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segun lo antes detallado. El TRIS se ulilizd a una concentracion de 0.05 M - NaCl
0.1 MapH 7.4y, en el caso del citrato de sodio, se empled una concentracion de
0.5 My 2%. Se decidio realizar esta evaluacion ya que los autores anteriormente
citados que trataron la muestra con citrato lo utilizaron cada uno de ellos a
diferentes concentraciones, siendo las ensayadas las mas comunes.

Como resultado de la centrifugacion en la macrocentrifuga, se obtuvo un
sistema trifasico constituido por un sedimento donde se encontraba el residuo
caseoso del queso, una fase acuosa intermedia y una superior constituida por un
tapén de materia grasa.

El tapon de malteria grasa fue mas importante en el queso que fue tratado
con citrato, lograndose asi una mejor separacion de la fraccion grasa del queso.

La turbidez originada por ésta interfiere en la lectura espectrofotométrica.

Tapén materia grasa

Fase acuosa

Residuo caseoso  eg——

Tubo de Falen Tubo Ephendorff

Fig.IV.5 . Esquema de procesamiento de la muestra

Se retir6 este tapon graso y se tomé 1 ml. del sobrenadante el que se
transfirié a un tubo ephendorff y se centrifugd en la microcentrifuga durante cinco
minutos a 14.000 r.p.m.(Figura IV.5).

A fin de evaluar la cantidad de plasmina exiraida (como absorbancia) en
cada caso, se uso la reaccién colorimétrica descripta, utilizandose como extracto
para la reaccion 25ul. del sobrenadante final .
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En todos los casos se leyd contra blanco de muestra y se observo que se
obtenia una mejor extraccion de plasmina (mayores absorbancias) utilizando

como buffer el citrato de sodio, tal como se observa en la tabla IV.1 .

Buffer Abs.Muestra Buffer Abs.Muestra Buffer Abs.Muestra
{M-B) (M-B) (M-B)
Citrato 0,5M 0,194 Citrato 2% 0,165 TRIS 0,110
0,05M -NaCl
0,189 0,160 0,105

Tabla IV.1. Tratamiento de la muestra con Citrato 0.5M, al 2 % y con TRIS 0,05 M — NaCl.

A raiz de que el buffer citrato produjo mejores valores de absorbancia que
el buffer TRIS y estos valores fueron superiores para la concentracién 0,5M de
citrato, se adopté esta ultima concentracién, que por otra parte es la que se utiliza
habitualmente en el PROLAIN en el procesamiento del queso para diferentes
determinaciones. Estas observaciones junto a lo desarrollado en el punto IV.3.1.
refuerzan la necesidad de utilizar citrato en el procesamiento de las muestras.

Otro ensayo realizado, y con el objetivo de verificar la incidencia de la
cantidad de muestra sobre la reaccion de determinacion de plasmina, se duplico y
triplicé la cantidad de queso ensayada, el tratamiento de muestra se realizé segin
lo antes descripte, se utilizé la misma metodologia de cuantificacion (IV.3.2) y por
triplicado cada vez.

Para 5 y 10 gramos se obtuvo el mismo resultado por gramo de queso,
siendo un poco mayor cuando se triplicd la cantidad de muestra. Todos los
ensayos se realizaron con su correspondiente blanco de muestra y la ligera
turbiedad del blanco correspondiente al uso de 15 g. pudo ser la causa de esta

pequefia diferencia. Si bien no se observé incidencia sobre los resultados debido
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a la cantidad de muestra utilizada, en el presente trabajo se emplearon muestras
de 5 gramos de queso. Sin embargo, teniendo en cuenta estos resultados, en
lugar de utilizar esta cantidad de muestra, se puede partir de una mayor cantidad
en aquellos quesos donde se puede presuponer una baja actividad de plasmina a
los efectos de tener una mejor lectura espectrofotométrica.

Es de destacar entonces que al duplicar y triplicar la cantidad de muestra,
se duplico y triplico la cantidad de plasmina, extrayéndose en todos los casos
porcentajes cercanos a 100.

Los resultados obtenidos se observan en la Tabla IV.2.

Cantidad Hg.plasminalml
Muestra Hg.plasminalg.queso
(g.queso) (media+/-DS)
5 4,03+/-0,26 12,09
10 8,28+/-0,28 12,42
15 13,87+1-0,35 13,87
Tabia IV.2. Valoracion de plasmina en canlidades crecientes de queso.

En otro ensayo de recuperacion se trabajé con otra muestra de queso a la
que se adiciond una cantidad conocida de solucién patrén de plasmina.

Para tal fin se tomaron 5 gramos de queso, que se procesaron segun lo
descripto y se determind la plasmina presente en el mismo de acuerdo a la
metodologia implementada (IV.3.2).

Paralelamente, a 5 gramos del mismo queso se le adicionaron 625 yl. de la
solucién madre de plasmina con la que se realizé la curva de calibrado (160
Wg.plasmina/ml). El queso con la adicién estandar de la plasmina se procesod de la

misma forma que la muestra sin adicion.
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Los resultados obtenidos se cbservan en la siguiente tabla:

pg.plasmina / ml

Queso 433 64,95 pg.plasmina/15 mi
Queso + plasmina 10,40 162,5 pg plasmina/15,625 ml

Tabla IV. 3. Ensayo de recuperacién ,

Siendo el valor de plasmina adicionada de 100 pg. se deduce que el
porcentaje de recuperacién fue cercano al 100% .
Finalmente, con todos los ensayos precedentes se corrobora la eficiencia

de la técnica desarrollada (IV.3.2), justificando su adopcién en este trabajo.

IV. 3. 5. Curvas de calibrado:

La concentracion de plasmina se expreso bajo dos formas diferentes. Una,
en forma indirecta, como los miligramos de p-nitroanilina formada por gramo de
queso; otra como microgramos de plasmina por gramo de queso. Para ello se
realizaron dos curvas de calibrado, una con una solucién de p-nitroanilina (Pro-
Anélisis, Bruxellas-r.c.b 85.078) y otra con una solucién de plasmina (Sigma

Chemical Co.,P-7911).

IV. 3. 5. a. Curva de calibrado con p-nitroanilina:

Con la finalidad de tener una primera aproximacién a los valores de
absorbancias de la p-nitroanilina liberada por accién de la plasmina en los
distintos tipos de quesos a analizar, se efectu6 una prueba con muestras de
quesos que debfan presentar los valores de enzima supuestamente mas bajos y

mas altos: quesos no cocidos y cocidos respectivamente. Se utilizdé el método
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colorimétrico descripto para esta evaluacion, se leyé contra blanco de muestra,

obteniéndose las absorbancias que se sefialan en la tabla IV 4.

Tipo de queso Absorbancia

Queso cocido

(Reggianito) 0.290

Queso no cocido

(Q. Blanco) 0.078

Tabla IV 4. Lecturas de absorbancias de queso cocido y no cocido (A:390)

Se prepard una solucién 1,44 m M de p-nitroanilina en buffer TRIS 0,05M -
NaCl 0,1M, ajustando el pH a 7,4

Obtenidos estos valores de absorbancia en los quesos para ambas
situaciones extremas, y con la finalidad de evaluar si la solucion preparada de p-
nitroanilina se encontraba dentro de este rango, se tomaron cuatro volimenes, se
los llevé cada uno de elios a 10 ml y se leyd la absorbancia a 380 nm; los

resultados se presentan en tabla IV.5 .

ml p-nitroanilina | pg.p-nitroanilina/ml | Absorbancia
(1,44 mM)
02 4 0,342
03 6 0,499
04 8 0619
0.5 10 0,762
Tabla IV.5. Lecturas de absorbancias obtenidas de diluciones de p-nitroanilina (A:390)

Debido a que los valores obtenidos se encontraban por encima de las
lecturas ensayadas para los quesos, y observando que la lectura de absorbancia
del queso reggianito (0,290) correspondia aproximadamente a una concentracion

de cuatro pg.p-nitroanilina/ml, se prepard otra solucién de concentracion 0,6 mM
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en el buffer anterior: TRIS 0,05M - NaCl 0,1M, pH 7,4.

Finalmente, para la confeccion de la curva de calibrado se tomaron
diferentes volumenes de la solucion preparada (0,6 mM), con el buffer se llevé a
un volumen final de 10 ml cada tubo y se leyeron las absorbancias a 390 nm

llevando a cero con la solucién buffer, cada punto se realizé por triplicado.

IV. 3. 5. b. Curva de calibrado con plasmina:

En el caso de la curva de calibrado realizada con plasmina comercial, se
aplicé la misma melodologia y condiciones de reaccion descriptas para la muestra
en el punto IV.3.2, sélo que, en lugar de colocar en la microcubeta 25 pl de
muestra, se puso el mismo volumen (25pl) de distintas concentraciones de una
solucion de plasmina preparada en buffer TRIS 0.05 M - NaCl 0.1M, pH a 7.4
(ajustado con HCI) .

La unidad de actividad enzimética estd definida como la cantidad de
enzima que produce una variacion de absorbancia de una unidad en 20 minutos
apH 7,5y 37° C, teniendo la plasmina usada un indice de absorbancia de Ezso '™
=15,3 , presentando una actividad especifica de 5,4 U / mg de enzima (0,24 U/mg
de sdlido).

Teniendo en cuenta los valores de absorbancia obtenidos para los quesos
no cocidos y cocidos presentados en la tabla V.4, como asi tamoién los valores
de plasmina (ug/g.) encontrados en oftros trabajos de investigacion (Rampilli,M.,
Raja, V., 1998), se prepararon distintas concentra-ciones de plasmina comercial
hasta obtener una solucion, cuya absorbancia obtenida al reslizar la reaccion
correspondiente estaba proxima a la encontrada en el queso cocido (0,290),
determinando que ésta correspondié a una concentracion de 8 pg.plasmina/ml. Se

partié entonces de una solucién madre de 160 g plasmina/ml, a partir de la cual,
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con el buffer de reaccion (TRIS 0.05 M - NaCl 0.1M, pH a 7.4) se realizaron cada
una de las diluciones para la curva, se desarroll6 la reaccion para cada punto y se
leyeron las absorbancias a 390 nm llevando a cero con la solucion buffer, cada

punto se realizé por triplicado.

IV. 3. 5. Linealidad de reaccion en el tiempo:

Con la finalidad de corroborar el comportamiento lineal a lo largo del tiempo
de reaccién, a partir de la solucion madre con la que se confecciond la curva de
calibrado con plasmina (160 pg.plasmina/ml) se prepard una solucion de 9
ug.plasmina/mi, utilizando como siempre, el buffer de reaccién (TRIS, pH 7.4). Se
desarrollé la metodologia descripta (IV.3.2), pero se ley6é la absorbancia a

distintos tiempos: 30, 60, 90, 120, 150, y 180 minutos.

IV. 4. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN
PRESENCIA DE UREA (UREA-PAGE):

A los efectos de correlacionar los resultados obtenidos analiticamente en la
cuantificacion de la plasmina en los quesos analizados, con la accién de esta
enzima sobre las caseinas durante el proceso de maduracion del queso, se
realizo una electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de urea.

Esta electroforesis se basa en la diferente migracion de las proteinas
cuando son sometidas a un campo eléctrico en determinadas condiciones.

Se utilizd el residuo proteico insoluble a pH 4,6 de la muestra de queso.
Esta fraccion esta constituida por caseina sin degradar y productos de demolicion
con peso molecular superior a 15-16000 Daltons, y por lo tanto requiere la
presencia de urea como agente disociante para lograr una efectiva separacion de

dichas proteinas.
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Se preparé la muestra disgregando en un mortero 10 gramos del queso
con 20 ml de citrato de sodio 0.5 M. Una vez que se logré una suspension
homogénea se transfirié a un vaso de precipitado y agitando permanentemente se
llevd a pH 4.6, obteniendo asi el residuo insoluble, se centrifugd a 3.000 rpm.
durante 10 minutos, conservando el residuo en freezer a —20° C hasta el momento
del procesamiento para la electroforesis.

Al momento de realizar la electroforesis, se pesaron entre 5y 6 mg y se
disolvieron en 1 ml de buffer de muestra, mediante vortex. De esta solucién se
sembraron 7 pl. por calle. El buffer de muestra (pH 8.4) se prepard agregando
urea, mercaptoetanol y azul de bromofenol para marcar el frente de corrida al
buffer stacking (Tris 0.5M-HCI pH 6.8).

Conjuntamente con los residuos insolubles correspondientes a los
quesos se corrié un caseinato patron preparado en el laboratorio del PROLAIN
para tener como referencia a los efectos de ubicar la posicion de las distintas
caseinas

Se utilizé una cuba de electroforesis modelo Mini Protean Il y la fuente de
energia que suministré el voltaje constante fue la Model 1000/500 ambas de Bio-
Rad Laboratories, California, Estados Unidos.

Para la corrida se utilizaron geles en placa dispuestos verticalmente, de 7
cm de largo, 8 cm de ancho y un espesor variable entre 0.5y 1.5 mm.

Se empled el método de Andrews de gel discontinuo (Andrews y col. 1983)
con gel de poro grueso o de apilamiento en la parte superior de la placa con una
concentracién de acrilamida del 4%. Se modific la concentracion de acrilamida
en el gel de separacion del 12% original utilizada por Andrews para separar todas
las proteinas de la leche, por una concentracién de 7.5 % debido a que la muestra

no contenia proteinas de suero.
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A partir de una solucién madre de acrilamida-bisacrilamida al 30.8% se
prepard el gel de separacion para una concentracion de 7.5% agregando a la
acrilamida, el buffer de separacion (Tris (1M) , HCI pH 8.8, y como catalizador N,
N, N', N'- tetrametietilendiamina (TEMED)), la urea y el persulfato de amonio al
10% preparado al momento de uso .

El gel de stacking al 4.0%, se preparé agregando a la solucién de
acrilamida al 30.8% el buffer stacking (Tris base 0.5M , a pH 6.8 ajustado con
HCI), el TEMED y el persulfato.

Se utilizd como buffer de electrodo o de corrida, glicina 0.192M en Tris
base 0.025M, llevada a pH 8.3 con HCI concentrado. La corrida se realizé a un
voltaje constante de 150 Volt, con una intensidad maxima de 45 mAmper, 6.75
Watt de potencia, determinando el final de la corrida por la llegada del frente de
avance (azul de bromofenol) al final de la placa

Finalizada la corrida se retiraron los geles para colorearlos utilizando
Coomasie Blue R en presencia de etanol y acido acético durante una hora.
Posteriormente se eluy6 el exceso del colorante utilizando como decolorante una
solucion de etanol, acido acético y agua. Los geles se conservaron en agua

destilada adicionada con unas gotas de &cido acético.

IV. 5. DENSITOMETRIA :
Las placas de electroforesis PAGE se cuantificaron mediante un
densitémetro Minidensit (SEAC”. Italia) a 632 nm, la relacién entre el area bajo la

curva y la concentracion de la banda se considerd lineal.
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IV. 6. PROCESO DE ELABORACION DEL QUESO REGGIANITO

ARGENTINO EN LA PLANTA PILOTO DEL PROLAIN:

Con el objeto de realizar la determinacion de plasmina y plasmindgeno en
quesos cuya tecnologia de elaboracién y maduracion fueran bien conocidas como
asi también de verificar los posibles cambios de la enzima durante la maduracion,
se usaron muestras de queso Reggianito elaboradas en la planta piloto del
PROLAIN, de acuerdo a los detalles que se brindan a continuacién.

Se partié de leche cruda a pH 6.60 +/- 0.05 y una acidez de 18 +/- 1°
Dornic.

La leche se estandarizé a 2,50 % de materia grasa con el fin de
encuadrarse en el porcentaje de proteinas que produzca un minimo de 30 % de
materia grasa en el extracto seco del queso segin lo establece el Cédigo
Alimentario Argentino y se pasteurizd a 65° C durante 20 minutos. Luego se
ajusto la temperatura de la leche a la de coagulacion, para ello se la enfrié hasta
33° C, se adicioné CaCl; a una concentracion final de 0.02 % (w/ v). Como
medio para el aporte de bacterias lacticas, se utilizo suero acido resicuo de otra
elaboracion (fermento natural), inoculando un volumen suficiente como para
incrementar la acidez inicial de la leche en 4° Dornic .

Luego de 10 minutos, se agregd la enzima coagulante de la leche a razén
de 29 ml por cada 100 litros de leche (Coagulante bovino adulto 230 IMCU/mI
Naturen de Chr. Hansen, Quilmes, Argentina).

A los 18-20 minutos de producida la coagulacién de la leche y cuando la
cuajada adquirid la consistencia necesaria, se corté para adecuar el tamario del
grano aproximadamente a la mitad de un grano de arroz. Posteriormente se
calent$ poco a poco la cuajada con agitacion hasta 44° C a razén de 1° C/min., a

los efectos de reducir la humedad en el grano. A continuacién se calentd
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rapidamente llevando la mezcla hasta 51° C, suspendiendo luego la agitacion. Se
separd la cuajada y se colocd en moldes descartando el suero remanente. La
cuajada se prenso durante 24 horas al cabo de las cuales se llevé a salmuera al
20% (w / v), durante 6 dias a 12° C, invirtiendo el queso todos los dias durante
este lapso.

La maduracion se realizé en camara a 12° C y 80% de humedad relativa

durante seis meses.

IV. 7. DETERMINACIONES DE PH :

Para la determinacion del pH de cada muestra de queso se uso un
instrumento  manual de Horiba (Horiba Lid., Japén) provisto de un electrodo
combinado vidrio-calomel calibrado con tampones de pH 4 y pH 7, sensibilidad de
0,01 unidades de pH y con compensador de temperatura. Con un calador se
procedio a retirar un pequefio cono del queso. En el lugar que quedo en la masa
del mismo se colocd una gota de agua para facilitar el contacto con el electrodo y
alli se lo colocd y se realizé la determinacion

Para la determinacion del pH de las soluciones buffer empleadas se utilizé
un equipo con las siguientes caracteristicas : pH-Meter Type E 5116, titriskop,

Metrohm Herisau®, Switzerland.

IV. 8 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS :

Se efectué un analisis descriptivo de los datos para cada muestra de
queso, verificando la distribuciéon normal de los valores.

A los valores de cada muestra de queso (cinco determinaciones), se aplicd
la Prueba Q de Dixon a los efectos de defectar valores estadisticamente

diferentes dentro del grupo para p = 0,05.
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Posteriormente se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para determinar
si dentro de un mismo tipo de quesos, ya sea no cocido, semicocido o cocido,
habia o no una variacion significativa entre las valores de plasmina hallados para
cada uno de ellos.

Para determinar si existia diferencia estadisticamente significativa en las
cantidades de plasmina halladas entre los distintos tipos de quesos se volvié a
aplicar, al igual que en el estudio anterior, ANOVA de una via entre los distintos
quesos : no cocidos con semicocidos, no cocidos con cocidos y los quesos semi-
cocidos con los cocidos. Finalmente se aplicd el anélisis estadistico para
comparar los valores encontrados en la cuajada de un queso Reggianito
Experimental (PROLAIN) con el queso al final de la maduracién.

A los efectos de identificar las medias que fueron estadisticamente
diferentes ya sea dentro de un mismo tipo de queso, como en la comparacion
entre tipos diferentes, se aplicé el test de rango multiple para un nivel de
confianza del 95%.

Se aplicaron los test de Cochran, Bartlett, y Hartley para verificar la
homocedasticidad de la variancia.

En los casos que no se verifico homocedasticidad se aplico la prueba de

Kruskal-Wallis.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta seccion del trabajo se divide en tres partes teniendo en cuenta la
diversa naturaleza de los resultados obtenidos. En primer lugar se analizan los
datos correspondientes a los distintos aspectos de la adaptacion de la técnica
colorimétrica para la evaluacién de plasmina y plasminégeno. En segundo
término, se presentan y discuten los resultados de la evaluacién del nivel de
plasmina y plasminégeno en quesos comerciales y de elaboracion propia, como
asi también los valores de las variables fisicoquimicas de estos productos. Por
dltimo se presentan y discuten los resultados del analisis electroforético del
residuo caseinico insoluble a pH 4.6 de los distintos quesos y se analiza su

correlacion con los niveles de plasmina y plasminégeno encontrados.
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V.1. METODOLOGIA COLORIMETRICA SELECCIONADA PARA LA
DETERMINACION DE PLASMINA Y PLASMINOGENO EN QUESOS:

V.1.1. Verificacién de |a longitud de onda de trabajo:

Los resultados del espectro realizado con la solucién de p-nitroanilina se

presentan en Tabla V.1 y en la Fig. V.1.

Absorbancia|  A(nm)
0,354 350

| 0481 | 380 |
0,570 370
0,674 375
0,765 380
0,799 385
0825 380
0.816 395
0,806 400
0,770 405
0,728 410
0,660 420
0,429 430
0,271 450

Tabla V.1. Especiro de absorcién de la p-nitroanilina

P 7| R R ER R LA RARES

027h , . .,

PN PR WP S
350 370 390 410 430 450
longitud onda (nm)

Fig.V.1. Especiro de absorcién de la p-nitroanilina
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Con el espectro se determiné que la maxima absorcion de la solucion de p-
nitroanilina en las condiciones de trabajo de la experiencia se presenté a una
longitud de onda de 390 nm, motivo por el cudl, a los efectos de tener la méaxima
sensibilidad, se adoptd la misma para efectuar todas las lecturas

espectrofotométricas realizadas en la experiencia.

V. 1. 2. Curva de calibrado con la solucién de p-nitroanilina en el buffer de
trabajo:

En la Tabla V.2 y FigV.2. se presentan las absorbancias y las
concentraciones para la curva de calibrado p-nitroanilina, cada punto se realizd
por triplicado.

Se verifico la linealidad del métede a los fines de corroborar la
proporcionalidad entre la concentracién y su respuesta dentro del rango de

concentraciones de trabajo.

p-nitroanilina Absorbancia
(pg./ml) (media+/-DS)
02 0,033+/-0,003
04 0,053+/-0.006
0,8 0,078+/-0,003
1.8 0,143+/-0,0068
2 0,170+/-0,000
24 0.203+/-0.005
28 0,232+/-0,003
36 0,297 +/-0,006
4 0,323+/-0,005
48 0,383+/-0,005
55 0,437+/-0,003

Tabla V.2, Valores de curva de calibrado con p-nifroanilina (determinaciones por friplicado).
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Se determiné la curva de regresion por el método de los cuadrados
minimos. Segun este andlisis el resultado se ajusta a un modelo lineal para
describir la relacion entre la absorbancia y la concentracion (ug.p-nitroanilina/ml).

La ecuacién que se ajusta al modelo es entonces

Abs. = 0.0201 + 0.0759 x [ pg.p-nitroanilina/ml] (Ecuacién 1)

El andlisis de la variancia (ANOVA) indica una relacion estadisticamente
significativa (p<0,01) entre la absorbancia y la concentracién de p-nitroanilina con
un nivel de confianza del 99%, existiendo una fuerte relacion lineal entre las
variables teniendo un coeficiente de correlacion r = 0,999. El limite de deteccion
(LD) fue de 0,054 pg.p-nitroanilina/mi y el de cuantificacion (LC) de 0,180 pg.p-

nitroanilina/ml.

)

@
4
q

04

03

absorbancia

0z}

01 ]

ug.p-nitroanilina/m|

Fig. V.2.Curva de calibrado p-nitroanilina .
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V. 1. 3. Curva de calibrado con la solucién de plasmina en el buffer de
trabajo:
En la Tabla V.3 y FigV.3. se presentan las absorbancias y las

concentraciones para la curva de calibrado con plasmina, cada punto se realizd

por triplicado.
pg.plasmina/mi m’;?:?_"s:i
07 0,033 +/- 0,005
% | 0,074 +/- 0,008
16 0,085 +/- 0,006
53 0,192 +/- 0,003
8,0 0,284 +/- 0,006
16 0,609 +/- 0,007
19 0,688 +/- 0,007
Tabla V.3. Valores de curva de calibrado con plasmina (defer por tripli

Con la misma metodologia utilizada para la curva de calibrado con p-
nitroanilina, se determind la curva de regresion, ajustandose los resultados a un
modelo lineal para describir la relacién entre la absorbancia y la concentracién

(ug.plasmina/ml). La ecuacion que se ajusta al modelo es entonces :

Abs. = 0.0173 + 0.0355 x [ pg.plasmina/ml] (Ecuacién 2)

También en esta curva, el andlisis de la variancia (ANOVA) indicé una
relacion estadisticamente significativa  (p<0,01) entre la absorbancia y la
concentracién de plasmina con un nivel de confianza del 99%, con un coeficiente
de correlacién r = 0,994. El limite de deteccion (LD) fue de 0,44 pg.plasmina/ml y
el de cuantificacion (LC) de 1,48 pg.plasmina/mi.
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Fig. V.3, Curva de calibrado con plasmina .

V.1.4. Linealidad de la reaccién en el tiempo:

Los resultados del estudio de la linealidad de la reaccién a lo largo del

tiempo se presentan en la Tabla V.4 y Fig. V.4..

.plasmina / mi| 30 min. | 80 min. | 90 min. | 120 min. | 150 min.

9

0,136

0,171 0,207 0,240 0,277

180 min.

0313 |

Tabla V.4. Absorbancias (D.0.) de una solucién de plasmina (9 pg plasmina/ml) a diferentes tiempos

de reaccién.

Coincidentemente con lo informado por diversos autores se corrobord un

comportamiento lineal hasta las tres horas (r: 0,99, nivel confianza 95%) para

ambas concentraciones de plasmina. Se decidié tomar como tiempo de reaccién

180 minutos ya que se tuve en cuenta lo informado por P. Ollikainen y K. Nyberg

(1.988), quienes observaron que la sensibilidad del método original de Rollema se

incrementd usando hasta 6 horas de incubaci6n, indicando que también se

podrian utilizar 10-15 minutos de incubacién pero la sensibilidad del método

resulta pobre.
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Fig.V. 4. Curva de absorbancia de una solucién de plasmina (9 g plasmina/mi) a diferentes tiempos de

reaccién

V. 2. RESULTADOS DE LOS ENSAYOS EN QUESOS:

Con la metodologia descripta en el punto IV.3.4 del capitulo de Material y
Métodos se procesaron las muestras distribuidas entre quesos comerciales no
cocidos, semicocidos y cocidos, y los Reggianitos Experimentales de la Planta
Piloto del PROLAIN, tal como se detallé en el punto IV.2 del mismo capitulo.

Los resultados se presentan en las tablas siguientes expresando los
mismos como pg.plasmina/g.quesc y mg.p-nitroanilina/g.queso, también se
presentan las graficas correspondientes para la expresion de resultados como
pg.plasmina / gramo de queso.

En el Anexo lll se presentan los parametros estadisticos de los resultados

asi como las graficas expresando los resultados como mg p-nitroanilina/g. queso.
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V. 2. 1. Actividad de Plasmina en quesos comerciales argentinos:

V. 2. 1. a. Quesos no cocidos:

En la tabla V.5 se presentan los valores medios y desviacion estandar de la
actividad de plasmina obtenida en los quesos comerciales no cocidos (n=5) y en
la figura V.5, se grafican estos valores y el cuadrado minimo de las desviaciones
estandar (LSD) para un 95% de nivel de confianza.

En el Anexo lll.1 se presentan los estadisticos de estos quesos.

mg.p-nitroanilinalg. | pg.plasminalg. queso
Muestra (n=5) queso
Blanco 1(NC-B,} 0,053+/-0,009 4,99+/- 0,80
Quesos
No C: Blanco 2 (NC-B;) 0,051+-0,0072 4,78+/-0,63
Magro (NC-Ma| 0,060+/-0,0087 5,56+- 0,77
Cremoso (NC-Cr) |  0,062+-0,0180 5,77+-161

Tabla V.5. Valores de plasmina oblenidas en quesos comarciales no cocidos (Valor medio+/-DS)

o
@ o o~

{RAAL EALAI LASL) RALAS Liths Eidaa)

ug.plasmina/g.queso
o

W bonnelvenebonerloneil ool

45
4
NC B1 NC B2 NC Ma NC Cr
quesos no cocidos
Fig. V.5. Valores de plasmina (ug i .queso) i en quesos no cocidos

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

Se verificd una distribucion normal de los datos y para cada muestra de
queso (n=5) se aplicd la Prueba Q de Dixon a los efectos de detectar valores
estadisticamente diferentes dentro del grupo para p = 0,05, no se verificé en
ningan caso valores anémalos.

Bajo ambas formas de expresar los resultados (mg.p-nitroanilina ¢
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Hg.plasmina / g. queso) el valor de p en el test-F fue mayor a 0.05 lo que implica
que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre las medias con un

95% de nivel de confianza.

V. 2. 1. b. Quesos semicocidos:

En la tabla V.6 se presentan los valores medios y desviacion estandar de la
aclividad de plasmina obtenida en los quesos comerciales semicocidos (n=5) y en
la figura V.6. se grafican estos valores y el cuadrado minimo de las desviaciones
estandar (LSD) para un 95% de nivel de confianza.

En el Anexo 111.2 se presentan los estadisticos de estos quesos.

mg p-nitroanilina/g. | pg.plasminalg.
(n=5) queso queso

Gouda (SC-Go) 0,138+/-0,0088 12,55+/- 0,78
Quesos.

Holanda (SC-Ho) 0,136+/-0,0060 12,34+/- 0,54
[Semicocidos

Port Salut 1 (SC-PS;)| _ 0,131+-0,0104 11,87+/-0,93

Port Salut 2 (SC-PS;)|  0,140+-0,0157 12,70/-1,39

Provolone(SC-Pr) 0,079+/-0,0063 7,26+(- 1,74

Pategras (SC-Pa) 0,145+/-0,0197 13,13+/- 0,53

Tabla V.6. Valores de plasmina idos en quesos. icacidos. (Valor medio+/-DS)

145

Lao ool

ug plasmina/g cueso
8
@

T, B A

¥

SC.Go. SC.Ho. SC.Pa SC.PS1 SC PS2 SC.Pr.

quesos semicocidos

Fig. V.8. Valores de plasmina oblenida en quesos semicocidos (ug plasmina/gr. queso). (Valor medio+/-LDS,
95%)
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Se verificd una distribucion normal de los datos y para cada muestra de
queso (n=5) se aplico la Prueba Q de Dixon a los efectos de detectar valores
estadisticamente diferentes dentro del grupo para p = 0,05, no se verifico en
ningun caso valores anémalos.

Bajo ambas formas de expresar los resultados (mg p-nitroanilina 6
pg.plasmina / g. queso) el valor de p en el test-F es menor a 0.05 esto implica que
hay una diferencia estadisticamente significativa entre las medias para un 95% de
nivel de confianza. Aplicando el test de Rango Mliltiple se observa que la media
que es estadisticamente diferente a las demés corresponde al queso Provolone,

con un valor de plasmina menor al resto de los quesos semicocidos.

V. 2. 1. c. Quesos cocidos :

En la tabla V.7 se presentan los valores medios y desviacion estandar de la
actividad de plasmina obtenida en los quesos comerciales y experimentales
cocidos (n=5) y en la figura V.7. se grafican estos valores y el cuadrado minimo
de las desviaciones estandar (LSD) para un 95% de nivel de confianza.

En el Anexo I1l.3 se presentan los estadisticos de estos quesos.

mg p-nitroanilinal/g. jpg.plasminalg. quesol|
Muestra (n=5) queso

Parmesano (C-Pa) 0,220+/-0,017 19,86+/- 0,92

Quesos Reggianito 1 (C-R) 0,235+-0,010 21,18+-1,51
Cocidos Reggianito 2(C-R;) 0,156+/-0,0080 14,114/-0,71
Reggianito 3 (C-Rj) 0,121+/-0,021 11,06+4/- 1,26

Reggianitos PROLAIN (C-REx)  0,161+-0,014 14,57 +/-1,91

Tabla V.7.Valores de plasmina en quesos o i ¥ i cocidos. (Valor medio+/-

Ds)
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Fig V.7. Valores medios de plasmina oblenida en quesos cocidos (ug plasminalgr. queso). (Valor
medio+/-LDS, 95%)

3

Se verificd una distribucién normal de los datos y para cada muestra de
queso (n=5) se aplicé la Prueba Q de Dixon a los efectos de detectar valores
estadisticamente diferentes dentro del grupo para p = 0,05 no se verificé en
ningun caso valores anémalos.

Bajo ambas formas de expresar los resultados (mg p-nitroanilina 6
ug.plasmina / g. queso), el valor de p en el test-F es menor a 0.05 implica que
hay una diferencia estadisticamente significativa entre las medias con un 95% de
nivel de confianza. Aplicando el test de Rango Multiple se observa que las medias
estadisticamente diferentes se agrupan en tres: en el primer grupo se halla el
Reggianito 3, en el segundo grupo el Reggianito 2 y el Reggianito Experimental
PROLAIN, y en el tercer grupo el Parmesano y el Reggianito 1. Estos grupos

ordenados en forma creciente en cuanto al contenido de plasmina hallado.

V. 2. 2. Actividad de Plasmina en quesos Reggianitos Experimentales (180
dias de maduracion) elaborados en el PROLAIN :
Se cuantificé la plasmina en quesos Reggianitos elaborados en la Planta

Piloto del PROLAIN, se procesaron tres quesos elaborados en distintas jornadas
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realizando las determinaciones por guintuplicado en cada caso, todos los quesos
tuvieron 180 dias de maduracién.

En la tabla V.8 se presentan los valores medios y desviacion estandar de la
actividad de plasmina de estos quesos experimentales cocidos (n=5) y en la figura
V.8. se grafican eslos valores y el cuadrado minimo de las desviaciones estandar
(LSD) para un 95% de nivel de confianza.

En el Anexo lll.4 se presentan los estadisticos de estos quesos.

mg p- Hg.plasminalg.
Muestra (n=5) nitroanilinalg. queso
queso
1 0,178+/-0,0120 16,07+/- 1,07
Cpenny 2 0,168+-0,0090 | 15,22+ 0,80
: 3 0,137+/-0,0038 12,41+/- 0,35

TablaV. 8. Valores de plasmina obtenidos en quesos Reg Experimentales (180 dias) . (Valor medio+/-DS).

=
T
1

El
T

_ I . |

- il

C.RExi. C.REx2. C.REx3.
quesos reggianitos experimentales (PROLAIN)
Fig. V.8, Valores medios de plasmina oblenida en quesos Reggianitos Experimentales (180 dias). (Valor
medio+/-LDS, 85%).
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T
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T

Se verifico una distribucion normal de los datos y para la cada muestra de
queso (n=5) se aplicé la Prueba Q de Dixon a los efectos de detectar valores
estadisticamente diferentes dentro del grupo para p = 0,05, no se verificd en

ningun caso valores anémalos.
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Bajo ambas formas de expresar los resultados (mg p-nitroanilina &
Hg.plasmina / g. queso), el valor de p en el test-F es menor a 0.05 implica que
hay una diferencia estadisticamente significativa entre las medias con un 95% de
nivel de confianza. Aplicando el test de Rango Multiple se observa que las medias
de los quesos Reggianitos Experimentales 1 y 2 se diferencian estadisticamente
de la media del Reggianito Experimental 3, siendo ésta menor a las anteriores en

cuanto al valor de plasmina observado.

V. 2.3. Representacion gréfica de la actividad de plasmina en distintos tipos
de quesos:

En la figura V.9 se presentan graficamente con fines comparativos los
contenidos de plasmina promedio (n=5) determinados en los diversos tipos de
quesos comerciales y en los experimentales.

Se observa el aumento de la actividad de plasmina :

no cocidos < semicocidos < cocidos
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Fig.V 9. Aclividad de plasmina (ug.plasmina/ g.queso) en distintos quesos comerciales y en queso Reggianito
PROLAIN (Valores medios n=5) gumg No Cocidos mm Semicocidos mmm Cocidos

V. 2. 4. Relacion plasminogeno : plasmina en quesos comerciales :

En las tablas V.9 y V.10 se presentan los valores medios y las desviaciones
estandar de la relacién plasminégeno:plasmina para quesos no cocidos (n=5),
semicocidos (n=7) y cocidos (n=7) y en las figuras V.10. y V.11, se grafican estos
valores y el cuadrado minimo de las desviaciones estandar (LSD) para un 85% de
nivel de confianza.

En el Anexo lIL.5 se presentan los estadisticos de estos quesos.

Plasminégeno Plasmina Relacién
mg p-nitroanilina/ jmg p-ni ilina / g p
g
No Cocidos (n=5) 0,071+-0,016 0,054+/-0,012 1,38+/-0,43
Semi-Cocidos (n=7)| 0,175+-0,054 "0,135+7-0,017 1,28+/-0,28
Cocidos (n=7) 0,119+/-0,041 0,194+/-0,053 061+-0.12

Tabla V.9. Relacién plasminégeno : plasmina (mg.p-nitroanilina / g ) obtenido en los queses. (Valor medio+/-
Ds)
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Tipo de Queso Plasminégeno Plasmina Relacion
Hg 9. pg.plasmina / g. ; i
o Cocidos (n=5) 6,342+/-1,40 5,04+/-1,09 1,31+/-0,39
[Semi-Cocidos (n=7) | 1563+/-485 12,30+/-1,56 1,26+/-0,28
Cocidos (n=7) 10,65+-369 | 17,57+/-4,70 0,80+/-0,12

Tabla V.10. Relacién plasminégeno : plasmina (pg.plasmina / g.) oblenido &n los quesos. (Valor medio+/-DS)

16

14 [

06 |-

relacion plasminégenc | plasmina

04k

1

t

relacion NC

relacion SC

tipo de queso

relacion C

Fig.V.10, Relacién plasminégeno : plasmina (ug.plasmina/g) para los distintos tipos de quesos. (Valor

medio+/-LDS, 95%).

Se verificd una distribucién normal de los datos y para la cada muestra de

queso (n=5) se aplicé la Prueba Q de Dixon a los efectos de detectar valores

estadisticamente diferentes dentro del grupo para p = 0,05, no se verifico en

ningun caso valores anomalos.

El valor de p en el test-F es menor a 0.05 implica que hay una diferencia

estadisticamente significativa en la relaccién plasminégeno:plasmina entre los

quesos No Cocidos, Semicocidos y Cocidos, con un 95% de nivel de confianza,

teniendo el valor de la relacion un orden decreciente respectivamente.
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Aplicando el test de Rango Multiple se observa que las medias de las
relaciones plasmindgeno: plasmina de los quesos no cocidos y los semicocidos
no se diferencian significativamente entre si, pero la relacion para estos dos tipos

es significativamente diferente a la de los quesos cocidos.

30

25

Oplasmindgeno
M plasmina

ug.plasmina/g.queso

e

No cocidos  Semicocidos Cocidos

o

Fig. V. 11. Plasmina y plasmindgeno en quesos comerciales argentinos (g plasminalg). Valor sobre la barra
indica relacién Plasmindgeno:Plasmina,

V. 2. 5. Variacion de la actividad de Plasmina y Plasminogeno entre la
cuajada y el queso al final de su maduracion (180 dias) para el Reggianito

Experimental del PROLAIN :

Se hicieron cinco determinaciones en la cuajada con la que se elaboré un

queso reggianito en la planta piloto del PROLAIN, cuantificando la plasmina y el
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plasminégeno. Las mismas determinaciones se realizaron en el queso a seis
meses de maduracion. Como se describié en el punto IV. 3. 4., la muestra de
cuajada se preparo de igual forma a las muestras de queso.

En la tabla V.11 y 12 se presentan los valores medios y las desviaciones
estandar expresados como mg nitroanilinalg.queso y pg.plasmina/g.queso
respectivamente para una cuajada (n=5), y Reggianito Experimental (180 dias
maduracién) (n=5) y en las figuras V.12. y V.13. se grafican estos valores y el
cuadrado minimo de las desviaciones estandar (LSD) para un 95% de nivel de
confianza

En el Anexo 1.6 se presentan los estadisticos de estos valores.

Cuajada Plasmina Plasminégeno Relacién

O Queso (n=5) mg.p-ni ig | mg.p Ig

Cuajada 0,077+-0,0078 0,234+/-0,0029 3,06+- 0,29

Reg.Experimental 0,1784/-0,012 0,124+/-0,0034 0,70+/-0,1
(180 dias)

Tabla V.11. Valcres de plasmina y plasminégeno en Cuajada y queso Reggianito Experimental (180 dias)
(mg p-nitroanilina/g) (Valor medio+/-DS)

Cuajada Plasmina Plasminégeno |Relacién

& Ha. Ha. '] i

Queso (n=5) plasmina

Cuajada 7.09+/- 0.68 20,9+/- 0,29 2,964/-0.27

Reg.Experimental | 16,07+-1,06 | 11,1+-029 0,69+/-0,1
(180 dias)

Tabla V.12, Plasmina y plasmindgeno en cuajaday queso reggianito experimental (pg.plasmina/g) . (Valor
medio+/-DS).
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Fig.V.12. Plasmina y plasminégeno en cuajada y queso reggianito experimental (180 dias) (pg.plasminafg)
(Valor medio+/-LDS, 95%)
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Fig.V.13. Relacién plasminégenc : plasmina en cuajada y queso reggianito experimental (180 dias)
(Kg.plasmina/g). (Valor medio+/-LDS, 95%)

Se verificd una distribucién normal de los datos y para la muestra de
cuajada y la de queso (n=5) se aplicé la Prueba Q de Dixon a los efectos de
detectar valores estadisticamente diferentes dentro del grupo para p = 0,05, no se
verificd en ningun caso valores anémalos.

El valor de p en el test-F es menor a 0.05 implica que hay una diferencia
estadisticamente significativa en la actividad de plasmina y plasminégeno
encontrados en la cuajada y el queso Regianito Experimental proveniente de
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dicha cuajada, al igual que en la relacion plasminogeno: plasmina de los mismos,

con un 95% de nivel de confianza.

30

20

| M plasminogeno |
|® plasmina

(3]

cuajada queso

Fig. V.14, Plasmina y plasmingeno en cuajaday queso Reggianito Experimental (180 dias)
{pg plasminalg). Valor sobre la barra indica relacion Plasminégeno:Plasmina.

V. 2. 6. Determinacién del pH en los distintos tipos de quesos :

Se determind el pH a los distintos tipos de quesos procesados a los efectos
de poder analizar la posibilidad de una incidencia de la mayor o menor acidez de
los mismos con la actividad de plasmina encontrada en cada queso. En la tabla
V.13 se presentan los valores de pH medidos y en la Fig. V.15 se grafica el valor
medio de los pH para cada tipo de queso (no cocidos, semicocidos y cocidos) el
cuadrado minimo de las desviaciones estandar (LSD) para un 95% de nivel de
confianza.

En el Anexo IIl.7 se presentan los estadisticos de estos valores.
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No Cocidos pH Semicocidos pH Cocidos pH
Cremoso 52 Gouda 5,38 Parmesano 545
Blanco 1 4,74 Holanda 5,51 Reg. 1 539
Blanco 2 4,59 Pategras 58 Reg. 2 5,34

Magro 560 Port Salut 1 5,23 Reg. 3 534
Port Salut 2 5,26 Reg. Experimentales 518
Provolone 5,26

Media  |5,03+/-0,45 5,36+/- 0,16| 6,34+/-0,1

Tabla V.13, Valores de pH medidos en los distintos tipos de quesos.

w
T
1

48k 4

10 covidos semicocidos coeidos.

Fig.V. 15. pH medidos en los distintos tipos de quesos. (Valor medio+/-LDS, 85%)

En el andlisis estadistico de los pH encontrados en los quesos no cocidos,
semicocidos, y cocidos, el valor de p en el test-F fue mayor a 0.05 lo que implica
que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre las medias con un

95% de nivel de confianza.

V. 2. 7. Anélisis estadistico de los valores obtenidos :
Se aplicaron las pruebas estadisticas y test descriptos en el punto IV.8 del

capitulo de Material y Métodos .
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En el Anexo lIl.8, se presentan los datos estadisticos de estos anélisis
comparativos tanto para los resultados expresados en mg p-nitroanilina/g.queso
como en pg. plasmina/g. queso.

V.2.7.a. Comparacion estadistica entre quesos no cocides y semicocidos :

En la FigV.16 se presentan las medias y cuadrade minimo de las
desviaciones estandar (LSD) para cada uno de los quesos no cocidos y
semicocidos, mientras que en la Fig.V.17 se grafica la media general y LSD de
todos los quesos no cocidos y la media general y LSD de todos los quesos

semicocidos, y en la tabla V.14 se presentan los valores de la figura 17.
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FigV.16. Medias individuales de plasmina en quesos No Cocidos y Semicocides {ug.plasmina /

g.queso)(Valores medios+/-LSD).

Tipo de queso ug.plasminalg.queso
No Cocidos (n=20) 5,28+/-1,03
Semicocidos (n=30) 11,65+/-2,26

Tabla V.14, Media general en quesos No Cocidos y Semicocidos (ug. plasmina/g.queso)

(Media+/-DS)
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Fig. V-17 Medias generales de plasmina en quesos No Cocidos y Semicocidos (ug plasminalgr. queso)

El valor de p en el test-F es menor a 0.05 implica que hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de los quesos no cocidos y
semicocidos con un 95% de nivel de confianza, siendo menor los valores de

plasmina en los no cocidos respecto a los semicocidos.

V.2.7.b. Comparacion estadistica entre quesos no cocidos y cocidos :

En la Fig.V.18 se presentan las medias y cuadrado minimo de las
desviaciones estandar (LSD) para cada uno de los quesos no cocidos y cocidos,
mientras que en la Fig.V.19 se grafica la media general y LSD de todos los
quesos no cocidos y de todos los quesos cocidos, y en la tabla V.15 los valores

de la figura 19.
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FigV.18. Medias individuales de plasmina en quesos No Cocidos y Cocidos (pg.plasmina /
g.queso) (Media+/-LSD)

Tipo de queso Hg.plasmina/g.queso
Na Cocidos (n=20) 5,28+/-1,03
Cocidos (n=35) 15,7+/-3,60

Tabla V.15. Media general en quesos No Cocidos y Cocidos (ug.plasminal/g.queso) (Media+/-DS).
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Fig.V.18 Medias generales de plasmina en quesos No Cocidos y Cocidos (ug.plasmina / g.queso){Media+/-
LSD).
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El valor de p en el test-F es menor a 0.05 implica que hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de los quesos no cocidos y cocidos
con un 95% de nivel de confianza, siendo menor los valores de plasmina en los

no cocidos respecto a los cocidos.

V.2.7.c. Comparacién estadistica entre quesos Semicocidos y Cocidos :

En la Fig.V.20 se presentan las medias y cuadrado minimo de las
desviaciones estandar (LSD) para cada uno de los quesos semicocidos y
cocidos, mientras que en la Fig.V.21 se grafica la media general y LSD de todos
los quesos semicocidos y de todos los quesos cocidos, y en la tabla V.16 los

valores de la figura 21.
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FigV.20. Medias individusles de plasmina en quesos Semicocidos y Cocidos (ug.plasmina /

0.queso)(medio+/-LSD).

Tipo de queso ug.plasmina/g.queso
Semicocidos (n=30) 11,65+/-2,26
Cocldos (n=35) 15,70+/-3,60

Tabla V.16, Media general en quesos Semicocidos y Cocidos (g plasminalg. queso) (Media+/-
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Fig. V-21. Medias generales de plasmina en quesos Semicocidos y Cocidos (ug plasminalgr. queso)(Media+/-
LsD)

El valor de p en el test-F es menor a 0.05 implica que hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de los quesos semicocidos y
cocidos con un 95% de nivel de confianza, siendo menor los valores de plasmina

en los semicocidos respecto a los cocidos.

V. 3. DISCUSION :

V.3. 1. Actividad de plasmina y plasmindgeno en quesos argentinos:

La mayor parte de la plasmina y plasminégeno de la leche son retenidos en
la cuajada durante la elaboracion del queso. Sin embargo el 80% del total de
actividad de plasmina en la leche se encuentra inactiva como plasminégeno. Las
variaciones en la actividad entre los diferentes tipos de quesos dependen por un
lado, de la extension de la activacién del plasminégeno por activadores presentes
en la leche (Korycka-Dahl y col., 1983; Lawrence y col. 1987; Collin, J.C. y col.,
1.988;, Farkye y Fox,1990). Por ofra parte, la concentracion y actividad de

plasmina y plasmindgeno en quesos es dependiente de la tecnologia usada en la
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elaboracibn de los mismos, asi como de ofros factores de caracter no
tecnolégicos, tales como la etapa de la lactancia, o la raza y la edad de la vaca
por ejemplo, que determinan la variacion de actividad de esta enzima en la leche
(Grufferty, M.B., Fox, P.F., 1988).

En cuanto a los factores no tecnolégicos que afectan el contenido de
plasmina en la leche, los mismos se desarrollaron en el Capitulo Il. La incidencia
de estos factores en los niveles de plasmina puede conslituir una linea para la
continuacién de la investigacion.

Dentro de los factores tecnoldgicos, se pueden citar tres como de suma
relevancia en cuanto a su impacto en el contenido de plasmina-plasminégeno en
los quesos: el tipo de coagulacion que se realiza (proporcion de coagulacion acida
y enzimética efectuada), el proceso de coccion, y el tiempo de macuracion del
queso.

En el presente trabajo se determind la actividad de plasmina y
plasmindgeno en distintos tipos de quesos comerciales no cocidos, semicocidos
y cocidos; asi como en quesos reggianitos experimentales y su cuajada.

Dentro del grupo de los quesos no cocidos analizados : dos quesos
Blancos de distinta marca (NC-By, NC-B;), queso Magro Natural Untable (NC-Ma),
y quesa Cremoso (NC-Cr), no presentaron diferencia estadisticamente
significativa entre las medias del contenido de plasmina para un nivel de
confianza del 95%. Esto se justifica por el hecho de que, en términos generales,
la metodologia del proceso de elaboracion es parecida, ya que se trata de quesos
de pasta no cocida y blanda, cuya coagulacion se produce por cuajo a veces
complementada por acidificacion lactica y/o enzimas especificas.. Se trata de
quesos ligeramente acidos y sin maduracién como en el caso de los quesos

Blancos o, como en el queso Cremoso con un periodo de maduracién muy corto
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(menor a 30 dias). El pH relativamente bajo de estos quesos, la ausencia de
coccién y el corto periodo de maduracién, determina una actividad muy limitada
de la plasmina en los mismos. EI pH medido en los quesos no cocidos
procesados en nuestra experiencia tuvo una media de 5,03+/- 0,5, encontrando
los valores mas bajos en los quesos blancos con un valor de 4,5 coincidiendo esto
con el valor més bajo de plasmina encontrado en los quesos analizados.

En los quesos donde se logra la coagulacidon de la leche mediante el
agregado de 4cidos (coagulacién &cida), con o sin el agregado de pequefias
cantidades de coagulantes de leche, la plasmina y el plasminégeno son
disociados en forma importante de la micela de caseina y se eliminan con el
suero, no ocurriendo lo mismo en la coagulacién enzimatica (Grufferty, M.B., Fox,
P.F., 1988; Dupont, D., Grappin, R., 1.998) . Crudden y Kelly (2.003) demostraron
que en un suero obtenido de la acidificacion de leche pasteurizada descremada
con glucano - lactona hasta pH 4,6, la actividad de plasmina fue mucho mayor
que en la leche original, probando asi la disociacién de la enzima de la micela de
caseina a pH bajos.

En el caso de los quesos blandos en general, la tecnologia de elaboracién
de los mismos, tiene una destacada importancia en el complejo plasmina-
plasmindgeno.

Efectivamente, en este tipo de quesos la etapa de acidificacion en la
cuajada se produce en pocas horas (2-3 hs.) hasta un pH préximo a 5,1 después
del moldeo. Esta acidificacion entonces, se realiza al mismo tiempo que el
desuere, lo que haria que el plasminégeno y la plasmina se pierdan con el suero
ya que sus uniones a la caseina se encuentran debilitadas por el bajo pH. Estas
condiciones determinan que la plasmina total (plasmina+plasminégeno)

encontrada en los quesos blandos haya resultado menor a la encontrada en los
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quesos semiduros y duros. En los quesos duros la acidificacién hasta pH 5,2 se
produce en unas 48 horas (prensado+oreo), sobre una cuajada ya seca, es decir,
el desuerado se produjo previamente en la tina, antes de la acidificacién. Por este
motivo, la plasmina y el plasminégeno no se pierden de la cuajada quedando
contenida en la misma, y por consiguiente en el queso.

Por otro lado, se encontré que la relacion plasminégeno : plasmina es de
1,31 +/-0,39 para los quesos no cocidos lo que no los diferencia de la relacion
encontrada en los quesos semicocidos, pero si de la relacion hallada en los
cocidos.

Por tratarse de quesos no cocidos o elaborados con tratamiento de cuajada
a muy baja temperatura no se produce la inactivacion de los inhibidores de los
activadores del plasmindgeno motivo por el cual predomina la forma inactiva de la
enzima (plasminégeno).

Lo observado en los quesos comerciales argentinos coincide con lo
informade por D.Dupont y R. Grappin en 1.998 , quienes encontraron las mas
bajas concentraciones o ausencia de plasmina en los quesos frescos (pH 4,3- 4,5
en el escurrimiento) aduciendo esto al descenso del pH durante la manufactura
del queso.

Del mismo modo , M. Rampilli y V. Raja en el mismo ario, encontraron que
en los quesos cuya tecnologia no incluia la coccion presentaron la menor
actividad de plasmina en relacién a los semicocidos y cocidos, reconocieron como
una condicion relevante en la actividad de todo el sistema enzimatico, la acidez
del queso. Asi en los quesos de pH muy bajo como en el caso del cuartirolo (pH
4.8) la actividad fue practicamente nula, encontrando valores superiares en los
quesos de pasta no cocida pero con menor acidez como en el caso de los

quesos Gorgonzola y Taleggio.
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Rampilli, informé una relaciéon de plasminégeno:plasmina para quesos no
cocidos (valor medio) de 2 +/- 0,60.

Con respecto a los quesos de masa semicocida, al realizar el estudio
estadistico de comparacion de las medias de la plasmina cuantificada, se obtiene
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los quesos Gouda
(SC-Go), Holanda (SC-Ho), Por Salut marca 1 (SC-PS;), Por Salut marca 2 (SC-
PS;), Pategras (SC-Pa), mientras que si se presentan diferencias significativas
entre todos éstos y el Provolone (SC-Pr) para el mismo nivel de confianza (95%),
siendo menor la actividad de plasmina encontrada en éste tltimo .

A excepcion del provolone, todos estos quesos tienen un proceso de
elaboracion  similar utilizando fermentos constituidos por cultivos de bacterias
lacticas, por cuajo y/o ofras enzimas, son de pasta semidura, semicocida y tienen
un periodo de maduracién no menor al mes y medio o dos meses.

El Provolone Hilado, tiene un periodo de maduracion de entre 3 y 8 meses,
pasta semicocida, pero es hilada, para lo cual en el proceso de elaboracion la
masa caseosa se amasa con agua caliente (90°C) hasta conseguir el hilado a pH
bajo (5,0-5,1). En este proceso “de lavado lento a pH &cido” se produce la
eliminacién parcial de plasmina con el agua de lavado debide a que a este pH la
asociacion de la plasmina con la micela estaria mas debilitada. Este hecho
justificaria el menor contenido de la enzima en este queso, que lo hace
estadisticamente diferente a los valores medios encontrados en los otros quesos
semicocidos procesados.

Coincidentemente Rampilli (1.998), informé que la plasmina total en el
queso provolone fue sustancialmente menor al resto de los quesos semicocidos
que investigo.

El nivel de plasmina cuantificado en los guesos semicocidos fue mayor al
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encontrado en los no cocidos, presentando entre si una diferencia
estadisticamente significativa (95%), atn entre el provolone y el queso cremoso
que fue el que tuvo el nivel mas alto de la enzima entre los quesos no cocidos.
También presentaron diferencias significativas con los quesos cocidos, y en
contraste con estos quesos, los semicocidos presentaron una menor actividad de
la enzima.

La mayor actividad de plasmina con relacion a los quesos no cocidos se
podria explicar porque en el proceso de elaboracion se produce una coccion de la
cuajada a una temperatura suficiente para permitir cierta inactivacion térmica de
los inhibidores de los activadores del plasminégeno. Conjuntamente tienen un
periodo de maduracion mayor a los quesos frescos, tiempo que permite la
conversion del plasminégeno a plasmina debido a la accion de los activadores del
plasmindgeno (Dupont,D., Grappin,R, 1.998). Por otro lado, pH medido en estos
quesos varia entre 5,23 en los quesos Por Salut y 5,60 en el Pategras, no son tan
4cidos como los frescos, favoreciendo esto la actividad proteolitica residual de la
plasmina en estos quesos semicocidos.

Si bien presentaron este tipo de quesos niveles de plasmina mayores a los
hallados en los no cocidos, las temperaturas de coccién no son lo suficientemente
altas (40°-45°C) como para llegar a eliminar totalmente la accién de los
inhibidores de la plasmina y de los activadores del plasminégeno lo que determina
que la relacién plasminégeno:plasmina continie siendo mayor que uno (1,26 +/-
0,28).

Dupont y Grappin, 1998, llegan a la misma conclusién al comprobar que en
los quesos semicocidos predomina el plasmindgeno , encontrando en su caso que
la relacién plasminégeno:plasmina es similar a la encontrada en la leche. El valor

encontrado por Rampilli para esta relacién en los quesos semicocidos fue de 2,0
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+/-0,95, y al igual que en nuestra experiencia, no presenta una diferencia
significativa con el valor encontrado de plasmindgeno:plasmina en los quesos no
cocidos.

En el caso de los quesos cocidos procesados en la experiencia,
Parmesano (C-Pa), Reggianito marca 1 (C-R;), Reggianito marca 2 (C-R3),
Reggianito marca 3 (C-R;) , Reggianitos Experimentales (PROLAIN), se observo
una diferencia estadisticamente significativa entre las cinco medias
presentandose fres grupos. Los mayores valores obtenidos fueron para el
Parmesano y el Reggianito marca 1, éstos dos quesos presentaron diferencia
significativa con los Reggianitos marca 2 y los Reggianitos Experimentales, los
que no se diferencian entre si conformandose en un segundo grupo. El tercer
grupo lo constituyeron los Reggianitos marca 3 , siendo éste el orden decreciente
en cuanto al contenido de plasmina hallado. Esta diferenciacién en tres grupos
puede atribuirse a diferencias en la tecnologia de elaboracién, ¢ en el proceso de
maduracién, que no son tan homogéneos como en el caso de los quesos de
pasta blanda o semicocida .

El Cédigo Alimentario Argentino define bajo la denominacién de queso
Parmesanc y Reggianito a un mismo tipo de producto elaborado con leche
normalizada, acidificada por cultivo de bacterias y coagulada por cuajo ylo
enzimas especificas, de masa cocida , pasta dura, con un periodo de maduracién
no menor a los seis meses, pudiendo variar éste entre los 6 y los 18 meses.

El contenido de plasmina hallado en los quesos Reggianitos
Experimentales elaborados en el PROLAIN , se encuentra dentro del rango de
valores evaluados en los Reggianitos comerciales.

En todos los casos los valores de plasmina enconfrados en estos quesos

son superiores y se diferencian significativamente con los cuantificados en los
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