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OBJETIVO DEL PROYECTO INWC ZeL)

ORGANIZACION INTERPROFESIONAL LACTEA - MaKing Testing Easier

Objetivo proyecto InLac:

Desarrollar una técnica de cuantificacidon en quesos que pudiese
ser aplicada por los laboratorios de andlisis.

* Vdalidada para trasladarla a una norma oficial o de calidad.

e Para certificarla composicion de mezcla de leches en queso.

El reto

El método debia ser fiable y robusto.

La complejidad analitica:
* La variabiidad de la composicionde la leche.

» Los diferentes procesos de fabricacion.

» El grado de maduracion del queso.
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CLAVES DEL PROYECTO INLAC ZEL

Tecnologia: Protedmica dirigida PRM

"r X Este método de cromatografia liquida acoplado a espectroscopia

de masas estd basado en la deteccidon de péptidos especificos de

== especie. Estos deben cumplir la condicién de ser marcadores estables
T alo largo de la vida del queso.

LTI

Patron de referencia
Para la estandarizacidon de un método de cuantificacidon es esencial
disponer de patrones de queso. Estos deben estar basados en

pardmetros objetivos de composicion de la leche.

Estrategia de cuantificacion

Es fundamental una correcta seleccion de los patrones y controles
infernos en cada etapa del procedimiento analitico. Diseno de
algoritmos para la transformacion en términos de porcentaje de

mezcla.



PRINCIPIO DE LA TECNICA INLAC Zel')
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Qué es un método de protedmica dirigida (PRM)

PEPTIDO
) PRTEOTIPICO
PROTEINAS DEL PEPTIDOS “Huella digital”
QUESO

Especrometria de

masas m Andlisis de datos

SPAQILQWQVLSNTVPAK ‘ \

SPAQTLQWQVLPNAVPAK
Sensible SPAQTLQWQVLPNTVPAK
Especifica
Cuantitativa
Robusta
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Determinacion de los peptidos proteotipicos
LECHE N2 PROTEINAS N2 PEPTIDOS Las proteinas de la leche de vaca, cabra y oveja presentan
Cabra 216 1611 una elevada homologia pero hay secuencias especificas de
Oveja 164 1162 especie (péptidos proteotipicos)
Vaca 207 1769 ) pecie IPepTides b pICOs)
QUESO N2 PROTEINAS N2 PEPTIDOS e El andlisis bioinformdtico identificd una lista inicial de 61
Cabra 115 s21 péptidos especificos de especie.
Oveja 89 413
Vaca 89 459 ;
e Durante la optimizacién del método se trabajd con 9
Casein péptidos especificos de 3 proteinas diferentes y 3 péptidos
¢ \ — X . A ,\_/—\C)OC)O()O\
t.‘ ‘\ Unique cow Common peptide comunes.
Q bi ~O0 0 IO~ — e El método definitivo estd basado en 1 péptido por especie
/ Unique sheep Common peptide

de la caseinay 1 péptido comun de esta misma proteina.

l “ Unique goat Common peptide



Desarrollo del método de cuantificacion en quesos

EXTRACCION Extraccién de C s Cuantificacion

Solubilizacién Digestion Desalado

B proteinas /
PR 1= R - SRS NER %

» .‘_>"u,f

W
Péptidos !i.. Estandar interno
Cuantificacién (péptido pesado
C13, N15)
LC-MS: CUANTIFICACION 2 INTERPRETACION Y RESULTADOS
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Produccidon de quesos patron
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Fabricacion de 3 quesos de mezcla ternaria y 3 quesos puros
= 10% Oveja; 10% Cabra; 80% V aca
= 20% Oveja; 20% Cabra; 60% V aca
= 30% Oveja; 30% Cabra; 40% V aca

= 100% V aca
= 100% Cabra
= 100% Oveja

Ve e

Maduraciéon de cada tipo de queso en 3 periodos:
= ] mes
= 3 meses

= 4 meses

Creacion de un banco de quesos patron
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Validacion del méetodo

El estudio de validacion se ha redlizado de acuerdo a laos
recomendaciones de las guias de la AOAC INTERNACIONAL, Apéndice F
(2016) y Apéndice K (2019).

Los quesos patron del proyecto se han empleado como material de

referencia (RM) en los ensayos realizados.

Los pardmetros evaluados fueron:

* Rango de trabagjo vy linealidad

* Especificidad
e Limite de deteccidony limite de cuantificacion
* Repetibiidad y reproducibilidad

AOAC * Aplicabiidad

INTERNATIONAL
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Conclusiones:

= Se ha desarrollado un método de protedmica dirigida para el analisis
cuantitativo de mezclas de leche en queso aplicable por los laboratorios
de analisis.

= E|l método estd basado en la cuantificacién de 3 péptidos especificos
de la caseina de cada especie y 1 péptido comun de esta misma proteina.

= E| método se ha validado de acuerdo a las guias de la AOAC
INTERNACIONAL demostrando especificidad, linealidad y una elevada
exactitud y reproducibilidad.

= El método es robusto y puede ser aplicado al analisis de diferentes
tipos de queso con diferentes periodos de maduracion.
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