 | 50864
45297 | 45207 | 45297 | 45297 | 45297
38067 | 38067 | 38067 | 38067 | 38067
35924 | 35024 | 35924 | 35924 | 35924
33901 | 33901 | 33901 | 33901 | 33901
28490 | 28490 | 28400 | 28490 | 28480
26886 | 28886 | 26886 | 26886 | 26886
20122 | 20122 | 20122 | 20122 | 20122
18089 | 18989 | 18980 | 18989 | 18980
15058 | 15958 | 15958 | 15958 | 15958
14159 | 14159 | 14159 | 14159 | 14159

11732 | 11732 | 11732 | 11732

o] o ~N| ;o ] & Wl N

Como se observa en el caso del queso adicionado con 0.5% de soya no aparacen

las bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, en el caso del queso con 1% de soya no se
observan las siguientes bandas 1, 2, 3, 4, §, 6, 7 por ser muy baja la
concentracion de protelna de soya, el bandeo completo se observa a partir del
queso que contiene 1.5% de soya, y es hasta este porcentaje que se hace
evidente la adicion ésto se explica ya que el grosor y la intensidad del color de las
bandas esta directamente relacionado con la concentracion de proteina, es decir,
a mayor concentracion de proteina es mayor el grosor y la intensidad de color.
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Anglisis y Discusion de Resultados
Con el fin de identificar las bandas que pertenecen exclusivamente al aislado

protelco de soya, y que se llamaran “adulterantes" si estan presentes en los
quesos manchegos comerciales, se hizo una comparacion del aislado proteico de
soya, queso patrdn y queso adulterado con soya y se presenta en la Tabla 21.
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Tabla 21. ldentificacién de bandas “adulterantes”.
Soya

Queso aduiterado
(0.5-6.0%)

Queso patrén

Bandas
“adulterantes”

162988

144373

121332

121332

121332

108052

108052

108052

96225

85694

85604

85694

80868

80868

80868

67962

64163

53899

45207

42748

40338
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Como se observa las proteinas de soya “adulterantes” son las que estan
marcadas con el area gris en la tabla anterior las cuales corresponden a proteinas
de alto, medio y bajo peso molecular (121332, 108052, 85694, 80868, 53 899, 45
297 y 18 989 D), su presencia en un queso tipo manchego es considerado una
adulteracion, por lo tanto éstas proteinas no deben de estar presentes en un
queso elaborado exclusivamente con leche de vaca.

Existe un fendmeno llamado bandeo aleatorio, es decir, que puede haber
variaciones en la aparicion de ciertas bandas en el patron de leche, el cual
depende de varios factores como la dieta, raza e incluso de la vaca. En el caso
del queso patron y el queso adulterado con protelna de soya se presenta un
bandeo aleatorio debido a que fueron elaboradas de diferentes lotes de leche de
vaca, y se ve reflsjado en la banda No. 13 que no aparece en el queso aduiterado
y si aparece en el queso patron y en la soya, lo mismo sucede en {a banda No. 19
que no aparece en el queso adulterado y si esta presente en el queso patrdn,

En el caso de las bandas 1, 2, 5, 8, 9 éstas se encuentran en la soya, sin embargo
no estdn presentes en el queso adulterado con proteina de soya, ésto se puede
explicar a través de la llamada emulsificacion de las proteinas en la grasa del
queso, lo que ocasiona que no todas las proteinas de soya en el queso adulterado
sean extraldas por la Soluclén de Olivera. Otro factor importante que puede influir
es que el punto isoeléctrico de las proteinas esté muy cercano al pH de la
solucioén extractora y en ese caso la proteina de soya no sea tan soluble y por lo
tanto no se extraiga completamente.
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Analisis y Discysion de Resultados
3.7 OBTENCION DE PERFILES ELECTROFORETICOS APARENTES DE QUESOS

TIPO MANCHEGO COMERCIALES

Bajo las mismas condiciones eh las que se efectud la electroforesis para ia
obtencion de perfiles electroforéticos para soya, queso patron, queso adulterado
con diferentes niveles de proteina de soya, se realizd (a electroforesis de los
~ quesos tipo manchego comerciales. Los resultados obtenidos se observan en las
Figuras 1Dy 20.

En la siguiente Tabla 22, se presentan los pesos moleculares de los quesos tipo
manchego comerciales y se comparan con el perfil proteico del queso patron y la
soya.
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FIGURA 1D. Perfii Proteico Queso Tipo Manchego Comerciales |

W A b -

TR

L,

i e i

a) Queso 16, b) Queso 1, ¢) Queso 2, d) Queso 3
¢) Queso 4, ) Queso5, g) QuesoB, h) Queso7

FIGURA 2D. Perfil Proteico Queso Tipo Manchego Comerciales li

[ !

a) Queso 8, b)Queso 9, c¢)Queso 10, d) Queso 11
e) Queso 12, f) Queso 13, g) Queso 14, h) Queso 15
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Tabia 22. Perfil electroforético de quesos tipo manc comerciales.
Queso | Soya | Queso [Queso | Queso | Queso | Queso | Queso | Queso | Queso | Queso | Queso
Patrén 1 2 3 4 S [ 7 ] 9 10
152988
144373
121332
108052
96225
85694
80868
67962
64135
53899
48297 | 46892 B 46892 | 48892 | 46892 | 46892 | 46892 44567
43084 43984 | 43984 | 43984 | 430984 | 43984 | 43984
41247 | 40339 38680 | 38680 | 38680 386B0 | 39541 | 39541 | 39541
36266 | 36266 | 36266 36266 | 36266 | 36266 | 37202 37202
34009 34009 | 34009 34009 | 34009 | 34009
31891 31891 | 32033 | 32833 | 32933
29908 29908 29908 29908 30985 | 30985 | 30985
28048 28048 | 28048 28048 28048 28048 29153 29153 27429
26301 26301 26301 | 25807
24660 24660 24281
23121 23121 23125 | 23121 | 23125 | 23121 22845 | 22845
20338 | 21323 | 21687 | 21687 21687 | 21687 | 21494 | 21494 | 20223
17883 | 17883 | 17883 | 17883
16769 { 16769 | 16769 16769 | 16769 | 16769 | 16843 | 16843
15720 | 15729 | 15729 | 15729 15847 | 15847 | 15847
13829 | 14211 | 13829 14749 | 14749 | 13829 | 14749 13188 14910
12965 | 12965 | 12965 | 12160 | 12965 12418 | 12418
11402 11402 11684
=¢
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Andlisis y Discusien de Resultad
Las bandas sombreadas de color gris oscuro, pertenecen a las Hamadas “bandas

adulterantes” de soya, y si estdn presentes en los quesos comerciales se
considera que estos se encuentran adulterados con proteina de soya.

Se puede observar que los quesos adulterados que son ei No.1, 3, 4, 5,6, 7, 10,
11, 12 y 13, 14, 15 por contener las “bandas adulterantes” encontradas en la
Tabla No. 16.

En el caso particutar de los quesos adulterados 1, 5, 6, 14 y 15, se puede ver que
unicamente cuentan con la banda de proteina nimero 11 correspondiente a
45297 D, a diferencia de los demas quesos adulterados no aparece la banda
numero 23 carrespondiente a 18 989 D (globulina 23 S), esto se puede explicar
muy probablemente debido a la baja concentracidn de la proteina globulina 23 S
en estos quesos.

l.as bandas de proteina que estdn en los quesas comerciales y no se encuentran
en el queso patron y 1a soya, pueden provenir de otro tipo de proteina que se esté
utiizando como adulterante. De las proteinas antes mencionadas como las
cominmente utilizadas en ta elaboracién de queso, el huevo en polvo podria ser
una de los posibies aduiterantes que se encuentran en tos quesos comerciales,
también hay que considerar que la grasa del queso puede ser adulterada e
incluso es factible el uso de gomas en la elaboracion de queso con el fin de
disminuir costos y aumentar rendimientos, éstos dos factores también pueden
modificar ei perfil electroforético de las proteinas en los quesos comerciales
analizados. '

No esta permitido el empleo de ningin otro tipo de proteina vegetai o animal que
no pravenga de fa leche en {a elaboracion de queso tipo manchego, es por eso
que los quesos comerciales deben considerarse adulterados por la adicién de fa
proteina de saya. La adicion de la soya se hace con {a finalidad de incrementar su
peso, reduciendo su catidad y haciéndolos mas valiosos de lo que reaimente son.

66



Analisis y Discusi R
L.as proteinas de soya que se encuentran presentes en los quesos comerciales

son: Globulina 23 S e Inhibidores de tripsina.

Se puede observar que de las 15 marcas comerciales analizadas, 12 se
encuentran adulteradas con proteina de soya, lo que representa el 80% de ias
marcas analizadas como se observa en la Figura No. 1 F. Realizando una
comparacidn del perfil electroforético de quesos tipo manchego comerciales y el
de queso adicionado con proteina de soya a diferentes niveles, se puede decir
que aproximadamente los quesos tipo manchego comerciales que estan
adulterados

(1,3°4 66,7 10,11, 12, 13, 14, 15) cuentan desde un 1.5 hasta 3.0%
aproilmadamente de soya en peso, lo cual se puede observar en la intensidad de
color de las llamadas “bandas adulterantes' presentes en los quesos manchego
comerclales.

Figura 1F. Representacion grifica del porcentaje de Aduiteracién en quesos
comerciales.

80% aduiterados

20% sin adultom"
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Anglisis y Discusidn de Resullados
Cabe mencionar que existen en el mercado muchos otros quesos tipo

manchegos, los cuales no se encuentran registrados y por lo general no cumplen
con las especificaciones que marca la Norma Oficial Mexicana y que también es
muy posible suponer que éstas se encuentren adulteradas con proteina de soya.
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CAPiTULO IV. CONCLUSIONES
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Conclusiones
CONCLUSIONES

Al termino del desarrollo experimental del presente trabajo, se llegé a las
siguientes conclusiones:

Las mejores condiciones para efectuar la extraccion de proteina de las muestras,
es utilizando la solucion de Olivera (Solucion Tris HCI 0.006M/2%
Mercaptoetanol); ya que esta es la que proporciona una mayor concentraciéon de
proteina,

De acuerdo a los resultados del analisis quimico proximal se observé, que en
términos generales no existe una relacion directa entre calidad del producto y
precio de venta al plblico.

De los 15 quesos manchegos analizados, solo 2 (3,15) cumplen con la
especificacion de composiclon total establecida por la Norma Oficial Mexicana lo
que representa el 13.3%, y estos 2 quesos que cumplen las especificaciones se
encuentran adulterados con protelna de soya.

En lo que respecta al contenido de protelna s6lo 5 quesos comerciales cumplen
con las espedificaciones de fa Norma Oficial Mexicana (minimo 22%), de este
grupo el 40% se encuentra adulterado con soya.

En base a la evaluacion de calidad efectuada a los quesos tipo manchego
comerciales, se encontrd en general con una mala caiidad en los productos, ya
que por un lado no cumplen con las especificaciones de composicién total y por el
otro se ve generalizado el uso de la proteina de soya para aumentar el
rendimiento y disminuir costos, ambas cuestiones estan en contradiccién respecto
a los lineamientos de la Norma Oficial para este producto, sin tomar en cuenta que
no se evaluaron parametros como carga bacteriana por no ser del interés del
presente estudio.
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: Conclusiones
Se decidié seleccionar la concentracion del 10% del gel separador (acrilamida-

bisacrilamida), por proporcionar una mayor resolucién y definicién de bandas en
los geles de electroforesis, realizar las corridas electroforeticas durante 30 min.,
asimismo elaborar todos los geles mediante el uso de solucion de Olivera (Tris
HCI 0.006M/2% Mercaptoetanal) por ofrecer el perfil proteico completo de las
muestras y presentar una mejor definicion de bandas proteicas,

A partir de |a obtencion de los patrones electroforéticos de queso adulterado con
proteina de soya, se observd que una adulteracion de queso tipo manchego con
proteina de soya se hace evidente a partir de una concentracion de 1.5% de soya
en peso.

En base a los perfiles electroforéticos del queso patrén, queso adulterado y soya
fué posible hacer una identificacion de las proteinas de la soya y que no
comparten caracterlsticas con las proteinas del queso patrén, de esta forma se
pudo evaluar la adulteracién en quesos tipo manchego comerciales a través de la
presencia de estas proteinas llamadas anteriormente "adulterantes”.

Al realizar la evaluacion de los quesos tipo manchego comerciales, se observo
que en 12 de las 15 marcas estaban presentes proteinas exclusivas de la soya,
por lo que se considera que se encuentran adulterados. Por lo tanto esta
aduiteracion representa el 80% de las marcas analizadas.

Cabe mencionar que existen en el mercado muchos otros quesos tipo
manchegos, los cuales no fueron analizados por no - cumplir con las
especificaciones de la Norma Oficial Mexicana para este producto; y posiblemente
también se encuentren adulterados en su compaosicién, por lo que el porcentaje de
quesos adulterados del 80% se podria ver incrementado.
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Conglusiones
En base a lo anterior se puede decir que la técnica estandarizada para queso tipo

manchego es una herramienta Util que puede detectar adulteraciones con aisiado
proteico de soya o presencia de proteinas no lacticas en el queso, Cabe
mencionar que para realizar esta técnica, el analista debe contar con la
experiencia suficiente para ia correcta identificacién de ias proteinas en los geles
a fin de obtener resultados representativos que definan corectamente las

adulteraciones.

RECOMENDACIONES

Es a partir del 1.5% de adicidn de soya en peso cuando se observa el bandeo
completo de la soya en los quesos manchegos, es por eso que se menciond que
fos quesos que se enconfraron adulterados cuentan desde 1.5 hasta 3.0%
aproximadamente de soya.

De acuerdo a los resultados se encontré que el 20% de los quesos analizados no
se encuentran aduiterados, sin embargo no se puede garantizar que no tengan
soya adicionada a concentracioes menores de 1.5%. Con el fin de verificar y
cuantificar la presencia de soya a concentraciones menores de 1.5% serla
recomendable el uso de un densitémetro.
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0 INTRODUCCION

Las especificaciones que se establecen en esta norma, sélo podran satisfacerse
cuando en la elaboracion del producio se utilicen materias primas e ingredientes
de calidad sanitaria, se apliqguen buenas técnicas de elaboracion, se realicen en
locales e instalaciones bajo condiciones higiénicas, que aseguren que el producto
as apto para el consumo humano.

1 QBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Oficlal Mexicana establece las especificaciones que debe cumplir el
producto denominado "Queso tipo manchego”.

2 REFERENCIAS

Esla norma se complementa con lag siguientes Normas Oficlales Mexicanas
vigentes:

NOM-F-83 Determinacion de humedad en productos alimenticlos
NOM-F-94 Método de prueba para la determinacién de cenizas en
quesos procesados. ‘
NOM-F-98 Determinacion de proteinas en quasos.
NOM-F-99 Método de prueba para la determinacién de pH en quesos

' procesados.
NOM-F-111 Método de prueba para la determinacion de sélidos totales en

quesos procesados.

NOM-F-254 + Cuenta de organismos coliformes.
NOM-F-304 Método general de investigacion de Saimoneila,
NOM-F-308 Cuenta de organismos coliformes fecales.

NOM-F-310-S Determinacion de cuenla de estafilococos aureo, cuagulasa
positiva en aiimentos.
NOM-F-360-S Alimentos para humanos - Determinacién de cloruros como
cloruro de sodio (método de Volhard).
NOM-F-387-8 Alimentos - Leche fiuida - Determinacion de grasa butirica por
medio de Gerber.
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NOM-2-12 Muestreo para la inspeccién por atributos.

3 DEFINICION

Para los efectos de esta norma se establece la siguiente definicién;

Queso tipo manchego. Es el products que se obtiene a parir de leche
pasteurizada entera de vaca, sometida a procesos de coagulacion, cortado,
desuerado, fermentado, salado, prensado y madurado, durante un periodo minimo
de 7 dias a temperatura y humedad controladas; sin que se hayan empleado en
su elaboracion grasas o proteinas no provenientes de la leche.

4  CLASIFICACION Y DESIGNACION DEL PRODUCTO
El producto objeto de esta norma se clasifica en un sdlo tipo con un sélo grado de
calidad, designdndose como queso tipo manchego.

s ESPECIFICACIONES
El queso tipo manchego en su tnico tipo y grado de calidad debe cumplir con las

siguientes especificaciones.

5.1 Sensorisles

Color: ligeramente amariilo,
Olor: Caracteristico, iibre de olores extrafios.
Sabor: Caracteristico, libre de sabores extraiios.

Consistencia:Semidura y rebanable,
5.2 Fisicas y Quimicas

El queso tipo manchego debe cumplir con las especificaciones fisicas y quimicas
anotadas enla Tabla 1.
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Tabla 1
ESPECIFICACIONES MINIMO MAXIMO
Humedad, en % 48.0
Grasa (butirica), en % 26.0
Proteinas, de origen 220
lactico en %
Sdlidos totales, en % 52.0
pH 5.0 6.0
Cenizas totales, en % 6.5
Cloru!o de sodio, en % 30

5.3 Microbiologicas

5.3.1 El producto de esta norma no debe contener microorganismos patoégenos,

toxinas microbianas e inhibidores microbianos, ni ofras sustancias téxicas que
puedan afectar a ia salud del consumidor o provocar deterioro del producto.

532 El queso tipo manchego debe cumplir con las especificaciones
microbioldgicas anotadas en la Tabia 2.

Tabla 2
ESPECIFICACIONES Collg Maximo
Coliformes 10,000
Staphylococos aurgus 100
Echerichia coli 1,000
Salmonella en 25 g. Negativo

5.4 Materia extraia objetable

El producto objeto de esta norma debe estar libre de: fragmentos de insectos,

pelos y excretas de roedores, asi como de cualquier otra materia extraia.
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5.5 Contaminantes quimicos

El producto objeto de esta norma no debe contener ningun contaminante quimico
en cantidades que puedan representar un riesgo para la salud. Los limites
maximos para estos contaminantes quedan sujetos a lo que establezca la
Secretaria de Salubridad y Asistencia.

65,6 Aditivos para alimentos

Los permitidos por la Secretaria de Salubridad y Asistencia

- Cultivo Lactico

- Cloruro de Sodio

- Cuajo Vegetal o Animal 4

- Anatto (semilla de achiote y caroteno en proporcién no mayor de 0,06%).
- Cloruro de Calcio {CaCly) en una proporcién no mayor de 0.02%.

-Acido Sérbico o sus sales de sodio o potasio 1 g/kg.

] MUESTREO

6.1 Cuando se requiera el muestreo de producto, &ste podra ser establecido de
comin acuerdo entre productor y comprador, recomendandose el uso de la
Norma Oficial Mexicana NOM-Z-12,

6.2 Muestreo Oficial

El muestreo para efectos oficiales estara sujeto a la legislacion y disposiciones de
la Dependencia Oficial correspondiente, recomendandose el uso de la Norma
Oficial Mexicana NOM-Z-12.

7 METODOS DE PRUEBA

Para la verificacion de las especificaciones fisicas, quimicas y microbioldgicas que
se establecen en esta norma se deben aplicar as Normas Oficlales Mexicanas
que se indican en el capltulo de Referencias (véase 2).
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8 MARCADO, ETIQUETADO, ENVASE Y EMBALAJE

8.1 Marcado y etiquetado
8.1.1 Cada envase del producto debe llevar una efiqueta o impresién
permanente, visible e indeleble con los siguientes datos:

- Denominacién del producto, conforme a la clasificacion de esta norma.

- Nombre o marca comercial registrada, pudiendo aparecer el simbolo del
fabricante.

- E! “Contenido Neto" de acuerdo con las disposiciones vigentes (véase A.1.).

- Lista completa de ingredientes en orden porcentual decreciente, mencionando
los aditivos, porcentaje y su funcién.

- Texto de las siglas Reg. S.S.A. No. "A", debiendo figurar en el
espacio en blanco el nimero del registro correspondiente.

.. -Nombre o razén social y domicllio del fabricante.

- NUmero de lote y/o fecha de fabricacion.

- Las leyendas “HECHO EN MEXICO" Y “CONSERVESE EN REFRIGERACION",
- Otros datos que exija el reglamento respectivo o disposiciones de la Secretaria
de Salubridad y Asistencia.

82 Envase ‘

El producto objeto de esta norma se debe envasar en recipientes de un material
resistente o inocuo, que garanticen la estabilidad del mismo, que evile su
contaminacion no altere su calidad ni sus especificaciones sensoriales.

8.3 Embalaje

Para el embalaje del producto objeto de esta norma, se deben usar cajas de
cartén u otro material apropiado que tengan la debida resistencia y que ofrezcan
la proteccion adecuada a los envases para impedir su deterioro exterior, a la vez
faciliten su manejo en el almacenamiento y distribucion de los mismos, sin
exponer a las personas que los manipulen.
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9 ALMACENAMIENTO

El producto terminado debe almacenarse en refrigeracion y en locales que reinan
los requisitos sanitarios para que no se altera |a calidad del mismo.

APENDICE A

A.1 La leyenda "Contenido Neto" debe ir seguida del dato cuantitativo y del
simbolo de la unidad correspondiente, de acuerdo con el sistema general de
unidades de medida, expresado en minUsculas sin pluralizar y sin punto
abreviatorio debiendo aparecer en el angulo inferior derecho o centrado en fa
parte inferior de la superficie principal de exhibicién, que es aquella a la que se le
da mayor importancia para ostentar el nombre y la marca comercial del producto;
debiendo aparecer libre de cualquier otra informacion que le reste importancia y
en el tamafio que corresponda segun la tabla de dimensiones siguientes:

TABLA DE DIMENSIONES
Superficie principal Milimetros
(Area de etiqueta) (Altura minima del dato cuantitativo)
Menor de 30 cm? Imm
de 31 a 50 cm’ 4mm
de 51 a 100 cm’ 5mm

Por cada 50 cm? que aumente el drea Aumentara 1 mm

10  BIBLIOGRAFIA

NOM-2-13 Gula para la Redaccién, Estructuracion y Presentacién
de las Normas Oficiales Mexicanas.

México, D.F., a 30 Jul. 1984,

EL DIRECTOR GENERAL DE NORMAS.

LIC. HECTOR VICENTE BAYARDO MORENO.
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AnExo Il

Montaje y preparacion de geles en la celda para electroforésis
Migthy Small il SE 250.

La celda para electroforesis Migthy Small Il es una unidad miniatura de placas

verticales para la realizacion de electroforésis rapidas de proteinas o Acidos

nucleicbs en muestras de volimenes pequefios. Puede correr simultdneamente

dos "sandwiches” de geles, tanto de agarosa como de poliacrilamida de 7x 8 cm.

Los geles de paliacrilamida son corridos usando los platos de cristal y alumina

provistos en la unidad.

Las partes constituyentes son las sigulentes:

o Cémara superior de amortiguador

o Camara inferior de amortiguador

o Corazon central '

» Tapa de montaje con cables

o Platos de alumina con muesca .
6 PR

o Platos rectangulares de cristal ¢IA YES‘S m‘ i{ml«

o Espaciadores (' )\ﬁi ﬁ(: U‘i Wm Ei}ﬁ:h&

o Abrazaderas

oot

o Siiicon para sellar
o Peines para pozos de muestra
» Acetatos indicadores de pozos

El montaje de la celda se realiza de la siguiente forma:
1. Colocar silicén a lo largo del empaque o banana que se encuentra en la ranura
en forma de U en los lados y parte inferior del corazdn central, eliminando el

exceso con un papel de limpieza.
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2. Colocar el plato de alumina sobre el corazén central encima de la banana en
forma de U. Colocar los espaciadores encima del plato de alumina (con un poco
de silicdn) uno en cada borde lateral del mismo.

3. Tomar este ensambiaje (corazdn, plato de alumina, espaciadores de cristal) con
una mano manteniéndolos juntos y colocar las abrazaderas a cada lado del
ensamblado. Colocar una capa de diurex en la parte inferior del ensamblado
que abarque todos sus constituyentes para evitar la salida de los geles,

4. Voltear la camara y repetir las operaciones de 1 a 3 en el otro lado de la misma
en el caso de que se vayan a correr dos geles simuitdneamente.

Preparacion de los geles.
Una vez montada la celda se procede a la preparacién de los geles de
poliacrilamida segun las concentraciones deseadas.

Gel tapén
1. En un tubo de ensayo colocar:

*1.0 mL de acrilamida-bisacrilamida 30% pH 8.8

*4.0 pl de persulfato de amonio 90%

*8.0 pl de TEMED ( N'N'N'N’ tetrametiletilendiamina).
2. Inmediatamente agregar a la celda de electroforésis (espacio entre el plato de
alumina y plato de cristal) 400yl de la solucidn contenida en el tubo de ensayo,
dejar polimerizar,

Gel separador

1. En un matraz quitasatos coiocar las cantidades descritas de acrilamida-
bisacrilamida y amortiguadores de Tris-HCI segtin la concentracion deseada del
gel.

2, Tapar el matraz y someterlo a vacio durante 2 min. aproximadamente con el fin
de eliminar la mayor cantidad posible de oxigenc contenido en la solucién.

3. Agregar 20ul de TEMED y 40u! de Persulfato de amonio 90% y agitar

suavemente.
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4. Agregar 6 mL a la celda arriba del gel tapon ya polimerizado.

5. Adicionar 200-300pl de alcohol etllico para asegurar que los geles queden
derechos en la parte superior, dejar polimerizar.

6. Escurrir el alcohol etllico sobrante y enjuagar con agua destilada.

7. Secar con un papelfiltro el exceso de agua.

Gel concentrador
1. Colocar en un matraz quitasatos:
*800ul de acrilamida-bisacrilamida pH 6.8 30%
*5.2 mL de amortiguador Tris-HCI pH 6.8
2. Tapar el matraz y someter a vacio durante 2 min. aproximadamente.
3. Agregar 20ul de TEMED y 40ul de Persulfato de amonio 90% y agitar
suavemente.
4. Adicionar a la celda de electroforésis arriba del gel separador.
5. Colocar los peines formadores de pozos y dejar polimerizar.
6. Una vez polimerizado el gel extraer el peine,
7. Eliminar el diurex de la parte inferior del ensamblado en donde han sido
montados los geles,

Precorrida slectroforética

Una vez que han sido formados los geles para la electroforésis se monta la
camara en la celda contenedora de amortiguador de electrodo.

Posteriormente llenar la celda con amortiguador de electrodo pH 8.3(0.025M tris y
0.192M glicina con 0.1% SDS), asi como el espacio entre el corazdn y el plato de
alumina, colocar la tapa y conectar a la fuente de poder a 13 mA por gel durante
30 min. Terminado el tiempo de la precorrida retirar el amortiguador de electrodo
de ambos sitios de la celda de electroforésis.

Colocacién de muestras
1. Renovar el amortiguador de electrodo en los mismos sitios de la celda en los

que se coloco para la precorrida.
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2. Colocar el acetato indicador de pozos en la parte externa de los platos de

cristal.

3. Colocar los pul de muestra necesarios en cada uno de los pozos mediante el
empleo de una microjeringa de 10l.

4. Colocar la tapay conectar a |a fuente de poder a 13 mA por gel durante 45 min,
aproximadamente.

5. Terminado el tiempo necesario para la electroforésis desmontar la celda y
separar los geles para colocarlos en Isopropanol 25%/Ac. acético 7% aqu.
para fijar las proteinas ai gel separador durante un tiémpo aproximado de 2 h.

Tincién con azul de Coomassie.

1. Retirar los geles de la solucion de isopropanol y someterlos a una solucidn de
azul de coomassie al 0.125% en metanol. acético:agua. (62.5 mL sin azul de
coomassie R250, 250 mL metanol absoluto, 50 mL Ac. acético glacial, 137.5
mL Agua destilada) con agitacion a 50 r.p.m. durante 1 h.

2. Retirar el colorante y agregar 150 mL de solucidn destedidora | (500 mL
Metanol absoluto, 100 mL de Ac. acético glacial y 400 mL de agua destilada )
con agitacidn a 50 r.p.m. durante 1h.

3. Retirar la solucion destenidora | y agregar 150 mL de solucién destefiidora Il
(70 mL metanol! absoluto, 50 mL Ac. acético glacial, 880 mL agua destilada)
con agitacion a 50 r.p.m. durante 1 h.

4. Retirar la solucion destefidora Il y colacar los geles en agua destilada.

Almacenar los geles en un recipiente con agua destilada, herméticamente cerrado

y en refrigeracién.
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Composiciones finales de los geles a emplear:

* Gel tapon

Acrilamida - Bisacrilamida pH 8.8 1 mL.
TEMED 4.0 pl

Persulfato de amonio 98% 8.0 pl

* Gel concentrador

Acrilamida - Bisacrilamida pH 6.8 800 il
Amortiguador Tris HCI pH 6.8 5.2 mL
TEMED 20 pl

Persulfato de amonio 98% 40

| Gel separador 10%

Acrilamida - Bisacrilamida pH 8.8 3.36 mL
Amortiguador Tris HCI pH 8.8 8.73 mL
TEMED 20 pl

Persulfato de amonio 98% 40 ul

Il Gel separador 15%

Acrilamida - Bisacrilamida pH 8.8 5.0 mL
Amortiguador Tris HCl pH 8.8 50 mL
TEMED 20 pi

Persulfato de amonio 98% 40 p!

Il Gel separador 12.5%

Acrilamida - Bisacrilamida pH 8.8 4.2 mL
Amortiguador Tris HCI pH 8.8 5.9 mL
TEMED 20 pl

Persulfato de amonio 98% 40!
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METODO STANDAR BRADFORD
La concentracidn de proteina para cada uno de los extractos se efectué por medio
del empleo de la técnica de Bradford '® y el método standard es el sigulente:

1. Pipetear en un tubo de ensayo de 12 x 100 mm 0.1 mL de la solucion de
proteina conteniendo entre 10 y 100 pg.

2. Agregar 5 mL de reactivo de azul de Coomassie y mezclar por inversidn o
vortex.

3. Medir la absorbancia a 595 mm después de 2 minutos y antes de una hora. El
blanco deberd contener 0.1 mL de buffer adecuado y 5 mL de “reactivo de
Coomassie.

4, Calcular la concentracién en curva patrén,

CURVA PATRON BRADFORD
La curva patrdn macro se utilizé para conocer la concentracion de proteina de
cada uno de los extractos, para la elaboracion de la curva se usé una solucion de
albamina pura (huevo) como patrén.

La curva macro se elabord de la siguiente manera:

e Se pipeteo en tubos de ensayo de 12 x 100 mm 0.1 mkL de la solucién de
proteina de albumina conteniendo entre 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900 y 1000 pg/ul.

o Se agregd 5 mL de reactivo de azul de Coomassie y se mezclod por vortex.

¢ Se midi6 la absorbancia a 595 mm después de 2 minutos y antes de una hora,
E! blanco contenia 0.1 mL de buffer adecuado y 5§ mL de reactivo de
Coomassie.
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La curva patrdn macro se obtiene al graficar los resultados obtenidos de las

lecturas de absorbancia correspondientes a las concentraciones de proteina antes
mencionadas
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ANEXo IV

ELABORACION DE QUESO PATRON

El queso manchego patrén se elaboré en el Centro de Produccion Agrepecuaria
de la Facultad por el métedo tradicional de procesamiento, se describe el
proceso de elaboracion y se muestra en el diagrama 4.

¢+ PASTEURIZACION. La pasteurizacidn se realiz6 en un pasteurizador de placas
Alfa Laval a una temperatura de 72°C durante 15 a 20 segundos.

o ADICION DE CULTIVO. Con el uso de la pasteurizacion se volvid necesario sustituir
las floras naturales en la leche por floras seleccionadas y controladas a través
de cultivos que aseguran la formacion del acido, entre ias bacterias lacticas se

usé el 2% Steplococcus laclis y Streplococcus cremoris y se dejé reposar 1

hora.

¢ ADICION DE ADITIVOS. E! primer aditivo utilizado es el cloruro de calcio el cual se
adiciona en la siguiente proporcién de 30 mL de cloruro de calcio en 100 L. de
leche. E! segundo aditivo es el cuajo, se adicionan 15 mL de cuajo en 100 Lt.
de leche. E! (ltimo es el colorante para dar un aspecto mas atractivo a la masa
del queso, se utiliza un colorante a base de semiila de anatto 0 achiote
(Bixaorellana), se adicionan 2 mL de colorante en 100 Lt. de leche.

« CORTE DE LA CUAJADA. La cuajada se cortd con la finalidad provocar y acelerar
la salida del suero, una vez que se ha realizado el corte se procede a un reposo
de 5 minutos. '

+ TRABAJO Y CALENTAMIENTO. E| grano individualizado se mantuvo en constante
movimiento por medio de agitacién lenta, y durante 5 minutos, para aumentar la
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sinéresis y acelerar |a salida del suero se elevd la temperatura con agua a
temperatura de 38°C durante el trabajo del grano,

DESUERADO. Al terminar el calentamiento y el trabajo adecuado de la cuajada,
y cuando el grano presentd la consistencia y las caracteristicas apropiadas del
queso manchego, se interrumpié la agitacion y se dejo al grano bajar al fondo
de la tina para enseguida empezar el desuerado.

SALADO. El salado del queso se efectud adicionando 500 g, de sal por 100 Lt.
de leche,

MOLDEADO. El queso se molded en moldes esféricos de 15 cm. de diametro.

PRENSADO. L8 quesos moldeados fueron prensados para compactar la masa
uniendo el grano e imprimir al quesa el formato deseado, durante 24 h.

MADURACION. E! queso fué madurado en cdmaras de refrigeracion a
temperatura y humedad controlada.

ENVASADO. Los quesos fueron envasados al vacio
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Diagrama 4, Elaboracion de queso tipo manchego
{Método Tradicionai de procesamiento)
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Calentamiento
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| ]
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t=th |
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3.- Cuajo 15mL /100 Lt. H
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t= § min.
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t= 6min.

Calentamiento con Agua
T=38°C

v

Reposo
t= 6min.

Desuerado _J
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[ Moldea‘&:_w

t=24h
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—
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