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Resumen

En el mercado mexicano se pueden encontrar productos con la denominacion “queso”,
elaborados a partir de leche fresca, leche descremada rehidratada o reconstituida, y/o con
extensiones o reemplazos de los componentes de la misma. La falta de identificacion y
normatividad de los quesos de imitacion genera una competencia desleal entre los
productores de quesos auténticos y un posible engafio a los consumidores, afectando a todo
el Sector Lacteo. En ese sentido, se analizaron quesos elaborados por una de las dos empresas
mexicanas que cuenta con productos certificados por un Organismo de Tercera Parte
acreditado: queso Panela, queso Adobera, queso Cheddar y queso Cheddar con una
maduracion extendida a 6 meses. Se caracterizé la fraccion proteinica de las tres variedades
de quesos certificados y dos muestras comerciales importadas de queso Parmesano. Las
pruebas realizadas para ello fueron determinacion de la solubilidad y concentracion de
proteina, asi como obtencion de sus perfiles proteinico/peptidico empleando tres técnicas
electroforéticas: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio,
electroforesis en gel de poliacrilamida con urea en medio alcalino y electroforesis capilar de
zona. Se detectaron, identificaron y cuantificaron las principales proteinas lacteas, asi como
los principales productos de protedlisis tanto en los quesos frescos como en los madurados,
encontrando que las tres técnicas electroforéticas son complementarias. El analisis conjunto
de la caracterizacion de la fraccién proteinica y los resultados del proceso de inspeccion,
realizado al mismo lote de productos certificados, permitié establecer su autenticidad. Los
perfiles electroforéticos obtenidos se emplearon como referencia para establecer la
autenticidad de tres muestras comerciales de queso Chihuahua. Los resultados de este trabajo
contribuyeron con el desarrollo del método de prueba para la determinacion de la
composicion de las principales proteinas y péptidos en queso por electroforesis capilar de
zona, y eventualmente, en los procesos de certificacion y evaluacion de la conformidad de

los productos con esta denominacion.



Introduccion

La leche y los productos lacteos son componentes importantes de la dieta. A nivel mundial,
estos alimentos contribuyen, en promedio, con el 4% del requerimiento energetico total (Fox
et al., 2004). Las proteinas de la leche proporcionan todos los aminoécidos esenciales para
una adecuada nutricién, asi mismo, se sabe que la fraccion caseinica y las proteinas del suero
contribuyen en la absorcion de diferentes minerales y vitaminas, respectivamente (Borad et
al., 2017). El queso es esencialmente un concentrado de caseinas, su composicién quimica
depende de la leche empleada para su elaboracion, el proceso de manufactura y, en menor
proporcién, el grado de maduracion (Fox et al., 2004). Ademas, los quesos son productos de
gran diversidad sensorial que satisfacen las necesidades gustativas de todo tipo de

consumidores (Cervantes et al., 2008).

Resulta sorprendente la gran diversidad de variedades de quesos que se pueden obtener a
partir de la misma materia prima y manufactura similar. Probablemente no hay dos

variedades de queso que sean idénticas (Fox et al., 2017).

En la primera mitad del siglo XX hubo una mejora en el desarrollo tecnoldgico para la
manufactura de quesos, incluyendo procesos automatizados para el descremado vy
pasteurizacion de la leche, el uso de cadena de frio para la conservacion de la leche y
maduracion de los quesos, asi como la adicion de cultivos lacticos seleccionados e

ingredientes permitidos: cloruro de calcio, colorante natural y cuajo liquido estandarizado.

En ese contexto de innovacion nacen los primeros “quesos” de imitacion que hacen uso de
leche descremada en polvo y grasa vegetal como insumos acompafiantes de la leche fluida
(Villegas de Gante et al., 2015). En contraparte, los quesos genuinos, que forman parte de la
tradicion y la cultura de México, continuan siendo elaborados unicamente a partir de leche
fresca, principalmente de bovino, con el empleo minimo de aditivos, no sustituyen la grasa
butirica y utilizan derivados proteinicos exclusivamente para estandarizar la relacion del

contenido de grasa contra el de proteina (Villegas de Gante y de la Huerta, 2015).



Planteamiento del problema

En México el queso es el producto lacteo mas importante debido a tres aspectos
fundamentales: el numero de variedades existentes, los niveles de produccion y su
participacién monetaria en el mercado nacional e internacional (Villegas de Gante et al.,
2015).

De acuerdo con datos del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, la produccion
y consumo de quesos se ha incrementado 7% en los ultimos tres afios (USDA, 2019). En
México, la produccion masiva de quesos industrializados elaborados a partir de materias
primas que ofrecen un mayor margen de ganancia, y favorecidos por la falta de normatividad
de los productos analogos, ha impactado negativamente la produccion de quesos auténticos

con el consecuente engafio a los consumidores (Villegas de Gante y Cervantes, 2011).

Debido a la presion competitiva que ejercen los productos de imitacion, los quesos mexicanos
genuinos se estan extinguiendo, lo que repercute en una pérdida gradual de nuestras

tradiciones alimentarias (Villegas de Gante y de la Huerta, 2015).

Muchos de los quesos mexicanos genuinos elaborados a nivel artesanal tienen el potencial
para ser protegidos, pero la mayoria carece de un estandar de identidad. De ahi la importancia
para que sean estudiados con un enfoque multidisciplinario: desde su caracterizacion
fisicoquimica, incluyendo la evaluacién de su inocuidad y calidad sensorial, hasta de

rentabilidad e impacto social, cultural y gastronémico (Villegas de Gante et al., 2015).

En este sentido, y hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer trabajo en el que se
presenta la caracterizacion de la fraccion proteinica de tres variedades de quesos certificados
con diferente grado de maduracién, mediante tres diferentes métodos electroforéticos, a fin

de encontrar los indices de autenticidad de estos productos lacteos.

Vi



Objetivo general

Realizar la caracterizacion fisicoquimica y electroforética de la fraccion proteinica de quesos

Panela, Adobera y Cheddar certificados a fin de establecer sus indices de autenticidad.

Objetivos especificos

Obtener la fraccion proteinica de quesos frescos y madurados para caracterizar sus perfiles

proteinicos/peptidicos empleando tres técnicas electroforéticas.

Identificar y cuantificar las principales proteinas lacteas y los productos de protedlisis de las

caseinas.

Establecer los indices de autenticidad de quesos mexicanos con diferente grado de
maduracion tomando en cuenta el proceso general de elaboracion de queso y el marco

normativo aplicable.

Comparar los perfiles electroforéticos de quesos certificados y los de quesos comerciales a

fin de concluir sobre su denominacion comercial, genuinidad y autenticidad.

Hipotesis

La certificacion de un producto establece que cumple con los requerimientos normativos
vigentes. Entonces, si los perfiles proteinicos de quesos certificados corresponden a los de

productos genuinos, se podran emplear como referencia para el analisis de variedades de

quesos similares.

vii



1. Marco tedrico

1.1 Leche

1.1.1 Quimica de las proteinas lacteas

Quimicamente la leche es una mezcla heterogénea compleja constituida principalmente por
agua, proteinas en dispersion, glébulos de grasa y lactosa, ademas de otros componentes
menores como minerales y vitaminas formando una disolucién acuosa verdadera. Las
propiedades de la leche se ven afectadas por las proteinas que contiene, mas que por cualquier
otro componente (O’Mahony y Fox, 2014).

Aproximadamente el 95% del nitrégeno total forma parte de las proteinas lacteas que
representan una de las grandes contribuciones de la leche a la nutricion humana. La fraccion
proteinica estd constituida por las caseinas (CN) que, por definicidn, precipitan por
acidificacion de la leche a pH 4.6 a 20°C, y las proteinas del suero (PS), que se mantienen en
disolucién bajo estas condiciones. El contenido de caseinas y proteinas del suero guardan
una relacién conservada de aproximadamente 80:20, respectivamente (Fox et al., 2015). Las
principales propiedades de las proteinas lacteas se muestran en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Propiedades de las principales proteinas de la leche

Contenido Masa residuos por molécula
Proteina  promedio  molecular pl
(%) (Da) aminoacidos fosfoserinas cisteinas

as1-CN 1.1 23,614 199 7-9 0 4.5
as2-CN 0.3 25,230 207 10-13 2 5.0
B-CN 0.9 23,983 209 5 0 4.8
K-CN 0.3 19,023 169 1 2 5.6
B-LG 0.32 18,283 162 0 5 5.2
a-LA 0.12 14,176 123 0 8 4.3

Abreviaturas: as-CN: alfa-caseina; B-CN: beta caseina; kappa caseina: «-CN; B-LG: beta
lactoglobulina, a-LA; alfa lactoalbimina y pl: punto isoeléctrico. Adaptado de Fox et al.,
2015.



Las caseinas estan constituidas por cuatro familias de fosfoproteinas agrupadas por la
homologia de sus estructuras primarias: asi-CN, as2-CN, B-CN y k-CN, que representan
aproximadamente el 40%, 10%, 35% y 15% del total de la fraccion caseinica,
respectivamente. Todas presentan modificaciones postraduccionales y polimorfismo
genético, que involucra la sustitucion de 1 o 2 residuos de amino&cidos y, en menor medida,

la eliminacion de un fragmento (Farrell et al., 2004; Fox et al., 2017).

La especie predominante de la familia de asi-CN, contiene ocho grupos fosfato, aunque
también se presenta una variante menos abundante, denominada aso-CN, que tiene un fosfato
extra en el residuo de Serse (Manson et al., 1977). La proteina de referencia para asi-CN es
asi-CN B-8P, donde: asi-CN significa el producto genético, B la variante genética y 8P
refiere el nimero de grupos fosfato. La familia de as,-CN presenta una mezcla de
polimorfismos de 10 a 13 grupos fosfato, la proteina de referencia es la as>-CN A-11P,
constituida por 207 residuos de aminoacidos, presenta una pronunciada estructura dipolar
con grupos aniénicos en el extremo amino y grupos cationicos en el carboxilo terminal
(Farrell et al., 2004).

La proteina de referencia de la familia de B-CN presenta cinco grupos fosfato: p-CN A2-5P.
Es la caseina méas hidrofdbica y contiene 35 residuos de prolina (Pro). La mayoria de los
grupos ionizables de la molécula se localizan en las posiciones 1 — 40 vy, en el extremo
opuesto, entre las posiciones 136 — 209, se localizan los grupos hidrofébicos. Por su
naturaleza anfipatica forma micelas en solucion (Farrell et al., 2004; Holland y Boland,
2014). La caseina kappa, contiene una serina fosforilada, dos residuos de cisteina y es la
unica caseina glicosilada en determinados residuos de treonina (Thrizi, Thriss y Thriss o
Thri36) y no precipita en presencia de iones de calcio. La proteina de referencia es la k-CN A

1P (Farrell et al., 2004; Holland y Boland, 2014).

Las caseinas no son proteinas globulares y se asocian entre si formando estructuras
supramoleculares denominadas micelas de caseina. La micela de caseina, constituida por
cientos de moléculas, agrupadas mediante interacciones no covalentes, es una particula de

tamario coloidal. Los residuos de las serinas fosforiladas y del acido glutamico (Glu) forman



complejos con el calcio generando zonas de alta densidad electronica denominadas
nanoclousters de fosfato de calcio (McMahon y Oommen, 2007). Aunque ain existe
controversia sobre la organizacion y el modo de ensamblaje de las caseinas, los modelos
propuestos coinciden en que predominantemente -CN se localiza en el interior, as-CN se
encuentra distribuida en toda la estructura, y en la superficie, k-CN le otorga estabilidad
estérica a la micela de caseina (Dalgleish y Corredig, 2012; O’Mahony y Fox, 2014; Fox et
al., 2015).

Las proteinas del suero se componen principalmente de [-lactoglobulina (B-LG), a-
lactoalbumina (a-LA) y en menor proporcion: albimina sérico bovina (BSA), lactoferrina
(LF) e inmunoglobulinas (1g), que no estan directamente involucradas en la elaboracion de

las principales variedades de quesos (Fox et al., 2017).

Ademaés de las caseinas y las proteinas del suero, la leche contiene numerosas proteinas. Se
conocen mas de 200, que incluyen enzimas, inhibidores de enzimas, factores de crecimiento,
entre otras (Fox et al., 2017). Algunas de las enzimas enddgenas de la leche se mantienen

activas durante la elaboracion de los quesos, principalmente la plasmina (Fox et al., 2015).

1.2 Quesos

1.2.1 Breve historia de la elaboracién de los quesos

Queso es el nombre genérico para un grupo de alimentos a base de leche que se caracterizan
por su gran diversidad de aromas, texturas y formas, elaborados en todo el mundo (Fox et
al., 2017). La palabra queso proviene del latin caseus, que significa carente de suero. Sus
origenes se remontan al inicio de la agricultura, y se sabe que se han producido desde las
primeras civilizaciones (McSweeney, 1993; Fox et al., 2017; Greco et al., 2018). El analisis
de ceramica perforada, hallada en la region de Kuyavia, Polonia, con una datacion de entre
7150 a 6750 afios a.C., es la evidencia mas antigua relacionada con la transformacion de

leche en queso (Salque ef al., 2013).



Probablemente la elaboracion de queso se origind por accidente: la accion de las enzimas
géstricas, presentes en las bolsas hechas a partir de los estomagos de pequefios rumiantes,
que pudieron ser convenientes para almacenar la leche, resultaba en su coagulacion.
Eventualmente el queso se convirtid en una manera de conservar la leche, facilitando su

transporte, almacenamiento y distribucién (Salque et al., 2013; Donnelly, 2014).

Se tiene registro de numerosas referencias de quesos y otros productos lacteos a lo largo de
la historia. Homero menciona a Polifemo elaborando quesos en la Odisea; durante el imperio
Romano, los quesos se establecieron como un alimento importante, tanto que se incluia en
las raciones para los soldados. Se explica detalladamente el proceso de elaboracion de quesos
en el tratado de agricultura De Re Rustica de Columella. Con la caida del imperio Romano y
el surgimiento de la Edad Media, las cruzadas y peregrinaciones culminaron en la formacién
de grandes estados feudales, comunidades auténomas, donde los quesos representaban uno
de los productos més importantes, junto con la cerveza y el vino. Ademas de los estados
feudales, los contribuidores mas importantes al desarrollo de tecnologias en la produccion de
quesos Y la evolucion de las variedades durante la Edad Media fueron los monasterios que,
ademas de divulgar y preservar el conocimiento, fueron grandes contribuyentes en el avance
de la agricultura en Europa. Muchas de las variedades de quesos, ahora bien definidas, fueron
desarrolladas en dichos monasterios, teniendo los registros mas antiguos para el queso
Gorgonzola en 879, Roquefort en 1070, Cheddar en 1500, Parmesano en 1579, Camembert
en 1791, entre otros (McSweeney, 1993; Fox et al., 2015, 2017; Gobbetti et al., 2018).

Posteriormente, los estados feudales evolucionaron en villas y comunidades donde las
diferentes variedades de quesos eran producidas tradicionalmente en regiones geogréaficas
limitadas, especialmente areas montafiosas donde las comunidades eran aisladas. Muchas
variedades evolucionaron por accidente debido a circunstancias del lugar de elaboracion. Por
ejemplo, el suministro de leche con respecto a la composicién quimica o a la microbiota y
accidentes durante el almacenamiento de los quesos que resultaron en el desarrollo de hongos
u otros microorganismos que, presumiblemente, llevaron a cambios deseables en la calidad
de los quesos y fueron incorporandose al protocolo de manufactura. Asi, la produccién fue

evolucionando y, durante los siglos XVII y XVIII, se extendié el conocimiento en la



elaboracion de quesos con la migracion de los europeos y la colonizacion de América
(McSweeney, 1993; Fox et al., 2015, 2017; Gobbetti et al., 2018).

En México, el queso fue el resultado del aporte cultural de los espafioles. Ellos introdujeron
los primeros hatos de cabras y ovejas y, posteriormente, de ganado vacuno. Los quesos
mexicanos, desde el comienzo de la Colonia han experimentado una evolucion; al principio,
estuvieron inspirados en los esparioles, luego, paulatinamente transitaron por un proceso de
mestizaje alimentario que incorporé elementos culturales y productivos nativos como el
desmenuzamiento de la cuajada y su molido fino (a mano o con metate), el salado en masa,
el moldeado en cestos de palma o mimbre y en moldes de madera o cortezas; también el
prensado opcional con lajas, piedras o mecanismos rusticos. Un hito en la “mexicanizacion”
de los quesos fue la incorporacidn de chile en la pasta, o untado en la superficie de las piezas

de quesos (Villegas de Gante y de la Huerta, 2015).

Los quesos comenzaron a elaborarse para manejar los excedentes de leche, consumiéndose
queso fresco en el periodo de lluvias y, en los meses siguientes, su almacenamiento favorecio
el proceso de maduracion, enriqueciendo sus propiedades sensoriales y asegurando su
inocuidad (Villegas de Gante et al., 2015). En poco tiempo se desarrollaron zonas de
importante actividad ganadera, como los Altos de Jalisco, que desde hace mas de 100 afios
ha estado vinculada con la actividad lechera y en donde, debido a las dificultades de
transporte por la orografia de la zona, se comenzaron a elaborar diferentes variedades de
quesos, como el Adobera. A principios del siglo XX, la leche y los productos lacteos ya eran
del consumo generalizado en el pais: quesos frescos y algunos afiejos, requeson, jocoque,
nata, crema, mantequilla y dulces de leche (Cervantes et al, 2008; Villegas de Gante et al.,
2014, 2015). Los primeros quesos mexicanos pudieron ser los rancheros de pasta molida,
frescos de aro, de pasta molida oreados y los de pasta hilada como el quesillo de Oaxaca.
Uno de los casos mas destacados es el del queso Chihuahua, que tiene sus origenes con el

arribo de los menonitas a México en 1922 (Villegas de Gante et al., 2014).

Originalmente el queso se elabord Unicamente con métodos tradicionales, a partir de leche

fluida (bronca) y Unicamente con insumos permitidos (cuajo y sal). En la decada de los



cuarenta y hasta fines de la década de los sesenta del siglo pasado, empez6 a modernizarse
la industria quesera nacional, utilizando tecnologia innovadora (pasteurizador lento,
descremadora y tinas metélicas de cuajado). En ese contexto de cambio tecnoldgico-
industrial, se comenz6 a emplear crecientemente leche descremada en polvo y grasa vegetal
en la elaboracion de “quesos” industriales, asi €s como nacen los primeros quesos de

imitacion en el pais (Villegas de Gante y de la Huerta, 2015).

1.2.2 Definicion y denominacion comercial

Desde el punto de vista lactoldgico, el queso es el nombre genérico para el producto
resultante de la coagulacion de la leche, la subsiguiente deshidratacion del gel y su ulterior
moldeado. Asi, un queso es esencialmente un gel concentrado de proteinas que retiene grasa

y agua (McSweeney y O’Mahony, 2016).

En la NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018, recientemente publicada, se denomina al queso
como el producto blando, semiduro, duro y extraduro, madurado o no madurado, y que puede
estar recubierto, obtenido mediante coagulacion total o parcial de la proteina de la leche y/o
productos obtenidos de la leche, por accion del cuajo u otros coagulantes idéneos, y por
escurrimiento parcial del suero que se desprende como consecuencia de dicha coagulacion,
respetando el principio de que la elaboracion del queso resulta en una concentracién de

proteina lactea, especialmente la porcion de caseina.

La Norma A-6 del Codex Alimentarius establece que el queso es el producto fresco o
madurado, con una consistencia semisélida o solida, en el cual el cociente proteina de
suero/caseina no exceda al cociente de esas proteinas en la leche, y que es obtenido por
coagulacion parcial o total de las siguientes materia primas: leche, leche parcialmente
descremada, leche descremada, crema, suero de crema o de mantequilla (buttermilk), como
tales o como parte de una combinacién, por medio de la accion de cuajo u otros agentes

coagulantes apropiados y por medio del drenado parcial del suero resultante.



En resumen, el queso debe contener los principales y mas valiosos componentes de la leche:
las caseinas y la grasa butirica de forma concentrada. Queda claro que el queso auténtico
debe de ser elaborado con leche fluida, o con fluidos que de ella deriven, y contengan sus

mismos componentes (Villegas de Gante y de la Huerta, 2015).

1.2.3 Proceso de elaboracién

La elaboracion de la mayoria de las variedades de queso involucra un protocolo similar:
estandarizacion de la leche, coagulacion, deshidratacién (corte del coagulo, coccion,
agitacion, prensado, salado y otras operaciones que promuevan la sinéresis del gel),
moldeado, prensado y salado (Figura 1.1) (Fox et al., 2004; McSweeney y O’Mahony, 2016).
Esencialmente consiste en un proceso de concentracion de la grasa butirica y las caseinas, de
seis a doce veces, mientras las proteinas del suero, la lactosa y sales son removidas en el
suero (Fox et al., 2015; Gobbetti et al., 2018).

1.2.3.1 Seleccion de la leche

La leche que se emplea en la elaboracion de quesos debe ser de alta calidad microbioldgica
y quimica, pues todas las propiedades de un queso se ven afectadas por su composicion,
especialmente la concentracion de caseina, calcio y el pH (Gobbetti et al., 2018). Ademas, la
leche debe estar libre de contaminantes quimicos y acidos grasos libres, los cuales provocan
sabores y aromas indeseables en el producto final, asi como de antibi6ticos que inhiben a los

cultivos bacterianos (Fox et al., 2017).

1.2.3.2 Estandarizacién de la leche

La composicion de la leche es ajustada al contenido deseado de proteina y grasa, que
finalmente repercuten en las propiedades del queso y en el rendimiento quesero.
Anteriormente, la relacién entre la grasa y las proteinas era modificada mediante la
separacion de la grasa o por la adicion de crema o leche descremada. En la actualidad es
posible realizar el ajuste mediante ultrafiltracion (Gobbetti et al., 2018).
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Figura 1.1. Protocolo general para la elaboracién de quesos. Adaptado de Fox et al., 2017.

En la incorporacion de aditivos se considera la inclusion de cloruro de calcio, pues tiene un
papel importante en la coagulacién enzimatica de la leche que ha sido pasteurizada, ademas
de colorantes naturales como achiote (extracto de annato) para impartir un atractivo color

naranja en los quesos madurados (Villegas de Gante et al., 2015).



1.2.3.3 Tratamiento térmico

Por ley, la leche empleada para la elaboracion de quesos debe ser pasteurizada, usualmente
inmediatamente antes de su uso. La pasteurizacion, aunque altera la microbiota enddgena de
la leche, elimina la presencia de patdgenos y de otros microrganismos que pueden causar
defectos o variabilidad en el sabor y/o textura del producto, ademas de que facilita la
manufactura, produciendo quesos de una calidad mas uniforme (Fox et al., 2017; Gobbetti et
al., 2018).

1.2.3.4 Acidificacion

La acidificacion es normalmente alcanzada por la produccion in situ del acido lactico, aunque
también puede afiadirse cido citrico o acidogenos directamente a la leche. En variedades
artesanales, la microbiota autoctona de la leche es empleada para la produccién de acido,
aunque, de esta manera, el nivel de acidez producido es impredecible pudiendo favorecer el

desarrollo de bacterias indeseables o de deterioro (Fox et al., 2004).

Actualmente, en la elaboracién industrial de quesos, se afiade un cultivo iniciador de bacterias
acido lacticas a la leche cruda o pasteurizada para lograr un determinado nivel de acidez
(Gobbetti et al., 2018).

1.2.3.5 Coagulacion

Después de que la leche ha sido estandarizada y pasteurizada, es transferida a tinas que varian
en formas y tamarfios, en donde se obtendra la cuajada. La elaboracion de quesos involucra
la desestabilizacion controlada de las micelas de caseina en la leche por hidrdlisis enzimatica
de k-CN, precipitacion isoeléctrica de las caseinas o una combinacion de la disminucién del

pH (~5.6) a temperaturas altas (~90°C) (McSweeney y O’Mahony, 2016).



Cerca del 75% de los quesos se producen mediante la coagulacion enzimatica de la leche, y
el 25% restante es producido por la coagulacion inducida por acidificacion de la leche, con

un bajo porcentaje elaborado por la combinacion de acido y calor (Fox et al., 2004).

1.2.3.6 Operaciones posteriores a la coagulacion

El gel formado por la coagulacion de la leche es bastante estable bajo condiciones de reposo.
Una de las operaciones posteriores a la coagulacion es el corte de la cuajada, donde el tamafio
del corte influye directamente en el nivel y extension de la sinéresis (Gobbetti et al., 2018).
Cuando se ha alcanzado el nivel de sinéresis deseado, y en algunos casos el pH necesario, la
cuajada se separa del suero por diferentes métodos: transfiriéndola a moldes perforados
permitiendo la remocion del suero restante, como en el caso de la elaboracion del queso
Camembert, o retirando la cuajada de las tinas utilizando mantas y colocandola en moldes,
en el caso del queso Parmesano, o por decantacion, colado y autoprensado en el caso del
queso Cheddar (Fox et al., 2017).

Muchos quesos son moldeados en formas tradicionales y caracteristicas de cada variedad:
cilindricas, esféricas, rectangulares, etc., en diversos casos, la forma y el tamafio son
simplemente debido a la preferencia y tradicion de consumo, pero la forma de un queso tiene
importantes consecuencias en la maduracién de las diferentes variedades, por ejemplo, en
variedades que conllevan el desarrollo de ojos, como el Emmental, deben ser lo
suficientemente grandes para retener el CO2 producido durante la fermentacion del &cido
propiénico. Finalmente, la cuajada de quesos con bajo contenido de humedad es prensada

para consolidar la masa de la cuajada y remover el suero remanente (Fox et al., 2017).

1.2.3.7 Salado

La altima operacidn en el proceso de elaboracion de quesos es el salado que, en la mayoria
de las variedades, se efectta por inmersion en salmuera y, con menor frecuencia, afiadiendo
directamente la sal en la superficie del queso o mezclando la sal con el grano de la cuajada
antes del prensado (Fox et al., 2004; Gobbetti et al., 2018).
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1.2.3.8 Cheddarizacién

La cheddarizacion es una operacion adicional en algunas variedades de quesos. Consiste en
el corte de la cuajada en bloques, que se apilan, cambiando el orden cada cierto tiempo,
continuando este procedimiento a 35°C por aproximadamente dos horas, hasta que el pH
desciende de 6.1 a aproximadamente 5.2 como resultado del desarrollo del cultivo iniciador
(Fox et al., 2004). La disminucion del pH permite la solubilizacion del fosfato de calcio
coloidal que actua como agente de cementacion entre las micelas de caseinas, ademas se
promueve el desuerado por apilar los bloques de cuajada entre ellos (autoprensado),
resultando en que la textura cambia de suave y friable a dura y flexible (McSweeney y
O’Mahony, 2016).

1.2.3.9 Maduracion

La cuajada moldeada puede ser consumida fresca o conservada bajo ciertas condiciones de
temperatura y humedad, por periodos de dos semanas hasta dos afios (Fox et al., 2004;
McSweeney y O’Mahony, 2016).

En la maduracién se desarrollan las caracteristicas Unicas que identifican a un queso,
resultado de complejas reacciones bioquimicas que ocurren a traves de la accion catalitica de

diferentes enzimas sobre los macrocomponentes presentes en el queso fresco.

1.3 Clasificacion de quesos

La NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018 establece la clasificacion de quesos segun el grado de
maduracion: los quesos frescos que se caracterizan por su alto contenido de humedad y los
quesos madurados, que se caracterizan por ser de pasta dura, semidura o blanda y puede tener

0 no corteza.

Aunque es una clasificacion acertada, se tienen otros criterios como la relacion entre la

textura y el contenido de humedad (muy duros, duros, semiduros y suaves). Una de las
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clasificaciones mas empleadas es la conformada por “superfamilias”, catalogadas con el
método de coagulacion empleado: con cuajo o enzimatico en la mayoria de las variedades,

mediante &cido y la combinacién acido y calor (Figura 1.2) (Fox et al., 2004).

queso suave
coagulacién
acida/fcalor

queso suave
coagulacién
enzimética imatica imatica

queso suave
coagulacion
acida

queso semiduro queso duro
sl Ay

coagulacién coagulacién
dcida I | I I enzimdtica
Ricotta Oaxaca
crema Blanco Emmental Parmesano
crema Mascarpone Mozzarella Gruyére Cotija™™
queso suave
sin madurar queso suave Panela Edam Cheddar
Cottage ligeramente Fresco Gouda Jack
Quarg madurado Colby
Brie
se incrementa la firmeza
Atributos disminuye la humedad

aumenta el tiempo de maduracion

Figura 1.2. Criterios de clasificacion de los quesos. Adaptado de Farkye (2004).

1.4 Proteolisis

A lo largo del proceso de elaboracion del queso, se presentan diferentes reacciones
bioguimicas que le otorgan las propiedades Unicas a cada variedad. La mas importante, por
ser la que mas influye en el sabor, aroma y textura del producto, es la protedlisis, la cual
puede dividirse en tres fases: la proteolisis en la leche antes de la elaboracion del queso, la

coagulacion enzimatica de la leche y la prote6lisis durante la maduracién (Fox, 1989).
1.4.1 Protedlisis en la leche
Hay dos agentes responsables de la proteo6lisis en la leche: las proteasas extracelulares

termorresistentes producidas por microrganismos psicrotrofos y proteasas endogenas de la

leche.
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Una vez que la leche ha sido recolectada, se refrigera para prevenir el crecimiento
microbiano, pero, bajo estas condiciones, predomina la actividad de microorganismos
psicrétrofos, que repercute en la hidrdlisis de las caseinas, generando sabores amargos y la

coagulacion de la leche cuando las cuentas son del orden 10 UFC/mL (Fox, 1989).

Por otra parte, la leche contiene diferentes proteasas, siendo la plasmina la principal (Sousa
y McSweeney, 2001; Fox y Kelly, 2006). Su funcion fisioldgica es disolver coagulos
sanguineos, y su actividad en leche incrementa en situaciones donde se presenta un aumento
del flujo de los constituyentes de la sangre a la leche, como en la mastitis y en periodos tardios

de la lactacion (Anema, 2019).

La plasmina es una serin proteasa altamente especifica para reconocer enlaces peptidicos con
los residuos bésicos lisina (Lys) o arginina (Arg) en el extremo amino (Bastian y Brown,
1996). Presenta actividad 6ptima a pH 7.5 a 37°C y es termoestable, por lo que resiste la
pasteurizaciéon (Crudden et al., 2005) e incluso es responsable de la gelacion de la leche
ultrapasteurizada (Bastian y Brown, 1996; Datta y Deeth, 2001, Anema, 2019).

Asociado a las micelas de caseina se localiza el sistema completo de plasmina: la plasmina,
el plasmindgeno, activadores de plasmina (AP) e inhibidores tanto de los activadores de
plasmina como del plasmindgeno (Figura 1.3). El plasmin6geno bovino es una glicoproteina
termoestable de 786 residuos de aminoécidos (88 kDa), y es convertido a plasmina por la
hidrolisis del enlace Argss7-llesss por los activadores del plasmindgeno. EI plasmindgeno y
la plasmina se concentran en la cuajada de quesos elaborados enzimaticamente, mientras que
los inhibidores se solubilizan en el suero (Grufferty y Fox, 1988; Whitaker et al., 2002;
McSweeney y O’Mahony, 2016; Anema, 2019).
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Figura 1.3. Esquema del sistema de plasmina en leche de bovino. Adaptado de Anema, 2019.

La plasmina hidroliza especificamente los enlaces Lys2s-LyS29, LYS105-HiS106, Y LYS107-Glu10s
de B-CN para formar las proteosa peptona (PP), que conservan el extremo amino, y gamma
caseinas (y-CNSs), que conservan el extremo carboxilo: PP8 rapida (B-CN f1-28) y y1-CN (B-
CN f29-209), PP8 lenta (B-CN f29-105) y vy2-CN (B-CN f106-209) y PP8 lenta (B-CN f29-
107) y y3-CN (B-CN f108-209), respectivamente (Figura 1.4) (Whitaker et al., 2002;
McSweeney y O’Mahony, 2016). Ademas, presenta actividad proteolitica, en menor
proporcidn, sobre asi-CN y as2-CN, siendo k-CN la més resistente de las caseinas a la

protedlisis por plasmina (Anema, 2019).

La actividad de la plasmina se incrementa después de la pasteurizacién de la leche debido a
la inactivacién de los inhibidores de plasmina, ademas de que el plasmindgeno no es
totalmente desactivado durante la pasteurizacion (Datta y Deeth, 2001, Whitaker et al., 2002;
Gazi et al.,2014; Anema, 2019). Un incremento en la actividad de plasmina resulta en la

disminucion del rendimiento quesero (Whitaker et al., 2002).
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Figura 1.4. Principales productos formados de B-CN por plasmina. Adaptado de Fox et al.
2015.

1.4.2 Coagulacion enzimética de la leche

La coagulacion enzimatica de la leche se divide en dos etapas: la primera involucra la
modificacion de las micelas de caseina mediante la protedlisis limitada de k-CN por accion
de la quimosina, y la segunda consta en la agregacion de las proteinas sensibles al calcio (Fox
etal., 2015).

La primera etapa de la coagulacidn enzimatica consiste en la hidroélisis especifica del enlace
Pheios-Metios de x-CN, resultando en la formacion de para-k-CN (k-CN f1-105) y la
liberacion glicomacropéptido (GMP; k-CN f106-169) (Figura 1.5). EI GMP se pierde en el
suero, dadas sus caracteristicas hidrofilicas, mientras que para-k-CN se mantiene unida a la
micela de caseina (Fox et al., 2017; Gobbetti et al., 2018).

La segunda fase de la coagulacion, referida como el proceso de gelacion, tiene lugar cuando
disminuye la repulsion de las micelas de caseina al hidrolizarse cerca del 85% de x-CN, hasta
el punto de que, cuando colisionan, se mantienen unidas formando una red referida como

coagulo o gel, en la que queda retenida la mayor parte de la grasa (Fox et al., 2015, 2017).
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Figura 1.5. Representacion de la coagulacion enzimatica de la leche. Adaptado de Donnelly,
2014.

1.4.2.1 Enzimas del cuajo

Los cuajos tradicionales son preparados de los estbmagos de terneros mediante la extraccion
con salmuera conteniendo NaCl al 15%. El extracto de cuajo de animales estd compuesto por
tres enzimas que pertenecen a la familia de proteasas asparticas: quimosina (EC 3.4.23.4),
pepsina A (EC 3.4.23.1) y gastricina (EC 3.4.23.3) (McSweeney y O’Mahony, 2016). La
quimosina, el coagulante especifico de la leche, esta constituido por una cadena polipeptidica
de 323 residuos de aminoéacidos (35.6 kDa) y presenta un pH éptimo de 5.8 (De Jong et al.,
1977). Su actividad representa méas del 90% de la actividad proteolitica de las enzimas
presentes en el cuajo (Fox et al., 2017), mientras que la pepsina A y la gastricina son proteasas
de menor actividad especifica (McSweeney y O’Mahony, 2016). En conjunto, las enzimas

del cuajo son desnaturalizadas a temperaturas mayores a 55°C (Fox et al., 2015).
El cuajo obtenido de bovinos adultos contiene una mayor proporcion de pepsina y, por lo

tanto, una mayor actividad proteolitica que puede resultar en la generacion de sabores y

aromas indeseables (Fox et al., 2004).
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1.4.3 Protedlisis en la maduracién

La tercera y Ultima fase de la protedlisis en la elaboracion de quesos es la maduracion.
Durante esta etapa, ocurren una serie de reacciones bioguimicas complejas, a traves de las
cuales se producen los compuestos que otorgan las caracteristicas de sabor y aroma al queso

madurado.

La protedlisis contribuye a la maduracion del queso en la formacidn de compuestos sapidos,
cambios en el pH por la liberacion de amoniaco, cambios en la textura por la ruptura de la
red de proteinas, entre otros. En variedades de quesos como el Cheddar, se considera que la

protedlisis es el cambio bioquimico que mas repercute durante la maduracion (Fox, 1988).

Hay cuatro agentes involucrados en la maduracion del queso: las enzimas del cuajo, enzimas

endogenas de la leche, enzimas del cultivo iniciador y las enzimas del cultivo secundario.

1.4.3.1 Actividad de la quimosina

Actualmente, la mayoria de la quimosina empleada en la elaboracion de quesos es producida
por fermentacion de microorganismos recombinantes: Escherichia coli, Kluyveromyces
lactis y Aspergillus niger var Awamori (Jaros et al., 2008), pues presenta como ventajas
mayor productividad y rendimiento, ademéas de que tiene una menor actividad proteolitica
general (Fox et al., 2015).

En todas las variedades de queso, as1-CN es el principal sustrato de protedlisis por la accion
de la quimosina, especificamente en el enlace peptidico Phezs-Phezs. Su hidrdlisis resulta en
la formacion del macropéptido asi-I-CN (asi-CN f24-199), responsable de una disminucion
de la firmeza del queso durante los primeros siete a catorce dias de maduracion. La hidrélisis
de aproximadamente 20% de as1-CN, provoca que la red de caseina se debilite y que el queso

cambie a una textura mas suave (Lawrence et al., 1987; McGoldrick y Fox, 1999).
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La retencion del coagulante en la cuajada es dependiente del pH, por lo que, a menor pH de
la cuajada en el desuerado, mayor serd la cantidad de cuajo retenido y, por lo tanto, una mayor

proporcion de asi-CN sera hidrolizada por la quimosina (Lawrence et al., 1987).

Aunqgue se ha considerado la formacion del macropéptido as:-I-CN para caracterizar la
maduracion de los quesos, dado que su presencia aumenta conforme se incrementa el tiempo
de maduracidn, con un concomitante descenso de la concentracion de asi-CN, la relacién
entre sus concentraciones con respecto al tiempo de maduracion es débil, pues asi1-CN puede
ser hidrolizada en otros productos de bajo peso molecular y también porque asi-1-CN se
degrada ulteriormente por la quimosina u otras proteasas (Grappin et al., 1985).

En variedades con mayor contenido de humedad y que llevan una coccion a bajas
temperaturas, como quesos tipo Cheddar, la protedlisis inicial es principalmente debido a la
quimosina (Fox et al., 2017), mientras que en algunas variedades de quesos donde se aplica
una coccion a alta temperatura, desnaturalizando al coagulante empleado, como en el queso
Mozzarella y el Parmesano, la plasmina es el agente que mas contribuye a la protedlisis
primaria (Sousa et al., 2001; Whitaker et al., 2002; McSweeney y O’Mahony, 2016).

1.4.3.2 Actividad de la plasmina

Durante los primeros meses de maduracion B-CN es hidrolizada por la plasmina,
desapareciendo después de aproximadamente un afo. Consecuentemente, y2-CN y y3-CN

contintian incrementando, y y1-CN tiende a disminuir (Mayer et al., 1998).

La proporcion de plasmina retenida en el queso también esta determinada por el pH de la
cuajada en el desuerado, ya que, a medida que el pH desciende, la plasmina se disocia de las
micelas de caseina (Lawrence et al., 1987).

En el queso la actividad de plasmina es mayor que en la leche debido a la inactivacion de los
inhibidores de plasminay, aunque el pH de la mayoria de las variedades de quesos no es el

Optimo para su actividad (~7.5), el pH de los quesos tiende a incrementar conforme al tiempo
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de maduracién, por lo que, a tiempos prolongados de maduracién, puede presentarse una
mayor actividad proteolitica por plasmina (Bastian y Brown 1996; Fox et al., 2017).

1.4.3.3 Cultivos iniciadores y secundarios

La microbiota involucrada en el proceso de elaboracion de quesos se clasifica en dos grupos:
bacterias acido lacticas del cultivo iniciador (SLAB, por sus siglas en inglés),
predominantemente cepas de Lactococcus lactis, para quesos tipo Cheddar, y bacterias acido
lacticas no pertenecientes al cultivo iniciador (NSLAB, por sus siglas en inglés),
principalmente cepas de Lactobacillus (Blaya et al., 2018).

Las SLAB tienen como principal funcién la fermentacion durante la elaboracion de quesos,
dando lugar a la produccion de acido lactico (Fox et al., 2004). Predominan al inicio de la
maduracion, pero la mayoria muere por autolisis, lo cual repercute en la liberacion de
enzimas intracelulares, particularmente peptidasas, cuya actividad culmina con la liberacion
de aminoacidos, que son los precursores de algunos de los compuestos que otorgan sabores

y aromas al queso (Fox et al., 2017) (Figura 1.6).

En general, las SLAB y NSLAB contribuyen poco en la protedlisis primaria en quesos tipo
Cheddar (Lynch et al., 1997). El papel principal de las proteasas y peptidasas de las SLAB
en la maduracion del queso es la degradacion de péptidos de tamafio largo a intermedio,
producidos principalmente por la quimosina y en menor proporcion por plasmina
(Pagthinathan y Nafees, 2015; Fox et al., 2017).

En términos generales, a los tres meses de maduracion, disminuye la viabilidad del cultivo
iniciador, llevando a un declive en la supervivencia y a un incremento de la autdlisis. Las
NSLAB se encuentran en bajas concentraciones al inicio de la maduracion, y dependiendo
de la velocidad de muerte del cultivo iniciador, las NSLAB pueden dominar la microbiota

viable del queso, especialmente en variedades como quesos Cheddar (Blaya et al., 2018).
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Figura 1.6. Representacion esquematica de los procesos de fermentacion y maduracién en
quesos. Adaptado de Blaya et al., 2018.

Las NSLAB complementan la actividad proteolitica del cultivo iniciador produciendo
péptidos de bajo peso molecular y aminoacidos que contribuyen directamente al sabor y
aroma del queso, impartiendo sabor dulce (Gly, Ser, Ala, Pro), acido (His, GIn, Asp) o
amargo (Arg, Met, Val, Leu, Phe, Tyr, Ile) (McSweeney y Sousa, 2000; Fox et al., 2015).

Sin embargo, la produccion de aminoacidos no es el Ultimo paso en el desarrollo del sabor y
aroma del queso, pues los aminoacidos son los precursores de diferentes compuestos volatiles

presentes en el producto terminado (Fox et al., 2004).

1.5 Caracterizacion de la protedlisis en quesos

Los quesos son sometidos a analisis quimicos por diferentes razones, entre ellas, conocer su
composicion para propdsitos nutricionales, verificar el cumplimiento de normas de calidad,

evaluar la eficiencia de produccién o como un indice de calidad (McSweeney, 1993).

Con base en las diferencias en el proceso de elaboracion de las distintas variedades, se ha
sugerido la posibilidad de clasificar e identificar a los quesos de acuerdo con el grado de
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modificacion quimica durante la maduracion, es decir, mediante la obtencion de su “huella
quimica”, principalmente mediante la caracterizacion de la fraccion proteinica (Fox et al.,

2004), empleando métodos electroforéticos (McSweeney, 1993).

1.5.1 Métodos electroforéticos

La electroforesis se refiere al movimiento de especies con carga en un determinado medio
bajo la influencia de un campo eléctrico. Los analitos migraran hacia el electrodo con carga
opuesta a diferente velocidad debido a las inherentes diferencias de su carga y masa. Asi,

diferentes moléculas en una misma mezcla pueden separarse (Figura 1.7) (Westermier et al.,

2016).

Ya que las proteinas son moléculas anfotéricas, pueden adquirir cargas netas que dependen
del pH del medio. En la practica, cominmente se emplean disoluciones amortiguadoras
alcalinas para la separacién de proteinas, ya que, bajo estas condiciones, la mayoria se

repelen, no se agregan, y, por estar cargadas negativamente, migraran al anodo (Janson,

2011).

e Catodo

Mezcla de -- Q'_
proteinas - "0

pH constante
i ’

Medio alcalino

@ Anodo

Figura 1.7. Separacion electroforética de las proteinas. Adaptado de Janson, 2011.
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1.5.1.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida

La separacion electroforética de las proteinas se realiza, frecuentemente, mediante la
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas en inglés). En esta
metodologia, la matriz en la que se realiza la separacion estd compuesta por polimeros de
acrilamida que forma enlaces cruzados con N,N’-metilenbisacrilamida (Bis) por
copolimerizacién con los mondmeros de acrilamida generando un tamiz molecular poroso
por el que las proteinas migran hacia el electrodo de carga opuesta como consecuencia del

campo eléctrico aplicado (Karp, 2005).

El tamafio del poro es controlado mediante la concentracion de acrilamida y el contenido del
agente entrecruzante: un aumento en la concentracion de acrilamida provocara una

disminucion en el tamafio del poro (Westermier et al., 2016).

Una de las variantes mas utilizadas en la separacion de proteinas es la electroforesis en geles
de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés). EI SDS
es un detergente anioénico que forma complejos con las proteinas. Su interaccion con las
proteinas provoca la pérdida de sus estructuras secundaria y terciaria, y enmascara su carga.
Consecuentemente, la movilidad anionica del complejo SDS-proteina en un gel de
poliacrilamida es dependiente Unicamente de su masa molecular. Asi, a menor masa

molecular, mayor sera la migracion de la proteina en el gel (Westermier et al., 2016).

Adicionalmente, los puentes disulfuro intramoleculares e intermoleculares pueden ser
hidrolizados por agentes reductores como -mercaptoetanol o ditriotreitol (DTT), a fin de

que la masa molecular corresponda al monémero polipeptidico (Janson, 2011).
Al término de la electroforesis, las moléculas pueden revelarse mediante la adicion de

colorantes especificos, como la tincion con azul de Coomassie para la deteccion de proteinas
(Smejkal, 2006).
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La electroforesis en gel de poliacrilamida es frecuentemente utilizada en el monitoreo de la
protedlisis primaria en quesos. Mediante esta técnica se puede definir el tipo de coagulacion,
asi como el establecimiento del nivel de protedlisis general en quesos madurados, empleando

el nivel de as1-CN residual como indicador (McSweeney, 1993).

Se ha demostrado que los indices obtenidos mediante electroforesis exponen las diferencias
entre cada variedad de queso, asi, el perfil proteinico puede emplearse como indice de
maduracion y de calidad (Fox et al., 2017). Sin embargo, la electroforesis en gel esta limitada
al andlisis de la degradacion de las caseinas y la formacion de los subsecuentes productos de
hidrélisis por accién de la quimosina y plasmina, debido a que péptidos de bajo peso
molecular no pueden ser detectados con esta metodologia (O’Keeffe et al., 1976;
McSweeney, 1993).

Diferentes métodos se han reportado para la identificacion y deteccién de adulteracion de
quesos, basados en el analisis de la fraccidbn de caseinas, principalmente técnicas
electroforéticas utilizando geles de poliacrilamida con urea (urea-PAGE) para la resolucion
e identificacion de los péptidos generados durante la maduracion (Shalabi y Fox, 1987; Fox
et al., 2004; Veloso et al., 2004), o en presencia de SDS para la caracterizacion cualitativa
de la fraccion proteinica, aunque se prefiere urea-PAGE en el andlisis de quesos
(McSweeney, 1993).

Urea-PAGE es el método méas empleado para la resolucion de caseinas (Figura 1.8). La
migracion electroforética resulta en funcion de la relacién carga-masa de las caseinas en
condiciones alcalinas. Ademas, la incorporacion de urea es empleada para disociar

interacciones hidrofébicas intermoleculares (Fox et al., 2015).
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Figura 1.8. Diagrama esquematico de la separacion de las caseinas mediante urea-PAGE. O:
punto de aplicacion. Migracion anddica: y?>-CN, y*-CN, y!-CN, k-CN, B-CN, as2-CN 10P,
as2-CN 11P, as2-CN 12P, as2-CN 13P, as1-CN 8P y asi-CN 9P (Fox et al., 2015).

1.5.1.2 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (EC) es un método instrumental empleado en el analisis de
polinucleotidos, proteinas, polisacaridos, iones, entre otros. Es considerada complementaria
a otras técnicas de separacion, incluidas las técnicas cromatograficas y la electroforesis en
gel. Presenta como ventajas una alta resolucidn, eficiencia, sensibilidad, automatizacion,
rapidez de la metodologia y el uso de pequefias cantidades de muestra (Otte et al., 1997;
Marina et al., 2005; Westermier et al., 2016).

En la EC, la separacion de las moléculas se basa en su relacion carga-masa, mecanismo de
separacion analogo al de electroforesis en gel, pero la separacion, deteccion y cuantificacion

se realiza de forma continua (Otte et al., 1997).

La separacion se lleva a cabo en un tubo capilar de silice fundida de 20 cm a 30 cm de largo

y un didmetro interno de 10 um a 100 um. Ambos extremos del capilar son inmersos en un
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recipiente que contiene la disolucion amortiguadora y los electrodos (Figura 1.9). La muestra
se aplica mediante inyeccidn electrocinética o hidrodindmica por un extremo del capilar y al
aplicar un campo eléctrico, las especies cargadas migraran al electrodo con carga opuesta
(Marina et al., 2005; Westermier et al., 2016).

La deteccion de las especies con carga se realiza en continuo mediante, por ejemplo, en la
region ultravioleta del espectro (Frazier et al., 1999). En el caso de las proteinas, la deteccion
se realiza, regularmente, a longitudes de onda de entre 200 nm a 220 nm, en donde la

absorcion es proporcional al nimero de enlaces peptidicos (Westermier et al., 2016).

Adquisicion de datos

Capilar de
silice fundida

Reservorios
del electrodo

Fuente de alto
voltaje

Bomba

de
vacio

Figura 1.9. Instrumentacidén empleada en electroforesis capilar. Adaptado de Westermier et
al., 2016.

La migracion de las moléculas depende de la movilidad electroforética y el flujo
electrosmdtico. La movilidad electroforética es funciéon de la carga y tamafio de cada
molécula, asi como de la naturaleza de la disolucion amortiguadora, la temperatura y la

intensidad del campo eléctrico aplicado (Marina et al., 2005).

Por otra parte, el flujo electrosmético se refiere al flujo que se origina en la presencia de un
campo eléctrico cuando una solucién ionizada entra en contacto con una superficie solida

con carga. En el caso de capilares de silice fundida, la superficie tiene un exceso de cargas
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negativas por la ionizacion de los grupos silanoles (SiOH). Un elevado nimero de cationes
que se sitdan en la interfase entre la pared del capilar y la solucion, dan lugar a la formacién
de una capa fija, seguida de una capa movil. Los cationes en la capa mévil migran al catodo
y al ser solvatados, arrastran la solucion con ellos creando el flujo electrosmotico (Figura
1.10.) (Marina et al., 2005; Jimidar, 2008).

SiOH <> Si0+ H'

+)( +

®
®

o EELHEL LR (L +)(+

Figura 1.10. Representacion de la migracion electroforética en un capilar de silice fundida
(pH > 3). 1: pared del capilar, 2: capa fija, 3: capa movil. Adaptado de Jimidar, 2008.

Ademas de la separacion de proteinas, la EC permite el andlisis simultdneo de péptidos de
diferente tamafio y solubilidad. Por lo tanto, la EC ha sido empleada para el estudio de la
protedlisis de las proteinas lacteas en la maduracion de quesos (Strickland et al., 1996; Otte
et al., 1997; Molina et al.,1998; Frazier et al., 1999; Miralles et al., 2000).

Se ha demostrado que la EC es superior que urea-PAGE y SDS-PAGE, sin embargo, debe
emplearse como complemento para la caracterizacion de la protedlisis en quesos (Otte et al.,
1997). En conjunto, las técnicas electroforéticas mencionadas, tienen el poder para
caracterizar la fraccion proteinica de diferentes variedades de quesos, con las que se puede

obtener la huella quimica que permita definir y catalogar la identidad y calidad de los quesos.
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1.6 Produccién y consumo de quesos

En el afio 2018 se tuvo una produccion mundial de 20 millones 586 mil toneladas de queso.
La Union Europea encabezd la produccion con una participacion del 49%, seguida de Estados
Unidos de América con un 29% (USDA, 2019).

En México, segun datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en
el 2018 se elaboraron 418 mil 650 toneladas de queso con un valor en el mercado de 21 mil
293 millones de pesos. Las principales variedades producidas fueron: queso fresco (19%),
queso doble crema (16%), queso Panela (11%), queso amarillo (11%), queso crema (10%),
gueso Chihuahua (9%), queso Manchego (9%) y queso Oaxaca (6%). Resalta la importancia

que tiene en el pais la produccion de quesos frescos (SIAP, 2018).

En los ultimos cinco afios, el consumo de quesos en México se ha incrementado 26%. En el
afio 2018 se consumieron 525 mil toneladas, con los niveles de produccion nacional no hay
abasto suficiente para su consumo. Hay diferentes razones para el incremento en el consumo
de quesos, incluyendo una imagen nutricional positiva, conveniencia y flexibilidad en el uso

y la gran diversidad de sabores, aromas y texturas (Fox et al., 2017).

Actualmente se identifican unas 40 diferentes variedades de quesos mexicanos genuinos,
entre las que destacan: Cotija, Oaxaca, Adobera, Panela, Chihuahua, queso crema de
Chiapas, entre otros (Villegas de Gante et al., 2016).

1.7 Legislacion y normatividad de quesos en México

La historia de la legislacion mexicana aplicable a quesos es peculiarmente corta (Figura
1.11). La primera referencia se remonta a la quinta edicion de la Ley General de Salud en
1989. En ella se definia a un queso genuino como el producto hecho de la cuajada obtenida
de la leche entera, pasteurizada (a excepcion de la dedicada a la elaboracién de quesos
afiejos), semidescremada o descremada, de vaca o de otros animales, con adicion de crema,

o sin ella, por la coagulacién de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos u otra enzima
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agregada y con o sin tratamiento posterior de la propia cuajada (Secretaria de Salud, 1989).
Ademas, en esta edicion se definia a los quesos de imitacion como los productos en los que
se sustituia parcial o totalmente la grasa butirica por grasa vegetal, y era Unicamente

permitido en quesos frescos (Villegas de Gante y de la Huerta, 2015).

Después, con la publicacion de la NOM-121-SSA1-1994 en el afio de 1996, se establecio
especificamente, el uso de leche estandarizada y pasteurizada para la elaboracion de todas
las variedades de quesos. Se permitia el uso —opcional- de aditivos como sales fundentes,
colorantes y conservadores en quesos madurados, asi como el uso de caseinatos a un nivel
maximo del 3% para quesos procesados, haciendo menos relevante los procesos tradicionales

de elaboracion.

Posteriormente, en el afio 2002, fue publicada la 172 edicion de la Ley General de Salud. En
comparacion a la quinta edicion, se hacen las adiciones mencionadas en la NOM-121-SSA1-
1994. Ademas, el apartado de la clasificacién de quesos de imitacion es removido,
eliminando la relevancia de la denominacién para la industria y la normatividad (Villegas de
Gante y de la Huerta, 2015). En ese mismo afio, el Consejo para el Fomento de la Calidad de
la Leche y sus Derivados (COFOCALEC) obtuvo su certificacion como Organismo Nacional
de Normalizacion (ONN), lo cual le acredito para elaborar, actualizar, expedir y cancelar
Normas Mexicanas en el area de productos, equipos, servicios y métodos de prueba de leche,

sus productos y derivados.

En el afio 2010 fue publicada la NOM-243-SSA1-2010, que, con base en la denominacion
que establece para quesos, queda claro que un queso auténtico debe provenir de leche
estandarizada y pasteurizada. No importa tanto que el producto no sea genuino y auténtico,

sino que sea estandarizado e inocuo (Villegas de Gante y de la Huerta, 2015).

Cinco afios después se publico la NMX-F-713-COFOCALEC-2014. En términos generales,
conserva la denominacion de la NOM-243-SSA1-2010, sin embargo, la complementa
estableciendo que un queso no debe contener grasa y proteinas de origen diferente al de la
leche, ni almidones ni féculas. Dicha especificacion se conservo en la NOM-223-
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SCFI/ISAGARPA-2018, publicada este afio, que, ademas, permite la adicion de hasta un
maximo de 2% de concentrados de proteina de leche (caseina o caseinatos) en los quesos

comerciales.

La legislacién mexicana refleja el desinterés en definir y proteger a los quesos mexicanos
genuinos con el paso del tiempo. Si bien en sus origenes se establecio la diferencia entre
quesos genuinos contra los de imitacion, la normatividad reciente repercute en algunos
procesos tradicionales de elaboracion de diferentes variedades de quesos, que emplean leche

cruda, cuajo, asi como el uso minimo de aditivos (Villegas de Gante y de la Huerta, 2015).

Ley General de Salud 5° edicion
Define a los quesos genuinos,
establece la diferencia con los
quesos de imitacién y permite el uso
de leche cruda para quesos afiejos.

NOM-121-SSA1-1994
Especifica el uso de leche
pasteurizada para todas las
variedades y permite el uso de
aditivos en quesos madurados.

1998

Certificacion de COFOCALEC
como Organismo Nacional de
Normalizacion

Ley General de Salud 17° edicién
Accede al uso de sales fundentes e

= ingredientes opcionales, restringe a
" utilizar leche pasteurizada para todas
" las variedades de queso y elimina la
T definicién de quesos de imitacion.

........................................ o NMX-E-713-COFOCALEC-2014
£ t'\é?M'243'SSA1'201tQ " Establece que un queso no debe
SIaDIECE que un queso autentico contener grasa y proteinas de origen

debe estar hecho (.je leche i diferente al de la leche, ni almidones
estandarizada y pasteurizada. . ni féculas

. NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018
" Permite el uso de productos derivados
2018 T de la leche y la adicién de caseinatos.

Figura 1.11. Linea de tiempo de la legislacion y normatividad mexicana aplicable a quesos.
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2 Metodologia
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2.1 Muestreo y muestras lacteas

La toma de muestras fue llevada a cabo por personal calificado de COFOCALEC,
directamente en la planta industrial, y se realiz6 en dos etapas. El primer lote de quesos se
recibié con la materia prima y, el segundo lote, que correspondio a la inspeccion del proceso
de certificacion, se analiz6 de forma paralela e independiente de los requisitos
fisicoquimicos, microbioldgicos y sanitarios aplicables a la denominacién de cada variedad

de queso comercial.

Se analizaron tres muestras de leche (L) y tres piezas, de 200 g cada una, de quesos
comerciales certificados: Queso Panela (QP), Queso Adobera (QA), Queso Cheddar (QC) y

Queso Cheddar con una maduracion extendida a 6 meses (QCm).

Se analizaron tres piezas comerciales de queso con diferente denominacion: queso Menonita
(QN), queso Chester (QT) y queso Chihuahua (QH) de diferentes marcas, adquiridas
directamente en una distribuidora ubicada en Chihuahua, Chihuahua; ademés de una muestra
comercial importada de queso Parmesano (QR) y queso Parmesano con denominacion de
origen (QRPO).

2.2 Analisis fisicoquimico de la leche por ultrasonido

La leche se analizo, por triplicado, el mismo dia de recepcion de las muestras, mediante
ultrasonido (LactiCheck™) (Apéndice A).

2.3 Toma de la porcion de muestra de quesos
Se reviso tanto el contenido neto (NOM-002-SCFI-2011) como la etiqueta (NOM-051-

SCFI/SSA1-2010) de cada muestra de queso. Se obtuvo la porcién de muestra, de acuerdo
con lo indicado en la Guia de muestreo (NMX-F-718-COFOCALEC-2017) (Apéndice B).
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Se redujo el tamafio de particula y se pesé la cantidad necesaria de las muestras de leche y
de las diferentes variedades de queso en viales tipo Eppendorf de 2 mL de capacidad, de
acuerdo con lo declarado en la etiqueta del producto (o el valor certificado para el MRC),
para obtener una concentracion final de proteina de aproximadamente 10 mg/mL,
concentracion referida para la identificacion y cuantificacion de las principales proteinas de
la leche por electroforesis capilar (NMX-736/1-COFOCALEC-2012). Los viales se

almacenaron hasta su analisis a - 70°C (Nuaire, Revco Technologies, NC, USA).

2.4 Preparacion de disoluciones amortiguadoras

Para la elaboracion de las disoluciones amortiguadoras, cuya composicion se indica en el
apéndice C, se empled agua Tipo I (18.2 MQ/cm a 25 °C) filtrada a través de una membrana
de Nylon con tamafio de poro de 0.45 um (Sistema Simplicity UV, Millipore, MA, USA),
reactivos de la mas alta pureza y material desechable.

2.5 Preparacion del Material de Referencia Certificado

Leche fluida liofilizada (DMR-411b), material de referencia para el control de calidad y
validacién de métodos analiticos para la medicién de proteina (3.57%), grasa (3.52%),
cenizas (0.73%), humedad (87.89%) y lactosa (4.82%), se hidrat6 de acuerdo a las
indicaciones del Centro Nacional de Metrologia (CENAM), adicionando 44.78 g de agua
Tipo 1 y manteniendo a una temperatura de 50°C durante 1 min, con agitacion constante.

2.6 Determinacién de pH
Se determino el pH (pH Meter, Mo. ®@ 390, Beckman-Coulter, USA) de cada muestra de

queso, por triplicado, manteniendo la porcion de ensayo y agua destilada, recientemente
hervida y fria, en una relacion 1:2.5 (Wehr y Frank, 2004).
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2.7  Preparacion de muestras para el ensayo de solubilidad, determinacion de
proteina soluble y separacion electroforética

El procedimiento para la evaluacion de la solubilidad, cuantificacion y caracterizacion
electroforética de la fraccion proteinica fue similar. Las muestras se descongelaron y se
extrajo la proteina en la disolucién amortiguadora de boratos-EDTA para evaluar la presencia
0 no de material insoluble, en la disolucion amortiguadora de muestra para la cuantificacion
de proteina soluble, en la disolucion amortiguadora de muestra con DTT (17 mM) para su
analisis por SDS-PAGE y EC vy en la disolucion amortiguadora de corrida para su analisis
por urea-PAGE. La mezcla permaneci6 a 800 rpm por 30 min a 40°C (Thermomixer Comfort,
Eppendorf, Germany). Posteriormente, se separo la grasa por centrifugacion a 18 000 r.c.f.
por 30 min a 4°C (centrifuga, 5430 R, Eppendorf).

2.8 Determinacion de proteina soluble por el método de Lowry

Se recuperd una alicuota de la fraccion soluble en la disolucion amortiguadora de muestra
para cuantificar la proteina soluble por espectrofotometria (BioSpectrometer Kinetic,
Eppendorf), mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951; Peterson, 1977). Se generd
el cinturon de confianza para la curva de calibracién de BSA, con un total de 50 datos y un

riesgo del 5%, para la obtencion del cinturon de prediccion (Figura 2.2).

y = 0.2703x + 0.0436
R =0.9963

0 0.5 2.5

1 15 2
Concentracion de BSA (mg/mL)

Figura 2.2. Cinturones de confianza (azul) y prediccién (rojo) de la curva de calibracion de
la albumina sérica bovina. n = 50. o = 0.05. Plantilla elaborada por M en C Francisco Rojo
Callejas.
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2.9 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Se recupero la fraccion soluble de la disolucién amortiguadora de muestra. Se diluyé con la
disolucién amortiguadora de corrida (1:1) y se calento la mezcla a 85°C por 10 min. Se

aplicaron aproximadamente 40 pg de proteina por pozo del gel concentrador.

Se realizo la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y
reductoras para la obtencion de los perfiles proteinicos (Laemmli, 1970). Se aplicé una
diferencia de potencial de 100 V para la concentracion (4% T, 2.6% C) y separacion de las
proteinas (12.5 %T y 15% T, 2.6% C) en la disolucion amortiguadora Tris-Glicina-SDS (pH
8.3) en una camara de electroforesis (Mini-PROTEAN™, Tetra Cell, Bio-Rad).

El material de referencia certificado por el CENAM (MRC), concentrado de proteina de
suero (LAQPRODAN 80, Latin Foods International) y caseina calidad Hammarsten
(Research Organics) se emplearon como referencia de la separacion electroforética, ademas
del estdndar de peso molecular (Bio Rad).

Al término de la electroforesis los geles se tifieron empleando azul de Coomassie R-250 (Bio-
Rad) y azul de Coomassie G-250 (PageBlue Protein Staining Solution, Thermo Scientific),
mismos que se destifieron en una disolucion de acido acético:metanol:agua (1:5:4) y agua,
respectivamente. Los geles se analizaron con un fotodocumentador (Gel Doc™ XR +

Imaging System, software ImageLab™, Bio-Rad).

2.10 Electroforesis en gel de poliacrilamida con urea (urea-PAGE)

Se realiz6 la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones alcalinas con urea de
acuerdo con el método de Andrews (1983), con algunas modificaciones, empleando las

mismas condiciones electroforéticas anteriormente descritas, en la disolucion amortiguadora
Tris-Glicina sin SDS.
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2.11 Electroforesis capilar de zona (ECZ)

Para el andlisis mediante ECZ se recupero la fraccion soluble de las muestras de leche y
queso en la disolucion amortiguadora de muestra con DTT, empleado una jeringa de 1 mL
(Norm-Ject, HSW, Tuttlingen, Germany) y se filtr6 a través de una membrana de PVDF de

13 mm de didmetro y 0.45 um de tamafio de poro (Genesee Scientific, USA).

Se realizé la electromigracion de las proteinas de acuerdo al método de prueba de la NMX-
F-736/1-COFOCALEC-2012, que establece la identificacion y cuantificacion de las
proteinas propias de la leche, utilizando la disolucion amortiguadora de separacion (pH 3.0)
y un capilar hidrofilico de poliacrilamida de 60 cm de longitud total, 50 cm de longitud
efectiva, 50 um de diametro interno, con la ventana prefabricada y apertura dptica de (100 x
200) um (eCAP™ Beckman-Coulter) bajo las siguientes condiciones de separacion: campo
eléctrico de 416 V/cm a 40°C, deteccion de la sefial a 214 nm con una adquisicion de datos
a una velocidad de 4 Hz, introduccion hidrodinamica de la muestra a 0.7 psi durante 5 s,
controlado por el software 32 Karat™ (PACE MDQ, Glycoprotein System, Beckman-

Coulter, Inc.).

Se registro el tiempo de migracion (tm;) y area (Ai) de cada pico electroforético. Finalmente,
se realizo el célculo de tiempo de migracion relativo (tmri) a asi-CN y de la concentracion
relativa (Cr;) de cada proteina y péptidos formados, como se expresa en las Ecuaciones 1y
2.

tmi
tmr; = ————
' tmasl—CN

Ecuacion 1. Célculo del tiempo de migracién relativo a asi-CN

A i,
=1 (Ai/ tmi)

Ecuacion 2. Calculo de la concentracion relativa de cada pico electroforético

CTi =
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3 Resultados y andlisis de resultados
3.1 Evaluacion de etiquetado y contenido neto

Se verifico la informacion del etiquetado de los quesos certificados, evaluando que se
incluyera la palabra “queso”, seguida de la leche empleada en su elaboracion; contenido
minimo de grasa, proteina y contenido maximo de humedad; contenido neto, denominacion,
marca, razon social, nombre y domicilio del fabricante; lista de ingredientes, informacion
nutrimental, lote y fecha de consumo preferente. Los quesos con certificacion de producto

cumplieron con las especificaciones de etiquetado.

Para productos con contenido neto declarado de 100 g hasta 200 g, se especifica una
tolerancia de 4.5% (NOM-002-SCFI-2011). En ambos lotes, la méxima diferencia
encontrada fue de 3.0% para la muestra de QC, por lo que cumplieron con la especificacion.
Con un contenido neto superior (de 200 g hasta 300 g), se especifica una tolerancia de 9 g.
La muestra de QCm (del segundo lote), no cumplié la especificacion ya que se encontr6 una

diferencia contra lo indicado en la etiqueta de 29 g (11.6%).

Se selecciond el queso Chihuahua por sus similitudes al queso Cheddar, ya que comparte
varios pasos del proceso y cierto grado de cheddarizacion de la pasta, ademas de ser
considerado un queso mexicano genuino (Cervantes et al., 2008) y al queso Parmesano por

su mayor grado de maduracion.

Respecto a la denominacién, los menonitas, principales productores de esta variedad de
queso, no lo identifican como Chihuahua o Menonita, sino como “tipo Chester”, y asi lo
establecen en sus etiquetas (Villegas de Gante et al., 2014). Por otra parte, la NMX-F-738-
COFOCALEC-2017 establece que no hay diferencia entre la denominacién de queso
Menonita y la denominacion queso Chihuahua.

Las muestras de QR, QRP® y QH cumplieron con las especificaciones de etiquetado, mientras

que en las etiquetas de los quesos QN y QT no mostraba el contenido minimo de grasa,
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proteina y el contenido maximo de humedad, pero por ser productos a granel no aplica la

Norma de etiquetado.

3.2 Analisis fisicoquimico de la leche por ultrasonido

Los valores promedio, desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV), del
contenido de grasa, sélidos no grasos (SNG) y proteina, asi como la densidad y punto
crioscopico (PC), obtenidos mediante analisis rapido por ultrasonido, de las muestras de
leche utilizada como materia prima para la elaboracion de quesos se muestran en la Tabla
3.1. Cumple satisfactoriamente los requisitos fisicoquimicos aplicables a la leche cruda Clase
A (NMX-F-700-COFOCALEC-2012).

El valor promedio del contenido de proteina soluble fue de 3.2% (C.V. < 0.5%) y la relacion

caseina/grasa de 0.69.

Tabla 3.1. Andlisis fisicoquimico de las muestras de leche por ultrasonido (LactiCheck ™).

grasa SNG proteina densidad PC caseina/
Muestra'
(%) (%) (%) (9/mL) (- °H) grasa
L, 3.67 8.51 3.19 1.0295 0.559 0.70
Lu 3.72 8.54 3.20 1.0296 0.561 0.69
L 3.70 8.58 3.22 1.0298 0.563 0.70
promedio 3.70 8.54 3.20 1.0296 0.561 0.69
DE 0.03 0.04 0.02 0.0002 0.002 0.00
CV (%) 0.68 0.41 0.48 0.01 0.36 0.64
1: réplicas independientes (1, Il, I11).

Abreviaturas: SNG: s6lidos no grasos; PC: punto crioscopico; °H: grados Horvet.

El analisis por ultrasonido es una herramienta analitica accesible para la caracterizacion de
la leche. Ademas de evaluar la calidad y autenticidad de la leche en funcion de la densidad,
punto crioscopico y adicion de agua, permite calcular rapidamente el rendimiento quesero a

partir de la relacién caseina/grasa.
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3.3 Prueba de solubilidad y cuantificacion de proteina soluble por el método de Lowry

El amortiguador de borato-EDTA presenta una solubilidad selectiva para las proteinas de la
leche, por lo que es empleado para la deteccion de proteinas de soya, chicharo, arroz y otras

proteinas de diferente origen (Scholl et al., 2014).

Todas las muestras de leche, el MRC, las correspondientes al QP y las muestras comerciales
fueron solubles en la disolucion amortiguadora de borato-EDTA, mientras que las muestras

de QA, QC y QCm presentaron una fraccion insoluble.

Mediante la comparacion de las medias experimentales del contenido de proteina en las
muestras de leche, determinadas por ultrasonido y espectrofotometria, aplicando el
estadistico t, a un nivel de significancia del 5%, se estableci6 que no hay diferencia

significativa entre ambos métodos.

La concentracion promedio de proteina soluble fue de 3.11% y de 3.44% para la leche y el
MRC, respectivamente. El contenido de proteina del MRC cuantificado mediante
espectrofotometria, resultd ser equivalente al valor certificado por el CENAM (3.55% +
0.11%) obtenido mediante el método de referencia (Kjeldahl). Por lo anterior, los resultados

obtenidos por espectrofotometria son confiables.

Los valores del contenido de proteina de las muestras de quesos certificados determinados
por el método modificado de Lowry, junto con los resultados del andlisis de la inspeccién y

especificacion de las Normas Mexicanas correspondientes se muestran en la Tabla 3.2.
El contenido de proteina determinado en las muestras de QC y QCm del primer lote fue

menor a la especificacion. Para el QA del primer y segundo lote se cuantifico 33% y 11%

mas de proteina, respecto a la especificacion.

38



Tabla 3.2. Valor promedio del contenido de proteina en las muestras de quesos certificados

Proteina (%)

Muestra Lote?
Especificacion® . ) Inspeccion?
QP 17 17 15 17
QA 18 24 20 21
QC 24 22 25 23
QCm 24 23 25 -

1: valor minimo conforme a las Normas Mexicanas correspondientes; 2: determinado por el
método de Lowry; 3: resultado conforme con la incertidumbre del método de prueba (£1.90).
Abreviaturas. L: leche; MRC (material de referencia certificado, leche liofilizada
rehidratada); QP: queso Panela; QA: queso Adobera; QC: queso Cheddar; QCm: queso
Cheddar con una maduracion extendida a 6 meses.

La diferencia entre los valores del contenido de proteina de estos quesos fue debido, a la
fraccion insoluble que se detectd, en ambos amortiguadores, y no se cuantificd, pero que al
analizarse por SDS-PAGE, correspondio a proteinas lacteas como se muestra mas adelante
(Figura 3.1B).

Los resultados de inspeccién establecen que las muestras analizadas cumplen con la
especificacion del contenido minimo de proteina. Cabe resaltar que el resultado para QC es
conforme con la especificacion considerando la incertidumbre del método de prueba. En la
muestra QP del segundo lote se observo sinéresis, por lo que posiblemente una fraccion de

proteina pudo separarse junto con el suero por lo que fue cuantificada por espectrofotometria.

Las muestras de quesos madurados, en general, presentan un mayor contenido de proteina
por diferentes razones, como una mayor extension de la sinéresis durante su elaboracion,
dada por factores como el tamafio del corte de la cuajada, coccion, desarrollo de la acidez,
entre otros. Ademas, durante la maduracion se promueve la pérdida de humedad, por lo que
hay una concentracion de la fraccion proteinica (Fox et al., 2017).
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Las diferencias en el contenido de proteina entre lotes de las muestras de queso Cheddar
pueden atribuirse al diferente periodo de lactacion de los hatos de los que proviene la leche
para su elaboracion, que repercute en el contenido de proteina, y, si se estandarizé la leche
mediante la adicion de derivados lacteos en polvo, esta fraccion no fue cuantificada mediante

la metodologia descrita.

En la Tabla 3.3 se presenta el contenido de proteina soluble de los quesos comerciales. Todos
los valores obtenidos son mayores a la especificacion correspondiente. Las muestras QN y
QT presentaron el mismo contenido de proteina, mientras que se obtuvo un mayor contenido
en la muestra QH. La diferencia del contenido de proteina radica en los procesos de

elaboracion, asi como el periodo de maduracion.

Tabla 3.3. Valor promedio del contenido de proteina en muestras de quesos comerciales

Proteina (%)

Abreviatura

Especificacion! Resultado
QH 23 28
QT 23 26
QN 23 26
QR SE 33
QRP° SE 29

1: Valor minimo conforme a las Normas Mexicanas correspondientes.
Abreviaturas. QH: queso Chihuahua; QT: queso Chester; QN: queso Menonita; QR: queso
Parmesano; QRPC: queso Parmesano con denominacion de origen; SE: sin especificacion.

En el QR se encontrd el mayor contenido de proteina. En comparacion, en la muestra de
QRPO, el contenido cuantificado, respecto a la informacion de la etiqueta (33%), resultd
menor debido a que con el método de Lowry no se cuantifican aminodacidos libres y productos
de maduracion prolongada, que si son cuantificados como nitrégeno total por el método de
Kjeldahl. La absorbancia depende de la concentracion de Tyr, Trp, Cys, Asp e His y también
de la cantidad de enlaces de tetrapéptidos que son responsables de la reduccion del reactivo
de Folin-Ciocalteu (Kamizake et al., 2003).
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3.4 Valores de pH de las muestras de quesos

En cuanto a la medicién del pH, en la muestra del QP, al tratarse de un queso fresco cuajado
enzimaticamente (Apéndice B), se obtuvo un valor de 6.5, cercano al valor de la leche
empleada en su elaboracion. Este valor de pH le da la caracteristica de ser tajable y prevenir
el fundido debido a la presencia de fosfato célcico en las micelas de caseina como

componente estructural (Guerra-Martinez et al., 2012).

En el caso del QA, durante su proceso de elaboracidn, se presenta un paso importante que le
otorga la propiedad de fundir facilmente al aplicarle calor: la cheddarizacion (Apéndice B).
Por el valor de pH obtenido de 5.4 y la evaluacién de las propiedades fundentes al aplicarle
calor a una porcion de la muestra, se evidencié que se aplicé un proceso de cheddarizacion

al QA analizado.

La muestra de QC present6 un valor de pH de 5.5, mientras que en las muestras QH, QT y
QN se obtuvo el valor de pH 5.3, debido al cheddarizado (Apéndice B). Las diferencias
sensoriales entre los quesos son, entre otros factores, debido al grado de cheddarizacion vy,
por tanto, diferencias en el contenido de calcio y humedad (Kalab et al., 1982; Fox et al.,
2004). En el caso del queso Chihuahua, la cheddarizacion debe llevarse hasta un pH de 5.3 a
5.5 para lograr la textura adecuada e influir correctamente en el proceso de maduracion
(Cervantes et al., 2008). La muestra de QCm present6 un valor de pH de 5.8, mas alto en
comparacion a la muestra con menor periodo de maduracién (QC), por un mayor grado de
protedlisis, donde se liberan péptidos y amoniaco, que elevan el valor de pH (Lawrence et
al., 1983). En el QR y QRP° el valor de pH obtenido fue de 5.4, debido a que, en el proceso
de elaboracidn de esta variedad, se fermenta la leche antes de la coagulacion enzimatica (Fox
etal., 2017).

Respecto a la normatividad, solamente para el queso Cheddar, queso Chester y queso

Chihuahua se especifica el intervalo de pH de 5.0 a 5.5, por lo que las muestras analizadas

correspondientes cumplieron con la especificacion.
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3.5  Perfiles proteinicos obtenidos mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

En la Figura 3.1A se presenta la migracion de las caseinas (CN; carril 9) y las proteinas de
suero (S; carril 10) como referencia de la separacion anddica que, bajo condiciones
desnaturalizantes y reductoras, es funcion de su peso molecular. Las caseinas alfa (s1, S2 Y So)
no se separan en el gel (a-CN; 34 kDa), seguidas de B-CN (30 kDa) y k-CN (28 kDa). La
migracion de B-lactoglobulina (B-LG, 18 kDa) y a-lactoalbimina (a-LA, 11 kDa) es mayor
debido a su menor peso molecular. La lactoferrina (LF, 86 kDa), la albimina sérica bovina
(BSA, 66 kDa) y la inmunoglobulina G (IgG, 59 kDa) se aprecian como tres bandas tenues

en la parte superior del gel.

En la muestra de leche se aprecian las bandas de las caseinas seguidas de las de las proteinas
del suero (carriles 2, 3y 4, réplicas independientes). El nimero de bandas detectado, asi como
su abundancia, dada por la intensidad, corresponden a su composicion proteinica y a las
muestras de referencias utilizadas. Por esta técnica las caseinas alfa no se separan, porque su
masa molecular es muy similar y, debido a su alta hidrofobicidad, B-CN interacciona con
mas moléculas de SDS en comparacion a as1-CN y, por lo tanto, presenta una mayor

movilidad, aunque tenga una mayor masa molecular (Fox et al., 2015).

El perfil proteinico de las diferentes variedades de queso, QP, QA, QC, y QCm se muestra
en los carriles 5, 6, 7 y 8, respectivamente. Claramente se aprecia la disminucion de la
intensidad de las bandas de k-CN y de las proteinas del suero con respecto a la leche, ademas
se detect6 una nueva banda (15 kDa) ubicada entre las bandas de B-LG y a-LA, que no esta
presente en la leche ni en las muestras de referencia, que corresponde al mayor macropéptido
formado por la quimosina: para-k-CN (k-CN f1-105). Lo anterior demuestra los quesos

fueron elaborados via enzimatica.
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Figura 3.1. Perfiles electroforéticos de las muestras de leche y quesos certificados. (SDS-
PAGE, 15% T). A: Referencia de la separacién. Estandares de peso molecular (EST; Bio-
Rad); caseina calidad Hammarsten (Research Organics) (CN, carril 9) y concentrado de
proteina de suero (LAQPRODAN 80, Latin Foods International) (S, carril 10). Tincion con
azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad). Muestras lacteas (en ambos geles; corrida simultanea):
leche (L, carriles 2-4); queso Panela (QP, carril 5); queso Adobera (QA, carril 6); queso
Cheddar (QC, carril 7) y queso Cheddar Madurado (QCm, carril 8). B: fraccion insoluble del
queso Adobera (pQA, carril 8); fraccion insoluble del queso Cheddar (pQC, carril 9) y
fraccion insoluble del queso Cheddar madurado (pQCm, carril 9). Tincion con azul de
Coomassie G-250 (PageBlue Protein Staining Solution, Thermo Scientific). Gel Doc™ XR+
Imaging System (Bio Rad).

Nomenclatura: superindice: nimero de réplica; subindice: nimero de vial.

Abreviaturas: LF: lactoferrina; BSA: albumina sérica bovina; 1gG: inmunoglobulina G; a-
CN: alfa-caseina; B-CN: beta-caseina; k-CN: kappa-caseina; B-LG: beta-lactoglobulina; p-«-
CN: para-kappa-caseina; a-LA: alfa-lactoalbumina y y-CN: gamma caseina.

El perfil electroforético obtenido bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras resulta muy
similar entre los quesos frescos: QP (carril 5) y QA (carril, 6), a pesar de que se realicen
diferentes pasos en sus procesos de elaboracion. En todas las muestras se detect6 una banda
de 9 kDa que se puede asociar a la presencia de y2-CN y y3-CN, que comigran, por la actividad

de plasmina en 3-CN.

La protedlisis de a-CN resultd evidente al comparar la misma variedad de queso con diferente
grado de maduracion: 35 dias (QC, carril 7) y 6 meses (QCm, carril 8), por la disminucion
en la intensidad de la banda de proteina y la generacion del macropéptido asi-I1-CN (asi-CN

43



f24-199) (26 kDa) cuya banda migra después de k-CN y es mas intensa que la banda y2-3-
CN, debido a que la protedlisis de as1-CN sobrepasa la de B-CN en esta variedad de queso,

sin importar el coagulante utilizado (Farkye y Fox, 1990).

Las bandas detectadas en las fracciones insolubles de QA, QC y QCm (Fig. 3.1B, pQA, pQC
y pQCm, carriles 8, 9 y 10, respectivamente) corresponden a a-CN, B-CN y p-x-CN, por
comparacion de su patron de migracién con las muestras de referencia. En la parte superior
del gel se observan agregados de alto peso molecular (AAPM), de menor solubilidad,
resultado de la interaccion entre k-CN y B-LG y/o a-LA durante la aplicacion de tratamientos
térmicos a la leche (Fox et al., 2017). En el proceso de elaboracion de los quesos analizados,
unicamente en el queso Cheddar se realiza el cocimiento del grano de la cuajada, a
temperaturas de entre 32°C a 40°C por aproximadamente 30 min (Apéndice E), para facilitar

la sinéresis y control en el desarrollo de la acidez (Fox et al., 2004).

Debido a lo anterior, se facilita la formacién de complejos, intermoleculares o
intramoleculares, mediados por puentes disulfuro. Por lo tanto, ya que el tratamiento aplicado
con PB-mercaptoetanol reduce especificamente los enlaces disulfuro (Sawyer, 1969), se
evidencio el entrecruzamiento de las proteinas lacteas mediante la formacién de enlaces
covalentes diferentes a los enlaces disulfuro. En el caso del QA, la deteccion de AAPM puede
ser indicador de la utilizacion de productos o derivados lacteos en polvo para su

estandarizacion y/o incremento del rendimiento quesero.
En la Figura 3.2 se presenta la corrida electroforética de las proteinas de los quesos

comerciales incluyendo las muestras de leche, quesos certificados y caseinas para fines de

comparacion.
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Figura 3.2. Perfiles electroforéticos de las muestras de leche y quesos comerciales (SDS-
PAGE 12.5 % T). Estandares de peso molecular (EST; Bio-Rad); Leche (L, carril 2); caseina
calidad Hammarsten (Research Organics) (CN; carril 3); queso Panela (QP, carril 4); queso
Adobera (QA, carril 5); queso Cheddar (QC, carril 6); queso Menonita (QN, carril 7); queso
Chester (QT, carril 8); queso Chihuahua (QH, carril 9) y queso Cheddar Madurado (QCm,
carril 10). Tincion con azul de Coomassie G-250 (PageBlue Protein Staining Solution,
Thermo Scientific). Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio Rad). Nomenclatura: Superindice:
namero de réplica; Subindice: nimero de vial. Abreviaturas: p-k-CN: para-kappa-caseina y
v-CN: gamma caseina.

El perfil proteinico de las muestras comerciales de queso QN, QT y QH se muestra en los
carriles 7, 8 y 9, respectivamente. Se aprecia la banda del macropéptido asi-1-CN, ademas de
una banda de aproximadamente 24 kDa. Gaiaschi y colaboradores (2001) identificaron esta
banda como y:-CN en muestras de caseina hidrolizada por esta técnica. En todas las muestras
se aprecia la banda de un producto sin identificar (19 kDa), que también se encuentra en la

leche.

En los perfiles de las muestras QN (carril 7) y QT (carril 8), la presencia e intensidad de las

bandas es muy similar, por lo que puede presumirse que se trata de dos muestras, aunque de
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diferente marca y denominacion, con un similar proceso de elaboracion. En contraste, el
perfil del QH (carril 9), es notoriamente diferente, la intensidad de la banda de a-CN es
menor, relacionado a una intensidad mayor en la banda del macropéptido asi1-1-CN, atribuible

a un mayor periodo de maduracion.

Empleando los perfiles de los quesos certificados como referencia de la maduracion y, con
base en que la normatividad especifica un periodo minimo de maduracion de siete dias para
el queso Chihuahua y 15 dias para el queso Chester (Apéndice B), puede referirse a las
muestras QN y QT como queso Chihuahua y la muestra QH como queso Chester. Esta
identificacion, aunque se sustenta en la normatividad y los procesos de elaboracion, se

complement6 con la metodologia de urea-PAGE y ECZ.

El perfil electroforético de las proteinas de las muestras de quesos certificados
correspondientes al lote de inspeccion y del QRPC, en funcion de su peso molecular, se
muestra en la Figura 3.3. Como referencia, se incluyo la separacién de las proteinas de leche
genuina (MRC, carril 2), las proteinas del suero (carril 3) y las caseinas (carril 4). Se detecto
la presencia de y1-CN y y2.3-CN en el MRC y en los quesos. Ademas, se encontré la banda

del macropéptido asi1-1-CN en todas las muestras de queso, incluyendo al QP.

Aunque anteriormente se mencioné que la presencia del macropéptido asi-I-CN es
caracteristica de la protedlisis inicial en la maduracion, en un estudio previo, realizado a
diferentes productos con la denominacion queso Panela, se detecto asi-I-CN y y-CN en 7 de

16 muestras comerciales.

Con base en la diferencia en la intensidad y nimero de bandas con respecto al perfil del QP
del primer lote analizado, en la muestra de QP correspondiente al lote de inspeccion, se
favorecio la actividad proteolitica general. Fue el Gnico producto que se adquirio en un punto
de venta, por asi requerirlo el proceso de inspeccion, por lo que es posible que se haya perdido
la cadena de frio. En contraste, no se aprecia una diferencia entre las muestras de los dos

lotes de las demaés variedades de quesos.
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Figura 3.3. Perfiles electroforéticos de quesos certificados correspondientes al lote de
inspeccion (SDS-PAGE, 12.5% T). Estandares de peso molecular (EST; Bio-Rad); Material
de referencia certificado (MRC, carril 2); suero de queseria dializado (S, carril 3); caseina
calidad Hammarsten (Research Organics) (CN, carril 4); queso Panela (QP, carril 5); queso
Adobera (QA, carril 6); queso Cheddar (QC, carril 7); queso Cheddar Madurado (QCm, carril
8); queso Parmesano Denominacion de Origen (QRP, carril 9 y 10). Tincion con azul de
Coomassie G-250 (PageBlue Protein Staining Solution, Thermo Scientific). Gel Doc™ XR+
Imaging System (Bio Rad).

Nomenclatura: Superindice: nimero de réplica; Subindice: namero de vial.

Abreviaturas: a-CN: alfa-caseina; B-CN: beta-caseina; B-LG: beta-lactoglobulina; p-k-CN:
para-kappa-caseina; o-LA: alfa-lactoalbumina y y-CN: gamma caseina.

Por otra parte, la mayor protedlisis se detectd en el perfil proteinico del QRPC. Las bandas de
las caseinas se aprecian tenues y hay un aumento en la intensidad de las bandas de y-CN.
Ademas, se detecto la presencia de B-LG y a-LA debido a que, en el proceso tradicional de
elaboracion, una fraccion de las proteinas del suero se retiene por efecto del tratamiento

térmico aplicado a la cuajada (Gobbetti et al., 2018).
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3.6  Perfiles proteinicos obtenidos mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con urea (Urea-PAGE)

Bajo condiciones alcalinas las proteinas de la leche adquieren una carga neta negativa, su
migracion electroforética depende directamente de la relacion carga/masa (Ecuacion 3). El
valor numérico del cociente, para cada proteina y péptido lacteo, se presenta en la Tabla 3.4.
(Fox et al., 2015).

Residuos acidos + Residuos fosforilados

carga/masa =
ga/ Masa molecular

Ecuacion 3. Calculo de la relacién carga masa en medio alcalino

Tabla 3.4. Relacion carga/masa de las principales proteinas lacteas en medio alcalino

proteina masa residuos carga/masa
molecular (Da) acidos fosforilados (10%)
para-k-CN 11,374 6 0 0.53
v2-CN 11,822 6 0 0.51
v3-CN 11,557 6 0 0.52
v1-CN 20,520 15 1 0.78
k-CN 19,005 16 1 0.89
a-LA 14,174 17 0 1.20
B-CN 23,980 24 5 1.21
B-LG 18,362 27 0 1.47
as2-CN 25,228 28 11 1.55
as1-CN 23,612 32 8 1.70
as1-1-CN 20,463 30 8 1.86

En la Figura 3.4 se presenta la migracion electroforética de las proteinas en presencia de urea
y condiciones alcalinas de las muestras de leche (L), referencia (CN y S), y quesos
certificados del primer lote y quesos comerciales. En la muestra de caseina se detectan cuatro
bandas que coinciden con el orden de migracion y abundancia esperado: k-CN, B-CN, asz-
CN y as1-CN (carril 2, CN); x-CN aparece como un barrido, debido a su grado de
glicosilacién y fosforilacion (Van Hekken y Thompson, 1992; Veloso et al., 2002; Baruzzi
etal., 2012).
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Figura 3.4. Perfiles electroforéticos de las muestras de quesos en condiciones alcalinas (urea-
PAGE, 12.5% T). A: Leche (L, carril 1), caseina calidad Hammarsten (Research Organics)
(CN, carril 2), suero de queseria (S, carril 3), queso Panela (QP, carril 4); queso Adobera
(QA, carril 5); queso menonita (QN, carril 6); queso Chester (QT, carril 7); queso Chihuahua
(QH, carril 8); queso Cheddar (QC, carril 9) y queso Cheddar Madurado (QCm, carril 10).
Tinciéon con azul de Coomassie G-250 (PageBlue Protein Staining Solution, Thermo
Scientific).

Nomenclatura: Superindice: nimero de réplica; Subindice: niamero de vial.

Abreviaturas: y-CN: gamma caseina; k-CN: kappa-caseina; B-CN: beta-caseina; -LG: beta-
lactoglobulina; as-CN: alfa-caseina; a-LA: alfa-lactoalbuminay PH: productos de hidrolisis.

En el carril 3 se presenta el perfil de las proteinas de suero: B-LG seguida de a-LA. Su

migracion no coincide con lo esperado.

En el carril 1 se presenta el perfil electroforético de las proteinas de la muestra de leche. Se
conserva el patrén de migracion mencionado de las caseinas y las proteinas del suero, sin
embargo, en condiciones alcalinas con urea, hay una deficiente resolucion de a-LA con as;-
CN y de B-LG con B-CN (Peterson, 1963; Van Hekken y Thompson, 1992).

49



Bajo las condiciones de trabajo, para-k-CN migra en direccion contraria a las otras caseinas,
y por lo tanto es frecuentemente ignorada en el estudio de maduracion de quesos (Grappin et
al., 1985; Van Hekken, y Thompson, 1992; McSweeney, 1993) pero que se distingue

claramente en SDS-PAGE, por lo que ambas metodologias son complementarias.

El perfil de las muestras de quesos se presenta en los carriles 4 a 10. En la parte superior del
gel se aprecian tres bandas que corresponden a las variantes de y-CN. El orden de migracion
resulta diferente al tedrico, pues corresponde a y2>-CN seguida de y1-CN y y3-CN (Fox et al.,
2015). En los perfiles de los quesos, respecto al perfil de la leche, es evidente la pérdida de
k-CN ademas de un incremento en la intensidad y nimero de bandas y, por lo tanto, en la
concentracion de productos de protedlisis conforme incrementa el tiempo de maduracién. En
el QP (carril 4), al tratarse de un queso fresco, no hay productos resultantes de la hidrélisis
de as1-CN, sin embargo, se tiene la presencia de las bandas de y-CN, debido a la actividad

de plasmina.

En los perfiles de los deméas quesos se observa una banda adicional después de as1-CN, que
corresponde al macropéptido as1-I-CN (McSweeney, 1993; Fenelon et al., 2000; Veloso et
al., 2002) seguido de diferentes productos de la protedlisis de a-CN (Rynne et al., 2004;
Veloso et al., 2004) y péptidos productos de la hidrolisis de asi-I-CN (PH) de mayor

movilidad electroforética (Grappin et al., 1985).

En comparacion a los perfiles por SDS-PAGE, los obtenidos mediante urea-PAGE
evidencian la diferencia entre las muestras QP y QA. Los perfiles de QP pueden establecerse
como indices de autenticidad de esta variedad de queso, que, en principio, debe encontrarse

sin la presencia del macropéptido asi-1-CN.

En el QA la presencia del macropéptido as:-I-CN puede asociarse a la retencion de la
qguimosina por el efecto de la cheddarizacidon (como se menciond anteriormente, la quimosina
se retiene en la cuajada y es mas activa a ese valor de pH). De igual manera que para el QP,

los perfiles electroforéticos del QA pueden utilizarse como indices de autenticidad para este

50



tipo de queso, considerando la presencia del macropéptido osi-I-CN, pero de menor

intensidad que en un queso madurado (QC).

Se ha reportado que més del 40% de as1-CN es hidrolizada en un intervalo de pH de entre
5.8 a 4.9 después de 14 dias de maduracion (Grappin et al.,1985). En el perfil del QCm, las
bandas de as1-CN y as2-CN se observan més tenues que en el de QC, aunado a un mayor

periodo de maduracion.

Los perfiles de las muestras de QC (carril 9) y QCm (carril 10) se establecieron como
estandares en la caracterizacion de la maduracion, pues en el QC se tuvo la presencia del
macropeptido asi1-1-CN en mayor intensidad que en un queso fresco cheddarizado (QA). Por
otra parte, con una maduracion extendida a seis meses (QCm), es evidente un incremento en
los diferentes productos de protedlisis por un aumento en la intensidad de sus bandas
correspondientes, ademas de la formacion de mas PH.

En el QCm (carril 10), tras la desaparicion de as:-CN y al incremento de la intensidad en las
bandas correspondientes a las y-CN, se favorecio la hidrélisis de B-CN, presumiblemente a

un incremento en la actividad de plasmina favorecida por un mayor pH de la matriz.

Respecto a las muestras comerciales, para el QN y QT (carriles 6 y 7), los perfiles obtenidos
difieren en la intensidad y, por lo tanto, en el contenido del macropéptido asi-1-CN, debido
a un periodo de maduracidn diferente. Aunque pueda tratarse de quesos gque tengan como
unica diferencia el tiempo de maduracion, es un factor importante por el que estrictamente
no se puede hablar de un queso Chihuahua plenamente tipificado y estandarizado (Cervantes
et al., 2008), ademas de que en la actualidad se esta disminuyendo el tiempo de maduracién
para agilizar su comercializacion, perdiendo su proceso tradicional de elaboracion (Villegas
de Gante et al., 2014).

Empleando los perfiles del QC como referencia, al tratarse de un queso certificado y auténtico
con un procedimiento de elaboracion similar al QT, y ya que sus perfiles resultaron muy

similares, se consider0 a la muestra QT como un queso Chihuahua auténtico, ademas de que,
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segun la informacion en su etiqueta, fue elaborado en Cuauhtémoc, Chihuahua, principal
municipio productor de esta variedad de queso por lacomunidad menonita (Villegas de Gante
et al., 2014). La muestra QN también puede considerarse como un queso Chihuahua, pero
con un perfil similar al de la muestra QA, puede ser indicativo de un periodo de maduracién

insuficiente.

Cabe destacar que se encontré discrepancia con la denominacion y el proceso tradicional de
la elaboracién del queso Chihuahua. Los menonitas lo comercializan como “Queso tipo
Chester”, sin embargo, la normatividad discierne en la denominacion de queso Chihuahua
con la de queso Chester (Apéndice B), donde la diferencia radica en que el periodo de
maduracion del primero es menor al segundo, ademas de que en la elaboracion del queso
Chihuahua se realiza un molido del grano, mientras que en el queso Chester se cortan los
bloques de pasta en pequefios cubos uniformes similar al proceso de elaboracion del queso
Cheddar.

Con base en el perfil electroforético obtenido por SDS-PAGE, se considero que el QH era,
de las muestras comerciales, el de mayor periodo de maduracién. Comparando con el perfil
de la muestra de QCm, se aprecia que la maduracién en el QH es menor, ya que hay una
menor cantidad de bandas correspondientes a los productos de hidrolisis. Por lo tanto, la

muestra de QH puede establecerse como un queso Chester auténtico.

Con los perfiles electroforéticos obtenidos y con base en la normatividad correspondiente,
puede aseverarse que un queso Chester tiene un periodo de maduracion mayor al de un queso

Chihuahua pero menor a un queso Cheddar madurado por seis meses.

Como complemento del estudio, se presenta la migracion electroforética de las proteinas del
MRC, quesos certificados correspondientes al lote de inspeccion y QRPC (Figura 3.5A) y con
la finalidad de evaluar la repetibilidad de la metodologia empleada, se realizé la comparacion
del patrén de migracion de la fraccion proteinica de los quesos certificados del primer lote
(L1) con los correspondientes al lote de inspeccion (L2) junto con las muestras QR y QRP®
con corteza (carriles 9 y 10, respectivamente) (Figura 3.5B).
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En el perfil del MRC (Figura 3.5A, carril 1) se aprecia el corrimiento electroforético
caracteristico de las proteinas de la leche lo que valido la separacion.

~ - - — 7-CN
k-CN —* 5 e - 71-CN
v3-CN

usz—(fl.\' n
os;-CN —*>
as-I-CN

PH

MRC; CN  QP, QA QC', QCm', QR QR"®, QP, QP!, QA™, QA; QC™,QC", QCm!, QCm", QR!, QR

Figura 3.5. Perfiles electroforéticos de las muestras de quesos certificados en condiciones
alcalinas (urea-PAGE, 12.5% T). A: Material de referencia certificado (MRC, carril 1),
caseina calidad Hammarsten (Research Organics) (CN, carril 2); muestras de quesos
correspondientes al lote de inspeccion: queso Panela (QP, carril 3); queso Adobera (QA,
carril 4); queso Cheddar (QC, carril 5); queso Cheddar Madurado (QCm, carril 6); queso
Parmesano con Denominacion de Origen sin corteza y con corteza (QRP°, carriles 7 vy 8,
respectivamente). B: Comparacion entre los dos lotes de quesos (indicado en la parte
superior). Tincién con azul de Coomassie G-250 (PageBlue Protein Staining Solution,
Thermo Scientific).

Abreviaturas: y-CN: gamma caseina; k-CN: kappa-caseina; p-CN: beta-caseina; as-CN: alfa-
caseina y PH: productos de hidrolisis.

En el perfil de la muestra QP del lote de inspeccidn (Figura 3.5A, carril 3), se aprecia la banda
del macropéptido as1-1-CN, coincidiendo con lo encontrado por SDS-PAGE. Ademas, en los
perfiles de las muestras QP, QA y QC (carriles 3, 4 y 5, respectivamente), se observd una
banda adicional después de la de B-CN, mas intensa en QP, que puede asociarse a la
formacion de productos de similar movilidad electroforética por la hidrélisis de p-CN debido
a la actividad de catepsina y elastasa (McSweeney, 1993; Considine et al., 1999), proteasas
enddgenas de la leche, cuya actividad incrementa en leche proveniente de hatos en periodos
tardios de lactacion, donde hay un aumento en la cuenta de células somaéticas (CSS) (Wiggans
y Shook, 1987).
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No hubo diferencia aparente con la ausencia (carril 7) y presencia de corteza (carril 8) en los
perfiles de las muestras de QRP°. Las bandas de y-CN son mas intensas que en los quesos
certificados. La hidrdlisis de B-CN, en esta variedad de queso, ocurre rapidamente durante
los primeros 12 meses de maduracién, resultando en un aumento en la concentracién de y-
CN (Mayer et al., 1998). No se aprecia un incremento en la presencia de otros productos con
mayor movilidad electroforética debido al mayor periodo de maduracién (20 meses). La
liberacion de aminoacidos libres, que se acumulan hasta los 15 meses de maduracion, puede

Ilegar a corresponder hasta el 23% del contenido total de proteina (Gobbetti et al., 2018).

En la muestra del QP del primer lote no se detecta la presencia del macropéptido asi-1-CN 'y,
en general, en los perfiles de los quesos del primer lote analizado, no se aprecia una diferencia
en el nimero de bandas con respecto a los presentados en la Figura 3.4, infiriendo una
correcta repetibilidad de la metodologia; asi como la justificacion planteada sobre la
presencia del macropéptido asi-I-CN y mas bandas en el QP del lote de inspeccion por la
pérdida de cadena de frio, asi como un aumento en la actividad de las proteasas enddgenas

de la leche.

Si bien, con los perfiles proteinicos obtenidos del primer lote analizado, se propuso como
indice de autenticidad en el QP la ausencia del macropéptido asi-1-CN, considerando que se
realizd el andlisis simultaneo de la leche empleada como materia prima, resulta importante
que las condiciones de almacenamiento aseguren la temperatura correcta durante su
distribucion y comercializacion. Destaca la pertinencia de incluir el analisis de la materia

prima en el proceso de certificacion.

Comparando las muestras QR y QRP°, la primera muestra mas PH (Figura 3.5b, carriles 9 y
10), que, en principio, puede considerarse como resultado de un mayor periodo de
maduracion, ademas de la presencia de a-LA que migra en el area del macropéptido as;-I-
CN, sin embargo, la muestra QRP® demuestra una hidrolisis practicamente total de f-CN.
Ademaés, la banda observada en el &rea correspondiente a B-CN, puede pertenecer a productos
de hidrolisis con la misma movilidad electroforética, que son producidos en periodos de

maduracion mayores a 12 meses (Mayer et al., 1998).
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Por otra parte, la muestra QRP°, al tener el sello de Denominazione D’Origine Protetta,
establece que fue elaborado con el protocolo tradicional en el area de la Llanura Padana,
Italia, con un periodo de maduracion de minimo 18 meses para los quesos comercializados
fuera de Europa (Gobbetti et al., 2018).

3.7 Obtencion de los perfiles electroforéticos mediante electroforesis capilar (EC)

Las proteinas de la leche permanecen en disolucién al desestabilizar el sistema micelar bajo
la accién conjunta de urea y EDTA en condiciones alcalinas y reductoras (De Jong et al.,
1993). En medio acido, la separacion electroforética de las proteinas es posible debido a que
cada molécula adquiere carga formal positiva y a inherentes diferencias de su masa
molecular, asi a menor relacion carga/masa, menor velocidad electroforética. El calculo de
la relacion carga/masa se realiz6 con la Ecuacion 4 y los resultados se indican en la Tabla
3.5.

Residuos basicos — Residuos fosforilados

carga/masa =
ga/ Masa molecular

Ecuacion 4. Célculo de la relacion carga masa en medio acido

Bajo las condiciones empleadas, el flujo electrosmdtico estd reprimido tanto por el
recubrimiento de la pared interna del capilar con poliacrilamida, como por la adicién de la
hidroxipropilmetilcelulosa, que actia como recubrimiento dindmico y al aplicar un campo
eléctrico continuo, las moléculas neutras no migran mientras que las proteinas de la leche,

con carga neta positiva, migran hacia el catodo.

En la Figura 3.6 se presenta la separacion electroforética de las proteinas de las muestras de
la leche utilizada como materia prima para la elaboracion de los quesos. La concentracion
relativa (Cr) y el tiempo de migracion relativo (tmr) de cada sefial se muestran en la Tabla
3.6.
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Los tiempos de migracion relativos, la abundancia relativa de las caseinas y la relacién
promedio entre las principales fracciones, 82.95:17.05 (CN:S), corresponden a una leche
genuina (NMX-736/1-COFOCAEC-2012).

Tabla 3.5. Relacion carga/masa de las proteinas lacteas y productos de hidrélisis en medio

acido.
Proteina Masa molecular Residuos carga/masa
(Da) basicos fosforilados (10®)
a-LA 14,174 16 0 1.13
B-LG 18,362 20 0 1.10
para-k-CN 11,374 13 0 1.12
as2-CN 25,228 33 11 0.87
v2-CN 11,822 10 0 0.85
11-CN Al 20,560 18 1 0.83
as1-CN 23,612 25 8 0.72
11-CN A? 20,520 17 1 0.78
aso-CN 23,583 25 9 0.67
v3-CN 11,557 8 0 0.69
k-CN 19,005 17 1 0.84
B-CN B 24,089 23 4 0.79
B-CN Al 24,020 20 5 0.63
B-CN A2 23,980 21 5 0.67
as1-1-CN 20,463 19 8 0.54
aso-1-CN 20,434 19 9 0.49

La identificacion de las proteinas obedece tanto a su abundancia como a su relacion
carga/masa: a-LA (pico 1), B-LG (pico 2), as2-CN (pico 3), as1-CN (pico 4) y aso-CN (pico
5), seguidas de k-CN (pico 6), B-CN B (pico 7), (pico 8) y B-CN A? (pico 9). aso-CN se
separa, como pico minoritario de as:-CN, por una serina fosforilada adicional. La separacion
de las variantes genéticas de B-CN es posible debido a que la variante B difiere de la proteina
de referencia (B-CN A2?) en dos residuos de aminoacidos basicos Hiss7 y Argizz, por lo que
migra primero y a continuacion A, por la sustitucion de Pro por His en la posicion 67 (Farrell
et al., 2004).
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Figura 3.6. Electroforegramas de las muestras de leche (réplicas independientes). Deteccion
a 214 nm. Capilar hidrofilico de poliacrilamida (eCAP™, Beckman-Coulter, Inc. CA, USA)
de 50 cm de longitud efectiva, 50 pum de d.i., inyeccion hidrodindmica (0.7 psi por 5 s).
Misma escala. PZACE™ MDQ Glycoprotein System 32 Karat™ ver 8.0 (Beckman-Coulter,
Inc.). Identificacion de las proteinas lacteas: 1: a-LA; 2: B-LG; 3: as2-CN; 4: as1-CN; 5: aso-
CN; 6: k-CN; 7: B-CN B; 8: B-CN AL; 9: B-CN A2,
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Tabla 3.6. Tiempo de migracion relativo y concentracion relativa de las principales proteinas
lacteas en las muestras de leche

Principales proteinas de LI2 L1112 L1115
la leche tmr (min) Cr (%) tmr (min) Cr (%) tmr (min) Cr (%)
Proteinas del o-LA 0.752 4.42 0.750 4.59 0.751 4.40
Suero B-LG 0.797 12.23 0.794 13.19 0.796 12.32
> 16.65 17.78 16.72

as2-CN 0.900 3.36 0.899 3.16 0.900 3.19
as1-CN 1.000 25.65 1.000 24.08 1.000 25.59

0s0-CN 1.050 7.24 1.052 6.61 1.051 7.22
Caseinas k-CN 1.126 5.82 1.125 5.76 1.125 5.50
B-CNB  1.147 1.55 1.147 1.62 1.147 2.32
B-CNA! 1200 1521 1199 1641 1199 1543
B-CNAZ 1265 2452 1264 2458 1263  24.20

) 83.35 82.22 83.45

En laFigura 3.7 se presentan los electroforegramas de las muestras de los quesos certificados.
Respecto al perfil de las muestras de leche, en el perfil del QP (Figura 3.7A) es evidente la
pérdida de los picos correspondientes a las proteinas del suero (picos 1 y 2), ademas de la
formacion del pico de para-k-CN y la desaparicion del pico de k-CN (pico 6). En contraste,
en el perfil del QA (Figura 3.7B), la diferencia radica en la formacion del pico del
macropéptido asi-1-CN, confirmando lo establecido mediante SDS-PAGE y urea-PAGE; en

el perfil electroforético del QP no se detectd as;-I1-CN.

Con los resultados obtenidos de la cuantificacion de las principales proteinas lacteas y
péptidos producidos durante la maduracion de las muestras de quesos certificados (Tabla
3.7), es evidente la similitud de las concentraciones relativas de las caseinas entre las
muestras de quesos frescos (QP y QA), a excepcion de la de as1-CN debido a la formacion

del macropéptido asi-1-CN.
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Figura 3.7. Electroforegramas de las muestras de quesos certificados. Deteccion a 214 nm.
Mismas condiciones de la Figura 3.6. Identificacion de las proteinas lacteas: 3: as2-CN; 4:
0s1-CN; 5: aso-CN; 7: B-CN B; 8: B-CN Al; 9: B-CN A2, Los productos de protedlisis se
sefialan con su respectiva identificacion.
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Tabla 3.7. Tiempo de migracion relativo y concentracién relativa promedios de las proteinas
y péptidos principales de las muestras de quesos certificados

Proteina/ tmr (min) Cr (%)
péptido QP QA QC QCm QP QA QC QCm
p-x-CN 0.804 0.801 0.801 0.801 1268 12.48 1219 14.14
as-P - - - 0845 - - - 2.28
as2-CN 0.899 0.898 0.897 0.896 3.96 3.83 353 115
v2-CN A - - - 0914 - - - 5.73
11-CN Al - - - 0.978 - - - 4.74
as1-CN 1.000 1.000 1.000 1.000 29.99 27.05 2372 1257
11-CN A? - - - 1.027 - - - 8.91
aso-CN 1.050 1.051 1.051 1.053 8.20 7.29 6.33  3.06
v3-CN A - - - 1.076 - - - 7.92
B-CN B 1.147 1.146 1.146 1.146 1.67 181 2.55 1.77
B-CN Al 1.200 1.199 1.199 1.198 1733 1832 1738 9.24
B-CN A2 1.265 1.265 1.265 1.264 26.18 26.21 27.01 14.07
asi-1-CN - 1364 1.364 1.365 - 3.01 564 11.46
aso-1-CN - - 1.426 1.500 - - 1.66  2.96

En el QC, respecto al QA, se tiene un incremento en la concentracion relativa del
macropéptido asi-1-CN, ademés de la formacion de un pico de un mayor tiempo de
migracion, correspondiente al macropéptido aso-1-CN, producto de hidrolisis por la accion de

la quimosina sobre aso-CN (Otte et al.,1997).

Por otro lado, en el perfil del QCm (Figura 3.7D), referencia de la maduracion, se aprecian
mas picos que corresponden a diferentes productos de protedlisis, como un derivado de as-
CN formado por la actividad de plasmina, sin identificar, denominado os-P, (Recio et al.,
1997); ademas de los productos de hidrdlisis de p-CN: y2-CN, seguido de y1-CN Al, y1-CN
A2y y3-CN (Otte et al.,1997; Recio et al., 1997; Miralles et al., 1999; Molina et al., 2000;

Taivosalo et al., 2018) y que corresponden a lo calculado en este trabajo.

En general, en la muestra QCm, las concentraciones relativas de las caseinas disminuyen

aproximadamente 50% con respecto a la misma variedad con una extension menor de
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maduracion (QC), asi mismo, se duplica la concentracion relativa del macropéptido asi-I-
CN.

En la Figura 3.8 se presentan los electroforegramas de los quesos comerciales. Los perfiles
obtenidos para las muestras QN (Figura 3.8A) y QT (Figura 3.8B), asi como los valores
calculados de concentraciones relativas (Tabla 3.8), confirman lo establecido mediante SDS-
PAGE y urea-PAGE, es decir, no hay una diferencia apreciable entre estas muestras y, por
tanto, se puede inferir, con base en la normatividad, que se tratan de dos muestras de queso
Chihuahua genuinos y auténticos. Sin embargo, cabe destacar que las concentraciones
relativas de los productos de protedlisis detectables son menores que en la muestra de QC,
por lo que se concluyé que tuvieron un periodo de maduracién menor a los 35 dias referidos

para el QC.

Para el QH (Figura 3.8C) se encontrd de forma abundante el macropéptido asi-1-CN, lo cual
coincide a lo establecido con urea-PAGE, ademéas de una notable disminucion en la
intensidad de la senal de as1-CN (pico 4), concordando con que se puede denominar como
un queso Chester. Aunque la concentracion relativa del macropéptido asi-I1-CN es mayor en
el QH que en el QCm (Tabla 3.7), las concentraciones relativas de los demas productos de
protedlisis son claramente inferiores, debido a que, en el QCm, como se aprecia en la
electroforesis en gel, el macropéptido asi-I-CN se hidroliza dando lugar a diferentes

productos de menor peso molecular.

En el perfil del QR (Figura 3.8D), se confirma que la hidrolisis principal en esta variedad de
queso es la de B-CN, debido a la disminucion en la intensidad y concentraciones relativas de
las sefiales correspondientes a B-CN B, B-CN Al y B-CN A?; asi como un subsecuente
incremento de y2-CN, y1-CN Al y1-CN A2 y ys-CN. En esta variedad se corrobor6 la
presencia de las proteinas de suero: a-LA y B-LG, que comigra con para-k-CN.
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Figura 3.8. Electroforegramas de las muestras de quesos comerciales. Deteccion a 214 nm.
Mismas condiciones de la Figura 3.6. Identificacion de las proteinas lacteas: 1: a-LA; 2: B-
LG; 3: 0s2-CN; 4: as1-CN; 5: aso-CN; 6: k-CN; 7: B-CN B; 8: B-CN Al; 9: B-CN A2, Los
productos de protedlisis se sefialan con su respectiva identificacion.

62



Tabla 3.8. Tiempo de migracion relativo y concentracion relativa de las proteinas y péptidos

principales de las muestras de quesos comerciales

. " tmr (min Cr (%
Proteina/péptido oN oT ( QI)-I OR ON ot ( ()QH OR
a-LA - - - 0.732 - - - 3.29
p-k-CN 0.803 0.799 0.801 0.797 15.18 13.83 1542 11.60
as-P - - 0.846 0.840 - - 1.67 573
as2-CN 0.909 0.895 0.896 0.893 271 254 131 135
12-CN A - - 0.912 0.910 - - 2.65 4.76
11-CN Al - - 0.977 0.974 - - 239 6.10
as1-CN 1.000 1.000 1.000 1.000 28.83 3092 6.14 19.99
11-CN A? - - 1.026 1.024 - - 519 9.66
aso-CN 1.066 1.051 1.054 1.048 715 760 127 6.26
13-CN A - - 1.075 1.072 - - 3.10 9.42
B-CNB 1.161 1.144 1146 1141 130 128 108 1.05
B-CN Al 1.216 1.199 1.199 1.194 19.75 1952 1191 6.04
B-CN A? 1281 1.264 1265 1.262 2251 21.94 2525 10.76
ast-1-CN 1.384 1369 1363 1.364 257 236 17.39 335
aso-1-CN - - 1.499 1.500 - - 522 0.66

La concentracion relativa de para-k-CN es apreciablemente constante en los quesos
certificados y comerciales, a excepcion del QR debido a la comigracion con B-LG. Ya que
para-k-CN es poco susceptible a la protedlisis durante la maduracion, su cuantificacion, junto
con la de las caseinas residuales, podria ser considerada como un indice para determinar el
grado de protedlisis (Miralles et al., 2001). Sin embargo, el calculo de las concentraciones es
relativo a as1-CN, por lo que para establecer alguna relacion entre la concentracion de para-
k-CN y la extension de la protedlisis, debe considerarse la formacidn del macropéptido asi-
I-CN hasta cierto tiempo de maduracién, por la limitante sobre su ulterior prote6lisis
correspondiente a periodos prolongados de maduracion.

Los perfiles obtenidos mediante ECZ confirman lo establecido por SDS-PAGE y urea-

PAGE: las muestras QCm, QR y QRP° fueron las que tuvieron un periodo mayor de

maduracion.
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Los perfiles obtenidos por las tres metodologias resultaron ser complementarios y se
emplearon, en conjunto, para establecer los indices de autenticidad de quesos con la misma
denominacion, tales como la evidencia de la operacion del cheddarizado en relacion al pH
del producto, la presencia de para-x-CN en quesos elaborados enziméaticamente, la protedlisis
de las caseinas durante la maduracion y los subsecuentes productos: el macropéptido os-I1-
CN, v-CN vy la aparicion de més productos de hidrélisis; que otorgan las propiedades

sensoriales, de calidad y de autenticidad de cada producto.

Mediante la evaluacion de la solubilidad y concentracion de las proteinas lacteas, la
caracterizacion electroforética de la fraccion proteinica y el cumplimiento de los requisitos
fisicoquimicos, nutrimentales, microbiologicos y sanitarios aplicables a cada variedad,
destacando que la fraccion lipidica corresponde a la grasa propia de la leche y ausencia de
almidoén, segln los resultados de la inspeccion (Apéndice E), los quesos certificados

evaluados son auténticos.

Con base en los perfiles electroforéticos obtenidos se pudo establecer el periodo de
maduracion de las muestras comerciales de queso Chihuahua, asi como la denominacion
sugerida (Tabla 3.9). Dicha denominacion no solo se basa en la comprobacion de la presencia
de proteinas de origen lacteo, sino también en aspectos como la normatividad (Apéndice B),
procedencia, elaboracidn, e ingredientes descritos en la etiqueta, aseverando su autenticidad

y genuinidad.

Tabla 3.9. Denominacidn sugerida y periodo de maduracion de las muestras analizadas

Denominacion

Muestra Eti . Periodo de maduracion
iqueta Sugerida
QN Queso Menonita  Queso Chihuahua Menor de 35 dias
QT Queso Chester Queso Chihuahua Menor de 35 dias
QH Queso Chihuahua Queso Chester Mayor a 35 dias, menor a 6 meses
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4 Conclusiones

Se caracterizo la fraccion proteinica de queso Panela, queso Adobera, queso Cheddar y queso
Cheddar con una maduracion extendida a 6 meses, mediante la determinacion de la

solubilidad y concentracion de proteina.

Se obtuvieron los perfiles proteinicos/peptidicos, empleando electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio, electroforesis en gel de poliacrilamida con urea
en medio alcalino y electroforesis capilar de zona, de la materia prima, quesos certificados y

quesos comerciales.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio permitio identificar a
las principales proteinas lacteas. Los perfiles proteinicos fueron complementarios a lo
obtenidos con la electroforesis en gel de poliacrilamida con urea en medio alcalino, ya que
se detectaron e identificaron a los productos de proteolisis. Ambos resultados corresponden
con la identificacion y cuantificacion de las principales proteinas y péptidos formados, por

electroforesis capilar de zona.

En los perfiles proteinicos de las muestras de quesos, respecto al perfil de una muestra de
leche genuina, es evidente la pérdida de k-CN y las proteinas del suero. En la electroforesis
en gel, la intensidad y el nimero de bandas de los péptidos formados aumenta conforme se

incrementa el tiempo de maduracion.

La deteccién y cuantificacion de para-x-CN, indica que los quesos certificados y los quesos
comerciales fueron elaborados utilizando quimosina. Su concentracion relativa es
apreciablemente constante debido a que es poco susceptible a la prote6lisis durante la

maduracion.

El analisis conjunto de la caracterizacion de la fraccion proteinica y los resultados del proceso
de inspeccion, realizado al mismo lote de quesos certificados, permitio establecer su

autenticidad.
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Se evidencid la cheddarizacion de la cuajada en los quesos Adobera, Cheddar y Chihuahua

por la relacién entre el pH y sus propiedades fundentes.

Mediante la evaluacion de la solubilidad y concentracion de las proteinas lacteas, la
caracterizacion electroforética de la fraccion proteinica y el cumplimiento de la
normatividad, destacando que la fraccion lipidica corresponde a la grasa propia de la leche y
ausencia de almidon, segun los resultados de la inspeccion, los quesos certificados evaluados

son auténticos.

Los productos de protedlisis identificados fueron: aso-1-CN, asi-1-CN, os-P, y1-CN Al, yi-
CN A2, y,-CN y y3-CN. Su abundancia se consider6 como referencia del grado de maduracion
de las muestras analizadas: QP < QA < QN ~ QT <QC < QH < QCm < QR < QRP°,

El perfil proteinico de un queso Panela debe encontrarse libre de la presencia del
macropéptido asi-1-CN. En el queso Adobera la presencia del macropéptido as:-1-CN puede
asociarse a la retencién de la quimosina por el efecto de la cheddarizacién y debe encontrarse

en menor concentracion que en un queso madurado por 35 dias (queso Cheddar).

Se evidencio que la protedlisis predominante en el queso Cheddar, y variedades de este tipo,
es por la accion de la quimosina, dado por la disminucion en la intensidad de la banda de o-
CN y un incremento al doble en la concentracion del macropéptido asi-1-CN después de seis

meses de maduracion.

El queso Parmesano con el sello Denominazione D Origine Protetta demuestra la proteolisis
total de B-CN y con esto, un mayor periodo de maduracion en comparacion a la muestra
comercial de queso Parmesano, evidenciando que en esta variedad la prote6lisis es

predominantemente por la accion de la plasmina.

Con base en la normatividad, la caracterizacién electroforética de las principales proteinas y

péptidos resultantes de la maduracidn, asi como su concentracion relativa, rasgos de tipicidad
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y conocimiento del proceso de elaboracion del queso Chihuahua, permitié establecer dos de

las tres muestras analizadas como quesos Chihuahua auténticos y genuinos.

Es evidente que hay diferencias entre lo indicado en la normatividad con respecto a la
tradicion en la denominacion y el proceso de elaboracion de variedades muy cercanas, asi el

queso Chester debe tener un periodo de maduracién mayor a 35 dias, pero menor a seis meses.

Las tres metodologias electroforéticas pueden emplearse, en conjunto, como estandares para

el estudio de autenticidad en quesos comerciales con la misma denominacion.

El presente estudio demostré que la metodologia analitica empleada para el anélisis de la
leche de bovino por electroforesis capilar de zona, descrito en la NMX-F-736/1-
COFOCALEC-2012, es repetible y reproducible para el andlisis de quesos frescos y
madurados.
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6. Apéndices
6.1 Apéndice A. Andlisis de leche por ultrasonido

El analizador de leche LactiCheck™ utiliza el ultrasonido como método de caracterizacion
de las muestras de leche; proporciona el perfil de los componentes de la leche: porcentaje de
grasa, porcentaje de solidos no grasos, densidad, porcentaje de proteina y punto crioscéopico,

asi como un indicativo de la adulteracion de la leche por adicion de agua.

El movimiento de las particulas relativo a la fase continua causa pérdidas visco-inerciales
cuando la onda de sonido se propaga a través de la muestra. El arrastre entre el liquido y las
particulas causa que la energia del sonido se pierda como calor. La velocidad del pulso
ultrasonico y el cambio de la temperatura estan directamente relacionadas con las particulas
de la muestra (grasa y sélidos no grasos), los cuales son medidos con precision. Otras
caracteristicas, como proteina, agua afiadida y punto crioscépico, son calculados basados en

el porcentaje de los componentes medidos utilizando una ecuacién matematica.

Tabla Al. Verificacion de calibracion del equipo LactiCheck™ contra un estandar

secundario
Parametro Especificaciones Resultado  Promedio Conclusion
Cumple
Grasa (%) 0.5-9+0.08 3+£0.08 3.03 o
especificacion
Sélidos no grasos Cumple
6-12+0.2 85+0.2 8.57 o
(%) especificacion
Densidad (g/mL) 0.5-1.0330 1.0300 10303 Cumple
+ 0.0005 + 0.0005 ' especificacion
Cumple
Proteina (%) 2-5+0.2 32+0.2 3.23 o
especificacion
Agua agregada Cumple
Jua agrey 0-60+5 0£5 0 “p _
(%) especificacion
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6.2 Apéndice B. Denominacion de quesos y toma de la porcion de muestra

Denominacion

Descripcion

Normatividad

Queso Adobera

Producto elaborado a partir de la cuajada
proveniente de leche fresca sometida a un
tratamiento térmico que garantice su inocuidad, a
la cual se le puede adicionar cloruro de calcio,
cuajo y/o cultivos de bacterias lacticas. Es un
queso fresco, de pasta blanda, acidificada y
prensada ligeramente, un tanto granulada, aunque
fina y facilmente tajable o rebanable, que funde
facilmente al aplicarle calor. De sabor y aroma
suaves.

El nombre adobera proviene de la forma de las
piezas de este queso, similares a adobes
rectangulares.

Este queso no puede contener grasa y proteinas de

origen diferente al de la leche, ni féculas.

NMX-F-755-
COFOCALEC-
2015

Queso Cheddar

Producto que se obtiene a partir de leche entera o
estandarizada pasteurizada, sometida a procesos
de coagulacion, cortado, desuerado, cheddarizado,
salado, prensado y madurado a temperatura y
humedad controladas; sin que se hayan empleado
en su elaboracion grasas o proteinas no
provenientes de la leche. Es un queso semiduro,
cuyo cuerpo tiene un color que varia de casi blanco
o marfil a amarillo claro o anaranjado y tiene una
textura firme (al presionarse con el pulgar), suave
y cerosa. Carece de agujeros ocasionados por el
gas, aunque se aceptan algunas pocas aberturas y
grietas. Este queso se elabora y comercializa con

corteza o sin ella y puede tener revestimiento.

NMX-F-745-
COFOCALEC-
2011
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Queso Panela

Producto elaborado a partir de la cuajada
proveniente de leche fresca o en polvo, entera,
parcialmente  descremada o0  descremada,
estandarizada o no, sometida a un tratamiento
térmico que garantice su inocuidad, a la cual se le
puede adicionar cloruro de calcio, cuajo y/o
cultivos de bacterias lacticas. La cuajada obtenida,
es cortada, salada y moldeada. Se trata de un queso
fresco, de consistencia blanda y suave, con aroma
agridulce. Este queso no puede contener grasa y
proteinas de origen diferente al de la leche, ni

féculas.

NMX-F-742-
COFOCALEC-
2012

Queso Menonita
(Chihuahua)

Queso mexicano cuyo origen es el estado de
Chihuahua, de textura blanda o semidura, obtenido
por coagulacion enzimatica de leche pasteurizada
entera o estandarizada en grasa butirica; de pasta
texturizada, acidificada y prensada. Se rebana
facilmente, presenta capacidad de fundido a
temperaturas altas, con color marfil a amarillo

dorado.

NMX-F-738-
COFOCALEC-
2017

Queso Chester

g

Es el producto que se obtiene a partir de leche
pasteurizada entera de vaca, sometida a procesos
de coagulacion, cortado, desuerado, fermentado,
salado prensado y madurado durante un periodo
minimo de 15 dias a temperatura y humedad
controladas. De color blanco a ligeramente

amarillo, textura semidura, tajable o rebanable.

NMX-F-746-
COFOCALEC-
2013
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Para obtener la porcion de ensayo de cada pieza, se realizé el corte de dos secciones en el
queso Panela y en el queso Cheddar (Fig. B1); por corte de una seccion en el queso Cheddar
madurado y Queso Parmesano®® (Fig. B2) y en forma de pan en forma de bloque para el caso
del queso Adobera, queso Menonita, queso tipo Chester y queso Chihuahua (Fig. B3) de
acuerdo a la guia de muestreo (NMX-F-718-COFOCALEC-2017).

Figura B1. Muestreo por corte de
dos secciones

Figura B2. Muestreo por corte en
una seccion

Figura B3. Muestreo en forma de pan en forma de
bloque
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6.3 Apéndice C. Composicion quimica de disoluciones amortiguadoras y reactivos
Disolucion amortiguadora de muestra, pH 8.5: Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) (0.05 %
m/v), urea (6 M), Tris (167 mM), acido-3-morfolinopropanosulfénico (MOPS) (42 mM) y

sal disodica del acido etilendiamino tetracético (EDTA) (67 mM).

Disolucion amortiguadora de separacién, pH 3.0: HPMC (0.05 % m/v), urea (5 M), citrato
trisodico dihidratado (20 mM) y acido citrico (0.185 M).

Disolucién de amortiguadora de solubilidad, pH 8.3: EDTA (40 mM) y tetraborato de sodio
(30 mM).

Disolucién amortiguadora 4x (C), pH 6.8: Tris-base- HCI (0.5 M).

Disolucion amortiguadora 4x (S), pH 8.8: Tris-base-HCI (1.5 M).

Disolucién amortiguadora 2x: Tris-base (0.125 M), dodecil sulfato de sodio (SDS) (4% m/v),
glicerol (20 % v/v), azul de bromofenol (0.05 m/v).

Disolucion amortiguadora de corrida, pH 7.6: Tris (0.06 M) y urea (8 M).

Disolucién amortiguadora C (DA C), pH 7.6: Tris (0.07 M), urea (5.2 M).

Disolucion amortiguadora S (DA S), pH 8.9: Tris (0.7 M), urea (7.8 M).

Disolucién amortiguadora con ditiotreitol (DTT): DTT (17 mM)

Reactivo CTC: sulfato de cobre 0.1%, tartrato de sodio 0.2%, carbonato de sodio 10%.

Reactivo A: partes iguales el reactivo CTC, NaOH 0.8 N y agua destilada.
Reactivo B: reactivo de Folin Fenol-Ciocalteu, 2 N
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6.4 Apéndice D. Formulacién de gel concentrador y gel separador urea-PAGE

Urea-PAGE Concentrador (4% T)Gel Separador (12.5% T)
(mL) (mL)
DA C (pH 7.6) 8.6 -

DA S (pH 8.9) - 5.8
Acrilamida (30% T, 2.6% C) 1.36 4.16
APS 0.05 0.05

TEMED 0.01 0.01

Volumen final 10 10

Abreviaturas: DA C: Disolucién amortiguadora C; DA S: Disolucion amortiguadora S; APS:
Persulfato de amonio; TEMED: N, N, N’, N’ tetrametiletilendiamina.
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Recepcion y preparacion de
la leche

Pasteurizacion de la leche

Adicién de cuajo, y cloruro
de calcio

Coagulacion de la leche

Corte de la cuajada

Desuerado

Salado de la cuajada

Moldeado

Envasado y empacado

Refrigeracion

Figura E1. Diagrama de flujo de la elaboracién del

Queso Panela
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6.5 Apéndice E. Diagramas de flujo y especificaciones de las variedades de queso analizadas

Tabla E1. Especificaciones fisicoquimicas y

resultados de inspeccion de Queso Panela

Parametro Especificacion  Inspeccion
1 0,
Proteinas % 17 min. 17
m/m
Grasa butirica .
% m/m 20 min. 21
. L . Caracteristico Caracteristico
Perfil de acidos
ras0s de grgsa de grgsa
g butirica butirica
0,
Humedad % 59 max. 56
m/m
Almidon Negativo Negativo
Mater~|a Ausencia Ausencia
extrafia
Staphylococcus 4 056 yrcsg <100 UFCHg
aureus
salmonella s Ausenciaen  Ausencia en
PP 25 25
Listeria Ausenciaen  Ausencia en
monocytogenes 25¢ 259
Escrlf)rl'fh'a <100 UFC/g <3 NMPJg
Valor
Mohos estimado 60
500 UFC/g UFC/g
Levaduras 420 UFC/g
L. <0.0497
Arsénico 0.2 mg/kg ma/kg
<0.4998
Plomo 0.5 mg/kg ma/kg

Normatividad: NMX-F-742-COFOCALEC-2012



Recepcidn y preparacion
de la leche

v

Pasteurizacion de la leche

v

Acidificacién de la
leche

v

Adicion de cuajo y
cloruro de calcio

A4

Coagulacion de la leche

v

Corte de la cuajada

v

Desuerado

\4

Cheddarizado

v

Molido

v

Amasado y salado

v

Moldeado y prensado

v

Envasado y empacado

\4

Refrigeracion

Figura E2. Diagrama de flujo de la elaboracién del

Queso Adobera para fundir
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Tabla E2. Especificaciones fisicoquimicas y

resultados de inspeccion de Queso Adobera

Parametro Especificacion  Inspeccion
1 0,
Proteinas % 18 min. 21
m/m
Grasa butirica p
% m/m 21 min. 29
. . . Caracteristico Caracteristico
Perfil de acidos
ras0s de grasa de grasa
g butirica butirica
0,
Humedad % 54 méx. 46
m/m
Almidén Negativo Negativo
Mater~|a Ausencia Ausencia
extrafia
Staphylococeus 1604 yecrg <100 UFCHy
aureus
Salmonella spp Ausenciaen  Ausencia en
25¢ 259
Listeria Ausenciaen  Ausencia en
monocytogenes 259 259
Escrl%rl'i‘:h'a <100 UFC/g <3 NMP/g
Mohos Menos de 10
Levaduras 500 UFC/g UFC/g
L <0.0497
Arsénico 0.2 mg/kg mg/kg
<0.4998
Plomo 0.5 mg/kg mg/kg

Normatividad: NMX-F-755-COFOCALEC-2015



Recepcion y preparacion
de la leche

v

Pasteurizacion de la leche

v

Adicion de ingredientes y
aditivos

v

Coagulacion de la leche

v

Corte de la cuajada

v

Trabajo y cocimiento del
grano

v

Desuerado

v

Cheddarizado

v

Corte y salado

v

Moldeado

v

Prensado

v

Envasado y empacado

v

Maduracion

Figura E3. Diagrama de flujo de la elaboracién del

Queso Cheddar

32-36 °C

32a40°C+2°Cpor

30 min

Reposo 5 a 10 min

Minimo 35 a 40 dias

7al5°C
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Tabla E3. Especificaciones fisicoquimicas y

resultados de inspeccion de Queso Cheddar

Parametro Especificacion  Inspeccion
1 0,
Proteinas % 24 min. 23
m/m
Grasa butirica p
% m/m 29 min. 31
. . . Caracteristico Caracteristico
Perfil de acidos
ras0s de grasa de grasa
g butirica butirica
0,
Humedad % 43 MAx. 42
m/m
Almidén Negativo Negativo
Mater~|a Ausencia Ausencia
extrafia
Staphylococeus 1504 yrcry <100 UFCHg
aureus
Salmonella spp Ausenciaen  Ausencia en
25¢ 259
Listeria Ausenciaen  Ausencia en
monocytogenes 259 259
Esci%rl'i‘:h'a <100 NMP/g <3 NMP/g
Mohos Menos de 10
Levaduras 500 UFC/g UFC/g
L <0.0497
Arsénico 0.2 mg/kg mg/kg
<0.4998
Plomo 0.5 mg/kg mag/kg

Normatividad: NMX-F-745-COFOCALEC-2011



Recepcion y preparacion
de la leche

v

Pasteurizacion de la leche

v

Adicion de ingredientes y
aditivos

v

Coagulacion de la leche 32-36 °C

v

Corte de la cuajada

v

Trabajo y cocimiento del

grano 32 a40 °C por 30 min

v

Desuerado Reposo por 5 a 10 min

v

Cheddarizado pH 6.2 a5.6

v

Molido y salado

v

Moldeado y prensado

v

Empacado

v

Maduracion

Minimo 7 dias

Figura E4. Diagrama de flujo de la elaboracién del

Queso Chihuahua
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Tabla E4. Especificaciones fisicoquimicas de
Queso Chihuahua

Parametro Especificacion
Proteinas propias de la leche 23 min.
% m/m
Grasa butirica % m/m 28 min.
Humedad % m/m 45 max.

pH 50-5.5
Normatividad: NMX-F-738-COFOCALEC-2017




Recepcién y preparacion de
la leche

v

Pasteurizacion de la leche

v

Adicidn de ingredientes y
aditivos

v

Coagulacion de la leche

v

Corte de la cuajada

v

Trabajo y cocimiento del
grano

v

Desuerado

v

Cheddarizado

v

Cortado y salado

v

Moldeado y prensado

v

Empacado

v

Maduracion

Tabla E5. Especificaciones fisicoquimicas de

Queso Chester

Parametro Especificaciones
Proteinas propias de la .
leche % m/m 23.0 min.
Grasa butirica .
% m/m 28.0 min.
Humedad % m/m 43.0 méx.
Solidos totales .
% m/m 57.0 min.
pH 5.0-5.5
32-36 °C Cenizas totales )
6.5 max.
% m/m
Cloruro de sodio % m/m 3.0 max.
Normatividad: NMX-F-746-COFOCALEC-2013
32a40°C
por 30 min

Reposo por 5 a 10 min

Minimo 15 dias

Figura E5. Diagrama de flujo de la elaboracién del

Queso Chester
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