Resultados y Discusion Capitulo V

quesos no cocidos y semicocidos. Estos quesos, en su proceso de elaboracion |
son sometidos a temperaluras de coccidon muy elevadas (52° - 55° C), lo que
determina la consiguiente inactivacion por desnaturalizacion térmica de los
inhibidores del sistema plasmina-plasminégeno.

Esta eliminacién de los inhibidores conjuntamente con los prolongados
periodos de maduracion, determinan la activacién del plasminégeno y su
conversion a plasmina, llegando a tener ésta los niveles mas altos en relacion a
los niveles encontrados en los quesos no cocidos y los semicocidos, resultando
asi la relacion plasminégeno:plasmina menor que uno.

Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en otras experiencias,
donde para los quesos de pasta cocida se encuentran los valores mas elevados
de plasmina respecto a lo hallado en los quesos con otra coccion. Asi Rampilli y
Raja en 1998 obtuvieron un valor medio de la relacion plasminégeno:plasmina
para los quesos cocidos de 0,62 +/-0,46;, mientras que Dupont y Grappin en el
mismo afio encontraron para el mismo tipo de quesos una relacién de 0,27+/-0,08,
en nuestra experiencia se obtuvo una media para dicha relacién de 0,60 +/-0,12.
Cabe destacar que tanto Fox (1.993) comc Dupont (1.998) sefialan que la
inactivacién de los inhibidores del sistema enzimatico en los quesos duros ocurre
durante la elaboracién del queso, en el proceso de coccion la cuajada.

Durante la maduracién se va presentando un aumento relativo de la
plasmina por activacién progresiva del plasminogeno. Coincidentemente con lo
informado por Rampilli (1.998), en el presente trabajo se encontré en la cuajada
del queso Reggianito Experimental elaborado en el PROLAIN una relacion
plasminégeno : plasmina de 2,96 +/- 0,27, representando la actividad de plasmina
en cuajada el 25% de la actividad total, mientras que luego de los seis meses de

maduracién de este queso la actividad fue del 59% respecto a la actividad total y
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la relacion descendié a 0,69 +/- 0,1. Rampilli informd para la cuajada del queso
Grana Padano (temperatura de coccion 53-55° C) una relacion
plasminégeno:plasmina de 3,1 (24% actividad de plasmina respecto al total) y a
los cuatro meses de maduracion fue de 0,52 (actividad de plasmina del 66%
respecto a la actividad total), llegando este coeficiente a los 18 meses de
maduracién a cero con el 100% de plasmina y ausencia de plasminégeno en el

queso.

V. 3. 2. Relacién entre los valores de plasmina y el nivel de protedlisis
primaria de las caseinas determinadas por electroforesis:

Con la metodologia descripta en el Capitulo V.4, se efectué la
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de urea (Urea-PAGE) con el
fin de correlacionar los resultados obtenidos analiticamente en la cuantificacion de
la actividad de plasmina con la accion proteclitica de esta enzima sobre las
caseinas en los distintos tipos de quesos.

Para ello se seleccionaron entre los distintos quesos a los que se les
determiné la actividad de plasmina muestras correspondientes a: un queso no
cocido: Blanco marca 1, quesos semicocidos: Provolone, Holanda y Gouda, y
quesos cocidos : Reggianitos marca 1, marca 2 y marca 3. Conjuntamente con
estas muestras se corrio caseinato de sodio como control.

La imagen electroforética de las muestras se observan en la figura V.22 .
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Fig.v.22. Electroforesis UREA-PAGE. Carriles sembrados con: 1:caseinalo patron, 2 : queso Blanco 1, 3 -
queso Pravolone, 4 : queso Holanda, 5 : queso Gouda, 6 : queso Reggianito 3, 7: quesc Reggianilo 2, 8 ;

queso Reggianito 1

Las bandas electroforéticas fueron cuantificadas por medio de una
densitometria para cada muestra. Con los resultados de esta cuantificacion se

determindg un indice de protedlisis de la caseina-B, definido como:

CN=r

mxi 00= indice de protedlisis de caseina-B (Ecuacién 3)

En la tabla V.17 se expresan para cada queso analizado, los valores de
plasmina, el pH, los porcentajes de caseina-B, aSy, y aSy-l y los indices de

protedlisis de la caseina-B y de la caseina-aS,; , éste definido como:

_—___f'N— 1 x1 indice di tedlisis de caseil S1 (e o1
00= indi = i
CN-a51+CN - BIT e proteo e caseina-as (Ecuacion 4)
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— Queso

NC-B,| SC-Pr |SC-Ho|SC-Go| C-Ry | C-R; | C-Ry
mg.p-nitroanilina/g.quese 0,053 | 0,079 | 0,136 | 0,138 | 021 | 0,156 | 0,235
__ug.plasminalg. 499 | 726 | 12341255 | 11,06 | 14,11 | 21,18
| | 474|526 | 551 | 538 | 534 | 539 | 534 |
B-CN (%) 4818 | 44,32 | 37,72 | 40,76 | 2402 | 303 | 17,57 | 2298
Y-CN (%) 732 | 7,77 | 1394 | 1394 | 21,76 | 3518
%(%) 16,25 | 16 | 367 | 31,5 | 563 | 60,6
| CNosy(%) | 400 |5064/ 1734 | 1,10 | 730 | 245 | 2380 | 2054
| CN-as1- (%) B 21,76 | 3862 | 16,3 | 1831 | 1529 | 895
__M_;(%} 556 | 97,2 | 69,1 | 42,8 | 39,1 30,3
CNasl + CN as1] LR N B ) sl
___PP(%) 9,75 | 11,75 | 24,44 | 1078 | 21,58 | 12,35

Tabla V.17. Densilomelria de la electroforesis UREA-PAGE de muesiras de quesos

Se observa que a medida que aumenta el contenido de plasmina,

disminuye la fraccion correspondiente a la caseina-B, y aumenta la fraccion de

las casainas-y. Esto se expresa graficamente en la Fig.V.23 a través de una

regresién lineal, donde los estadisticos de dicha regresion indican un valor de p

en el analisis ANOVA menor a 0,01 indicando una relacion significativa entre la

actividad de plasmina hallada (pg.plasmina/g.queso) y el indice de protedlisis de

la caseina-B con un nivel de confianza de 99%. Dicha regresion tiene un

coeficiente de regresion de 0,887, se corroboré de este modo una buena

correlacion entre el grado protedlisis de la caseina- y el contenido de plasmina

cuantificado en cada queso.
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Indice de protedlisis de caseina-B
Fig.V.23. Indice de protedlisis de los quesos en relacién a la actividad de plasmina observada.

En la figura V.25 se presenta la densitometria del queso Blanco 1 (NC-B;).
El bajo contenido de plasmina encontrado no presenté actividad proteolitica sobre
la caseina-B ya que no se observd banda alguna de caseina- y . Esto es debido a
las caracteristicas del queso, por su pH : 4.59, por un lado es muy poco propicio
para la actividad de esta enzima (pH éptimo 7,5) y por ofro lado a ese pH se
produce la disociacién de la plasmina de la caseina; por la presencia de
inhibidores del sistema plasmina-plasmindgeno en el queso por la ausencia de
coccion y por el corto periodo de maduracién. Por otro lado la imagen
electroforética que se observo en el queso Blanco (NC-B) es muy similar a la del
caseinato, lo que podria deberse a que este queso haya sido elaborado a partir de
la coagulacion de la leche con &cidos organicos permitidos (lactico, citrico,
tartérico, acético) motivo por el cuél no queda coagulante residual que produzca la

hidrdlisis de las caseinas, fundamentalmente de la caseina-ass.
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Fig.V.25. Densitometria de queso Blanco 1.

En los quesos cocidos incluidos en la electroforesis : Reggianitos marca 1,
marca 2 y marca 3, la eliminacion de los inhibidores del sistema plasminégeno-
plasmina en el fuerte proceso de coccidn y los largos periodos de maduracion de
estos quesos permiten que el plasminégeno se active a plasmina y ésta ejerza su
accion hidrolitica sobre las distintas fracciones de caseina. Por otra parte el pH

es mas propicio. Asi, los elevados niveles de plasmina encontrados por el
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método colorimétrico tuvieron su correlacién en la actividad proteolitica observada
en la electroforesis, teniendo estos quesos Reggianitos 1y 2 los mayores valores
en el indice de protedlisis calculado de la caseina-f (Fig.V.27 y 28). Se observa
una menor actividad hidrolitica de la plasmina en el queso Reggianito marca 3,
que puede verse en la cuantificacion densitomeétrica (Fig.V.26). Esto puede
deberse al proceso tecnoldgico aplicado en la elaboracion de ese Reggianito o a
las caracteristicas de la leche utilizada en su elaboracion. La accidn proteolitica
preponderante de la plasmina en estos quesos duros se ve reforzada por la
parcial inactivacion de la quimosina u otras proteasas del coagulante que son
sensibles a la temperatura de coccién de la cuajada. En la imagen electroforética
de estos tres quesos Reggianitos se observa también cierta hidrdlisis sobre la
caseina-as; que no es tan marcada como en los quesos semicocidos dando
bandas de elevada movilidad electroforética (similar al péptido ass-l) y que se
podrian atribuir a la enzima coagulante de reactivaciéon (Hynes, E.R., Aparo, L.,

Candioti, M.C., 2004).
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Fig.V.26. Densitomelria queso Reggianito 3
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Fig. V.27. Densitomelria queso Reggianito 1
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Fig. V.28, Densitomelria Reggianito 2

Entre los extremos del

queso no cocido

(Blanco) y los cocidos

(Reggianitos), se encuentran las imagenes electroforéticas de los semicocidos:

Provolone, Holanda y Gouda. En el queso provolone, por las condiciones

descriptas del proceso de hilado de la pasta a pH bajo y lavado, se produce la
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disociacion de la plasmina y plasmindgeno de la caseina y su eliminacién de la
cuajada. Por ello se encontré una baja actividad de la enzima por el método
colorimétrico lo que se plasmo en la electroforesis con un bajo indice protealitico
de la caseina- R (Fig.V.29).

Por otro lado, el indice de protedlisis de la caseina- & encontrado en el
queso Gouda es mayor que en el Holanda (Fig.V.30 y 31). Esto podria deberse a
que en el proceso de elaboracién del queso Gouda se reemplaza parte del suero
por agua, lo que conlleva la remocién en una mayor proporcién de los inhibidores
de la plasmina y de los activadores del plasminégeno (Farkye, Fox, 1990; Fox,
Stepaniak, 1993).

Tanto en el queso Holanda como en el Gouda se observd en la imagen
electroforética una accién hidrolitica sobre la caseina-as; mucho mayor a la
encontrada en los quesos cocidos, siendo casi total en el queso Holanda con un
indice de protedlisis de esta caseina del 97,2%. Esta accién enzimatica tan
importante sobre la caseina- as, estaria a cargo de la quimosina . Estas
observaciones son coincidentes con lo informado por de Visser y Groot Moster
(1977) quienes encontraron que en un queso Gouda luego de seis meses de
maduracién, la caseina- as, fue totalmente hidrolizada y la caseina- B en el 50%.
Las temperaturas de coccién de la cuajada en estos quesos no son tan elevadas
(35-45° C), lo que explicaria las mas bajas actividades de plasmina encontradas
en relacion a los quesos cocidos y determinaria que ésta no juegue un rol
importante en la accion proteolitica durante la maduracién de los quesos
semiduros. Por otro lado, a dicha temperatura la quimosina no ha sido inactivada

totalmente, ejerciendo su accion.

121



Resultados y Discusion

Capitulo V

Caseina-B

» Caseina-as:|

> Caseina-as,

N

)

@ 10 20 3@ 40 5060 79 6@ 9B

0]

* Proteosas-Peptonas

—» Caseina-y

Fig. 29. Densitomelria de queso Provalone

¥ Caseina-asyl

—* Caseina-p

v -

—1>

o 16 20 3¢ 40 %06 70 oo 9o
) )
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Fig. V.31, Densitometria queso Gouda

Los patrones electroforéticos encontrados son, en general, similares a
otras experiencias (Farkye, Fox, 1992, Oliikainen, Kivela, 1989; Bastian, 1997;
Fox, Mc Sweeney, 1996) donde, se observd que si la combinacion de los
parametros tecnolégicos de elaboracion del queso son propicios: coccién de la
cuajada, pH, tiempo de maduracion prolongado, la banda de caseina- B
disminuye mientras que se incrementa la de caseina-y, (Rampilli, Raja, 1998;
Dupont, Grappin, 1998; Ollikainen, Nyberg, 1988; Ollikainen, Kivela, 1989; Farkye,

Landkammer, 1992, Boudjella, 1994; Fox, Stepaniak, 1993).
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VI. CONCLUSIONES

Se determinaron las actividades de plasmina y plasminégeno en quesos
comerciales Argentinos y en quesos Reggianitos experimentales elaborados en la
planta piloto del PROLAIN. Se analizaron los resultados obtenidos en relacion a
ciertos pardmetros generales de la tecnologia de elaboracién de estos quesos,
fundamentalmente : temperatura de coccién de la cuajada, tiempo de maduracion
y pH del queso, ya que son preponderantemente éstos parametros los que
influyen tanto en el contenido como en la actividad del complejo enzimatico en
estudio. También se evaluaron los resultados hallados a través de la accion
hidralitica concreta de la plasmina sobre su principal sustrato: la caseina-§.

Se realizd una revision de diversos métodos para la determinacion de la
actividad de plasmina y plasmindgeno en productos lacteos, se selecciond y
adapt6é el mas apropiado para la cuantificacién de estas enzimas en los quesos
argentinos que se estudiaron.

Se seleccionaron los distintos tipos de quesos segun la caracteristica
tecnolégica de elaboracién en cuanto a la temperatura de coccion de la cuajada
establecida por el Cadigo Alimentario Argentino. De este modo se trabajé sobre
14 quesos comerciales distribuidos en 4 no cocidos, 6 semicocidos, 4 cocidos; y 3
quesos cocidos de elaboracion propia mas una cuajada con la que se elaboré uno
de estos quesos.

Entre los quesos no cocidos no se observé diferencia estadistica en los
valores de plasmina hallados. Si hubo diferencia dentro de cada grupo de los
quesos semicocidos y cocidos . Asi, dentro de los 6 quesos semicocidos
ensayados solo uno se diferencié estadisticamente con valores de plasmina
menores del resto, y este queso diferente coincidié en tener caracteristicas de

elaboracién bastante diferentes al resto, ya que se trataba de un queso de pasta
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hilada, es decir, que conlleva un proceso de “lavado” de la pasta que en este
caso, ademas, se realiza a bajo pH , todas condiciones que determinan los
resultados encontrados. Dentro de los quesos duros se encontraron tres grupos
diferentes incluidos los quesos reggianitos experimentales. Estas diferencias se
pueden atribuir a parametros tecnologicos diferentes utilizados en cada
establecimiento elaborador de donde provinieron los quesos (concentracion y
tiempo de salado, temperatura de camara en el periodo de maduracion, tiempo
de maduracién caracteristicas de la leche utilizada, etc.) que pueden influir sobre
la concentracion y la actividad de la plasmina en los quesos. Se debe sefalar que
las normas legales existentes en Argentina (C.AA., Resoluciones del
MERCOSUR) definen los quesos desde un punto de vista general, estableciendo
ciertas condiciones que debe reunir cada tipo, pero es poco lo que establecen en
relacion las caracteristicas de tipicidad o a los procesos de elaboracion y
maduracion (Zalazar,C., Meinardi, C., Hynes, E., 1.999) .

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas, tanto en las
medias individuales como en las generales, al comparar los grupos de quesos no
cocidos con los semicocidos y los cocidos. En ambos casos los no cocidos
tuvieron menor actividad de plasmina que los otros dos grupos, siendo la causa
mas probable de estas diferencias fundamentalmente la no coccion de la cuajada
y los cortos tiempos de maduracion de los quesos frescos.

Al comparar las medias individuales de los quesos semicocidos con las de
los cocidos, se presentan ciertos quesos semicocidos que no se diferencian (por
salut) de algunos quesos cocidos (reggianitos) , pero al comparar las medias
generales de los quesos semicocidos con la de los cocidos hay diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos: siempre los quesos

semicocidos tuvieron menos plasmina que los cocidos.
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El complejo enzimatico, esta compuesto por plasmina, su precursor inactivo
el plasminégeno y activadores e inhibidores de este sistema. El 80% del total de
actividad de plasmina en la leche se encuentra como plasminégeno y se va
activando segun los procesos tecnolégicos a los que es sometida la leche en la
elaboracion de los distintos productos lacteos. Por este motivo en el presente
trabajo también se cuantifico el plasminogeno presente en los quesos.

Se determind el plasmindgeno en 19 quesos, 5 no cocidos, 7 semicocidos y
7 cocidos. El esludio analitico se hizo comparando la relacion plasminoge-
no:plasmina entre los tres grupos de quesos. Se encontré que no hubo diferencia
significativa en la relacion encontrada en los quesos no cocidos y semicocidos,
siendo de 1,31 y 1,26 respectivamente. Si hubo diferencia entre éstos y la
relacién plasminégeno:plasmina encontrada en los quesos cocidos, la que
descendié a 0,60, pudiéndose atribuir este resultado al proceso de elevadas
temperaturas a la que se someten las cuajadas de los quesos cocidos, lo que
elimina inhibidores del complejo enziméatico y permite la activacion del
plasmindgeno a plasmina.

Por ofro lado, las elaboraciones a escala laboratorio de quesos reggianitos,
permitieron determinar la actividad del complejo enzimético en la cuajada y en el
queso que se obtuvo de la misma, encontrandose diferencias significativas en la
relaciéon plasmindgeno:plasmina entre la cuajada (r=2,96) y el queso al final del
estacionamiento (r=0,69). Esto es consecuencia de las temperaturas de coccion
de esta cuajada (51° C) y del tiempo relativamente largo de maduracion (180
dias).

Mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida adicionada de urea se
visualizo la protedlisis primaria, mediante la densitografia del gel se cuantifico la

misma y se calculé un indice de protedlisis de la caseina-B para cada gueso
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sembrado. Se obtuvo una muy buena correlacién entre los valores encontrados
de plasmina con el métedo colorimétrico aplicado y la efectiva accion proteolitica
de la enzima sobre la caseina-B. Se encontré que fue mayor el indice de
protedlisis de esta caseina a medida que fueron mayores los valores de plasmina
hallados. Estos resultados no sélo estan ligados a una mayor o menor cantidad de
plasmina en el queso, sino probablemente también, a los tiempos de maduracion,
el pH del queso y a la temperatura utilizada en la cdmara de maduracion .

Es de destacar que los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron
discutidos personalmente con el Dr. Marco Rampilli, Investigador del Istituto
Sperimentale Lattiero Caseario de Lodi, ltalia, quien en el mes de octubre de
2.003 estuvo presente en nuestra ciudad en ocasion de el dictado de un curso de
post-grado sobre el "Rol y actividad de las enzimas coagulantes y del sistema
plasmina-plasminégeno en los productos lacteos”™. El Dr. Rampilli trabaj6 también
sobre este tema, habiendo publicado en 1.998 "Osservazioni sull’attivitd di
plasmina e plasminogeno nel formaggio™. En tal oportunidad se efectu6 un analisis
comparativo de los valores encontrados en cada experiencia y a consideracion del
mencionado investigador los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron
coincidentes con los valores encontrados en los quesos italianos. Efectivamente,
en la mencionada publicacion se encontraron valores de la relacion plasmino-
geno:plasmina muy similares. Al igual que en nuestro trabajo, no se hallo
diferencia significativa de la dicha relacion entre los quesos no cocidos y los
semicocidos, siendo ésta de 2+/-0,60 y de 2+/-0,95 respectivamente, mientras
que la relacion en la cuajada con la que se elabord un queso cocido fue de 3,1, y
posteriormente a su maduracion, en el queso (Grana Padano) se informé una

relacion de 0,52.
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Es igualmente importante sefialar que el presente, es un trabajo original en
nuestro pais ya que no hay publicaciones al respecto, siendo éstos los primeros
valores encontrados en cuanto a la valoracién de plasmina en quesos tipicos
argentinos. Las publicaciones existentes a nivel internacional sobre el tema no
son tampoco numerosas ya que, este es un tema que ha sido abordado con
intensidad desde hace relativamente poco tiempo.

Se hace necesario continuar los estudios a los efectos de determinar
exactamente las condiciones tecnoldgicas optimas (temperaturas de coccion y
maduracién, pH, tiempos de maduracién, concentracion y tiempo de salado, efc.)
ya sea para inhibir o para estimular la accion de esta enzima para cada tipo de
queso segun convenga para mejorar sus caracteristicas sensoriales. Por otra
parte, hay grupos de investigacion que aseguran el rol beneficioso de la plasmina
en las caracteristicas finales de los quesos, motivo por el cual se esta estudiando
la adicion de esta enzima como fal o bien incidir sobre los factores activadores de
su precursor, para acelerar los procesos de maduracidn y mejorar las

caracteristicas organolépticas generales de los quesos.
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|. REACTIVOS UTILIZADOS EN LA DETERMINACION DE PLASMINA Y
PLASMINOGENO:

1.1. Buffer de reaccion :

TRIS (Sigma, T 1378) 0.05 M en NaCl (Cicarelli, A.C.S., pro-analisis) 0.1M
ajustando el pH a 7.4 con HCI (Cicarelli, A.C.S, pro-analisis).

1.2. Sustrato de reaccion:

Tripéptido cromogénico: D-Val-Leu-Lys-p-nitroanilina di-hidrocloruro (Sigma
Chemical Co., V 7127), 4,5 mM en buffer de reaccidn.

1.3. Solucion curva p-nitroanilina:

Para-nitroanilina (Pro-Analisis, Bruxellas-r.c.b 85.078), 6 mM en el buffer de
reaccion.

1.4. Solucién curva plasmina:

Plasmina (Sigma Chemical Co.,P-7911), solucién madre 160 pg/ml en el
buffer de reaccion.

1.5. Activador del plasminogeno:

Uroquinasa (Sigma Chemical Co., U 5004), solucién 15U/ml en buffer de

reaccion.

Il. REACTIVOS UTILIZADOS EN LA ELABORACION DEL QUESO
REGGIANITO ARGENTINO EN LA PLANTA PILOTO DEL PROLAIN :

Il.1. CaCl; concentracion final de 0.02 % (w/ v)

11.2. Enzima coagulante de la leche:

Coagulante bovino adulto 230 IMCU/ml  (Naturen de Chr. Hansen,

Quilmes, Argentina).
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11.3. Solucidn de salado:

Salmuera al 20% (w / v).

lil. REACTIVOS UTILIZADOS EN LA ELECTROFORESIS UREA- PAGE:
1111, Solucién de Acrilamida - Bisacrilamida 30,8%:

Acrilamida: 30 g

Bisacrilamida: 0.8 g

Se disuelven en 80 ml de agua destilada, se filtra y completa el volumen a

100 ml. (Conservar en frasco color caramelo).

lll.2. Buffer de electrodo o de corrida :
Glicina: 14,4 g (0,192 M)
Tris base: 3 g (0,025 M)

Se disuelve en agua destilada, se ajusta el pH a 8,3 con HCI concentrado,

y se completa el volumen hasta 1litro.

Ill. 3. Buffer del gel separador:
Tris base: 18,3 g (1 M)
TEMED: 0,4 ml

Se disuelve en agua destilada, se ajusta el pH a 8,3 con HCI concentrado y

se completa el volumen hasta 100 ml.

1ll.4. Buffer stacking:
Tris base: 3 g (0,5 M)

Se disuelve en agua destilada, se ajusta el pH a 8,3 con HCI concentrado y

se completa el volumen hasta 50 ml.

liL.5. Buffer de muestra:
Buffer stacking: 4 ml
Urea: 3,36 g

Azul de Bromofenol: punta de espatula
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(10%).

Mercaptoetanol: 5% (cuando se considere necesario)
Se disuelve en agua destilada hasta completar 8 ml.
1ll.6. Persulfato de amonio:

Se disuelve en 0,05 g de Persulfato de amonio en 0,5 ml de agua destilada
Se debe preparar en el momento de uso

111.7. Solucién colorante:

Coomasie Blue R: 1,92 g

Alcohol etilico: 400 mi

Acido acético: 160 ml

Agua destilada: 400 m|

Se agita y se filtra.

111.8. Solucion decolorante:

Etanol o metanol: 250 ml

Acido acético: 100 ml

Agua destilada: 650 mi

111.9. Gel de separacion - T: 7,5%:

Cantidades para dos placas de 1 mm de espesor, con 8 ml por placa (total

16 mi).

Solucién de acrilamida al 30,8% ..
Buffer de separacion ...................c.co 4 ml

Urea ...

Agua destilada: cantidad suficiente para .... 16 ml
Solucién de persulfato de amonio ............. 36 pl
111.10. Gel de Stacking - T: 4,0%:

Cantidades para dos placas de 1 mm de espesor, con § ml por placa (total

10 mi).
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Solucién de acrilamida al 30,8% ................ 1,3ml
Buffer Stacking (Tris -HCI) ....................... 2.5 ml
Aguadastiiada .ousmsinmmmiesuc By Rl
TEMED ... eneeeeeee. 10 I
Solucion de persulfato de amonio ............... 36 pl

IV, EQUIPAMIENTO UTILIZADO:
IV.1. Bafio maria (TECAM®, Argentina) termostatizadoa 37°C .

IV.2. Espectrofotémetro UV-VIS, (Metrolab 1700%, Argentina).

IV.3. Vortex Standard 10, (Fab. Aparatos Cientificos FAC®, Argentina).

IV.4. Macrocentrifuga (Rolco®, Argentina) -

IV. 5. Microcentrifuga (ECYS®, Argentina).

IV.6. Cuba de electroforesis modelo Mini Protean Il (Bio-Rad Labcratoriesg.

California, Estados Unidos).

IV.7. Fuente de energia Model 1000/500 (Bio-Rad Laboramriasﬂ. California,

Estados Unidos).

IV.8. Densitémetro Minidensit (SEAC®. Italia).

IV.9. Peachimetro manual (Horiba Ltd®, Japon) .

IV. 10. Peachimetro de mesa (Tipo E 5116, titriskop, Metrohm Herisau®,

Switzerland).
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ANEXO Il

Il. 1. CURVA DE CALIBRADO CON P-NITROANILINA :

Parametros estadisticos de la regresién lineal:

Parémetro | Estimacién | Error Esténdar | t-test Valor de p
a 0.0201 0.00137 14,630 |0,0000

b 0.0759 0.00045 169,384 | 0,0000

r 0.999

Ax I|.Tabla 1. Estimadores de la curva de calibrado con p-nitroanilina

Il. 2. CURVA DE CALIBRADO CON PLASMINA :

Parametros estadisticos de la regresion lineal:

Estimacién | Error t-test Valor de p
Esténdar
a 0.0173 0.00528 3,222 0,004
b 0.0355 0.00052 68,227 | 0,000
r 0.994

Ax.ll.Tabla 2. Estimadores de la curva de calibrado con plasmina.
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ANEXO

lll. RESULTADOS DE LOS ENSAYOS EN QUESOS:

1II.1. Quesos no cocidos :
ll.1.a. Andlisis estadistico de los resultados expresados como mg p-

nitroanilina/ g.queso :

_________|Suma de cuadrados| G.L |Cuadrado Medio Relacién-F| Valor-|
Entre grupos 0,00040495 8 0,00013498 101 | 04131
Dentro de grupos 0,0021336 16 0,00013335

Ax . Tabla 1. Quesos No Cocidos. Andlisis estadislico.(mg.p-nitroanilina/g.quesa)

Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
NC B2 5 0,0512 X
NC Bl 5 0,0534 X
NC Ma 5 0,0598 ¥
NC Cr 5 0,0622 x

Ax Il Tabla 2. Quesos No Cocidos. Grupos Homogéneos.(mg.p-nitroanilina/g queso)

(X 0.001)
73

68 |- - N

63 |- B

mg.p-nitroaniina/g.queso
o
2
T
1

53| B
48 [ E
3k B
NC B4 NC B2 NC Ma NCCr
quesos no cocidos

Axlll. Fig. 1. Valores de plasmina en quesos no cocidos comerciales (mg p-nitroanilina fgr. quesa).(Valor
medio+/-LDS, 95%)
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1ll.1.b. Andlisis estadistico de los resultados expresados como microgramos

de plasmina por gramo de queso :

}_7“ 5 _______|§um| de cung_l'_\ng_o_gl__q_lr_ Cu Relacién-F| Valor-p |
Entre grupos 3,2345 3 1,01 0,4127

I?ﬂl__rp de grupos | 17,0261

16

1,06413

Ax.lll Tabla 3. Quesos No Cocidos. Analisis esladistico. {ug plasminalg.queso).

Metheod: 95,0 percent LSD

Count
NC B2 5
NC Bl 5
NC Ma 5
NC Cr S

Homogeneous Groups

Ax.ll. Tabla 4. Quesos No Cocidos. Grupos Homogéneos. (g plasminalg.queso)

lll. 2. Quesos Semicocidos:

Il.2.a. Analisis estadistico de los resultados expresados como mg p-

nitroanilina/g.queso:

(— _____|Suma de cuadrados| G.L |Cuadrado Medio Relacién-F| Valor-p
[Entre grupos 0,0149743 5 0,00299486 19.97 0,0000
Dentro de grupos | 0,0035984 24 0,000149933

Axlli.Tabla 5. Quesos Semicocidos (mg p-nitroanilina/g queso). Andlisis estadistico.

Method: 95,0 percent LSD

Count Hean Homogeneous Groups
sc Pr 5 0,079 X
sc ps1 ] 0,131 X
SC Ho 5 0,136 X
5¢ Go 5 0,138 X
sc psz ] 0,140 X
sC pa 5 0,145 *
Ax.lll.Tabla 6. Quesos Grupos F (mg. g.queso)
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(X 0,0(3;? - s
g s =
g’ 131 | _IL E } E 1 -
§ 1+ |
é
= o - 3

kil E 3

SCGo SCHo SCPS1 SCPS2 SCPa SCPr

quesos semicocidos

Ax |ILFig.2. Valores plasmina en quesos iCOCie i {mg p-nilr il queso). (Valor
medio+/-LDS, 95%)

11.2.b. Andlisis estadistico de los resultados expresados como microgramos

de plasmina por gramo de queso :

D Suma de G.L_|Cuadrado Medio|Relacién-F| Valor-p
Entre grupos | 119,847 5 23,9695 2021 | 0,0000
Dentro de grupos | 28,4684 24 1,18618

Ax.lll. Tabla 7. Quesos Semicocidos (lg.plasmina/g queso). Analisis estadislico.

Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups

SC.Pr. 5 7,256 X

5C. P31 5 11,874 X
SC.Ho. 5 12,366 X
SC.Go. 5 12,55 X
SC. PS2. 5 12,704 X
SC.Pa. 5 13,126 X

Ax.lll. Tabla 8. Quesos Grupos F (vg. inalg.queso)

1II-3. Quesos Cocidos:
lll.3.a. Andlisis estadistico de los resultados expresados como mg p-

nitroanilina/g.queso:
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Suma de cuadrados, Cuadrado Medio|Relacién-F| Valor-p

ntre 0,0444652 0,0111163 55,59 0,0000

Dentro de grupos 00035992 | 18 | 0,000199956
Axlil.-Tabla 8. Quesos Cocidos (mg.p-nilroanilina /g. queso). Anélisis estadistico.

Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
C R3 5 0,121 X
C R2 5 0,156 X
C REx 3 0,161 X
C Pa 5 0,220 X
c Rl ] 0,235 X

Ax.lll. Tabla 10. Quesos cocidos. Grupos Homogéneos.(mg.p-nitreanilina/g.quesa)

026 [ 3
a
§ 023 |- E o
2 [
o
g 02 - -
=
3
b3 047 |- I B
i ¥
£ 0,14 |- -
o1 = E s
cR1 CPa CR2 C REx CR3
quesos no cocidos
Ax Il Fig 3. Valores medios de plasmina en quesos cocidos iales y i (mg p-ni

Ig.queso). (Valor medio+/-LDS, 95%).

111.3.b. Analisis estadistico de los resultados expresados como microgramos

de plasmina por gramo de queso :

[ Suma de cuadrados| G.L |Cuadrado M F| valor-p
Emm  grupos 352,349 4 86,0874 5524 | 0,0000
s 28,7009 18 1,5945

Ax Ill.Tabla 11. Quesos Cocidos (ug plasmina/g queso). Analisis estadistico.
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Method: 95,0 percent LSD

Count Homogeneous Groups

CiR3: 5 11,062 X

C.R2 5 14,11 X
C.REx 3 14,5667 X
C.Pa 5 19,858 X
C.R1 5 21,176 X

Ax.lll. Tabla 12, Quesos cocidos. Grupos Homogéneos.(pg.plasminalg queso)

4. Analisis de los valores encontrados en los quesos Reggianitos
Experimentales elaborados en el PROLAIN :
I.4.a. Andlisis estadistico de los resultados expresados como mg p-

nitroanilina/g.queso:

Suma de cuadrados | G.L | Cuadrado Medio |Relacion-F| Valor-p.
Entre grupos | 0,00458413 2 0,00229207 286 | 0,0000
Dentro de grupos 0,0009616 12 0,00008013
Ax il Tabla 13. Quesos Reggi i (mg.p-nif ilina /g queso). Analisis estadistico.

Method: 95,0 percent LSD

Count Maan Homogeneous Groups
C REx3 5 0,137 X
C REx 2 5 0,168 X
C REx 1 ) 0,178 X
Ax.|ll.Tabla 14. Quesos giani Grupos | é (mg.p-r i queso)

o[ |

mg p-nroanilina/g.queso
et

o4 I 4
ok

CREx{ CREx2 C REQ

quesos reggianitos experimentales (180 dias)

Axlll. Fig. 4. Valores medios de plasmina en quesos ianitos Experi (mg p-ni ilina /g.queso).
(Valor medio+/-LDS, 85%).
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I1l.4.b. Analisis estadistico de los resultados expresados como microgramos

de plasmina por gramo de queso :

Suma de cuadrados| G.L |Cuadrado Medio |Relacién-F| Valor-p
Entre grupos. 36,6303 2 18,3151 2872 | 0,0000
Dentro de grupos | 765224 12 0,637687

Axll.Tabla 15. Quesos Reggianitos Experimentales (ug .plasmina /g. queso). Andlisis esladistico.

Method: 95,0 percent LSD
Count Mean Homogeneous Groups

C.REx3. 5 12,414 X

C.REX2. 5 15,224 X
C.REx1. ] 16,07 X

Axlll. Tabla 16. Quesos reggianitos experimentales. Grupos Homogéneos. (ug.plasminalg queso)

lll. 5. Relacién plasmindgeno : plasmina en quesos comerciales :
1l.5.a. Andlisis estadistico de los resultados expresados como microgramos de p-

nitroanilina por gramo de queso :

Suma de dos| G.L |Cuadrado Medio [Relacién-F| Valor-p
Entre grupos 2,24071 2 1,12036 1327 | 0,0004

Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
relacion C T 0,61 X
relacion SC 7 1,28 X
relacion NC 5 1,38 X

Ax.lil.Tabla 18. Relacion plasmindgeno : plasmina en quesos comerciales . Grupos Homogéneos.(mg.p-
nitroanilina/g.quesa)
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= 18F -
5 16 = E
a : ]
g wF E
€ 1z2f 4
i F 1
2 F 3
5 08 |- 4
o« £ 1

04 |- = =

relacion NC relacion SC relacion C
Tipo de queso

Ax il Fig. 5 Relacion plasmindgeno : plasmina en quesos comerciales (mg p-nitroanilina /g.queso). (Valor
medio+/-LDS, 95%).

11.5.b. Analisis estadistico de los resultados expresados como microgramos de

plasmina por gramo de queso :

= Suma de cus G.L |C Medio F| Valor-p
Entre grupos 2,05101 2 1,02551 13,22 0,0004
|Dentro de grupos 1,24088 16 007755
AxIILT Relacién plasminégenc - plasmina en quesos comerciales (g plasmina /g, queso). Andlisis

estadislico,

Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
relacion C 7 0,6 X
ralacion SC 7 1,26 X
relacion NC 5 1,31 X

Ax.lll.Tabla 20. Relacién plasmindgeno : plasmina en quesos comerciales . Grupos
Homogéneos. (ug plasminalg.queso)

lIL.6. Variacidon de la aclividad de plasmina y plasmindgeno entre la cuajada y el

queso reggianito experimental al final de la maduracion:

lll6.a. Andlisis estadistico de los resultados expresados como mg p-

nitroanilina/g.queso:
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J Suma de cuadrados| G.L |Cuadrado Medio |Relacién-F| Valor-p
|Entre grupos 0,0688482 3 0,0229494 40351 | 0,000
|Dentro de grupos 0,00091 16 | 0000056875 | [
Ax.Iil.Fig.21 Plasmina y plasminégeno an cuajada y el reggianito exparimental

{mg p-nitroanilinalg) Andlisis estadistico.

Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
cuajada plasmin5 0,077 X
reg plasminogen5 0,124 %
reg plasmina 5 0,178 X
cuajada plasmin$ 0,234 X

Ax lll.Tabla 22. Plasmina y plasminégeno en cuajada y el reggianito experimental . Grupos
Homogéneos. (mg p-nitroanilina/g.queso)

mg p-nitreanilina/g. gueso
o
>
T T
ol

T

0,07 = X

plasmina i plasmina  p
cuajada Reg. Exp.(180 dias)

Ax.IIl.Fig.8. Plasmina y plasminégeno en cuajada y el reggianito experimental (mg.p-nitroanilina/g.queso) .
(Valor medio+/-LDS, 95%).

|Suma de cuadrados| G.L |C Medio F| Valor-p
[Entre grupos 13,9358 1 13,9358 314,99 | 00000
|Dentro de grupos 0,353936 8 0,044242
Ax.lll. Tabla 23. Relacion plasmindgeno : plasmina en cuajada y reggianito experimental (mg .p-nitroanilina /g.

queso). Andlisis estadistico.
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Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
reg relacion 5 0,70 X
cuajada relaciob 3,06 X

Ax Il Tabla.24. Relacién plasminégeno : plasmina en cuajada y el reggianito experimental . Grupos
Homogéneos (mg p-nitroanilina/g.queso)

X

relacicn plasminogeno : plasminna
"

Cuajada Reg Ex.
muestra

Axlll Fig.7. Relacién plasminégeno : piasmina en cuajada y el regglanito experimental (mg.p-

queso) . (Valor medio+/-LDS, 95%).

II.6.b. Andlisis estadistico de los resultados expresados como microgramos de

plasmina por gramo de queso :

G.L_|Cuadrado Medio |Relacién-F| Valor-p
3 179,839 403,83 | 0,0000
16 0,44533
Ax |ll_Fig 25 Plasmina y plasminégeno en cuajada y el reggianito experimental
(g plasminalg) Anglisis estadistico

Method: 95,0 percent LSD

Count. Mean Homogeneous Groups
plasmina cuajads 7,088 X
plasminogeno RES 11,1 X
plasmina REx 5 16,07 X
plasminogenc cu3 20,9 X

Ax |ll.Tabla 26. Plasmina y plasmingeno en cuajada y el reggianito experimental . Grupos
Homogéneos. (jg.plasminalg quess)
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il ~|suma de cuadrados| G.L |Cuadrado Medio |Relacién-F| Valor-p
Entre grupos 12,905 1 12,905 335,18 | 0,0000
[Dentro de grupos 0,308 8 0,0385

Ax.lll. Tabla 27. Relacidn plasmindgeno : plasmina en cuajada y reggianito experimental (pg .plasmina /g

queso). Andlisis estadistico.

Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
relacion REx 5 0,692 X
relacion cuajads 2,964 X

Ax.lll Tabla.28. Relacién plasminégeno : plasmina en cuajada y el reggianito experimental . Grupos.
Homogéneos (ug plasminalg queso)

I1.7. Anélisis estadistico del pH medido en los distintos tipos de quesos:

[ Suma de G.L | Cuadrado Medio | Relacién-F | Valor-p |
0,29571 2 0,147855 215 | 01587
0,823583 12 0,0686319
Tabla 29. pH en distintos lipos de quesos. Andlisis esladistico.

Method: 95,0 percent LSD
Count Mean Homogeneous Groups
no cocidos 1 5,03 X
coc. 5 5,34 X
semicoc. 6 5,36 X

Ax.ll. Tabla 30. pH en dislintos tipos de quesos. Grupos Homogéneos.,

111.8. Andlisis estadistico comparativo entre los distintos tipos de queso:
1I.8.1. Comparativo entre quesos no cocidos-semicocidos :
lll.8.1.a. Andlisis estadistico de los resultados expresados como mg p-

nitroanilina/g.queso:

Suma de cuadrados| G.L |Cuadrado Medio|Relacion:
Entre grupos 0,0766405 9 008516, 59,
|Dentro de grupos 0,005732 40 0,000143 | B e
Axlll. Tabla 31. C No Cocidos-: i (mg .p-nif i /9. queso). Analisis esladislico,
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Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
NC B2 5 0,051 X
NC Bl -] 0,053 X
NC Ma 5 0,060 b
NC Cr 5 0,062 X
SC Pr 5 0,079 X
SC P51 5 0,131 X
5C Ho 5 0,136 X
8C Go 5 0,138 X
SC P52 5 0,140 X
8C Pa 5 0,145 X
Ax1.32. C ivo No Cocid: icoCi (mg .p-nitroanilina /g. queso).Grupos Homogéneos.
0,16 [ =
o DM[ } % } % £ =1
2
o
-]
g  on}l B
]
E o1 |- 4
= 0,08 - S
i .
@
E ool E } % i 1
0,04 |- B
5 8 2 5 8 £ & § $ &
a Q
2 g ¢ 2 3 8 3 8 B L
Ax.lll Fig.8. Comparativo No Cocid icocidos (mg .p-nil lina /g. queso). (Media+/-LSD)

I.8.1.b. Analisis estadistico de los resultados expresados como

microgramos de plasmina por gramo de queso :

Suma de cuadrados| G.L |Cuadrado Medio|Relacién-F| Valor-p
609,546 67,7273 59,55 | 0,0000
Dentro de grupos 45,4945 | 40 1,13738
Ax_lll Tabla 33. Comparalivo No Cocid: micoci (vg .plasmina /g. quesc). Analisis esladistico.
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Mathod: 95,0

percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups

He. 5 4,788 x

NC.B1 5 4,992 X

NC.Ma 5 5,566 %

HC.Cr 5 5,71 -

sC.Pr 5 7,256 5

5C.PS1 5 11,874 X

SC.Ho. 3 12,366 ®

5C.Go. 5 12,55 ®

SC. PS2 5 12,704 X

sc.pa. 5 13,126 X
Ax 1134 C No Cocid (pg .plasmina fg. queso).Grupos Homogéneos.
| |Sumade G.L [C Medio F| Valor-p
[Entre grupos 486,464 1 486,464 138,51 0,0000
[Dentro de grupos 168,576 48 3,51201

Ax/lil. Tabla 35. Comparalivo medias generales N

Andlisis esladislico,

Method: 95,0

percent LSD

o Cocidos-Semicocidos (ug .plasmina /g. queso).

Homogeneous Group

(pg .plasmina Ig. queso). Grupos

Count Mean
no cocidos 20 5,279
semicocidos 30 11,646
Ax1I.36. C medias No Cocids
Homogéneos.

lll. 8.2. Comparativo quesas no cocidos-cocidos :

ll.8.2.a. Andlisis estadistico de los resultados expresados como mg p-

nitroanilina/g.queso:

Suma de G.L |Cuadrado Medio|Relacion-F| Valor-p
Entre grupos _ 0,208327 8 0,0260409 154,44 0,0000
Dentro de grupos. 0,0057328 34 0,0001686

Ax.lii. Tabla 37. Comparative Quesas No Cocidos-Cocidos (mg p-nitroanilina /g, ‘queso). Andlisis

esladistico
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Multiple Range Tests

Count Mean Homogeneous Groups
NC B2 5 0,051 %

Ne Bl 5 0,053 %

NC Ma 5 0,060 b3

NC Cr 5 0,062 %

© R3 5 0,121 %

€ R2 5 0,156 X

€ REx 3 0,161 x

cra 5 0,220 X

¢ Rl 5 0,235 X

Ax111.38. Comparativo No Cocidos-Cocidos (mg .p-nitroanilina /g. queso).Grupos Homogéneos.

025 F =
L ¥

g 02} -

g

g'"ms‘ g ¥ 3

ED.?— x -

i

2 o005 |- L 1 X E
of E

Ax.IILFig.9. Comparativo No Cocidos-Cocidos (mg .p-nitroanilina /g. quesc). (Media+/-LSD)

11.8.2.b. Andlisis estadistico de los resultados expresados como

microgramos de plasmina por gramo de queso :

| Suma de G.L [Cuadrado én-F| Valor-p
[Entre grupos 1653,21 8 206,651 15365 | 0,0000
|Dentro de grupos 45,727 34 1,34491
Ax.|il. Tabla 39, parativo Quesos No Cocidos-Cocidos (ug. plasmina / g.queso). Analisis estadislico
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Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
NC.B2 5 4,788 X
NC.B1. 5 4,992 X
NC.Ma 5 5,566 X
NC.Cr. 5 5,77 X
C.R3 5 11,062 X
C.R2 5 14,11 X
C.REx 3 14, 5667 X
C.Pa. 5 19,858 X
C.R1. 5 21,176 X

AxIIl.40. Comparalivo No Cocidos-Cocidos (pg .plasmina /g. queso).Grupos Homogéneas.

Suma de cuadrados| G.L |Cuadrado Medio Relacién-F| Valor-p
Entregrupos | 138268 | 158,74 | 0,0000
Dentro de grupos 461,655

Ax.lll. Tabla 41. Comparativo medias generales Quesos No Cocidos-Cocidos (ug. plasmina / g.queso).
Analisis estadistico,

Method: 95,0 percent LSD

Count. Mean Homogeneous Groups
ne cocidos 20 5,279 X
cocidos 35 15,702 X

Ax.Il.42. Comparativo medias generales No Cocidos-Cocidos (ug .plasmina /g. queso).Grupos Homogéneos.

11l 8. 3. Comparativo quesos semicocidos-cocidos :
11.8.3.a. Andlisis estadistico de los resultados expresados como mg p-

nitroanilina/g.queso:

Entre grupos

Suma de cuadrados

G.L

Cuadrado Medio

Relacion-F,

Valor-p

0,0961525

10

0,00961525

55,62

0,0000

Dentro de grupos

0,0072608

42

0,00017288

Ax.lll. Tabla 43. Comparativo Quesos SemiCocidos-Cocidos (mg .p-nitroani

estadistico.

lina /g. queso

. Andlisis

149



Anexo Il

Mathod: 95,0 perce
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Ax.lll. Fig.10. Comparativo Quesos SemiCocidos-Cocidos (mg .p-nitroanilina /g. queso).(Media+/-
0)

nt LSD
nt Mean

Homogeneous Groups

queso).Grupos Homogéneos

P PR T IR

8§ £ &
8 8 8

SCPS1

g
8

SC Pr| P&
cR1
C Pa|

CREx2

il
©
o

CR3

11.8.3.b. Analisis estadistico de los resultados expresados como

microgramos de plasmina por gramo de queso :

Ax.lIl. Tabla 45. Comparalivo Quesos Sem

esladislico,

Suma de G.L |Cuadrado Medi ién-F| Valor-p
[Entre grupos 753,287 10 75,3287 55,34 0,0000
[Dentro de grupos 57,1693 42 1,36117
Cocidos-Cocidos (g plasmina /g. queso). Analisis
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Method: 95,0 percent LSD
Count Mean

Homogeneous Groups

7,256
11,062
11,874
12,366
12,55
12,704
13,126
14,11
14,5667
19,858
21,176

C.R1.

X
X
XX
XX
XX
XX
XXX
XX
X
x
X

Ax.ll.48. Comparalive quesos Semicocidos-Cocidos (g .plasmina /g. queso).Grupos Homogéneos.

[ Suma de cuadrados | G.L

Cuadrado Medio|Relacién-F| Valor-

Entre grupos 265,749 1

265,749

28,39 0,0000

Dentro de grupos 589,71 63

9,36048

AxIll. Tabla 47. Medias generales quesos SemiCocidos-Cocidos (g .plasmina /g. queso). Anélisis

estadistico.

Method: 95,0 percent LSD

Homogeneous Groups

Count Mean
semicocidos 30 11,646
cocidos 35 15,702

Ax 11l 48. Medias generales quesos Semicocidos-Cocidos (ug .plasmina /g. queso).Grupos Homogéneos.
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