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CAPITULO I

EXPOSICION GENERAL DEL
PROBLEMA A INVESTIGAR




Exposicion General

Debido a la estacionalidad de la produccién de las leches de oveja y cabra, as{ como al
mayor precio de las mismas, ha sido frecuente la utilizacién fraudulenta de leche de vaca en
la fabricaci6n de quesos de oveja y cabra. Igualmente, el aumento creciente de la produccién
de leche de cabra, asf como su menor coste en relacién a la de oveja, ha determinado su
incorporaci6n en los quesos elaborados con leche de oveja. En nuestro pafs, tiene gran
interés por tanto, no sélo la deteccién de leche de vaca, sino también la de leche de cabra en
los quesos de mezcla. El poder determinar la materia prima (tipo de leche) que se ha
utilizado en la fabricacién de los quesos tiene gran importancia, no s6lo para garantizar la
genuidad de los quesos con Denominacién de Origen o los quesos fabricados con leches
puras, sino también en la determinacién de los porcentajes de leche en los quesos de mezcla
como, por ejemplo el Ibérico, que requiere un mfmimo de un 25% de leche de las tres
especies, ya que la legislacién espafiola establece normas de composicién, debiendo
declarar el porcentaje de los distintos tipos de leche empleados en su fabricacidn, El tema
tiene gran repercusién econémica ya que la Comunidad Européa es$ en estos momentos
excedentaria en la produccién de quesos, mientras los pafses comunitarios exigen estrictos
controles de calidad, preocupando sobremanera la genuidad de los quesos de oveja y cabra.

Para establecer la procedencia animal de las leches en mezclas 14cteas y quesos se han
utilizado métodos cromatogrificos (Prager, 1989), electroforéticos (Ramos y col., 1985,
Addeo y col., 1989 b) e inmunolégicos, basados en la utilizacién de técnicas como la de
inmunodifusién en geles, recientemente modificada en nuestro departamento bajo la
denominacién de test de "COMIT" (Garcfa y col., 1989), inmunodifusién radial,
inmunoelectroforesis en cohete (Radford y col., 1981), inmunoelectroforesis cruzada
(Elbertzhaghen y Wenzel, 1987), contrainmunocelectroforesis (Bernhauer y col., 1983),
inhibicién de la hemaglutinacién (Levieux, 1980) e inmunodotting (Aranda y col., 1988).
El inconveniente de las técnicas citadas es que requieren materiales y equipos costosos, el
realizarlas requiere mucho tiempo o una gran cantidad de anticuerpos purificados y, la
mayorfa de ellas, son sélo cualitativas o semicuantitativas.

Actualmente el desarrollo de técnicas inmunolGgicas basadas en la conjugacién de
marcadores sensibles a los anticuerpos, entre las que se incluyen las inmunoenzimiticas
(ELISA), constituyen una alternativa interesante a las técnicas fisico-quimicas de andlisis de
alimentos. Las ventajas mds sobresalientes de las técnicas inmunolégicas son: a) su elevada
sensibilidad, debido al empleo de marcadores que potencian su capacidad de deteccion, b)
elevada selectividad debido a la especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo, ¢}
pequefio coste del material utilizado, en comparaci6n con el de otras técnicas y d) la rapidez
y posibilidad de automatizacién del método, lo que permite analizar un nimero elevado de

muestras en poco tiempo.
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La mayorfa de los métodos inmunoenzimdticos descritos para la identificacién de
especies en mezclas l4cteas y en quesos, utilizan anticuerpos policlonales frente a las
protefnas séricas de la leche (Garcfa y col., 1990; 1991), las casefnas totales (Rodriguez y
col., 1990; 1993), inmunoglobulinas bovinas (Sauer y col., 1991) o péptidos sintéticos
(Rolland y col., 1993; 1995), Sin embargo, los inconvenientes asociados a la utilizaci6n de
anticuerpos policlonales radican en la disponibilidad limitada de los mismos y en la
necesidad de purificarlos para eliminar reacciones cruzadas y que posean una especificidad
adecuada, Ademds, la purificacién de los inmunosueros por afinidad es larga y costosa y
los anticuerpos purificados constituyen una mezcla de inmunoglobulinas, que pueden

variar en su afinidad por el antfgeno.

Es por ello, que el objetivo principal de nuestro trabajo ha consistido en la obtencién y
caracterizacién parcial de anticuerpos monoclonales especificos frente a las casefnas de la
leche de cabra, con el fin de utilizarlos posteriormente en el desarrollo de técnicas
inmunoenzimdticas (ELISA) que permitan la deteccién y cuantificacién de la leche de cabra
en mezclas ldcteas frescas y quesos madurados.

No obstante, para alcanzar el objetivo propuesto, deben cumplirse los siguientes

objetivos parciales:

(1). Fraccionamiento de las casefnas de la leche de cabra por cromatograffa lfquida
rdpida (FPLC) y cromatograffa de intercambio iénico, e identificacién de las
fracciones mds reactivas frente a los inmunosueros anti-casefnas de leche de cabra
(anti CC), purificados por cromatograffa de afinidad frente a los extractos
liofilizados de casefnas de vaca y oveja. '

(2). Inmunizacién de ratones Balb/c, con la fraccién casefnica m4s inmunoreactiva de
la leche de cabra y fusién de los linfocitos, extraidos del bazo de los ratones
mejor inmunizados, con células de mieloma de ratén.

(3). Identificacién de los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales y
clonacién, expansién y congelacién de los especificos frente a la leche de cabra,
asf como identificacién de la clase y subclase de los anticuerpos monoclonales de

interés.

(4). Produccién a gran escala de los anticuerpos monoclonales especificos y
purificacién de los mismos por precipitacién selectiva con sulfato amdénico o
utilizando tcnicas cromatogréficas espectficas.
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(5). Utilizacién de los anticuerpos monoclonales purificados para detectar y
cuantificar la presencia de leche de cabra en mezclas licteas frescas y quesos
madurados, mediante el desarrollo y puesta a punto de diversas técnicas

inmunoenzimaéticas (ELISA).
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Introduccion

II.1. LA LECHE
I1.1.1. GENERALIDADES

Segiin el Reglamento de Centrales lecheras y otras industrias ldcteas (B.O.E., 240 del
7 de Octubre de 1966) y el Cédigo Alimentario Espafiol vigente, la leche se define como:
"El producto {ntegro, no alterado ni adulterado y sin calostros, procedente del ordefio
higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las hembras mamiferas domésticas sanas y
bien alimentadas", indicando que esta denominacién se refiere exclusivamente a 1a leche de
vaca; para designar las leches producidas por hembras de otros animales se indicard el
nombre de la especie correspondiente.

La leche es desde el punto de vista qufmico un sistema complejo formado por 2 fases
liquidas fisicamente homogéneas: una fase lipidica y una fase acuosa entre las que se
reparten los diversos constituyentes. La composicién de la leche determina su calidad
nutritiva, su valor como materia prima para fabricar productos alimenticios y muchas de sus
propiedades. Los principales componentes de la leche son el agua, lipidos, carbohidratos,
protefnas, sales y una gran lista de componentes misceldneos, que se encuadran en cuatro
categorfas: componentes especificos del drgano y de la especie (la mayorfa de las proteinas
y de los lipidos), componentes especificos del 6rgano pero no de la especie (la lactosa),
componentes especificos de especie pero no del érgano (algunas proteinas) y componentes
no espectficos (agua, sales y vitaminas) (Jeness, 1988).

I1.1.2. DIFERENCIAS DE COMPOSICION DE LAS LECHES DE
VACA, OVEJA Y CABRA

La composicién qufmica de la leche varfa segiin la especie animal. En la Tabla IL.1.,
se muestra una clasificacién de los principales componentes de la leche. Es interesante
destacar que ademds de las variaciones debidas a la especie, los distintos componentes de la
leche se encuentran en proporciones variables dependiendo de numerosos factores y
condiciones como la raza, el estado fisiolégico del animal (etapa de lactacién, edad, estado
nutricional, variaciones estacionales) y factores ambientales, si bien se considera que la
composicién y propiedades de la leche son cualitativamente constantes,

Las leches de vaca, oveja y cabra se diferencian en algunas caracterfsticas, unas
facilmente observables y otras relacionadas con sus particularidades ffsicas y quimicas. La




Tabla II.1. Variaciones en la Composicién Quimica de la Leche, segiin las Especies Consideradas

COMPOSICION g/100g

Especies  Nombre Cientifico Agua Grasa Casefna  Proteinas séricas  Lactosa  Cenizas  Energia Kcal/100 g
Humana Homo sapiens 87,1 ) 4,5 0.4 0,5 7.1 0,2 72
Conejo | Orytolagus cuniculus 67,2 15,3 9,3 4.6 2,1 1,8 202
Rata Rattus noruegicus 79 10,3 6,4 2 2,6 1,3 137
Caballo Equaus cabalius 88,8 1,9 13 12 6,2 0,5 52
Cerdo Sus scrofa 812 6,8 2.8 2 3,5 1 102
Vaca Bos taurus 87,3 3,9 2,6 0,6 4,6 0,7 66
Oveja  Ovisaries 82 7.2 3,9 07 48 0.9 102
Cabra Capra hircus 86,7 45 2,6 0.6 43 0,8 70

Fuente: Jeness, 1988
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leche de vaca es un liquido opaco, blanco mate, mds o menos amarillento segin el
contenido en B-caroteno de la materia grasa. Tiene un olor poco marcado y su gusto es
agradable y dulzén (Assenat, 1991). Teniendo en cuenta que la leche de vaca se considera,
si no como referencia, s como la mds estudiada y conocida, las comparaciones entre las
leches de interés se establecerdn especialmente con ella.

I1.1.2.1. LECHE DE OVEIA

La leche de oveja es de un color blanco nacarado, semejante a la porcelana. Su
opacidad es mayor que la de las leches de vaca y cabra y su viscosidad es mayor que la de la
leche de vaca. La leche de oveja tiene un olor "sui géneris", caracterfstico del animal que la
produce y poco marcado en la leche recogida en buenas condiciones.

La grasa es el componente de 1a leche de oveja que muestra mayores variaciones.
Parkash y Jeness (1968) determinaron que el didmetro del glébulo graso es de 3,30 micras
en la leche de oveja y de 4,55 en la leche de vaca. El color de la leche de oveja es netamente
blanco, debido a la poca presencia de B-caroteno (Laxminarayana y Dastur, 1968). Los
lipidos de la leche de oveja se caracterizan por su elevado contenido en dcidos grasos
saturados de 6 a 12 dtomos de carbono, con una proporcién particularmente elevada del
dcido caprilico, de 1,7 a 4% en peso de los 4cidos grasos totales en la leche de oveja, frente
a s6lo el 1-1,8% de la leche de vaca. Lo mismo sucede con el 4cido cdprico, de 4 a 11% en
la leche de oveja frente al 2,1-3,5% de la leche de vaca {Assenat, 1991).

El andlisis de los 4cidos grasos, revela algunas diferencias, que parece que son
especificas de la leche de oveja (Kuzdzal-Savoie y Kuzdzal, 1970). Los dcidos
comprendidos entre el mirfstico (C14) y el pentadenoico (C15) se encuentran en pequeiia
cantidad, lo que se ha considerado por diversos autores en la deteccién de posibles fraudes.
El olor y gusto caracterfstico de la leche de oveja estdn es estrecha relacidn con el contenido
de 4cidos grasos de 6 a 12 4tomos de carbono, El aroma particular de los quesos de leche de
oveja se debe a la composicién de los lfpidos de esta leche. En la leche de oveja existen
menos triglicéridos de cadena larga y mds de cadena corta que en la leche de vaca mientras
la proporcién de fosfolfpidos de la leche de oveja parece ser ligeramente mayor en la leche
de oveja que en la de vaca. Ya se ha mencionado que los quesos obtenidos con leche de
oveja presentan, la mayorfa de ellos, caracteristicas especificas de sabor y gusto, lo que
parece deberse fundamentalmente a la lipolisis del componente graso. Los 4cidos caprilico y
cdprico se encuentran en la leche de oveja en cantidades relativamente importantes, por lo
que es posible que influyan en este proceso, bien como sustancias activas o como
precursores de otras sustancias (Assenat, 1991).



Introduccion

La leche de oveja es especialmente rica en componentes queseros. Es habitual decir
que, para cantidades de leche idénticas, se obtiene de media dos veces mds de queso con la
leche de oveja que con la de vaca. La leche de oveja produce una cuajada dura y la pasta es,
en general mds blanca, siendo relativamente diffcil la oposicion de sabores amargos, lo que
se atribuye a la menor proporcién de casefnas g respecto a la casefna total, Lo mds notable
en cuanto a la composicién de la leche de oveja, en comparaci6n con la de vaca y cabra, es
que es unas 2 veces mds rica en grasa y en nitrégeno total. Su contenido en lactosa es igual
o inferior al de Ia leche de vaca.

I1.1.2.2. LECHE DE CABRA

La leche de cabra es de un color blanco mate, debido a que no contiene B-caroteno;
recién ordefiada tiene un olor neutro, aunque a veces al final de la lactacién se aprecia un
denominado cdprico. El sabor dulzén es particular de esta leche. La viscosidad de la leche
de cabra es més baja que la de vaca (Parkash y Jeness, 1968). Como las concentraciones de
grasa y protefnas de la leche de cabra son inferiores a las de la leche de vaca, su valor
energético es mds bajo. En cuanto a su valor vitamfnico, la leche de cabra no contiene
carotenos y se caracteriza por la ausencia o la presencia de una cantidad pequefia de vitamina
E.

Los glébulos grasos de la leche de cabra son més pequefios que en la de vaca, pero la
composicién y propiedades de ambas membranas son similares. Un 65% de los glébulos
grasos tienen un didmetro inferior a 3 micras frente a un 43% en la leche de vaca, con un
didmetro medio muy préximo al de la leche de oveja, de 3,5 micras y de 3,3 micras
respectivamente, A igualdad de concentracién de grasa, la leche de cabra tiene un nimero de
glébulos grasos dos veces mayor que la leche de vaca y un didmetro medio inferior de 3,53
micras y de 1,99 micras para la leche de vaca y de cabra, respectivamente (Fahmi y col.,
1956).

Los triglicéridos representan el 98,99% de los lfpidos de la leche, siendo los mono y
diglicéridos poco frecuentes, representando un 0,5% del total. La leche de cabra tiene un
contenido en 4cidos grasos pricticamente doble que el de la leche de vaca (16,6% frente al
8%). Bl porcentaje de dcidos grasos saturados varfa entre el 659% y el 71,9%. Si se
estudian los dcidos grasos en funcién de la longitud de su cadena de dtomos de carbono de
C4 a C12, la leche de cabra y la de oveja son similares, con un 20% y un 24%,
respectivamente, frente al 14% de 1a leche de vaca, La diferencia entre las leches de cabra y
vaca se encuentra esencialmente en la proporcién de los dcidos grasos C8, C10 y C12, que
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para la leche de vaca y cabra son de 1,8 ¥ 3,6%, de 40y 32% y de 8,7y 4,7%,
respectivamente.

En la leche se distinguen dos grupos de compuestos nitrogenados: las protefnas y las
sustancias no proteicas o nitrégeno no proteico (NNP), que en la leche de vaca representan,
respectivamente, el 95% y el 5%. La leche de oveja es pobre en NNP, siendo en esto
similar a la de vaca (6,8%). Por el contrario, en la leche de cabra la concentracién de NNP
es més elevada que en las otras dos, del orden del 8,7% (Mahieu y col., 1976, 1977;
Mohrand-Fehr y Flamant, 1983).

I1.2. COMPOSICION PROTEICA DE LA LECHE

- Las proteinas l4cteas tienen una gran importancia en la nutricién humana e influencian
el comportamiento y las propiedades de los productos que las contienen, por lo que se han
estudiado ampliamente, La mayorfa de los estudios se han realizado en la leche de vaca,
extrapolando los resultados a las demds especies. La fraccion proteica de la leche se
encuentra en la fase acuosa, bien en estado soluble, constitufda por diferentes polfmeros
proteicos hidréfilos (protefnas del lactosuero) o bien en estado coloidal, constituida por
particulas sélidas, en suspension, que difunden la luz y dan un color blanco opaco (micelas
de casefna). Las micelas de casefna son complejos orgénicos constitufdos por protefnas
laxas y enmarafiadas, mientras que las protefnas solubles se encuentran como cadenas
enrolladas y cerradas (Walstra y Jeness, 1987).

El grupo denominado "casefnas” consta de 4 tipos de cadenas polipeptidicas agi,
sz, By %, ademds de algunos derivados procedentes de la proteolisis de estas cadenas. El

95% de la casefna de la leche se encuentra agrupada en las micelas de casefna de 20-300
wm de didmetro, asociada con iones calcio y fosfato, En el otro grupo de proteinas,
denominado "protefnas del lactosuero" se incluyen la a-lactoalbimina, la p-lactoglobulina,
la albdmina sérica bovina, las inmunoglobulinas, las protefnas de la membrana del glébulo

graso, los enzimas y otras protefnas minoritarias como transferrina, lactoferrina y pa-
microglobulina (Tabla IL.2.).

I1.2.1. NOMENCLATURA DE LAS PROTEINAS LACTEAS

A 10 largo del siglo XIX y principios del actual, las protefnas conocidas se limitaron a
las casefnas y a la o-lactoalbimina y B-lactogiobulina, aunque posteriormente se¢ han

10



Introduccion

Tabla I1.2. Clasificacién y Distribucién de las Protefnas de La
Leche de Vaca (30-35 g/1)

LCASEINAS (2428 /)

Casefnas @,
Casefnas e,
Casefnas

Caseinas X

(12-15 g/)
(3-4 g/l)
(9-11 g/
(2-4 )

B-Lactoglobulina
o -Lactoalbimina
Sercalbdmina bovina
Inmunoglobulinas

(2-4 g/)

(0,6-1,7 g/)
(0,2-0,4 g/1)
(0,5-1,8 g/1)

Transferrina

Lactoferrina

B2 -Microglobulina
Glicoprotefnas

Ceruloplasmina

Inhibidor de Tripsina
Quininégeno

Prote{na ligante de Folato
Protefna ligante de Vitamina Bia

2. ENZIMAS

Fuente: Whitney, 1988
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identificado y caracterizado numerosas proteinas. El Comité de la Asociacién Americana de
Ciencia de la Leche y Productos Ldcteos (ADSA), ha desarrollado un sistema de
clasificacién de las protefnas de la leche para su nomenclatura y clasificacién (Eigel y col.,
1984), incluyendo las proteinas minoritarias y los enzimas. Excepto para la seroalbdmina
bovina, las inmunoglobulinas y las protefnas de la membrana del glébulo graso, la
nomenclatura empleada en esta clasificacién consiste en una letra griega, con o sin
subfndice, que identifica la familia de protefnas. Las variantes genéticas se indican por una
letra ardbiga mayuscula, con o sin superindice y las modificaciones post-traduccionales, se
indican por una notacién alfanumérica seguida de la letra que designa la variante génica.

Un problema importante para denominar a las protefnas ldcteas, de especies distintas a
la bovina, es determinar su homologfa. En biologfa donde el término homologfa significa
ancestros comunes, se dice que las protefnas de especies distintas son homdélogas si
proceden de un ancestro comun, Otro criterio de homologfa es la existencia de
inmunoreactividad cruzada, por lo que las proteinas homoélogas muy préximas poseen
determinantes comunes y por lo tanto exhiben reacciones inmunolégicas cruzadas, pero la
ausencia de reactividad cruzada no implica necesariamente la carencia de homologia. La
homologfa puede deducirse de la funcién biolégica y de la inmunoreactividad cruzada,
aunque el criterio definitivo es homologfa en la secuencia aminecacf{dica (Swaisgood, 1982).
Las caseinas, la o-lactoalbimina y la p-lactoglobulina, se nombran de acuerdo a sus
homdlogos en la especie bovina, mientras la albimina sérica se identifica por su movilidad
electroforética, inmunoreactividad y su tamafio molecular. Las inmunoglobulinas se
identifican y denominan por su inmunoreactividad y los enzimas se identifican y nombran
por su especificidad biolégica. -

Estd claramente establecido que la heterogeneidad de una familia de protefnas de la
misma especie, deriva de las modificaciones post-traduccionales ( fosforilacion incompleta
de las caseinas, glicosilacién de la casefna x, proteolisi's parcial por la plasmina) y del
polimorfismo genético. Todas las protefnas de la leche presentan polimorfismo genético
(Martfn, 1993); hasta ahora todas las variantes conocidas difieren en los radicales ionizables
y, originalmente, se detectaron por variaciones en la migracién electroforética de las
protefnas de leches de vacas distintas. En la mayorfa de los casos, la localizacién de las
sustituciones se ha establecido con técnicas de secuenciacién de los péptidos de interés. En
algunas de las protefnas de la leche existen también variantes no genéticas, debido a
diferencias en el ndmero y localizacién de los grupos fosfato y glicosilo, que se unen a las
cadenas polipept{dicas después de la traduccidn.

12
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I1.2.2. EL. POLIMORFISMO GENETICO DE LAS LACTOPROTEINAS

El estudio de los determinantes genéticos de las protefnas de la leche es relativamente
reciente, (Bonsing y Mackinlay, 1987; Rosen, 1987; Mercier y col., 1991 y Mercier y
Vilotte, 1993). El polimorfismo genético de las casefnas se traduce en la posibilidad, para
cada una de eilas, de existir bajo diversas formas derivadas de la misma forma original por
mutacién. Estas variantes designadas por las letras A, B, C, etc., se diferencian entre s{ por
modificaciones mfnimas en la estructura de las cadenas polipept{dicas donde por ejemplo,
un aminodcido es reemplazado por otro. Sin embargo, estas pequefias modificaciones
pueden traducirse en cambios importantes de sus propiedades: la sustitucién de un
aminodcido por otro puede acarrear una modificacién de las estructuras secundaria o
terciaria de la protefna. Las variantes genéticas pueden poseer, por tanto, implicaciones
interesantes,

En una poblacién, se habla de polimorfismo genético cuando existen, en un locus de
estructura determinada, al menos 2 alelos. El polimorfismo genético de las proteinas en
general y de las lactoproteinas en particular, se detecta por electroforesis en geles que
permiten la separacién de 2 formas de una misma protefna (o 2 variantes) cuando difieren en
su carga o su tamafio, lo que ocurre como consecuencia de mutaciones en las secuencias
codificantes de un gen (una parte de los exones) y que no representan m4s que una débil
parte (3 a 7% para los genes de las casefnas) de la totalidad del gen. El polimorfismo
observado en una protefna solamente refleja parcialmente el polimorfismo existente a nivel
genémico. Solamente 3 mutaciones de cada 4 originan la sustitucién de un aminodcido por
otro. Ademds, alrededor de dos tercios de las sustituciones de las protefnas no modifican su
carga neta y no pueden ser revelados por electroforesis. Evidentemente, las mutaciones se
producen igual y estadfsticamente en nimero més elevado, en las secuencias no codificantes
de los genes (intrones, secuencias promotoras y reguladoras), que no son identificables por
el andlisis estructural de la proteina, pero que pueden tener un efecto considerable sobre su
sintesis, como ocurre en el caso de las caseinas caprinas (Martin, 1993).

Es, en la especie bovina, donde mds se ha estudiado el polimorfismo de las
lactoprotefnas, por la importancia econémica de la leche de esta especie. Sobre el reparto y
la frecuencia de las diversas variantes genéticas, se han realizado recientemente diversas

revisiones (Mercier y Grosclaude, 1992; Ng-Kwai-Hang y Grosclaude 1992).

13
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QDIFI

El fuerte vinculo existente entre los genes que codifican las casefnas ogy, y B fue
demostrado en 1964 por Grosclaude y col. (1964). Los estudios mendelianos sobre el
polimorfismo genético de las casefnas (Grosclaude y col., 1964, 1965, 1978; Larsen y
Thymann, 1966) permitieron establecer gue las casefnas se encuentran codificadas en 4
genes estrechamente ligados. Estos 4 locus se comportan como una tinica entidad genética,
en la que la combinacién de los alelos, casi indisociables, se denomina "haplotipo”. Estas
observaciones, fin de la genética cldsica, se han confirmado recientemente por el andlisis de
los fragmentos de ADN gendémico, por electroforesis en geles de agarosa (Threadgill y
Womack, 1990; Ferreti y col., 1990). Estos autores han desarrollado el mapa de un
fragmento de 250 a 300 Kb (Figura II.1.), que posiciona los 4 locus en el siguiente orden :
ag1, 0g2, Py . Estos 4 genes se han localizado posteriormente, por técnicas de hibridacion

"in situ", en el cromosoma 4 de los bovinos, ovinos y caprinos (Hayes y col., 1993a).

Los genes que codifican las casefnas sensibles al calcio (ag1, ets2 ¥ B), poseen una
organizacién similar y dominios estructurales comunes, confirmando la hipétesis de un
origen filogenético comdn, como se desprende de la comparacién de las protefnas
resultantes de su expresién (Gaye y col,, 1977). Un andlisis mds detallado y su
comparaci6n interespecifica, revelan una organizacion estructural muy conservada. Asf,
independientemente de la especie considerada, la unidad de transcripcién del gen de la
casefna B estd formada, invariablemente, por 9 exones, Las dGnicas diferencias notables
derivan del tamafio de algunos intrones, debido a la presencia de secuencias repetidas.

La determinacidn de la organizacién estructural de los genes de las casefnas ogy ¥ a2

es muy reciente (Koczan y col., 1991; Groenen y col., 1993). Sus unidades de
transcripcién se componen, respectivamente, de 19 y 18 exones. Sin embargo, la estructura
del gen de la casefna x bovina es sensiblemente diferente de la de los genes de las casefnas

sensibles al calcio og, ag2 v B.

11.2.2.2, ESTR RA Y LOCALIZACION DE L.OS GE UE CODIFICAN
LAS PROTEINAS SERICAS

El gen que codifica la a-lactoalbdmina bovina y caprina se ha localizado en el
cromosoma 5 (Hayes y col., 1993 b), mientras que el cromosoma portador del gen
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especffico de la B-lactoglobulina se ha identificado en el cromosoma 11 (Hayes y Petit,
1993). Las unidades de transcripcién de los genes que codifican la o-lactoalbimina (Villote
y col., 1987) y la B-lactoglobulina (Alexander y col., 1993) son de un tamafio relativamente
pequeiio (2 y 4,7 Kb respectivamente), comparadas con las las de los genes especificos de
las caseinas, comprendidos entre 8,5 kb para la casefna B (Bonsing y col., 1988) y 18,5 Kb
para la casefna ag; (Groenen y col., 1993) (Figura I1.2.).

I1,2.3. MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES RESPONSA-
BLES DE LA HETEROGENEIDAD DE LAS PROTEINAS

En algunas protefnas licteas, existen también variantes no genéticas debido a
diferencias en el nimero y localizacién de los grupos fosfato y glicosilo que se unen a las
cadenas polipeptidicas después de la traduccién, Las modificaciones post-traduccionales de
las que son objeto las casefnas (fosforilacién, glicosilacién y proteolisis) son, en parte,
responsables de la multiplicidad de los productos observados,

Las principales protefnas de la leche, las casefnas og, 0gg, B y k asi como las
protefnas solubles -lactoglobulina y a-lactoalbimina, se sintetizan en los ribosomas unidos
al reticulo endopldsmico, bajo la forma de una pre-protefna con una extensién suplementaria
de 15 a 21 residuos aminodcidicos en la parte N-terminal. Este fragmento, o péptido sefial,
permite el paso a través de la membrana lipoproteica del retfculo y después es eliminado. La
protefna ldctea sintetizada migra entonces hacia el aparato de Golgi, del que se liberan las
vacuolas que contienen protefnas, progresando hacia la membrana plasmética del acinus,
con la que se fusionan. Después, se abren para verter su contenido en la luz del acinus y dar
lugar a la leche (Ribadeau-Dumas, 1981). Durante el desplazamiento intracelular se produce
la fosforilacién o la glicosilacién de las proteinas implicadas.

Las protefnas del lactosuero presentan una estructura globular compacta mientras que
por el contrario, 1a estructura tridimensional de las casefnas parece permitir su asociacién en
particulas esféricas estructuradas, las micelas, en las cuales que el ensamblaje y 1a cohesién
estdn asegurados reversiblemente por las uniones fosfocdlcicas. Bl cardcter reversible de
esta estructura, que asegura el transporte bajo forma soluble de los iones fosfato y calcio,
requiere la fijacién covalente de grupos prostéticos. Estas modificaciones
post-traduccionales, realizadas enzim4ticamente en el aparato de Golgi, son en gran parte
responsables de la fuerte heterogeneidad que caracteriza a las casefnas.
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Cromosoma 4
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Figura IL 1. Estructura y localizacién de los genes que codifican
las caseinas (Martin, 1993)

I]—-—-:f: : i ]:{H:. B-lactoglobulina (4,7 Kb)

13 140 74 111 105 42 180

IH:H: . a-lactoalbiimina (2 kb)

160 159 76 330

Figura I1.2. Organizacion estructural de los genes que codifican las dos
principales lactoproteinas séricas (Martfn, 1993)
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La fosforilacion de las casefnas tiene lugar post-traduccionalmente en el aparato de
Golgi, donde se han identificado los enzimas casein-quinasas (Bingham, 1979). La
comparacién de los lugares de fosforilacién en varias casefnas, permite conocer que la
fosforilacién de las casefnas se encuentra catalizada por una quinasa que reconoce
especificamente la secuencia tripeptfdica Ser/Thr-X-A, donde A representa un residuo
dcido, preferentemente de tipo glutdmico (Glu), raramente aspdrtico o un serfn-fosfato y la
X corresponde a un residuo aminoacfdico cualquiera {(Mercier, 1981). Por otra parte, el
reconocimiento de esta secuencia no es suficiente para determinar una modificacidn, siendo
conveniente que estos residuos estén accesibles para la interaccién con las casein-quinasas,
es decir, expuestos en estructuras desordenadas como sucede en el caso de las casefnas,
mientras que estas secuencias en la a-lactoalbiimina (Ser 76) y p-lactoglobulina (Ser 110),
se encuentran ordenadas en su estructura,

Todas las caseinas se encuentran fosforiladas en mayor o menor grado y todos los
residuos fosforilados se han identificado como serina, excepto en el caso de la ag1D que
contiene, ademds, un residuo fosfotreonilo. Los lugares de fosforilaci6én estdn dispersos o
concentrados en uno (agy y B) 6 2 (asz) segmentos cortos de cadenas polipeptidicas, para
formar los lugares de fosforilacién miltiple, conteniendo de 3 a 5 residuos fosfoserilo
consecutivos, Estos lugares de fosforilacién miiltiple son los responsables de la sensibilidad
al calcio de las casefnas ogj, 03, ¥ B, y constituyen, verdaderamente, los puntos de anclaje
de los puentes fosfocdlcicos que unen a las submicelas entre sf, La familia de las casefnas
agz tiene mds variabilidad en cuanto a la extensién de la fosforilacién ya que su ndmero
varfa de 10 a 13 residuos (Brignon y col,, 1977).

El cardcter hidréfilo de la caseina x se encuentra reforzado por la glicosilacién, lo que
contribuye a incrementar la complejidad del sistema, identificdndose al menos 10 formas
diferentes en la especie bovina (Vreeman y col., 1988) y, al menos, S en la especie caprina
(Addeo y col., 1988). La glicosilacién de la casefna x tiene lugar probablemente en el
aparato de Golgi (Loucheaux-Lefebvre y col., 1978).

Como conclusidn, conviene sefialar que las lactoprotefnas se sintetizan en forma de
precursores y que durante su traduccién en el retfculo endopldsmico las cadenas
polipeptidicas son amputadas de su péptido sefial (15-21 residuos aminodcidos). La
estructura de estos péptidos es extremadamente conservada (Mercier y Gaye, 1980), en
particular en las casefnas sensibles al calcio (g, 052 ¥ B). Por otra parte durante el
almacenamiento de la leche en refrigeracién, a menudo se observa la aparicién de productos
de degradacién y de fracciones casefnicas minoritarias: las casefnas y, R, S y TS que
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proceden de la proteolisis de la casefna B (Gordon y col,, 1972) por la plasmina (Eigel y
col., 1979).

I1.3. CASEINAS

Es dificil definir las casefnas de forma que se incluyan todas las proteinas que
pertenecen a esta clase y se excluyan las demds, aunque la propiedad comin de su escasa
solubilidad a pH 4,6, sirve de base para una definicién conveniente y operativa, A este pH
precipitan todas las casefnas, salvo algunos derivados proteolfticos, mientras su solubilidad
en estas condiciones es mucho menor que la de cualquier protefna del suero, lo que permite
una neta separacién entre unas y otras. Bajo el punto de vista de su composicién, todas las
cadenas polipept{dicas de casefna tienen al menos un enlace éster-fosfato por molécula,
mientras que ninguna de las protefnas del suero los tiene. Las caseinas representan la
fraccién mayoritaria de las protefnas de la leche y se distinguen por una serie de propiedades
estructurales caracter{sticas importantes por lo que respecta a su comportamiento quimico y
tecnolégico (Jaubert y Martin, 1992), La aptitud de la leche a la coagulacién, la reologfa de
las cuajadas y ciertos comportamientos del afinado, estdn directamente ligados con la

estructura y composicién de 1a micela de casefna

Debido a su alto contenido en fosfato, las casefnas og), og2 y B se unen fuertemente al
calcio y precipitan a concentraciones de Ca2+superiores a 6 mM. Sin embargo, la casefna «,
con s6lo un residuo fosfato, es soluble a elevadas concentraciones de Ca?t+y reacciona
hidrofébicamente con el resto de las casefnas, llegando & estabilizar hasta 10 veces el peso
de las casefnas sensibles al calcio, evitando su precipitacién mediante la formacién de
agregados coloidales llamados micelas.

I1.3.1. MICELA DE CASEINA

Mis del 95% de las casefnas de la leche se encuentran agrupadas en micelas,
formadas por un 94% de protefna y un 6% de otras sustancias, principalmente calcio,
fosfato, algo de magnesio y citrato. Las micelas son esféricas, de un didmetro de entre
30-50 nm y un tamafio molecular de unos 108 daltons, formadas por submicelas esféricas
de unos 106 daltons, unidas mediante enlaces de fosfato célcico, interacciones hidrofébicas
y puentes de hidrégeno. Aunque la estructura exacta de las submicelas se desconoce, uno
de los dltimos modelos (Schmidt, 1982), propone que las casefnas sensibles al calcio, las
agl, Ogz ¥ B, interaccionan hidrofébicamente formando el nicleo de la submicela, mientras
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que la casefna x se localiza predominantemente en la superficie (Figura I1.3.). Cerca de 2/3
de la molécula de la casefna x es hidrofébica y reacciona hidrofébicamente con las proteinas
del nicleo de 1a submicela, mientras que la regién C-terminal, hidrofilica, se orienta hacia el
exterior. Las submicelas se agregarfan, de modo que aquellas mds ricas en casefna x se
concentran en la superficie. Se cree que las micelas se estabilizan mediante un potencizl
eléctrico y por el impedimento estérico que causan los segmentos C-terminales de la caseina

x, que impiden su agregacidn.
I11.3.2. CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LAS CASEINAS

De las proteinas alimentarias, las protefnas de la leche de vaca, son probablemente las
mejor caracterizadas quimica, ffsica y genéticamente. Las casefnas, aunque con una
estructura menos ordenada y mds flexible que las tfpicas proteinas globulares del suero,
poseen una estructura secundaria y terciaria. La estructura primaria de la mayorfa de las
variantes genéticas de cada una de las fracciones casefnicas mayoritarias, se ha establecido,
bien por secuenciacién de la protefna o del DNA cromosémico (Swaisgood, 1992).

La composicién qufmica de las variantes genéticas mayoritarias de cada una de las
casefnas, se muestra en la Tabla IL.3., de la que se deduce que una caracterfstica diferencial
de las casefnas respecto de las protefnas globulares del lactosuero, es la presencia de
residuos de fosfoserina y un nimero elevado de residuos prolina. Asfmismo, destaca la
ausencia de residuos de cistefna en las casefnas ag; y 8. El conocimiento de la composicién
aminoacfdica permite el cdlculo de un niimero de pardmetros fisico-qufmicos, como la carga
molecular, que se muestra en la Tabla IL4, Otra caracterfstica que, ademds, es responsable
de sus propicdades funcionales es el cardcter anfétero de sus estrucuturas primarias
(Swaisgood, 1982), fundamentalmente de las casefnas sensibles al calcio (g1, 0g2 ¥ B)
debido a la fosforilacién y a la existencia de agrupamientos aniénicos de residuos de serina
y treonina en sus dominios polares, alternando con secuencias hidrofébas con pocos
residuos cargados, divididos casi por igual entre cationes y aniones, por lo que la estructura
terciaria de las casefnas estarfa constituida por dos dominios, uno hidrofébico globular y
otro polar muy cargado (Swaisgood, 1982). En cambio, el dominio polar de la caseina «,
aunque fuertemente ani6nico, no contiene fosfoserina, por lo que esta caracteristica
estructural serfa la responsable de las interacciones con el calcio que definen la estructura

micelar.

Debido a que la observacién directa de la estructura de las casefnas por cristalograffa
con rayos X no es posible, se han utilizado técnicas espectrales y algoritmos para predecir
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Tabla IL.3. Composicién Quimica de las Variantes Genéticas Mayoritarias
de las Caseinas Segiin su Estructura Primaria

AMINOACIDOS O, B-8P Og, A-11P kB-1P B A2-5P
Asp 7 4
Asn 8 14 8 5
Thr 5 15 14
Ser 8 6 12 11
SerP 8 11 1 5
Glu 25 24 12 19
Gln 14 16 14 20
Pro 17 10 20 35
Gly 9 2
Ala 9 15 5
Cys 0 2 2
Val 11 14 1i 19
Met 5 4 2 6
Ile 11 11 13 10
Leu 17 13 -8 22
Tyr 10 12 9 4
Phe 8 6 4 9
Trp 1 1
Lys 14 24 9 11
His 5 3 3 5
Arg 6 6 5 4

Pyr o Glu 0 0 Iy 0
Residuos totales ' 199 207 169 209
Peso molecular 23,623 25,238 19,006 23,988

Fuente: Swaisgood, 1993
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Tabla IL4. Caracteristicas Fisico-Quimicas de las Caseinas Segin
su Composicion

PROTEINA CARGA apH 6,6 pH ISOIONICO
Ot
A-8P -21 4,94
B-8P -21,9 4,04
C-8P -20,9 4,97
D-9P -23,5 4,88
Cgy
A-10P -12,2 5,45.
A-11P -13,8 5,37
A-12P -15,5 53
A-13P -17,1 5,23
§
A3.5P -13,8 5,07
A2.5p - -13.3 5,14
Al.5p -12,8 5,22
B-5P -11,8 5,29
C-4P 92 5,46
K
A-1P -3 , 5,61
B-1P -2 5.9

Fuente: Swaisgood , 1993
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su estructura secundaria a partir de su estructura primaria. Los resultados obtenidos
sugieren que la afirmacién frecuente de que las casefnas carecen de estructura secundaria es
incorrecta (Swaisgood, 1982), Recientemente, también se han realizado intentos para
predecir su estructura terciaria a partir de su estructura primaria mediante el desarrollo de
modelos moleculares (Kumosinsky y col., 1991 a, 1991 b). Las estructuras obtenidas
sugieren que los agrupamientos de residuos similares y la presencia de un gran nimero de
residuos de prolina uniformemente distribuidos, hacen que las estructuras secundaria y
terciaria de las casefnas sean abiertas y desordenadas.

La flexibilidad de la estructura de las caseinas se refleja por su susceptibilidad a la
proteolisis, lo cual origina dramdticos cambios funcionales (Swaisgood y Catignani, 1987).
La estructura de la casefna P es aparentemente abierta y flexible en la regién entre el
N-terminal del dominio polar y el C-terminal del dominio hidrof6bico, por lo que la accién
de la plasmina sobre esta casefna (Eigel, 1977, 1981) da lugar a las caseinas y y a las
proteasas-peptonas de la leche, Las casefnas y derivan del dominio hidrofébico y son
extremadamente apolares, extrayéndose con solventes orgdnicos (Reimerdes y Herlitz,
1979); por el contrario, la fraccién proteasa-peptona que deriva del dominio polar estd
altamente cargada y es muy estable térmicamente,

Las casefnas sensibles al calcio también sufren proteolisis por proteinasas alcalinas o
neutras, produciendo péptidos amargos (Matoba y col., 1970; Minamiura y col., 1972;
Shinoda y col., 1985), derivados mayoritariamente de la regién C-terminal de la casefna p.
Por otra parte, en estudios recientes se han aislado péptidos bioactivos por digestién “in
vivo" de las casefnas sensibles al calcio (Loukas y col., 1983; Meisel, 1986; Yoshikawa y
col., 1986). Las interacciones de las casefnas con el calcio son necesarias para la formacién
de las micelas, mientras que los agrupamientos aniénicos de residuos de fosfoserina son los
lugares de unién al calcio (Holt y Hukins, 1991). En consecuencia, la solubilidad de las
casefnas al calcio dependerd de 1a concentracién de calcio y del nimero de agrupamientos de
estos residuos por molécula, por lo que el orden de solubilidad serd ag1< ag2 <P < x con
3, 2, 1 y 0 agrupamientos, respectivamente (Aoki, 1985; Swaisgood, 1982). También se
han evaluado los efectos del pH, temperatura y fuerza i6nica en la solubilidad de las
casefnas determindndose que la solubilidad de las casefnas en presencia de calcio disminuye
cuando se incrementan la temperatura y el pH, y se incrementa con Ia fuerza iénica
(Dalgleish y Parker, 1980; Farrell y col., 1988).
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I1.3.3., OBTENCION Y FRACCIONAMIENTO DE LAS CASEINAS

Ya que se han empleado numerosos métodos analfticos para el fraccionamiento de las
casefnas, nuestro propdsito no es hacer una revisién de todos los métodos existentes, sino
realizar una breve descripcién de los mds utilizados.

Las casefnas totales, que son a menudo el material de partida para el aislamiento de las
casefnas individuales, pueden obtenerse por varios procedimientos (McKenzie, 1971),
aunque el método m4s utilizado es la precipitacién isoeléctrica, ajustando el pH de la leche
desnatada a 4,6 y 20 °C con HCI. La casefna de la leche también puede obtenerse por
sedimentacién de las micelas, centrifugando a diferentes temperaturas en presencia o
ausencia de iones calcio, o por precipitacién salina con (NH,), SO, 6 Na, SO, (Wake y

Baldwin, 1961).

I1.3.3.1. METODOS DE SOLUBILIDAD DIFERENCIAL

Para obtener una o mas de las distintas fracciones casefnicas a partir de las caseinas
totales o de la leche desnatada, se han desarrollado un nimero de métodos basados en su
diferente solubilidad (Thompson, 1971; Mackinlay y Wake, 1971). Debido a las fuertes
interacciones entre las casefnas, es necesario utilizar un agente disociante, siendo
histéricamente el mds utilizado la urea.

Hipp y col. en 1952, desarrollaron dos procedimientos que, posteriormente, se han
utilizado, total o parcialmente, incorporados a otros métodos, El primero, se basa en la
diferente solubilidad de las casefnas en etanol al 50% en presencia de acetato amdnico y con
variaciones en la temperatura, pH y fuerza idnica. El segundo, se basa en la dispersién de
las casefnas totales en urea 6,6 M y la separacidn de las fracciones casefnicas por dilucitn,
ajuste de pH y, finalmente, la adicidn de sulfato aménico. El orden de precipitacién de las

caseinas en ambos métodos es o, B y ycaseinas,

La fraccion casefnica ag se puede obtenerse de la casefna total por precipitacién con
CaCl, (Waugh y col., 1962), mientras la casefna x se obtiene del sobrenadante por
precipitacién con Na,SO, seguido por reprecipitacién al 50% de etanol con acetato aménico
(Mckenzie y Wake, 1961). En la precipitacion de las casefnas ag;, también se han utilizado

el ajuste del pH de una dispersién casefnica en urea (Zittle y Custer, 1963; Fox y Guiney,
1972 ) y la adici6n de 4cido tricloroacético (Swaisgood y Brunner, 1962).
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Figdrd 11.4. Separacién de las casefnas por electroforesis alcalina
en geles de poliacrilamida (Swaisgood, 1982). 1, Caseina
total o -B, B-A y K-AB; 2. Casefna og;-BC; 3. Caseina 0ig,;

4. x—-A; 5. Caseina total tratada con quimosina
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El componente mayoritario de la casefna B se obtiene por una modificacién del método
de la urea de Hipp y col. (Aschaffenburg, 1963), en el que la casefna total se dispersa en
urea y se ajusta a pH 4,6 precipitando el grueso de las casefnas ag y x; el sobrenadante se
ajusta a pH 4,9, se diluye en urea 1M y se calienta a 30°C, precipitando la mayor parte de la

casefna .

11.3.3.2. METODOS ELECTROFORETICOS

La identificacién y, en muchos casos, la nomenclatura de las protefnas de la leche se
basaron originalmente en su movilidad electroforética. Se han desarrollado diversos
procedimientos electroforéticos de fraccionamiento y purificacién de las casefnas
(Thompson, 1971; Mckenzie, 1971). El método mds utilizado ha sido el de 1a electroforesis
alcalina con urea en geles de poliacrilamida (Eigel y col, 1984 ; Swaisgood, 1975;
Andrews, 1981; Swaisgood, 1982), donde los patrones tipicos obtenidos para las casefnas
totales y varias de las fracciones se muestran en la Figura I1.4. y en la que dependiendo de

la variante genética de la og;, ésta, puede o no, resolverse de la ogs. Para la resolucién de la
casefna x, lo mds eficaz es observar el efecto de la quimosina en la muestra (Kim y col.,
1969), ya que este enzima hidroliza espec{ficamente esta protefna. La casefna B y sus
variantes genéticas tampoco se separan bien por este método, por lo que sus variantes se
descubrieron ¢ identificaron por electroforesis dcida con urea en geles de poliacriamida
(Peterson y Kopfler, 1966).

Las ultimas tendencias enlos métodos electroforéticos se dirigen hacia la técnica del
isoelectroenfoque, por su mayor sensibilidad, precisién y repetibilidad (Trieu-Cuot y
Grippon, 1982). Utilizando esta técnica, la separacién depende sélo del punto isoeléctrico
de la proteina y no de su carga y tamafio. Los puntos isoeléctricos se extienden en orden
creciente de pH 4.9 a 6,5 para las caseinas agy, By x, y de 6,7 a 8,0 para las casefnas y.
Pearce y Zadow (1978) han modificado este procedimiento, utilizando un 5% de
poliacrilamida en los geles, urea 6M y un 2% de anfolitos en presencia de mercaptoetanol,

I1.3.3.3. METODOS CROMATOGRAFICOS

Como se ha descrito previamente, existen procedimientos qufmicos de separacion de
las casefnas por diferencias en su solubilidad, que permiten obtener fracciones enriquecidas
respecto a las casefnas individuales, pero solamente las técnicas cromatograficas
proporcionan fracciones homogéneas. La cromatograffa de filtracién en gel, cuya
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separacién se basa en el tamafio de las moléculas, resulta insatisfactoria debido a que los
pesos moleculares de las casefnas son similares. Haasnot y col. (1987) emplearon dos
columnas de filtraci6n en serie con un tampén 0,1 M Na,S0,+ 0,02 M H,PO,, pH 6,8 y
urea 6 M, obteniendo dos picos de absorbancia a 280 nm, el primero de ellos conteniendo

las casefnas a1, By ¥, ¥, el segundo, con otros componentes no bien definidos.

Recientemente, las técnicas de cromatograffa de intercambio idnico se han utilizado
con éxito en la identificacién, aislamiento y cuantificacidn de las casefnas individuales,
permitiendo la separacién de moléculas que presentando tamafios similares, difieren
ligeramente en su punto isoeléctrico. La naturaleza anfétera de las moléculas de casefna hace
posible su adsorci6n tanto a intercambiadores aniénicos como catidnicos. La elucién se
consigue modificando el pH, la fuerza iénica o ambos, empleando un gradiente lineal o

discontinuo.

Debido a la tendencia de las casefnas a agregarse, deben utilizarse agentes disociantes
como la urea y reductores (debido a la existencia de puentes disulfuro en la casefna x) como
el mercaptoetanol. Si bien la elucién se consigue normalmente incrementando la
concentracién de cloruro o de fosfato, Yaguchi y Rose (1971) describieron cuatro tipos de
elucién que han facilitado el éxito de esta técnica: soluciones tampén no disociativas y no
reductoras, soluciones tampdén con urea sin agentes reductores, soluciones tampdn con urea
y 2-mercaptoetanol y soluciones tampdn con dimetilformamida.

I1,3.3.3.1. Técnicas cromatograficas clasicas

Algunas separaciones se han realizado con soluciones tamp6n sin agentes disociantes
ni reductores. No obstante, debido a que la asociacién de las casefnas es dependiente de la
temperatura, Tarrasuck y col. (1965), determinaron el efecto de la temperatura en la
cromatograffa de intercambio aniénico de las casefnas en columnas de Dietilaminoetil
(DEAE)-celulosa, Como se esperaba, las caseinas eluyeron a menores concentraciones de
NaCl a 4°C que a 25°C. También se han utilizado columnas de Trietilaminoetil
(TEAE)-celulosa y DEAE-Sephadex (Igarashi y Saito, 1970; Gordon y col.,, 1972).
Groves y col. (1962) y Groves y Gordon (1969), consiguieron en una columna de
DEAE-celulosa y empleando como eluyente una solucién tampén no disociativa y no

reductora, el aislamiento de las casefnas v, v2 v B, de la casefna entera a pH 8,3,

La cromatograffa de intercambio aniénico con urea como agente disociante pero sin
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agentes reductores, se ha utilizado también por numerosos investigadores en el
fraccionamiento o purificacién de las casefnas. Ribadeau-Dumas y col. (1964}
cromatografiaron casefna entera en DEAE-celulosa con urea a pH 7 y un gradiente de CINa
de 0 a 0,6 M, obteniendo casefnas ag y p de forma moderadamente puras, pero con la
casefna x como principal contaminante. El mismo procedimiento se ha utilizado para la
separacién de las diferentes variantes de la casefna ag) (Thompson y Kiddy, 1964) y enla
caracterizacién de las casefnas B (Tripathi y Gehrke ,1969) y las casefnas x (Tripathi y
Gehrke 1970; Gordon y col., 1972).

Otra técnica utilizada para facilitar el fraccionamiento cromatogréfico de las fracciones
casefnicas, comprende la reduccién y alquilacién posterior de las casefnas antes de su
cromatograffa. Ademds de la fuerte asociacién de las casefnas B y x, lo que dificuita su
separacién durante el fraccionamiento cromatogrédfico (Swaisgood y Brunner, 1962), el
aislamiento de las diferentes caseinas x constituye un problema especial debido a la
incorporacién de cantidades variables de residuos de 4cido sidlico. La alguilacién bloquea
los grupos sulfhidrilo, lo que con propésitos cromatograficos resulta sirilar a la reduccion
de los grupos disulfuro.

Rose y col. (1969) redujeron la casefna bruta con mercaptoetanol, alquilaron el
producto con iodoacetamida en una columna de DEAE-celulosa y eluyendo las caseina con
un gradiente contfnuo de NaCl en un tampén tris-citrato-urea, consiguieron separar y
cuantificar las fracciones casefnicas og, P y x. Davies y Law (1977) modificaron este
procedimiento utilizando Wathman DEL 1, un intercambiador de mayor capacidad de unién a
protefnas y mejores propiedades'cinéticas y eluyendo las casefnas con un gradiente lineal de
CINa en un tampén tris-HCl-urea, obtuvieron una estimacién cuantitativa de las principales
casefnas fraccionadas.

Otra alternativa utifilizada en el fraccionamiento de las casefnas, es el uso de
soluciones tampén con urea y mercaptoetanol (Hoagland y col., 1971; Yaguchi y Rose,
1971; El-Negoumy, 1976), Thompson (1966) afiadié mercaptoetanol al eluyente,
observando que en una columna de DEAE-celulosa, la casefna x reducida se¢ separaba de las
casefnas aog y P a fuerzas iénicas bajas (0,005 M NaCl). Mercier y col. (1968) y
El-Negoumny (1976) emplearon este mismo método variando los eluyentes, obteniendo un
fraccionamiento similar de las diferentes fracciones casefnicas. Creamer (1974), utiliz6 este
método para separar la og1A de la casefna total que contenfa las variantes A y B, La variante
B se degradé con pepsina y la A se aisl§ de los productos de degradacién, por
cromatograffa en columna con DEAE-celulosa con un gradiente de CINa de 0 a 0,5 M en un
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tampén de 4,5 M urea y pH 5,5, conteniendo un 0,1% de mercaptoetanol. La sustitucién de
la urea por la dimetilformamida también se ha utilizado por diversos autores (Yaguchi y
Rose, 1971; Mackinlay y Wake, 1965) pero presenta el inconveniente de que libera vapores
muy téxicos.

En los procedimientos descritos anteriormente, se emplearon gradientes salinos a pH
constante durante la elucién de las fracciones casefnicas, mientras Vreeman y col. (1977)
demostraron una mejor separacién de la casefna x en columnas de DEAE-celulosa con un
gradiente de pH en el tampén de elucién. Otro método utilizado ha consistido en la
utilizacién de columnas cromatogréficas en serie. Wei y Whitney (1985) utilizaron un
procedimiento en serie para separar la caseina entera en 5 fracciones (casefnas v, x, B, as2 ¥
agl), facilitando la obtencién de cantidades del orden de gramos de las principales

fracciones individuales.

La cromatograffa de intercambio catiénico también se ha utilizado en la separacién de
las diferentes fracciones casefnicas, Annan y Manscen (1969) utilizando columnas de
Sulfoetil-Sephadex con un tampdén formato, fraccionaron el complejo ag, utilizdndose
también columnas con otras mareices como las de carboxy-metil-celulosa (CMC) y
carragenato potdsico (Kim y col., 1969, Kopfler y col., 1969; Snoeren y col., 1977).

11.3.3.3.2, Fraccionamiento por técnicas cromatogrificas de alta
resolucion

Aunque los métodos de separacién descritos anteriormente poseen exactitud y
precisién, resultan lentos y requieren disponer de gran cantidad de muestra. Para solucionar
este problema se ha recurrido a la utilizacién de la cromatograffa liquida de alta eficacia
(HPLC) y cromatograffa liquida rdpida de protefnas (FPLC), utilizando columnas de
intercambio iénico. Estos procedimientos permiten separar las casefnas en pocos minutos,
mediante el empleo de grandes presiones y requieren la aplicacién de muy poca cantidad de
muestra, obteniendo resultados comparables a la electroforesis en cuanto a la resolucién de
los componentes individuales, con la ventaja de permitir su recuperacién para su
caracterizaci6n ulterior.

Entre los soportes cromatogrdficos empleados destacan las columnas de TSK-gel
DEAE-5PW (Humphrey y Newsome, 1984; Visser y col., 1986), resistentes en un amplio
intervalo operativo (pH 2-12) ; columnas Mono Q FPLC de cromatograffa de intercambio
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aniénico (Barrefords y col., 1985; Andrews y col., 1985; Dalgleish, 1985; Davies y Law,
1987 y Guillou y col., 1987) y columnas de cromatograffa de intercambio catiénico Mono S
FPLC (Hollar y col., 1991). En la Tabla IL.5., se resumen los métodos mds utilizados en el
fraccionamiento de las caseinas, utilizando técnicas cromatograficas de HPLC y FPLC,

Humphrey y Newsome (1984), utilizando columnas de intercambio anidnico
TSH-DEAE-5PW y Mono Q HR 5/5, consiguieron mejores resultados que los obtenidos en
DEAE-celulosa (Mercier y col., 1968) y en un perfodo de tiempo menor (1 hora para TSK y
25 minutos para Mono Q, comparados con las 20 horas para la DEAE). La elucién se
realiz6 con un gradiente lineal de CINa y las muestras de casefna se disolvieron en el
tampén inicial, después de adicionar ditiotreitol o mercaptoetanol, para permitir su
disociacién y prevenir la agregacién casefnica. Utilizando estas condiciones Andrews y col.
(1985) y Guillou y col. (1987), separaron ademds de las casefnas agy, g2y B, 506
componentes de la casefna x. Ademds, utilizando la columna Mono Q HR 5/5, Guillou y
col. (1987) separaron la variante C de la casefna p de las otras variantes (Al, A2 y B) y las
variantes A y B de la casefna «, siendo el método empleado reproducible en la cuantificacién
de las caseinas de la leche de vaca.

También es satisfactoria la separacién de las casefnas por cromatograffa de
intercambio i6nico en fase reversa (Barrefords y col.,, 1985; Visser y col., 1986 y
Mikkelsen y col., 1987), siendo posible con este método una mejor resolucién de las
casefnas agy ¥ og2 que con la columna Mono Q (Visser y col., 1986), lo que también

sucede cuando se utilizan columnas de interaccién hidrofébica (Chaplin, 1986).

Actualmente, el desarrollo de nuevos intercambiadores ha hecho posible realizar
separaciones cada vez més rdpidas, al mismo tiempo que permiten el tratamiento de una
gran cantidad de muestra. Ng-Kwai-Hang y Pelissier (1989) utilizando cartuchos de QAE
ZetaPrep 250 consiguieron una excelente recuperacién de las fracciones, aunque no
resultaron muy eficaces en la separacién de las casefnas a5y y ogz entre sf. La creciente
introduccidén de fases estacionarias y eluyente que posibilitan separaciones cada vez mds
rdpidas, proporcionando fracciones bien resueltas y puras respecto de las casefnas
individuales, hacen de la cromatograffa de intercambio iénico el procedimiento idéneo de
aislamiento y purificacién de las diferentes fracciones casefnicas, lo que posibilatard un
conocimiento cada vez mds amplio de sus propiedades ffsico-qufmicas.
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Tabla IL5. Fraccionamiento de las Caseinas por Técnicas Cromatograficas de Alta Resolucién

i

FASE ESTACIONARIA

TAMPON DETECCION OBJETIVO CROMATOGRAFIA REFERENCIAS
TSK-DEAE-5PW a) 0,02 M Tris-HC1 280 nm Fraccionamiento de Intercambio Humphrey y Newsome, 1984
Mono Q HR 5/5 4,5 M Urea, pH 8 proteinas ldcteas aniénico
b) idem a) + 0,5 M NaCi
Mono S HR 5/5 0,05 M Formato s6dico 280nm  Separaci6n de proteinas Intercambio Andrews y col., 1985
pH 3,8, 8 M Urea de la leche (caseinas) catiénico
0,01 M 2-Mercaptoetanol
Gradiente (0-0,5 M NaCl)
Mono Q HR 5/5 0,02 M Tns-CHH, pH 7,0 280nm  Separacién de proteinas Intercambio
4,5 M Urea de 1a leche (caseinas) aniénico
0,01 M 2-Mercaptoetanol
Gradiente (0-0,5 M NaCl)
Mono Q HR 5/5 3,3 M urea, 0,01 M Imnidazol 280 nm Anilisis de diferentes Intercambio Dalgleish, 1985
pH7,0 formas de la caseina x anj6nico
Gradieate (0-0,3 M NaCl)
C8HR 5110 a) 0,1% TFA en 30% CH3CN 280 nm Separaci6n de Fase reversa Barrefords y col., 1985
b) 0,1%TFA en 48% CH3CN caseinas

Hpo.Laug
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TablaIlL.5. : Continuacién

FASE ESTACIONARIA TAMPON DETECCION OBJETIVQO CROMATOGRAFIA REFERENCIAS
i
Mono Q HR 5/5 0,01M Imidazol-CIH pH 7,0 280 nm Separacion de Intercambio
' 3,3 M Urea caseinas aniénico
0,01 M 2-Mercaptoetanol
Gradiente (0-0,5 M NaCl)
Bio-Gel HP HT a) 0,005 M KH,PO4 280nm  Separacin de proteinas Mecanismo Visser y col., 1986
6 M Urea, 600 uM _ClzCa . de la leche (caseinas) mixto
pH 6,8b) 0,4 M KH,PO4
6 M Urea, 7 pM ClrCa
pH 6,8
Bio-Gel 0,005 M Tris-HC1 pH 8,2 Intercambio
TSK-DEAE 4 M Urea, 0,03 M NaCl ani6nico
5pwW Gradiente ( 0,028-0,28 M NaCl)
Hi-Pore RP-318 a) 0,1% TFA en 10% CH3CN Fase Reversa
a) 0,1% TFA en 90% CH3CN
Bio-gel TSK a) 0,1% TFA en 10% CH3CN Fase Reversa
Fenil RP a) 0,1% TFA en 950% CH3CN
Fenil-Superosa a) 0,8 M Fosfato sédico 280 nm Estudio interacciones Interaccitén Chaplin, 1986
HR 5/5 3,7M Urea, pH 6b) 0,05 M hidrofébicas Hidrof6bica

Fosfato s6dico, 3,75 M Urea
pH 6,0

UO10INPOIIU]
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Tabla I1.5. : Continuacién

FASE ESTACIONARIA TAMPON DETECCION OBJETIVO CROMATOGRAFIA REFERENCIAS
;
Lichrosob RP-8 a) 0,1% TFA en agua 254nm  Purificacién de caseinas Fase Mikkelsen, 1987
0,01 MDTTH) 0,1% e identificacién de 1a Reversa
TFA en propanodiol caseina O,
Mono Q HR 5/5 0,05 M Bis-Tris propano 280 nm Fraccionamiento Intercambio Davies y Law, 1987
pH 7,3, Urea 3M cuantitativo de anibnico
Gradiente (0-0,43 M NaCl) mezclas caseinicas
Mono Q HR 5/5
0,05 M Tris-HCl, pH 8,0 280 nm Anélisis cuantitativo Intercambio Guillou, 1987
4,5 M Urea de caseinas anidnico
6,4x 10MDTIT
Gradiente (0,12-0,32 M NaCl)
MonoSHRS5/5°  0,02M Acetaio, 6 M Urea,pH35,0 280nmm Anilisis cuantitativo Intercambio Hollar y col,, 1991
Gradiente (0-0,3 M NaCl) de caseinas catiénico

Fuente: Gonz4lez-LLano, 1992 '
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Introduccidn

IL.4. TIPOS DE CASEINAS

El grupo de protefnas ldcteas denominado casefnas, consta de cuatro tipos de
polipéptidos : ag1, agy, By x, ademds de algunos derivados procedentes de la proteolisis de

estas cadenas,

I1.4.1. CASEINA oy,

Esta caseina, junto con las casefnas otgp y la B, forman el grupo de casefnas sensibles
al calcio. La casefna ag; es el componente mayoritario en la leche de vaca, mientras la
variante B de esta casefna ha sido la primera cuya estructura primaria se ha establecido
(Mercier y col., 1971, Grosclaude y col., 1973), Dicha estructura (Figura I1.5.), consta de
199 aminodcidos con un peso molecular de 23.614 daltons y se encuentra formada por dos
regiones predominantemente hidrofébicas (restos 1-44 y 90-199) y una zona polar muy
cargada (45-89). Es relativamente rica en fésforo, 8 dtomos por molécula, situdndose todos
menos uno en el segmento 45-89 y posee un gran nimero de residuos de prolina (8,5%),
los cuales se encuentran uniformemente distribuidos a intervalos en los segmentos
hidrofébicos, por lo que esta protefna puede considerarse como una cadena polipeptidica
laxa y flexible. Estas circunstancias permiten la existencia de un nimero de grupos no
polares, termodindmicamente inestables, expuestos en la superficie, lo que debido a las
uniones hidrofébicas provoca la asociacidén o formacidn de polimeros (Creamer y col.,,
1982; Dosaka y col., 1980; Kato y Nakai, 1980). Creamer y col. (1981) y Herskovits
(1966) han determinado que la molécula de casefna ag; tiene aproximadamente un 70% de
estructura desordenada, con una pequefia estructura secundaria en forma de o hélice o
estructura P, Esta casefna es sensible al calcio al pH normal de la leche, pudiéndose producir
su precipitacién a cualquier temperatura, de ahf la utilizacién del subindice s.

En la actualidad se conocen 5 variantes genéticas de la casefna ag; bovina: A, B y C
detectadas por Thompson y col, (1962) y la variante D detectada por Grosclaude y col.
(1966), siendo las variantes B y C las mds extendidas; la mutacién responsable de la
variante F no se conoce todavfa. El polimorfismo parece ser especifico de raza, con la

variante B predominando en Bos taurus y la C en Bos indicus y Bos grunniens (Thompson
1971, Grosclaude y col., 1974). En la Figura IL.6., se muestra el polimorfismo genético de

las 6 lactoprotefnas mayoritarias bovinas, observdndose que en la agq 1as variantes C y D
no difieren de la B mds que por la sustitucién de un residuo aminoacidico aminado
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10 14 20
E.Ars-ho-Lyn-Eil-Pro—Ila-Lys-H:ll-Gln-GLy-m-ho-Glu—%m;_;ﬂgﬁmi
Absent in variane A
26 30 40

Leu - Arg - Phe ~ Phe - Val - Alal- Pro - Phe - Pro - Gln - Val - Phe = Gly ~ Lys ~ G1u - Lys - Val - Asn = Glu - Lau -

41 50 3 5 40
[ﬁr-Lyn-up-Ile-Gly-ger-Glu-Snr-Thr-Glu-Mp—G’&n -Mat -~ Glu ~ Asp - Ila - Lys - - Hat ~

(a,1-Co B(9P)) TheP (variant D) Lys (variant B)

70 80

Glu - Ala - Glu - Ser - Lla =~ zcr - icr ~gar-Glu-Glu=-Ile=-Val ~Pro~Asn~ gcr =Val - Glu=-Gln -Lye - lis -

P P

90 - 100

Ile - Gin - Lya « Glu - Asp - Val - Pro - Ser - Glu - Arg - Tyr - Lau ~ Gly - Tyr - Leu - Glu - Gln - Leu - Leu - Arg ~
110 120

Lau = Lys - Lys - Tyr - Lys - Val = Pro « Gln « Lau - Glu - Ile = Val - Pro-Mn-ger-Ma-Glu-qu-Arg-Lcu-
130 140

Hip - Ser - Met -~ Lya - Glu - Gly ~ I1la - Hia - Ala - Gln - Cln - Lys = Glu ~ Pro ~ Met - I1le - Gly - Val - Asn -~ Gln -
150 160

Glu ~ Leu = Ala - Tyr - Phe - Tyr = Pro -~ Glu - Leu - Pha - Arg - Gln = Phe = Tyr -~ Gln - Leu ~ Asp - Ala = Tyr = Pro ~
170 180

Ser--Gly-A.la-Trp-Tyr-'ryr-v.l-Pro-Leu-Gly-'rhr-Gln-'ryr—Thr-up-.uu-Pro-Sef—Ph--sc:-

_ 1%0 19 199
Asp - Ile - Pro - Asn - Pro -~ Ile ~ Gly ~ Ser = Glu - Asn - Su'l..ys = The = Thr - Met = Pro - Leu - Trp.OH
Gly (variants C & E)

Figura I1.5. Estructura primaria de la caseina ag, B-8P bovina
(Withney, 1988)
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Deleccién: 14-26

192 Gly—-Glu o\
o I-Cn C » B <
S
= D
53 Ala ---ThrP
Deleccién; 51-59
a CnC =
s2
122 Ser---Arg
---Hj -
67 Pro-—-His o Al < 37 Glu---Lys B
/ 106 His—Gln ‘ 35 SerP---Ser -
B-Cn A2 B A3
36 Glu---Lys
Lt )
{gg %F;p---ﬁ\la 97 His--Arg
r---lle
k-Cn A » B = C
< 155 Gly---Ser
Ll
10 Arg---Gln
a-LaB A
68 Gly---Asp
.o 118 Ala---Val
- A
/ 59 Gln--His
B-LgB C
\ 45 Glu---Gln
= D

Figura I1.6. Polimorfismo genético de las 6 lactoprotefnas bovinas
(Martfn, 1993)
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afectando respectivamente a las posiciones 192 Glu---Gly) y 53 Ala---ThrP (Grosclaude y
col., 1969; 1972) mientras la variante A se caracteriza por una deleccién en un segmento de
13 aminodcidos (residuos 14 a 26, Grosclaude y col., 1970),

En la leche existe una pequefia cantidad de péptidos, llamados casefna A (El
Negoumy, 1973), con mapas peptfdicos y pesos moleculares idénticos a los producidos por
la plasmina de la leche fresca sobre la casefna ag; (Aimutis y Eigel, 1982), por lo que

dichos péptidos parecen ser fragmentos de la casefna ogy, los cuales se encuentran en la

leche como resultado de la proteolisis de la casefna ag; por la plasmina.

I1.4.2. CASEINA o,

Esta familia de casefnas posee 5 componentes con movilidades electroforéticas entre
las de las casefnas ag; y By en la leche de vaca se designaron inicialmente como ags, @3,
a.s4, Ogs Y Ggg O casefnas minoritarias seguin su movilidad decreciente (Annan y Manson,
1969, Whithney y col., 1976), aunque trabajos posteriores indicaron que todas ellas tienen
la misma secuencia aminoacidica con diferentes grados de fosforilacién post-traduccional
(Brignon y col., 1976; 1977). Debido a estas modificaciones post-traduccionales, Eigel y
col. (1984) las nombraron como sigue : agy (agy- X 13P), og3 (os2- X 12P), a4 (og2- X
11P), y ogg ({oga. X 10P), aunque por su composicién amincacidica y el efecto del
mercaptoetanol sobre sus propiedades electroforéticas, la ags ha sido identificada como un
dimero de los componentes 11P y 12P, enlazados por un puente disulfuro (Hoagland y
col., 1971).

La estructura primaria de la casefna agy A-11P (Figura I1.7.), consta de una cadena
polipeptfdica de 207 residuos aminoac{dicos con un peso molecular de 25.230 daltons
(Brignon y col., 1977), conteniendo 2 residuos de cistefna y 10, 11, 12 y 13 grupos
fosfato. Es la mds hidrofilica de todas las casefnas y tiene una estructura dipolar manifiesta
con las cargas negativas cerca del N-terminal y las positivas cerca del C-terminal. Una
pequefia proporcién de esta casefna aparece como un dimero unido por puentes disulfuro,
Sus propiedades no se han investigado con la misma profundidad que las de otras casefnas,
pero sin duda liga fuertemente el calcio y es m4s sensible a la precipitacién por calcio que la
asi- A pH neutro y en ausencia de calcio se autoasocia, dependiendo la asociacién de la

fuerza i6nica; dicha asociacidén, como la de la casefna ag;, se equilibra rdpidamente y a

medida que aumenta su concentracién origina polfmeros de tamafio creciente.
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10 20
H‘Lyl-un-‘r'hr-mt-clu-}ul-an-$¢r-$cr-qer-Glu-Glu-Sor-uq-Il--icr-cln-clu-‘mr-rn.
B P P
Jo 40
Lyl-Gln-Glu-Lyc-un-H-t-Ala-Iln-hn-Pro-Scr-Lyl-Glu-un-Lau-f.‘yl-s.r-‘rh:-l'hn-cn..
0 .51 .92 54 5 [
Lys - Glu=Val - Val = Arg - Asn - Ala = Asn - Clu -Elu- lu =Tyt = Sae = Ilc-cly-;er-zu-;aﬂ-ﬁlﬁ-chﬁ-
. {absent in variant D)
' 10 a0
itr-A.la—Glu-Vll-A.lu-Thr-Glu-Glu-Vll-Lyl-Ilc-Thr-Vll.vAlp-Mp-Lyl-ﬂil-‘l'yr-cln-Lyun
90 100
Al.n-uu-!un-clu-un-Mn-Glu-Phn-'ryr-cln-l.yl-?h--Pro-Gln-m-Lnu-Gln-Ty:.-Lcu-m-
110 120
Gln-Gly-Pro-Il--hl-Lcu-Mn-Prp-Trp-Mp-Glh-Val—Lyl—An-Mn-AJ.n-Vll-Pto-Ilc-'nu-..
110 140
Pro-'rhr-uu-Acn-Ar;g-Glu-cln-Lw-gcr-mr-;cr-clu-clu-Asn-s.r-!.yt-l.n-‘mr-vu-up-
1%0 160
Hnt-Gl.u-;cr-‘l'hr-Glu-—an-Phl-Thr-Lyl-Lyi-Thr-l..n-!..cu-‘n\r-Glu-Glu-Glu-Ln-m-ul-
170 130
Lcu-Mn-Phc-Lau-Lyo-Lyo-Ilt-Sur-Gln-Au-m-Gln-Ln-?ha-u.n-hu-Pro-Gh-Tyr-Lm-
190 200

Ly--‘l‘hr-val-ryr-Gln-nh-clnul.yl-A.I.a-Hu-Ln-l'ro-‘rrp-llc-ola-ho-l.yu-‘rhr-nyl-vu-

Ile ~ Pro~Tyr - Val ~ Arg = Tyr - Lau.ON

Figura I1.7. Estructura primaria de la casefna g, A-11P bovina
(Withney, 1988)
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La casefna agp parece menos polimorfa que la ag;y en los bévidos sélo se han
detectado 2 variantes, la A y la D. Las movilidades electroforéticas de algunas variantes D
son menores que las bandas correspondientes en la variante A a pH 8,6 {(Grosclaude y col.,
1978; 1979). Las variantes A y D se han observado en razas europeas (Bos taurus) y se
diferencian por una deleccién interna de un segmento de 9 residuos aminoacidicos
conteniendo uno de los 2 sitios de fosforilacién mditiple de esta casefna.

I1.4.3. CASEINA B

La secuencia aminoacidica completa de la casefna p A2 (Figura IL.8.) indica una
cadena polipeptidica de 209 residuos aminoacfdicos con un pesc molecular calculado de
23,983 (Ribadeau-Dumas y col., 1972, Grosclaude y col., 1973) con 5 fosfoserinas
(excepto en una variante) y ninguna cistefna, Ademds, dicha casefna posee dominios
hidrofébicos e hidrofilicos claramente separados y es la casefna mds hidrofébica con una
zona N-terminal cargada negativamente y el resto de la cadena, sin carga neta, rica en
residuos hidrofébicos. Esta casefna consta de un componente mayoritario, con al menos
siete variantes génicas y 8 componentes minoritarios, los cuales, son fragmentos
proteoliticos del componente mayoritario,

En electroforesis alcalina con urea, las variantes Al, A2, A3 migran con la misma
movilidad pero més rdpidamente que las otras variantes, que lo hacen en el orden siguiente:
B > D, E > C (Thompson 1970, Voglino, 1972). Para diferenciar las variantes A, sus
movilidades deben determinarse en electroforesis 4cida con urea (Thompson 1970; Kiddy,
1975), en el que las variantes génicas se mueven en el siguiente orden: C>B =D > Al =E
> A? > A3, Las variantes A son los polimorfos predominantes en todas las especies, asf
como en las especies del género Bos investigados (Thompson, 1971). Las variantes Al, B
y C se diferencian de las otras dos (A?y A3), por una sustitucién His-~--Pro en posicién 67,
mientras la variante B se caracteriza por una sustitucién Glu---Lys en posicién 37, lo que
conlleva la no fosforilacién del residuo Serina 35. La variante A? se caracterizada por una
sustitucién His---Gln, en posicién 106, mientras las 2 variantes mds repartidas en los
bovinos, son la Al y AZ,

La accién de las proteinasas sobre la casefna B es muy interesante: se sabe desde hace
algiin tiempo que un grupo de casefnas denominadas caseinas vy, corresponden a porciones
C-terminales de la secuencia casefnica p, procedentes de la accidn de la plasmina sobre la
casefna B en las posiciones 28/29, 105/106 y 107/108. Los fragmentos mds pequefios
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10 18 20
A.Arg « Glu - Lay = Glu - Glu - Lau = Aen = Val - Pra - Gly = Gy = n--vu-azu-iu- Leu ~ z-r -E-;u-m,.

Lys (varisae p)
28] 29 30 13 0
Glu - Sar = Ile = Thr - Arg = Lla = Asn = Lye = Lys = I1e = G1lu - Lys = Phe = Gla -;cr -@-' =Gla~0la~Gln.
{absent ia variaanc () Lys Lys (Variaae ¢)
%0 (variant E)
The - Glu « A8p = GLlu - Lau = G1a ~ Asp - Lys = I1a = Hi8 = Pro = Phe = Ala ~ Gin = Thr - Gla - Ser = Leu - Val - Tyr.

70 8
Pro - Phe =~ Pro~Gly « Pro=lla=- Mn-Scr-LN-Pto-Gln-Mn-Ih-?ro-rro-m-mr-cu-ng.
(variants C, Al, and B) HAia %

. 100
Pro-an—Vd-Vu-ho-Pro-?hc-Llu-Gla-Pre-clu-Vd-Hle-Gly-711-!0:-Lyo-Vll-l.yl-Oln..

105 | 108 107| 108 110 120
Ala - Mot - Ala -~ Pro ~Lys ~ =Lys=Glu-Met ~Pro-Phea~-Pro=-Lys«Tyr~Pro~Val -Glan=Pro«Phe = Thr«
Gla (variant A9)

130 1ig
Glu-éﬁ-cln«'s“-Lm-—‘n:r-Lcu-l‘hr-up-'!hl-Gl.u-m-Lu-Hin-Lﬂ-!mwm-m-m-m-
Arg (variant B) 150 160"

Gln-Sor-'rrp-Hol:-llil-cln-Pro-Bt--Gln-Pro-Lau-Pro-ho-m-'ln‘l-mt-l'ho-ru-ho-oh-

170 . 186
s-r-\ul-uu-s.r-Lm-Sor-Gln-Sor-Ly--an-Lm-Pro-v.l-Pro-GIu-Lyl-Ma-vu-rn-m-
. 190 200°
Pro~Gln - Arg - Asp = Mat - Pro - Ile-Gln - Ala = Phe = Lau = Leu~ Tyr - Glo = Gln = Pro = Val = Leu = Gly ~ Pro«

09
Val « Axg - Gly - Pro - Pha~ Pro~ I1a~ Ila - Yai,OH

Figura I1.8. Estructura primaria de la casefna  A2.5P bovina
(Withney, 1988) , ' |



Introduccion

resultantes de la escisién aparecen en el suero al precipitar la casefna por un 4cido y forman
parte de lo que se ha llamado desde hace mucho tiempo fraccién proteasa-peptona del suero.
Los fragmentos 1-10 y 1-107 se llamaron componentes 5 del suero, €l fragmento 1-28
componente 8 rdpido y los 29-105 y 20-107 componente 8-lento del suero,

I1.4.4, CASEINA K

Esta casefna por su composicion y las propiedades que de ella emanan, es uno de los
componentes mds interesantes de la casefna bruta. La familia de la casefna « tal y como se
aisla en la leche, comprende una mezcla de polimeros unidos por enlaces disulfuro, siendo
la dnica glicoprotefna del grupo. La forma nativa puede reducirse a un mondémero formado
por una cadena polipeptfdica de 169 residuos aminoacidicos (Figura IL.9.), con dos
residuos de cistefna en las posiciones 11 y 88 y uno de fosfoserina en la posicién 149 (y
algunas veces en 127) y diversos grados de glicosilacién, Su peso molecular es de 19,007
daltons.

La casefna x es pobre en fésforo (0,2%), lo que representa de 1 a 2 dtomos de fGsforo
por molécula. Por el contrario, su contenido en serina y treonina es elevado y es notable la
presencia de cistefna. Esta casefna como se ha mencionado, es la tinica que contiene una
fraccién glucésido, formada por una o varias secuencias de acetilgalactosamina-
galactosa-dcido-N- acetilneuraminico o sidlico. Las secuencias glicosfdicas comienzan con
la unién de la galactosa al grupo hidroxilo de la treonina, siendo comiin la prolongacién de
la cadena glicos{dica por la unién de otros aziicares a la galactosa, Su extremo C-terminal es
fuertemente ani6nico, resultando en una molécula muy anfip4tica.

La casefna x, que impide la precipitacidn de las otras casefnas en presencia de calcio,
juega un papel determinante en el mantenimiento de la estructura de las micelas. La
hidrélisis del enlace Phe 105-Met 106 (MacDonald y Thomas, 1970; Polzhofer, 1972) por
la quimosina, escinde la molécula en dos segmentos peptidicos, la para-k-caseina (1-103),
fragmento N-terminal contiene todos los grupos fosfato y carbohidratos ademds de las
sustituciones génicas, con una parte central rica en aminodcidos arométicos (fuertemente
hidréfoba) y el caseinomacropéptido (fraccién 106-169 o 106-171 en el caso de la cabra),
rica en aminodcidos alcohélicos ¢ hidréfila y soluble, La reaccién descrita constituye la base
de la coagulacién de la leche por la renina, y por lo tanto, de la fabricacién del queso, La
coagulacién de la leche por el cuajo o enzimas de origen fiingico depende de numerosos
factores (reenfriamiento, contenido en iones calcio, riqueza en casefnas, etc.) y de la
tecnologfa utitizada.
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10 . 20
PyroGlu - Glu - Gln - Asn =~ Gln = GLu =~ Gln « Pro - Ile - Arg = Cya - Glu - Lys - Asp - Glu - Arg = Phe - Phe - Ser - Amp -

30 40
Lys - Ile - Ala - Lys « Tyr - Ile - Pro- Ile~ Gln - Tyr - Val - Leu - Ser = Arg - Tyr - Pro - Sar ~ Tyr - Gly - Lay =

50 60
Asn - Tyt - Tyt = Gln - Gln = Lya -~ Pro - Val - Ala - Leu - Ile - Asn ~ Aen ~ Gln = Phe = Leu = Pro « Tyr - Fro - Tyr -

70 80
Tyr-Ala=-Lys -Pro=Ala-Ala~Val-Arg- Ser«Pro=-Ala-=Gin~I1le-leu~-Gln-Trp-Gln -Val - Leu - Ser -

90 100
Asp -~ The = Val - Pro ~ Ala « Lys =~ Ser = Cysa = Gln = Ala = Gln = Pro = Thr « Thr ~ Mat - Ala - Arg =~ His - Pro - Hig -

1051106 110 120
Pro - His = Lauy - Ser - Phe - Met - Ala - Ile - Pro - Pro ~Lysa - Lys -~ Asa - 611 - Aap - Lye -« Thr - Glu - [la - Pro -

130 136 140

Thr = I1e - Asn = Thr - I1a ~ Ala - Ser - Gly - G1u = Pro - Thr - Ser = Thr - Pro - Thr ~{T1e~ Glu - Ala - Val - Glu -
Thr (variant A)

148 150 . 160
Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu~Glu - 3.:-?ro-Glu-Val-110-Glu- Sar=Pro=-Pro=-Glu=1Ila~Asn-
(variant A) Asp

149
Thr - V¥al = Gln ~ Val = Thr - Sex - Thr ~ Ala - Val.OH

Figura I1.9, Estructura primaria de la casefna x B-1P bovina
(Withney, 1988)
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De la casefna x bovina se conocen 4 variantes genéticas de las que las m4s repartidas
son la A y la B (Thompson, 1970, Mackinlay y Wake, 1971), siendo la variante A la
predominante en la mayorfa de las razas (Aschaffenburg, 1968). Las variantes A y B se
diferencian por 2 sustituciones Asp---Ala en posicién 148 y Thr---Ile en posicién 136, con
la dltima mutacion afectando a un sitio de glicosilacién.

L.a introduccién de técnicas electroforéticas mds resolutivas como la del
isoelectroenfoque (IEF), ha permitido la deteccién de 2 nuevas variantes: la C (Di Stasio y
Metlin, 1979} y la E (Erhardt, 1989), cuya caracterizacién bioguimica es reciente (Miranda
y col.,, 1993), las cuales difieren, respectivamente, de las variantes B y A por una
sustitucién His---Arg en posicién 97 y otra Gly---Ser en posicién 155.

I1.5. DIFERENCIAS EN LA COMPOSICION CASEINICA
DE LAS LECHES DE VACA, OVEJA Y CABRA

Segiin las especies, la composicién de la leche difiere cualitativa y cuantitativamente,
seguin la especie animal considerada, Se ha determinado que un litro de leche de vaca
contiene como término medio 32 g/l de proteina, que se descomponen en 26 g de casefnas
(80%) y 6 g de protefnas solubles (20%), mientras el contenido total, as{ como las
proporciones relativas de cada casefna son caracterfsticas de la especie. Asf, en la leche de
oveja las casefnas representan el 83% y en la de cabra el 77 % de la protefna total. Las
casefnas gy, og2, P y x se encuentran en la leche de vaca en las proporciones 4:1:4:1,
respectivamente, mientras que lés leches de oveja (2:2:5:1) y cabra (1:2:5:2) se consideran
leches ricas en casefna B (Assenat, 1985; Remeuf y Lenoir, 1986). La composicién de la
fraccién casefnica influencia las caracterfsticas estructurales y las propiedades de las micelas
y es responsable de variaciones en sus propiedades tecnol6gicas (Remeuf y col., 1989),

La informacién disponible sobre las protefnas de las leches de oveja y cabra es mas
limitada (Ramos y Judrez, 1981; Anifantakis, 1986; Jeness 1980; 1982; Amigo, 1989a),
aunque el desarrollo de la tecnologfa del DNA recombinante ha permitido dilucidar las
estructuras primarias de las protefnas de la leche de la mayorfa de las especies (Bonsing y
Mackinlay, 1987). Los estudios realizados con las casefnas de la leche de vaca, oveja y
cabra (Assenat, 1985; Ono y col., 1989) indican diferencias significativas en la distribucién
de las diferentes casefnas de la leche, asf como en su migracién electroforética, composicién
aminoacidica, composicién de minerales, nimero de residuos, su comportamiento ante la
proteolisis y en el nimero de variantes genéticas. En un estudio comparativo efectuado entre
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las leches de vaca, oveja y cabra (Assenat, 1991), se ha determinado que: 1) El porcentaje
de casefnas ag; y ogy es mds elevado en la leche de oveja que en la de cabra: 30,2% frente
al 12,6%, pero més bajo que en la leche de vaca, en la que representa el 45,5%, 2) en la
leche de oveja, las casefnas B constituyen cerca del 50% de las casefnas, mientras en la leche
de cabra constituyen los 2/3 del porcentaje total y 1/3 en la leche de vaca.

Las diferencias observadas en la composicién de la fraccién casefnica permiten
explicar (Richardson y Creamer, 1974), el que la composicién de las micelas en las tres
especies sea similar, aunque existen diferencias en el tamafio y distribucién de las
submicelas. Las casefnas de la leche de cabra contienen un porcentaje menor de dcido
glutdmico que la de vaca, que, por el contrario, posee mds histidina, mientras la mayor
concentracién de minerales y la menor hidratacién de la micela de la leche de cabra, le
confieren una débil estabilidad térmica. Asimismo, el contenido de calcio y f6sforo de las
micelas de las tres especies son similares y aunque la leche de oveja tiene un contenido en
calcio algo mayor que la leche de vaca, los contenidos de calcio y fésforo de las leche de
cabra y vaca, son parecidos (Irlam y col., 1985).

También conviene conocer que la leche de oveja es especialmente rica en componentes
queseros, ya que €s mds rica en casefnas totales que la de vaca y cabra (Assenat, 1985). Es
habitual decir que, para cantidades de leche idénticas, se obtiene unas dos veces més de
queso con la leche de oveja que con la de vaca. La leche de oveja produce una cuajada dura
y la pasta es, en general, mds blanca. Las diferencias en las casefnas de la leches de
diferentes especies, influyen en el tiempo de coagulacién por enzimas y en la firmeza del
codgulo. Asf, la leche de oveja coagula 1,56 veces antes que la leche de vaca y la firmeza
del codgulo es 2 veces mayor. Finalmente, el bajo contenido de casefnas del grupo e de la
leche de oveja se relaciona con la casi ausencia de sabores amargos en los quesos fabricados
con esta leche, lo que también se observa en la leche de cabra, con un contenido muy bajo

de casefnas og.

I1.5.1. CASEINA oy,

El contenido de casefna ogq de la leche de cabra es menor que en la de vaca.
Richardson y Creamer (1975) fraccionaron y analizaron los componentes de la caseina
caprina, encontrando que el componente ag caprino tenfa mds homologia con el componente

a.g2 bovino que con el ogy, por lo que se pensé que esta Gltima protefna se encontraba
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ausente de la leche de cabra. Actualmente se conoce por estudios electroforéticos
(SDS-PAGE alcalina) y de FPLC, que la variabilidad existente en la literatura sobre el
porcentaje de esta casefna (5%-25% de la protefna total), se debe a que en la cabra el locus
ag) &8s extremadamente polimorfo y se encuentra asociado a una variabilidad alélica

cuantitativa (Boulanger y col., 1984; Grosclaude y col., 1987; Mahé y Grosclaude, 1989;
Law y Tziboula, 1992), con al menos 7 alelos que se distribuyen en 4 clases cuantitativas.
También se conoce que los alelos ag; A, B, C se encuentran asociados a una tasa elevada
de casefna ag; (3,6 g/por alelo), el alelo ag; E se asocia a una tasa media (1,6 g/l, por
alelo), los alelos ag; F y D se encuentran asociados a una tasa reducida (0,6 g/l, por alelo) y

el alelo agy O confiere el fenotipo "nuio”, es decir, que la leche de animales homocigotos

para el alelo O/O en el locus gy, carece de casefna ag) (Martin, 1993),

Asimismo, la variacién en la cantidad relativa de casefna ag; de la leche de cabra,
origina una variacién considerable de las cantidades relativas de ags, B y x. Generalmente,
si el contenido de ag| se incrementa, €l de la casefna x también es importante; sin embargo,
si la muestra contiene og; F el contenido de casefna x se reduce, aumentando ¢l contenido

de casefna . En la Tabla IL6., se muestra la composicién casefnica de las leches de vaca,
oveja y cabra determinada por FPLC en columnas Mono S.

La estructura primaria de las variantes de la casefna ag; caprina ya se conoce (Brignon
y col., 1989; 1990). Las variantes A, B, C y E se diferencian sélo en aigunas sustituciones
aminoac{dicas, mientras que las variantes D y F presentan alteraciones estructurales més
profundas, como 2 delecciones enteras de 11 y 37 aminodcidos, respectivamente,
incluyendo el lugar de fosforilacién miltiple de esta casefna (Figura I1.10.). La variante A
se diferencia de la B por las sustituciones Pro--~Leu en posicién 16 y Glu---Gin en posicién
77, las variantes C y E poseen un residuo lisina en posicién 100 y un residuo alanina en
posicién 195, mientras que los otros alelos presentan, respectivamente, en estas 2
posiciones un residuo Arg y uno Thr. La variante C‘, se diferencia de las otras por la

presencia de un residuo isoleucina en posicién 8.

En la leche de oveja se han detectado electroforéticamente varios componentes de la
casefna ag, algunos de los cuales pueden ser variantes genéticas y que se han identificado

como componentes casefnicos og), 0gy ¥ os3; Su composicién en aminodcidos es idéntica

entre si (difieren sélo en un grupo fosfato) y similar a la o1 bovina, pero se diferencian de
ésta por su mayor sensibilidad al calcio (Richardson y Creamer, 1976). Por otra parte, el
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Tabla I1.6. Composicién Caseinica de las Leches de Vaca, Oveja y Cabra,
determinada por FPLC en Columnas Mono S

VACA OVEJA CABRA
CASEINA % CASEINA TOTAL
Olg) 36,2 44-26
34,2

a’SZ 10,2 5-19
B . 40,8 50,4 42,2 - 64
K 10,1 10,8 9,8-23,5
Minoritarias 2,8 4,6 6,9-15

Fuente: Law y Tziboula, 1992
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Figura I1.10. Polimorfismo genético de las 6 lactoproteinas caprinas

(Martin, 1993)
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componente og; presenta 11 residuos aminoacfdicos diferentes respecto de la variante
genética og) B bovina, mientras el componente ¢g3 presenta 12 residuos diferentes si se

compara con la misma variante (Jeness, 1982).

Al evaluar la accion de la quimosina en la caseina og; de las leches de vaca y cabra,
Addeo y col. (198R8) determinaron que la o bovina es mds sensible a la accién de la
quimosina que las «gy y B, que la casefna og; de cabra se hidroliza cerca de la regién
N-terminal (igual a la de vaca) y que los productos de degradacidn son iguales en ambas
casefnas; tales productos se conocen como péptidos ogi-1, cuya formacidn se debe a que el
enlace peptidico Phe (23)-Phe (24) de la casefna ag; bovina, es tan l4bil a la quimosina

como el enlace Phe (23)-Val (24) de la casefna caprina.

I1.5.2. CASEINA o,

La casefna gy de la leche de cabra es también polimorfa y se encuentra en mayor
proporcién que en la leche de vaca. Su estructura primaria se diferencia de la de vaca por
una insercién de un residuo Asn entre los residuos lle 14 e Ite 15 de la casefna ogp bovina,
por lo que su composicién aminoacidica es de 208 aminodcidos (uno m4s que en la bovina).
De esta casefna se conocen dos variantes, A y B detectadas por Boulanger y col, (1984) y
cuyo anilisis bioquimico indica que las sustituciones aminoac{dicas que las diferencian son
una sustitucién Glu---Lys en la posicién 64, que afecta a un lugar de fosforilacién (Ser 62)
y una sustitucién Lys---Ile en pdsicién 167 (Bouniol y col., 1993).

I1.5.3. CASEINA B

Es la protefna mayoritaria de la leche de cabra, encontrdndose en mayor proporcién
que en la leche de vaca. Su estructura primaria se diferencia de la de vaca por una deleccion
del dipéptido Pro 179-Tyr 180, destacando de la casefna B caprina, que al contrario que su
homéloga bovina, existe bajo dos formas 1 y Bz (Richardson y Creamer, 1974), en
proporciones sensiblemente iguales y que no difieren méds que en el nimero de residuos
fosforilados (6 para la By y 5 para la p2 ). Esta casefna se ha considerado monomorfa
durante mucho tiempo, hasta que Dall'Olio y col. {1989) determinaron la existencia de un
alelo probablemente nulo. Recientemente, Mahé y Grosclaude (1993) han detectado la
existencia de 4 alelos diferentes de esta casefna.
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La casefna B de la leche de oveja, al igual que su homéloga caprina, tiene 2

componentes con la misma composicién aminoacidica, que sélo se diferencian porque la p;

tiene un grupo fosfato mds que la B2 y es mds sensible a los iones calcio (Richardson y col.,
1978), mientras su secuencia aminoacidica se diferencia de su homéloga bovina en al
menos 15 aminodcidos (Richardson y Mercier, 1979). De la leche de oveja también se han
aislado protefnas similares a las yde la leche de vaca (Jeness, 1982).

I1.5.4. CASEINA «

La casefna x caprina consta de 171 amino4cidos frente a los 169 de su homdéloga
bovina, debido a la insercién de un dipéptido Val-His entre los residuos Thr-131 y Ser-132.
Los 2/3 de las diferencias observadas entre las casefnas x bovina y caprina, se localizan en
la zona C-terminal de la molécula correspondiente al caseinomacropéptido ( bovino 106-169
y caprino 106-171), es decir, en la regién mds hidréfila de la molécula que se libera en la
coagulacién enzimatica de la leche por la quimosina (Figura II.11.).

Se conocen dos variantes genéticas de la caseina x caprina, que se diferencian por una
sustitucién localizada en la porcién N-terminal de la molécula (para-x-casefna) y que se
denominan A y B por analogfa con las variantes bovinas (Di Luccia y col,, 1990). Ademds,
debido a la glicosilacién de esta casefna, Addeo y col. (1988) identificaron al menos 5
formas diferentes en la especie caprina. Alais y Jolles (1967), encontraron algunas
diferencias en la casefna x ovina en relacién a la bovina, tanto en la composicién
aminoacfdica, como en el grado de glicosilaci6n; sin embargo ambas comparten el papel
estabilizador de la estructura micelar. '

Las para-x-casefnas de vaca, oveja y cabra se han secuenciado completamente, con
diferencias en la posicién de algunos aminodcidos en la de entre vaca-oveja, vaca-cabra y
oveja-cabra (Tabla I1,7.). La sustitucién de aminodcidos en las para-x-casefnas bovina,
caprina y ovina, principalmente en la posicion 19 (Ser en bovina y Asp en ovino) hace que
la carga negativa aumente de la bovina a la caprina, siendo intermedia en la ovina, lo que
permite diferenciarlas por isoelectroenfoque (Amigo, 1989a). La estructura correspondiente
del enlace sensible a la quimosina se encuentra conservado en las 3 especies (Mercier y col.,
1976).
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Tabla IL7. Comparacién de la Secuencia de las Para-x-Caseinas de Vaca, Oveja y Cabra

8 10 19. 46 65 73 80 82 - 90 94

VACA Pro Arg Ser Lys Ala Ite Ser Thr Ala Thr

OVEJA Arg Cys Asp Arg Val Thr Pro Ala Asp Ala
CABRA Pro Cys Asp Arg Val Thr Pro Thr Asp Thr

Fuente: Amigo, 1989
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I1.6. OTRAS PROTEINAS LACTEAS

IT.6.1. PROTEINAS DEL LACTOSUERO

El término protefnas del suero se emplea para designar aquellas proteinas solubles a
pH 4,6 y 20 °C, que se caracterizan por ser protefnas globulares sujetas a la
desnaturalizacién por calor. No obstante, también se incluyen bajo esta denominacién
fragmentos de la casefna B, como las proteosas-peptonas 5, 8-lento y 8-rdpido, que son
estables al calor y se encuentran formando parte de las micelas de casefna al pH normal de la
leche (Eigel y col., 1984), Las protefnas mds significativas de este grupo: o-lactoalbidmina,
B-lactoglobulina, seroalbiimina e inmunoglobulinas son proteinas globulares debido a la
distribucién uniforme de sus restos polares y no polares, a 1a ausencia de f6sforo y a su
bajo contenido en prolina, Estas caracteristicas, unidas a un alto contenido en cistina,
cistefna y metionina, hacen que sean mds inestables térmicamente que las casefnas y que al
calentar la leche pierden solubilidad (Walstra y Jeness, 1987). Las protefnas citadas no
estdn sometidas a las modificaciones post-traduccionales que sufren las casefnas
(glicosilacién y fosforilacién), aunque se conocen variantes genéticas de la o-lactoalbimina
y la B-lactoglobulina {(Grosclaude, 1988).

La separacién de los componentes individuales de las proteinas del suero, se realizé
originalmente por fraccionamiento, debido a diferencias de solubilidad y por cristalizacién.
Actualmente, los métodos de fraccionamiento preferidos, tanto con fines analfticos como
preparativos, son los de cromatograffa de filtracién en geles y de intercambio iénico.

I1.6.1.1. B-LACTOGLOBULINA,

La p-lactoglobulina por sus caracterfsticas estructurales y su aptitud para fijar el
retinol, parece ser que estarfa implicada en el transporte de este precursor de la vitamina A
hacia unos receptores situados en la superficie de las células de las vellosidades intestinales
(Papiz y col., 1986; Monaco y col., 1987). Es la protefna soluble cualitativamente més
importante, ya que se encuentra en la leche a una concentracién de unos 3 g/, tiene 162
aminodcidos y un peso molecular de 18,277 daltons (Grosclaude y col., 1976), con 5
cistefnas que le permiten crear puentes disulfuro (-S-S- ) intra o intermoleculares, que
estabilizan la dimerizacién de esta proteina al pH normal de la leche. La unién entre la
casefna x y la p-lactoglobulina de la leche calentada, se debe a un enlace disulfuro entre estas
dos moléculas. En la B-lactoglobulina se han detectado 4 variantes genéticas, se conoce que
la variante B se diferencia de la C por una mutacién en la posicién 59 (Gln---His); de la D
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por una sustitucién en la posicién 45 (Glu---Gln) y de la variante A por dos mutaciones en
las posiciones 64 (Gly---Asp) y 118 (Ala---Val),

I1.6.1.2. a-LACTOALBUMINA

La o-lactoalbimina interviene en la sfntesis de la lactosa, al modificar la actividad de
la galactosiltransferasa, permitiendo que la uridfn difosfato (UDP)-galactosa con la glucosa
origine la lactosa (Ebner y Brodbeck, 1968; Rood y Thomas, 1980). Esta proteina se
encuentra en la leche de vaca an una concentracién de 0,7 g/l. La variante B consta de 123
aminodcidos, de los que 8 son cistefnas, que forman 4 puentes disulfuro y tiene un peso
molecular de 14,174 daltons. La variante A difiere de la B por una sustitucién aminoacidica
en la posicién 10 (Gln en la A y Arg en la B).

I1.6.1.3. ALBUMINA SERICA BOVINA

Esta proteina, uno de los componentes mayoritarios del suero sangufneo, que se
sintetiza en el higado y llega a [a leche por las céllulas secretoras supone solamente el 1,2%,
aproximadamente, de las protefnas ldcteas totales, siendo idéntica en todas las propiedades a
la albimina del suero sanguineo (Polis y col., 1950). Su estructura primaria consta de 582
aminodcidos con un peso molecular de 66,267 daltons (Brown, 1975; Reed y col., 1980).
Se desconoce la funcidn especifica que pueda desempefiar en la gldndula mamaria, y es
poco lo que se sabe de su comportamiento en la leche y en los productos ldcteos asf como
de su posible influencia en las propiedades de estos alimentos.

I1.6.1.4. INMUNOGLOBULINAS

Estas proteinas no son especfficas de la secrecién ldctea, puesto que se sintetizan por
los linfocitos B(Ribadeau-Dumas, 1981) y se transportan por la sangre a todos los fluidos
del cuerpo. Todas las inmunoglobulinas son glicoprotefnas, que son monémeros o
polimeros de una molécula de cuatro cadenas formada por dos cadenas ligeras (20,000 peso
molecular) y dos cadenas pesadas (50,000-70000) unidas por puentes disulfuro (Butler,
1974; Lascelles, 1977). Las principales intnunoglobulinas en la leche son 1a IgM, la IgA y
la IgG, que es la mayoritaria (Guidry y col., 1980). '
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I1.6.2. PROTEINAS DE LA MEMBRANA DEL GLOBULO GRASO

Los glébulos grasos de la leche estdn rodeados de una fina membrana (King, 1955},
formada por una mezcla compieja de fpidos y proteinas y aunque algunas de estas protefnas
son enzimas, es todavia diffcil estimar la proporcién de componentes enziméticos y no
enzimdtico, Dichos glébulos contienen un 50% de proteina, lo que supone,
aproximadamente, un 1% del total de la proteina de la leche. Las protefnas de la membrana
del glébulo graso son dificiles de resolver y separar analfticamente, porque interactian
fuertemente entre sf y con los l{pidos; la mayorfa son insolubles.

I11.6.3. PROTEINAS MINORITARIAS

En la leche existen pequefias cantidades de dos protefnas ligantes de hierro: la
transferrina y la lactoferrina, que son cadenas polipept{dicas sencillas de peso molecular de
600 a 700 daltons y que ligan dos moles de hierro por molécula (Jeness, 1982). La
transferrina parece ser idéntica a la existente en el plasma sanguineo y su peso molecular es
de 75,000 a 77,000 daltons (Leger y col., 1977), mientras la lactoferrina tiene un peso
molecular, que varfa segdn los autores, de 77,000 a 93,000 daltons (Leger y col., 1977).
Ambas protefnas son significativamente diferentes, tanto en su composicion aminoacfdica
como inmunol6gicamente (Gordon y col., 1963).

Otras protefnas minoritarias del suero de la leche son la familia de las M-1
glicoprotefnas aisladas por Bezkorovainy (1965; 1967) de la leche y el calostro; una
proteina ligante de cobre se detectable por inmunodifusién (Hanson y col., 1967); un
inhibidor de la tripsina encontrado en el calostro (Laskowski y Laskowski, 1950; 1951); un
quininégeno aislado del suero de la leche por Leach y col. (1967) y una protefna ligante de
folato (FBB), aislada de la leche de vaca (Salter y col., 1972).

I1.6.4. ENZIMAS

En la leche se han detectado numerosos enzimas, asociados a las micelas de casefna, a
los glébulos grasos o a los leucocitos, mientras otros se encuentran dispersos en el suero.
Una descripcién mds detallada de los mismos puede encontrarse en Walstra y Jeness
(1987). En el caso que nos ocupa, merece destacarse que la actividad del enzima
xantfn-oxidasa es 10 veces superior en la leche de vaca que en la de cabra, por lo que esta
caracterfstica se ha empleado para diferenciar las leches de ambas especies (Amigo, 1989a).
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IL7. QUESOS

Segiin el Real Decreto 503/1086 del 21 de febrero de 1986 (B.O.E., 14/111/1986), los
quesos se definen como: "El producto fresco o madurado, sélido o semis6lido, obtenido
por separacién del suero después de la coagulacién de la leche natural, de la desnatada total
o parcialmente, de la nata, del suero de mantequilla o de una mezcla de algunos o de todos
estos productos, por la accién del cuajo u otros coagulantes apropiados, con o sin hidrolisis
previa de la lactosa”, Asfmismo, se entiende por queso fundido: "El producto obtenido por
molturacién y/o mezcla, fusién y emulsién con tratamiento térmico de una o més variedades
de queso con o sin la adicién de agentes emulgentes, de leche y productos ldcteos y de otros

productos alimenticios".

I1.7.1. CLASIFICACION DE LOS QUESOS ESPANOLES

Espafia es un pafs de contrastes que sin duda se reflejan en su cultura, sus gentes y
como, expresién gastronémica, en sus quesos. De la complejidad de la elaboracion de los
quesos y de los factores a considerar en la descripcién de los mismos, es comprensible que
resulte diffcil establecer una clasificacién general de todos los tipos de quesos.

Por ello, existen varios criterios para su clasificacién. Una modalidad muy extendida
es la basada en el tipo de leche utilizada en su elaboracién, por lo que puede hablarse de
queso de vaca, oveja o cabra. Sin embargo, el criterio de clasificacién més aceptado es
aquel que se establece en funcién de su maduracion: quesos frescos y quesos fermentados,

maduros o curados.

La legislacién espafiola, consciente de la dificultad de los criterios de clasificacién
pero a su vez considerando necesario establecer unas normas minimas de regulacién de la
calidad, ha establecido una clasificacién basada en uno de los componentes del mismo; el
contenido graso. Siguiendo este criterio, la legislacién espafiola los clasifica los quesos de
la forma siguiente: a) Extragraso: contenido en grasa sobre extracto seco como minimo del
60%:; b) Graso: contenido graso minimo del 45% sin llegar al 60%; c) Semigraso: minimo
del 25% sin llegar al 45%; d) Semidesnatado: minimo del 10% sin llegar al 25% y e)
Desnatado: menor del 10%.

De entre los numerosos sistemas de clasificacién de los quesos, que obedecen a
criterios distintos, nosotros vamos a seguir una clasificacién comercial (Herrero, 1992) por

- ser prictica y sencilla (Tabla IL8).
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Tabla IL8. Quesos Espaiioles

TIPO DE QUESO ESPECIE PRODUCTORA
VACA OVEJA CABRA MEZCLA
Frescos Burgos Alicante Cassoleta
Yillalén Cadiz La Nucia
Camerano Matd
Murcia Pido
Pormia
Tenerife
Tiemos Cantabria (D. O.) La Bureba Babia Beyos
Afuega'l Pitu Céceres Laciana Flor de Gufa
Ulloa o Arzia Torta del Casar Garrotxa Quesuco
Cebreiro Milaga Servilleta
Del Leén La Vera
Pasiego
La Selva
Tetilla
Vidiago
Semicurados y Benasque Anso-Hecho Acehuche Ahumado de Aliva
<lrados Casfn Casteliano Albarracin La Calahorra
Mahén (D. 0.) Idiazdbal (D. O.)  Alhama de Granada Genestoso de la Gomera
San Simédn Manchego (D. 0.) Aracena Grazalema
Valle de Ardn Oropesa Buelles Herreiio
Pedroches Conejero Mallorquin
" Roncal (D. 0.) Gata-Hurdes Pefiamellera
La Serena Tbores Tronchén
Serrat Majorero Ibérico
Zamorano Montsec Hispdnico
Murcia al vino De la Mesta
Balmero
Quesailla
Sierra Morena
Tiétar
Valdetejo
Azuies. Cabrales (D. O, ), Gamonedo, La Peral, Picon, Valdedn, La Armada, Urbiés, Cremas de Queso
¢speciales  Azul (Valdedn), Cremas de coagulacidn lictica con o sin sabores, con especlas, etc,

sabores, con especias, etc.

D.O, ; Denominacién de Origen

Fuente: Herrero, 1992
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11.7.1.1. QUESOS DE ESPANA_CON DENOMINACION DE ORIGEN Y
GENERICA

Para proteger nuestros productos y asegurar la calidad de los quesos, en Espaiia se
han creado las "Denominaciones de Origen", definidas segin ley 25/1970 en su artfculo 69
como: "Se entiende por denominacién de origen el nombre geogrifico de la regidn,
comarca, lugar o localidad empleado para designar un producto procedente de la respectiva
zona, que tenga cualidades y caracteres diferenciales debidos principalmente al medio
natural y a su elaboracién”. De esta definicion se desprende que ha de existir una doble
conexién entre el nombre geografico constitutivo de la denominacién de origen y el
producto diferenciado por ella. Por tanto, ese nombre geogrdfico ha de emplearse para
designar quesos producidos exclusivamente en la regién o comarca que le da nombre y,
ademds, dicho queso deberd poseer determinadas cualidades y caracteres que han de ser
debidas principalmente a ese medio geografico. Esquemdticamente, se puede decir que los
criterios generales a tener en cuenta para el reconocimiento y reglamentacién de una
denominacién de origen son: a) La existencia de un queso conocido por el nombre
geogrifico de su regién de procedencia; b) La delimitacién de una zona de produccion; ¢) El
empleo de unos métodos de produccién y elaboracién tradicionales y locales; d) La
presencia en el queso de unos caracteres diferenciales, ligados a la zona de produccién y a
los sistemas de elaboracién locales, y e) Un sistema de control y garantfa suficiente.

Para asegurar el cumplimiento de estos criterios, cada denominacién de origen estd
regulada por un Reglamento, aprobado por la Comunidad Auténoma correspondiente y
ratificado por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién. Este reglamento establece
la composicién y fundamento del Consejo Regulador, que es el érgano interprofesional
encargado del control y la defensa de la denominacién de origen. En la Tabla IL9., hemos
recogido los quesos de Espafia con Denominacién de Origen y Genérica.

I1.7.2. LA LECHE PARA LA FABRICACION DEL QUESO

La leche de todos los mamf{feros puede destinarse a la produccién de quesos, pero por
razones puramente prdcticas, la leche de los mamfferos domésticos ha dominado la
produccién quesera. La fuente primaria depende de la zona de produccién, ya que mientras
la leche de vaca domina la produccién en las zonas llanas, en las zonas de montafia se utiliza
la leche de oveja o de cabra en la produccién de quesos. Aunque existen diferencias de
composicién de Ia leche dependiendo de la especie productora,lo que puede afectar la
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Tabla 1.9, Quesos Espafioles con Denominacién de Origen y Genérica

QUESO ZONA LECHE ORDEN
MINISTERIAL
Roncal Navarra (valle de Roncal) Oveja (Rasa y Lacha) 11/3/91
Mahdn Menorca Vaca (cruda o pasterizada) 24/11/93
Cabrales Cabrales y algunas localidades Mezcla (vaca, oveja y cabra) 29/6/90
de Peflamerana Alta
Cantabria Cantabria, excepto las cuencas  Vaca (Frisona pasterizada) 29/1(/85

hidrogréficas de Urdén y Cervera

Manchego Ciudad Real, Albacete, Cuenca Oveja (Manchega) 21/12/84
y Toledo
Idiazdbal Pafs Vasco Oveja (Lacha y Carranzana) 30/11/93
Zamorano Zamora Oveja (Churra y Merina) 6/5/93
La Serena Comarca de La Serena Oveja (Merina), leche cruda 14/4/93
0 paSterizada

Pic6n-Bejes-Tresvijo Comarca de Liébana Bovina (Tudanca, Pardc Alpina 6/10/87
Quesucos de Liébana y Frisona); Ovina (Lacha); Caprina
(Pirenaica y Cabra de los Picos

de Europa)

Fuente: Industrias Lecheras, 1993
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calidad del queso producido, en muchos aspectos las leches tienen mucho en comdn. Las
dos formas mayoritarias de proteinas de la leche (casefnas y protefnas del suero) son
esenciales en la fabricacién del queso y, de estas dos, la fraccién casefnica es la més
importante. Las casefnas no sélo representan aproximadamente el 70-80% de las protefnas
de la leche sino que, ademds, forman la matriz de la cuajada quesera y en tltima instancia el
queso por sf mismo. Sélo si el queso procede de leche sometida a ultrafiltracién o a
tratamientos severos de calor, las protefnas del suero se consideran una fraccion
importante. En el primer caso, las protefnas séricas quedan atrapadas durante el procesado
de la leche, mientras que en el segundo son desnaturalizadas y se adsorben en la superficie
de las casefnas (Robinson, 1995),

La fraccién casefnica consta de cuatro tipos de proteinas y cada una de ellas es una
fosfoprotefna diferente. La presencia de residuos fosforilados es importante por dos
razones; a) influencia los puntos isoeléctricos alrededor de pH 4.5-5.0, y b) los residuos
fosforilados pueden unirse a los iones calcio. Las moléculas de casefna permanecen aisladas
o combinadas con iones calcio o fosfato célcico, formando las llamadas micelas de caseina.
Estos complejos contienen miles de unidades de casefna y la parte central de los mismos
ests formada por casefnas o y B, mientras que en la superficie se encuentra la casefna
(Dalgleish y col., 1989). Es la presencia de la casefna x hacia el exterior de las micelas, lo
que impide que las oy B casefnas formen agregados y precipiten espontdneamente.

Por otra parte, cuando se produce la coagulacién de la leche durante la fabricacion de
queso, el enzima quimosina, presente en el cuajo, escinde la casefna «, dejando a las otras
casefnas desprotegidas. Como consecuencia, las micelas comienzan a agruparse en
presencia de iones calcio. El efecto de este enzima sobre las otras casefnas es despreciable
en un perfodo de tiempo corto, pero en quesos con un perfodo de maduracién largo las
casefnas a y p pueden ser hidrolizadas por enzimas proteolfticos, presentes en €l cuajo con
la quimosina. Esta accién puede ser importante en relacién con el desarrollo del sabor (Fox,
1989), lo que también depende de la especie lechera, En la leche de vaca, las casefnas asi y
8 son los componentes mayoritarios, pero en la leche de oveja y de cabra las dos formas de
casefna P son las principales fracciones y, ambas, son diferentes a la casefna p de la leche
de vaca. Asfmismo, la casefna og; se encuentra en mayor proporcién en las leches de oveja
y cabra que en la de vaca y estas diferencias pueden ser importantes en el sabor de un queso
determinado. Cuando en la legislacién de los quesos se utiliza s6lo la coagulacién 4cida,
como sucede en la India y Sudamérica la casefna x permanece intacta y es la inestabilidad de
las casefnas alrededor de su punto isoeléctrico lo que determina su precipitacién. El
resultado es un gel blando manipulable para modificar las propiedades organolépticas del
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producto final. La naturaleza de las casefnas es importante respecto de la fuerza (resistencia)
del gel; las casefnas B que dominan en la leche de cabra, originan un gel més fuerte que el
obtenido con la leche de vaca (Robinson, 1995).

El otro componente mayoritario de los quesos es la fraccién lipfdica, en la que
algunos valores t{picos de esta fraccién en las diferentes especies lecheras son; leche de vaca
3,5-5,0%, leche de oveja 5,8-9% y leche de cabra 2,8-6,5% (Tamime y col., 1991), La
fracci6n lipfdica estd formada mayoritariamente por triglicéridos, aunque los dcidos grasos
libres estdn ampliamente repartidos por la leche. Durante la fabricacién del queso, los
lfpidos de la leche son retenidos junto con las proteinas, por lo que en los quesos de pasta
dura alrededor del 45% de los sdlidos totales corresponde a la grasa, mientras el resto son
protefnas con niveles bajos de lactosa y sales minerales. Aunque la mayorfa de la lactosa se
pierde con el suero durante la fabricacion del queso, este disacdrido es esencial durante los
primeros estadfos de la fabricacién quesera, ya que este azicar es utilizado por los cultivos
iniciadores en la produccion de dcido l4ctico. La lactosa soporta, al menos en parte, el
crecimiento de los mohos, levaduras y bacterias asociadas con la maduracién de variedades
queseras como el Brie, asf como el de las bacterias formadoras de gas en los quesos con
ojos. Algunos minerales, como el calcio y el fésforo, son también esenciales en la
coagulacidn de la leche y los iones calcio en particular juegan un papel importante en la
agregacion de las micelas de casefna, lo que hace que el queso sea una fuente excepcional de
calcio en la dieta (Robinson, 1995),

I1,7.3, COMPORTAMIENTO DE LAS PROTEINAS LACTEAS
DURANTE LA FABRICACION DEL QUESO

Las diversas fases de elaboracién de los quesos influyen decisivamente en la
estructura y conformacién de las protefnas de la leche y, en particular, de las casefnas.
Durante la transformacién de la leche en queso, ocurre una deshidratacién en la que la grasa
y las protefnas se concentran de 6 a 10 veces, dependiendo de la variedad. La
deshidratacién se consigue mediante una coagulacion 4cida o isoeléctrica de la casefna,
aunque la mayorfa de los quesos madurados proceden de una coagulacién enzimdtica
producida por el cuajo. La proteolisis, adem4s de ejercer un papel fundamental durante la
manufactura, se considera por muchos autores como el proceso mds importante en el
desarrollo del sabor y la textura del queso, con la excepeidn de los quesos azules y algunas
variedades italianas, en los que predomina la lipolisis y la oxidacidn de los dcidos grasos,
aunque la proteolisis también es importante (Fox, 1989).
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11.7.3.1. COAGULACION

La coagulacién consiste en la conversion de la leche liquida en un gel, lo que se debe
a la ruptura del equilibrio coloidal en el que se encuentran las partfculas de fosfocaseinato
cdlcico, lo que origina que precipiten las micelas de casefna y formen un gel tridimensional
que retiene grasa, agua, sales, etc. La coagulacién puede ser por acidificacidn (coagulacién
dcida) o por la accién de enzimas coagulantes (coagulacién enzimdtica) (LOpez-Fandifio,
1692).

La coagulacién 4cida se produce por una disminucién progresiva del pH de la leche,
debido al dcido ldctico originado por la degradacién microbiana de la lactosa por las
bacterias lacticas o por la adicién a la leche de un dcido mineral u orgénico. El descenso del
pH disminuye la ionizacién de los radicales dcidos de las casefnas, con un desplazamiento
progresivo del calcio y del fosfato inorgdnico de las micelas hacia la fase acuosa
(lactosuero) y una desmineralizacién de las mismas a pH menores de 5. La salida del calcio
y del fosfato, se acompafia de una desintegracién de la estructura micelar (Brule y Lenoir,
1990). La temperatura éptima del proceso es de 20°C y la velocidad de acidificacién debe
ser progresiva, si se desea obtener un codgulo liso y homogéneo.

La coagulacién enzimdtica la realizan muchos enzimas proteolfticos, pero el que se
utiliza més frecuentemente es el cuajo de rumiantes lactantes (cabritos, terneros y corderos)
cuyo principio activo mayoritario es la quimosina o renina. La coagulacién de la leche por el
cuajo se considera un proceso constituido por dos etapas. La primera comprende la ruptura
enzimdtica de la casefna x en para-x-casefna y péptidos. La casefna x se hidroliza por la
ruptura del enlace Phe105-Met106, que es el mds susceptible a la hidr6lisis por proteinasas
4cidas que cualquier otro dentro de las protefnas ldcteas; se cree que, la estructura que lo
rodea es también importante para una ruptura eficaz por los enzimas proteolfticos (Fox,
1989), La ruptura de este enlace divide a la protefna en dos partes muy diferentes, la
para-x-casefna (1-105), ligeramente catiénica a pH 6,6, hidrofébica, pero soluble y que
posee una estructura secundaria relativamente estable y lo que se conoce como
caseinomacropéptido o glicomacropéptido (GMP), polar, poco estable y que contiene todas
las modificaciones post-translacionales y genéticas; su contenido en aminodcidos y azdcares
lo hacen fuertemente polar, por lo que difunde hacia la fase acuosa, elimindndose durante el
desuerado con el suero de queserfa (Swaisgood, 1982). La hidrélisis de la casefna x
depende de muchos factores como el pH, la fuerza i6nica, la temperatura, el grado de
glicosilacién o el tratamiento térmico de la leche.
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La segunda etapa deriva de que la proteolisis de la casefna x reduce el potencial zeta y
la estabilizacién estérica de las micelas de caseina. La pérdida del caseinomacropéptido, que
posee la mayor parte de la carga negativa de la molécula, convierte la superficie de la micela,
donde permanece la para-x-casefna en una zona muy hidrof6ébica. Cuando el 85% de la
casefna x se ha hidrolizado, las micelas comienzan a agregarse y gelificar en presencia de
calcio y a temperaturas superiores a los 20°C (Dalgleish, 1987).

La cuajada enzimdtica es de consistencia blanda, gelatinosa, flexible, eldstica,
compacta, casi impermeable y expulsa el suero al fraccionarla. La cuajada idénea es, en la
mayoria de los casos, la que posee propiedades intermedias entre el coligulo enzimético y el
dcido. La produccién de dcido ldctico por las bacterias del fermento tiene numerosas
repercusiones (Amigo, 1989b): proporciona el pH adecuado para la accién del cuajo, facilita
la expulsién del suerc (lo que determina el nivel de humedad durante la maduracién);
mantiene los niveles de cuajo residual en al cuajada y controla, también, los de la plasmina
retenida; confiere a la cuajada ciertas caracterfsticas ffsicas de las que depende la textura
final, controla el crecimiento microbiano e influye en la actividad de los enzimas que

participan en la maduraci6n.
11.7.3.2. MADURACION

Los procesos proteoliticos que tienen lugar durante la maduracién, ademds de
contribuir al gusto y aroma del queso, potencian el sabor al favorecer la liberacién de
compuestos sdpidos durante la masticacién. Por otra parte, determinan el desarrollo de la
textura, debido a la ruptura de la malla de casefna y al aumento de pH que originan a través
de la formaci6én de amonfaco (Figura I1.12.), En el queso viene la actividad proteolftica
determinada por los agentes proteolfticos presentes (bacterias del fermento y sus enzimas,
proteasas ldcteas nativas, enzimas exdégenos afiadidos como coagulantes y las proteasas
producidas por las bacterias contaminantes) y por las condiciones ffsico-quimicas del
proceso de maduracién (relacién sal-humedad, temperatura, pH, potencial de
éxido-reduccién y el contenido de calcio) (Lépez-Fandifio, 1992).

11.7.3.2.1. Accion del cuajo

Durante la maduracién de los quesos, el agente coagulante enzimdtico hidroliza los
enlaces Phe23-Phe24 o Phe24-Val25 de la agy, dando lugar al péptido ag;-I (Creamer y
Richardson, 1974; Hill y col., 1974), cuya concentracién aumenta con la edad del queso
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(Creamer y Richardson, 1974), aunque simultdneamente sufre degradaciones posteriores
por el cuajo u otras proteasas, llegando incluso a desaparecer al final de la maduracién
(Reville y Fox, 1978). En el caso de la quimosina, las otras fracciones caseinicas resultan
mds resistentes a la proteolisis, destacando dos factores (Visser, 1981): la especificidad del
enzima (que ataca fundamentalmente los enlaces Leu-X y Phe-X) y la accesibilidad del
enlace peptfdico. El nivel de NaCl induce la agregacién de la casefna f y reduce la
disponibilidad de los enlaces de esta protefna sensibles a la quimosina, lo que en el caso de
la casefna og), depende de su grado de entrecruzamiento por la formacién de enlaces

disulfuro. Tanto la agy como la para-x-caseina, son resistentes a la quimosina (Green y

Foster, 1974). El tipo de coagulante utilizado posee gran importancia, sobre todo en lo que
respecta a la textura del queso (Birkkjaer y Johnk, 1985).

11.7.3.2.2, Proteasas nativas de la leche

De modo natural, la leche contiene una proteasa alcalina y, en menor proporcién, una
proteasa dcida y aminopeptidasas, pero es la proteasa alcalina o plasmina, la que ejerce una
actividad predominante. En la leche fresca, la plasmina se encuentra asociada a las micelas
de casefna, disocidndose a medida que disminuye el pH (Richardson y Elston, 1984).
Cuanto menor es el pH durante el desuerado, menos plasmina quedard retenida en el queso,
La plasmina es la responsable de la ruptura inicial de las casefnas, sobre todo en quesos
cuya cuajada se calienta, inactivindose el cuajo (Matthesson, 1981). En casi todos los tipos
de quesos se acumulan importantes cantidades de casefnas v, lo que es indicativo de la
actividad de la plasmina, aunque este enzima es particularmente activo en aquellas
variedades cuyo pH aumenta durante la maduracién (Trieu-Cuot y Gripon, 1982). El hecho
de que el péptido ag-I se encuentre en todos los tipos de quesos durante las primeras
etapas de la maduracién, incluso en aquellos en los que el cuajo es inactivo, se atribuye a la
accién de la proteasa 4cida de la leche, cuya especificidad hacia las casefnas es similar a la
del cuajo (Kaminogawa y col., 1980).

11.7.3.2.3. Proteasas de las bacterias lacticas

Las bacterias l4cticas ejercen una actividad endopeptidésica, fundamentalmente sobre
la casefna B (Visser y de Groot-Mostert, 1977), aunque también actian sobre 1a agy y su
principal producto de degradacidn, el péptido as;-I (Desmazeaud y col., 1976), aunque esta

actividad es poco significativa en relacién con la del cuajo. En cuanto a los
microorganismos no constituyentes del cultivo iniciador, los mohos del género Penicillium
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ejercen una actividad intensa y liberan tanto péptidos de bajo peso molecular como
aminoécidos (Desmazeaud y Zevaco, 1979). En quesos de pasta blanda, como el Brie o el
Camembert, Penicillium camemberti produce dos endopeptidasas exocelulares que
degradan profundamente las casefnas ag; y B, alterndndose su importancia a lo largo de la
maduracién (Trieu-Cuot y col., 1982 a y b), En el caso de los quesos azules, la accién de la
proteasa dcida de Penicillium roqueforti es dominante, degradando fuertemente los
péptidos, y liberando elevadas cantidades de aminodcidos que se encuentran en la pasta de
estos quesos,

I1.7.4. DEGRADACION DE LAS PROTEINAS DEL QUESO

La degradacién de las principales cadenas polipept{dicas que originan péptidos de
tamafio molecular intermedio y alto, se conoce como proteolisis primaria (Grappin y col.,
1985) y afecta fundamentalmente al desarrolio de la textura del queso. El conjunto de
reacciones catalizadas por las exopeptidasas de los microorganismos que complementan la
accién de las proteinasas, dando péptidos de cadena corta y aminodcidos (Rank y col.,
1985), se denomina proteolisis secundaria. El metabolismo de los aminodcidos da lugar,
mediante reacciones enziméticas y quimicas, a la aparicién de sustancias aromdticas voldtiles
y sépidas no voldtiles, En la Figura I.13., se esquematizan las transformaciones que sufren
las caseinas durante la maduracién del queso.

Numerosos investigadores han evaluado la proteolisis de las diferentes casefnas
durante la maduracién de los quesos (Calvo y col., 1992a; 1992b), observando que el nivel
de las o disminuye mds del 80% durante las primeras 5 semanas de maduracién ,mientras
que la hidrélisis de la casefna B es m4s lenta, lo que confirma las diferencias en la estabilidad
de las casefnas ag y B (Lau y col., 1991). Carretero y col. (1992) estudiando el efecto de la
maduracién en las protefnas del lactosuero del queso de cabra determinaron que la
B-lactoglobulina no es sensible a la proteolisis mientras que la o-lactoalbimina y la
seroalbiimina se degradan durante la maduracion.
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LECHE
CITRATO LACTOSA PROTEINAS LIPIDOS
dcido ldctico péptidos cetonas
dcido acético aminodcidos lactonas
diacetilo aminas aldehidos
acetaldehido comp. azufrados dcidos grasos
etanol
dcido propidnico \ /
tioésteres
QUESO

Figura I1.12. Vias principales de formacion del aroma y sabor del queso
) (Law, 1984)

CASEINA
cuajo Flora 1°y 2°

plasmina
PEPTIDOS DE ALTO PESO MOLECULAR

cugjo ¢ ¢ Flora 1°y 2°
PEPTIDOS DE BAJO PESO MOLECULAR
Flora 1°y 2°

AMINOACIDOS Flora 2°, reacciones no enziméticas

AMINAS ALDEHIDOS COMPUESTOS
ALCOHOLES AZUFRADOS

Figura II.13. Degradacién de las caseinas durante la maduracién del queso
(Law, 1987)
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I1.8. TECNICAS ANALITICAS EMPLEADAS PARA
DETERMINAR EL ORIGEN ESPECIFICO DE LA
LECHE Y DERIVADOS LACTEOS

Para garantizar la calidad de la leche utilizada en la elaboracién de quesos, cuya
denominacién de origen incluye como exigencia que la materia prima sea de las especies
oveja, cabra o vaca, son necesarias técnicas analfticas precisas que permitan detectar bajos
niveles de mezcla. En los tltimos afios, se han conseguido avances importantes en la
metodologfa empleada para diferenciar mezclas de leche de diferentes especies, aunque
queda mucho trabajo por realizar para disminuir los mdrgenes de error y lograr una mayor
sensibilidad y rapidez de los ensayos. En este trabajo se revisardn algunos métodos
empleados en la diferenciacién de mezclas de leche de las especies vaca, oveja y cabra,
mientras en la Tabla II.10., se resumen los métodos analfticos mds recientes,

I1.8.1. METODOS CROMATOGRAFICOS

Tradicionalmente, la cromatograffa en capa fina y en fase gaseosa, han sido las
técnicas mds ampliamente utilizadas en el andlisis de los componentes de la leche,
fundamentalmente de la fraccién lipfdica. Actualmente el desarrollo espectacular de las
técnicas de cromatograffa lfquida de alta eficacia (HPLC) han mejorado los resultados
obtenidos. Los métodos cromatogréficos presentan, frente a las téenicas electroforéticas, la
ventaja de su posible utilizacién en los quesos muy madurados, ya que salvo en los quesos
madurados con mohos, son escasas las modificaciones que experimenta la grasa durante el
proceso de maduracién (Ramos y col., 1977). Sin embargo, estos métodos carecen de
utilidad cuando se emplea como adulterante la leche desnatada.

La cromatograffa en fase gaseosa se ha utilizado para determinar los dcidos grasos de
la grasa total o de las fracciones de mayor interés, as{ como una serie de relaciones
porcentuales entre los diversos dcidos grasos (Benassi, 1963; Lotito y Cucurachi, 1967,
Palo, 1975; Kuzdzal-Savoie y Kuzdzal, 1970; Ramos y col., 1977; Gattuso y Fazio, 1980;
Smeyers-Verbeke y col., 1977). Iverson y Sheppard (1989), utilizando esta técnica han
detectado la presencia de leche de vaca en mezclas con la de oveja o cabra, en proporciones
préximas al 10%. El estudio de los triglicéridos por técnicas HPLC y el andlisis de algunas
fracciones por cromatograffa en fase gaseosa han mostrado diferencias entre las leches de
vaca, oveja y cabra (Barron y col., 1990), que quiz4 en un futuro podrfan utilizarse en la
identificacién y cuantificaci6n de estas mezclas.
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Tabla 11.10. Métodos Analiticbs Empleados para Diferenciar Mezclas de Leche de Diferentes Especies Animales

METODOS ANALITICOS

VENTAIJAS

INCONVENIENTES FUENTES
CROMATOGRAFICOS
Identificaci6n de 4cidos grasos Detecta adulteraciones Extraccién de la grasa Iverson y Sheppard (1989)
CLAE de triglicéridos Posibilidad de automatizacién Alin en desarrollo Barron y col., (1990)
CLAE de casefnas Répido. Posible Proteolisis afecta al Haasnoot y col., (1986)
automatizacién limite de deteccién
CLAE de protefnas del suero Separacitn en pocos minutos Sensible a tratamientos Frutos y col., (1991)
térmicos
ELECTROFORETICOS
IEF de para-x-caseinas Deiteccién mezclas de leche Errores con proteolisis Addeo y col., (1986)
de vaca, oveja y cabra
IEF de y-caseinas después del No se afecta por proteolisis Requiere tratamiento Krause y Belitz (1985)
~ témmico

fratamiento con plasmina
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Tabla I1.10. : Continuacidn

METODOS ANALITICOS ! VENTAJAS INCONVENIENTES FUENTES
Electroforesis e IEF de No se afecta por proteolisis Sensibilidad al tratamiento Amigo y col., (1986)
protefnas del suero t€mico
INMUNOLOGICOS
Inmunodifusién radial Procedimiento sencillo Sensible al tratamiento Levieux (1978)
térmico
Inmunoelectroforesis cruzada Sensible y especifico. No se Menos sensibilidad en Elbertzhagen y Wenzel (1987)
de B-caseinas. afecta por tratamiento térmico quesos azules
Inmunodotting Sensible. No se afecta por Método semicuantitativo Aranda y col., (1988)
(antisuero anti-casefnas) tratamiento térmico
- ELISA Sensible y especifico Dasponibilidad de Rodriguez y col., (1990)
(anticuerpos policlonales reactivos comerciales
anti-casefnas)

CLAE: Cromatograffa de liquidos de alta eficacia

IEF: Isoelectroenfoque

Fuente: Rodriguez y Judrez, 1995
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Aungue en el campo de las protefnas en general y de las licteas en particular, la
cromatograffa de filtracién en geles y la cromatograffa de intercambio idnico en
DEAE-celulosa se han utilizado ampliamente para aislar y fraccionar proteinas, estas
técnicas no se han utilizado en la identificacién del origen de la leche. Sin embargo, durante
la Gltima década la cromatograffa lfquida de alta eficacia (HPLC) ha destacado por su
facilidad, rapidez y exactitud en el andlisis de muchos componenies orgénicos. Por ello,
Kaiser y Krause (1985) utilizando la técnica de HPLC en fase reversa demostraron que los
cromatogramas de los péptidos tripticos (derivados de la accién de la tripsina sobre la
casefna) eran diferentes en los quesos de vaca, cabra, oveja y biifala, indicando que con este
método se detecta la adicién de un 1% de leche de vaca en quesos de cabra, aunque en su
estudio no se hace referencia a la maduracién de los quesos empleados.

Hasnoot y col. (1986) utilizando también técnicas de HPLC detectaron un 2-4% de
leche de vaca en quesos de oveja y cabra, empleando como indicador de las mezclas l4cteas
la casefna og) bovina y en el caso de quesos madurados, el péptido ag:-I, aunque en este
caso el {ndice deteccioén fue del 10%. Frutos y col. (1991), han utilizado la técnica de
HPLC en fase reversa para separar las protefnas del suero de la leche de vaca, ovejay cabra;
la identificacién y cuantificacién de las p-lactoglobulinas permiti6 identificar adiciones del
2% en un tiempo muy corto. Kaminarides y Anifantakis (1993) utilizando la técnica de
HPLC con columnas de intercambio ani6nico, realizaron un estudio comparativo de Ja
separacioén de las casefnas de las leches de vaca, oveja y cabra, indicando que la elucidn de
la casefna ag; bovina sucede mds tarde que la de sus homélogas ovina y caprina bajo las
mismas condiciones cromatogréficas, por lo que la cantidad de leche de vaca adicionada en
las de oveja y cabra podrfa calcularse determinando el 4rea de la fraccién cromatogréfica de

1a casefna og; bovina, utilizando una curva standar.

I1.8.2. METODOS ELECTROFORETICOS

De los métodos fisico-quimicos utilizados en la deteccién de mezclas de leche de
diferentes especies, las técnicas electroforéticas pueden considerarse las mds adecuadas, ya
que presentan lfmites de sensibilidad comparables a los de los métodos biolégicos y no
requieren reactivos especiales, aunque como contrapartida deben utilizarse equipos
sofisticados. Los métodos electroforéticos se han utilizado tanto para la separacién de las
casefnas, como para las protefnas séricas.

La separacién de las casefnas por técnicas electroforéticas es la técnica mds
recomendable ya que esta fraccién no se afecta por los tratamientos térmicos. De esta
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manera, Aschaffenburg y Dance (1968) por electroforesis de las caseinas en geles de
poliacrilamida observaron que la casefna ag; bovina presentaba mayor movilidad que sus
homdélogas ovina y caprina y utilizaron esta mayor movilidad para detectar la presencia de
niveles préximos al 2% de leche de vaca en mezclas con las de oveja y cabralo que ha dado
lugar a la realizaci6n de otros estudios con el mismo fin (Pierre y Portmann, 1970; Ramos y
col., 1985). En Espafia esta técnica se utiliza como método oficial en la deteccién de leche
de vaca en mezclas con leche de oveja, teniendo como ifmite de deteccidn un 2% (B.O.E.,
30/X/1991, Figura 11.14.). Sin embargo, esta técnica no es vélida para el andlisis de
mezclas en quesos madurados, ya que la degradaci6n de las casefnas como consecuencia de
la proteolisis que tiene lugar durante la maduracién del queso, hace que la sensibilidad del
método disminuya y la interpretacién de los resultados cuantitativos sea més diffcil.

El estudio de las protefnas del suero por electroforesis en geles de poliacrilamida tiene
la ventaja de que estas proteinas no se degradan durante la maduracién del queso, aunque
tiene el inconveniente de que pueden verse afectadas por el tratamiento térmico. Amigo y
col. (1986; 1989) se han basado en la diferente movilidad electroforética de las
B-lactoglobulinas bovina, ovina y caprina en geles de poliacrilamida, para detectar mezclas
del 1-2% en los quesos madurados. La p-lactoglobulina bovina posee mayor movilidad
electroforética que la a-lactoalbimina y las p-lactoglobulinas ovina y caprina. Los mismos
autores (Amigo y col., 1991), también han evaluado el efecto de distintos pardmetros
tecnolégicos sobre la deteccién de la leche de vaca utilizando el procedimiento citado; el
método es vilido para la deteccién y cuantificacién del 1% de leche de vaca en quesos,
incluso empleando como agente coagulante cuajo vegetal. Durante la fabricacién industrial
del queso, la leche se somete a temperaturas de pasterizacién y este tratamiento puede
desnaturalizar las protefnas del suero, lo que puede alterar los resultados obtenidos en la
determinacién cuantitativa de la leche de vaca. Calvo y col. (1989), han evaluado el efecto
del tratamiento térmico en los quesos, determinando que temperaturas de 90°C durante 30
segundos no afectan a la determinaci6n de leche de vaca en leche de oveja o cabra por este

método.,

La electroforesis de las protefnas séricas en geles de poliacrilamida es el método
oficial en Espafia para la determinacién de la leche de vaca en la de oveja o cabra y para la
determinaci6n de leche de cabra en la de oveja (la B-lactoglobulina céprina presenta una
menor movilidad electroforética que la o-lactoalbimina y la p-lactoglobulina ovina), siendo
en ambos casos el lfmite de deteccién del 2%, También es un método oficial para la
deteccién de la leche de vaca en el queso de oveja o cabra y para la deteccién de 1a leche de
cabra en el queso de oveja, teniendo como lfmite de deteccién un 3% (B.O.E,, 30/X/91,
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Figura IL15.).

En los dltimos afios, la técnica del isoelectroenfoque (IEF) ha reemplazado a la de la
electroforesis en geles de poliacrilamida. El IEF consiste en una electroforesis en un
gradiente de pH (3,5-9,5) con un gran poder de resolucién y en la que los componentes se
separan por diferencias en su punto isoeléctrico. Addeo y col. (1986) basdndose en las
diferencias en la secuencia de las para-x-casefnas bovina, caprina y ovina, y utilizando la
técnica del isoelectroenfoquehan detectado la presencia simultdnea de leche de vaca, ovejay
cabra, en mezclas ldcteas y quesos madurados en concentraciones préximas al 0,5%,
utilizando nitrato de plata como reactivo de tincién. En general este método es vélido para el
control, tanto de la leche como del queso madurado, sin embargo, si se intenta comprobar la
genuidad de un queso muy proteolizado, como el de Roquefort, pueden obtenerse
resultados erréneos por sobreestimacion, ya que algunos péptidos formados durante la
maduracién pueden tener el mismo punto isoeléctrico que la para-k-caseina bovina (Addeo y
col.,, 1989a y b). Krause y Belitz (1985), han descrito la deteccién de porcentajes del 1-2%
de leche de vaca en mezclas de oveja y cabra por electroforesis de las casefnas y,. Sin
embargo, en los quesos madurados los péptidos formados con el mismo punto isoeléctrico
de la casefna bovina 3, pueden interferir en su determinaci6n. Esto puede resolverse con el
tratamiento del queso, previo al andlisis, con plasmina bovina, lo que origina la hidrélisis de
las casefnas vy y permite una mejor separacién de las casefnas bovinas y, de los péptidos
descritos. El método también es vilido en la identificacién de mezclas de leche de vaca y
bufala, en el queso Mozzarella (Addeo y col,, 1989b). El procedimiento mejora en su
sensibilidad y tiempo de andlisis utilizando geles ultrafinos, preparados comercialmente y
realizando la electroforesis y tincién de los geles en un equipo "Phast-System" (Pharmacia).
Este método ha sido recomendado recientemente por la CEE como método de referencia en
la deteccidn de casefnas de la leche de vaca en quesos de oveja (Diario de las Comunidades
Europeas, N° 174/23-32 de 20/3/1992).

La técnica del IEF también se ha utilizado en el andlisis de las fracciones séricas de la
leche. Ruiz y Santillana (1986) utilizando geles de poliacrilamida con un gradiente de pH de
3,5-9,5 consiguen un limite de deteccién de un 3% de leche de vaca o cabra en la de oveja,
utilizando las prtotefnas séricas como las indicadoras de la sustitucién, Con este mismo
método Rispoli y col. (1991), concluyen que la determinaci6n cualitativa y cuantitativa de la
leche de vaca es aplicable en quesos muy proteolizados, como el de Roquefort. Moio y col.
(1990) proponen la utilizacién geles pequefios de poliacrilamida con urea y el sistema
"Phast-System”, como un método rdpido de deteccién de leche de vaca en la leche o quesos
de oveja, cabra y bidfala o quesos. Ortfn y col. (1992a) analizando por IEF las protefnas
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Figura II.14. Separacién de las caseinas de la leche por electroforesis
en geles de poliacrilamida
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fB-Lactoglobulina

o-Lactoalbiimina

[B-Lactoglobulina

a-Lactoalbimina

o-Lactoalbimina

B-Lactoglobulina

Seroalbimina

Figura II.15. Separacién de las proteinas del lactosuere por
electroforesis en geles de poliacrilamida
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séricas de quesos con mezclas de leche de vaca, oveja y cabra, determinan porcentajes de
sustitucién del 5-40% con una gran precisién. Estos autores describen que en los quesos
frescos y de corta maduracidn, fabricados con mezclas de leche de oveja, cabra y vaca, la
técnica del IEF en microgeles de poliacrilamida de capa muy fina (Phast-System), es un
método analftico facil y rdpido, si bien los medios precisos son de coste elevado, con una
resolucién e identificacién seguras de las protefnas séricas especificas presentes en las
mezclas de leche. Los mismos autores (Ortfn y col., 1992b), utilizan este método para
determinar los puntos isoeléctricos de las casefnas x de oveja, cabra y vaca y en la
cuantificacién de mezclas binarias y terciarias con las proteinas indicadoras tefiidas con el
nitrato de plata, concluyendo que, como las casefnas x en los quesos se degradan a
para-x-casefnas y estas no se degradan durante la maduracién del queso ni se afectan por el
tratamiento térmico, representan un marcador potencial de las mezclas de leches en los
quesos, considerando aceptables los resultados obtenidos.

De 1o expuesto es posible concluir, que del estudio de las para-x-caseinas o las
casefnas y por IEF, o del estudio de las B-lactoglobulinas por electroforesis en geles de
poliacrilamida o IEF, utilizando nitrato de plata como reactivo de tincin, permite detectar
niveles muy bajos de leche de las especies vaca, oveja y cabra en mezclas ldcteas y quesos

madurados.
I11.8.3. METODOS INMUNOLOGICOS

La investigacién y desarrollo de las técnicas inmunolégicas como técnicas analfticas
comenz6 hace aproximadamente 25 afios, empledndose sobre todo en el diagndstico clfnico
para el andlisis de hormonas, medicamentos y marcadores tumorales (Rittenburg, 1990). En
la dltima década (8-10 afios), se han utilizado con éxito en la industria alimentaria en la
deteccidn y cuantificacién de antibibticos, pesticidas, microorganismos, micotoxinas,
hormonas, adulterantes y componentes naturales de los alimentos (Samarajeewa y col.,
1991; Gazzaz y col.,, 1992), aunque su mayor desarrollo se ha producido durante los
dltimos cinco afios. Estas técnicas poseen frente a otras técnicas fisico-quimicas o
biolégicas, las ventajas de su sensibilidad, bajo coste, especificidad, rapidez y la ausencia
de equipos instrumentales complejos (Rodriguez y Judrez, 1995). Ademds, la
disponibilidad de "kits" comerciales ahorra tiempo y elimina la necesidad de analizar las
muestras en laboratorios sofisticados (Allen, 1990; Samarajeewa y col., 1991), por lo que
se diferencian de otras técnicas en que su tecnologfa reside en las moléculas y no en los
equipos de deteccién utilizados.
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Todos los métodos inmunoldgicos pretenden la visualizacién objetiva de la interaccién
especifica entre un antfgeno y su correspondiente anticuerpo. Por ant{geno se entiende toda
sustancia a la que se une un anticuerpo especifico en los lugares reactivos de la molécula
antigénica, denominados epftopos. El término inmunogenicidad se refiere a la capacidad de
un antigeno para inducir la formacidn de anticuerpos, lo que depende entre otros factores de
su peso molecular, su composicién quimica y su capacidad para ser reconocido como
extrafio por el organismo receptor. Un buen inmunégeno deberd tener al menos
3.000-5.000 daltons para inducir una buena respuesta inmune mientras las sustancias con
menos de 1000 daltons (haptenos), pueden convertirse en inmundgenas si se conjugan
previamente a moléculas vehiculadoras (carriers).

Los anticuerpos que utilizados en las técnicas inmunolégicas son de dos tipos:
policlonales o monoclonales. Los anticuerpos policlonales se obtienen de ratones, conejos,
ovejas, cabras o caballos, mientras los monoclonales se obtienen de ratones. La
especificidad de un inmunoensayo depende, en gran medida, del tipo de anticuerpo utilizado
(Hefle, 1995). En la Tabla IL.11. se comparan algunas caracterfsticas asociadas a la
obtencién de ambos tipos de anticuerpos.

Para la obtencién de anticuerpos policlonales, los animales se inmunizan
periédicamente con los antigenos de interés (Figura 11.16.). Las inmunoglobulinas
resultantes se detectan en la sangre, aproximadamente una o dos semanas después de la
primera inyeccidn, mientras la concentracién de anticuerpos en el suero puede llegar a
superar la de 1 mg/ml. Cuando el animal alcanza el tftulo de anticuerpos deseado, se obtiene
el suero sangufneo. Una prepardcién de anticuerpes policlonales puede contener hasta 50
protefnas diferentes, ademds de las de interés por lo que para obtener inmunosueros con
una concentracién elevada de inmunoglobulinas especfficas, éstos deben purificarse por
técnicas de precipitacién selectiva o por cromatograffa de afinidad (Hefle, 1995; Gazzaz y
col., 1992},

Fl ratén es el animal de eleccion en la obtencién de anticuerpos monoclonales y desde
que en 1975 Kohler y Milstein desarrollaran la metodologfa para su obtencién, se han
utilizado con éxito en los inmunoensayos. Los ratones se inmunizan con el antfgeno de
interés y cuando se detecta un tftulo suficiente de anticuerpos policlonales en el suero, el
animal se sacrifica. Los linfocitos se aislan del bazo y se fusionan con células inmortales o
mielomas que crecen indefinidamente como cultivos celulares. Las células resultantes de la
fusién denominadas hibridomas, adquieren la capacidad de sobrevivir "in vitro" de la célula
de mieloma y la de producir anticuerpos especificos del linfocito hiperinmune. Cuando los
hibridomas crecen como cultivos celulares los anticuerpos se secretan al medio de cultivo
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Tabla IL.11, Caracteristicas de Interés de la Produccién de Anticuerpos
Monoclonales y Policlonales

CRITERIO MONOCLONALES POLICLONALES
Pureza del Antfgeno No es significativa Significativa
Costes Inicialmente altos Bajos
Tiempo necesario 2-3 meses 1-2 meses
Concentracidn 1- 25 pg/mi” > 1 mg/ml
0,5-5 mg/mi®
Reactividad cruzada L Ninguna Alguna
Afinidad Homogéneos Heterogéneos

a, Sobgadmm de los hibridomas cultivados
b. Liquido ascftico

Fuente: Hefle, 1995
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Inmunizaciéon del animal con
la mezcla antigeno-adyuvante

¢

Inyecciones repetidas

Obtencién del suero del animal

:

Purificaciéon de las Inmunoglobulinas del suero

Figura I1.16. Produccion de anticuerpos policlonales
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mientras que cuando se inoculan en la cavidad peritoneal de los ratones inducen la
produccién de liquido ascitico (Figura I1,17.), Debido a que una célula hfbrida procede de
una célula de bazo que secreta un dnico tipo de inmunoglobulinas, los anticuerpos
monoclonales son quimicamente idénticos y homogéneos en su estructura y especificidad,
por lo que por su pureza y su fdcil obtencién son idéneos para su utilizarios en los
inmunoensayos (Hefle, 1995). Los hibridomas pueden almacenarse en nitrégeno liquidoo
en congelacién a -85° durante largos perfodos de tiempo y recuperarlas mds tarde para
producir anticuerpos (produccién ilimitada de anticuerpos).

Los adyuvantes son preparaciones que incrementan la inmunogenicidad de los
antfgenos y se utilizan tanto en la produccién de anticuerpos policlonales como
monoclonales, siendo estimuladores no especificos de la respuesta inmune y la mayoria
forman un depdsito que protege al antigeno de un rdpido metabolismo y destruccién,
permitiendo la utilizacién de pequefias cantidades de inmundgeno. El mds utilizado es el
adyuvante de Freund’s que consiste en una emulsién agua-aceite que contiene células
inactivadas de Mycobacterium tuberculosis y como ingrediente activo un péptido de su
pared celular que estimula el sistema inmune del animal inespecificamente. Otros
adyuvantes utilizados son las sales de aluminio, polfmeros no iénicos, péptidos poliméricos
y otros (Hefle, 1995).

Las técnicas inmunolégicas basadas en las reacciones de precipitacidn entre protefnas
del suero, y anticuerpos especificos se han utilizado ampliamente en la identificacién de la
especie animal de la leche en mezclas licteas y quesos madurados ( Ramos y Judrez, 1986;
Garcfa, 1991; Rodrfguez, 1992), por lo que en este trabajo se describirdn escuetamente
para centrarnos, posteriormente, en el desarrollo y utilizacién de las técnicas
inmunoenzimé4ticas (ELISA) que por ser mds recientes y eficaces y por constituir un soporte
experimental fundamental en el desarrollo de este trabajo investigador, merecen una

mencién especial.

11.8.3.1. TECNICAS CLASICAS

La Inmunoprecipitacién en Medio Liguido desarrollada por Pinto (1966) fue la

primera técnica inmunoldgica empleada en la deteccién de leches de diversas especies
animales en mezclas l4cteas, siendo eficaz en las leches crudas y pasterizadas, pero no en
las leches esterilizadas, en polvo y condensadas, donde no es posible observar la reaccién
de precipitacién, ya que los precipitados son poco aparentes y desaparecen rdpidamente una
vez formados.
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Figura 11.17. Produccién de anticuerpos monoclonales
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En 1974, Durand y col. utilizando la técnica de Inmunodifusién Doble en geles de
agarosa, consiguieron detectar un 2,5% de leche de vaca en la de cabra y oveja. Este
método sencillo tiene el inconveniente de que es semicuantitativo, aunque la proteolisis del
queso no influye en el resultado siendo un métode todavia empleado en las queserfas.
Actualmente, los inmunosueros se obtienen comercializados, siendo utilizados por algunos
investigadores en diferentes tipos de queso (Ramos y Judrez, 1986). Utilizando esta
técnica, Gombocz y col. (198 1a) detectaron hasta un 5% de leche de vaca en la de oveja.

En nuestro Departamento, Garcfa y col. (1989) han desarrollado un test (COMIT)
para la identificacién de leche de vaca (3-100%) en la de oveja. El ensayo utiliza anticuerpos
policlonales frente a las protefnas séricas de la leche de vaca. La diferencia m4s significativa
con las técnicas de inmunodifusién convencionales, radica en que los reactivos utilizados se
distribuyen embebidos en discos de papel de filtro liofilizados, lo que permite la difusién de
su contenido por el gel. Ademds, los geles poseen un colorante y una concentracién
adecuada de polietilenglicol, lo que permite una mejor visualizacién de las Iineas de
precipitacién Antfgeno/Anticuerpo.

En Espafia la técnica de [nmunodifusién Radial, desarrollada por Levieux (1977), es
una técnica oficial en la deteccién de leche de vaca en mezclas ldcteas y de leche de cabraen
leche de oveja, siendo su limite de deteccién del 1% (B.O.E., 30/X/1991), utilizdndose en
la leche cruda o la pasterizada a 74°C, durante 30 minutos, aunque algunos investigadores
también la han utilizadoen la identificacién de mezclas ldcteas en quesos madurados
(Barbosa y Gongalvez, 1985; Amigo y col., 1939). Calvo y col. (1989) evaluando el efecto
de los tratamientos térmicos en la determinacidn de la leche de vaca en mezclas con la de
oveja y cabra, determinaron que, temperaturas de pasterizacién (74°C, 30 segundos) no
afectan la determinacién cuantitativa de las protefnas séricas utilizando el método
electroforético o el de inmunodifusién, mientras el calentamiento de la leche a temperaturas
de 90°C durante 30 segundos, sélo permite la deteccién de leche de vaca con el método
electroforético. Amigo y col. (1989), comparando el método electroforético en geles de
poliacrilamida con el de la inmunodifusién radial en la deteccién de las leches de vaca y
cabra en quesos madurados, determinaron que el método elctroforético era mds fiable. Los
mismos autores (Amigo y col., 1992), comparando el método electroforético, el de
isoelectroenfoque y el de la inmunodifusién en la deteccién de leche de vaca y cabra en el
queso Serra de Estrela, concluyeron que los resultados obtenidos por electroforesis e
isoelectroenfoque eran similares, mientras que, con la inmunodifusién se obtenfan falsos

negativos.
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Utilizando la técnica de la Inhibicién de la Hemaglutinacién, Levieux (1980),

consigue detectar hasta un 1% de leche de vaca en la de cabra. La combinacién de las
técnicas electroforéticas con las inmunolégicas ha dado lugar a las técnicas de
Inmunoglectroforesis en Cohete e Inmunoelectroforesis Cruzada. La primera de ellas fue
utilizada por Radford y col. (1981) en la deteccién de un 1-5% de leche de vaca en leche de
cabra y, la segunda, por Elbertzhagen y Wenzel (1982, 1987) que detectaron un 0,1-0,2%
de leche de vaca en quesos de oveja o cabra, utilizando un inmunosuero frente a las casefnas
y protefnas del suero de la leche de vaca. Krause y col, (1988), utilizando esta misma
téchica e inmunosueros anticaseinas de la leche de vaca, han detectado un 0,1-0,2% de
leche de vaca en leche y quesos de oveja y cabra, sefialando, que ni la maduracién de los
quesos ni los tratamientos térmicos modifican la sensibilidad del método.

Bernhauer y col. (1983) utilizando la técnica de Electrosinéresis han detectado un
0,1-1% de leche de vaca en la de cabra y oveja y un 0,1-2% de la misma leche en los
quesos madurados. No obstante, la sensibilidad del método varfa cuando la leche se somete
a tratamientos térmicos mayores que la pasterizacién y cuando en la maduracién de los
quesos se produce una proteolisis intensa,

I1.8.3.2. TECNICAS INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

Los inconvenientes asociados a la utilizacién de las técnicas descritas, es que
requieren mucho tiempo o una gran cantidad de anticuerpos purificados y que la mayorfa
son s6lo cualitativas o semicuantitativas. El desarrollo de las técnicas inmunoenzimdticas
(ELISA) ha supuesto una alternﬁtiva interesante a los métodos convencionales utilizados en
la identificacién de leche de diversas especies animales, debido a su especificidad,

sensibilidad y sencillez.

La utilizacién en las técnicas inmunolégicas de marcadores que se conjugan a uno de
los componentes de. la reaccién, permite detectar y cuantificar los complejos
antfgeno-anticuerpo formados. Estos marcadores pueden ser radioisétopos, enzimas,
moléculas fluorescentes o luminiscentes y bacteriéfagos (Gazzaz y col., 1992). Las técnicas
mds utilizadas son el radioinmunoensayo (RIA} y el enzimoinmunoensayo, siendo Yalow y
Berson (1959) los primeros que sescribieron un método de RIA para la deteccién de la
insulina; sin embargo, debido a los inconvenientes asociados a la utilizacién de marcadores
radioactivos, éstos se sustituyeron por enzimas iniciando el desarrollo de las técnicas
inmunoenzim4ticas (Engvall y Perlmann, 1971; Van Weemun y Schuurs, 1971).
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Los enzimoinmunoensayos pueden ser de dos tipos: homogéneos y heterogéneos. En
los homogéneos, la actividad del marcador enzimdtico estd modulada por la interaccién
antfgeno-anticuerpo y no se requiere la separacién de los reactivos, aunque este tipo de
ensayos no s¢ utilizan normalmente en el andlisis de alimentos. Los heterogéneos requieren
la separacién de los complejos ant{geno-anticuerpo de los componentes libres y la
inmovilizacién de uno de los componentes de la reaccién a una fase sélida, lo que facilita la
separacién de los componentes libres. La mayorfa de las técnicas inmunoenzimdticas
(ELISA) utilizadas en el andlisis de los alimentos son heterogéneas.

En las técnicas ELISA el antigeno o el anticuerpo se fijan a un soporte sélido,
generalmente placas de poliestireno, polivinilo, polipropileno o nylon, que permiten su
adsorcién pasiva y la eliminacién de los compuestos libres mediante lavado (Clark y
Engvall, 1980). En algunas aplicaciones, como fase sélida se utilizan membranas,
generalmente de nitrocelulosa a las que se unen las protefnas mediante enlaces hidrofébicos,
denomindndose este tipo de ensayo como "Inmunodotting”. A diferencia de esta técnica , la
de! "Inmunoblotting”, es una técnica que combina la separacién previa de las proteinas por
electroforesis y su transferencia a una membrana de nitrocelulosa, en la que los antigenos de
interés se identifican por un ELISA.

En cuanto al enzima utilizado en la conjugacién al antfgeno o anticuerpo es
conveniente que esté purificado, que sea activo, ficil de obtener y que al reaccionar con el
sustrato origine un producto fdcilmente observable y cuantificable. Los enzimas mds
utilizadoscon este fin son la peroxidasa de rdbano, la B-galactosidasa, la glucosa oxidasa y
la fosfatasa alacalina (Voller y col., 1986).

La eleccién del sustrato del enzima es también importante en las metodologfas ELISA.,
El sustrato debe ser estable y soluble, antes y después de su degradacién. El enzima
peroxidasa de rdbano, uno de los méds empleados, utiliza como sustrato el peréxido de
hidrégeno y como donantes de hidrégeno la O-fenildiamina (OPD), el 4cido 2, 2azino-di
(3-etil-benzotiazolina) sulfénico (ABTS), el dcido S-aminosalicflico y la 3, 37 5,
5’-tetrametilbenzidina. En el caso de la B-galactosidasa, el sustrato més utilizado es el
o-nitrofenil-p-D-galactopiranésido (O-NPG) y para la fosfatasa alcalina el p-nitrofenil
(P-NPP) (Tyssen, 1985). Los compuestos donantes de hidrégeno, al oxidarse en presencia
del sustrato, originan compuestos coloreados cuantificables espectofotométricamente,
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I1.8.3.2.1. Inmunodotting

Se trata de una técnica inmunoenzimética que visualiza las interacciones Ag/Ac en un
papel de nitrocelulosa. El antfgeno se absorbe en este soporte y se pone en contacto con el
anticuerpo; en caso de correspondencia, los anticuerpos unidos al antfgeno se detectan con
un segundo anticuerpo obtenido frente al anterior y conjugado con un enzima. La reaccién
se visualiza al afiadir el sustrato del enzima, por lo que en el papel de nitrocelulosa se
desarrollan manchas coloreadas de intensidad variable.

Aranda y col. (1988) utilizando esta técnica y un inmunosuero anti-casefnas de la
leche de vaca detectan un 0,1% de leche de vaca en la de oveja. Este método también se ha
utilizado en los quesos, aungue los resultados son sélo semicuantitativos. Garcfa (1990)
empleando esta técnica y un inmunosuero anti-protefnas séricas de la leche de vaca,
consiguen la deteccién de un 3% de leche de vaca en la de oveja. Calvo y col. (1989) han
utilizado también el inmunodotting y anticuerpos policlonales frente a las casefnas bovinas o
frente a las inmunoglobulinas de especie, para detectar la presencia de leche de vaca en la de
oveja con indices de deteccién del 0,1%. Recientemente, Aranda y col. (1993) han utilizado
este método para detectar la presencia de leche de cabra o vaca en leches y quesos de oveja.

I1.8.3.2.2, Inmunoblotting

Esta técnica combina la electroforesis con las técnicas inmunoenzimdticas, basdndose
en la transferencia electroforética de las proteinas separadas por electroforesis a una
membrana sintética, donde los ant{genos de interés se detectan por un ELISA Indirecto.

Moio y col. (1992) combinando la técnica del isoelectroenfoque con un
inmunoblotting en Phast-System y utilizando anticuerpos policlonales frente a la B-casefna
bovina, consiguen 1a deteccién de un 5% de leche de vaca en quesos Roquefort de 10 dfas a

5 meses de maduracién.

11.8.3.2.3. Técnicas ELISA

El ELISA es el método inmunolégico mds ampliamente utilizado en el andlisis de los
alimentos debido a su bajo coste y rapidez, facilidad de utilizacion y posible automatizacion,
permitiendo el andlisis de un gran nimero de muestras en un corto espacio de tiempo
(Allen, 1990). Dichas técnicas se basan en la fijacién del antfgeno o del anticuerpo en un
soporte s6lido y en la visualizacién objetiva de la interaccién antfgeno-anticuerpo mediante
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la conjugacién de uno de los componentes de la reaccién con un enzima. Los métodos
inmunoenziméticos (ELISA) permiten el disefio de diversas variantes metodolégicas, de las
que las mds utilizadas son el ELISA indirecto, sandwich y competitivo.

En la técnica del ELISA Indirecto (Figura II.18.), el antfgeno se fija por adsorcidon
pasiva a una superficie inerte (a); a continuacién se adicionan los anticuerpos especificos,
que reconocen al antigeno (b) y se unen a él formando un complejo que se detecta mediante
la incorporacién de un segundo anticuerpo marcado con un enzima (c). La reacci6n se
visualiza porque el enzima, al actuar sobre el sustrato (d), libera un compuesto coloreado.
Una consideracién importante acerca de este formato es que durante la fijacién del antigeno
por adsorcidén pasiva a la placa, éste puede sufrir cambios estructurales que si afectan a los
epitopos pueden hacerles irreconocibles para los anticuerpos (Hefle, 1995)

En la técnica del ELISA Sandwich (Figura II.19.), el anticuerpo especifico
(anticuerpo de captura) se fija a una fase sélida {al) y a continuacién se afiade el antigeno
problema, el cual es capturado por el anticuerpo fijado (b). El complejo anticuerpo-ant{geno
se detecta generalmente con el mismo anticuerpo marcado con un enzima (¢) (anticuerpo de
detecci6n). Finalmente, se afiade el sustrato (d) y el compuesto coloreado liberado por el
enzima, permite visualizar la reaccién. Como anticuerpos de captura y de deteccién puede
utilizarse e mismo anticuerpo o dos tipos diferentes de anticuerpos, como uno policlonal y
otro monoclonal. Esta dltima combinacién incrementa la sensibilidad del ensayo ya que el
policlonal reconoce epitopos diferentes en el mismo antfgeno.

El ELISA Competitivo puede ser directo (cuando se mide la cantidad de anticuerpo) o
indirecto (si se mide el antigeno), siendo este dltimo es el mds utilizado en los alimentos. En
la técnica del ELISA Competitivo (Figura I11.20.), el anticuerpo (directo) o el antigeno
especffico (indirecto) se fija a una superficie inerte (1), y, a continuacién, se afiade el
antfgeno o el anticuerpo mezclado con {a muestra problema, con un segundo anticuerpo
marcado con un enzima (2a). Utilizando como control otro pocillo carente de muestra (2b) y
tras adicionar el sustrato (3a y 3b), se observa la diferencia de color entre ambos pocillos, lo
que refleja la concentracién de antfgeno de la muestra problema.

En los dltimos afios, se ha comprobado que el complejo avidina-biotina es un
mediador muy \til y versdtil en una gran variedad de aplicaciones analiticas, incluidas las
técnicas inmunoenzimdticas (Wilchek y Bayer, 1988). Utilizando las propiedades de este
complejoes posible amplificar las reacciones inmunoenziméticas debido a la elevadfsima
afinidad (103 M-1) de la avidina por la biotina y a la gran estabilidad de la interaccidén no
covalente. En el caso del ELISA Indirecto (Figura I1.21.), después de fijar el antfgeno a una
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d. Adicion del sustrato enzimatico

¢. Antiinmunoglobulinas conjugadas a

un enzima y que reconocen el comple-
jo antigeno-anticuerpo

b. Anticuerpos especificos que recono-
cen al antigeno

a. Antigeno adsorbido al pocillo

Figura I1.18. Esquema de la técnica del ELISA Indirecto
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B . d d. Adicién del sustrato enzimitico
R
- ¢ c. Anticuerpos especificos de deteccién
marcados con un enzima y que
reconocen al antigeno anclade
b b. Antigeno capturado por un anticuer-
po especifico
a a. Anticuerpo de captura adsorbide al
pocillo

Figura II.19. Esquema de la técnica del ELISA Sandwich
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1. Antigeno adsorbido al pocillo

' '

2a. Adicion del conjugado anticuerpo-enzima 2b. Adicién del conjugado
y de la muestra problema anticuerpo-enzima (control)

3a. Adicion del sustrato 3b. Adicién .del sustrato
enzimitico enzimatico

¢

Lectura espectrofotométrica a 405 nm

Figura I1.20. Esquema de la técnica del ELISA Competitivo
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d. Adicion del sustrato enzimatico

c. Avidina marcada con un enzima, que
reconoce a la biotina

b. Anticuerpos especificos conjugados a
la biotina que reconocen al antigeno

a. Antigeno adsorbido al pocillo

Figura I1.21. Esquema de la técnica del ELISA Indirecto, utilizando anticuerpos conjugados con biotina
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superficie sélida (a), se afiaden los anticuerpos especificos de la reaccién conjugados con la
biotina (b) y, a continuacién, el complejo ant{geno-anticuerpo se detecta con un conjugado
de avidina-enzima (c), en lugar de las anti-inmunoglobulinas de la especie de la que procede
el anticuerpo unido al enzima. La reaccién se visualiza porque el enzima, al actuar sobre el
sustrato (d), libera un compuesto coloreado.

La mayorfa de los métodos inmunoenzimdticos descritos en la identificacién y
cuantificacién de la leche de diversas especies animales en mezclas ldcteas y en quesos
madurados, utilizan anticuerpos policlonales frente a las protefnas del suero de la leche
(Garefa y col,, 1990; 1991) o frente a las casefnas totales (Rodrfguez y col., 1990; 1993),
inmunoglobulinas bovinas (Sauer y col., 1991) o péptidos sintéticos (Rolland y col., 1993,
1995). En nuesiro Departamento, se posee una amplia experiencia en la obtencién de
reactivos y en el desarrollo de técnicas inmunoenzimdticas (ELISA) en la diferenciacién de
la leche de diversas especies animales. Asf, Garcfa (1990) utilizando un ELISA Indirecto y
anticuerpos policlonales frente a las proteinas del suero de la leche de vaca, ovejay cabra,
neutralizados o purificados por cromatograffa de afinidad, detectd un 1% de leche de vaca y
cabra en la de oveja, mientras con la técnica del ELISA Sandwich detectd y cuantifico el
1-30% de sustitucién de leche de oveja por la de vaca y cabra.

Posteriormente, Rodr{guez (1992), utilizando un ELISA Indirecto y anticuerpos
policlonales frente a las casefnas totales bovinas, ovinas y caprinas, neutralizados o
purificados por cromatograffa de afinidad, detectd y cuantificé la presencia de un 1 al 50%
de leche de vaca en las leches y quesos de oveja y cabra y Ia sustitucion de un 1 al 25% de
leche o queso de oveja por la de cabra. Asfmismo, utilizando la técnica del ELISA
Sandwich le fue posible detectar y cuantificar un 0,1 al 25 % de leche de vaca en las leches
y quesos de oveja y cabra y det 1 al 100% de leche de cabra en las leches y quesos de oveja.

No obstante, algunos inconvenientes asociados a la utilizacién de anticuerpos
policlonales radican en la disponibilidad limitada de los mismos y en la necesidad de
purificarlos para eliminar reacciones cruzadas y que posean una especificidad adecuada.
Ademds, la purificacién de los inmunosueros por afinidad es larga y costosa y los
anticuerpos purificados constituyen una mezcla de inmunoglobulinas que pueden variar en
su afinidad por el antfgeno, lo que representa un problema a largo plazo.

Recientemente, Rolland y col. (1993), han desarrollado un ELISA Competitivo
utilizando anticuerpos policlonales frente a un péptido sintético del fragmento 140-149 de
la casefna ag; bovina, detectando y cuantificando del 0,125% al 64% de leche de vaca en
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leche de oveja y del 0,5 al 15% en quesos. Dichos anticuerpos policlonales han mostrado
también su utilidad en la deteccién de leche de vaca en la leche y los quesos de cabra
(Rolland y col., 1993).

Asfmismo, el desarrollo de la tecnologfa de la obtencién de anticuerpos monoclonales
(Kéhler y Milstein, 1975), ha proporcionado el medio adecuado para la produccion
continuada de anticuerpos especificos de actividad biolégica conocida y especificidad
determinada, lo que ha permitido la obtenci6n de anticuerpos monoclonales frente a las
diferentes casefnas bovinas (Feng y Cunningham-Rundless, 1989; Kuzmanoff y col.,
1990a, 1990b, 1991: Leung y col., 1991; Nagaune y col., 1988, Oudshoorn y col., 1994},
pero que no se han utilizado en la identificaci6n del origen de la leche de diversas especies
animales. No obstante, Levicux y Venien (1994) han obtenido anticuerpos monoclonales
frente a la -lactoglobulina bovina y utilizando técnicas ELISA, han conseguido la detecci6n
de leche de vaca en leche de cabra u oveja en cantidades de 1 parte de leche de vaca/100.000
partes de leche de cabra u oveja. |

En nuestro Departamento se han obtenido anticuerpos monoclonales frente a la
caseina § de la leche de vaca purificada por FPLC (Anguita y col., 1995), que utilizados en
un ELISA Indirecto han permitido la detecci6n y cuantificacién de un 0,1-10% de leche de
vaca en la leche de oveja y cabra (Anguita y col., 1995). El mismo anticuerpo monoclonal
se ha empleado en una técnica ELISA de paletas (inmunostick) para la deteccién y
cuantificacién del 1% de leche de vaca en la de oveja y del 0,5% en quesos madurados

(Anguita y col., 1995).
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Material y Métodos

III.1. MATERIAL GENERAL

IT1.1.1, MATERJAL DE LABORATORIO

Todas las disoluciones acuosas se prepararon en agua destilada obtenida en un
destilador "Pobel" mod. 706 y desmineralizada en un intercambiador i6nico "Seta" mod.

R-600.(1)

Las pesadas ordinarias se efectuaron en balanzas monoplato "AND" med. Ex -3000 A
y EW-600 A. En las pesadas de precisién se utilizaron balanzas analfticas "AND" mod.
ER-120 A. Para equilibrar las muestras a centrifugar se utiliz6 una balanza biplato "Cobos"
mod. 28.

Las centrifugaciones se realizaron en centr{fugas "Sorvall" RG-513, equipadas con
rotores SS-34 y GSA. Las microcentrifugaciones se efectuaron en una Biofuge A de
"Heraeus" mod. Christ.

Los pHimetros utilizados fueron "Crison" mod. Digit 501, "Radiometer” mod. 28 y
"Metrohm" mod, 654.

Las esterilizaciones se realizaron en autoclaves "Selecta” mod. Autotester Gy 43-G.
La esterilizacién del material de vidrio se efectud por calor seco en una estufa de aire
forzado "Heraeus" mod. KFTU-K.

Para la pasterizaci6n de las leches se empled un bafio termostitico "Bunsen” mod.
BA-12,

Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en espectofotémetros
"Kontron" mod. Uvikon 820 e "Hitachi" mod. U-2000 de doble haz, registrdndose los
resultados en una impresora térmica Uvikon LS-4B y en un registrador Uvikon 21,

Las homogeinizaciones de las muestras se realizaron con ayuda de homogeinizadores
"Calworth" mod. Stomacher 400 y "Sorvall" Omno-mixer 17106.

Las liofilizaciones se realizaron en un aparato Teruzzi-Mevilsa mod. TP-3 con
superficie ttil de carga de 0,3 m2,dotado de equipo de registro, dispositivo de termovacfo y

programador.
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Las muestras se filtraron en diversos modelos de filtro "Whatman" y se dializaron en
membranas de didlisis "Serva" mod. Visking dialysis tubing, type 27/32.

La cromatograffa de intercambio anidnico se realizé en una columna de "Bio-Rad"
mod. 2,5 x 37 cm. y las fracciones cromatogréficas se recogieron en un colector de
fracciones "LKB Bromma" mod, Helirac.

Para la cromatograffa de intercambio catiénico se utilizé un equipo de "Pharmacia”,
compuesto de una columna mod, XK 26/20, una bomba peristdltica mod. P-1 y un colector
de fracciones Redifrac.

La cromatograffa liquida répida de protefnas se (FPLC) se realizé en un FPLC de
"Pharmacia”, provisto de una unidad de control mod. LCC-500 Plus, dos bombas de alta
presién P-500, un inyector MV-7, un monitor mod. UV-MII, un registrador mod. Rec 2,
una columna Mono Q HR 5/3 y un colector automético de fracciones mod. FRAC-100.

Los tampones utilizados en las diferentes cromatograffas se filtraron a vacfo utilizando
bombas e¢léctricas "Eyela” mod. A-3S y filtros de "Millipore" de 0,22 y 0,45 pum v,
posteriormente, se sonicaron en un bafio de limpieza por ultrasonidos "Selecta”.

Las muestras y reactivos se conservaron en arcones de congelacién "Kelvinator”
mod. ACK-355 y "Liebherr", asf como en frigorfficos "Liebherr" y "Kelvinator" mod.
AKR-20 y en un armario frigorifico "Kelvinator" termostatado a 4 1, 1 °C, construido por

una firma local.

En las incubaciones se utilizaron estufas "Heracus” mod. KB-500 y "Selecta” mod.
Termotronic 338, termostatadas a la temperatura deseada.

Las electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE),
se realizaron en un Phast-System™ de "Pharmacia” que se utiliz6 conjuntamente con un
Phast-Transfer™ de la misma firma para los inmunoblottings.

La obtencién de anticuerpos monoclonales se realizé en una sala estéril con una
antesala, ldmparas de luz ultravioleta en los techos, una unidad de aire acondicionado
“Interclinet” y un filtro de aire positivo "Telstar”, Ademds, en su interior se encontraban una
campana de flujo laminar "Telstar" mod. AV-100, un incubador "Heraeus" mod. 6000 con
controlador de temperatura y CO,, un microscopio "Nikon" mod. TMS, una centrifuga

"Heraeus" Megafuge 1.0 y un bafio termostatado "Grant" mod. W 14, El gas utilizado para
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en el incubador fue CO, de calidad N-40 de alto grado de pureza y comercializado por la

SEO. El material de pldstico estéril utilizado fue de las marcas "Nunc" y "LabSysterm”,

Las células de mieloma y los hibridomas se conservaron en un arcén congelador
"Sanyo" ultralow mod. MDF-392 y en bombonas de N, lfquido mod. CDB 35y CDB 18.

Las placas de ELISA utilizadas en los ensayos inmunoenzim4ticos fueron de la marca
"Costar" mod. 3590 de 96 pocillos. Su agitacién se realizé en un agitador de placas de
ELISA marca "Wallac", mod. 1296.001 Plateshake y para su lectura se utiliz6 un lector
espectrofotométrico "Titertek Multiskan Plus, version 1.4",

Como material general de laboratorio se utilizaron pipetas y micropipetas automdticas
de la marca "Gilson" modelos p-5000, p-1000, p-200 y p-20, asf como pipetas multicanales
"Labsystem" y "Titertek", agitadores, mecheros de gas, termémetros, jeringuillas, hojas de
bistur!, etc. El material de vidrio empleado en las experiencias descritas fue siempre de la

marca "Pyrex".

111.1.2. MATERIAL BIOLOGICO

I11.1.2.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En la obtencién de anticuerpos policlonales se emplearon conejos machos de raza
Nueva Zelanda, de 3-3,5 Kg. de peso, mantenidos en el animalario de nuestro
departamento y alimentados con dieta de mantenimiento para congjos y agua potable ad

Para la obtencién de anticuerpos monoclonales se emplearon ratones Balb/c de ocho
semanas de edad, alimentados con dieta de mantenimiento rata-ratén y agua potable ad

libitom.
II1.1.2.2, QRIGEN DE LAS MUESTRAS

En este trabajo se han utilizado las siguientes muestras:

A) Muestras de leche cruda

Leche de cabra: tuvo tres procedencias diferentes. Leche de cabra de la raza Serrana,
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suministrada por la empresa "Queserias Luxtor” de Méstoles (Madrid), leche de cabra de
cruce de autdctonas con Murciana, procedente de una granja diplomada de Talavera de la
Reina (Toledo) y leche de cabra de raza Gran Mezcla, procedente de una granja diplomada
de Fuenlabrada (Madrid).

Leche de oveja: leche de oveja de la raza Manchega, procedente de una granja
diplomada de Benavente (Zamora).

Leche de vaca: leche de vaca de la raza Frisona, procedente de 1a empresa "Queserias
Luxtor" de Méstoles (Madrid).

Las muestras de leche se recogieron directamente del tanque de refrigeracién y se
transportaron al laboratorio en botellas de vidrio estériles, que se introdujeron en un
recipiente hermético isotermo que contenta hielo en bolsas impermeables.

B) Muestras de quesos: Se adquirieron en diversos centros comerciales de Madrid:

Queso de cabra: se utilizaron tres tipos diferentes dependiendo del perfodo de
maduraci6n, siendo estos un queso fresco de origen francés, otro tierno de la marca
"Garrotxa" y otro, con seis meses de maduracién, procedente de la provincia de Ciceres. ‘

Queso de oveja: De denominacién de origen "Roncal” (0. M., 11/3/91 y B.O.E,,
14/3/91).

Queso de vaca: De denominacién de origen "Mahén" (0. M., 5/7/85 y B.O.E,,
24/6/85).

C) Células de Mieloma

Las células de mieloma de la linea celular P3X63-Ag 8.653 fueron cedidas
generosamente por ¢l Instituto LLorente (Madrid).

[IL1.1.3. PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productos quimicos y biolégicos utilizados en este trabajo fueron suministrados
por alguna de la siguientes firmas: "Merck", "Sigma", "Bio-Rad", "Oxoid", "Pharmacia”,
"Difco", "Panreac”, "Dako" y "Fluka" y "Boehringer”. Los medios de cultivo utilizados
durante la obtenci6n y produccién de anticuerpos monoclonales fueron de la marca "Gibeo"
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y "Boehringer"

I11.2. METODOS

I11.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

De las muestras de leche de cabra, vaca y oveja, transportadas a nuestro Departamento
en condiciones de refrigeracién, se procedi6 a la preparacién de los extractos antigénicos
correspondientes.

111.2.1.1. OBTENCION DE LAS CASEINAS

Para la obtencién de los extractos antigénicos denominados casefnas de la leche de
cabra (CC), casefnas de la leche de oveja (CO) y caseinas de la leche de vaca (CV), se
procedié como se describe a continuacién (Figura L 1.).

1) Desnatado de la leche cruda por centrifugacién a 13.000 g durante 10 minutos a
4 °C, y filtracién de las mueastras por un filtro con lana de vidrio.

2) Precipitacién de las casefnas por calentamiento de la leche desnatada a 37 °C,
seguido de acidificacién de la misma hasta un pH de 4,6 con HC1 0,2 M. En el caso de la
leche de cabra, la leche desnatada se calenté a 45 °C y se acidificé hasta un pH de 4,47
(punto isoeléctrico de las casefnas de la leche de cabra). -

3) Mantenimiento de la leche a 40 °C durante 30 minutos y centrifugacion de la
muestra a 6000 g durante 30 minutos, para separar las casefnas precipitadas.

4) Lavado de las casefnas precipitadas durante tres veces con agua destilada, para
eliminar las protefnas residuales.

5) Liofilizacién y mantenimiento de las casefnas a -20 °C, hasta su utilizacion.

El contenido proteico de los extractos antigénicos obtenidos, determinado por el
procedimiento descrito en la seccién I1.2.2., fue ;

- CC: 753 ng de protefna/mg de extracto liofilizado.
- CO: 730 yug de proteina/mg de extracto liofilizado.

95



Material y Métodos

LECHE CRUDA DE CABRA

Centrifugacion (13.000 g/107

4°C

Flitracién por lana de vidrio

Calentamlento a 45°C

Procipitacin dcida (pH=4,47; 0,2M HCY

Conaarvacidn (40°Claa

Cantrilugacion (8000g/30")

CASEINAS  ——— 3 Lavar por contriugacikin (3 veces) 3 | iofifzacidn

Figura lIl.1. Esquema de trabajo en la obtencién de las caseinas de
la leche de cabra
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- CV: 620 g de protefna/mg de extracto liofilizado.

El contenido de caseinas por ml de leche utilizada fue de 13,9 mg en la de cabra (CC),
de 21,9 mgen la de oveja (CO) y de 18,5 mg en la de vaca (CV).

11.2.1.2. MEZCLAS LACTEAS

Se prepararon 3 mezclas experimentales de leche cruda de cabra/oveja y 3 mezclas de
leche cruda de cabra/vaca, dependiendo de la procedencia de la leche de cabra. Asi la mezcla
I se realizé con la leche de cabra de la raza Serrana, la mezcla II con la leche de cabra de la
raza autéctona-Murciana y la mezcla ITl con la leche de cabra de la raza Gran Mezcla, como
se refleja a continuacién:

Mezcla I Serrana Manchega Frisona
Mezcla I Autéctono-Murciana " "
Mezcla II1 Gran Mezcla " "

Asfmismo, la leche cruda de cabra se sometié también a los tratamientos térmicos de
pasterizacion y esterilizacion. La pasterizacion se realizé calentando la leche de cabra a 62
°C durante 30 minutos en un bafio de agua termostatado, mientras la esterilizacién se realizé
manteniendo las muestras de leche en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.
Posteriormente, se prepararon 6 mezclas experimentales de leche de cabra pasterizada/oveja
y /vaca, y de leche de cabra esterilizada /oveja y fvaca.

En todos los casos, la leche de la especie citada en segundo lugar se sustituyd por la
primera en los porcentajes de sustitucién del: 0, 0,125, 0,250, 0,500, 0,750, 1, 2,5, 5, 10,
15, 25, 50, 75 y 100%.

Las muestras resultantes se repartieron en alfcuotas de 1 ml y se conservaron a -20 °C
hasta el momento de su empleo.

I11.2.1.3. MEZCLAS DE QUESOS

Se utilizaron tres tipos de queso de cabra dependiendo del perfodo de maduracién
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(fresco, tierno y madurado), que se mezclaron con quesos de oveja y vaca para la obtencién
de seis mezclas experimentales de quesos de cabra/oveja y cabra/vaca.

Cabra Oveia Yaca
Mezclal Fresco Roncal Mahon
Mezcla I Tierno " "
Mezcla III Madurado " "

Para la obtencidn de los extractos antigénicos de queso se utilizaron 25 gramos de
queso puro o de la mezcla correspondiente, que se homogeneizaron en 250 ml de tampén
fosfato salino (PBS) de pH 7,2 en el stomacker y que, posteriormente, se filtraron por lana
de vidrio.

Igual que en las mezclas ldcteas, los quesos de la especie citada en segundo lugar se
sustituyeron por los de la primera, en los porcentajes del 0, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15,
25, 50, 75 y 100%. Las muestras se repartieron en alfcuotas de 1 mly se conservaron a -20
°C hasta el momento de su empleo,

II1.2.2. DETERMINACION DE LA PROTEINA

El contenido proteico de los extractos antigénicos y de las fracciones casefnicas
purificadas, se determiné utilizando la técnica de Lowry modificada por Markwell y col,,
(1978).

Lowry en 1951, desarrollé un método de para la cuantificacién de protefnas basado en
la utilizacién del reactivo de Folin-Ciocalteau, empleado generalmente para detectar grupos
fenélicos. Este método es mds sensible que el de Biuret y es itil para la deteccién de 10 pg
y 100 pg proteina/ml de muestra. La técnica se basa en la cuantificacién del color
desarrollado al poner en contacto las protefnas con los reactivos que posteriormente se
detallan, El desarrollo del color se debe a una combinacién de reacciones:

a) En condiciones alcalinas, el cobre (Cu?+) forma un complejo con los enlaces
peptidicos de las protefnas (reaccién de tipo Biuret) reduciéndose a Cu*,

b) El Cut, junto con la tirosina y el triptéfano, reacciona con el reactivo de
Polin-Ciocalteau, originando un compuesto inestable que lentamente se reduce para dar
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lugar al reactivo molibdeno-tingstico de color azul, La intensidad del color depende del
contenido en tirosina y tript6fano de las protefnas,

Debido a que esta técnica se basa en la reactividad de los grupos fenoles de las
protefnas, es necesario obtener los resultados de una curva patrén construida en cada
ensayo. En nuestro caso, como proteina standar para construir la curva patrdn se empleé la
fraccién casefnica B comercial (Sigma) de la leche de vaca.

Reactivos:

- Solucion A: Na,COj al 2%, NaOH al 0,4%, dodecil sulfato sédico (SDS) al 1% y
tartrato sédico potdsico (NaKCH,O4) (4H,0) al 0,16% en agua destilada.

- Solucién B: CuSO, (5H,0) al 4% en agua destilada.

- Solucién C: Se obtiene mezclando 100 vohimenes de la solucién A con I volimen

de la solucién B.
- Solucién D: Reactivo comercial de Folin-Ciocalteau ,diluido en agua destilada en la

proporcién 1:1 (v/v).

A 1 ml de 1a muestra que contenga entre 10y 100 [g de protefna se le afiaden 3 ml de
la solucién C, se agita y se deja en reposo a tcmperaturalambiente durante 10 minutos, A
continuacién, se adicionan 0,3 ml de la solucién D, se agita y la mezcla se mantiene a
temperatura ambiente durante 45 minutos. Finalmente, el aumento de la absorbancia a 660
nm se mide con referencia a un blanco preparado de la misma manera, pero con agua
destilada.

I11.2.3. FRACCIONAMIENTO DE LA CASEINA DE LA LECHE DE
CABRA POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO

IONICO

La cromatograffa de intercambio i6nico es una técnica ampliamente utilizada en la
separaci6n de los componentes proteicos de la leche. Esta técnica permite la separacién de
moléculas que, presentando tamafios similares, difieren ligeramente en su punto
isoeléctrico. La separacién por cromatograffa de intercambio iénico se basa en las
interacciones que tienen lugar entre las moléculas de soluto y los ligandos inmovilizados en
una matriz cromatogrdfica. Este proceso se realiza en dos fases: la primera comprende la

99



Material y Métodos

aplicacién de la muestra ionizada y la adsorcién de los iones al intercambiador; en la
segunda fase, los componentes adsorbidos por el intercambiador son eluidos selectivamente
de la columna, ocurriendo su separacién en funcién de sus distintas afinidades hacia el

mismo.

Un intercambiador i6nico consiste de una matriz insoluble, a la cual que se unen
covalentemente grupos cargados asociados con contraiones méviles, El tipo de grupos
cargados determina la clase y fuerza del intercambiador con intercambiadores cargados
positiva o negativamente. Los primeros se denominan intercambiadores aniénicos y' los
segundos catiénicos. Los términos, fuerte y débil, se refieren a la extensién de la variacién

de la ionizacién con el pH.

II1.2.3.1.

La cromatograffa liquida rdpida de proteinas (FPLC), se diferencia de las técnicas
cldsicas de cromatograffa de intercambio iénico en columna abijerta en la naturaleza de la
fase estacionaria, que debe permitir mayores velocidades de flujo y soportar presiones

elevadass.

En este trabajo se utilizé un equipo automatizado de FPLC de Pharmacia, consistente
en; una unidad de control, 2 bombas de alta presién, un inyector, un monitor de UV a 280
nm, un registro y un colector automdtico de fracciones LKB Frac-100, La columna utilizada
fue la Mono Q HR 5/5 (Pharmacia) que es un intercambiador anidnico fuerte basado en una
resina hidrofflica cuyo grupo funcional en el gel es -CH,-N*(CHs)y. El fraccionamiento de
las casefnas de la leche de cabra se realizé segin el método descrito por Davies y Law
(1987) para el fraccionamiento de las casefnas bovinas (Figura IIL2.), con ligeras

modificaciones.

I11.2.3.1.1. Preparacién de la caseina

Se tomaron 10 mg de la casefna liofilizada de leche de cabra (CC) que se disolvieron
en 10 ml del tampén Bis-tris-propano-HC1 5 mM conteniendo 3,3 M urea (tampén
cromatogréfico) y se agitaron durante 5 minutos a 20 °C. A continuacién, se ajusté el pH de
la muestra a 7,0 y se afiadieron 10 il de 2-mercaptoetanol 14 mM, tras lo que se mantuvo
en agitacién durante 1 hora a 20 °C en la oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente,
esta solucidn se filtrd por un filtro de 0,22 um de tamario de poro (GV Millipore).

100



Material y Métodos

/! HOILO30D \

un ggz HOL103130

(5/4H © ouow)

g — e -

T 1) Uty -
W RO roummO e g -
0t Hebugdum pu ot -

RN 9D WRTROY
EOHEpOON Wt T 00 -

(food)  wuisanw

\
YNWTI0D % \

HOQVYI0ZIW

(O'1d44) seuoad ap epides epmby eyesSojewors sod
BIQED IP 3YII| B] IP SRUIISEI SB| Ip OJUIAMEBUOIIIBL] THI vandig

005 O

—

5 €YENOE

0L H) NOY L .

¥ vENOg

101



Material y Métodos

I11.2.3.1.2. Fraccionamiento

La columna se equilibré con 2,5 ml de 5 mM Bis-tris-propano-HC1 (BTP) pH 7,0,
seguidos de 3 mi de BTP conteniendo CINa 1 M y de nuevo, 5 ml de BTP. A continuacién,
se inyectaron 200 pl de la solucién de casefna que se eluyeron en un gradiente discontfnuo
de CINa en tampé6n cromatogréifico de 0 a 0,4 M, que se alcanzé como se especifica a
continuacidn: a los 2,5 ml de elucién, 0,10 M; a los 9 ml, 0,11 M; a los 14 ml, 0,22 M: a
los 17,5 ml, 0,23 M; a los 20,5 ml, 0,25 M, a los 22,5 ml, 0,28 M; a los 29 ml, 0,295 M y
alos 35 ml 0,40 M.

El fraccionamiento de las casefnas s¢ realizé a temperatura ambiente y con un flujo de
1 ml/min. El eluato se recogi6, segin el perfil cromatogrifico, en fracciones de 1 ml que se
dializaron exhaustivamente durante 48 horas y se liofilizaron. La concentracién de protefna
de las muestras se determiné segiin el método descrito en el apartado ITL2.2, identificando
las protefnas presentes por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
sédico (SDS-PAGE), en un equipo automatizado Phast-System™ de la manera descrita en
el apartado I11.2.4.1,

I11.2.3.2,

Las casefnas de leche de cabra se fraccionaron por cromatograffa de intercambio
aniénico débil en una columna de dietil-amino-etil-celulosa (DEAE-celulosa), segun el
método descrito por Mercier y col. (1968) para el fraccionamiento de las casefnas de la leche

de oveja.

I11.2.3.2.1. Preparacion de la celulosa y relleno de la columna

Para ello se emplearon 21 g de DEAE-celulosa (Sigma D-8257), que se
resuspendieron en agua desionizada, se filtraron y lavaron con NaCl 0,5 M y NaOH 0,1 M
hasta un pH bdsico; con agua desionizada hasta pH neutro y con HC1 0,75 M hasta un pH
acido. Finalmente, el soporte cromatogrdfico se lavé con agua destilada hasta que el filtrado
qued¢ libre de HCI, depositdndolo en una columnade vidrio de Bio-Rad (2,5 x 37 ¢cm), que
se equilibré con 2 litros de tampén imidazol-HCL 0,02 M, pH 7,0. Como germicida, se
afiadio azida sédica al 0,01% y la columna se mantuvo a 4° C hasta su utilizacién.
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I11.2.3.2.2. Preparacién de la caseina

Se partié de 1 g de caseina liofilizada de cabra (CC) se disolvié en 25 ml del tampén
imidazol-HCl 0,02 M, con urea 3,3 M y un 0,1% de 2-mercaptoetanol, pH 7,0. Esta
solucidn se dializ6 frente a 500 ml del mismo tampén durante 24 h a 4 °C,

111.2.3.2.3. Fraccionamiento

Immediatamente antes de su uso la columna se lavé con 1 litro de tampdn
cromatogrifico (imidazol-HCI 0,02 M, conteniendo urea 3,3 M y un 0,1% de
2-mercaptoetanol, pH 7,0),tras lo cual la solucién de caseina se deposité en la parte
superior de la columna, Cuando la muestra penetré en el lecho cromatografico, se hicieron
pasar 150 ml de tampdn cromatogrifico, seguidos de un gradiente contfnuo de NaCl de 0 a
0,3 M en 2,5 litros del mismo tampdn. El fraccionamiento de las casefnas se realizé a
temperatura ambiente con un flujo del tamp6n de elucién de 2 ml/min.

El elufdo se recogié en fracciones de 20 ml y la absorbancia de las mismas se
determind espectrofotométricamente a 280 nm, La mezcla de las fracciones cromatogréficas
de interés se realizd segiin los datos del perfil cromatogrifico, y las fracciones resultantes se
dializaron exhaustivamente durante 48 horas, se liofilizaron y congelaron.

1I1.2.3.3.

Las caseinas de la leche de cabra también se fraccionaron en una columna con una
matriz de S-Sepharose Fast Flow, que es un intercambiador catiénico fuerte con un soporte
de agarosa con los grupos funcionales -CH,-SO;5-. La técnica se realizé esencialmente de la

manera descrita por Jaubert y Martin (1992) (Figura IIL3.),

I11.2.3.3.1. Preparacion de la matriz y relleno de la columna

Se emplearon 225 ml de S-Sepharose Fast Flow (Pharmacia) hidratada, con los que
se rellend una columna de vidrio de Pharmacia (XK 26/20) y se equilibré con 700 ml de un
tampén cromatogréfico que contenfa 0,064 mM dithiothreitol (DTT), 75 mM formato
sédico y 7,5 M urea, pH 4,0, Como germicida se afiadi6 azida sédica al 0,01%.
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111.2,3.3.2. Preparacion de la caseina

Se tomd6 1 g de casefna liofilizada de leche de cabra (CC) que se disolvié en 25 ml de
un tampén que contenia 0,8 mM DTT, 25 mM formato sédico y 7,5 M urea, pH 4,0. Esta
solucién se dializ6 frente a 250 ml del mismo tampdn, durante 2 horas a 24 ° C.

I11.2.3.3.3. Fraccionamiento

La muestra con las casefnas se deposité en la parte superior de la columna y cuando
penetré en el lecho cromatogrdfico se hicieron pasar 100 ml del tampén cromatogrifico,
seguidos por un gradiente contfnuo de NaCl de 0 a 0,3 M en 2 litros del mismo tampdn. La
elucidn se efectud a temperatura ambiente, con un flujo de 2 mi/min con la ayuda de una
bomba peristiltica.

El eluido se recogié en fracciones de 20 ml y la absorbancia de las mismas se
determind a 280 nm en un espectrofotémetro. La mezcla de las fracciones cromatograficas
de interés se realizé segin los datos del perfil cromatografico y las fracciones resultantes se
dializaron exhaustivamente durante 48 horas, se ajusté su pH a 7,0, se liofilizaron y se
determind su concentracién de proteina segiin el método descrito en el apartado I1L.2.2.

Una vez obtenido el contenido proteico de las fracciones casefnicas resultantes, se
caracterizaron electroforéticamente (SDS-PAGE) en un equipo automatizado
Phast-System™ de la manera descrita en el apartado 01.2.4.1,

111.2.4., CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES CASEINICAS
PURIFICADAS

Las fracciones casefnicas purificadas por FPLC y cromatograffa de intercambio
catiénico se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico
(SDS-PAGE) para identificar las protefnas presentes en las muestras de interés.

I11.2.4.1. ELECTROFORESIS EN PRESENCIA DE AGENTES DESNATU-
RALIZANTES (SDS-PAGE)

El dodecil sulfato sédico (SDS) es un detergente que, como otros agentes como el
mercaptoetanol y el calor, interviene en la disociacién de las protefnas en subunidades.
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Todas las subunidades polipeptidicas poseen la misma cantidad de SDS por unidad de peso
(1,4 g SDS/g de proteina) confiriendo a las cadenas polipeptidicas una carga negativa por lo
que todos los polipéptidos tendrdn, por lo tanto, la misma densidad de carga y, su
separacién se realizard en funcién de su tamafio, De esta forma, cuando el complejo
SDS-protefna se somete a electroforesis en un gel de poliacrilamida con SDS, su velocidad
de migracién vendrd determinada principalmente por la masa de la partfcula
SDS-polipéptido, segin el principio de exclusién molecular. El campo eléctrico, en este
caso, sélo suministra la fuerza impulsora.

La electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE),
se realizé empleando un equipo de electroforesis Phast-System™ (Pharmacia), dotado de
una unidad de separacién y control y otra unidad de tincién, Para ello se utilizaron geles
comerciales polimerizados (Phast Gel Homogeneous 20) y tiras de tampén (Phast Gel
SDS) de Pharmacia.

Rango de separacion 2-150 KDa

Dimensiones (mm) 43 x 50 x 0.45

Material Acrilamida

Gel de concentracion

Longitud (mm) 13

Composicién (%T,%C) 7/3

Gel de resolucién

Longitud (mm) 32

Composicién (% T,%C) 20/2

Tampén 0,112 M acetato, 0,112 M
Tris, pH 6,4

Siendo % T = g acrilamida + g bisacrilamida / 100 ml de solucién x 100y
% C = g bisacrilamida/ % T

Dimensiones (mm) 41x10x 6
Material 3 % Agarosa IEF
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Tampén 0.20 M Tricina, 0,20 M
Tris, 0,55 % SDS, pH 8,1

II1.2.4.1.1. Preparacion de las muestras

Las muestras con las caseinas se disolvieron en un tampén que contenfa 10 mM
Tris-ClH, 1 mM EDTA, pH 8,0, 2,5 % SDS, 5% 2-mercaptoetanol y 0,01% azul de
bromofenol. Las muestras se calentaron hasta ebullicién durante 5 minutos y se enfriaron
durante 1 hora a temperatura ambiente antes de depositar 5 pul de cada solucién (10 pg de
protefna) en el extremo catidnico del gel.

I11.2.4.1.2. Electroforesis

Una vez colocadas las muestras, las condiciones programadas en el equipo
automatizado Phast-System™ fueron de 250 voltios, 10 miliamperios, 3 watios, durante 90
voltios/hora a 15 °C, segln el manual de instrucciones del equipo ( Pharmacia, nota de

aplicacién n® 111).

[11.2.4.1.3, Teiiido y destenido del gel

Terminada la electroforesis, los geles se tifieron y destifieron automdticamente en la
unidad de tincién con Coomassie R-350 (Phast Gel Blue R) durante 40 minutos a 50 °C,
siguiendo las condiciones descritas en el manual de instrucciones (Pharmacia, nota de
aplicacién n® 200). La composicién de las diferentes soluciones se describe a continuacién :

Solucién de tincid
Phast Gel Blue R 0,1%
Metanol 30%
Agua destilada 10%

Esta solucién debe filtrarse por papel (Whatman n® 1) antes de su uso.

Solucién de Fijaci6
Glicerol 5%

Acido Acético 10%
Agua destilada 85%
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La solucién final de tincién se obtuvo mezclando la solucién de tincién con la
solucidn de fijacién al 50% (v/v).

Solucién decolorante

Metanol 30%
Acido acético 10%
Agua destilada 60 %

I11.2.5. CARACTERIZACION INMUNOLOGICA PARCIAL DE LAS
FRACCIONES CASEINICAS PURIFICADAS

‘Las fracciones caseinicas de la leche de cabra obtenidas por FPL.C y cromatograffa de
intercambio catiénico, se caracterizaron immunolégicamente utilizando la técnica
immunolégica del ELISA Indirecto descrita en el apartado II1.2.8.1.

La fraccién casefnica agy de la leche de cabra purificada por cromatograffa de

intercambio catiénico resultd ser la fraccién mds inmundgena y por esta razén, se ha
utilizado en la obtencién de Anticuerpos Policlonales y Monoclonales.

I11.2.6. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

I1.2.6.1. PROTOCOLO DE INMUNIZACION

Para la produccidén de anticuerpos policlonales se emplearon 2 conejos machos de la
raza Nueva Zelanda, de 3-3,5 Kg. de peso. La inmunizacién de los animales se realiz6 con
1,3 mg del extracto antigénico emulsionados en una mezcla a partes iguales (0,5 ml) de
Adyuvante Completo de Freund y de solucién salina estéril. Las inoculaciones se realizaron
durante tres meses a intervalos de siete dfas, sustituyendo, a partir de la segunda inyeccidn
el Adyuvante Completo de Freund por el Incompleto. La vfa de inoculacién elegida para la
primera dosis fue la intradérmica, repartida en varios lugares de la espalda del animal previa
depilacién de la zona. Esta via se repitié una vez al mes, siendo las restantes dosis
administradas por via intramuscular,

I11.2.6.1.1. Comprobacién de la Inmunizacién

Antes de la primera inoculacién y para comprobar la ausencia de reactividad de los
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animales frente al antfgeno utilizado, se realizé una sangrfa inicial con extraccién de la
sangre de la vena marginal de la oreja de los animales. Asimismo, cada 15 dfas se realizaron
sangrfas parciales para verificar la eficacia del proceso de inmunizacién, determinando la
reactividad de los inmunosueros utilizando la técnica del ELISA Indirecto descrito en el

apartado IIL.2.8.1.

I11.2.6.1.2. Sangria Final

A los 115 dfas de comenzado el proceso de inmunizacién y una vez comprobado que
el titulo de los inmunosueros era el adecuado, se efectud la sangria final de los animales por
puncién intracardfaca, recogiéndose aproximadamente 150 ml de sangre de cada animal.

II1.2.6.1.3. Obtencién y conservacion del suero

La sangre obtenida se trasvasé lentamente a tubos de ensayo limpios y se mantuvo
durante 1 hora a temperatura ambiente para facilitar la formacién del codgulo. A
continuacidn, se separd cuidadosamente el codgulo de las paredes de los tubos con ayuda de
una espdtula y se mantuvo a 4 °C para favorecer su retraccién. El suero resultante se
trasvasé a tubos de centrifuga estériles y se centrifugd durante 10 minutos a 2000 g a una
temperatura de 4 °C. El sobrenadante obtenido se distribuy6 en fracciones de 2 ml a las que
se afiadid una solucién de azida de sodio al 0,01% como agente conservador. Los viales se
mantuvieron en congelacién a -20 °C hasta el momento de su utilizacidn.

I11.2.6.2. PURIFICACION PARCIAL DE LOS INMUNOSUEROS

Los inmunosueros obtenidos se purificaron parcialmente por precipitacién selectiva
con sulfato amdnico. |

111.2.6.2.1, Precipitacion de las inmunoglobulinas con sulfato

amoénico

La precipitacién de las protefnas con sulfato aménico es uno de los métodos mds
utilizados para la separaci6n de las protefnas de una solucién, El método se basa en que las
protefnas solubles forman puentes de hidrégeno con las moléculas de agua a través de sus
grupos polares, por lo que cuando se afiaden concentraciones elevadas de iones fuertemente
cargados como el sulfato y el amonio, estos compiten con las moléculas de agua. Asi, las
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protefnas al perder su unién con las moléculas de agua, disminuyen su solubilidad, lo que
origina su precipitacién. La concentracién a la cual precipita cada protefna depende de
numerosos factores como el ndmero y la posicién de los grupos polares, el peso molecular
de la protefna, el pH de la solucién y la temperatura a la cual se realiza la precipitacidn.
Ademds, la concentracién de sulfato aménico necesaria para precipitar las
inmunoglobulinas varfa con la especie animal de la que proceden, aunque la mds
conveniente en la mayorfa de los casos es una solucién al 50% (p/v) (Harlow y Lane,
1988).

La precipitacién de las immunoglobulinas de los inmunosueros obtenidos frente a la
fraccién casefnica agy de la leche de cabra, se realizé segiin el protocolo de Harlow y Lane

(1988), que se describe a continuacién :

- Centrifugar 5 ml de suero a 3000 g durante 30 minutos.

- A los sobrenadantes obtenidos se le afiadieron, gota a gota y en agitacién, 5 ml de
una solucién saturada de sulfato aménico (76,1 g de (NH,), SO4en 100 mi de agua
destilada) cuyo pH se habfa ajustado a 7,4 con NaOH IN immediatamente antes de su
empleo.

- La mezcla resultante se mantuvo durante toda la noche a 4 °C y se centrifugd a 3000
g durante 30 minutos para recuperar las inmunoglobulinas precipitadas.

- Eliminado el sobrenadante, las inmunoglobulinas del sedimento se resuspendieron
en 2,5 ml de tamp6n fosfato salino (PBS, de pH 7,2) y, a continuacién, se dializaron
durante 16 horas a 4 °C con tres cambios de PBS. Finalizada la didlisis, las
inmunoglobulinas se distribuyeron en alfcuotas de 2 ml manteniéndose a -20 °C hasta su

utilizacién,

111.2.7. OBTENCION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

La obtencién de hibridomas productores de anticuerpos de especificidad definida, se
describié por primera vez por Kéhler y Milstein en 1975. La técnica consiste en fusionar
células secretoras de anticuerpos del un bazo de los animales inmunizados con células de
mieloma (un tipo de célula B tumoral) de rat6n. Las células secretoras aportan al hibrido la
capacidad de produccién de anticuerpos especificos para el antfgeno utilizado en la
inmunizacién y las células de mieloma, la posibilidad de un crecimiento continuo "in vitro".
Esta técnica permite, en principio, inmortalizar cualquiera de los linfocitos B con distinta
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especificidad, de un ratén o de humanos respectivamente, de forma que secreten en torno a
103 moléculas de anticuerpo por segundo, fuera del control de elementos del sistema
inmune distintos de los que tiene el propio hibridoma. Los anticuerpos producidos por las
células hibridas o hibridomas reciben el nombre de anticuerpos monoclonales (Ac,).

111.2.7.1. BROTOCQLQ DE INMUNIZACION

En la obtencién de Acp, frente a la fraccién casefna asz de la leche de cabra, se
emplearon ratones Balb/c de ocho semanas de edad. La inmunizacién de los ratones
comenz6 con la inoculacién intraperitoneal de la casefna agz (0,1 mg) emulsionados en una
mezcla a partes iguales (0,1 ml) de Adyuvante Completo de Freund y de solucién salina
estéril. Las inoculaciones se realizaron durante 2 meses a intervalos de 7 dfas, sustituyendo,
a partir de la segunda inyeccién el Adyuvante Completo de Freund por el Incompleto.

Cuatro dfas antes de la fusién, al ratén con un tftulo mayor de anticuerpos se le inyectaron
intraperitonealmente 0,1 mg de la fraccién casefnica ogy disueltos en 0,2 ml de solucién

salina estéril.

111.2.7.1.1. Comprobacion de la inmunizacién

Durante la inmunizacién de los ratones se realizaron varias sangrfas parciales, para lo
cual, se extrajo sangre de la base de la cola de los ratones mediante incisién perpendicular al
eje mayor, la cual fue recogida por capilaridad. De la sangre obtenida se obtuvo el suero
resultante, cuya reactividad frente al antfgeno de interés se determiné utilizando la técnica
del ELISA Indirecto descrito en el apartado I11.2.8.1

111.2.6.2. MED

RPMI-1640 sin glutamina (Gibco) 100
L-Glutamina (100x) (Gibco) 1
Solucién de Penicilina-Estreptomicina (Gibco) 1
Suero Fetal Bovino (Gibco) 15
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Las botellas de suero fetal bovino se mantuvieron a 56 °C durante 30 minutos para

inactivar el complemento.

Medio de cultivo si

Es medio de cultivo completo (CRPMI) pero sin suero fetal bovino.

Gibco)

Contiene medio de cultivo completo suplementado con un 2 % del medio HT (50 x,
Gibco)

BM- Condimed® H1 (Btehringer Mannheim Biochemica)

El medio BM-CondimedR H1 consta de una mezcla compleja de factores de
crecimiento y citoquinas, los cuales estimulan el crecimiento de los hibridomas después de
la fusién y durante el clonaje. Utilizado como suplemento, evita la necesidad de utilizar

células acondicionadoras de los medios de cultivo empleados. Se afiade al 10% a los medios
de cultivo de los hibridomas CRPMI, HAT-CRPMI y HT-CRPMI.

Soluci fe tincid
Células de Mieloma : Se tifien con una solucién de tripan azul al 2% en agua destilada.
Linfocitos: Se tifien con una solucién de tripdn azul al 0,2% en agua destilada.

El azul tripdn es un colorante vital que tifie de azul las células no viables, por lo que
éstas no deben ser contadas.

Mezcla de congelacién
Consiste en una solucién de dimetil sulféxido (DMSQ, Merck) al 10% en suero fetal
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de ternera descomplementado.

II1.2.7.3. OBTENCION DELOS HIBRIDOMAS

Para la obtencién de los hibridomas, se procedié a la fusién de los linfocitos
esplénicos de los ratones inmunizados con las células de mieloma.

I11.2.7.3.1. Obtencion de los linfocitos esplénicos de los
ratones inmunizados

Para la obtencién de los linfocitos esplénicos se procedi6 a la extraccién del bazo del
animal mejor inmunizado, Tras el sacrificio del animal por dislocacién cervical, se le
sumerge al mismo en un bafio de alcohol al 70% para su desinfecci6n y se coloca en
posicién de decibito lateral izquierdo, para con las tijeras y pinzas estériles escindir primero
la piel y luego el peritoneo. La pieza anatémica extrafda se deposit6 en una placa de Petri
que contenfa 10 ml del medio de cultivo sin suero y con una hoja de bisturf estéril se eliminé
la grasa existente para evitar que los adipocitos distorsionen la imagen de los linfocitos o de
los hibridomas al microscopio, al mismo tiempo que se realizaron pequefios cortes en el
bazo. Realizada esta operaci6n, el bazo se recogi6 con una pipeta Pasteur estéril de pléstico
y se coloc6 sobre una malla estéril situada sobre un vaso de precipitados (también estéril),
para macerarlo con el émbolo de una jeringuilla de 5 mk.

Los linfocitos suspendidos en el medio se recogieron con una pipeta Pasteur de boca
ancha y se transfirieron a un tubo de centrffuga, centrifugdndolos a 1500 rpm durante 5
minutos. El sedimento resultante se lavé con 10 ml del medio de cultivo sin suero,
estimando su concentracién celular mediante recuento con el hemocitémetro de Neubauer y
tincién con tripdn azul (Figura II1.4.).

111.2.7.3.2. Células de mieloma

Utilizamos la linea celular P3X63-Ag 8.653, que son células de micloma de ratones
Balb/c, con mutaciones que inactivan el enzima hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa
(HGPRT") y que tienen las siguientes caracteristicas: crecimiento contfnuo in viiro
dividiéndose en las condiciones 6ptimas de cultivo cada 24 horas, alta eficacia de clonacidn,
alta eficiencia de fusién con los linfocitos de rat6n y que no producen cadenas de
inmunoglobulinas por si mismas. Estas células deben descongelarse unos 15 dfas antes de
la fusién para su aclimatacién y para comprobar la viabilidad celular, posible existencia de
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Dislocacién cervical

v

Bazo (10 ml RPMI)

v

Maceracién

v

Centrifugacién (1.500 rpm, 5')

v

1
Ll
T 9

Recuento de linfocitos

Figura Ill4. Obtencién de los linfocitos esplénicos de los rat';);lnes
inmunizados
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contaminaciones, etc,
I11.2.7.3.3. Mantenimiento y propagacion de las células

Se partié de un vial de células de mieloma congeladas en nitrégeno liquido, con una
densidad celular de 5 x 106 células/ml. Rdpidamente se introdujo el vial en un bafio a 37 °C
y, una vez descongelado, se resuspendié en 20 ml del medio de cultivo completo con ayuda
de una pipeta estéril. Esta nueva suspensién celular se repartié en 2 frascos de cultivo de 75
cm? (dependiendo de la densidad celular) y los frascos se rellenaron con un volimen similar
o ligeramente superior del medio de cultivo completo. Los frascos se incubaron en posicién
horizontal a 37 °C en una atmésfera saturada de humedad y con un 5% de CO, y las células

de mieloma se subcultivaron cada 48 horas.

111.2.7.3.4. Preparacién de las células para la fusion

En el momento de realizar la fusién, es conveniente que las células de mieloma se
encuentren en la fase de crecimiento logarftmico, por 1o que se subcultivaron el dfa anterior

a la misma.

El mismo dfa de la fusién, las células de mieloma se recogieron de los frascos de
cultivo y se distribuyeron en tubos de centrffuga estériles, centrifugdndolas a 1500 rpm
durante 5 minutos y resuspendiendo el sedimento en medio de cultivo sin suero para
lavarlas dos veces por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos. Después de lavar las
células se eliming el sobrenadante y el sedimento se resuspendid en 10 ml del medio de
cultivo sin suero para determinar su concentracién celular,

I11.2.7.3.5. Preparacion del agente fusionante

La fusi6n celular es un proceso poco frecuente de manera espontdnea, por lo gue se
requiere la utilizacién de agentes que promuevan la fusi6n de las células. Actualmente, el
polietilenglicol (PEG) es el agente fusionante més utilizado porque proporciona resultados
reproducibles y una eficacia de fusion elevada. El PEG fusiona las membranas plasmdticas
de las células de mieloma y de los linfocitos adyacentes, formando una Gnica célulacon 2 0
m4s nicleos. Estas células multinucleadas reciben el nombre de heterocariontes, pudiéndose
fusionar los nicleos en la siguiente divisién celular, presentando entonces las células hijas
aumentada su dotaci6n cromosémica. En este trabajo, como agente fusionante utilizamos el
PEG de Pm 1.500 (Boehringer Manheim GmbH), que previamente a su uso se calentd
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durante 1 minuto en un bafio a 37 °C.

I11.2.7.3.6. Fusién celular

El protocolo utilizado para la fusién celular fue el siguiente :

- Las concentraciones de células utilizadas en la fusién, se ajustaron de modo que la
proporcién final entre los linfocitos esplénicos y las células de mieloma fuese de 5 : 1.

- La mezcla celular se centrifugé a 1500 rpm durante 5 minutos y el sedimento se
resuspendié en 10 ml del medio de cultivo sin suero. El lavado de las células se realiza dos

veces mas.

- Después de eliminar completamente el sobrenadante, el pellet celular se libera de la
pared del tubo con pequefios golpecitos, introduciendo el tubo de centrffuga en un bafic a
37 °C, tras lo cual se procedié a realizar la fusién celular afiadiendo 1 ml de PEG, gota a

gota y agitando, durante 1 minuto.

- Transcurrido este tiempo, el PEG se diluy6 lentamente y en agitacién con medio de

cultivo sin suero:
- Se afiade 1 ml del medio de cultivo sin suero durante 1 minuto

- Se afiaden 3 ml del medio de cultivo sin suero durante 3 minutos
- Se afiaden 16 ml del medio de cultivo sin suero durante 6 minutos

- Una vez dilufdo el PEG, las células se incubaron durante 15 minutos a 37 °C y un
5% de CO, y se sedimentaron por centrifugacién a 1500 rpm durante 5 minutos

- Una vez eliminado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 50 mi del
medio HT-completo (HT-CRPMI) suplementado con un 10 % de BM-Condimed,
distribuyendo la suspensién celular en alfcuotas de 100 pl/pocilloen placas de 96 pocillos.
Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C en una atmésfera saturada de humedad con un

5% de COQ

11.2.7.4.

Una vez concluida la fusién celular entre los linfocitos y las células de mieloma, es
posible la existencia de fusiones mieloma-mieloma, linfocito-linfocito y mieloma-linfocito,
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presentando este Gltimo dos subpoblaciones, una secretora y otra no secretora de
anticuerpos especfficos. Como se pretende la supervivencia de los hibridos
linfocito-micloma, es necesario establecer una primera seleccién a partir del medio de

cultivo.

111.2.7.4.1, Medio selectivo

Esta seleccién se efectda afiadiendo al medio de cultivo componentes como la
aminopterina del medio HAT que bloquea la sfntesis de novo de los nucleétidos. De esta
manera las células deficientes en el enzima HPGRT, esto es, los hibridos mieloma-mieloma
y las células de mieloma no fusionadas, mueren cuando este compuesto se encuentra en el
medio de cultivo. El segundo tipo de hfbridos formados, los hibridos linfocito-linfocito y
los linfocitos no fusionados son células que mueren naturalmente tras 7-10 dfas de cultivo.
El tercer tipo de hibridos, es decir el mieloma-linfocito sobrevive en el medio selectivo
HAT, pues la célula de mieloma le aporta la capacidad de reproducirse de forma ilimitada,
mientras el linfocito aporta el enzima necesario (HGPRT) para Ia sintesis de nucle6tidos,
utilizando la ruta de salvamento. Ademd4s, el medio de cultivo HAT incorpora hipoxantina y
timidina como nucleétidos de refuerzo a la ruta de salvamento.

A las 24 horas de realizada la fusi6én comenzé la seleccién de los hibridomas de
interés afiadiendo 100 pl/pocillo del medio HAT (HAT-CRPMI) que bloquea el crecimiento
del mieloma parental, Tras mantener los hibridos formados 7-10 dfas en este medio, se da

por finalizada esta primera ctapa de seleccion.
Para el mantenimiento de los hibridomas, se ha seguido la siguiente pauta :

- Bl cambio de medio de las placas de fusion se realizé cada 48 horas

- Los seis primeros cambios se realizaron con el medio HAT-CRPMI para realizar la
seleccién de los hibridos mieloma-linfocito

- Los tres siguientes cambios se realizaron con el medio HT-CRPMI

- Los cambios posteriores se realizaron con medio completo CRPMI

- Aproximadamente cada dos cambios de medio, se afiadié al medio de cultivo el
componente BM-Condimed al 10%

111.2.7.4.2. Pre-seleccién de los hibridomas productores de
anticuerpos de interés

Los procesos de fusién y seleccién son claves para el éxito en la produccién de
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hibridomas. Para seleccionar los hibridos de interés, es necesario analizar el sobrenadante
de los pocillos de las placas, y si a esto le unimos que es necesario efectuar este ensayo a
distintos tiempos durante la produccién de los Ac,,, podemos decir que la deteccién de los
hibridomas productores de anticuerpos constituye una de las partes més laboriosas del
proceso. Es imprescindible, por tanto, disponer para ello de una técnica sencilla, rdpida y
econdmica.,

Existen una gran variedad de métodos para realizar la seleccién de los hibridomas
productores de anticuerpos monoclonales de interés, pero como norma general, debe
elegirse el mismo método para el que vaya a ser utilizado el Ac,, y utilizar procedimientos
que permitan analizar grandes cantidades de muestras. En nuestro caso, la técnica utilizada
ha sido el ELISA Indirecto descrito en el apartado II1.2.8.1., utilizando como antfgenos las
casefnas de la leche de oveja, vaca y cabra.

1M1.2.7.5. CLONACION DE LOS HIBRIDOMAS DE INTERES

Una vez seleccionados los hibridos productores de los anticuerpos de interés, se
procedié a su clonacién por dilucién limite. El clonaje es importante, porque reduce el
riesgo de un sobrecrecimiento de las células que por haber perdido cromosomas implicados
en la sintesis de inmunoglobulinas, se han trasformado en no secretoras y, por esta razon,
poseen una velocidad de crecimiento mayor.

La clonacién se efectué por el método de dilucién limite, para lo cual se tomé una
alfcuota del contenido del pocillo positivo y se determiné su conceniraci6n celular. A las
células se les afiadié el medio completo-HAT o medio completo-HT, dependiendo del
estadfo de la fusién, para realizar diluciones seriadas a la mitad que se sembraron en placas
de 96 pocillos. Se partié de una concentracién celular de unas 800 células/200 L/pocillo
hasta llegar a una densidad celular de 0,5 células/200 pl/pocillo. El clonaje se repitié 3

veces.
I11.2.7.5.1. Expansion de los clones

Después de la clonacién de los hibridomas positivos, se procedié a la expansién de
los mismos y a la obtencién masiva de Ac,, para su posterior andlisis y caracterizacién. La
expansién de los hibridomas se efectué mediante subcultivo de las placas de 96 pocillos a
placas de 48 pocillos, a placas de 24 pocillos, a placas de 6 pocillosy a frascos de cultivo de
25cm?y de 75 cm2.
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I11.2.7.5.2. Conservacion de los clones

Los clones se conservaron por duplicado en congelacién a -80 °C y en N l{quido
para que no perdieran su viabilidad. Para ello se determind la concentracién de las células de
los frascos de cultivo mediante recuento en el hemocitémetro de Neubauer y tincién con
tripdn azul y, posteriormente, las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y
se distribuyeron en criotubos a una concentracion celular de 5x109 células/ml en una mezcla
de congelacién compuesta de un 90% de suero fetal bovino y un 10% de DMSO. La
congelacién en N, se realiz6 lentamente: el contenedor con los criotubos se sometid durante

unas horas a la accién de los vapores de N, liquido para, posteriormente, introducirlos

totalmente en el contenedor,
I11.2.7.6. PRODUCCION DE Agm EN GRAN ESCALA

La produccién de Ac,, en grandes cantidades se realizé mediante dos sistemas

diferentes, el cultivo de hibridomas y la inducci6n de ascitis.

131.2.7.6.1, Cultivo de los hibridomas

Los cultivos de los hibridomas se realizaron en frascos de cultivo Nunc de 75 cm?- El
sobrenadante de los frascos se recogié cada 2 6 3 dfas, sustituyéndolo por medio fresco, el
medio de cultivo completo CRPMI + 10% BM-condimed. El crecimiento celular continué
hasta la recoleccién de, aproximadamente, 50 ml de sobrenadante que se repartié en
alicuotas de 2 ml y se congel6 a -20 °C hasta su utilizacién.

111.2.7.6.2. Produccién de liquido ascitico

Para inducir la ascitis, los ratones Balb/c se sensibilizaron mediante la administracién
de 0,5 ml de pristane (2, 6, 10, 14 tetrametildecanoico) y, transcurridos 7 dfas, se les
inoculé por via intraperitoneal una concentracién de células de los hibridomas de interés de
1x106 en 0,5 ml de PBS estéril. La recoleccién del liquido ascftico de los ratones, se realizé
a los 15 dfas de la inoculacién por punci6n intraperitoneal. El liquido ascftico recogido se
incubé 1 hora a 37 °C y toda la noche a 4 °C; posteriormente, se centrifugé a 3000 rpm
durante 10 minutos y el sobrenadante se conservo en alfcuotas de 1 ml a -20°C.

Los anticuerpos presentes en los sobrenadantes de los cultivos celulares y de los
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lfquidos asciticos, se purificaron por precipitacién con sulfato aménico como se describe en
el apartado I11.2.6.1.

I11.2.7.7.

La clase y subclase de los Ac,, especificos frente a las casefnas de la leche de cabra, se

determinaron por un ELISA Indirecto, utilizando un inmunosuero comercial de conejo
frente a las inmunoglobulinas IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM e IgA de ratdn, utilizando
un Kit comercial de Sigma.

Para ¢llo, se partié de 1 ml de los sobrenadantes y liquidos asciticos, leyendo la
absorbancia de las muestras resultantes a 280 nm segin lo descrito por Harlow y Lane
(1988).

I11.2.7.9. ESPECIFICIDAD

La especificidad de los Ac,, de interés, se evalué para observar la existencia de
reacciones cruzadas con casefnas de otras especies animales con los que el epftopo diana

pudiera ser confundido.

En la determinacién de la especificidad de los Acy, se utilizaron dos pruebas
inmunol6gicas: un ELISA Indirecto y la #écnica de Inmunoblotting. En el ELISA Indirecto
los anticuerpos monoclonales se enfrentaron a un extenso panel de antfgenos que inclufan
las casefnas de la leche cruda de cabra, oveja y vaca; protefnas musculares solubles de vaca,
caballo, pollo y cerdo y las protefnas de gelatina, soja y seroalbimina bovina. La
metodologfa utilizada se describe en el apartado 11.2.8.1.

En la técnica del inmunoblotting el anticuerpo monoclonal B2B 11C se enfrent6 a las
casefnas totales de las especies de leche de cabra, oveja y vaca, adem4s de hacerlo frente a
las fracciones purificadas por cromatograffa de intercambio catiénico de la leche de cabra.
La metodologfa empleada se describe en el apartado 111.2.8.4.
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II1.2.7.10.

El marcaje de los anticuerpos por conjugacién con la biotina es una técnica muy
simple y exitosa. La biotinizacién no posee ningtin efecto adverso en el anticuerpo y las
condiciones de unién son suaves. Los anticuerpos biotinizados se detectan utilizando
estreptavidina o avidina; ambas moléculas son tetravalentes y los sitios adicionales de enlace
pueden utilizarse para incrementar el tamafio del complejo de deteccidn y, por tanto, la
fuerza de la seiial.

La mayorfa de las biotinizaciones se realizan utilizando un éster succinamida de
biotina. El acoplamiento se produce a través de grupos amino libres en el anticuerpo u otra
protefna, normalmente, de la lisina. Si un grupo amino libre forma parte de un lugar de la
protefna que es esencial para su actividad (para un anticuerpo normalmente el sitio de
combinacién con el antigeno), la biotinizacién con el éster de succinamida puede disminuir
la actividad de la protefna, y deberdn utilizarse otros métodos de marcaje. Para el marcaje de
nuestros anticuerpos con la biotina se procedié como sigue :

- Se prepardé una solucién de N-hidroxysuccinamida biotina en DMSO a una

concentracién de 1 mg/ml.
- Los anticuerpos purificados se disolvieron en un tamp6n borato sédico (0,1 M, pH

8,8) a una concentracién de 1 mg/ml.
- La solucién de biotinase afiadi6 a la del anticuerpo, en una concentracién de 25-250
lg de éster/mg de anticuerpo, mezclando bien las soluciones que se incubaron toda la noche

a temperatura ambiente.
- A la mezcla anterior de biotina/anticuerpo, se le afiadieron 20 pl/250 pg de éster de

una solucién 1 M de NH,CL La mezcla se incubé durante 10 minutos a temperatura

ambiente.
- La biotina libre se eliminé de la mezcla por didlisis de la misma durante 16 horas a

4 °C frente a PBS.
- Los anticuerpos conjugados se congelaron en alfcuotas de 1 ml a -20 °C hasta el

momento de su utilizacidn,
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I11.2.8. TECNICAS INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

I11.2.8.1. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

En este trabajo se han utilizado dos variantes de la técnica del ELISA Indirecto. La
primera es un ELISA Indirecto cldsico que emplea un conjugado comercial de anticuerpos
anti-especie unidos al enzima peroxidasa de rdbano, mientras la segunda es un ELISA
Indirecto utilizando el sistema de amplificacién biotina-avidina. Esta técnica se diferencia de
la primera, en que los anticuerpos especificos se conjugan con la biotina (biotinizacion) y la
deteccién de este complejo se realiza con un conjugado comercial de avidina o estreptavidina

marcada con un enzima.

La técnica del ELISA Indirecto se basa en que los antigenos fijados a una superficie
inerte son reconocidos por los correspondientes anticuerpos especificos y el complejo
formado se detecta por un segundo anticuerpo marcado con un enzima, que reconoce como
antfgenos a los anticuerpos especificos. La reaccién es visible porque al actuar el enzima

sobre el sustrato se libera un compuesto coloreado.

a) Ant{genos

En el desarrollo de este trabajo se han empleado una gran variedad de antfgenos:

- Casefnas de la leche cruda de cabra, oveja y vaca, obtenidas como se describe en el
apartado IIL.2.1.1.

- Pracciones casefnicas purificadas por FPLC y cromatograffa de intercambto
catiénico.

- Extractos cdrnicos que contienen las protefnas musculares solubles de cerdo,
caballo, pollo y vaca

- Protefnas de gelatina, soja y seroalbimina bovina.

- Leches crudas y calentadas de cabra, oveja y vaca.

- Mezclas ldcteas, preparadas como se describe en el apartado I11.2,1.2.

Quesos frescos, tiernos y madurados de cabra, oveja y vaca.

Mezclas experimentales de quesos ( apartado IT1.2.1.3.)

b) Anticuerpos

Se utilizaron también varios inmunosueros:
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- Los anticuerpos especificos anticasefnas de la leche de cabra, purificados por
cromatograffa de afinidad frente a los extractos liofilizados de las casefnas de las leches de
oveja y vaca y, posteriormente, biotinizados (obtenidos previamente en nuestro
Departamento por Rodriguez y col., 1991).

- Los anticuerpos anti-caseina agy de la leche de cabra obtenidos por la inmunizacidn
de conejos y purificados parcialmente por precipitacién de las inmunoglobulinas con sulfato

aménico.

- Los Anticuerpos monoclonales frente a la casefna ogz de la leche de cabra obtenidos
por inmunizacién de ratones Balb/c y fusién posterior de los linfocitos del bazo con células
de mieloma. Estos anticuerpos se emplearon parcialmente purificados por precipitacién con
sulfato amdnico, sin biotinizar y también biotinizados.

¢) Conjugado

En la deteccién y cuantificacién de los anticuerpos marcados con biotina, se empled
un conjugado comercial de estreptavidina-peroxidasa de rdbano.

En la deteccién y cuantificacién de los anticuerpos sin biotinizar, se emplearon un
conjugado comercial anti-inmunoglobulinas de conejo obtenidas en cerdo y marcadas con el
enzima peroxidasa de rdbano (anticuerpos policlonales) o de anti-inmunoglobulinas de ratén
obtenidas en cabra marcadas con peroxidasa de rdbano (anticuerpos monoclonales).

d) Tampones y Reactivos

1.- Tampén PBS de pH 7,2

Se compone de; NaCl 8.0¢g
Na,HPO,.12 H,0 29g
KH,PO, 0,2g
KCl 02
Agua destilada : 1 L

2.- Tampén PBST

Se prepara como el tampén PBS y se le afiade un 15% de Tween 20,
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3.- Sustrato

El sustrato empleado fue el dcido 2-2’azino-bis-3-etilenbenzotiazolina sulfénico
(ABTS) (Boehringer Manheim), comercializado como tabletas que contienen el ABTS y que
se disuelven en un tampén que contiene perborato sédico, dcido citrico y fosfato disédico.

4.- Solucién de tapizado

Gelatina al 1% en tampén PBS de pH 7,2.

e) Metodologfa del ELISA Indirecto

Los 96 pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se sensibilizaron con 100 pl de
las muestras antigénicas correspondientes disueltas en tampén PBS y la placa se incub6
durante 1 hora a 37 °C, tras lo cual se lavé 5 veces con tampén PBST. A continuacién, para
tapizar las zonas del pocillo en las que no se hubiera adsorbido el antigeno, se afiadieron a
cada pocillo 200 pl de gelatina al 1% en tampén PBS. La placa se mantuvo 30 minutos a 37
°C y los pocillos se lavaron 5 veces con tampén PBST para eliminar el exceso de gelatina.
Posteriormente, se afiadieron a cada pocillo 100 pl del anticuerpo correspondiente diluf{dos
en tamp6n PBST y la placa se incubé en un agitador de placas de ELISA durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Finalizada la incubaci6n, los pocillos se lavaron de nuevo 5 veces con tampén PBST
para eliminar los restos de anticuerpo que no hubieran reaccionado. Seguidamente, se
depositaron en cada pocillo 100 pl del conjugado diluido en tampén PBST y, de nuevo, la
placa se mantuvo en el agitador durante 1 hora a temperatura ambiente, Tras lavar los
pocillos 5 veces con agua destilada para eliminar los restos del conjugado libre, se
afiadiieron a cada pocillo 100 pl del sustrato, manteniendo la placa en el agitador durante 20
minutos a temperatura ambiente. El color verde resultante de la degradacién del sustrato, se
cuantific6 midiendo la absorbancia de cada pocillo a 405 nm en un lector
espectrofotométrico de placas de ELISA.

En la prueba se realizaron los siguientes controles:
- Control de antfgeno: gelatina + anticuerpo + conjugado + sustrato

- Control de anticuerpo: antigeno + gelatina + conjugado + sustrato
- Control de conjugado: gelatina + conjugado + sustrato
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Si la absorbancia a 405 nm de alguno de los controles era mayor de 0,150, el

experimento se consideraba nulo.

I11.2.8.2. TECNICA DEL ELISA SANDWICH

En esta técnica, los anticuerpos especificos se fijan a una fase sélida y actian como
anticuerpos de captura de los antigenos problema, Los antfgenos anclados son reconocidos
por los mismos anticuerpos conjugados con la biotina y el complejo formado se detecta con
un conjugado comercial de estreptavidina-peroxidasa. La reaccién se pone de manifiesto,
porque al actuar el enzima sobre el sustrato, se libera un compuesto coloreado.

a) Antigenos

Como antfgenos se emplearon las mezclas de leche crudas con los porcentajes de

sustitucién indicados en la seccién I11.2.1.2.

b) Anticuerpos de captura y de deteccién

Se emplearon dos sistemas diferentes:

Captura - Deteccién
l.- Ac. monoclonales Ac. policlonales
2.- Ac. policlonales Ac. monoclonales
d) Conjugado

Se emplearon el conjugado comercial de antiinmunoglobulinas de conejo o el de
antiinmunoglobulinas de rat6n, segtin el anticuerpo de deteccin empleado.

e) Tampones v reactivos

Ademis de los descritos en la seccién II1.2.8 d, se utilizé el tampdn carbonato-
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bicarbonato de pH 9,6 cuya composicién es la siguiente:

- Tampén carbonato-bicarbonato de pH 9,6

N32CO3 2,93 g

NaHCO, 293 g

Apgua destilada 1 L
e) Metodologfa del ELISA Sandwich

Los pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se sensibilizaron con 100 pl de
los anticuerpos de captura correspondientes diluidos en tampdn carbonato-bicarbonato de
pH 9,6 y la placa se incubé durante 1 hora a 37 °C. Transcurrido este tiempo, los pocillos
se lavaron 5 veces con tampén PBST para eliminar los anticuerpos no adsorbidos a la placa.
A continuacién, para tapizar las zonas del pocillo en las que no se hubieran adsorbido los
anticuerpos, se afiadieron a cada uno de ellos 200 jul de gelatina al 1% en tamp6n PBS. La
placa se mantuvo 30 minutos a 37 °C y los pocillos se lavaron de nuevo 5 veces con tamp6n
PBST para eliminar el exceso de gelatina, Posteriormente, se afiadieron a cada pocillo 100
pl del antfgeno correspondiente diluidos en tampén PBST y la placa se mantuvo en
agitacién durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras un nuevo lavado con PBST, se
depositaron en cada pocillo 100 pl del anticuerpo de deteccidn correspondiente y la placa se
mantuvo en agitacién durante 1 hora a temperatura ambiente, Después de otro lavado con
PBST, se afladieron a cada pocillo 100 1l del conjugado disuelto en PBST y la placa se
incub6 una hora en agitacién a temperatura ambiente, Finalmente, tras lavar los pocillos 5
veces con agua destilada para eliminar los restos del conjugado libre, se afiadié a cada
pocillo 100 pl del sustrato, manteniendo la placa en el agitador durante 20 minutos a
temperatura ambiente. El color verde resultante de la degradacion del sustrato por el enzima,
se cuantificé midiendo la absorbancia de los pocillos a 405 nm en un lector
espectrofotométrico de placas de ELISA.

En la prueba se realizaron los siguientes coniroles:

- Control de antfgeno: anticuerpo de captura + gelatina + anticuerpo de
deteccién + conjugado + sustrato.

- Control del anticuerpo de captura: gelatina + ant{geno + anticuerpo de
deteccién + conjugado + sustrato.

- Control del anticuerpo de deteccién: anticuerpo de captura + gelatina +
antfgeno + conjugado + sustrato.

- Control de conjugado: gelatina + conjugado + sustrato.

126



Material y Métodos

II1.2.8.3, TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

En esta técnica, el antigeno especifico se fija a una superficie inerte, y, a continuacién,
se afiaden el anticuerpo especifico con la muestra problema (de concentracion antigénica
desconocida) que competird con el antfgeno adsorbido por el anticuerpo especffico. El
ensayo se cuantifica por la concentracién de conjugado comercial que se une al complejo
anticuerpo-antfgeno adsorbido. Como control se utilizan pocillos sin la muestra problema,
cuantificando la diferencia de absorbancias entre los pocillos con la muestra problema o sin
ella ambos, que es indicativa de la concentraci6n del ant{geno de interés en la muestra

problema.

a) Antgenos

En esta técnica se han empleado tres formatos antigénicos diferentes:

1.- Leche cruda de cabra
2.- Casefnas totales de la leche de cabra (CC)
3.- Casefna ogy de la leche de cabra purificada por cromatograffa de intercambio

catiénico
b) Anticuerpos

Se emple6 el anticuerpo monoclonal B2B 11C purificado por precipitacién con sulfato

amaénico,

¢) Muestra problema

Las muestras problema utilizadas comprendieron los diferentes porcentajes de
sustitucién de leche de oveja y vaca por la de cabra, asf como las de sustitucién de quesos
de oveja y vaca por el de cabra.

d) Conjugado

Como conjugado se utilizé uno comercial de anti-inmunoglobulinas de rat6n
obtenidas en cabra, marcado con el enzima peroxidasa de rdbano.

d) Tampones v reactivos
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Se emplearon los utilizados en la técnica del ELISA Indirecto descritos en la seccidn
1I1.2.8.1 d.

e) Metodologfa del ELISA Competitivo

Los pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se sensibilizaron con 100 pl de la
muestra antigénica correspondiente y la placa se incubé toda la noche a 4 °C. A la mafiana
siguiente, tras lavar 5 veces las placas con PBST y para tapizar las zonas de los pocillos en
las que no se hubiera adsorbido el ant{geno, se afiadieron a cada pocillo 200 pl de gelatina al
1% en tampén PBS. La placa se mantuvo durante 30 minutos a 37 °C y los pocillos se
lavaron de nuevo 5 veces con tampén PBST para eliminar el exceso de gelatina. A
continuacidn, se afladieron a cada pocillo 50 pl del anticuerpo monoclonal y 50 pl de la
muestra problema, diluidos en tampén PBST y la placa se mantuvo en agitacién durante 1
hora a temperatura ambiente. Después de otro lavado de los pocillos con PBST para
eliminar las protefnas que no se hubieran unido, se afiadieron a cada pocillo 100 p del
conjugado comercial diluido en tamp6n PBST y, de nuevo, la placa se incubé en agitacién
durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, tras lavar los pocillos 5 veces con agua
destilada para eliminar los restos del conjugado libre, se aftadieron a cada pocillo 100 pl del
sustrato, manteniendo la placa en el agitador durante 20 minutos a temperatura ambiente. El
color verde resultante de la degradacién del sustrato por el enzima, se cuantificé midiendo la
absorbancia de cada pocillo a 405 nm en un lector espectrofotométrico de placas de ELISA,

En la prueba se realizaron los siguientes controles:

Control de antfgeno: gelatina + anticuerpo + muestra problema +

conjugado + sustrato.
- Control del anticuerpo : antigeno + gelatina + muestra problema +

conjugado + sustrato.
- Control de la muestra problema : ant{geno + gelatina + anticuerpo +

conjugado + sustrato.
- Control de conjugado: gelatina + conjugado + sustrato.

111.2.8.4. TECNICA DEL INMUNOBLOTTING

La identificacién del epftopo o epitopos reconocidos por nuestro anticuerpo en los
antfgenos de interés, se realizé utilizando la técnica del inmunoblotting, Esta técnica consiste
en la transferencia electroforética de protefnas separadas por electroforesis, de un gel de
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poliacrilamida a una membrana sintética, seguida de un método inmunolégico de
identificacién de las protefnas de la membrana. El inmunoblotting es un método muy
sensible de identificacién de protefnas especificas en una mezcla antigénica compleja y tiene
muchas aplicaciones en la deteccidn, identificacién y caracterizacién de protefnas, asf como
de visualizacién de las interacciones protefna-protefna.

La transferencia electroforética de las protefnas de los geles de poliacrilamida a las
membranas de nitrocelulosa, se realizé utilizando un equipo automatizado Phast-Transfer ™
de Pharmacia (semi-dry electrophoretic transfer system), dotado de dos unidades
independientes: el separador del gel y la caja de electrodos utilizado conjuntamente con la
unidad de separacién y control del Phast-SystemTM, El equipo automatizado
Phast-Transfer™ transfiere las protefnas de una manera rdpida y reproducible; ademds la
utilizacién de geles de poliacrilamida pequefios, combinados con la transferencia semiseca,
minimizan la cantidad de reactivos y tampones utilizados en otros sistemas de transferencia

de protefnas.
S i6n el forética de | :

La separacién electroforética de las protefnas se realizé en geles de poliacrilamida con
SDS utilizando un equipo automatizado Phast-System™ de Pharmacia y siguiendo la
técnica descrita en el apartado II1.2.4, Como muestras antigénicas se depositaron en ¢l gel
las casefnas totales de la leche de cabra, oveja y vaca, ademds de las fracciones casefnicas de
la leche de cabra obtenidas por cromatografia de intercambio catidnico. Se utilizaron dos
geles idénticos, uno de los cuales se tifi¢ de la manera descrita como en el apartado [I1.2.4.
y, el otro, se utilizé en la transferencia de las protefnas a una membrana de nitrocelulosa.

Una vez realizada la electroforesis, las protefnas presentes en el gel de poliacrilamida
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 pm, utilizando el equipo
automatizado Phast-Transfer™., Las condiciones programadas para la transferencia fueron
20V, 25mA, 5V a 15 °C de temperatura y durante 15 minutos. El tampén de transferencia
utilizado consistié en una solucién 25 mM tris, 192 mM glicina, 20 % metanol, de pH 8,3.

Terminada la transferencia electroforética de las protefnas, se procedié a la realizacién
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de un ELIS A Indirecto sobre la membrana de nitrocelulosa,

a} Antfgenos

Como antfgenos se emplearon las protefnas separadas electoforéticamente y
transferidas a la membrana de nitrocelulosa.

b) Anticuerpo

Se empleé el anticuerpo monoclonal B2B 11C parciaimente purificado por

precipitacién con sulfato amdnico.

¢} Conjugado

Se utilizé un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de rat6n obtenidas en

cabra y marcadas con peroxidasa de rdbano.

d) Tampones v Reactivos

1.- Tamp6n Tris salino (TBS), pH 7.5

Se compone de: NaCl 29,24 g
Tris | 242 ¢
Agua desionizada 1 L

2.- Tamp6n TBST

Se prepara como el tampén TBS y se le affade un 0,05% de Tween 20

3.- Sustrato

Como sustrato se utilizé la diaminobenzidina (Sigma) disuelta en tampén Tris-HCL

50 mM de pH 7,6 (6 mg de diaminobenzidina/ 10 ml tampén). Esta solucién debe filtrarse
por papel de filtro Whatman n° 1 y, en el momento de la adicién a la membrana, se le

afiaden 100 i de H,0, / 10 ml de tampén.

4.- Solucién bloqueante
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Seroalbumina bovina al 1% en tampén TBS de pH 7,5.

Terminada la transferencia electroforética, la membrana de nitrocelulosa se lavé
durante 10 minutos en tampén TBS para eliminar los posibles restos de gel que pudieran
quedar. A continuacién, se afiadié a la membrana la solucién bloqueante en tamp6n TBST y
se mantuvo durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador de placas de ELISA,
tras los que se volvi6 a lavar durante 10 minutos en tampén TBST. Posteriormente, la
membrana se incubé con el anticuerpo monoclonal B2B 11C dilufdo (1/1000) en tampén
TBST durante 1 hora, en agitacién y a temperatura ambiente. Finalizada la incubaci6n, la
membrana se lavé de nuevo con TBST y se le afiadi6 el conjugado comercial de
anti-inmunoglobulinas de ratén dilufdo en TBST manteniéndose en el agitador durante 1
hora a temperatura ambiente, Tras lavar la membrana con agua destilada, la especificidad del
anticuerpo monoclonal B2B 11C sobre las protefnas de la membrana de nitrocelulosa, se
visualizé afiadiendo el sustrato.

131



CAPITULO IV

RESULTADOS




Resultados

IV.1, FRACCIONAMIENTO DE LA CASEINA DE LA
LECHE DE CABRA POR CROMATOGRAFIA DE
INTERCAMBIO IONICO.

El fraccionamiento de la caseina total de la leche de cabra, se realizé de la manera
descrita en la seccién II1,2.3. de esta memoria.

IV.1.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA RAPIDA DE PROTEINAS
(FPLC)

El fraccionamiento de la casefna total de la leche de cabra por cromatograffa liquida
rdpida de protefnas (FPLC) en una columna Mono Q HR 5/5, utilizando un gradiente
discontinuo de CINa de 0 a 0,4 M, se muestra en la Figura IV.1. Los resultados obtenidos
indican la separacién de la casefna total en tres fracciones mayoritarias (1, 2 y 3), bien
separadas, que por comparacién con el perfil de elucién de las casefnas de la leche de vaca
(Davies y Law, 1987), se identificaron como casefna x (1), B (2) y os (3) respectivamente.
Las fracciones individuales integrantes de las tres fracciones mayoritarias se mezclaron,
dializaron y liofilizaron, determinando su concentracién determiné su concentracién de
protefna segin el método descrito en el apartado I1.2.2, de esta memoria, resultando lo

siguiente :

- Fraccién n® 1: 128 ig de protefna]mg de extracto liofilizado.
- Fraccién n° 2: 115 ug de protefna/mg de extracto liofilizado.
- Fraccién n° 3: 260 pg de protefna/mg de extracto liofilizado.

Conocida la concentracién de protefna de las fracciones resultantes, se determing el
rendimiento proteico por gramo de caseina liofilizada de cabra (CC), que fue de 50 mg para
la fraccién n° 1, 55 mg para la fraccién n® 2 y 130 mg para la fraccién n® 3, Una vez
determinada la concentracién de protefna de cada fraccién, se realizé la identificacién de las
protefnas presentes en las mismas, por electroforesis de las fracciones en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), utilizando el equipo automatizado
Phast-SystemTM,

La separacién e identificacién de las protefnas integrantes de las fracciones casefnicas
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Figura IV.1. Fraccionamiento de la caseina de la leche de cabra por FPLC, en una columna Mono QHR 5/5.°
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purificadas por FPLC, utilizando la electroforesis de SDS-PAGE, se muestra en la Figura
IV.2. Los resultados obtenidos sugieren que las protefnas del primer pico eluido (1)
contienen la casefna , la segunda fraccién (2) contenfa la casefna B y la tercera (3) la
fraccién casefnica ag ( agy ¥ ¢g2). Estos resultados confirman los obtenidos del perfil de

eluci6n e indican una separaci6n aceptable de las casefnas x, § y as, purificadas, aunque la

separacion entre las casefnas ogq Y as 1esulta incompleta,

IV.1.2. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO CON
DEAE-CELULOSA

En la Figura IV.3. se observa el fraccionamiento de la casefna total de la leche de
cabra, por cromatograffa de intercambio ani6nico con DEAE—celulgsa y un gradiente lineal
de CINa de 0 a 0,3 M. Las casefnas eluyeron en 5 fracciones distintas, no bien separadas,
por lo que se concluyé que esta técnica comdnmente utilizada para el fraccionamiento de las
casefnas bovinas y ovinas (Mercier, 1968), no permite una separacién adecuada de las
cuatro casefnas caprinas.

IV.1.3. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO CATIONICO EN
UNA MATRIZ DE S-SEPHAROSE FAST-FLOW

La figura IV 4. el fraccionamiento de 1 g de casefna caprina, por cromatograffa de
intercambio catiénico en una columna con una matriz de S-Sepharose Fast-Flow, utilizando
un gradiente lineal de CINa de 0 a 0,3 M. Los resultados obtenidos indican la separacién de
la casefna total en cinco fracciones diferentes (1, 2, 3, 4 y 5), que se dializaron
exhaustivamente, se liofilizaron y se determiné su concentracién de proteina mediante una
modificaci6n del método de Lowry (Markwell y col., 1978), descrito en el apartado I11.2.2,

El contenido proteico de las fracciones fue el siguiente:

- fraccién 1: 526 pg de protefna/mg de extracto liofilizado
- fraccién 2: 44 g de protefna/mg de extracto liofilizado
- fraccién 3: 9 ug de protefna/mg de extracto liofilizado

- fraccién 4: 503 Lg de proteina/mg de extracto liofilizado
- fraccién 5: 461 g de protefna/mg de extracto liofilizado

El rendimiento protefco por gramo de casefna liofilizada de cabra (CC), fue de 462 mg
para la fraccién n° 1, 9,3 mg para la fraccién n° 2, 2,5 mg para la fraccién n°® 3, 123 mg
para la fraccién n°4 y 91 mgpara la fraccién n°5. La identificacion y pureza de las
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CC CO F1 F2 F3

Figura IV.2, Electroforesis SDS-PAGE-PhastSystemTM de las caseinas de la leche de
cabra fraccionadas por FPLC en geles de poliacrilamida al 20%. Linea
CC, caseinas totales de la leche de cabra; linea CO, caseinas totales de

la leche de oveja; lfnea F1, fraccién 1 (casefna x); linea F2, fraccién 2
(casefna [); linea F3, fraccién 3 (caselna a.g).
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protefnas de las fracciones, se determind por electroforesis de las mismas en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), utilizando el equipo automatizado
Phast-System™,

Los resultados de la caracterizacién electroforética de las fracciones casefnicas
obtenidas por cromatograffa de intercambio catiénico, se muestran en la Figura IV.5. Estos
resultados confirman los obtenidos por Law y Tziboula (1992) y sugieren que la fraccién 1
contiene la casefna B completa de la leche de cabra, por lo que no se consigui6 la separacion
de las dos formas de esta casefna (By y Ba2), probablemente debido a que la tnica diferencia

entre ellas es el grado de fosforilaci6én (6 grupos fosfato enla By y 5 en la Bp) ¥, por lo
tanto, la diferencia de sus pesos moleculares es muy pequefia. La fraccién 2, que migr6 por
encima de la casefna B de acuerdo con su menor peso molecular, contenfa la caseina x. La
fraccién 3, contenfa pequefias bandas proteicas no identificadas y que no se utilizaron en
andlisis posteriores. La fraccion 4, contenfa la casefna ag) con residuos de las casefnas By x
y, finalmente, Ia fracci6n 5 contenfa mayoritariamente la casefna ogy, migrando por encima
de la banda de la casefna agy, de acuerdo con su peso molecular ligeramente mayor, En esta
dltima fraccién también se detectaron bandas de protefna con un peso molecular inferior al

de la casefna ogy, que probablemente sean fracciones minoritarias de la casefna og,

identificadas previamente por Grosclaude y col. (1987).

I1V.2. CARACTERIZACION INMUNOLOGICA PARCIAL
DE LAS FRACCIONES CASEINICAS PURIFICADAS

Una vez separadas las fracciones casefnicas de la leche de cabra, empleando diversas
técnicas cromatogrdficas y una vez identificadas las protefnas de las fracciones
electroforéticamente, la siguiente etapa de este trabajo consistié en la caracterizacion
inmunolégica de las mismas mediante un ELISA Indirecto. El ensayo utiliza anticuerpos
policlonales obtenidos en conejo frente a la casefna total de la leche de cabra (anti-CC),
purificados por cromatograffa de afinidad en una columna conteniendo casefnas de la leche
de cabra inmovilizadas (CC) y, posteriormente, biotinizados y neutralizados frente a los
extractos liofilizados de las casefnas de la leche de vaca (CV) y oveja (CO) (Rodriguez y
col., 1991).
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CC F5 F4 F3 F2 F1

Figura IV.5. Electroforesis SDS-PAGE-PhastSystemTM de las caseinas de la leche de
cabra fracclonadas por cromatografia de intercambio catiénice en geles
de poliacrilamida al 20%. Linea CC, caseinas totales de la leche de
cabra; linea F1, fraccién 1 (caseina B) ; linea F2, fraccidn 2 (caseina

- K); linea 3, fraccién 3 (handas difusas de protefna); linea F4, fraccién 4
(casefna 0tgy, con caseinas B y x); linea FS5, fraccién 5 (caseina otg3,

mayoritariamente).
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Para determinar las concentraciones adecuadas de los componentes del ensayo, se
realizaron numerosos experimentos, como antigenos se emplearon, ademis de las
fracciones purificadas por FPLC y cromatograffa de intercambio catiénico, las casefnas
tatales de la leche de vaca (CV), oveja (CO) y cabra (CC) a diferentes concentraciones (0 a
20 pg de protefna en tampén PBS). Como conjugado, se utilizé uno comercial de
Streptavidina-peroxidasa. Las diluciones de trabajo éptimas de los inmunosueros fueron de
1/1000 (v/v) en tampSn PBST, mientras que la del conjugado fue la 1/3000 (v/v) en tampdn
PBST.

Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras IV.6. y IV.7., donde se
muestran los valores de absorbancia a 405 nm de cada una de las fracciones purificadas, asf
como de las casefnas totales utilizadas como antigenos y de los que se desprende que los
inmunosueros anti-CC reconocen muy poco a las casefnas de la leche de oveja (CO),
observando los mismos resultados frente a las casefnas de 1a leche de vaca (CV) (no se
muestran los datos). Los valores de absorbancia mds altos se obtuvieron con la fraccién 3
(caseina ag) purificada por FPLC (Figura IV.6.), fraccién 5 {caseina ag;) purificada por
cromatograffa de intercambio catiénico (Figura IV.7.) y con la casefna total de cabra (CC})
(Figuras IV.6. y IV.7.). La caseina ag; purificada por cromatograffa de intercambio

catiénico (Figura IV.7.) mostré valores de absorbancia mds bajos que la fraccién oga
purificada por el mismo método. Las fracciones casefnicas x y p obtenidas por FPLC
(Figura IV.6.) y por cromatograffa de intercambio catiénico (Figura IV.7.), obtuvieron
unos valores de absorbancia mucho mds bajos o, lo que es lo mismo, mostraron muy poca
inmunoreactividad frente al inmunosuero especifico de las casefnas de la leche de cabra,

Se puede por tanto, afirmar que la fraccién 5 de la leche de cabra (casefna wgs),

obtenida por cromatograffa de intercambio catiénico es la mds inmunoreactiva frente al
inmunosuero especifico anti-CC, probablemente porque es la fraccién con un mayor
niimero de epitopos especificos de las casefnas de la leche de cabra. Esta fraccidn se utilizé
en la inmunizacién de conejos para la obtencién de anticuerpos policlonales y, de ratones
Balb/c, como primer paso en la obtencién de anticuerpos monoclonales especificos frente a
las casefna de la leche de cabra.

IV.3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

Para la obtencién de los inmunosueros se emplearon conejos que se inmunizaren con
la caseina ag; de la leche de cabra, purificada por cromatograffa de intercambio catiénico.

Antes de comenzar el protocolo de inmunizacién, a los conejos se les extrajo una muestra de
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FiguraIV.6. ELISA Indirecto de las fracciones caseinicas purificadas por FPLC,
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FiguralV.7. ELISA Indirecto de las fracciomes casefnicas purificadas por
cromatograffa de intercambio catiénico, utilizando anticuerpos
biotinizados especificos frente a las casefnas totales de la leche de cabra
{(anti-CC). Fraccién 1 (A, caseina B), fraccién 2 (A, casefna x), fraccién
4 (x, casefna 0.gy con residuos de B ¥y x) fraccién § (O, caselna

Og2), caseinas totales de oveja ([J) y caseinas totales de cabra ( @ ),
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sangre y el suero obtenido se analizé por la técnica del ELISA Indirecto frente a los
extractos antigénicos de interés (CC, CV y CO); después de comprobar que ninguno de los
conejos presentaba reactividad inmunol6gica frente a dichos extractos antigénicos, los
animales se consideraron aptos para su inmunizacién.

Durante la inmunizacién de los conejos, se realizaron tres sangrfas parciales para
comprobar si producian anticuerpos frente a las casefnas de cabra, asf como para detectar si
existfan o no reacciones cruzadas con las casefnas de otras especies animales. En la sangria
parcial, efectuada a los 48 dfas de la primera inoculacién, ya se detecté una reaccién
inmunoldgica significativa de los inmunosueros anti-casefna ag, frente a sus respectivos
extractos antigénicos. En las sangrfas realizadas a los 68 y 80 dfas, se aprecié un
incremento significativo de la respuesta inmunoldgica de los conejos frente a los extractos
antigénicos de interés y, por ello, a los 115 dfas de iniciar el proceso de inmunizacién se
efectud la sangria final.

Los inmunosueros procedentes de la sangrfa final se purificaron parcialmente por
precipitacién con sulfato aménico y empleando un ELISA Indirecto, se evalud su potencial
de discriminar las casefnas de la leche de cabra, vaca y oveja, utilizando como antfgenos 20
g de las casefnas totales de estas leches, los inmunosueros purificados a diferentes
diluciones (1/1000 a 1/64000 v/v en tampén PBST) y, como conjugado uno comercial de
anti- inmunoglobulinas de conejo obtenidas en cerdo y conjugadas al enzima peroxidasa de
rdbano a la dilucién 171500 (v/v) en tampén PBST.

En la tabla IV.1, se muestra la actividad del inmunosuero obtenido de conejos frente
a la fraccién que contiene la casefna asy de la leche de cabra, observdndose que los

anticuerpos utilizados reconocen a todos los extractos antigénicos y por tanto son incapaces
de discriminar las casefnas de la leche de cabra de las de vaca y oveja.

I1V.4. OBTENCION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

Para la obtencién de anticuerpos monoclonales, comenzamos la inmunizacién de
ratones Balb/c de ocho semanas de edad, con la caseina oy de la leche de cabra purificada
por cromatograffa de intercambio catiénico. Como en el caso de los conejos, a los ratones
se les extrajo una muestra de sangre antes de comenzar la inmunizacin y el suero se analiz6
por un ELISA Indirecto frente a 20 pig de los extractos antigénicos CC, CV y CO. Ninguno
de los animales manifestd reactividad inmunoldgica frente a dichos extractos, por lo que se
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Tabla IV.1. Actividad del inmunosuero obtenido de conejos frente a
la caseina i, de la leche de cabra, utilizando un ELISA

Indirecto
DILUCIONES CASEINAS TOTALES
INMUNOSUERO (20 pg)

1/1000
172000
174000
1/ 8000
1 /16000
1/32000
1764000

CABRA

2,854*

2,824

2,598
1,907
1,416
0,951
0,579

2,775
2,744
1,720
1,141
0,838
0,604
0,375

YACA  OVEIA

2,854
2,824
2,407
1,700
1,236
0,849
0,479

* Densidad dptica a2 405 nm

R
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consideraron aptos para su inmunizacién. Durante la inmunizacién de los ratones también se
realizaron sangrfas parciales, En la primera de ellas, efectuada a los 25 dfas, ya se aprecié
inmunoreactividad de los animales frente a las CC, incrementdndose ésta en la segunda y
terceras sangrfas, realizadas a los 40 y 55 dfas respectivamente del comienzo de la
inmunizacién, por lo que procedimos a realizar la fusién celular a los 60 dfas de la primera

inoculacion,

I1V.4.1. FUSION CELULAR

El bazo del ratén con el titulo mayor de anticuerpos frente a las caseinas de la leche de
cabra (Figura IV.8.), se utiliz6 para la fusién de los linfocitos con las células de mieloma
(P3X63-Ag 8.653). A las 24 horas de realizada la fusién se comenz6 la seleccién de los
hibridomas con el medio HAT y, a los 7 dfas, ya se observaban los primeros hibridomas al
microscopio. A los 15 dfas, se evalud la capacidad de los sobrenadantes de los hibridomas
para reconocer a las casefnas de la leche de cabra mediante un ELISA Indirecto. Las
condiciones de este ensayo preliminar fueron:

- Antfgeno: 20 (g del extracto antigénico CC/pocillo

- Anticuerpo: sobrenadantes de cultivo de los hibridomas (dilucién 1/1)

- Conjugado: uno comercial de anti-inmunoglobulinas de ratén obtenido deconejo y
marcado con el enzima peroxidasa de rdbano a la dilucién 1/1500 (v/v) en tampdén PBST

De este estudio determinamos que la eficiencia de la fusién celular (ndmero de
pocillos que mostraban crecimiento de hibridomas/nimero total de pocillos utilizados) fue
mayor del 50%. Asfmismo, de 400 pocillos que mostraban crecimiento de hibridomas, el
25% producfan anticuerpos frente a las caseinas de la leche de cabra.

I1V.4.2. SELECCION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES DE
INTERES

Los sobrenadantes de los hibridomas se analizaron también mediante un ELISA
Indirecto frente a los extractos antigénicos CO y CV (20 pg), para determinar su
especificidad, Este segundo estudio determiné la existencia de 8 'lfneas celulares que
producfan anticuerpos especificos frente a las casefnas de la leche de cabra y que no
reconocfan inmunolégicamente a las casefnas de las leches de vaca y oveja. Estos 8
hibridomas fueron clonados por dilucién lfmite, hasta obtener los subclones estabilizados
denominados: A1H 11H (A1H), B2B 11C (B2B), C2H 11H (C2H), C6C 7G (C6C), C7G
2A (C7G), F4E 2E (F4E) y AGF 5D (AG6F).

145



Resultados

Por otra parte, la posible inmunidad cruzada de las 8 lineas celulares productoras de
anticuerpos monoclonales frente a las casefnas de la leche de cabra, se examind mediante un
ELISA Indirecto, enfrentando los sobrenadantes celulares a 20 pg/pocillo de diferentes
extractos antigénicos (Tabla IV.2.). De los resultados obtenidos, se deduce que los
anticuerpos monoclonales analizados son monoespecificos para las casefnas de la leche de
cabra y no reconocen otras protefnas como las casefnas de la leche de vaca y oveja,
extractos cdrnicos (de cerdo, vaca, caballo y pollo), protefna de soja, gelatina y

seroalbiimina bovina.

Estas 8 Ifneas celulares fueron seleccionadas para la produccién en gran escala de
anticuerpos monoclonales frente a las casefnas de la leche de cabra lo que se llevé a cabo de
dos formas diferentes. Por una parte, se expandieron las lineas celulares mediante
subcultivos celulares sucesivos de placas de 96 pocillos a piacas de 48, 24 y 6 pocillos y a
frascos de cultivo de 25 y 75 cm2, hasta obtener aproximadamente 50 ml de los
sobrenadantes. Al mismo tiempo, 2 lineas celulares (B2B y C2H) se utilizaron en
induccién de tumores asciticos en ratones Balb/c, recogiendo unos 2 ml de liquido ascftico
de cada lfnea celular,

IV.4.3. CARACTERIZACION ISOTIPICA DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES SELECCIONADOS

La caracterizacién inmunolégica de la clase y subclase de los 8 anticuerpos
monoclonales, se realizé utilizando un Kit comercial de Sigma con un antisuero comerciat
de conejo y mediante un ELISA Indirecto. Los resultados obtenidos indicaron que 6
hibridomas secretaban anticuerpos IgG1, mientras otros 2 (A1H y F4E) secretaban IgM.

IV.4.4. ACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
SELECCIONADOS, FRENTE A LAS CASEINAS DE LA
LECHE DE CABRA UTILIZANDO UN ELISA INDIRECTO

Para determinar la especificidad y reactividad de los 8 anticuerpos monoclonales de
los sobrenadantes de las lineas celulares y de los liquidos asciticos, se desarrollé un ELISA
Indirecto, en el que las condiciones del ensayo fueron:

- Antfgeno: 20 jig de las casefnas de la leche de cabra (CC)/pocillo

- Anticuerpos monocionales: los sobrenadantes de las 8 lineas celulares y los 2
lfquidos asciticos a diferentes diluciones (1/8000 a 1/12800) (v/v) en PBST

- Conjugado: uno comercial de anti-inmunoglobulinas de ratén obtenidas de conejo y
marcadas con la enzima peroxidasa de rdbano, a la dilucién 1/1500 (v/v) en PBST.
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Tabla IV.2. Immunidad Cruzada frente a diversos Antigenos de los Anticuerpos Monoclonales Obtenidos frente a las Caseinas
de la Leche de Cabra, utilizando un ELISA Indirecto

ANTICUERPOS MONOCLONALES

Protefnas_ AlH B2B B12B C2H C6C C7G F4E AGE
Cascinas
Cabra 2,167* 2,152 2,156 2,593 2,577 2,769 2,577 2,593
Oveja 0,131 0,142 0,154 0,151 0,133 0,250 0,164 0,280
Vaca 0,124 0,117 0,117 0,149 0,129 0,170 0,164 0,229
Extractos cdmicos
Cerdo 0,157 0,123 0,129 0,190 0,138 0,180 0,167 0,190
Vaca 0,136 0,109 0,141 0,153 0,122 0,167 0,164 0,211
Caballo 0,139 0,119 0,184 0,196 0,123 0,177 0,165 0,290
Pollo 0,130 0,159 0,152 0,195 0,151 0,154 0,159 0,221
Soja 0,123 0,194 0,169 0,192 0,146 0,170 0,142 0,250
Gelatina 0,130 0,120 0,128 0,141 0,132 0,143 0,140 0,188
Seroalbiimina bovina 0,115 0,142 0,125 0,175 0,132 0,155 0,125 0,181
* Densidad 6ptica a 405 nm
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En la Figura IV.9. se muestran los resultados obtenidos y de su andlisis es posible
afirmar que de los 8 anticuerpos monoclonales obtenidos de los sobrenadantes de las lfneas
celulares, 3 de ellos (B2B, B12B y C2H) son los mds reactivos (1/3200 B2B, 1/1600
B12B y 1/1600 C2H), mientras que de los 2 lfquidos asciticos obtenidos, el B2B (1/ 10000)
fue el de mayor actividad. De esta forma, nuestro trabajocontinué con la seleccidén de los 3
anticuerpos monoclonales que mostraban la mayor reactividad inmunoldgica a partir de los
sobrenadantes celulares (B2B, B12B y C2H) y uno del liquido asctico (B2B).

Los tres anticuerpos monoclonales seleccionados se purificaron parcialmente por
precipitacién con sulfato aménico y se determiné su concentracién de protefna, segin el
método descrito por Harlow y Lane (1988), obteniendo los siguientes resultados:

Anticuerpo monoclonal Concentracién de proteina (mg/ml)
Liquido Ascitico B2B 0,49
Sobrenadante C2H 0,99
Sobrenadante B12B 0,98
Sobrenadante B2B 1,19

Una vez purificados y para determinar si la purificaci6n parcial por sulfato amonico
habfa influfdo en su actividad inmunolégica, realizamos un ELISA Indirecto con las mismas
condiciones que el realizado con los anticuerpos sin purificar (Figura IV.9.). De los
resultados de la Figura IV.10., se comprueba que los resultados obtenidos con los
anticuerpos monoclonales sin purificar y purificados son los mismos, lo que significa que
su purificacién parcial por sulfato aménico no reduce su actividad.

El siguiente paso fue la determinacién de la actividad de los 4 anticuerpos
monoclonales seleccionados, frente a la leche cruda de cabra. Para ello se realizé un ELISA
Indirecto utilizando como antigeno leche cruda de cabra a la dilucién 1/200 (v/v) en tampdn
PBS, los sobrenadantes de cultivo y el liquido ascitico a diferentes diluciones (1/800 a
1/12800, v/v en tamp6n PBST) y el conjugado de anti-inmunoglobulinas de ratén a la
dilucién 1/1500 (v/v) en PBST. De los datos obtenidos (Figura IV.11.), se desprende que
de los 4 anticuerpos monoclonales estudiados, los méds inmunoreactivos frente al extracto
antigénico de la leche cruda de cabra fueron el sobrenadante del cultivo y el lfquide ascftico
del hibridoma B2B. Por esta razén, el Ac,, B2B presente en el sobrenadante del cultivo

celular y en el lfquido ascftico, fue seleccionado para continuar con él nuestro trabajo.
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Figura Iv.9, Reactividad de los anticuerpos monoclonales obtenidos de los
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150



Resultados

1V.4.5, DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD Y ACTIVIDAD
DEL ANTICUERPO MONOCLONAL B2B

En la Tabla [V.3. se muestran los valores de absorbancia a 405 nm del Ac,, B2B,
procedente tanto del lfquido ascitico como del sobrenadante del cultivo celular a diferentes
diluciones (1/800 a 1/12800, v/v en tampén PBST), frente a las casefnas de la leche de
cabra, oveja y vaca (20 g/ 100yl en tamp6n PBS) y frente a la leche cruda de cabra, oveja
y vaca (dilucién 1/200 v/v en tampén PBST ). De los resultadod obtenidos, se deduce que
la especificidad del anticuerpo monoclonal del sobrenadante celular, frente a las casefnas y
la leche cruda de cabra, es mayor que la que presenta en el liquido ascitico, Debido a esta
mayor especificidad, elegimos el sobrenadante celular del cultivo del hibridoma B2B, para

continuar nuestro trabajo de investigacién.

Debido a que el objetivo de nuestro trabajo era detectar la leche de cabra, tanto en
mezclas frescas como en quesos madurados, el siguiente paso en nuesira investigacién
consistié en evaluar la actividad del Ac,, B2B frente a la leche de cabra sometida a los

tratamientos térmicos de pasterizacién y esterilizacién (dilucién 1/200 v/v en tamp6n PBS).
De los resultados de la Tabla IV.4., se deduce que la actividad del Acy, B2B frente a la leche

cruda, pasterizada y esterilizada de cabra fue précticamente la misma, lo que indica que la
actividad de dicho anticuerpo monoclonal es constante frente a las diferentes temperaturas

de procesado de la leche de cabra.

Finalmente, la especifidad del Ac,, B2B frente a las casefnas de la leche de cabra,

oveja y vaca, as{ como frente a las casefnas (B, x, as1 ¥ ag) dela leche de cabra purificadas
por cromatograffa de intercambio catiénico (20 pug/100pl en PBS), se determiné por la
técnica de inmunoblotting. La dilucién del Ac,, B2B empleada fue la 1/1000 (v/v) en

tampén PBST, De los resultados obtenidos (Figura IV.12.), se deduce que el Ac, B2B es

monoespecifico frente a la casefna agy de la leche de cabra.

Debido a la especificidad del Ac,, B2B purificado, frente a la casefna de la leche de

cabra, se decidié utilizarlo en la deteccién y cuantificacién de la presencia de leche de cabra
en mezclas ldcteas frescas y quesos madurados, mediante el desarrollo y puesta a punto de
técnicas inmunoenzimé4ticas (ELISA) adecuadas.
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Tabla IV.3. Especificidad del Anticuerpo Monoclonal B2B del Liquido Ascitico y del Sobrenadante del Cultivo
Celular, frente a la Leche y Caseinas de Diversas Especies Animales utilizando un ELISA Indirecto

ANTICUERPO MONOCLONAL  DILUCIONES CASEINAS LECHE CRUDA
B2B (201L8/100u1) (1/200)
Cabra Oveia Vaca Cabra Oveja Vaca
Liquido Ascitico 1/800 2,766* 0,900 0,363 2,832 0,939 0,371
171600 2,772 0,819 0,272 2,785 0,806 0,294
1/3200 2,781 0,737 0,257 2,782 0,639 0,226
1/6400 2,784 0,651 0,191 2,602 0,502 0,217
1/12800 2,564 0,558 0,125 2,589 0,412 0,155
Sobrenadante Cultivo 1/800 2,766 0,158 0,150 2,766 0,168 0,149
Celular 1/1600 2,609 0,139 0,147 2,602 0,191 0,156
1/3200 2,353 0,124 0,104 1,837 0,158 0,137
176400 1,767 0,102 0,110 1,210 0,154 0,141
1/12800 1,162 0,102 0,100 0,747 0,146 0,138
*PDensidad 6ptica a 405 nm
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Figura IV.12.

Especificidad del anticuerpe monoclonal B2B frente a caseinas
fraccionadas por SDS-PAGE y transferidas a papel de nitrocelulosa.
Linea 1, caseinas de la leche de vaca; linea 2, caseinas de la leche de
oveja; linea 3, caseinas de la leche de cabra; fracciones caseinicas
purificadas por cromatografia de intercambic catidmico: caseina B (linea
4), caseina K (linea 5), caseina g} (linea6) y caseina 0gz (linea7).
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I1V.5. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE
CABRA EN MEZCLAS LACTEAS, UTILIZANDO
METODOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA)

El Ac,,, B2B parcialmente purificado por precipitacién con sulfato aménico, se utiliz6
en las técnicas de ELISA Indirecto, Sandwich y Competitivo para determinar la presencia de
1a leche de cabra cruda y de la sometida a tratamientos térmicos en mezclas ldcteas con
leches frescas de oveja y vaca.

Como se describe en la seccién I11.2.1.2, de esta memoria, se utilizaron tres mezclas
experimentales independientes de leche de cabra en leche de oveja, y de leche de cabra en
leche de vaca, dependiendo del origen de la leche de cabra. De cada mezcla, se realizaron 6
ensayos independientes para, posteriormente, realizar estudios estadisticos utilizando el
programa "Statview" y representar los valores medios obtenidos en forma de recta patrdn,
Cada punto de la recta patrén representa, por lo tanto, la media de los valores de
absorbancia a 405 nm de las seis experiencias independientes realizadas con cada mezcla.

IV.5.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE CRUDA DE
CABRA EN LA LECHE CRUDA DE OVEJA

A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

Las concentraciones éptimas de los reactivos utilizados en los ensayos, se
determinaron tras varias experiencias preliminares y siguiendo la metodologfa descrita en el
apartado IT1.2.8.1, de esta memoria. Los resultados obtenidos indicaron que la dilucién mds
apropiada del Ac,, B2B era la 1/1000 (v/v) en tampén PBST, mientras que la del conjugado
de antiinmunoglobulinas de ratén obtenidas de conejo y marcadas con el enzima peroxidasa
de rdbano fue la 1/1500 (v/v) en tampdén PBST. Como antfgeno se utilizaron las tres
mezclas ldcteas experimentales realizadas a la dilucién 1/25 (v/v) en tampé6n PBS, con los
porcentajes de sustitucién de 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10y 15% de leche cruda de oveja por leche
cruda de cabra,

La Figura IV.13., muestra los valores medios de la absorbancia a 405 nm, de las tres
mezclas experimentales procedentes de 6 ensayos diferentes. Utilizando esta técnica y los
reactivos descritos, es posible cuantificar la sustitucién de un 0,5 a un 15% de leche cruda

de oveja por leche cruda de cabra, mediante la ecuacién: Aggs= 0,3505 + 0,1138 x, cuyo
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coeficiente de regresién fue de 2= 0,996 y el coeficiente de regresién ajustado Adj. 12 =
0,996 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de leche de cabra por leche de
oveja. Aunque la recta patrén nos permite cuantificar del 0,5 al 15% de sustitucién, los
valores de absorbancia para los porcentajes de sustituciéon menores (0,5-2,5%) son
pequefios y poco significativos, por lo que decidimos intentar mejorar estos resultados
utilizando otra técnica inmunoenzimatica.

B. TECNICA DEL ELISA SANDWICH

En la desarrollo de esta técnica inmunoenzimética se utilizaron varios modelos
experimentales, El primero de ellos utilizaba el inmunosuero anti-CC obtenido de conejos y
el Ac,, B2B, ambos purificados parcialmente por precipitacién con sulfato aménico, del
que se realizaron dos variantes, una que tenfa como anticuerpo de captura al Ac, B2B y
como anticuerpo de deteccién al inmunosuero anti-CC y, otra, en la que se invirtieron las
posiciones, es decir, como anticuerpo de captura el inmonusuero anti-CC y como
anticuerpo de deteccién el monoclonal B2B. Los resultados obtenidos (no mostrados),
indicaron que este sistema de ELISA Sandwich, no discriminaba la leche de cabra de la

leche de oveja.

Para el segundo modelo, utilizamos dos anticuerpos monoclonales (B2B y B12B) y
como en el caso anterior, se realizaron varios experimentos intercambiando las posiciones
de los anticuerpos de captura y de deteccién. Los resultados obtenidos (no mostrados), de
este segundo modelo tampoco permitieron discriminar entre las leches de cabra y oveja, ya
que incluso la leche de oveja sin nada de cabra muestra una absorbancia a 405 nm de 0,5 y
0,6, no existiendo diferencias entre los porcentajes de mezcla mds bajos y los mds altos.

Los resultados de las experiencias descritas en este apartado permiten concluir que las
técnicas del ELISA Sandwich desarrollados no mostraron su utilidad en la deteccién de

leche de cabra en la de oveja.

C. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Dada la ineficacia del ELISA Sandwich y con el fin de mejorar los resultados
obtenidos con la técnica del ELISA Indirecto, se procedié al desarrollo y puesta a punto un
ELISA Competitivo.

En primer lugar, se determinaron las concentraciones idéneas de los reactivos
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utilizados en los ensayos. Después de varios ensayos preliminares, se establecieron las
condiciones éptimas de trabajo, que fueron:

- Antigeno: como antfgeno se utilizaron 20 pg/pocillo de las caseinas totales de cabra
liofilizadas (extracto antigénico CC).

- Muestras problema: las tres mezclas de leche experimentales realizadas, a la dilucién
1/200 en tamp6n PBST (v/v) en tampén PBST en los diferentes porcentajes de sustitucion
de leche de oveja por leche de cabra.

-_Anticuerpo: el monoclonal B2B, parcialmente purificado por precipitacién con
sulfato aménico a la dilucién 1/1000 (v/v) en tamp6én PBST.

- Conjugado: uno comercial de anti-inmunoglobulinas de ratén obtenidas deconejo y
conjugadas al enzima peroxidasa de rébano, dilufdo a la 1/1500 (v/v) en tampdén PBST.

Los resultados obtenidos con el ELISA Competitivo (Figura IV.14.) se muestran en
funcién del % de Inhibicién, calculado a partir de los valores de la absorbancia obtenidos a

405 nm, de la siguiente manera:

B (valor de la A,q5 en cada punto)
% A405 = x 100
B, (valor de la Aygs del 0% de mezcla)

% Inhibicién= 100 - % Ayps

Los estudios estadfsticos se realizaron del mismo modo que en el ELISA Indirecto,
por lo que cada punto de la grafica representa la media del porcentaje de inhibicién de seis
experiencias distintas, con cada una de las tres mezclas experimentales. Con esta técnica es
posible detectar y cuantificar la sustitucién de un (,25% a un 15 % de leche de oveja por
leche de cabra, utilizando la ecuacién de regresién logarftmica: log A 49s= 0,0383 - 0,3831
log x, cuyo coeficiente de regresion fue de 2= 0,976 y el coeficiente de regresién ajustado
Adj. 12 = 0,970 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de leche de oveja por

leche de cabra.

Comparando estos resultados con los obtenidos con el ELISA Indirecto, se observa
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Figura IV.13. Deteccion de leche cruda de cabra en leche de oveja, utilizando
la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la grifica
corresponde a la media de los resultados de 6 experiencias
diferentes con 3 mezclas licteas distintas.

90-
80
70
g}
&
z
R
BQ L
= 40
K. )
20 ' [ e 1 M 3

0 5 10 15
% Sustitucién Leche de Oveja/Cruda de Cabra
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que la técnica del ELISA Competitivo permite detectar y cuantificar porcentajes de mezcla
mucho mds bajos, ya que para sustituciénes del 0,25% se aprecia ya un porcentaje de
Inhibicién superior al 25%, de lo que se deduce que la sensibilidad de este ensayo es mucho
mayor que el del ELISA Indirecto.

D. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO UTILIZANDO EL
SISTEMA DE AMPLIFICACION BIOTINA-AVIDINA

En esta técnica el Ac,, B2B parcialmente purificado por precipitacién con sulfato
amdénico, se conjugd a la biotina y la deteccién de Ios anticuerpos biotinizados unidos a sus
antfgenos especificos, se realiz6 empleando un conjugado de comercial estreptavidina-
peroxidasa. Con el fin de poner a punto esta técnica se realizaron numerosos experimentos,
aunque los resultados obtenidos (no mostrados), indicaron que la biotinizacion del Ac,
B2B originaba una disminucién de su actividad para reconocer la leche de cabra en mezclas
ldcteas, por lo que se decidi6 utilizar las técnicas del ELISA Indirecto y Competitivo con los
anticuerpos sin conjugar con la biotina en el resto de la investigaci6n.

IV.5.2.DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE CRUDA DE
CABRA EN LA LECHE CRUDA DE VACA

A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

La metodologfa y los reactivos empleados en la deteccidn de leche cruda de cabra en la
leche cruda de vaca, fueron los descritos en la seccién IV.5,1.A. La diluci6n del Ac, fue la
171000 y la del conjugado la 1/1500. Como antfgeno se utilizaron las tres mezclas lcteas
experimentales a la dilucién 1/25 (v/v) en tampén PBS, con los porcentajes de sustitucién
de 0,0,5, 1,2,5, 5,10 y 15% de leche cruda de vaca por leche cruda de cabra.

En la Figura IV.15. se muestran los valores de la absorbancia a 405 nm obtenidos con
las tres mezclas experimentales utilizadas. Cada punto de la grdfica corresponde a los
valores medios de los resultados de seis experiencias independientes. De los resultados
obtenidos, se deduce que la técnica del ELISA Indirecto permite detectar la sustitucion de un
0,5 a un 15% de leche de vaca en leche cruda de cabra, utilizando la ecuacién de regresién
lineal: Ayps= 0,4211 + 0,1122 x, cuyo coeficiente de regresién fue de r?= 0,981 y el
coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,977 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de
sustitucién de leche de vacaa por leche de cabra.
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B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Con objeto de mejorar los resultados obtenidos con el ELISA Indirecto, para
pequefios porcentajes de leche cruda de vaca por leche cruda de cabra, se procedio a la
puesta a punto de un método de ELISA Competitivo. Para ello, se emplearon las diluciones
de antfgeno, anticuerpo y conjugado descritos en la seccién IV.5.1.C. Las muestras
problema fueron tres mezclas licteas experimentales con diversos porcentajes de sustitucion
de lechefresca de vaca por leche cruda de cabra a la 1/200 en PBST (v/v).

La figura IV.16. muestra la relacién entre el porcentaje de Inhibicién de la absorbancia
a 405 nm y el porcentaje de sustitucién de la leche, calculados a partir de 6 ensayos con las
3 mezclas l4cteas independientes. La absorbancia se relaciona con el porcentaje de
inhibicién como se describe en el apartado IV.5.1.C.y con el porcentaje de sustitucion
(0,25-15%), mediante la ecuacién de regresién logaritmica: log Aygs= 0,4290 - 0,3360 log
x, cuyo coeficiente de regresién fue de r2= 0,975 y el coeficiente de regresién ajustado Adj.
r2 = 0,970 (p=0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de leche de vaca por leche de

cabra.

Con los resultados obtenidos es posible decir que, al igual que ocurrfa en la deteccién
de leche cruda de cabra en leche de oveja, el ELISA Competitivo mejora sensiblemente la
detecci6n y cuantificacién de leche cruda de cabra en leche de vaca.

IV.5.3. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO EN LA
DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN LECHE CRUDA DE OVEJA

Para determinar la posible influencia de los tratamientos térmicos en la deteccién y
cuantificacién de la leche de cabra en la leche de oveja, las muestras de leche cruda de cabra
de 1a procedencia que se indica en la seccién III.1.2.2,, se sometieron a los tratamientos
térmicos de pasterizacién y esterilizacién descritos en la seccién I1L2.1.2.

Posteriormente, se prepararon las tres mezclas resultantes de cada tratamiento térmico

(leche pasterizada de cabra/leche cruda de oveja y leche esterilizada de cabra/leche cruda de
oveja), las cuales se analizaron por las técnicas del ELISA Indirecto y ELISA Competitivo.
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| Figura IV.15, Deteccién de leche cruda de cabra en leche de vaca, utilizando
la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la grifica
corresponde a la media de los resultados de 6 experiencias

diferentes con 3 mezclas ldcteas distintas.
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Figura IV.16. Deteccién de leche cruda de cabra en leche de vaca, utilizando
la técnica del ELISA Competitivo. Cada punto de la gréfica
corresponde a la media de los resultados de 6 experiencias
diferentes con 3 mezclas licteas distintas.
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A. TECNICA DEIL ELISA INDIRECTO

Utilizando el ELISA Indirecto descrito en la seccién IV.5.1.A,, se analizaron las tres
mezclas que contenfan 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10 y 15% de sustitucién de leche cruda de oveja
/lech epasterizada de cabra y de las otras tres mezclas con los mismos porcentajes de
sustitucidn leche cruda de oveja/ de leche esterilizada de cabra .

Las Figuras IV.17. y IV.18. muestran los resultados del ELISA Indirecto, para la
deteccién y cuantificacion de porcentajes de sustitucién del 0,5 al 15% de leche cruda de
oveja por leche pasterizada (IV.17.) o esterilizada (IV.18.) de cabra. Las ecuaciones de
regresién lineal, calculadas a partir de seis ensayos independientes con tres mezclas l4cteas
experimentales distintas, fueron las que se describen a continuacién.

En el caso de la leche pasterizada: Agps= 0,131 + 0,4583 x, cuyo coeficiente de
regresién fue de r2= 0,983 y el coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,979 (p=
0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de leche de oveja por leche pasterizada de
cabra, Para la leche esterilizada: A4ps= 0,3208 + 0,0955x, cuyo coeficiente de regresién fue
de r2= 0,966 y el coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,960 (p= 0,0001), siendo x el
porcentaje de sustitucién de leche de oveja por leche esterilizada de cabra.

Con los resultados obtenidos podemos afirmar que el ELISA Indirecto utilizado en la
deteccién de leche pasterizada o esterilizada de cabra en leche de oveja, permite cuantificar
porcentajes de sustitucién del 0,5 al 15%.

En la Figura IV. 19, se muestran los valores de absorbancia con el ELISA Indirecto,
para la deteccién y cuantificacién de porcentajes de sustitucién en el rango del 0,5 al 15%
de leche de oveja por leche cruda, pasterizada o esterilizada de cabra. De ellos se deduce,
que la sensibilidad del ELISA Indirecto para detectar la presencia de leche pasterizada de
cabra en la de oveja es incluso mejor que para la leche cruda, disminuyendo ligeramente en
las mezclas con leche esterilizada,

B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO
Las mezclas de leche pasterizada y esterilizada de cabra con leche cruda de oveja,

también se analizaron mediante la técnica del ELISA Competitivo descrito en la seccién
Iv.5.1.C.
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Figura IV.17. Deteccién de leche pasterizada de cabra en leche de oveja,
utilizando la técnica del ELISA Indirecto, Cada punto de la
grafica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas lacteas distintas.
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Figura IV.18. Deteccion de leche esterilizada de cabra em leche de oveja,
utitizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la
grafica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas licteas distintas.
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Figura IV.19. Deteccion de leche cruda ( @), pasterizada (Q) y esterilizada
( [J) de cabra en leche de oveja, utilizando Ia técnica del
ELISA Indirecto. Cada punto de la grifica corresponde a la

media de los resuitados de 6 experiencias diferentes con 3
mezclas lacteas distintas.
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Para las mezclas con leche pasterizada de cabra (Figura IV.20.), la ecuacién de
regresién logarftmica obtenida para porcentajes de sustitucién del 0,25 al 15% fue: log
A405= -0,0545 - 0,3807 log x, cuyo coeficiente de regresién fue de r2= 0,976 y el
coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,971 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de
sustitucion de leche de oveja por leche pasterizada de cabra.

En el caso de las mezclas con leche esterilizada (Figura IV.21.): log Aggs= - 0,0160 -
0,4044 log x, cuyo coeficiente de regresién fue de r2= 0,98§ y el coeficiente de regresidn
ajustado Adj. r? = 0,980 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de leche de
oveja por leche esterilizada de cabra. |

La representacién de los porcentajes de inhibicién obtenidos en la deteccion y
cuantificacién de la sustitucién del 0,25 al 15% de leche de oveja por leche cruda,
pasterizada o esterilizada de cabra se muestran en la Figura IV.22. La sensibilidad del
ELISA Competitivo no resulta afectada por los tratamientos térmicos a los que se somete la
leche, aunque como en el ELISA Indirecto, en el caso de la leche esterilizada disminuye
ligeramente. En cualquier caso, la sensibilidad del ELISA Competitivo es mejor que la del
ELISA Indirecto, al igual que ocurrfa en la detecci6én de la leche cruda de cabra en la leche

de oveja.

1V.6.4. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO EN LA
DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN LECHE CRUDA DE VACA

Como en el caso de la leche de oveja, se realizaron mezclas de leche pasterizada/
esterilizada de cabra en leche cruda de vaca, con unos porcentajes de sustitucion del 0,
0,5, 1, 2,5, 5, 10, y 15% de una leche por otra, que se analizaron por las técnicas del
ELISA Indirecto y Competitivo.

A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

La metodologfa empleada, as{ como las concentraciones de los reactivos utilizados,
fueron las mismas que las descritas en la seccién IV.5. L A.

En el caso de la leche pasterizada (Figura IV.23.), la ecuaci6n obtenida para la
cuantificacién de los porcentajes de sustitucién del 0,5 al 15% de leche de vaca por leche
pasterizada de cabra fue: A4os= 0,1246+ 0,4838 x, cuyo coeficiente de regresion fue de 2=
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Deteccion de leche pasterizada de cabra leche de oveja,
utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada punto de la
grafica corresponde a la media de los resuitados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas licteas distintas.
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Deteccion de leche esterilizada de cabra enleche de oveja,
utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada punto de la
grafica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas licteas distintas.
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Figura IV.22. Deteccion de leche cruda (@), pasterizada () y esterilizada
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0,988 y el coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,986 (p= 0,0001), siendo x el
porcentaje de sustitucién de leche de vaca por leche pasterizada de cabra.

Para la leche esterilizada (Figura IV.24.), 1a ecuacién de cuantificacién del 0,5 al 15
% de sustitucién fue la siguiente: A 4o5= 0,0966 + 0,2577 x, cuyo coeficiente de regresién
fue de r2= 0,993 y el coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,992 (p= 0,0001), siendo
x el porcentaje de sustitucién de leche de vaca por leche esterilizada de cabra.

Los resultados obtenidos coinciden con los de las mezclas con leche de oveja, por lo
que el ELISA Indirecto utilizado para la deteccién de leche pasterizada o esterilizada de
cabra en leche de vaca, permite cuantificar porcentajes de sustitucién del 0,5 al 15%. Enla
Figura IV.23., se comparan los valores de absorbancia obtenidos con la técnica del ELISA
Indirecto para la deteccién de leche cruda, pasterizada y esterilizada de cabra en leche de
vaca. En este caso, se observa una gran disminucién de la absorbancia con leche esterilizada
debido, probablemente, a una mayor desnaturalizacién de las casefnas a la temperatura de
estertlizacidn, mientras que con la leche pasterizada los valores son similares a los obtenidos

con la leche cruda.
B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Las mezclas de leche pasterizada y esterilizada de cabra con leche cruda de vaca, se
analizaron mediante el ELISA Competitivo descrito en la seccién IV.5.1.C.

En la Figura IV.26. se représentan los resultados obtenidos para las mezclas con leche
pasterizada, siendo la ecuacién de regresion logaritmica obtenida para la deteccién y

cuantificacién de porcentajes de sustitucién del 0,5 al 15% la siguiente: log A,qps= 0,0480 -

0,3465 log x, cuyo coeficiente de regresion fue de r2= 0,974 y el coeficiente de regresién
ajustado Adj. r2 = 0,970 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de leche de vaca

por leche pasterizada de cabra.

Y para las mezclas con leche esterilizada (Figura IV.27.): log A 495= 0,0697 - 0,2991
log x, cuyo coeficiente de regresién fue de r2= 0,978 y el coeficiente de regresién ajustado
Adj. r2 = 0,974 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de leche de vaca por
leche esterilizada de cabra. '

La representacién de los valores del % de inhibicién obtenidos para la sustitucién de
un 0,25 a un 15% de leche de vaca por leche cruda, pasterizada y esterilizada de cabra se
muestran en la Figura IV.28, De ella se deduce que, la sensibilidad del ELISA Competitivo
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Figura IV.23. Deteccién de leche pasterizada de cabra en leche de vaca,
utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la
grifica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas licteas distintas.
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Figura IV.24. Deteccion de leche esterilizada de cabra en leche de vaca,
utilizando 1a técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la
grifica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas licteas distintas.
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Figura IV.25. Deteccién de leche cruda ( @), pasterizada () y esterilizada
{[d) de cabra en leche de vaca, utilizando la técnica del ELISA
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Figura IV.26, Deteccién de leche pasterizada de cabra en leche de vaca,
utilizando la técnica del ELISA Competitivo, Cada punto de la
grafica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas licteas distintas.
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Figura IV.27. Deteccién de leche esterilizada de cabra en leche de vaca,
utilizando la técnica del ELISA Competitivo, Cada punto de la
grifica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas licteas distintas.

171



TLI

% Inhibicién

1 M i M J

g

0 5 10 15
% Sustitucion Leche de Vaca/Cabra

Figura IV.28. Deteccién de leche cruda (@), pasterizada (Q) y esterilizada
([1) de cabra en leche de vaca, utilizando la técnica del ELISA
Competitivo. Cada punto de la grifica corresponde a la media
de los resultados de 6 experiencias diferentes con 3 mezclas
lacteas distintas.
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no resulta afectada por los tratamientos térmicos a los que se somete la leche, permitiendo
la deteccién y cuantificacién de la sustitucién de leche de vaca por la de cabra tratada
térmicamente, con valores similares a los obtenidos para la leche cruda de cabra, incluso en
el caso de la leche esterilizada.

IV.6. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE
CABRA, EN QUESOS MADURADOS DE OVEJA Y
VACA, UTILIZANDO METODOS INMUNOENZIMA-
TICOS (ELISA)

En los trabajos desarrollados para la deteccién y cuantificacién de leche de cabra en
quesos madurados de oveja y vaca, se empleé el Ac,, B2B especifico de las casefnas de la
leche de cabra y parcialmente purificado por precipitacién con sulfato aménico, asi como las
técnicas inmunoenzimiticas del ELISA Indirecto y Competitivo. El procedimiento seguido
fue similar al descrito con las mezclas ldcteas, utilizdndose tres tipos de queso de cabra,
fresco, tierno y madurado, para determinar si el reconocimiento de las casefnas de la leche
de cabra por el Ac,, B2B, se vefa afectada por las transformaciones que sufren las casefnas

durante la maduracidn del queso.

Las mezclas se realizaron con quesos de oveja (Roncal) y vaca (Mahén), madurados y
con Denominacién de Origen, para asegurar el origen y la genuidad de las leches utilizadas

en su fabricacién.

IV.6.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN QUESOS MADURADOS DE OVEJA

Se realizaron tres mezclas experimentales (MI, MII y MII) que contenfan 0, 0,250,
0,5, 1,2,5, 5, 10, 15 y 25% de sustitucién de queso de oveja (Roncal) por queso de cabra
fresco (MI), tierno (MIT) y madurado (MIII) de la manera descrita en la seccién 1112.1.3.
de este trabajo. Cada mezcla se analiz6 en 6 ensayos independientes, con los que se realizé
un estudio estadfstico utilizando el programa "Statview", representando los valores medios
obtenidos en forma de recta patrén. Cada punto de la recta patrén representa por lo tanto, la
media de los valores de absorbancia a 405 nm de las seis experiencias independientes

realizadas con cada mezcla.
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A, TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

En primer lugar, se determinaron las concentraciones idéneas de los reactivos
utilizados en los ensayos, siguiendo la metodologfa descrita en el apartado IIL.2.8.1, de esta
memoria, encontrdndose que eran las mismas para las tres mezclas y resultando que la
dilucién éptima del Ac,, B2B era la 1/2000 (v/v) en tampén PBST, mientras que la del
conjugado anti-inmunoglobulinas de ratén era la 1/1500 {v/v) en tamp6n PBST,

Como antigenos se emplearon las 3 mezclas experimentales de quesos que contenfan
0, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15 y 25% de queso de cabra en mezcla con el de oveja, a la
dilucién 1/1600 (v/v) en tampdn PBS.

La Figura IV.29. muestra los resultados de la sustitucién de queso madurado de oveja
(Roncal) por queso fresco de cabra (MI). Cada punto representa la media de la absorbancia
de seis experiencias distintas. La ecuacién resultante para la deteccién y cuantificacién de
queso fresco de cabra en queso madurado de oveja, fue de: log Ags= -0,4533 + 0,5003
log x, con un coeficiente de regresién de r2= 0,992 y el coeficiente de regresién ajustade
Adj. 12 = 0,990 (p=0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de queso de oveja por
queso fresco de cabra.

A continuacidn, se analizé la mezcla queso madurado de oveja (Roncal) con queso
tierno de cabra (Garrotxa) en (MII). Los resultados obtenidos con esta mezcla se muestran
en la Figura IV.30., cuya ecuaci6n para el rango de sustitucién del 0,25 al 25% fue de: log
A 405= -0,4639 + 0,5763 log X, con un coeficiente de regresién de r2= 0,991 y el
coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,989 (p=0,0001), siendo x el porcentaje de
sustitucién de queso de oveja por queso tierno de cabra.

Los resultados obtenidos al analizar la tercera mezcla experimental (MIII), utilizando
como queso de cabra el madurado (Céceres), se muestran en la Figura IV.31. En este caso,
la ecuacién resultante para el rango de sustitucién del 0,25 al 25% de queso madurado de
oveja por queso madurado de cabra fue:log Ags= -0,4486 + 0,50867 log x, con un
coeficiente de regresién de r2= 0,945 y el coeficiente de regresi6n ajustado Adj. r? = 0,936
(p=0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de queso de oveja por queso madurado

de cabra.

Finalmente, en la Figura IV.32, se muestra la absorbancia a 405 nm de las muestras
con los porcentajes de sustitucién del 0,25 al 25% del queso madurado de oveja (Roncal)
por el queso fresco, tiemo (Garrotxa) y madurado (Céceres) de cabra. De ella se deduce,
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Figura IV.29. Deteccién de queso fresco de cabra en queso madurade de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto

de la gréfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes.
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Figura IV.30. Deteccién dé queso tierno de cabra en queso madurado de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto

de la grifica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes.

175



Resultados

Absorbancia a 405 nm
i
e

L L L i 1 i 1

0’0 * t :
0 5 10 15 20 25

% Sustitucion de Queso de Oveja/Queso Madurado de Cabra

Figura IV.31. Deteccién de queso madurado de cabra en queso madurado de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto
de la griafica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes.
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Figura IV.32. Deteccién de queso fresco (Q), tierno (@) y madurado ([J) de
cabra en queso madurado de oveja, utilizando la técnica del
ELISA Indirecto. Cada punto de la grifica corresponde a Ia
media de los resultados de 6 experiencias diferentes.
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que utilizando la técnica del ELISA Indirecto descrito es posible detectar y cuantificar la
presencia de leche de cabra en queso madurado de oveja, observdndose diferencias en la
absorbancia a 405 nm segin el perfodo de maduracién del queso de cabra utilizado. Sin
embargo, al igual que el caso de las mezclas l4cteas, las diferencias son menores en los

porcentajes de sustitucién menores (0,25-5%).
B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Para la deteccién y cuantificacién de queso de cabra en queso de oveja, se ha
desarrollado y puesto a punto, ademds del ELISA Indirecto previamente descrito, una
técnica de ELISA Competitivo.

Después de varios ensayos preliminares, se establecieron las condiciones 6ptimas de
trabajo; que fueron las mismas para las tres mezclas:

- Antfgeno: como antfgeno se utilizaron 20 pg/pocillo de las caseinas totales de cabra
liofilizadas (extracto antigénico CC).

- Muestras problema: los diferentes porcentajes de sustitucién de queso de oveja por
queso de cabra, de las tres mezclas experimentales realizadas (ML, ILIII), a la dilucién 1/50

(v/v) en tamp6n PBST.

-_Anticuerpo: el monoclonal B2B, parcialmente purificado por precipitacion con
sulfato amdnico, a la dilucién 1/1000 (v/v) en tamp6n PBST.

- Conjugado: el comercial de anti-inmunoglobulinas de ratén obtenidas de conejo y
conjugadas al enzima peroxidasa de rdbano, dilufdo a la 1/1500 (v/v) en tampén PBST.

Los resultados obtenidos utilizando 1a técnica del ELISA Competitivo se muestran en
funcién del porcentaje de Inhibicién, calculado de la manera descrita en la seccién
IV.5.1.C. Los resultados obtenidos se analizaron de la manera descrita en ¢l ELISA
Indirecto, por lo que cada punto de la grdfica representa la media del porcentaje de
inhibicién de seis experiencias distintas realizadas con cada una de las tres mezclas

experimentales.

La Figura IV.33. muestra que, con los resultados obtenidos utilizando esta técnica, es
posible detectar y cuantificar la sustitucién de un 0,25 a un 25% de sustitucién de queso
madurado de oveja (Roncal) por queso fresco de cabra (MI), mediante la ecuacién; log
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Agos= 0,1203 - 0,3855 log x, cuyo coeficiente de regresién fue de r2= 0,983 y el
coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,980 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de
sustitucién de queso madurado de oveja por queso fresco de cabra.

Siguiendo la misma metodologfa, para porcentajes de sustitucién del 0,25 al 25% de
queso madurado de oveja (Roncal) por queso tierno de cabra (Garrotxa) (MII) (Figura
IV.34.), se obtuvo la ecuacién: log Agps= 0,1321 - 0,3539 log x, cuyo coeficiente de
regresién fue de r2= 0,981 y el coeficiente de regresién ajustado Adj. 12 = 0,978 (p=
0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de queso madurado de oveja por queso

tierno de cabra.

Asfmismo, para la detecci6én y cuantificacién de porcentajes de sustitucion en el rango
del 0,25 al 25% de queso madurado de oveja (Roncal) por queso madurade de cabra
(Céceres) (MIII) (Figura IV.35.), la ecuaci6n obtenida fue: log Ayps= 0,1787 - 0,3344 log
x, cuyo coeficiente de regresién fue de r2=0,962 y el coeficiente de regresién ajustado Adj.
r?2 = 0,956 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de queso madurado de oveja

por queso madurado de cabra.

En la Figura IV.36. se observan los porcentajes de inhibicién obtenidos con las tres
mezclas para los distintos porcentajes de sustitucién. De los resultados obtenidos, utilizando
la técnica del ELISA Competitivo, es posible afirmar que dicha técnica es vdlida en la
deteccién y cuantificacién de la sustitucién de queso de oveja por queso de cabra en el rango
de 0,25 al 25%, mejorando los resultados obtenidos con el ELISA Indirecto y que las
variaciones resultantes del perfodo de maduracién del queso de cabra empleado, son

minimas.

1V.6.2. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN QUESOS MADURADOS DE VACA

Como en el caso de los quesos de oveja, se utilizaron 3 mezclas experimentales de
queso madurado de vaca (Mahén) con los quesos de cabra fresco (MIV), tierno (Garrotxa)
(MV) y madurado (C4ceres) (MVI), de la manera descrita en la seccién II1.2.1.3. De cada
mezcla se realizaron 6 ensayos independientes realizando el estudio estadistico de los
resultados experimentales de la manera descrita en el apartado IV.6.1.
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Figura IV.33. Deteccién de queso fresco de cabra en queso madurade de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
punto de la grifica corresponde a la media de los resultados
de 6 experiencias diferentes.
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Figura IV.34. Deteccién de queso tierno de cabra en queso madurado de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
punto de la gréfica corresponde a la media de los resultados
de 6 experiencias diferentes,
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Figura IV.35. Deteccion de queso madurado de cabra en queso madurado de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
punto de la grafica corresponde a la media de los resultados
de 6 experiencias diferentes.
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Deteccién de queso fresco (Q), tierno (@) y madurado ([]) de
cabra en queso madurado de oveja, utilizando la técnica del
ELISA Competitivo., Cada punto de la grifica corresponde a
la media de los resultados de 6 experiencias diferentes.
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A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

El inmunosuero y el conjugado fueron los mismos que los descritos en el apartado
IV.6.1.A. La dilucién mds idénea de los antigenos utilizados (los diferentes porcentajes de
sustitucién de queso de vaca por queso de cabra fresco, tierno y madurado en queso de
vaca) fue la 1/800,

En las figuras IV.37., IV.38. y IV.39. se muestran los valores de absorbancia
obtenidos para los porcentajes de sustitucidén del 0,25 al 25% de vaca madurado por los
quesos de cabra fresco, tierno y madurado. Con la metodologfa empleada, el ELISA
Indirecto es vélido para la deteccién y cuantificacién de porcentajes de sustitucién del 0,5 al
25% de queso devaca por queso de cabra. Las ecuaciones resultantes en cada caso fueron:

| (a).- Mezcla de queso madurado de vaca (Mahén)/queso fresco de cabra (MIV):
logA,gs= -0,4312 + 0,574 log x, con un coeficiente de regresién de r?= 0,993, un Adj.
r2= 0,992 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de queso de vaca por quesc

fresco de cabra.

(b).- Mezcla de queso madurado de vaca (Mahén)/queso tierno de cabra (Garrotxa)
(MV): log Aps= - 0,4591 +0,5728 log x,con un coeficiente de regresién de r2= 0,989, un
Adj. r?= 0,987 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de queso de vaca por
queso tierno de cabra,

(¢).- Mezcla de queso madurado de vaca (Mahén)/queso madurado de cabra
(Chceres)(MVI): log Agps= - 0,5007 + 0,5639 log x, con un coeficiente de regresién de
2= 0,964, un Adj. r2= 0,958 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de queso
de vaca por queso madurado de cabra.

En la Figura IV.40. se muestran los valores de absorbancia obtenidos con las tres
mezclas, observando que los valores procedentes de 1a MVI (quese madurado de cabra en
queso madurado de vaca,) son menores que los de las otras dos mezclas.

B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

En esta técnica, se utilizaron el antigeno, el inmunosuero y el conjugado a las mismas
diluciones que las descritas en la seccién IV.6.2.B. Las muestras problema fueron los
diferentes porcentajes de sustitucién (del 0,25 al 25%) de las 3 mezclas experimentales
realizadas (queso madurado de vaca (Mahé6n)/(queso fresco, tierno (Garrotxa) y madurado
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vaca, utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto
de la grifica corresponde a la media de los resultados de 6
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Figura IV.40. Deteccién de queso fresco (Q), tierno (@) y madurado (J) de

cabra en queso madurado de vaca, utilizando la técnica del
ELISA Indirecto. Cada punto de la grifica corresponde a la
media de los resultados de 6 experiencias diferentes.
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Resultados

(Cdceres) de cabra), a la dilucién 1/50.

En la Figura IV.41. se muestran los resultados obtenidos para porcentajes de
sustitucién del 0,25 a 25% para la mezcla queso madurado de vaca/queso fresco de cabra
(MIV}, con la siguiente ecuacion: log Ays=0,1247 - 0,4724 log x, cuyo coeficiente de
regresién fue de r?= 0,943 y el coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,933 (p=
0,0001), siendo x el porcentaje de sustitucién de quesode vaca por queso fresco de cabra.

En el caso de la mezcla queso madurado de vaca (Mahdn)/queso tierno de cabra
(Garrotxa) (MV) los resultados se observan en la Figura 1V.42., y la ecuacidn obtenida fue:
log Asps= 0,1868 - 0,3651 log x, cuyo coeficiente de regresién fue de r2= 0,979 y el
coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,976 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de
sustitucién de quesode vaca por queso tierno de cabra.

Asfmismo, la relacién obtenida entre el porcentaje de Inhibicién y los porcentajes de
sustitucién en el rango 0,25 al 25%, de queso madurado de vaca (Mahén)/queso madurado
de cabra (Céceres) (MVI) se muestran en la Figura IV.43. y la ecuacién obtenida fue: log
A 4g5= 0,2156 - 0,7330 log x, cuyo coeficiente de regresién fue de rZ= 0,941 y el
coeficiente de regresién ajustado Adj. r2 = 0,931 (p= 0,0001), siendo x el porcentaje de
sustitucién de queso de vaca por queso de cabra.,

Finalmente, en la Figura IV .44. se muestran los valores de absorbancia obtenidos con
las tres mezclas de queso de vaca/queso de cabra, De los resultados obtenidos se deduce
que, la técnica del ELISA Competitivo mejora la deteccién y cuantificacién del queso de
cabra en queso de vaca para valores de sustitucién bajos y, ademds, mientras los valores
obtenidos para las mezclas con queso tierno y madurado son pricticamente iguales, los
obtenidos para la mezcla con queso fresco son més elevados.
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Figura IV.41. Deteccién de queso fresco de cabra en queso madurado de
vaca, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
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Figura IV.42, Deteccién de queso tierno de cabra en queso madurado de
vaca, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
punto de la grifica corresponde a la media de los resultados
de 6 experiencias diferentes.
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Figura IV.43. Deteccién de queso madurado de cabra en queso madurado de
vaca, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
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Figura IV.44. Deteccion de queso fresco (Q), tierno (@) y madurado ([J) de
cabra en queso madurado de vaca, utilizando la técnica del
ELISA Competitivo. Cada punto de la grifica corresponde a
la media de los resultados de 6 experiencias diferentes.
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Discusion

V.1. OBTENCION, FRACCIONAMIENTO Y PURIFICA-
CION DE LAS CASEINAS DE LA LECHE DE CABRA

Como se ha sefialado en la exposicién del problema a investigar, el objetivo de este
trabajo consistfa en la obtencién de anticuerpos policlonales y monoclonales frente a la
fraccién casefnica m4s inmunoreactiva de la leche de cabra, para su posterior utilizacién en
el desarrollo de técnicas inmunoenziméticas (ELISA), que permitan la deteccidn y
cuantificacién de leche de cabra en mezclas ldcteas frescas y en quesos madurados.

La especificidad de un inmunoensayo viene en gran parte determinada por el
inmunégeno utilizado en la produccién de los anticuerpos. En la selecci6n de un antigeno
deben considerarse caracterfsticas tales como peso molecular, estructura tridimensional y
solubilidad (Rittenburg y Grothaus, 1992). La mayorfa de las t€cnicas inmunol6gicas
descritas para la identificacién de leches de diferentes especies animales en mezclas lacteas,
emplean anticuerpos policlonales obtenidos de conejos frente a las protefnas del suero de la
leche, las casefnas totales, inmunoglobulinas o péptidos sintéticos (Aranda y col,, 1988;
1993; Calvo y col., 1989; Rodriguez y col., 1991; 1994; Garcfa y col., 1993; 1994,
Rolland y col., 1993; 1995).

Algunos investigadores han evaluado la antigenicidad de las protefnas de la leche de
vaca con el objeto de eliminar los problemas alérgicos derivados de su utilizacién en
preparados alimenticios para nifios. May y col. (1982), determinaron que las proteinas del
suero de la leche de vaca eran m4s antigénicas que las casefnas, aunque cuando la leche se
somete a tratamientos térmicos, las protefnas del suero se desnaturalizan y disminuye su
antigenicidad (Kishlaw y col., 1982; Heppell y col., 1984; Heppell, 1985). Asfmismo,
Mahmoud y col. (1992), han estudiado el efecto de la hidr6lisis enzimdtica sobre la
antigenicidad de las casefnas, con el fin de utilizarla en preparados alimenticios para nifios,
determinando que cuando se ha realizado el 10% de la hidrélisis enzimdtica se produce una
disminucién muy fuerte de la antigenicidad de las casefnas, que no se reduce
significativamente durante el resto de la hidrolisis,

Los métodos inmunolégicos que utilizan anticuerpos policlonales frente a las
protefnas del suero ldcteo, presentan el inconveniente de que esta fraccién es mds sensible al
calor que las casefnas (Calvo y col., 1989; Law y col., 1992), pudiendo originar falsos
negativos cuando en las mezclas de leche o quesos se utilizan leches tratadas térmicamente '
(Samarajeewa y col., 1991). Ademds, aunque las protefnas del suero de la leche sufren
pocas modificaciones durante la proteolisis del queso (Amigo y col, 1991) no son
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componentes esenciales de éste, encontrdndose s6lo en pequefias proporciones dependiendo
del tipo proceso empleado en la fabricacién del queso (Nifiez y col., 1989; Ramos y
Judrez, 1984)

Aunque la antigenicidad de las casefnas es pobre, produciendo titulos bajos de
anticuerpos en los animales de experimentacién (Levieux, 1977; Radford y col., 1981,
Aranda y col., 1988; Garcfa y col., 1989; Gazzaz y col., 1992), los inmunoensayos que
utilizan anticuerpos frente a la casefna total de la leche ofrecen ventajas, debido a que su
inmunoreactividad no resulta afectada por los tratamientos térmicos de la leche y sélo
disminuye ligeramente, durante la maduracién del queso { Ramos y Judrez, 1984; Rolland
y col., 1993; Pérez y col., 1992). De esta manera, dichos anticuerpos se han utilizado con
éxito para la deteccién de adulteraciones en mezclas de leche fresca, pasterizada y
esterilizada, asi como en quesos (Aranda y col., 1988; Rodriguez y col., 1990).

Aunque los inmunosueros obtenidos frente a la caseina total de la leche, son eficaces
en la deteccién y cuantificacién de adulteraciones en mezclas ldcteas frescas y quesos
madurados, en este trabajo se propuso utilizar fracciones purificadas de la caseina de la
leche de cabra en la obtencién de anticuerpos policlonales y monoclonales. Aunque la
tecnologfa de produccién de anticuerpos monoclonales no requiere la utilizacién de
antfgenos altamente purificados, 1a utilizacién de protefnas purificadas deberia producir un
mayor rendimiento en la obtencién de los anticuerpos monoclonales de interés; ademds,
debido a que la comparacién de las estructuras primarias de las casefnas de las especies
bovina, caprina y ovina revela una gran similitud, especialmente entre las casefnas ovinas y
caprinas (Jaubert y Martin, 1992}, consideramos muy importante la obtencién de extractos
antigénicos purificados para la obtencién de anticuerpos monoclonales especfficos frente a
las caseinas de la leche de cabra. Por tanto, como paso previo de los demds, se procedid al
fraccionamiento, aislamiento y purificacién de las casefnas ag, agz, B y xde la leche de

cabra, ya que éstas no se encueniran disponibles comercialmente.

En Ia seccién I1.3.3. de esta memoria, se resumen las técnicas analiticas utilizadas
tradicionalmente para el aislamiento, identificacién y cuantificacién de las casefnas. También
se indica que, de todas ellas, la cromatograffa de intercambio i6nico es la més adecuada al
permitir la separacién de moléculas que presentando tamafios similares, difieren ligeramente
en cuanto a su punto isoeléctrico proporcionando, ademds, la obtencién de fracciones

casefnicas homogéneas,

En el fraccionamiento y purificacion de las casefnas de 1a leche, se han utilizado tanto
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la cromatograffa de intercambio i6nico cldsica en columna (Thompson, 1966; Mercier y
col., 1968; Richardson y Creamer, 1974; 1976; Rose y col., 1969; El-Negoumy, 1976;
Davies y Law, 1977; Wey y Withney, 1985; Cayot y col,, 1992), como las técnicas
cromatogrificas de alta resolucién: cromatograffa lfquida de alta eficacia (HPLC) y
cromatograffa liquida rdpida de proteinas (FPLC) (Humphrey y Newsome, 1984;
Barrefords y col., 1985, Andrews y col,, 1985; Haasnot y col., 1986; Davies y Law, 1987,
Guillou y col., 1987; St- Martin y Paquin, 1990; Collin y col,, 1991; Hollard y col., 1991,
Leaver y Law, 1992; Syvioja, 1992; Kaminarides y Anifantakis, 1993). La mayorfa de los
trabajos se han realizado con leche de la especie bovina, siendo mds escasas las referencias
acerca del fraccionamiento de las casefnas de la leche de oveja (Mercier y col., 1968; Addeo
y col., 1992; Law y col., 1992) y cabra (Richardson y col., 1973; Addeo y col., 1978;
Mikkelsen y col., 1987; Dall' Olio y col., 1988; Jaubert y Martfn, 1992; Law y Tziboula,

1992).

Richardson y col. (1973) y Dall'Olio y col. (1988), determinaron que el
fraccionamiento de las caseinas de la leche de cabra es mds problemético que el de las otras
especies. Utilizando la técnica de HPLC en fase reversa con una columna Lichrosob RP-8 y
un sistema de tampones voldtil, Mikkelsen y col. (1987) consiguieron la separacidn
completa de las casefnas de la leche de cabra en cuatro fracciones diferentes g1, @52, B y
x). La utilizacién de tampones voldtiles, tiene la ventaja de que es fdcil aislar los
componentes puros, libres de sales, simplemente por liofilizacién de las fracciones
individuales.

Dado el carfcter anf6tero de las casefnas de la leche, estas pueden separarse por FPLC
en columnas Mono S (intercambiador catiénico) a pH 3,8 ¢ en columnas Mono Q
(intercambiador ani6nico) a pH 5-11. Sin embargo, parece ser que el intervalo de pH
cercano a la neutralidad (7-8) es el mds eficaz en la separacién de las casefnas (Andrews y
col., 1985). En este trabajo, el fraccionamiento de las casefnas de la leche de cabra, se
realizé6 esencialmente segun la técnica descrita por Davies y Law (1987) para el
fraccionamiento de las casefnas de la leche de vaca mediante FPLC en una columna Mono
Q HR 5/5. Para ello la casefna total de cabra se disolvié en un tampén 5 mM
bis-tris-propano conteniendo 3,3 M urea como agente disociante y 14 mM 2-mercaptoetanol
como agente reductor de los grupos -S-S-. La separacién se realizé a un flujo de Iml/min y
con un gradiente discontfnuo de CINa de 0 a 0,4 M. Como se observa en la FiguraIV.1,, la
casefna caprina eluyé en tres fracciones mayoritarias que, seguidamente, se caracterizaron
por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) en un
equipo automatizado Phast-System. Los resultados de la electroforesis (Figura IV.2.),
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indicaron que la fraccién 1 correspondia a la casefna «, la fracci6n 2 a la casefna By la
fracci6n 3 a la casefna ag (o1 y aga), corroborando el perfil de elucién obtenido por Davies
y Law (1987) en el fraccionamiento de las casefnas bovinas, Este método permite una buena
resolucién de las casefnas k y B caprinas, pero los resultados obtenidos con la fraccidn
casefnica og sugieren que el fraccionamiento fue incompleto, ya que las casefnas o y as2
eluyen de la columna Mono Q a la misma concentracién salina, coexistiendo ambas en la
misma fraccién cromatogréfica.

Con el objeto de obtener una mejor resolucién de las casefnas caprinas ogy y g2,
procedimos al fraccionamiento de las casefnas de la leche de cabra por cromatograffa de
intercambio aniénico en columna con DEAE-celulosa, basdndonos en los resultados
positivos previamente obtenidos con esta técnica, para el fraccionamiento de las casefnas
bovinas y ovinas (Mercier y col., 1968, L6pez-Fandifio, 1992). Brevemente, 1 g de caseina
liofilizada de cabra se disolvié en un tampén 0,02 M imidazol-HCL, con 3,3 M urea y un
0,1 % de 2-mercaptoetanol, eluyendo las fracciones de casefna en un gradiente continuo de
NaCl de 0a 0,3 M y un flujo de 2 mI/min. Las casefnas de la leche de cabra eluyeron en 5
fracciones diferentes (Figura IV.3.), no bien separadas, por lo que se concluy6 que este
método no ofrecfa resultados aceptables.

Los resultados citados previamente coinciden con los de Jaubert y Martin (1992), los
cuales sugieren que la cromatograffa de intercambio ani6énico empleando las condiciones
utilizadas para el fraccionamiento de las casefnas bovinas, no permite la separacion de las
cuatro casefnas caprinas, mientras que la cromatograffa de intercambio catidnico, produce
unos resultados satisfactorios. Es por ello, que la casefna de la leche de cabra se fracciond
por cromatograffa de intercambio catiénico en una columna con una matriz de S-Sepharose
Fast-Flow, que es un intercambiador catiénico fuerte. Para ello 1 gramo de caseina
liofilizada de cabra se disolvié en un tampén 25 mM formato sédico conteniendo 0,8 mM
ditiotreitol como agente reductor y 7,5 M urea como agente disociativo a un pH 4,0, que
tras su elucién en un gradiente contfnuo de 0 a 0,3 M de NaCl, originé la separaci6n de la
casefna en 4 fracciones distintas (Figura IV.4.) que una vez dializadas y liofilizadas se
caracterizaron por electroforesis SDS-PAGE en un equipo automatizado PhastSystem
(Figura 1V.5.). El orden de elucién de las cuatro casefnas mayoritarias fue: fraccién 1,
caseina B; fraccién 2, caseina x; fraccién 3, material proteinico difuso en cantidades
vestigiales; fraccién 4, caseina o) con residuos de las casefnas B y x y fraccién 35,
mayoritariamente casefna aga. De la caracterizacién electroforética de las fracciones
casefnicas, se deduce que las fracciones « y B se encuentran bien purificadas, mientras que
en la fraccién 4 se encuentra mayoritariamente a la casefna og; y en la fraccién 3, la casefna
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og2.

Como método de purificacién de caseinas, la cromatograffa de intercambio catidénico
presenta un gran nimero de ventajas respecto a otros métodos alternativos. La capacidad de
la resina es alta, asf como el flujo, permitiendo fraccionar grandes cantidades de casefnas
rdpidamente, Ademds, las casefnas individuales eluyeron en picos razonablemente
separados minimizando asf las contaminaciones de los componentes individuales en las
fracciones resultantes. Este método podrfa utilizarse analiticamente, utilizando una columna
Mono S HR 5/5 equivalente a la S-Sepharose Fast-Flow, pero segin Jaubert y Martin
(1992) presentarfa limitaciones; trabajar a pH 4,0 cercano al punto isoeléctrico de las
casefnas caprinas requiere el uso de tampones con una molaridad elevada del agente
disociante (al menos 7,5 mol/1 urea), lo cual generarfa una alta presién en la columna debido
al incremento de viscosidad del tampdn; por otra parte, los resultados obtenidos con la
cromatograffa de intercambio aniénico en una columna Mono Q HR 5/5, no son muy
reproducibles (Collin y col., 1991).

Law y Tziboula (1992) determinaron la dificultad de separar las casefnas caprinas og1
y ago a pH alcalino, debido a las diferencias en la carga neta negativa de sus variantes, no

obstante, utilizando una columna Mono S HR 5/5 de intercambio catinico, con un tampén
6 M urea y un pH de 5, consiguieron el fraccionamiento de las casefnas caprinas en 5
fracciones distintas, Segtin estos autores, la técnica de FPLC con matrices de intercambio
catiénico es un método rdpido, antomatizado, que es aplicable a las casefnas bovinas,
caprinas y ovinas y puede utilizarse cuantitativamente para determinar las cantidades
relativas de casefnas en relacién con las propiedades de la leche.

Recientemente, Kaminarides y Anifantakis (1993) realizaron un estudio comparativo
de la separacién de las casefnas bovinas, ovinas y caprinas mediante la técnica de HPL.C en
un intercambiador aniénico fuerte (P.L-SAX 81 1000A). Las casefnas de las leches de
cabra y oveja presentaron perfiles cromatograficos similares, pero considerablemente
diferentes a los de las caseinas bovinas. Con esta técnica, se consigue la separacion de la
casefna p caprina en sus dos componentes p; y Bz, pero las casefnas og eluyen juntas de la
columna. Estos autores sugieren que un gradiente de NaCl mé4s débil en la zona de elucién
de la casefna ag permitirfa, probablemente, la separacién de esta fraccién en sus dos

componentes (cg1 ¥ o:g2). Por otra parte, el estudio comparativo permiti6 determinar que la
casefna ag) bovina elufa de la columna mds tarde que sus homdlogas ovina y caprina bajo

las mismas condiciones cromatogréficas, por lo que este método podrfa utilizarse para
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determinar la adicién de leche de vaca a las de oveja y cabra.

De los resultados obtenidos en nuestro trabajo, podemos concluir que la
cromatograffa de intercambio catiénico permite la separacién satisfactoria de las casefnas
caprinas, bien utilizando la cromatograffa cldsica en columna o las modernas técnicas de
FPLC. Las técnicas FPLC tienen la ventaja de ser rdpidas, seguras y ficiles de realizar,
pero presentan el inconveniente de la obtencién de pequeiias cantidades de protefna,

V.2, CARACTERIZACION INMUNOLOGICA PARCIAL
DE LAS FRACCIONES CASEINICAS PURIFICADAS

Una vez obtenidas las diferentes fracciones casefnicas de la leche de cabra, el
siguiente paso consistié en caracterizarlas inmunolégicamente, con el objeto de determinar
cual de ellas era la mds inmunoreactiva y utilizarla como inmundgeno para la obtencién de
anticuerpos policlonales y monoclonales en los animales de experimentacién,

El grupo investigador de Otani y col. (1986) ha realizado numerosos estudios para
determinar la estructura antigénica y localizacién de los determinantes antigénicos de las
casefnas de la leche de vaca, La técnica se basa en la hidrdlisis de las caseinas en fragmentos
peptidicos de tamafio variable que, posteriormente se enfrentan mediante técnicas de
inmunodifusién y ELISA a anticuerpos policlonales obtenidos de conejos frente a las
casefnas as, By x. La casefna ug tendrfa 6 determinantes antigénicos, asociados al menos

uno de ellos con cada una de las regiones peptfdicas 1-54, 124-135 y 136-196 y, dos de
ellos, en la regién 61-123. La casefna B tendrfa también 6 determinantes antigénicos en su
molécula, asociados al menos uno de ellos con cada una de las regiones peptfdicas 1-25,
26-60, 61-93, 94-102, 103-109, 110-140 y 157-185 (Otani y col., 1988), mientras que la
casefna x tendrfa 5 determinantes antigénicos, tres de ellos asociados a las regiones
peptidicas 1-95 y 107-169 y, al menos uno a la regién 96-106 (Otani y col., 1991). Estos
autores determinaron también queel tamafio molecular mfnimo de las casefnas de la leche de
vaca para oroginar problemas derivados de su inmunogenicidad, estarfa comprendido entre
3.000 y 5.000 daltons y que un pequeifio nimero de aminodcidos son criticos para su unién
con los anticuerpos (Otani y col., 1990; Kobayashi y col., 1991}, Sin embargo, no se ha
realizado ningiin estudio similar en el caso de las casefnas de la leche de cabra.

En nuestro trabajo, las casefnas de la leche de cabra purificadas por cromatograffa
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lfquida ripida de proteinas (FPLC) en una columna Mono Q HR 5/5 (as, By ) ¥ por
cromatograffa de intercambio catiénico en una columna con una matriz de S-Sepharose
Fast-Flow (as1, 052, B ¥ ¥), se enfrentaron mediante la técnica del ELISA Indirecto a

anticuerpos policlonales obtenidos de conejo (anti-CC) y especificos de la leche de cabra
(Rodriguez y col., 1991). De los resultados obtenidos (Figuras IV. 6, y IV. 7.), se deduce
que la fraccién que contiene la casefna ngy purificada por cromatograffa de intercambio

catiénico en una columna con una matriz de S-Sepharose Fast-Flow, es la més
inmunoreactiva, probablemente porque es la fraccién con el mayor nimero de epitopos
especificos de las casefnas de la leche de cabra.

V.3. OBTENCION DE INMUNOSUEROS FRENTE A LA
CASEINA oy, DE LA LECHE DE CABRA

Como ya se ha comentado previamente, para el desarrollo de un inmunoensayo
pueden utilizarse dos tipos de anticuerpos: policlonales y monoclonales, Ambos se han
empleado con éxito en el desarrollo de técnicas inmunolégicas, aunque los anticuerpos
monoclonales proveen de un grado extra de especificidad que puede ser necesatio en
algunos casos. La sensibilidad y especificidad requeridas, el tipo de inmunoensayo a utilizar
y el volimen de suero necesario, son algunos de los factores que influyen en Ia obtencion
de uno u otro tipo de anticuerpos (Rittenburg y Grothaus, 1992).

V.3.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

En la obtencién de anticuerpos policlonales se pueden utilizar diversos animales,
siendo las especies mds comunes el conejo, el cobaya, la rata, el ratén (Harlow y Lane,
1988). La utilizacién de animales grandes como cerdos, carneros, machos cabrfos y
caballos, permiten la obtencién de elevadas cantidades de suero y son los animales de
elecci6én en la produccién comercial de anticuerpos (Rittenburg, 1990; Rittenburg y
Grothaus, 1992). Es importante conocer que la inmunogenicidad de un ant{geno aumenta al
hacerlo la distancia filogenética entre la especie que lo posee y la receptora. Por razones
pricticas, los conejos son los animales méds empleados en la obtencién de anticuerpos
policlonales debido a su f4cil manejo y mantenimiento, generan un volimen aceptable de
suero (500 ml) y responden a una gran cantidad de ant{genos (Harlow y Lane, 1988).
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El método y el protocolo de inmunizaci6n influencian el tipo de anticuerpo producido
y la intensidad de la respuesta. El nimero y la frecuencia de las inmunizaciones, la cantidad
de antfgeno inyectado, la ruta de inmunizacién y el tipo de adyuvante empleado, son
factores a considerar en la inmunizacién de los animales (Rittenburg, 1990). Los
adyuvantes son preparaciones que aumentan la inmunogenicidad de un antigeno y se
utilizan tanto en la produccién de anticuerpos policlonales como monoclonales, El
adyuvante de Freund’s es el de eleccién cuando se dispone de poco inmundgeno, si se
tienen grandes cantidades o el compuesto es muy inmunogénico, se deben utilizar otros,
debido a que éste puede originar reacciones de hipersensibilidad (Harlow y Lane, 1988;
Hefle, 1995).

En nuestro trabajo, los conejos se inmunizaron con la fraccién que contenia la caseina
asz de 1a leche de cabra, purificada por cromatograffa de intercambio catiénico y el
adyuvante de Freund's, Una vez obtenidos los inmunosueros, los anticuerpos se
purificaron por precipitacién selectiva con sulfato amdnico, que es un método sencillo,
econémico, aplicable a grandes volimenes de suero y (til para la concentracién y
purificacién de anticuerpos de cualquier especie. Ademds, la purificacién parcial de los
inmunosueros por precipitacién con sulfato aménico, protege a las inmununoglobulinas
frente a su desnaturalizacién, inhibe el crecimiento microbiano y reduce las interacciones
inespecificas entre los anticuerpos y otras sustancias cuya superficie posee una
configuracién molecular similar a la de los epitopos del ant{geno.

Los resultados obtenidos al enfrentar el inmunosuero anti-caseina ogy de la lehe de
cabra obtenido de congjos, con los extractos liofilizados de las casefnas de la leche de vaca,
oveja y cabra mediante 1a técnica del ELISA Indirecto (Tabla IV. 1), demostraron que este
inmunosuero reconoce no sélo las casefnas de la especie frente a la que se obtuvo sino
también las de las otras dos especies. Dicha reactividad cruzada se debe a que los
anticuerpos policlonales pueden reconocer epftopos en las mismas protefnas de especies
cercanas y puede eliminarse por purificacién de los inmunosueros (Gazzaz y col.,, 1992).

En nuestro departamento, se han obtenido anticuerpos policlonales especficos frente
a las casefnas de la leche de cabra y vaca (Rodriguez, 1992) y frente a las protefnas del
suero de la leche de vaca y cabra (Garcfa, 1990), mediante purificacién por cromatografia
de afinidad. Para ello, los inmunosueros se purificaron en una columna que contenfa
Sepharosa 4B-CNBr, cuyo ligando de afinidad era el extracto antigénico liofilizado frente al
que se habfan obtenido y, posteriormente, se neutralizaron con las prote{nas antigénicas
liofilizadas de la leche de las especies heterélogas, o bien, s purificaron por cromatograffa
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de afinidad en tres columnas de Sepharosa 4B-CNBr, conteniendo las dos primeras las
protefnas licteas de las especies heterdlogas y, la Gltima, las de la leche de la especie frente a
la que se obtuvo el inmunosuero. Sin embargo, el proceso de purificacién de los
inmunosueros para obtener los correspondientes anticuerpos especfficos es muy largo y
costoso. Ademds los anticuerpos especificos purificados, constituyen una mezcla de
inmunoglobulinas, que varfan en su afinidad por los distintos determinantes antigénicos y
poseen una respuesta inmunolégica distinta dependiendo del lote animal del que procedan.

V.3.2. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

El suero de un animal inmunizado contiene muchas clases diferentes de anticuerpos y
la composicién del inmunosuero varfa dependiendo del tiempo de inmunizacién y de la
intensidad de la respuesta inmune, Un problema frecuents es la obtencién de inmunosueros
con propiedades diferentes obtenidos de animales de la misma especie. Por otra parte, para
obtener inmunosueros activos, las inmunoglobulinas deben purificarse utilizando técnicas
qufmicas y bioquimicas de purificacién largas y costosas (Gazzaz y col., 1992).

La obtencién de anticuerpos homogéneos de especificidad definida, fue durante
mucho tiempo el objetivo de muchos investigadores, que se alcanzé con el desarrolio de la
tecnologfa de produccién de hibridomas. Desde que en 1975 Kbohler y Milstein
desarrollaron la metodologfa para la obtenci6n de anticuerpos monoclonales, €stos se han
utilizado con éxito en los inmunoensayos. Las caracteristicas mds relevantes de estos
anticuerpos son su homogeneidad, su especificidad por un epitopo determinado y la
capacidad de obtenerlos en cantidades ilimitadas (Harlow y Lane, 1988). Los anticuerpos
monoclonales derivan de una tinica célula que secreta inmunoglobulinas, procedente de un
hibridoma formado por la fusién de un linfocito del bazo de un animal inmunizado con un
tipo especial de célula tumoral, generalmente células de mieloma. Los hibridomas adquieren
la capacidad de producir anticuerpos especfficos del linfocito hiperinmune y debido a que
proceden de una dnica célula de bazo que secreta un sélo tipo de inmunoglobulinas, los
anticuerpos monoclonales son quimicamente idénticos y manifiestan la misma especificidad.
Cuando los hibridomas crecen, secretan al medio de cultivo anticuerpos o se inyectan en la
cavidad peritoneal de los ratones para producir lfquido ascftico. Las células de hibridoma
pueden conservarse durante largos perfodos de tiempo en nitrégeno lguido y recuperarlos,
més tarde, para producir m4s cantidad de anticuerpos (Rittenburg y Grothaus, 1992).

Las fusiones pueden realizarse entre células de la misma especie o de especies
distintas, pero el nimero de hibridomas viables incrementa considerablemente si ambas

células proceden de la misma especie animal. El ratén es el animal de eleccién para la
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produccién de anticuerpos monoclonales debido a su ficil manejo, son baratos de obtener y
responder a menores cantidades de antfgeno que otros animales de laboratorio. Ademds, se
prefiere la utilizacién de ratones Balb/c, debido a que la mayorfa de las lineas de mieloma de
ratén existentes proceden de esta estirpe, y de esta manera los hibridomas Balb/c x Balb/c,
se desarrollan en la cavidad peritoneal de ratones de la misma estirpe.

Los mielomas son células tumorales inducibles en ratones mediante la inyeccidn
intraperitoneal de aceite mineral. Los primeros mielomas se obtuvieron de ratones Balb/c
por Potter (1972). Estas células pueden secretar anticuerpos y, por ello, las lfneas utilizadas
para las fusiones celulares se han seleccionado para que carezcan de esta funcién. También
ha sido decisiva en la preparacién de hibridos, la obtencién de lfneas de mieloma carentes de
alguno de los enzimas necesarios para la sntesis de nucle6tidos por la "ruta de salvacién”
(Littefield, 1964), como la hipoxantina-guanosina- fosforibosiltransferasa (HGPRT) o la
timidfn-quinasa (TK). Con mielomas HGPRT- o TK" se¢ pueden realizar fusiones y
eliminar las células no fusionadas con compuestos que bloquean la "sfntesis de novo" del
DNA como la aminopterina, el metotrexato, o la azaserina, afiadidas al medio de cultivo. La
aminopterina y el metotrexato bloquean tanto la sintesis de purinas como de pirimidinas, por
lo que deben suplementarse con hipoxantina y timidina. La azaserina solamente bloquea la
sintesis de purinas y se suplementa con hipoxantina (Harlow y Lane, 1983).

Utilizando la tecnologfa de obtencidn de hibridomas, se han obtenido anticuerpos
monoclonales frente a cada una de las fracciones casefnicas de la leche de vaca (Nagaune y
col., 1988; Feng y Cunningham-Rundles, 1989; Kuzmanoff y col., 1990; Kuzmanoff y
col., 1991a; 1991b; Leung y col.,, 1991; Oudshoorn y col., 1994), con el fin de estudiar su
regulacién hormonal durante la lactogénesis, su estructura y conformacion, para evaluar sus
interacciones con otras protefnas y para caracterizar diferentes partes de su molécula en
relacién a su antigenicidad. Recientemente, Levieux y Venien (1994) han obtenido dos
anticuerpos monoclonales espectficos de la f-lactoglobulina y han desarrollade un ELISA
Competitivo para detectar y cuantificar la presencia de leche de vaca en leche de oveja.
Hasta ahora, s6lo se han obtenido anticuerpos monoclonales frente a componentes de la
leche de vaca, para evaluarlos posteriormente en la detecci6n de leche de vaca en leche de
oveja. Sin embargo, no se han descrito anticuerpos monoclonales frente a ningdn
componente de la leche de cabra, constituyendo éste otro de los objetivos de nuestro

trabajo.

Por tanto, para la producci6n de anticuerpos monoclonales frente a 1a leche de cabra
procedimos a la inmunizacién de ratones hembras Balb/c con 100 pg de la fracci6n que
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contiene la casefna g2 de la leche de cabra obtenida por cromatograffa de intercambio
catiénico, utilizando el adyuvante de Freund al igual que en de la inmunizacién de los
conejos. Una vez que se desarrollé una buena respuesta inmune (Figura IV.8.), procedimos
a la fusién de las células del bazo (linfocitos) del animal mejor inmunizado con células de
mieloma en fase de crecimiento exponencial, utilizando como agente fusionante el
polietilenglicol (PEG). Se han descrito varias lineas celulares de células de mieloma eficaces
en la obtencién de hibridomas: NS1-Ad4/1, FO, P3-X63Ag8, X63Ag8.653, Sp 2/0 Ag 14,
pero en nuestra experiencia la linea X63 Ag8.653 (Kearney y col., 1979) es la mds eficiente
con el protocolo de fusién y seleccién utilizado en nuestro laboratorio, Esta lfnea se
caracleriza porque no secreta ninguna inmunoglobulina al medio de cultivo y es HGPRT",

En teorfa, la fusién celular puede ocurrir espontdneamente, pero esto es poco
frecuente por lo que se requiere la utilizacién de agentes que promuevan la fusién célular,
tales como el virus Sendai, lisolecitina 0 PEG. Actualmente, también se utiliza como
inductor de la fusién celular la electrofusién, basada en el la aplicacion a las células de una
corriente eléctrica por las células, durante un breve perfodo de tiempo. Otros procedimientos
utilizados en la obtencién de anticuerpos monoclonales, son la transformacién de las células
productoras de inmunoglobulinas con el virus de Epstein-Barr, donde el DNA del virus
transforma las células normales aportdndoles el crecimiento contfnuo y la transfeccién con
DNA procedente de oncogenes (Schonherr y Houwink, 1984). Fue, sin embargo, en 1975
cuando Pontecorvo demostré que el PEG, un poderoso agente fusionante de los
protoplastos de las plantas superiores, podia utilizarse con éxito en las células de
mamfferos. La fusién con PEG es ¢l método de eleccién en la obtencién de hibridomas,
permitiendo una alta reproducibilidad y frecuencia de fusién, En condiciones apropiadas, es
entre 100 y 300 veces mds eficazque el virus Sendai, incrementando la frecuencia de
hibridos viables (Goding, 1986).

En nuestro trabajo, tras mezclar las células en la proporcidn adecuada (5:1,
linfocito:mieloma), afladimos el PEG al sedimento celular dejdndolo actuar durante un cierto
tiempo y frenando, a continuacién, la reaccién. Posteriormente, sembramos las células en
un medio de cultivo durante un dfa para afiadir a, continuacién, el medio de cultivo selectivo
HAT que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina-glicina, La aminopterina, un
andlogo del 4cido félico, bloquea la "sfntesis de novo" del DNA impidiendo el crecimiento
de las células de mieloma no fusionadas a los linfocitos,mientras que los linfocitos del ratén
inmunizado sélo sobrevivirdn unos dfas en el cultivo "in vitro". Cuando el tamafio de los
hibridomas observados en los pocillos es de 1-2 mm de didmetro, lo que en nuestro caso
sucedié a los 15 dias, se valora en el sobrenadante la presencia de los anticuerpos de
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interés, seguir el método elegido para la selecci6n de los hibridomas especificos.

Existen una gran variedad de métodos que permiten la seleccidn de los hibridomas
productores de anticuerpos especificos, pero como norma general, debe elegirse el mismo
método para el que vaya a ser utilizado el anticuerpo monoclonal y, si es posible usar
procedimientos que permitan analizar grandes cantidades de muestra. Los métodos mds
utilizados son el enzima inmunoensayo (ELISA) o el radio inmunocensayo (RIA) si se
requiere una alta sensibilidad, la inmunofluorescencia, si se conviene localizar una
determinada estructura celular y la inmunoadsorcién en papel de nitrocelulosa en la
identificacién de anticuerpos monoclonales especificos para una protefna con una masa
molecular definida dentro de una mezcla compleja. En nuestro caso, utilizamos como
método de seleccién un ELISA Indirecto, enfrentando los sobrenadantes de cultivo de los
hibridomas a las casefnas totales de la leche de cabra, determinando una eficiencia de fusién
muy alta, mayor del 50%, mientras (el 25% de los hibridomas observados producfan
anticuerpos monoclonales frente a las casefnas de la leche de cabra).

Para determinar cudntos de los hibridomas productores de anticuerpos, producian
anticuerpos especfficos frente a la leche de cabra, enfrentamos los sobrenadantes de cultivo
de los hibridomas a 20 ug de los extractos antigénicos de casefnas de la leche de vaca,
oveja y cabra, extractos cdrnicos conteniendo protefnas musculares solubles (de cerdo,
vaca, caballo y pollo), protefna de soja, gelatina y seroalbiimina bovina, mediante la técnica
del ELISA Indirecto. Ocho de las lineas celulares, denominadas A1H, B2B, B12B, C2H,
C6C, C7G, F4E y A6F fueron monoespecificas para la leche de cabra (TablaIV.2.).

La caracterizacién isotfpica de la clase y subclase de los anticuerpos, determing que 6
lfneas celulares B2B, B12B, C2H, C6C, C7G y A6F eran productoras de IgG1, mientras
que dos de ellas A1H y F4E eran productoras de IgM.

Una vez identificados los hibridomas positivos, el siguiente paso consisti6 en la
clonacién de estas ocho lineas celulares, ya que el pocillo positivo original suele contener
m4s de un clon o hibridoma. Existen dos métodos de clonaje, en medio semisélido o por
dilucién Ifmite (Goding, 1986). En nuestro trabajo, Realizamos el segundo de ellos que
consiste en sembrar un ndmero pequefio de células por pocillo (10, §, 2 o 1), evaluando la
presencia de anticuerpos mediante el ELISA Indirecto, y seleccionando los pocillos
positivos con la menor densidad celular para clonarlos de nuevo a una menor densidad
celular, Normalmente, la clonacién se repite tres veces hasta obtener el hibridoma a una
concentracién tedrica de 1 o 0,5 células/pocillo. Se considera que un hibridoma esté clonado
y estabilizado cuando al menos el 95% de los pocillos, son positivos en el ensayo de
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seleccién. Una vez que los hibridomas se clonaron y estabilizaron, se expandieron
gradualmente y, tan pronto como fue posible, se congelaron y conservaron en nitrégeno
Hquido.

La produccién de grandes cantidades de anticuerpos monoclonales puede realizarse
recogiendo el sobrenadante de cultivo de los hibridomas o mediante la induccién de tumores
asciticos en ratones Balb/c. La concentracién de anticuerpos especificos en el sobrenadante
del medio de cultivo oscila entre 10 y 100 pg/ml. Si se requieren mayores cantidades de
anticuerpos, los hibridomas se inoculan en la cavidad peritoneal de ratones Balb/c,
previamente inducidos con 0,5 ml de pristane para facilitar su concentracién en el liquido
ascitico. La concentracién de anticuerpos mnoclonales especificos en el liquido ascitico
puede ser de 1-10 mg/ml, es decir 1000 veces m4s concentrados que en el cultivo celular
(Goding, 1986). Por oitra parte, en la mayorfa de los inmunoensayos se prefiere la
utilizacién del sobrenadante del cultivo celular, debido a que éste no se encuentra
contaminado con niveles elevados de otros anticuerpos y su concentracidn es suficiente para
la realizaci6n de la mayorfa de los ensayos (Harlow y Lane, 1988). Por ello, cada linea
celular se expandi6 hasta obtener aproximadamente unos 50 ml de sobrenadante del medio
de cultivo y dos lineas celulares (B2B y C2H) se eligieron para la produccién de lfquido
ascftico en ratones Balb/c.

Los anticuerpos monoclonales de los sobrenadantes del medio de cultivo de las ocho
lineas celulares descritas y de los dos liquidos asciticos, se analizaron frente a 20 ug de las
casefnas de la leche de cabra mediante un ELISA Indirecto. En la Figura IV.9 .se muestran
los resultados obtenidos, de los que se deduce que no todos tienen la misma afinidad por las
casefnas de la leche de cabra, Los anticuerpos monoclonales que mostraron mayor actividad
(sobrenadantes de cultivo de las lineas celulares B2B, B12B y C2H y del liquido ascftico
B2B) se purificaron parcialmente por precipitacién con sulfato aménico y, de nuevo, se
determind su actividad mediante un ELISA Indirecto frente a las casefnas de la leche de
cabra (Figura IV.10.). De los resultados obtenidos, se observa que la purificacién por
sulfato amdnico no afects la actividad de los tres anticuerpos monoclonales, ya que los
resultados fueron similares a los obtenidos con los mismos anticuerpos sin purificar.

Como el objetivo principal de este trabajo consistfa en la utilizacién de anticuerpos
monoclonales en la deteccién de leche de cabra en mezclas licteas, evaluamos los
anticuerpos monoclonales seleccionados frente a la leche cruda de cabra (1/200), para
determinar su reconocimiento mediante un ELISA Indirecto. Los resultados obtenidos

(Figura IV.11.), indicaron que el Ac,, B2B presente tanto en el sobrenadante del medio de

200



Discusion

cultivo como en el l{quido ascftico, era el que mostraba una mayor reactividad. Asfmismo,
el Ac,, B2B (sobrenadante del cultivo celular y liquido ascitico) también se enfrent6 a la
leche cruda y casefnas de las especies vaca, cabra y oveja , mediante un ELISA Indirecto.
En la tabla IV.3. se muestran los resultados obtenides, en los que se observa que la
especificidad del sobrenadante del cultivo celular esmayor que la del liquido ascitico,
probablemente debido a que entre un 2 y un 10 % de los anticuerpos del liquido ascftico
proceden del ratén y no de las células de hibridoma (Harlow y Lane, 1988), Por dltimo, se
realizé otro ELISA Indirecto para determinar la respuesta del Ac,, B2B (sobrenadante del
cultivo celular), frente a leche de cabra sometida a diferentes tratamientos térmicos. Los
resultados obtenidos (Tabla IV.4.), confirmaron que la antigenicidad de las casefnas de la
leche de cabra no resulta afectada por los tratamientos térmicos, como ya se comentd en la
seccién V.1. de este trabajo.

Finalmente, la especificidad y la posible reactividad cruzada del Ac,, B2B, se
analizaron por la técnica del Inmunoblotting. Esta técnica combina la resolucién de las
protefnas en un gel de electroforesis con la especificidad de su detecci6n por un método
inmunoenzimdtico (ELISA) y se puede utilizar para determinar muchas caracterfsticas de un
antfgeno proteico como son, su presencia y concentracién, el peso molecular de la cadena
polipeptidica y la eficiencia de su purificaci6én. El factor que determina el éxito en la
utilizacién de esta técnica es la naturaleza de los epftopos reconocidos por los anticuerpos.
La mayorfa de las técnicas electroforéticas incluyen la desnaturalizacién por el calor de la
muestra antigénica, por lo que sélo los anticuerpos que reconozcan epftopos resistentes a la
desnaturalizacién podrdn unirse a ellos. La mayorfa de los anticuerpos policlonales
contienen, al menos, algunos anticuerpos de este tipo, pero muchos anticuerpos
monoclonales no podrén reaccionar con antfgenos desnaturalizados, La sensibilidad de un
inmunoblottingdepende del método de detecci6n utilizado y la ventaja de la utilizacién de
anticuerpos monoclonales reside en la especificidad de sus interacciones. Otro problema
cuando se utilizan anticuerpos monoclonales, es la posibilidad de detectar reacciones
cruzadas con otros polipéptidos, debido a que un epftopo puede estar formado por cuatro o
cinco aminodcidos y cabe la posibilidad de la existencia de la misma secuencia en otro
polipétido (Harlow y Lane, 1988). Aunque existen una gran variedad de técnicas de
inmunoblotting, las m4s utilizadas se basan en. la transferencia electroforética de las
protefnas a membranas de nitrocelulosa (Towbin y col., 1979; Burnette, 1981).

En la Figura IV.12. se observa que el Ac, B2B reconoce s6lo las casefnas de la leche

de cabra y no las de oveja y vaca. Asimismo, también reconoce las casefnas purificadas por
cromatograffa de intercambio cati6nico correspondientes a la fraccién que contiene la.
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casefna ogs ¥ la que contiene la caesfna agy. La razén de que dicho anticuerpo reconozca
también casefnas presentes en la fraccién que contiene la caseina og;, es que dicha fraccién,
como se aprecia en la electroforesis, se encuentra contaminada con las casefnas asz, P y .
Las bandas minoritarias reconocidas, se atribuyen a variantes genéticas o productos de

degradacidn de la caseina ag. En definitiva, los resultados obtenidos confirman que el Acp,

B2B es monoespecifico de la casefna agz de la leche de cabra.

V.4. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE
CABRA EN MEZCLAS LACTEAS, UTILIZANDO
METODOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA)

La deteccién y cuantificacién de un anticuerpo o de un antfgeno por técnicas
inmunoenzim4ticas (ELISA), requiere la utilizacién de conjugados enzima-protefna. De esta
se dividen en métodos directos e indirectos si el anticuerpo se conjuga a un enzima (directo)
o bien el complejo antigeno-anticuerpo es reconocido por un segundo anticuerpo marcado
con un enzima (indirecto). Este segundo anticuerpo suelen ser anti-inmunoglobulinas frente
al primero o la utilizacién de la protefna A. Una variacién importante de estos dos métodos
consiste en la conjugacién del anticuerpo con moléculas pequefias, como la biotina,
detectdndose entonces la uni6n antigeno-anticuerpo por cOmpuestos como la estreptavidina.
El método directo es sencillo de realizar y requiere menos tiempo que el indirecto, aungque
su sensibilidad es menor, disponiendo de la ventaja de la existencia de conjugados
comerciales de enzima-anticuerpo y de que el primer anticuerpo no sufre ninguna
modificacién. Para la mayorfa de las aplicaciones, 10s métodos indirectos son los més

utilizados.

En este trabajo, hemos utilizado el método indirecto detectando los complejos
antfgeno-anticuerpo formados, con un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de
ratén obtenidas de cabra y marcado con el enzima peroxidasa de rébano (Dako). En el caso
de los anticuerpos conjugados a la biotina, utilizamos un conjugado comercial de
estreptavidina marcada con peroxidasa de rdbano (Dako).

V.4.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE CRUDA DE
CABRA EN LECHE CRUDA DE OVEJA

Existen muchas variantes de las técnicas inmunoenziméticas, aunque las mds
utilizadas son el ELISA Indirecto, Sandwich y Competitivo. En nuestro trabajo, Ia primera
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técnica que utilizamos fue la del ELISA Indirecto cldsico ya que es la mds sencilla de todas
en lo que se refiere a la obtencién y preparacién de los reactivos utilizados y a su desarrollo
en cuatro etapas, con lo que el tiempo requerido para su realizacién es muy pequefio (4
horas) (Figura II.18.)

En la realizacién del ELISA Indirecto se utilizg el Ac, B2B parcialmente purificado
con sulfato aménico y un conjugado comercial de antiinmunoglobulinas de ratén marcadas
con el enzima peroxidasa de rdbano. Como se observa en la Figura IV.13,, la respuesta del
Ac,, B2B frente a porcentajes crecientes de leche de cabra en las mezclas ldcteas, fue lineal,
originando una recta de regresién que nos permite detectar y cuantificar de un 0,5 aun 15%
de adicién de leche de cabra en leche de oveja mediante la expresién: y=0,3505 + 0,1138
x, con un coeficiente de regresién (r2) de 0,996, un coeficiente de regresién ajustado (Adj.
r?) de 0,996 y un valor de p=0,0001. El coeficiente de regresién ajustado es el pardmetro
estadfstico mds adecuado cuando el nimero de muestras del que se parte no es muy grande.
De la expresién Adj. r2= 0,996 (p=0,0001), se deduce que existe una relacién estadistica
adecuada entre el porcentaje de leche de cabra existente en las muestras y la absorbancia de

dichas muestras.

Sin embargo, si los valores de sustitucién de leche de oveja por leche de cabra
superan el 15%, la fiabilidad del ensayo serfa escasa, ya que a partir de este valor los
valores de las absorbancias no se incrementan con el porcentaje de sustitucién. Por tanto, en
los ensayos procuramos ajustar las concentraciones de los reactivos para que fueran eficaces
en la deteccién de un 0,5 a un 15% de sustitucién de la leche de oveja por la de cabra. No
obstante, porcentajes de sustitucién superiores al 15% son poco frecuentes en la industria
ldctea ya que corresponden a voliimenes que originan productos de caracteristicas muy
distintas a las del producto original, con modificaciones en pardmetros que se aprecian
organolépticamente. La respuesta inmunolégica lineal obtenida en los inmunoensayos es
frecuente, dependiendo de la afinidad del anticuerpo por el antfgeno y de las
concentraciones de los reactivos que intervienen en el ensayo. La respuesta lineal es
preferible cuando el antfgeno de interés se encuentra en grandes cantidades en las muestras
problema, aunque para detectar la presencia de cantidades pequefias del antigeno buscado se
prefiere la respuesta logarftmica.

La técnica del ELISA Indirecto cldsico desarrollada es sencilla y rdpida, pero presenta
el inconveniente de su variabilidad interna, posiblemente, como consecuencia de que no
siempre se adsorbe en las placas la misma cantidad de antfgeno. Ademds, resulta poco
eficaz en la deteccién y cuantificacién de cantidades pequefias de sustitucién de leche de una
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especie animal por otra. Otra caracterfstica a considerar en la utilizacidn de este formato
ELISA es que las sustancias adsorbidas a los pocillospueden experimentar alteraciones
estructurales derivadas de su unién y los epftopos mds inmundgenos serfan inaccesibles
para su reconocimiento por el anticuerpo.

El ELISA Sandwich es el método mds utilizado en la deteccién y cuantificacion de
antfgenos, debido a su gran especificidad y sensibilidad (Harlow y Lane, 1988). Su
especificidad se debe a la utilizacién de anticuerpos especificos (anticuerpos de captura) que
se adsorben a los pocillos de la placa de ELISA capturando los antigenos de la muestra
frente a la que se obtuvieron. Al afiadir los anticuerpos de deteccidn, estos no se encuentran
con una mezcla heterogénea de antfgenos sino con los especificos de la muestra a analizar,
por lo que se unirdn a ellos més fdcilmente (Figura I1.19.). La mayor ventaja de esta técnica
es que el antfgeno utilizado no necesita de una purificacién previa y, ademds, al no
encontrarse directamente adsorbido a los pocillos de la placa se encontrard en su forma
nativa, eliminando las posibles alteraciones conformacionales que pueden ocurrir en el
ELISA Indirecto (Hefle, 1995). El mayor inconveniente de esta técnica radica en que no
todos los anticuerpos son vélidos para proporcionar los resultados deseables y que requiere
la utilizacién de dos anticuerpos que pueden ser dos anticuerpos monoclonales, o bien, un
anticuerpo monoclonal y un otro policlonal.

En primer lugar, realizamos el ELISA Sandwich utilizando el Ac,, B2B y el
anticuerpo policlonal anti-casefnas de la leche de cabra obtenido de conejos, ambos
purificados por precipitacién selectiva con sulfato aménico y ambos utilizados como
anticuerpos de captura y de deteccién. Los resultados obtenidos (no mostrados), indicaron
que este ensayo no era vilido en la deteccién de leche de cabra en leche de oveja ya que las
absorbancias de las muestras problema, con leche de cabra o sin ella, eran iguales. Esto
parece deberse, probablemente, a que los anticuerpos policlonales utilizados no estaban
purificados por cromatograffa de afinidad y por lo tanto reconocfan tanto a las casefnas de la
leche de cabra como a las de la leche de oveja ya que, al ser especies muy préximas,

contienen epftopos comunes,

En segundo lugar, para el desarrollo de esta técnica utilizamos dos anticuerpos
monoclonales obtenidos frente a la casefna agy de la leche de cabra (B2B y B12B), aunque
los resultados obtenidos fueron similares a los descritos previamente. En este caso, el
problema reside en que el ELISA Sandwich debe utilizar dos anticuerpos monoclonales que
reconozcan epftopos diferentes y, posiblemente, alejados del mismo antigeno, ya que si
esto no ocurre, se producird un solapamiento entre ambos y no serd posible la unién de
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ambos anticuerpos al mismo antigeno, En definitiva, el ELISA Sandwich tal y como se ha
realizado en este trabajo, no permite ia deteccidn y cuantificacién de la leche de cabra en la
de oveja.

Como ya se ha comentado, el ELISA Sandwich es el método de eleccién en la
deteccién y cuantificacién de antfgenos de interés, pero si no se encuentran disponibles dos
anticuerpos monoclonales que reconozcan epftopos diferentes de un mismo antigeno o de
anticuerpos policlonales purificados por cromatograffa de afinidad, el siguiente ensayo de
eleccidén es el ELISA Competitivo (Harlow y Lane, 1988; Hefle, 1995). El ELISA
Competitivo se ha utilizado con éxito en el andlisis de moléculas pequefias tales como
pesticidas, toxinas, hormonas y también en la deteccién y cuantificacién de algunas
protefnas como la soja (Rittenburg, 1990). Esta técnica tiene dos variantes, basadas en la
deteccién del anticuerpo o del antigeno, siendo esta 1iltima la mds utilizada en la deteccién y
cuantificacion de componentes y contaminantes delos alimentos. En este sistema, una
muestra antigénica pura o parcialmente purificada, se adsorbe a los pocillos de las placas de
ELISA, mientras la muestra problema conteniendo una concentracién desconocida del
antfgeno se afiade mezclada con el anticuerpo. El antfgeno existente en la muestra problema
competird con el antigeno inmovilizado en el pocillo por la unién con el anticuerpo y, cuanto
mayor sea la concentracién antigénica en la muestra problema, menor serd la cantidad de
anticuerpo que se unird a la fase sélida. El complejo antigeno-anticuerpo de la fase sélida se
detecta por la adicién de un conjugado de anti-inmunoglobulinas de ratén obtenido de otra
especie animal marcado con un enzima y la cantidad de color observado, es inversamente
proporcional a la cantidad de antfgeno existente en la muestra problema o standar (Figura

1L.20.).

La realizacién de esta técnica requiere la utilizacién de anticuerpos monoclonales,
especificos para que el antfgeno adsorbido y el de la muestra problema compitan por el
mismo lugar de unién con el anticuerpo. Para realizar la cuantificacidn la absorbancia de
cada muestra se dividepor la absorbancia obtenida con un control negativo (sin muestra
problema) y se multiplica por 100 dando el porcentaje de absorbancia, que cuando se resta
de 100 obtenemos el valor denominado % de Inhibicién (seccién IV.5.1.C.).

Otra caracterfstica de este tipo de ELISA es la conveniencia de utilizar antigenos puros
o parcialmente purificados. Para dotar al ensayo de mayor sensibilidad, utilizamos como
antfgeno adsorbido al pocillo, las casefnas totales de la leche de cabra y como anticuerpo el
Ac,, B2B parcialmente purificado por precipitacién con sulfato amdnico. El complejo
antfgeno-anticuerpo se detecté con un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de
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ratén obtenidas de cabra y marcadas con el enzima peroxidasa de rdbano.

Los resultados obtenidos se han descrito en la seccién 1V.5.1.C, de este trabajo, en
los que conviene destacar que la respuesta inmunoldgica obtenida es de tipo logarftmico, a
diferencia de la lineal obtenida con el ELISA Indirecto. Este tipo de respuesta es preferible
en la deteccién y cuantificacién de concentraciones pequefias del antigeno de interés, Asf,
(Figura IV.14.) se aprecia que para una sustitucién del 0,25% de leche de oveja por leche
de cabra, el porcentaje de inhibicién obtenido es superior al 25%, por lo que esta técnica es
mds sensible y especifica que la del ELISA Indirecto cldsico. Sin embargo, al igual que con
la técnica anterior, a partir de valores de sustitucién superiores al 15% el ensayo no es
adecuado. La ecuacién resultante de la deteccién y cuantificacién de un 0,25 a un 15 % de
leche de oveja por leche de cabra, fue la siguiente: log A 4p5= 0,0383 - 0,3831 log x, con un
coeficiente de regresi6n (r2) de 0,976, y un coeficiente de regresi6én ajustado (Adj r2) de
0,970 y un valor de p=0,0001.

Por tanto, al igual que sucedfa con el ELISA Indirecto, la correlacidn existente entre el
incremento de absorbancia y el porcentaje de sustitucién de leche de oveja por leche de
cabra, es también muy elevada, Por otra parte, al contrario que en el ELISA Indirecto, lo
que se adsorbe en los pocillos es una concentracién conocida de anticuerpos especificos, en
lugar de una muestra antigénica dilu{da, por lo que la variabilidad intra e interensayos
disminuye considerablemente. De lo expuesto, podemos concluir que para la deteccién y
cuantificacién del 0,25 al 15% de leche de cabra en leche de oveja, el ELISA Competitivo
es el método de eleccién, debido a su gran sensibilidad,

La conjugacién de los anticuerpos purificados con la biotina y su deteccién con la
estreptavidina, puede amplificar la respuesta inmunolégica e incrementar la sensibilidad de
las técnicas inmunoenzimdticas (ELISA). Bsto se debe, a que al encontrarse las
inmunoglobulinas unidas a muchas moléculas de biotina, el conjugado de
estreptavidina-peroxidasa encuentra mds lugares de anclaje a los anticuerpos, que cuando se
utiliza como conjugado los anticuerpos anti-inmunoglobulinas de especie marcadas con el
mismo enzima. Por este motivo intentamos desarrollar y poner a punto un ELISA Indirecto
en el que el Ac,, B2B se conjugé con la biotina. Sin embargo, en nuestro caso la

biotinizacién del Ac,, B2B en lugar de amplificar la respuesta, provocé una disminucién en
su capacidad de reconocimiento de las case{nas de la leche de cabra. Este resultado puede
deberse a que para la conjugaci6én utilizamos un éster de la biotina, denominado
biotinil-N-hidroxisuccinimida (BHNS), que reacciona con el anticuerpo a través de los
grupos amino libres de las protefnas, normalmente los del amino4cido lisina. Si la unién
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con el anticuerpo se realiza a través de aminodcidos esenciales para la actividad del
anticuerpo (los lugares de combinacién con el ant{geno), la biotinizacién puede disminuir o
destruir la actividad de éste (Harlow y Lane, 1988).

De los resultados obtenidos, se deduce que con la utilizacién del Ac,, B2B y las
técnicas del ELISA Indirecto y Competitivo empleadas en este trabajo, es posible la
deteccién y cuantificacién de la sustituci6n de la leche de oveja por leche de cabra, teniendo
como lfmite mdximo un 15% de sustitucién y como limite inferior un 0,5% (Indirecto),
mientras en la deteccién y cuantificacién de porcentajes pequefios de sustitucién, el ELISA
Competitivo es el método més sensible y fiable.

V.4.2. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE CRUDA DE
CABRA EN LECHE CRUDA DE VACA

La deteccién y cuantificacién de leche cruda de cabra en mezclas con leche cruda de
vaca, se realizé utilizando el Ac,, B2B purificado parcialmente por precipitacién selectiva
con sulfato amdnico y las técnicas inmunoenzimdticas del ELISA Indirecto y Competitivo,

Del andlisis de l1as mezclas experimentales de leche y utilizando la técnica del ELISA
Indirecto (Figura IV.15.), obtuvimos una respuesta lineal en la deteccidn y cuantificacion
del 0,5 al 15% de leche de cabra en leche de vaca y cuya ecuacidn fue la siguiente: A 4o5=
0,4211 + 0,1122 x, con un coeficiente de regresién (r?) de 0,981, y un coeficiente de
regresién ajustado (Adj. r2) de 0,977 y un valor de p=0,0001. Utilizando la técnica del
ELISA Competitivo, la representacién gréfica de la relacidn entre el porcentaje de inhibicién
y los de sustitucién del 0,25 al 15% de leche de vaca por leche de cabra, originé una
respuesta logarftmica (Figura IV.16), cuantificable mediante la ecuacidn:log A 495= 0,4290 -
0,3360 log x, con un coeficiente de regresién (r2) de 0,975, y un coeficiente de regresion
ajustado (Adj r2) de 0,970 y un valor de p=0,0001.

Debido a la analogfa existente entre las leches de oveja y cabra, se pensé que su
diferenciacién serfa mds diffcil que en el caso de la leche de vaca, aunque los resultados que
se describen en esta seccién determinaron que la cuantificacién de leche de cabra en leche de
oveja (Figuras IV.13, y IV. 14.), es igual de precisa que cuando el método se utiliza en la
deteccién y cuantificacién de la leche de cabra en leche de vaca (Figuras IV.15. y IV.16.).

Por tanto, podemos afirmar que tanto el ELISA Indirecto (deteccién del 0,5 al 15%)
como el Competitivo (deteccién del 0,25 al 15%), desarrollados en este trabajo, permiten la
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detecci6én y cuantificacién de la sustitucion de leche de vaca por la de cabra.

V.4.3. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO EN LA
DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN LECHE CRUDA DE OVEJA

Como ya se ha comentado en la seccidén V.1, las casefnas de la leche presentan una
elevada termoestabilidad. Puesto que utilizamos la casefna ogz de la leche de cabra para la
produccién del Ac,, B2B, consideramos de interés analizar la influencia de los tratamientos
térmicos en la capacidad de reconocimiento de este Ac,, por las casefnas frente a las que se
obtuvo. En una primera aproximacién, enfrentamos el Ac, B2B a la leche cruda,
pasterizada y esterilizada de cabra, determinando que éste era termoestable (Tabla IV .4.).
No obstante, permanecfa por determinar la capacidad de reconocimiento de este Ac, parala

leche de cabra sometida a los diferentes tratamientos térmicos de pasterizacidn y
esterilizacion, en mezclas con leche de oveja y vaca,

El tratamiento térmico de la leche origina cambios en la estructura de la micela de
casefna y en, un principio, las casefnas x y agz se asocian a la B-lactoglobulina. Si el
tratamiento térmico es més intenso, se producen cambios en los aminodcidos de las
casefnas, como la pérdida de fosfato de los radicales fosfoserina, la formacién de
lisoalanina y la aparicién de productos de la reaccién de Maillard. Cuando el tratamiento
térmico se prolonga a temperaturas eleva'das, se puede producir una ligera proteolisis de las
casefnas como lo indica el incremento en los niveles de proteasa-peptona y de nitrégeno no
proteico de la leche (Law y col., 1994).

En la detecci6n y cuantificacién de la leche de cabra tratada térmicamente en mezclas
con leche de oveja, utilizamos las técnicas inmunoenzimdticas del ELISA Indirecto y
Competitivo. Los resultados obtenidos se han descrito en la seccién IV.5.3., obteniendo
con el ELISA Indirecto, tanto para la leche pasterizada (Figura IV.17.) como para la
esterilizada (Figura IV.18.) de cabra, una respuesta lineal con una ecuacién que nos permite
detectar la presencia del 0,5 al 15% de leche pasterizada (Adj. 2= 0,979, p=0,0001) o
esterilizada (Adj. r2= 0,960, p=0,0001) de cabra, en la leche de oveja.

En la Figura IV.19. se muestran los resultados obtenidos con el ELISA Indirecto,
para la deteccién y cuantificacién de leche cruda, pasterizada y esterilizada de cabra en leche
de oveja. En ella se aprecia, que los valores de absorbancia obtenidos cuando la leche de
cabra se somete a pasterizacion son superiores a los obtenidos con la leche cruda, mientras
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que con la leche esterilizada, los valores de absorbancia disminuyen respecto de los de la
leche cruda.

Recientemente, Law y col. (1994) estudiando los cambios estructurales de las
casefnas sometidas a tratamientos térmicos, han determinado que éstos solamente se
producen cuando la leche se calienta durante 5 minutos a temperaturas superiores a 110 °C.
Por tanto, la pasterizacién de la leche (62 °C, 30 minutos) no afectarfa a la estructura de las
casefnas. El que los valores de absorbancia sean m4s altos que con los de la leche cruda se
debe, probablemente, a que con el calor la cadena protefnica se vuelve més laxa (se abre
mds) y los epftopos quedarfan m4ds expuestos para su reconocimiento por el anticuerpo. Por
el contrario, la esterilizacién de la leche (121 °C, 20 minutos), provoca cambios
estructurales en las moléculas de caseina, lo que dificulta el reconocimiento de sus

correspondientes epftopos por el anticuerpo.

La utilizacién del ELISA Competitivo, permitié la obtencién de dos ecuaciones para la
titilies en la detecci6n y cuantificacién del 0,25 al 15% de sustitucién de leche de oveja por
leche pasterizada de cabra (Figura IV.20., Adj. r2= 0,971, p=0,0001) o por leche
esterilizada de cabra (Figura IV.21,, Adj. r*= 0,980, p=0,0001). Las diferencias que se
observan con respecto al ELISA Indirecto (Figuras IV.17. y 1V.18.), son las que se
observaron en el caso de la leche cruda (seccién V.4.1.). El ELISA Competitivo
proporciona una respuesta logarftmica que nos permite detectar y cuantificar la presencia del
del 0,25% de leche pasterizada o esterilizada de cabra en la leche de oveja.

La representacién de los porcentajes de inhibicién obtenidos para la leche cruda,
pasterizada y esterilizada de cabra, se muestran en la Figura IV.22. Como en el caso del
ELISA Indirecto, se aprecian diferencias en los valores de los tres tipos de leche aunque
éstas son minimas comparadas con las obtenidas con el ELISA Indirecto. Estos resultados
confirman la mayor sensibilidad del ELISA Competitivo en la deteccidén y cuantificacion de
la presencia de leche cruda, pasterizada o esterilizada de cabra en la leche de oveja,

V.4.4. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO EN LA
DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA

EN LECHE CRUDA DE VACA

La deteccién y cuantificacién de leche pasterizada o esterilizada de cabra en mezclas
con leche cruda de vaca, se realizé utilizando el Acy, B2B purificado parcialmente por

precipitacién con sulfato aménico y las técnicas inmunoenzimaticas del ELISA Indirecto y
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Competitivo.

Los resultados obtenidos utilizando la técnica del ELISA Indirecto se muestran en las
figuras V.23, y TV.24, En ambos casos se obtuvo una respuesta lineal, lo que permite
detectar y cuantificar de un 0,5 % a un 15 % de sustitucién de leche de oveja por leche
pasterizada de cabra ( Adj. r2= 0,986 p=0,0001) o por leche esterilizada de cabra (Adj. r2=
0,992 p=0,0001) (Figura IV.20.). En la figura IV.25, se comparan los valores de
absorbancia obtenidos con los tres tipos de leche de cabra utilizada en las mezclas l4cteas,
Como sucedfa en el caso de las mezclas con leche de oveja, los valores de absorbancia
cuando se utiliza la leche pasterizada de cabra son mayores que con la leche cruda, mientras
que con la leche de cabra esterilizada los valores de absorbancia disminuyen,

La respuesta que se obtiene al utilizar el ELISA Competitivo en la deteccién y
cuantificacién de leche pasterizada (Figura IV.26.) o esterilizada (Figura IV.27.) de cabra
en leche de vaca fue del tipo logaritmico. Las ecuaciones obtenidas permiten detectar y
cuantificar la presencia del 0,25 hasta el 15% de leche pasterizada (Adj. r2= 0,970,
p=0,0001) y esterilizada (Adj. r2= 0,974, p=0,0001) en la leche de vaca. La comparacién
de la relacién entre los porcentajes de inhibicién y los porcentajes de sustitucién obtenidos
para la leche cruda de cabra ¢ la sometida a pasterizacién o esterilizacién (Figura IV.28.),
permite comprobar que existen diferencias en los valores de inhibicién (leche pasterizada de
cabra > leche cruda de cabra > leche esterilizada de cabra ), pero estas son menores que las
obtenidascon utilizar el ELISA Indirecto.

V.5. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE
CABRA EN QUESOS MADURADOS DE OVEJA Y
VACA, UTILIZANDO METODOS INMUNOENZIMA -
TICOS (ELISA)

El empleo de las técnicas inmunolégicas del ELISA Indirecto y Competitivo en la
deteccién y coantificacién de leche de cabra en leche de oveja y vaca, dieron resultados muy
satisfactorios, por lo que se procedid a utilizrlas en la deteccién y cuantificacién de la leche
de cabra en los quesos madurados de oveja y vaca.
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V.5.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN QUESOS MADURADOS DE OVEJA

Como antfgenos se utilizaron las tres mezclas de quesos realizadas con queso fresco,
queso tierno y queso madurado de cabra en queso de oveja. El objetivo era determinar si el
reconocimiento de la leche de cabra por el Ac,, B2B se modificaba por los cambios de las
casefnas durante la maduracién de los quesos, La primera técnica utilizada fue la del ELISA
Indirecto cldsico y los resultados se muestran en las Figuras [V.29., IV.30. y IV.31. En los
tres casos, la respuesta del Ac,, B2B a la presencia creciente de leche de cabra produce un
incremento logaritmico de la absorbancia entre los porcentajes del 1 y 25% de sustitucién
del queso de oveja por los de cabra. Las ecuaciones de regresion obtenidas mostraron un
coeficiente de regresidn lineal suficientemente elevado y significativo (queso fresco : Adj.
2= 0,990, p=0,0001; queso tierno: Adj. r2= 0,989, p=0,0001; queso madurado: Adj. r?=
0,936, p=0,0001), como para afirmar que también en este caso existe una gran correlacién
entre el aumento de absorbancia y el del porcentaje de sustitucién del queso de oveja por

queso de cabra.

Cuando se comparan los resultados correspondientes a las tres mezclas (Figura
1V.32)), se aprecia que los valores de absorbancia obtenidos son ligeramente superiores en
la mezcla con queso fresco que con queso tierno. Asfmismo, los valores de absorbancia
obtenidos con el queso madurado que con el queso tierno. Por tanto, parece ser que el
reconocimiento de las casefnas de cabra por el Ac,, B2B en el caso de las mezclas de quesos
resulta afectada (dependiendo del periodo de maduracién del queso), aunque las diferencias
encontradas son muy pequefias. La respuesta logarftmica obtenida, contrasta con la
respuesta lineal observada en la deteccién de leche de cabra en leche de oveja (Figuras
IV.19.) y puede deberse a la mayor dificultad del Ac,,, B2B para reconocer las casefnas de la

leche de cabra, en una muestra antigénica mds compleja como es el queso.

Los resultados obtenidos al utilizar la técnica del ELISA Competitivo (Figuras IV.33.,
IV.34. y IV.35,), permitieron la obtencién de ecuaciones de regresién con buenos fndices
de correlacién (queso fresco : Adj. r2= 0,980, p=0,0001; queso tierno: Adj. r2= 0,978,
p=0,0001; queso madurado: Adj. r2= 0,956, p=0,0001), para la deteccién y cuantificacién
del 0,5 al 25% de de queso de cabra en queso de oveja. En la Figura IV.36., se observa que
las diferencias entre los porcentajes de inhibicién obtenidos para cada una de las mezclas,
son menores que los obtenidos al utilizar el ELISA Indirecto.

Por lo tanto, para la deteccién y cuantificacién del 0,5% al 25% de queso de cabra en
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queso de oveja, el ELISA Competitivo es el método de eleccién por su mayor sensibilidad.

V.5.1, DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN QUESOS MADURADOS DE VACA

Para determinar la capacidad de reconocimiento del Ac,, B2B del queso fresco, tierno

y madurado de cabra en mezclas con queso de vaca, se utilizé primero la técnica del ELISA
Indirecto. Al relacionar los porcentajes de absorbancia obtenidos con los porcentajes
crecientes de sustitucién de queso de vaca por queso fresco (Figura IV.37., Adj. 1%= 0,993,
p=0,0001), queso tierno (Figura IV.38. Adj. r2= 0,989, p=0,0001) y queso madurado
(Figura IV.39. Adj. r2= 0,958, p=0,0001) de cabra y como sucedié en las mezclas con
queso de oveja, se obtuvo una respuesta logaritmica. De los resultados obtenidos se deduce
que esta técnica permite la deteccién e identificacién del 1 al 25% de queso de cabra en
queso de vaca. Las diferencias observadas cuando se comparan las tres mezclas ( Figura
IV.40.), son escasas.

Con la técnica del ELISA Competitivo (Figuras IV.41,, IV.42. y IV.43)), se
consiguié detectar y cuantificar del 0,5 al 25% de queso de vaca por el de cabra y la
correlacién de los resultados obtenidos se consideré adecuada (queso fresco : Adj. 12=
0,933, p=0,0001; queso tierno: Adj. 12= 0,976, p=0,0001; queso madurado: Adj. r2=
0,931, p=0,0001). Ademds, las diferencias observadas en los porcentajes de inhibicién de
las tres mezclas son mfnimas (Figura IV.44), al igual que sucedfa con el queso de oveja,
por lo que la técnica del ELISA Competitivo es la més adecuada para la deteccién y
cuantificacién de la sustitucién del 0,5-25% de queso de vaca por el de cabra.

V.6. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE ESTE
TRABAJO CON LOS DE OTROS INVESTIGADORES

En la introduccién de este trabajo, se revisan los principales métodos disponibles para
1a identificaci6én y cuantificacién de la leche de diversas especies animales en mezclas ldcteas
frescas y quesos madurados. La mayor parte de los estudios desarrollados se refieren a la
deteccion de leche de vaca en la de oveja y cabra, Sin embargo, en los pafses mediterrdneos,
la deteccién de leche de cabra y su determinacién cuantitativa en leche y en quesos de oveja,
posee una enorme importancia econémica. Debido a la gran analogfa entre las leches de.
oveja y cabra, su diferenciacién es mds diffcil que en el caso de la de vaca, aunque no por
ello han dejado de desarrollarse diversas técnicas analfticas,
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Asi, Assenat (1967) fraccionando las casefnas por electroforesis en geles de
poliacrilamida, detecta un 2% de leche de vaca en la de oveja, sefialando que dada la
similitud de las caseinas ag de las leches de cabra y oveja, esta técnica sélo permite la

deteccién y cuantificacién de leche de cabra en la de oveja para porcentajes de sustitucién

superiores al 30%. La identificacién y cauntificacién de las protefnas del suero de la leche
por electroforesis en geles de poliacrilamida (Amigo y col., 1989), permite la deteccién del
1-2% de leche de vaca o de cabra en quesos maduradosde oveja. Esta técnica es oficial en
Espafia (B.0O.E., 30/X/91) para la deteccién de leche de cabra en la de oveja (Ifmite de
deteccién del 2 %) y de leche de cabra en el queso de oveja (Ifmite de deteccién del 3%).

Ruiz y Santillana (1986) separando las protefnas del suero de la leche por
isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida, detectan y cuantifican desde un 3% de leche de
cabra en la de oveja. Ortfn y col. (1992a y b) desarrollando la misma técnica en un equipo
automatizado Phast-System, determinan porcentajes del 5 al 40% de leche de vaca, cabra y
oveja en quesos de mezcla y de maduracién corta, con una gran precision. Asfmismo,
evaluando el punto isoeléctrico de la caseina « de la leche de las tres especies, concluyen
que las para-x-casefnas constituyen un marcador potencial y podrfan utilizarse en la
identificacidn y cuantificaci6én de la leche de vaca, oveja y cabra en mezclas de quesos. No
obstante, a pesar de su sensibilidad, los métodos electroforéticos presentan el inconveniente
de un coste elevado y de requerir mucho tiempo para completar los andlisis.

En cuanto a los métodos inmunolégicos, uno de los primeros empleados en la
deteccién de la leche de cabra en mezclas ldcteas, fue el de la inmunoprecipitacion en medio
lfquido (Pinto, 1966), en el que émpleando inmunosueros anti-protefnas sanguineas de la
leche de cabra, neutralizadas con las proteinas sangufneas de las especies con las que
presentaba reacciones cruzadas, se consigue la deteccién de un 5% de leche de cabra en la
de oveja. Sin embargo, el método no es vilido cuando la leche se somete a temperaturas
superiores a las de pasterizacién. De los métodos inmunolégicos, el de la inmunodifusién
radial (Levieux, 1977) es el que mds se ha empleado en la deteccién y cuantificacién de la
leche de cabra en mezclas l4cteas, con un limite de deteccién del 1%, pero este método
presenta la limitacién de que en las leches sometidas a tratamientos térmicos superiores a
75°C durante 30 segundos debe aplicarse un factor de correccién, lo mismo que en los
quesos. Amigo y col. (1989), al comparar la inmunodifusién radial de las protefnas del
suero de la leche, con la electroforesis en geles de poliacrilamida de las mismas proteinas
indican que ambos métodos permiten la deteccién y cuantificacién de leche de cabra en
mezclas l4cteas y en quesos elaborados con leche de oveja, si bien, el método electroforético
cuantifica mejor la composici6n real de la mezcla que el inmunol6gico. A pesar de sus
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limitaciones, la inmunodifusién radial es un método oficial para la deteccién de leche de
cabra en la de oveja con un lfmite de deteccién del 1% (B.O.E., 30/X/91). La técnica del
inmunodotting empleando inmunosueros anti-inmunoglobulinas sangufneas de cabra
obtenidas de carneros ha sido utilizada por Pérez y col. (1992), como un método
"cualitativo" en la deteccién de leche de cabra en la de oveja.

Garcfa y col. (1993; 1994 ) empleando un inmunosuero anti-proteinas séricas de la
leche de cabra, han desarrollado y puesto a punto dos métodos inmunoenzim4ticos
(ELISA), Indirecto y Sandwich, que permiten la deteccién y cuantificacién de un 1% de
leche de cabra en leche de oveja, El inconveniente de ambos es que el inmunosuero descrito
no permite la deteccién y cuantificacién de la leche de cabra en los quesos madurados de
oveja, ya que las protefnas séricas son muy sensibles a los tratamientos térmicos y se
encuentran en concentraciénes pequefias en los quesos madurados. Por este motivo,
Rodriguez y col. (1991; 1992 ) utilizaron inmunosueros frente a las caseinas de la leche de
cabra purificados por cromatograffa de afinidad, biotinizados y neutralizados, para su
utilizacién en diversas técnicas inmunoenzimdticas. Asf, utilizando un ELISA Indirecto
detectan y cuantifican de un 1 a un 25% de leche de cabra en leche y quesos madurados de
oveja. Si el sistema utilizado es un ELISA Sandwich, es posible la deteccién y
cuantificacién de un 1 a un 100% de leche de cabra en la leche y quesos de oveja. Sin
embargo, la purificacién de los anticuerpos policlonales por afinidad es larga y costosa y su
disponibilidad es limitada.

De lo expuesto sobre las técnicas empleadas en la deteccién y cuantificacion de la
leche de cabra en leche y quesos de oveja, puede concluirse que las técnicas
inmunoenziméticas (ELISA) desarrolladas en este trabajo, poseen una sensibilidad
adecuada. Empleando el Ac,, B2B especifico de las casefna agy de la leche de cabra, la
técnica del ELISA Indirecto permite la detecci6n y cuantificacién de la sustitucidn del 0,5 al
15% de leche de oveja por leche de cabra y del 1 al 25% de sustitucén de queso de oveja
por queso de cabra. no obstante, con el ELISA Competitivo desarrollado, el rango de
deteccién y cuantificacién de la leche de cabra se amplia del 0,25 al 15% en las mezclas
ldcteas y del 0,5 al 25% en los quesos. Ademds, estos métodos ofrecen frente a los
descritos previamente, las ventajas de disponer de una fuente ilimitada de anticuerpos,
requieren solamente cuatro (Indirecto) o 5 (Competitivo) horas para su realizacion, su coste
econémico es pequefio y permiten analizar un gran nimero de muestras en una séla placa de
ELISA.

Debido a la escasa informacién existente sobre el desarrollo de técnicas analiticas para
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detectar y cuantificar la presencia de leche de cabra en leche y quesos de vaca y como se han
obtenido resultados similares a los descritos con la leche de oveja, es posible concluir que
los métodos inmunoenzimdticos (ELISA) desarrollados en este trabajo, son también
adecuados para la detecci6n y cuantificacién de la leche de cabra en leche y quesos de vaca.
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De los métodos cromatogrificos empleados para ¢l fraccionamiento de las
casefnas de la leche de cabra, que han sido los de cromatograffa liquida rdpida
(FPLC) de intercambio aniénico, cromatograffa de intercambio anidénico con
DEAE-celulosa y cromatografia de intercambio catiénico en una matriz de
S-Sepharose Fast-Flow, la cromatograffa de intercambio catiénico es la que ha
permitido una mejor separacién de las casefnas en sus cuatro componentes

mayoritarios (ogy, gz, B y ).

La caracterizacién inmunolégica parcial de las fracciones casefnicas purificadas
por cromatograffa liquida rdpida (FPLC) de intercambio aniénico y cromatograffa
de intercambio catiénico en una matriz de S-Sepharose Fast-Flow, utilizando
anticuerpos policlonales especificos de la leche de cabra y un ELISA Indirecto,
indicé que la fraccién que contenfa la casefna aigp obtenida por cromatografia de
intercambio catiénico era la fraccién mds inmunégena, probablemente porque es
la que posee el mayor nimero de epitopos especificos de las casefnas de la leche
de cabra.

. El bazo del ratén inmunizado con la fraccién que contenfa la caseina ogy de la

leche de cabra y que mostraba el mayor titulo de anticuerpos frente a las caseinas
de la leche de cabra, se utiliz6 para la fusién de los linfocitos con células de
mieloma. La eficacia de la fusién celular fue mayor del 50%; de 400 pocillos que
mostraban hibridomas, el 25% producfan anticuerpos monoclonales frente a las
casefnas de la leche de cabra,

La metodologfa de produccién de hibridomas permitié la identificacién y
seleccién de 8 lineas celulares productoras de anticuerpos monoclonales
especificos de la leche de cabra, denominados: A1H, B2B, B12B, C2H, C6C,

F4E y A6F.

Los estudios realizados para evaluar la actividad y especificidad de los 8
anticuerpos monoclonales citados indicaron que, el Ac,, B2B procedente del
sobrenadante del cultivo celular era monoespecifico frente a la casefna agz de la
leche de cabra, ademds de mostrar la mayor reactividad frente a dicha leche,

La especificidad del Ac,, B2B procedente del sobrenadante del cultivo celular
frente a las casefnas y a la leche cruda de cabra fue mayor que la presentada por el
mismo Ac, existente en el lfquido ascitico, por lo que se selecciond para su
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utilizacién posterior en la deteccién y cuantificacién de leche de cabra en mezclas
licteas y quesos de diversos tipos, empleando técnicas inmunoenziméticas

(ELISA).

De las técnicas inmunoenzimdticas desarrolladas en este trabajo, que fueron un
ELISA Indirecto, Sandwich y Competitivo, asf como un ELISA Indirecto
utilizando el sistema de amplificacién biotina-avidina, el ELISA Competitivo
resulté ser el m4s eficaz y sensible en la deteccién y cuantificacién de leche de

cabra en mezclas ldcteas y quesos.

Utilizando el Ac_, B2B y la técnica del ELISA Indirecto, es posible detectar y

cuantificar porcentajes de sustitucidn del 0,5 al 15% de leche de oveja o vaca por
leche de cabra y del 1 al 25% de queso de oveja o vaca por queso de cabra. Sin
embargo, la sensibilidad del método es insuficiente para detectar concentraciones

menores.

9. Utilizando el Ac,, B2B y la técnica del ELISA Competitivo, es posible detectar y

10.

cuantificar porcentajes de un 0,25% a un 15% de sustitucidn de leche de oveja o
vaca por leche de cabra y del 0,5 al 25% de queso de oveja o vaca por queso de
cabra. La sensibilidad del método recomienda su empleo cuando los porcentajes
de sustitucién de las leches de oveja o vaca por la de cabra son pequefios.

La deteccién y cuantificacién de leche de cabra utilizando el Ac, B2B yel

ELISA Competitivo, no resulta afectada significativamente por los tratamientos
térmicos de pasterizacion y esterilizacién a los que se somete la leche de cabra, ni
por los diferentes petfodos de maduracién de los quesos de cabra utilizados en la

preparacién de las mezclas de quesos.
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Los resultados de este trabajo indican que el empleo de anticuerpos monoclonales
obtenidos frente a la fraccién que contiene la casefna gz de la leche de cabra, permiten el
reconocimiento de epitopos especificos de las casefnas de la leche de cabra. Asimismo,
mediante el desarrollo de técnicas inmunoenzimdticas (ELISA) adecuadas, estos anticuerpos
monoclonales son Wtiles en la deteccién y cuantificacién de leche de cabra en mezclas ldcteas
y quesos madurados con leches de otras especies.

Debido a que el empleo de anticuerpos monoclonales presenta el inconveniente de la
inestabilidad genética de los hibridomas productores de los mismos, asf como de su pobre
viabilidad celular y de la posibilidad de su pérdida cuando se almacenan y conservan a
temperaturas bajas, una de las alternativas frente a este problema, consiste en la obtencién y
produccién de anticuerpos recombinantes utilizando técnicas de Biologfa Molecular,
basadas en la clonacién de las inmunoglobulinas o anticuerpos de interés en vectores
genéticos adecuados y en su expresién en bacterias genéticamente modificadas,

Estos avances combinan la capacidad de expresar protefnas de células eucariontes en
bacterias con ¢l aislamiento y amplificacién de los genes que codifican las regiones variables
de los anticuerpos, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y con sistemas
de seleccién que permiten Ia identificacién y aislamiento de los anticuerpos de una forma
mds sencilla y rdpida que la seguida en la selecci6én de los anticuerpos monoclonales. Las
ventajas de la utilizacién de bacterias genéticamente manipuladas en la sintesis de
anticuerpos, son obvias en lo que se refiere a la estabilidad genética de esta funcién, al
almacenamiento y conservacién de las bacterias a temperaturas menores y a su facilidad de
transporte, sin los problemas de viabilidad y mortalidad celular propios de las células

gucariontes.

Los anticuerpos recombinantes, obtenidos por manipulacién genética, presentan
varias ventajas con respecto a los anticuerpos monoclonales como son: 1) el tiempo
necesario para su obtencién es menor; 2) mayor capacidad para localizar epitopos que son
inaccesibles para las grandes moléculas de inmunbglobulinas; 3) la posibilidad de
produccién de fragmentos fusionados a un enzima o a cualquier otra proteina, con una
funcién complementaria a 1a del reconocimiento del antigeno; 4) la posibilidad de prescindir
de la inmunizacién de animales de experimentacién y 5) permiten la obtencién de reactivos
de afinidad y especificidad precisas, mediante la utilizacién de técnicas que modifican la
estructura y caracterfsticas del lugar de uni6n del anticuerpo con el ant{geno.

Como trabajo futuro serfa conveniente la utilizacién de esta metodologfa para asegurar
la estabilidad genética de los hibridomas ya existentes. Por ello, se propone la utilizacidn de
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los hibridomas generados en este trabajo en la obtencién de anticuerpos recombinantes
frente a las casefnas de la leche de cabra, para su utilizacién posterior en la deteccién y
cuantificacién de leche de cabra en mezclas ldcteas y quesos. Para conseguir este objetivo,
s conveniente seguir el siguiente esquema de trabajo:

1, Extraccién del mRNA de los hibridomas de interés y obtencién del DNA
complementario. -

2. Amplificacién de los genes de las inmunoglobulinas de interés, empleando
cebadores adecuados y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

3. Clonacién de las secuencias Vy; (cadena pesada de la regién variable) y V; (cadena
ligera de la regién variable) responsables del reconocimiento antigénico de los Acp,

producidos, en en los vectores genéticos adecuados .
4. Introduccién del vector en hospedadores bacterianos adecuados, como células de

E. coli genéticamente modificadas, que permiten la expresién y secrecién al
exterior de las cadenas peptidicas que reconocen a los ant{genos de interés,
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