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El queso es un alimento que ha estado presente en la civilizacion humana
desde tiempos remotos. Desde un punto de vista nutricional tiene un gran
interés, ya que es una fuente de proteinas, vitaminas y minerales y en muchos
casos de grasa (Varnam y Sutherland, 1994). Asimismo, el queso constituye
una amplia oferta gastronomica que se ve aumentada por el valor afiadido de
otros ingredientes que se incorporan en su elaboraciéon. Existe una gran
variedad de formas y presentaciones del queso que son producto de la
expresion cultural de los pueblos. Desde los comienzos del siglo XX, la
tecnologia ha permitido la difusion de un producto que sin perder las
cualidades que le diferenciaban, era a su vez higiénico y conservable en el
tiempo.

En Espafia, en los altimos afios, la mayor demanda de productos
agricolas y ganaderos tradicionales, ha motivado el apoyo del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion para el fomento y desarrollo de la calidad
agroalimentaria, que principalmente se ha traducido en la creacion de las
“Denominaciones de Origen”. Este distintivo garantiza la procedencia,
composicion y condiciones de elaboracion de los alimentos que lo ostentan.
Los quesos que en nuestro pais poseen “Denominacion de Origen” son: el
Manchego, Roncal, Idiazabal, Zamorano y la Serena elaborados con leche
pura de oveja; Cantabria, Mahdn y Tetilla elaborados con leche pura de vaca y
los quesos Cabrales y Liébana (Picon, Ahumado y Quesucos) de mezcla de
leches de vaca, oveja y cabra. El control necesario para contrastar la calidad
de los productos con “Denominacion de Origen” se lleva a cabo mediante los
Consejos Reguladores, la Administracion y las empresas privadas. Este control
no solo debe asegurar que los quesos sean inocuos y nutritivos, sino que
ademas, han de ser genuinos y deben estar correctamente etiquetados. La
Administracion debe asegurar al consumidor que el valor afiadido que paga
por un producto de calidad contrastada, se corresponde con aquellas
condiciones que le son exigibles por ostentar esa denominacion.

Con el fin de regular a nivel comunitario la aplicacién de las
denominaciones de origen y de las indicaciones geograficas, garantizar la
competencia leal entre fabricantes de los productos que llevan este tipo de
indicaciones y conferir una mayor credibilidad de estos productos a los ojos
del consumidor, se adoptd el Reglamento CEE 2081/92 de 14 de julio (DOCE
de 24 de julio de 1992) por el que se establece las normas relativas a la
proteccion de las denominaciones de origen e indicaciones geograficas de los
productos agricolas destinados a la alimentacién humana. Recientemente, el
Reglamento CE 1107/96 de 12 de junio (DOCE de 21 de junio de 1996)
aprueba una lista de productos con denominacidn de origen (DOP) ¢
indicaciones geograficas (IGP) aceptados a nivel comunitario. Este registro
oficial permanece ailn abierto y se prevee su entrada en vigor para junio de
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1997. Espaiia es el 4° pais con un mayor numero de productos aprobados y los
quesos con denominacién de origen que se incluyen son: Cabrales, Idiazabal,
Mahén, Picon-Bejes Tresviso, Cantabria, la Serena, Manchego, Zamorano,
Roncal y Quesucos.

En la elaboracién de los quesos, la sustitucion de la leche de oveja por
otras mas baratas como las de vaca y cabra es una practica fraudulenta usual
en nuestro pais. Asimismo, la leche de vaca se utiliza frecuentemente en la
elaboracion de quesos de cabra. Esta practica de fabricacion es ain mas dificil
de regular, ya que en la Union Europea, solo Francia posee una
reglamentacién protectora para quesos con “Denominacion de Origen”
fabricados con leche pura de cabra (Le Jaouen y Toussaint, 1993). Ya que el
consumo de quesos elaborados con leches no declaradas en el etiquetado del
producto puede provocar reacciones alérgicas en individuos sensibles (Taylor,
1986; Miller, 1987), y dado que la composicion de las leches influye en las
caracteristicas organolépticas del queso (Hernandez y col., 1994), la
sustitucion de las leches de oveja y cabra por otras mas baratas en la
elaboracion de los quesos, constituye un fraude.

Los productores de quesos deben declarar en los registros oficiales el
porcentaje de los distintos tipos de leche utitizados en la fabricacién. Ademas,
la Orden de 29 de noviembre de 1985 (BOE de 6 de diciembre de 1985), por
la que se aprueban las Normas de Calidad para los quesos v los quesos
fundidos, tanto en el apartado 5 sobre la denominacién del queso, como en el
apartado 12 sobre el etiquetado, especifican la obligatoriedad de incluir en la
etiqueta el nombre de la especie o especies de las que procede la leche en
orden decreciente de proporciones.

En el Real Decreto 1533/91, de 18 de octubre (BOE de 30 de octubre de
1991), se aprueban como métodos oficiales de analisis de la leche y productos
lacteos, para la deteccion de las especies de leches en mezclas lacteas y
quesos, las técnicas electroforéticas en geles de poliacrilamida y las técnicas
de inmunodifusién radial. Recientemente, en el Reglamento CE 1081/96, de
14 de junio (DOCE de 15 de junio de 1996) se establece una técnica de
isoelectroenfoque como método de referencia para la deteccion de leche de
vaca en quesos a base de leche de oveja, de leche de cabra o de leche de bifala
o0 sus mezclas. Aunque estas técnicas presentan buenos niveles de sensibilidad,
su aplicacion practica esta limitada porque la preparacion de las muestras es
costosa, se precisan grandes cantidades de inmunosuero purificado y su
realizacidn es laboriosa.
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Las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA), sin perder los niveles de
sensibilidad y especificidad obtenidos por otras técnicas, permiten conseguir
altos niveles de automatizacion por su rapidez, simplicidad y bajo coste. La
mayoria de los métodos de ELISA que han sido desarrollados para detectar la
incorporacién de leche de vaca en mezclas lacteas y quesos madurados,
emplean anticuerpos policlonales obtenidos frente a proteinas del suero
(Garcia y col., 1990; 1991; 1993), caseinas (Rodriguez y col., 1990; 1993) o
péptidos cortos obtenidos a partir de caseinas (Bitr1 y col., 1993; Rolland y
col., 1993). El procedimiento de obtencion de los anticuerpos policlonales
permite disponer de cantidades limitadas de inmunosuero con afinidad y
especificidad idénticas. Sin embargo, la utilizacion de anticuerpos policlonales
presenta con frecuencia el inconveniente de presentar reacciones cruzadas
frente a proteinas distintas de aquéllas que se emplearon en su obtencion, y por
tanto, para la eliminacion de los anticuerpos responsables de estas reacciones
cruzadas inespecificas, se precisa la utilizacion de técnicas de purificacion
costosas.

La tecnologia de obtencidén de hibridomas (Koéhler y Milstein, 1975)
resuelve los problemas que presenta el uso de anticuerpos policlonales al
permitir la obtencion ilimitada de anticuerpos monoclonales de afimidad vy
especificidad constantes. A pesar de que varios grupos de investigacion han
obtenido anticuerpos monoclonales frente a las proteinas del suero (Levieux y
Venien, 1994) y frente a las caseinas de la leche (Nagaune y col., 1988; Feng
y Cunningham-Rundles, 1989; Kuzmanoff y col., 1990a; Leung y col., 1991;
Oudshoorn y col., 1994), en estos trabajos no se evalua la especificidad de los
anticuerpos obtenidos para diferenciar leches de distintas especies animales.
La deteccion y cuantificacion de la leche de vaca afiadida a las leches y quesos
de oveja y cabra por técnicas inmunoenzimaticas (ELISA), precisa el empleo
de anticuerpos que reaccionen especificamente frente a las proteinas de la
leche de vaca sin presentar reacciones cruzadas frente a las leches de otras
especies. Por ello, en este trabajo se propone la obtencion de anticuerpos
monoclonales frente a las caseinas de la leche de vaca con la finalidad de
emplearlos en las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) para detectar y
cuantificar la adicion de leche de vaca a las leches y quesos de oveja y cabra
de una forma rapida y precisa.

Dado el interés que suscita la aplicacidn de estas técnicas en los centros
de produccidn lechera e industrias lacteas, se propone asimismo ¢! desarrollo
de una prueba de campo que permita detectar sustituciones fraudulentas de
leches en mezclas lacteas y quesos, de una forma rapida, sencilla y econémica
y que no requiera infraestructura laboratorial.
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Para alcanzar los objetivos descritos ha sido necesario desarrollar
previamente los siguientes objetivos parciales:

1. Separacion de las distintas fracciones caseinicas de Ia leche de vaca
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (FPLC).

2. Caracterizacion de las fracciones aisladas por FPLC mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE)
utihizando el sistema Phast-System.

3. Caracterizacion inmunoldgica de las fracciones de la caseina aisladas por
FPLC utilizando anticuerpos policlonales anti-caseinas de leche de vaca (1)
y técnicas inmunoenzimaticas de ELISA e inmunobloting.

4. Obtencién de anticuerpos policlonales por inmunizacién de varios lotes de
conejos con la fraccién B-caseina que resulto ser la mas antigénica.

5. Inmunizacion de ratones con la (-caseina v seleccion de hibridomas que
produzcan anticuerpos monoclonales especificos frente a las caseinas de
leche de vaca.

6. Utilizacion de los anticuerpos monoclonales y policlonales obtenidos en la
deteccién y cuantificacion de la leche de vaca afiadida a las leches crudas y
quesos madurados de oveja y cabra empleando diversas técnicas
Inmunoenzimaticas.

(1) Se trata de un inmunosuero obtenido y purificado por Rodriguez y col., (1993).
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El Coédigo Alimentario Espaiiol define a la leche natural como el
producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostros, procedente del
ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las hembras
mamiferas domésticas sanas y bien alimentadas. En el Real Decreto 1.679/94
(BOE de 24 de septiembre de 1994) por el que se estabiecen las condiciones
sanitarias aplicables a la produccién y comercializacion de leche cruda, leche
tratada térmicamente y productos lacteos, se define la leche cruda como la
leche producida por la secrecion de la glandula mamaria de vacas, ovejas,
cabras o bufalas que no haya sido calentada a una temperatura superior a 40°C
ni sometida a un tratamiento de efecto equivalente.

La leche de vaca es un liquido opaco, de color blanco a blanco
amarillento, color que esta determinado por la dispersién y absorcion de la luz
por las gotitas de grasa y las micelas de proteina. El color amarillento se debe
a la presencia de B-carotenos de la fase oleosa y a la riboflavina de la fase
acuosa. El sabor es ligeramente dulce y el olor es inespecifico (Belitz y
Grosch, 1988).

En Espaiia, se elaboran exclusivamente con leche de vaca los signientes
quesos:

- En Galicia: queso de Arzua, Tetilla, San Simon y Cebreiro.

- En Castilla y Leon: queso de la Armada y el de Leon.

- En Asturias: Afuega’l Pitu, Beyos (también puede elaborarse con leche
de cabra), Casin, Genestoso, queso de la Peral y Urbies.

- En Huesca: queso de Benasque.

- En Cantabria: Cantabria, Pasiego y Vidiago.

- En Menorca: Mahon.

-En Lérida: el del Valle de Aran y la Selva en Gerona.

La leche de oveja es de un color blanco nacarado, como la porcelana.
Posee una opacidad mas marcada que las leches de vaca y cabra y su
viscosidad es mayor que la de la leche de vaca. Los quesos elaborados con
leche de oveja tienen un gusto y aspecto caracteristicos, su pasta es mas blanda
y no suelen presentar sabores amargos, hecho que se debe a que contienen
menos as-caseinas con respecto al contenido total de caseinas que la leche de
vaca.

Con leche pura de oveja se elaboran los siguientes quesos:
- En Castilla y Leén: Castellano, Zamorano, [.a Bureba en Burgos y

Oropesa en Toledo.
- En Castilla-La Mancha: Manchego.
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- En Extremadura: el queso de Caceres, La Serena y la Torta del Casar.
- En Huesca: Ans6-Hecho.

- En el Pais Vasco: Gaztazarra e [diazabal.

- En Andalucia: Pedroches en Cordoba.

- En Mallorca: Mallorquin.

- En Navarra: Roncal.

- En Cataluiia: Serrat y Tupi.

La leche de cabra posee un color blanco mate mucho mas marcado que el
de la leche de vaca al no contener apenas carotenos. Tiene un olor neutro, pero
tras su conservacion en refrigeracién adquiere un sabor caracteristico. Su
viscosidad es menor que la de la leche de vaca.

Los quesos que se elaboran exclusivamente con leche de cabra son:

- En Andalucia: Alhama de Granada, Aracena de Huelva, el de Malaga, el
de Cadiz y el de Sierra Morena en Sevilla.

- En Extremadura: Acchuche, Gata-Hurdes, Ibores, Quesailla y de La
Vera.

- En Caceres, Toledo y Ciudad Real: el de [.a Siberia.

- En Teruel: Albarracin.

- En Avila: el del Tiétar.

- En Leon: Valdeteja.

- En Alicante: el de Alicante.

- En Asturias: el de Babia y Laciana y el Buelles.

- En Logrofio: Camerano.

- En Cananas: Conejero, Herrefio, Majorero y Palmero.

- En Catalufia: Garrotxa y Montsec.

- En Murcia: el de Murcia y el de Murcia al Vino.

Los quesos que se elaboran con mezclas de leches de distintas especies
som:

- En Asturias: Queso Ahumado de Aliva, Picén, Pido y Gamonedo (mezcla
de vaca, oveja y cabra) y Quesuco (mezcla de vaca y oveja).

- En Cantabria: Cabrales y Pefiamellera (mezcla de vaca, oveja y cabra) y
Porriia (mezcla de vaca y oveja).

- En Andalucia: el de la Caiahorra en Granada y el de Grazalema en Cadiz
(mezcla de oveja y cabra).

- En Valencia y Castellon: Cassoleta (mezcla de oveja y cabra).

- En Teruel y Castellén: Tronchon (mezcla de oveja y cabra).

- En Valencia y Alicante: Servilleta (mezcla de oveja y cabra).
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- En Canarias: Flor de Guia (mezcla de oveja y vaca), el de La Gomera
(mezcla de oveja y cabra) y el de Tenerife (mezcla de vaca, ovejay
cabra).

- En Cataluiia: Maté (mezcla de vaca y cabra),

- En Alicante: La Nucia (mezcla de oveja y cabra).

- En toda Espaiia: Villalon y Burgos (mezcla de vaca y oveja).

I1. 1. PRODUCCION DE LECHE EN LA UNION EUROPEA

En el Tratado de Roma (1957), por el que se constituyen las
Comunidades Europeas se describian como objetivos de la Politica Agricola
Comun el asegurar a la poblacion agricola unos ingresos equitativos a los de
otras actividades no agricolas a través de medidas que permitieran sostener los
precios, estabilizar los mercados y garantizar el abastecimiento de productos
alimenticios a precios razonables para los consumidores. Para cumplir dichos
objetivos se establecid la Organizaciéon Comuan del Mercado de la leche y
productos lacteos que estaba dotada de mecanismos de regulacion de precios,
concesion de ayudas para determinados productos, financiacion del
almacenamiento privado de productos y régimenes de intercambio con paises
terceros para reducir las importaciones y favorecer las exportaciones. Estas
medidas protectoras del sector lacteo comunitario, provocaron un crecimiento
acelerado de la produccion de leche que originé excedentes de leche en polvo
vy mantequilla. En consecuencia, en una reunién del Consejo de Ministros de
Agricultura de 1984, se implanté un régimen de cuotas lecheras que tenia
como objetivo limitar la producciéon de leche aplicando una tasa que debian
pagar los ganaderos por las cantidades de leche y productos licteos que
entregasen a los compradores, por encima de su cuota individual. Dicha
cantidad o cuota se asignaba en funcién de la leche y productos lacteos que
hubieran vendido directamente en un afio de referencia, que para Espafia era
1985. Como consecuencia de la evolucion del mercado, la cuota global
comunitaria y la de todos los estados miembros han sufrido reducciones
sucesivas. El régimen de cuotas se ha mostrado eficaz en el control del
incremento de la produccion de leche y ha contribuido a mantener los
excedentes de leche en polvo y mantequilla dentro de los limites aceptables.
La aplicacion del régimen de cuotas ha determinado la disminucion del
namero de explotaciones que se compensa por ¢l aumento del tamario de las
mismas y la disminucion del censo de vacas lecheras compensado por el
aumento de sus rendimientos lecheros.

En la Union Europea, la participacion de la produccion de leche en la
produccion final agrana difiere ampliamente de unos paises a otros, ya que
mientras que en los paises del sur esta participacion es inferior al 12 %, en los
del norte supera el 20 %. La importancia del sector lacteo es superior a la que
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se deriva de estas cifras ya que es preciso considerar ¢l componente social ¢
industrial del mismo. En 1991, el nimero total de empresas de tratamiento y
transformacion de leche en la Unién Europea era de 6.159 con una capacidad
media de 16.000 Tm, registrandose la mayor capacidad en Holanda y
Dinamarca y la menor en Grecia e Italila con 1.100 y 4.100 Tm
respectivamente. En Espafia, existen alrededor de 460 empresas con una
capacidad media de 7.200 Tm.

El volumen de leche de vaca productdo en 1993 en el conjunto de todos
los paises de la Comunidad Europea fue de 110 millones de Tm. EI primer
productor de leche de vaca fue Alemania con 28,2 millones de Tm, segnido de
Francia con 24,9 millones de Tm y el Reino Unido con 14,7 millones de Tm.
El volumen de leche de oveja y cabra producido en el mismo periodo fue
respectivamente de 1,8 y 1,5 millones de Tm. Los tres primeros productores de
leche de oveja fueron Italia, Grecia y Espafia con 650, 620 y 275 miles de Tm
y, de leche de cabra, Grecia, Espafia y Francia con 460, 430 y 417 miles de
Tm respectivamente.

I1. 2. PRODUCCION DE LECHE DE VACA EN ESPANA

En 1995, el nimero total de vacas de ordefio disminuy6 un 2 % respecto
al censo de 1994, situandose en la actualidad en 1.351.182 cabezas. Desde
1982, afio en el que el censo de vacas de ordeiio alcanzé los 2.032.000
cabezas, s¢ comprueba que la tendencia descendente del nimero de efectivos
lecheros persiste en la actualidad, aunque la mejora genética se ha traducido en
un mayor rendimiento por vaca y afio, hecho que queda demostrado si
comparamos los rendimientos que se alcanzaban en 1982, proximos a los
2.927 litros y los alcanzados en 1993 cercanos a los 4.244 litros. El aumento
de los rendimientos lecheros por vaca y afio, determina que en el periodo de
1982 a 1993 no se hayan producido variaciones acusadas en los volumenes de
produccidn lactea (de 5,947 millones de Tm en 1982 a 5,974 millones de Tm
en 1993). No obstante, la produccion total de leche de vaca en 1995 que
alcanzo cifras de 5,8 millones de Tm demuestra una disminucion de unas
100.000 Tm con respecto a 1993.

En 1995, el nimero de explotaciones dedicadas a la produccion de leche
de vaca asciende a 132.565, de las cuales 124.351 entregan la leche a las
industrias, 7.090 lo hacen tanto a las industrias lacteas como a ventas directas
y solamente 1.124 venden directamente su produccion a los consumidores. El
volumen de leche de vaca entregado por los ganaderos a las industrias lacteas
durante 1995 asciende a mas de 5,2 millones de Tm. Estas cifras demuestran
que el volumen de leche vendida directamente por los productores en sus
explotaciones ha descendido siguiendo la tendencia de los ultimos afios, que se
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explica por las mayores exigencias higiénico-sanitarias y los cambios
experimentados en los habitos de consumo de los espatioles.

La dimensién de las explotaciones de ganado vacuno demuestra que es
un sector atomizado en el que predominan las ganaderias pequedas (el 90 %
tiene menos de 20 vacas y el 70 % menos de 10). No obstante, en la actualidad
se observa que el namero de explotaciones disminuye y que la dimension
media de cada explotaciéon aumenta.

El analisis regional de la produccion total de leche de vaca, demuestra
que de los 5,9 millones de Tm de leche producidos en 1993, Galicia es la
principal comunidad productora con 1,8 miliones de Tm, seguida por Castilla
y Ledn con 912 miles de Tm y por Catalufia y el Principado de Asturias con
627 y 623 miles de Tm. Por provincias, La Corufia y Lugo son las principales
productoras de leche de vaca con 760 y 740 miles de Tm, seguidas por el
Principado de Asturias y Cantabria con 623 y 502 miles de Tm.

El precio medio percibido por el ganadero productor de leche de vaca en
1995 experimenté un incremento en relacion a 1994 alcanzando las 45,32
pesetas por litro; no obstante se aprecian variaciones significativas
determinadas por las bonificaciones y penalizaciones que los empresarios
imponen al precio de la leche en funcion del volumen entregado, el
rendimiento graso y proteico y la calidad bacteriologica de 1a misma.

I1. 3. PRODUCCION DE LECHE DE OVEJA Y CABRA EN ESPANA

Las entregas de leche de oveja y cabra a la industria lactea en 1995,
ascendieron a 313,2 y 320,6 miles de Tm, destinandose en su mayor parte, a la
elaboracion de quesos puros o quesos de mezcla. Se comprueba una
disminucién apreciable de la produccidn con respecto a la alcanzada en 1993,
con 334 miles de Tm de leche de oveja y 394 miles de Tm de leche de cabra.

De un total de 334 miles de Tm de leche de oveja producidas en 1993,
Castilla y Leon es la principal comunidad productora con 221 miles de Tm,
seguida de Castilla-La Mancha con 80 miles de Tm. Por provincias, Valladotid
y Zamora son las principales productoras, con 62 y 56 miles de Tm,
respectivamente.

De un total de 393 miles de Tm de leche de cabra producidos en 1993,
Andalucia destaca con una produccion anual de 202 miles de Tm, siendo las
provincias de Almeria y Malaga las principales productoras con 48 miles de
Tm, seguidas por Caceres con una produccion anual que alcanza los 43 miles
de Tm.
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El precio medio que percibieron los ganaderos de leche de oveja en 1993
alcanzé las 114,08 pesetas por litro y los de leche de cabra las 55,32 pesetas
por litro. De 1993 a 1995 se observa una tendencia al alza de los precios que
perciben los productores de leche de oveja y de cabra.

En 1993 se entregaron 311 miles de Tm de leche de oveja y 321 miles de
Tm de leche de cabra a las industrias lacteas para fabricar queso.

IL. 4. COMERCIO EXTERIOR DE LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Aunque la produccién nacional permite el abastecimiento del mercado,
se vienen efectuando importaciones de leche y productos lacteos para
conseguir la total cobertura del mismo. El volumen de importaciones
efectuadas durante 1995 supera las 460.000 Tm, de las cuales casi el 60 % se
refieren a la leche liquida. En segundo lugar se encuentran los quesos con
78.300 Tm, seguidos de la leche condensada y evaporada, asi como de la leche
en polvo. En altima posicion en cuanto a volimenes importados se situa el
lactosuero con 4.387 Tm. Los paises de la Comunidad Europea constituyen los
principales abastecedores de leche y productos lacteos de nuestro pais,
destacando Francia, Paises Bajos, Alemania, Portugal y Austria. De las
importaciones procedentes de paises terceros destacan las de Australia y
Nueva Zelanda, aunque los volimenes son reducidos; asi como las
importaciones de leche desnatada en polvo de Estonia, Lituania, Polonia y la
Repiblica Checa.

El volumen de las exportaciones es menos significativo que el relativo a
las importaciones. En 1995 se exportaron 119.777 Tm, siendo la mayor parte
en forma de leche liquida (84.326 Tm) seguidas de los quesos (17.785 Tm) y
de la leche condensada y evaporada. Los principales destinatarios de nuestros
productos son los paises de la Comunidad Europea que reciben mas del 85 %
de las exportaciones espafiolas (100.044 Tm). De paises terceros, son Cuba,
Republica Dominicana, Angola, Guinea, Argelia, Tunez, Malasia y Estados
Unidos los principales receptores, limitandose en algunos casos como el de
Estados Unidos a la importacion de quesos.

Espafia no es una potencia lechera, ni por el volumen de produccion y su
participacion en la Produccion Final Agraria, ni por la propia estructura del
sector, ya que tanto a nivel de la produccion de leche como a nivel de su
tratamiento y transformacion, predominan la pequefia dimensién y las
deficiencias tecnologicas.

Con anterioridad a la adhesion espafiola a la Comunidad Europea, el
sector lacteo evolucionaba lentamente por €l crecimiento del consumo interior
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sin que tuviera presencia en los mercados exteriores. La coincidencia de la
adhesion con la implantacion en 1984 del régimen de cuotas que tomaba como
base la cantidad de leche y productos lacteos comercializados en el afio 1981 o
1983, determinaron que la cuota global asignada a nuestro pais se limitase a
las cantidades comercializadas en el mercado nacional, incluido el déficit ya
existente de leche liquida, leche en polvo y en mayor medida de quesos de
vaca. La situacion es mas favorable para los quesos de leche de oveja y cabra
que no se ven afectados por el régimen de cuotas y junto a los quesos de
mezcla, tienen buena aceptacion por ¢l consumidor espafiol y por tanto esta
produccion quesera puede resistir bien la competencia del exterior.

A esta situacién deficitaria hay que afiadir que con los compromisos de la
Ronda Uruguay que adquirié la Uniéon Europea en 1994 dentro del Acuerdo
General sobre Aranceles y Comercio (GATT), van a reducirse las ayudas a las
exportaciones que junto con la falta de una implantacion firme en el mercado
mundial de nuestros productos elaborados, dificultara el desarrollo de las
exportaciones espafiolas. Con los compromisos de la Ronda Uruguay, el sector
lacteo se verd obligado a trabajar en condiciones de mayor competividad y
para ello, es preciso realizar mejoras tecnologicas, adecunar las dimensiones de
las empresas, investigar nuevos productos, racionalizar los aprovisionamientos
y mejorar la calidad de los productos, factores que con frecuencia son
asignaturas pendientes para el sector lacteo de nuestro pais.

IL 5. COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE

Los principales componentes de la leche son el agua, los lipidos, los
carbohidratos, las proteinas y las sales. Estos componentes se encuentran
distribuidos en forma de emulsion, suspensién y solucién en un equilibrio
fisico complejo. La grasa se encuentra en forma de glébulos grasos, rodeados
por una membrana, que estin emulsionados en el suero lacteo. Las moléculas
de proteina se encuentran dispersas en el suero iicteo en forma de particulas
que se denominan micelas, constitidas principalmente por sales calcicas de
las caseinas. Ademas, en el suero lacteco estan disueltas diversas proteinas,
carbohidratos, sustancias minerales y otros compuestos.

Aunque cualitativamente la composicion y propiedades de la leche son
constantes, los estudios desarrollados por algunos autores para determinar la
composicion de la leche a lo largo del tiempo, han demostrado que existen
variaciones considerables en los contenidos de proteina y grasa de la leche
(Tocher, 1925; Herrington y col., 1972). Estas variaciones se atribuyen a
diversos factores como son: la herencia genética, el ciclo de lactacion, la edad,
la alimentacion, la temperatura ambiental, 1la época del afio, el estado de salud
y el procedimiento de lactacion.
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La calidad de los quesos esta determinada por la relacion caseina/grasa
de la leche que se utiliza en su elaboracién, ya que una desviacion del
contenido de caseina o grasa de la leche produce cambios significativos en la
textura de los quesos (Scott, 1991). Asi por ejemplo, el cambio de
alimentacion de invierno a pasto de primavera, se traduce en un incremento del
contenido de caseina y de la dureza del gel caseinico. Asimismo la leche que
producen las vacas que se alimentan con trébol blanco es mds rica en caseina
total y en caseinas as y B, v por tanto, da un gel caseinico mas duro que la de
las vacas que se alimentan con raigras. Ei periodo de lactacién también
determina la dureza del gel caseinico en la claboracion del queso. A lo largo
de las primeras semanas, la disminucion de la concentracion en caseina, Ca y
fosforo inorganico, al igual que las variaciones relativas de las caseinas,
producen una disminucién sensible de la dureza del gel. La dureza del gel es
mayor en las leches a la mitad de la lactacion. Las leches al final de la
lactacion coagulan mds dificilmente y dan geles mas blandos, debido a la
fuerte actividad de la plasmina.

En la actualidad, en las industrias elaboradoras de queso es corriente
normalizar la composicion de la leche incorporando nata y leche en polvo, ya
que si el procedimiento de fabricacion no se ajusta adecuadamente a lo largo
del afio, las variaciones estacionales en la composicion de las leches de
queseria pueden provocar dificultades durante la elaboracién. Mas dificil les
resulta a las industrias asegurar ¢l origen especifico de las leches en los quesos
de mezcla debido al déficit existente de leches de oveja y cabra, que se explica
por la acusada estacionalidad de ambas producciones.

1L 5. 1. PROTEINAS

La fraccion esencial de los compuestos nitrogenados es la proteica, que
representa el 95 % del nitrdgeno total de la leche, aproximadamente un
contenido de 32, 7 g de proteinas por litro (Goursaud, 1991). Las proteinas de
la leche se separan principalmente en dos grupos mediante una acidificacién
de la misma hasta alcanzar un valor de pH de 4,6 (punto isoeléctrico) que da
lugar a la formacion de una fraccion precipitada constituida por las caseinas y
otra parte que queda en el sobrenadante que son las proteinas del suero. Las
caseinas constituyen la fase micelar inestable de la leche, compuesta de
particulas solidas en suspensién, que difunden la fuz y dan a la leche su
aspecto blanco opaco. Las caseinas estan constituidas por cuatro tipos de
cadenas polipeptidicas: o,-, o, B- ¥ k-, que se asocian con el calcio y el
fosfato en micelas de 20-300 um de diametro (Jenness, 1988). Las proteinas
del suero constituyen la fase soluble estable de la leche y se compone de un
grupo diverso que incluye la B-lactoglobulina, la «-lactoalbimina, la
seroalbumina, la lisozima, la lactoferrina y las inmunoglobulinas.
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11. S. 1. 1. Polimorfismo genético de las proteinas lacteas

La determinacion de la estructura primaria de la fraccion caseinica de la
leche condujo a la identificacion de las distintas caseinas (o-, ote -, B- y x-),
asi como a la caracterizacion de la mayoria de sus variantes genéticas (Mercier
y Vilotte, 1993). Asi, se establecid que la heterogeneidad de la caseina se
debia al polimorfismo genético y a las modificaciones post-traslacionales. Las
modificaciones post-traslacionales de las proteinas son principalmente
fosforilaciones, glicosilaciones y reacciones de proteolisis (Jennes, 1982).
Estas modificaciones se realizan via enzimitica en el aparato de Golgi y
determinan en gran medida la heterogeneidad de las caseinas (Martin, 1993).
Las fosforilaciones son modificaciones post-traslacionales que permiten la
unién de las submicelas de caseina a través de la fijacion covalente de grupos
fosfocalcicos. Entre estas modificaciones también se incluyen las
glicosilaciones de la k-caseina, que en gran medida determinan la estabilidad
micelar.

El polimorfismo genético esta causado por mutaciones que afectan a una
fraccion pequefia de los genes (3-7 %). Dentro de las proteinas lacteas, las
distintas fracciones caseinicas (o,-, o.-, PB- y k-caseinas) se separan por
técnicas cromatograficas de intercambio i6nico (HPLC y FPLC) con una
resolucion alta, sin embargo estas técnicas no permiten separar las diversas
variantes genéticas de cada una de las caseinas (Swaisgood, 1993). La
deteccion de las variantes genéticas de las proteinas lacteas resultantes de las
mutaciones se realiza tradicionalmente por técnicas electroforéticas utilizando
geles de poliacrilamida que permiten separar variantes genéticas de una misma
proteina que difieran en la carga o en el tamafio molecular. Sin embargo, de
cada 4 mutaciones, solamente 3 originan la sustitucion de un aminoacido por
otro y de estas sustituciones s6lo una tercera parte da lugar a una modificacién
de la carga neta de la proteina detectable por electroforesis (Martin, 1993).

Todas las proteinas principales de la leche de vaca (B-lactoglobulina, o-
lactoalbomina, o.-, a.-, B- y k-caseinas) presentan como minimo dos
variantes genéticas detectables por electroforests, sin embargo mientras que los
genes que codifican por la sintesis de la a,, -caseina y de la a-lactoalbimina no
presentan generalmente polimorfismo, este fenomeno es frecuente en los genes
que codifican por la a.-caseina, B-caseina, k-caseina y B-lactoglobulina.
Algunas variantes genéticas de las proteinas lacteas se expresan con mucha
mayor frecuencia que otras (Swaisgood, 1982). Asi por ejemplo, la variante B
de la ¢ -caseina es la predominante en todas las razas (Grosclaude, 1988).

En la tabla H.1. se muestran las caracteristicas bioquimicas de las
variantes genéticas de las proteinas de la leche de vaca.
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Tabla Il. 1. Polimorfismo genético de las proteinas de la leche de vaca (1)

Deleccién 14 a 26

> A
—>» Gl
osl-caseina C 192 Gly " > B <
>» D

S3Ala 3 Thr

Deleccion 51 a 59
os2-caseina A >» D

122 Ser —>» Arg

. > B
67Pr0 —3 His . <37 Glu - Lys
B-casefna A2 606 His —3» Gln > A3 35SerP —» Ser > C

36 Glu —>» Lys
—>» E

148 Asp — 3 Ala
136 Thr . lle 97 His 3 Arg c

B >
K—caseina / >
\155 Gly — Ser
> E

10 Arg —3» GIn
o-lactoalbiimina B A

64Gly —m Asp
118 Ala — Val

> A
59Gin ——>» His
B-lactoglobulina B < >
45Glu —> Gln) D

C

(1) Los numeros indican las posiciones de las substituciones o delecciones
en las cadenas peptidicas

Fuente: Swaisgood, 1982
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La determinacion de la secuencia nucleotidica de los genes y el
conocimiento de los fundamentos moleculares del polimorfismo genético de
las caseinas ha conducido a la utilizacion de técnicas genéticas que permiten
realizar una seleccion dirigida de las especies con el fin de mejorar las
propiedades de las leches que se destinan a la fabricacion de quesos (Martin,
1993).

I1. S. 1. 2, Estructura primaria de las caseinas

La estructura de las caseinas es sumilar a la de las proteinas globulares
tipicas, aunque existen dos caracteristicas que las diferencian de estas ultimas:
su contenido en residuos de fosfoserina y la distribucion uniforme de residuos
de prolina, hecho que impide el empaquetamiento denso y ordenado de las
cadenas polipeptidicas (Lopez-Fandifio, 1990). Los residuos de fosfoserina de
los dominios polares son los primeros lugares de unién del calcio o de las sales
calcicas (Holt y Hukins, 1991), y por tanto el nimero de residuos de
fosfoserina que contiene cada molécula de caseina determina la solubilidad
dependiente de la concentracion del calcio. Asi, para las distintas fracciones de
la caseina se establece el siguiente orden de solubilidad: a.- < o~ < B- < k-
caseina. Las principales propiedades de las caseinas se resumen en la Tabla II.
2.

o -caseina

La og-caseina es una cadena polipeptidica constituida por 199
aminoacidos cuyo peso molecular es de 23.619 Dalton (Farrell, 1988). Se han
identificado cinco variantes genéticas: A, B, C, D y E. Esta formada por dos
regiones predominantemente hidrofobicas (restos 1-44 y 90-199) y por una
zona polar muy cargada. La alta hidrofobicidad y la poca organizacion del
segmento 100-199 son responsables de la asociaciéon que experimentan las
moléculas de o -caseina en disolucion acuosa. La molécula contiene 8
residuos de fosfoserina que excepto uno estdn en el segmento 45-89. Su
contenido en residuos de prolina es elevado y estin distribuidos
uniformemente a lo largo de la molécula lo que da lugar a una estructura
desordenada (70 %) con una pequeiia proporcion de estructura secundaria en
a-hélice u hoja plegada B-. La ausencia de residuos de cisteina en la a;-
caseina impide la formacién de puentes disulfuro y por tanto de uniones
cruzadas entre las cadenas proteicas. Esta caseina es muy sensible al calcio al
pH normal de la leche, pudiéndose producir la floculacion a cualquier
temperatura (Luquet, 1991).
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Tabla I1.2. Propiedades de las caseinas de la leche

Ol 199 23.600 9
asl A: B: C> D 8
o O A.B,C,D 207 25.150 10
(-1.33 207 a a
as’l 207
s 207 25.390 13
B- Al A, A, B, 209 24.000 5
B, C.D.E
R
k- " AyB 169 19.000 1
C kekokeks
ke k-
29-209
T‘ 'Yl AL Az: A3, B,
N TS-A. TS.a, 106209 20.000

108-209 12.000

S.R.TS-B
I R 12.000

Fuente: Brunner, 1981
o..~caseina

Esta caseina representa del 8-11 % del total, tiene 207 aminoacidos y de
10-13 grupos fosfato, lo que da lugar a la existencia de distintas formas
moleculares, conocidas como: d.,, 0Ls, tu Y s La masa molecular varia entre
25.150 y 25.390 Dalton. La a,.-caseina tiene 2 residuos de cisteina aunque a
diferencia de las moléculas de la k-caseina que se asocian por puentes
disulfuro formando agregados de gran tamaiio, las moléculas de o.,-caseina se
unen formando solamente dimeros o bien se forman enlaces disulfuro
intracatenarios. Esta caseina es muy sensible al calcio, cualquiera que sea la
temperatura, debido a su riqueza en grupos fosfato.

p-caseina
La B-caseina es la segunda proteina mas abundante de la leche. Esta

formada por una cadena de 209 restos aminoacidicos y tiene un peso
molecular de 24.500 Dalton. Se han identificado 7 variantes genéticas. La B-
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caseina tiene 5 restos de fosfoserina y carece de cisteina lo que impide la
formacion de puentes disulfuro y por tanto de uniones cruzadas entre las
cadenas proteicas. La porcion N-terminal de 1a molécula (restos 1-40) contiene
los residuos de fosfoserina y por tanto es la parte polar, mientras que la
porcion C-terminal (restos 136-209) contiene la mayor parte de sus residuos
apolares. Al igual que la a4 -caseina, la B-caseina es insoluble a temperatura
ambiente en presencia de calcio a concentraciones inferiores a las de la leche.
A medida que la temperatura aumenta, se origina una mayor formacion de
enlaces hidrofébicos y una mayor asociacion molecular. Por consiguiente, la
solubilidad de esta proteina es dependiente de la temperatura, efecto que se
explica por la distribucién molecular de las cargas.

k-caseina

La x-caseina tiene 169 aminoacidos, 2 residuos de cisteina y uno de
fosfoserina en la regiéon C-terminal. Se presentan 2 variantes genéticas, A y B,
que tienen una masa molar de unos 19.000 Dalton, que varia segun el derivado
glicosilado considerado. La k-caseina se diferencia de las otras caseinas (o -,
0., - y B-caseinas) en que es soluble en un amplio intervalo de concentraciones
de calcio y por eilo, se le ha asignado la funcion de ser la responsable de la
estabilidad micelar (Waugh y Von Hipple, 1956). De todas las fracciones de la
caseina, es la x-caseina el principal lugar de accion de la quimosina. Como
resultado de la accion de la quimosina sobre la «-caseina, entre los
aminoacidos 105 (Phe) y 106 (Met), se forman dos productos de la hidrolisis
denominados “para-k-caseina” (fragmento N-terminal) y “macropéptido”
(fragmento C-terminal), lo que origina la coagulacion de la leche. Las caseinas
Oa, ®: Y P se recuperan en la cuajada, junto con la paracaseina k; el
caseinoglicopéptido soluble aparece integramente en el lactosuero. Las
moléculas de k-caseina se asocian por puentes disulfuro formando un polimero
esférico constituido aproximadamente por 30 moléculas con un didmetro de 11
nm (Vreeman y col, 1981). Ademas, la k-caseina es la Gnica caseina que
ademas de estar fosforilada estd glicosilada. La fraccion glucidica de la k-
caseina se¢ compone de 3 monosacaridos que som: el acido N-
acetilneuraminico, la galactosa y la N-acetilgalactosamina que se unen entre si
formando cadenas laterales de disacaridos y tetrasacaridos (Swaisgood, 1982)
asociado al macropéptido (Eigel y col., 1984).

y-caseinas
El grupo de y-caseinas son fragmentos resultantes de la escisién de la -

caseina por accién de la plasmina. Los fragmentos mas pequefios forman parte
de la fraccion proteosa-peptona del suero de la leche.
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IL 5. 1. 3 . Estructura secundaria y terciaria de las caseinas

El tamafio, la forma y la configuracién de una proteina no solo esta
determinada por su estructura primaria y su composicion sino también por las
fuerzas de unidn electrostaticas, puentes de hidrégeno y uniones hidrofobicas
(Whitney, 1988). La estabilidad micelar se debe en parte a las uniones
hidrofobicas que establecen las caseinas. Estas interacciones son sensibles a Ia
temperatura siendo minimas a temperaturas inferiores a los 5 °C y asi, a
medida que la temperatura disminuye, la estabilidad de las uniones
hidrofobicas es menor y las caseinas se disocian de la micela. Con el descenso
de la temperatura, las fracciones .- y o,-caseinas difunden de la micela en
una proporcion muy inferior a la del resto de las caseinas. Asimismo se ha
demostrado, que los enlaces 10nicos intervienen en la estabilidad de la
estructura de la micela (Pepper y col., 1970).

Las caseinas no son cristalizables y por tanto no es posible la
observacion directa de su estructura por cristalografia de rayos x. Para
determinar las regiones dotadas de estructura secundaria se han establecido
métodos predictivos que estan basados en su estructura primaria (Swaisgood,
1993). Los resultados obtenidos con estos estudios han confirmado que aunque
la estructura de las caseinas sea menos ordenada y mas flexible que la de las
proteinas globulares del suero, existen partes dotadas de estructura secundaria
y probablemente de estructura terciaria (Swaisgood, 1993). Asi por ejemplo, se
ha concluido que la B-caseina contiene un 10 % de estructura a-hélice, un
13 % de estructura lamina- y el 77 % restante de estructura desordenada
(Swaisgood, 1982). La k-caseina contiene mas estructura secundaria y por
tanto es mas estable que el resto de las caseinas, siendo menos susceptible a la
proteolisis que la o,- y la B-caseina.

También se han realizado estudios predictivos para determinar la
estructura terciaria de las caseinas (Kumosinski y col., 1991a,b) que sugieren
que la interaccion de las estructuras secundarias abiertas a través de sus grupos
hidrofobicos conduciria a la formacion de las submicelas (Swaisgood, 1993).

II. 5. 1. 4. Estructura de la micela de caseina

Las caseinas se presentan en la leche de forma micelar, un complejo
organico de caseinas o, B y k unidas al fosfato calcico coloidal, que se
encuentra en suspension estable gracias a la presencia de cargas negativas y de
grupos glucidicos hidréfilos.

Se han propuesto diversos modelos experimentales para explicar la
estructura de la micela aunque el modelo submicelar es el mas aceptado. Morr
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(1967), propuso un modelo micelar a partir de 1a formacion de submicelas de
30 nm de diametro. Estas submicelas estan integradas por monomeros de o,;-,
- vy x-caseina con la misma estructura que Waugh (1971), habia desarrollado
para la micela. Las submicelas se unen entre si por enlaces hidréfobos y por
puentes de casemato célcico y se agregan en la estructura micelar por el
fosfato calcico coloidal (Figura I1.1.).

Slattery y Evard (1973) propusieron un modelo en el que la reaccion de
las caseinas origina la formacion de submicelas cuya composicion es variable
en funcion de su contenido en caseina (Figura II. 2.). Asi en las submicelas
pobres en k-caseina (grandes) esta proteina s¢ localiza predominantemente en
la superficie micelar donde contribuye a su estabilidad y en las submicelas
ricas en k-caseina (pequefias) se localiza en la micela internamente. Carroll y
Farrell (1983), confirmaron los resultados de Slattery y Evard, utilizando
anticuerpos obtenidos frente a la k-caseina marcados con ferritina y un
microoscopio electronico. Estos autores determinaron que la localizacion de la
Kk-caseina esta relacionada con el tamafio de la micela. Asi, las micelas donde
la k-caseina esta localizada en la superficie tenian diametros de 142 nm
mientras que en aquellas micelas que tenian diametros de 92 nm, la x-caseina
se distribuia mas uniformemente.

Segin el modelo propuesto por Schmidt (1982), (Figura 11. 3.), l1a micela
esta constittida por subunidades micelares de 15-20 nm de diametro, que
contienen 10 moléculas de los cuatro tipos de caseinas en proporciones
variables, con presencia de Ca* en cada grupo fosfato. Las submicelas, de
unos 250.000 Dalton de masa molecular, se unen por moléculas de fosfato
calcico coloidal, dando lugar a la micela. La mayor parte de la caseina x de las
submicelas esta localizada hacia el exterior, es decir hacia la fase acuosa. En el
interior de la micela se encuentran subunidades muy empobrecidas en caseina
k. Las caseinas mas fosforiladas (a.., o, y ) son inestables en presencia de
1ones Ca™ a las concentraciones que se encuentran en la leche. La caseina x es
hidrofila y estable en presencia de iones Ca*, caracteristicas que explican que
la micela se encuentre en una solucién coloidal estable. Si se destruye la
integridad de la caseina x, las micelas pierden la estabilidad en presencia de
iones Ca™, por lo que se agregan aprisionando 1a fase acuosa, fenémeno propio
de la coagulacion de la leche. Los factores que influyen en la estabilidad de la
micela de caseina son: la composicion salina, el descenso de pH, los
tratamientos térmicos y la deshidratacion, factores que intervienen de forma
decisiva en el proceso de elaboracion de queso. Este modelo de estructura
micelar ofrece una respuesta satisfactoria a las diferencias de tamaiio de las
micelas, asi como a las relaciones entre dimensiones de las micelas, carga
mineral y riqueza de caseina x.
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Figura Il 1. Estructura de la micela segin el modelo propuesto por Morr
(1967). Las lineas en forma de S representan las uniones de
fosfato calcico que se establecen entre submicelas esféricas
mntegradas por mondémeros de o-, B- y k-caseina.

Figura Il. 2. Estructura de la micela segun el modelo propuesto por Slattery y
Evard (1973). La micela se compone de un niimero aproximado
de 40 submicelas. Las porciones mas claras de las submicelas
representan las a,- y B-caseinas mientras que las porciones mas
oscuras representan las moléculas de x-caseina. Las submicelas
interiores tienen una estructura similar.
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Moléculas de caseina-k

pos PO4
MNicleo hudrofébico

A submicela B: micela

Figura Il. 3. Estructura de la micela segin el modelo propuesto por Schmidt
(1982). La micela de caseina estd formada por subunidades
esféricas de naturaleza proteica y de composicion variable,
asociadas entre si mediante elementos minerales. Las submicelas
poseen un interior de naturaleza hidrofobica, debido a las
porciones apolares de las caseinas y una cubierta polar debida de
una parte a los residuos de fosfoserina de las caseinas o, o y B,
y de otra, a la cadena COOH terminal de la caseina «.
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IL 5. 1. 5, Diferencias de composicidn entre las caseinas de las leches de
vaca, oveja y cabra

Existen diferencias interespecificas en la composicion de la leche que
reflegjan los diferentes procesos metabolicos de las distintas hembras
domésticas y las necesidades nutritivas de los lactantes (Jenness y Sloan,
1970).

La composicién media de la leche de las principales hembras domésticas
(Tabla 11.3.) demuestra que el contenido de proteina de la leche de oveja es
significativamente superior (5,4 %) al de las leches de vaca (3,4 %) y cabra
(3,5 %). La fraccidén caseinica es la que se incrementa de forma significativa
en la leche de oveja con respecto a las de vaca y cabra. Las diferencias de la
fracci6n caseinica de las leches de distintas especies determinan el tiempo de
coagulacion por accion enzimética y la firmeza del coagulo en la fabricacién
del queso. Asi, la leche de oveja coagula 1,56 veces antes que la leche de vaca
y la firmeza del codgulo es 2 veces mayor {(Amigo, 1989).

Tabla Il. 3. Composicion media de la leche de las principales hembras
domésticas

Humana Vaca Ca ra VJa
_ o 87,1 873 86,7 82
_:Graxa

45 3.9 4,5 7,2
: Casema e 0.4 2.6 2,6 39
Pmtema sema 05 0,6 0,6 0,7
~ Lactesa: \ 7.1 4.6 43 4,8
_Mmeraies e 0,2 0,7 0.8 0,9
Enérgia (Kcalllﬁ@g) 72 66 70 102

Fuente: Jenness y Sloan, 1970

Casi todas las proteinas de las leches de distintas especies han
evolucionado a partir de un ancestro comun, por tanto son homologas a las
proteinas de la leche de vaca y se denominan de la misma forma. El criterio
definttivo para determinar la homologia de las proteinas se basa en el estudio
de la secuencia aminoacidica (Jenness, 1982). Los genes que codifican por la
sintesis de las caseinas sensibles al calcio (o,-, o..- y B-caseina) presentan una
organizacion muy similar (Martin, 1993). Por consiguiente, la hipotesis de un
origen filogenético comiin de las caseinas deducida a partir de la comparacién
de las secuencias aminoacidicas de las proteinas (Garvey y col., 1977), queda
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reforzada por el analisis detallado de las secuencias nucleotidicas de los genes.
La homologia de las proteinas lacteas, también se demuestra por la existencia
de determinantes antigénicos comunes que dan lugar al desarrollo de
reacciones inmunoldgicas cruzadas cuando se utilizan anticuerpos policlonales
producidos frente a la proteina de una determinada especie animal (Amigo,
1989).

La distribucion de las caseinas en las leches de vaca, cabra y oveja se
muestra en la tabla 1L.4. La proteina mayoritaria de la caseina de la leche de
vaca es la fraccion «,-. Las distintas caseinas de la leche de vaca se
distribuyen cuantitativamente en ¢l siguiente orden: o,-: 38 %, a,,-: 10 %, B-:
36 %y k-2 13 % (Davies y Law, 1980).

La leche de cabra contiene una menor proporcion de a.-caseina que la
leche de vaca y secuencialmente esta mas relacionada con la la o,-caseina de
la leche de vaca que con la o.-caseina. La leche de cabra incluso a una
concentracion de caseina igual a la de la leche de vaca, da geles caseinicos de
fuerza inferior durante el proceso de elaboracion del queso, hecho que
demuestra la relacion existente entre el contenido en «.-caseinas de la leche y
la dureza del gel. No obstante, las proporciones de «; y a.; caseina en la leche
de cabra varian de forma significativa en los animales considerados
individualmente. Las leches de cabra que contienen una cantidad elevada de
o.1-caseina se han asociado con quesos que presentan un sabor y olor menos
intensos y una textura mas firme y hisa (Heil y Dumont, 1993).

La «,-caseina de la leche de oveja difiere marcadamente de la leche de
cabra. Se han aislado e identificado tres de sus componentes designados como
-, O ¥V Oa-, siendo la fraccion a.,- la que se encuentra en menor
proporcion. El porcentaje de caseinas o, y o, es mas clevado en la leche de
oveja que en la leche de cabra (30,2 % respecto a un 12,6 %), aunque es
significativamente mas bajo que en la leche de vaca (45,5 %). Este hecho
puede explicar la ausencia de sabores amargos en quesos madurados con
leches de oveja y cabra, ya que las a,-caseinas son mas susceptibles que la - a
la proteolisis del cuajo. Cuando la o.-caseina se hidroliza durante la
maduracion del queso, los péptidos resultantes aportan un aroma caracteristico
dependiendo del aminoacido terminal, asi por e¢jemplo cuando la fenilalanina
esta en posicion terminal confiere al queso un sabor amargo.

La B-caseina de las leches de oveja y cabra tienen una composicion
aminoacidica muy similar a la de la (-caseina de vaca aunque presentan
algunas diferencias en su estructura primaria. La B-caseina de cabra y oveja
tiene 2 componentes, B, y B., que difieren en el contenido de fosfato. La leche
de cabra presenta un contenido de B-caseinas notablemente superior al de las
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Tabla 11. 4. Fracciones caseinicas de la caseina total de las leches de vaca,
oveja y cabra

o 9,5 12,6 14,7
B 33 35,9 18,9
B 394 282
[ 9,4 8,1 73
yoo 6,8 3,9 15,4

Fuente: Assenat, 1985

de vaca y oveja, mientras que la de vaca es la que tiene menor proporcion de
estas caseinas. La leche de oveja también tiene un contenido de B-caseina muy
superior al de la leche de vaca (Law y col., 1992). Dado que la B-caseina tiene
tendencia a disociarse de la micela con la disminucion de la temperatura, una
mayor proporcion de esta caseina puede determinar la existencia de
variaciones en la estabilidad micelar y repercutir en el proceso de fabricacion
del queso.

LLa secuencia de la para-x-caseina en las leches de vaca, oveja y cabra es
muy similar mientras que las diferencias de secuencia del
caseinomacropéptido en las tres especies son mucho mayores. El tiempo de
coagulacion de la leche en el proceso de fabricacion del queso es mas sensible
a las variaciones de contenido en k-caseina que a los de a, o P-caseina.
Algunos autores (Law y Tziboula, 1992), han determinado que el contenido de
k-caseina es mayor en la leche de cabra que en las de vaca y oveja, aunque
existen variaciones dependiendo de las variantes genéticas y del ciclo de
lactacion.

I1. 5. 1. 6. Proteinas séricas de la leche

Las proteinas séricas de la leche son aquellas que permanecen en el
lactosuero después de la precipitacion de las caseinas por la acidificacion de la
leche a pH 4,6 y a 20°C (Whitney, 1988) o bien por via enzimatica. El
calentamiento de la leche las desnaturaliza, provocando su floculacion y el
desenrrollamiento de su estructura globular.
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Las proteinas séricas a diferencia de las caseinas no estan fosforiladas y
raramente estan glicosiladas. Se han realizado estudios predictivos de la
estructura secundaria y terciaria de las proteinas séricas de la leche a partir de
sus secuencias primarias (Sawyer y Holt, 1993). Estas proteinas globulares
segin se ha determinado por cristalografia de rayos x contienen estructuras
secundarias de o-hélice y de hoja plegada-8 que confieren a estas proteinas
una estructura mas compacta que la conformacidn abierta propia de las
caseinas.

Ademas de las proteinas mayoritarias del suero (B-lactoglobulina, «-
lactoalbumina, seroalbumina ¢ inmunoglobulinas) existen varios péptidos
(componente 5, componente 8 rapido y componente 8 lento) resultantes de la
proteolisis de la -caseina que constituyen la fraccion proteosa-peptona.

B-lactoglobulina

Esta es la proteina mayoritaria del suero de 1a leche (50 %) cuyo peso
molecular es de 18.360 Dalton. Se ha determinado su secuencia aminoacidica
y su estructura por cristalografia de rayos x. Cuando los valores de pH de la
leche se encuentran comprendidos entre 3,5 y 7,5, se presenta como un dimero
con un peso molecular de 36.720 Dalton. A temperaturas reductdas cuando los
valores de pH estan entre 3,7 y 5,1, los dimeros de la B-lactogiobulina forman
octimeros. La PB-lactoglobulina tiene estructuras secundaria, terciaria y
cuaternaria bien definidas y susceptibles de ser desnaturalizadas por efecto del
calor, del pH (valores superiores a 8,6) y de las altas concentraciones de
calcio. Existe un grupo sulfidnlo libre por cada molécula. Este grupo tiol
permite la interacciéon de esta proteina con la «-caseina durante el
calentamiento de la leche (Euber y Brunner, 1982).

a-lactoalbumina

La a-lactoalbimina representa el 25 % de las proteinas del suero y un
4 % del total de las proteinas lacteas. Se ha determinado su secuencia
aminoacidica y su estructura es mucho mas estable que la de la B-
lactoglobulina. Esta proteina carece de grupos sulfidrilos libres y tiene 4
puentes disulfuro. Esta molécula tiene un peso molecular de 14.174 Dalton. Su
estructura es muy similar a la lisozima. La gran proporcion de estructura
secundaria que existe en esta proteina determina su forma compacta.

Su funcién bioldgica es esencial ya que la a-lactoalbimina (proteina B)
interviene en la sintesis de la lactosa al modificar la actividad de la galactosil-
transferasa (proteina A), constituyendo el enzima lactosa-sintetasa que hace
que la UDP-galactosa se una a la glucosa para dar la lactosa.
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La o-lactoalbiimina es una metaloproteina ya que contiene un atomo de
Ca por molécula. Esta proteina se desnaturaliza por efecto del pH acido y por
la eliminacion del calcio.

Seroalbuimina

La seroalbumina se encuentra en la leche en bajas concentraciones
(representa aproximadamente un 1,2 % del contenido total de proteinas
lacteas). Su peso molecular es de 66.267 Dalton y esta formada por una cadena
polipeptidica de 582 aminoacidos.

Inmuneoglobulinas

Las inmunoglobulinas presentes en la leche son idénticas a las del suero.
Todas las inmunoglobulinas son glicoproteinas que aparecen como
mondémeros o polimeros de una molécula integrada por cuatro cadenas
polipeptidicas: dos ligeras (~ 20.000 Dalton) y dos pesadas (50.000-70.000
Dalton) unidas por puentes disulfuro (Galley, 1973).

En cada molécula de inmunoglobulina las dos cadenas pesadas son
idénticas y tienen una region constante que contiene de 310 a 500 aminoacidos
y una region variable que contiene de 107 a 115 aminoacidos. Las cadenas
ligeras de la molécula también son idénticas y constan de dos regiones:
constante y variable de igual longitud (107 a 115 aminodcidos). La regidn
variable (N-terminal) de las cadenas ligeras y pesadas interviene en la unién de
las moléculas antigénicas mientras que la fijacion del Complemento, el
transporte de membrana y los determinantes antigénicos especificos de especie
y de clase estan asociados con la regién constante (C-terminal) de las cadenas
pesadas (Butler, 1974).

Las inmunoglobulinas (Ig) que pueden encontrarse en la leche son: Ig G,,
Ig Gz, Ig Go, Ig M, Ig A e Ig E. La Ig G, es la inmunoglobulina mayoritaria de
las secreciones lacteas (Guidry y col. 1980). En el caso de la vaca, estos
anticuerpos son muy importantes, pues la placenta es impermeable a las
inmunoglobulinas, por lo que el ternero nace sin Ig G, Ig A o Ig M.

Cada clase de inmunogiobulina tiene una cadena pesada especifica: y
para la Ig G, p para la [g M y o para la Ig A. Existen otras diferencias
gstructurales entre las inmunoglobulinas de distinta clase o subclase que
residen en la region constante y que incluyen variaciones en: la fraccion
glucidica unida covalentemente, ¢l peso molecular, el contenido de cisteina y
la unién de otras cadenas polipeptidicas. También existen distintos tipos de
cadenas ligeras (x y A) cuyas diferencias estan asociadas a la region constante.
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Proteosas-peptonas

Son péptidos que provienen de la caseina B como resultado de la
proteolisis por la plasmina.

Proteinas minoritarias
Transferrina

La transferrina que existe en la leche es electroforéticamente e
inmunologicamente idéntica a la transferrina del suero sanguineo. Esta
proteina contiene una fraccion glucidica unida covalentemente que esta
formada por N-acetilglucosamina, manosa, galactosa y acido N-
acetilneuraminico. Por cada mol de transferrina se unen dos moles de Fe™.

Lactoferrina

Es otra proteina quelante de Fe que puede presentarse en dos formas:
libre de hierro o unida a un contenido de hierro del 0,12 %. La composicidn
aminoacidica y glucidica de esta proteina difiere significativamente de la
transferrina del suero sanguineo.

B.-Microglobulina

Esta molécula tiene 98 aminoacidos con un peso molecular de 11.636
Dalton. A bajas concentraciones se presenta en forma monomérica aunque a
concentraciones mas altas, las moléculas se asocian constituyendo un
tetramero. Su estructura ha sido determinada por cristalografia de rayos x.

Otras proteinas del suero

Proteinas de la membrana del glébulo graso

La membrana que rodea a los globulos grasos en la leche esta constituida
por una mezcla de proteinas y lipidos. Parte de las proteinas son enzimas
(Whitney, 1988). Segun algunos autores existen dos tipos de proteinas de
membrana: unas asociadas débiimente a la superficie del globulo graso y otras
mas fuertemente unidas que constituyen las proteinas de membrana
proptamente dichas.

Enzimas

Existen gran cantidad de enzimas en la leche de vaca (mas de 60)
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asociadas a las micelas de caseina, a los globulos grasos, a los leucocitos o
bien dispersas en el suero. Las enzimas mas importantes de la leche pertenecen
a los grupos de o6xido-reductasas y de las hidrolasas.

Algunos enzimas son factores de degradaciéon de los constituyentes
originarios de la leche como las lipasas y proteasas que pueden inducir
modificaciones tecnologicas como pérdidas de rendimientos o bien
modificaciones de las caracteristicas organolépticas de los productos
transformados. Otros enzimas tienen una actividad antibacteriana y aportan
una protecciéon limitada a la leche, como la lactoperoxidasa y la lisozima.
Algunos enzimas se utilizan como indicadores de calidad higiénica como la
catalasa y las proteasas termoresistentes segregadas por algunas bacterias y
leucocitos; como indicadores de tratamiento térmico como la fosfatasa y la
peroxidasa debido a su termosensibilidad o bien como indicadores de especie
ya que las leches de diferentes especies no contienen las mismas enzimas.

I1. 5. 2. LIPIDOS

La fraccién grasa de la leche se encuentra en forma de glébulos grasos de
tamaiio variable (0,1-15 pum de diametro) en funcién de la especie, raza y
estado de lactacion que estan dotados de una membrana externa de proteinas y
fosfolipidos (Jenness, 1988). Dicha membrana proporciona estabilidad a la
emulsion ya que impide la salida de la grasa y asegura la repulsion
electrostatica entre los diferentes globulos. Los principales componentes de la
membrana representan un 2 % del gobulo graso, de los cuales el 0,9 %
corresponde a las proteinas, el 0,6 % a fosfolipidos, el 0,3 % a glicéridos
neutros y el 0,2 % al agna. También se encuentran componentes liposolubles
como ¢} colesterol, los acidos grasos libres, el glicerol y una gran cantidad de
enzimas.

La leche contiene alrededor de un 3,8 % de grasa, contenido variable en
funcién de la especie y de la raza que puede oscilar entre un 2 y un 8 %. De
este porcentaje, el 95-98,7 % se localiza en el gldbulo graso, un 0,4-2 % en la
membrana del globulo graso y el 0,8-3 % en el suero de la leche. Los lipidos
neutros mas abundantes son los triglicéridos, encontrindose en menor
proporcion los monoglicéridos, diglicéridos, acidos grasos libres y esteroles.
Entre los lipidos complejos se encuentran los fosfolipidos, cerebrdsidos y
ganglidsidos.

La mayor parte de la materia grasa de la leche es de naturaleza lipidica
(99,5 %) y estd constituida esencialmente por glicéridos. Los lipidos de la
leche contienen alrededor de 200 acidos grasos distintos. Destacan por su
concentracion, el acido miristico (C,.), palmitico (C,s), estearico (C;s) y oleico
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(Cis1). Asimismo el contenido de acidos grasos de cadena corta como el
butirico (C,), caproico (Cy), caprilico (Cs), caprico (C,.) y laarico (C.,) es
relativamente alto (10 %). La presencia de 4acidos grasos como el acido
butirico influye directamente sobre el aroma final del queso. La leche de cabra
posee cantidades mayores de acido caproico, caprilico y cdprico que imparten
al queso fabricado con ella un sabor picante caracteristico.

La fraccién insaponificable es muy variada, siendo el colesterol el
compuesto mas abundante (0,3 % de la materia grasa). Los hidrocarburos
representan el 0,1 % de la materia grasa e incluyen el escualeno, las xantofilas
y el B-caroteno (provitamina A), responsable del color amarillento de la
materia grasa. Algunos de los compuestos de la fraccion insaponificable son
provitaminas como el 7-deshidrocolesterol que da lugar bajo la accién de los
rayos UV al colecalciferol o vitamina D3. El B-caroteno mas dos moléculas de
agua da lugar a dos moléculas de vitamina A. La vitamina E es un antioxidante
de los Hpidos que se encuentra presente en la materia grasa de la leche, asi
como la vitamina K.

II. 5. 3. CARBOHIDRATOS

El carbohidrato que se encuentra en mayor proporcion en la leche es la
lactosa (45-50 g/l en la leche de vaca). La lactosa y otros glicidos libres se
encuentran en la leche en una solucién verdadera. La lactosa durante el
proceso de maduracién de los quesos sufre una fermentacion que la transforma
en acido lactico modificando por ello ¢l pH de la leche o la cuajada. Ademas,
existen oligosacaridos y fracciones glucidicas que se unen a los lipidos y a las
proteinas.

IL 5. 4. SALES

Las sales se encuentran disueltas en la leche o bien asociadas a las
micelas de caseina. Los cationes principales que las constituyen son el sodio,
el potasio, el calcio y el magnesio. Los constituyentes aniénicos son el fosfato,
el citrato, el cloruro, ¢l carbonato y el sulfato.

1L 5. 5. OTROS COMPONENTES

La concentracion de oligoelementos en la leche es variable y depende del
grado de contaminacion de la leche después del ordefio o de la contaminacién
del animal por factores externos (alimentacion, medio ambiente, etc). Las
caseinas fijan un 95 % del Manganeso y del Zinc y un 50 y un 75 % del Hierro
y Cobre. También se encuentran en cantidades traza el Iodo, Flior, Bromo,
Arsénico, Boro vy Silicio.
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Finalmente, existe en la leche un grupo heterogéneo de componentes que
se encuentran en pequefias cantidades (< 100 mg/l) que incluyen: gases,
alcoholes, la fraccion nitrogenada no proteica, nucleotidos, acidos nucleicos,
hormonas, vitaminas, enzimas y otros.

Il. 6. MODIFICACIONES DE LAS CASEINAS POR EFECTO DEL
CALENTAMIENTO DE LA LECHE

El calentamiento de la leche a temperaturas de 60°C afecta
principalmente a los enlaces hidrofobicos inter e intracatenarios de las
proteinas. Por tanto, estos efectos son relevantes en las proteinas de la leche
mas hidrofébicas como la B-caseina y la B-lactoglobulina (Brown, 1988).

Cuando la leche se calienta por encima de los 60°C, las proteinas séricas
pierden su conformacién globular y se asocian con las micelas de caseina
formando puentes disulfuro y enlaces hidrofobicos (Law y col., 1994). Asi por
ejemplo, las moléculas de pB-lactoglobulina en leches calentadas a 100°C
durante 30 minutos a pH 6,8, se unen por puentes disulfuro a las moléculas de
k-caseina de la superficie micelar.

La estructura de las micelas de caseina a medida que la temperatura
aumenta (60-98°C), comienza a ganar flexibilidad haciendo que algunas partes
sean moviles.

El enfriamiento de la leche posterior al tratamiento térmico es un método
experimental empleado con frecuencia para producir la disociacion micelar de
la B-caseina (Brown, 1988). Las leches conservadas a 4°C pueden contener
hasta un 40 % de la B-caseina disociada de las micelas. Estos cambios son
reversibles, ya que en los recalentamientos las caseinas solubilizadas regresan
a su localizacion original en la micela (Leaver y Thomson, 1993). Los cambios
en la estructura micelar son reversibles si el calentamiento cesa antes de
iniciarse los fenomenos de polimerizacion. No obstante, la mayor movilidad
que experimentan las caseinas de las leches calentadas puede facilitar su union

con otras moléculas de caseina o proteinas séricas de forma irreversible
(Rollema y Brinkhuis, 1989).

Cuando el tratamiento térmico (140°C) se prolonga, las caseinas
interaccionan por enlaces de tipo covalente formando dimeros, trimeros y
polimeros (Singh y Latham, 1993). En las leches calentadas las moléculas de
f-caseina solubles pueden formar polimeros de 40 moléculas. Las moléculas
de B-caseina se unen por la parte hidréfoba (C-terminal) dirigiendo la parte
hidrofila (N-terminal) de las moléculas hacia el exterior.
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Los tratamientos térmicos intensos también producen cambios en la
secuencia aminoacidica de las caseinas que incluyen Ja eliminacion del fosfato
de los residuos de fosfoserina, la formacion de ia lisinoalanina y la reaccion de
los grupos e-amino de la lisina con los grupos carbonilo de la lactosa
formando los productos de las reacciones de Maillard. Las reacciones de
Maillard que se desarrollan en leches sometidas a tratamientos térmicos
severos enftre las caseinas y la lactosa inducen la polimerizacion de las
caseinas (Zin El-Din y Aoki Takayoshi, 1993).

Las reacciones proteoliticas de las caseinas producidas por
calentamientos severos de la leche son poco significativas. Sin embargo estas
reacciones de hidrolisis se desarrollan a mayor velocidad en la leche
pasteurizada que en la leche cruda (Andrews, 1983), siendo la B-caseina mas
susceptible al desdoblamiento que la «,-caseina. La reorganizacion de las
micelas producida por los tratamientos térmicos de la leche aumenta la
accesibilidad de las caseinas a los enzimas (Leaver y Thomson, 1993), lo que
explica el aumento de las reacciones proteoliticas resultantes.

El calentamiento de la leche produce la liberacion del fosfato de los
grupos de fosfoserina de las caseinas. Las caseinas defosforiladas pierden su
capacidad de unirse al calcio aumentando la labilidad térmica de las
moléculas. Las «a.-caseinas son muy susceptibles a los mniveles de
concentracion del calcio debido a su alto grado de fosforilacién y a la escasa
estructura secundaria y terciaria de sus moléculas.

La acidez de la leche aumenta en 0,1 unidades de pH por cada
incremento de 10°C. La disminucién del pH en las leches calentadas se debe
en parte a la pérdida de la capacidad tamponante de las sales y a la liberacion
de CO.. Cuando la leche se calienta a temperaturas altas durante periodos
prolongados de tiempo se desarrolla una acidez adicional, resultante de la
produccion de 4cidos organicos y de la liberacién de iones hidrdgeno
(proceden de la hidrélisis del fosfato caseinico y de la precipitacidn del fosfato
célcico). Las leches con valores de pH inferiores a 6,5, calentadas a 100°C
durante 20-30 minutos coagulan formando un gel. En esas leches las proteinas
séricas desnaturalizadas se unen a la superficie micelar. La union de las
proteinas séricas a la k-caseina produce a su vez la unién de unas micelas a
otras.

Los complejos formados por la unién de caseinas y proteinas séricas en
leches calentadas se encuentran unidos en las micelas en el intervalo de pH de
maxima estabilidad (6,6-6,7). La disociacion de los complejos esta impedida
por fuerzas estéricas y repulsiones electrostaticas para estos valores de pH. Sin
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embargo, en el intervalo de pH de minima estabilidad (6,9-7,0) estos
complejos son de menor tamafio y no estan asociados a las micelas

I. 7.TRANSFORMACIONES DE LAS CASEINAS POR EFECTO DE
LA PROTEOLISIS DURANTE LA MADURACION DEL QUESO

Durante la fabricacion del queso, las reacciones de degradacion de las
proteinas lacteas se desarrollan secuencialmente en varias etapas (Fox, 1989).
En la fase previa al proceso de elaboracion del queso, las proteinas de la leche
se degradan por efecto de la plasmina y las enzimas microbianas.
Seguidamente, se desarrollan las reacciones enzimaticas de coagulacion que
determinan la formacion de la cuajada. Finalmente, las proteinas se degradan
por efecto de reacciones enzimaticas durante la maduracion del queso.

IL 7. 1. REACCIONES DE DEGRADACION DE LAS PROTEINAS DE
LA LECHE

Existen diversas enzimas que intervienen en las reacciones de
degradacion de las proteinas de la leche previas a la elaboracién del queso. La
actividad de las proteasas extracelulares segregadas por bacterias psicrotrofas
como las Pseudomonas no es significativa cuando las tasas microbianas son
< 10° uf.c./ml. Tasas microbianas de 10’ u.fc./ml causan reacciones de
proteolisis poco importantes que afectan a la B y a la o,,-caseina. Sin embargo,
las enzimas termoresistentes segregadas por las bacterias psicrotrofas pueden
producir rancidez y amargor durante la maduracion del queso. Las proteasas
segregadas por los leucocitos son menos activas que las proteasas bacterianas
y actian principalmente en las leches mamiticas. La plasmina es una proteasa
enddgena de la leche que interviene en la hidrélisis de la B-caseina durante la
lactancia previa al ordefio, produciendo y-caseinas y ciertos componentes de la
fraccion proteosa-peptona.

IL. 7. 2. REACCIONES ENZIMATICAS DE COAGULACION EN LA
FORMACION DE LA CUAJADA

La coagulacion de la leche en la fabricacion del queso se desarrolla en
dos etapas. En la primera, la quimosina del cuajo hidroliza el enlace peptidico
105-106 (Phe-Met) de la «x-caseina formando la para-k-caseina y el
macropéptido, y en la segunda, la para-k-caseina precipita por accion del Ca*
a temperaturas superiores a los 20°C.

La mayor parte de la quimosina se pierde en el desuerado posterior a la
coagulacion de las caseinas, sin embargo parte de la enzima que queda
retenida en la red proteica produce una actividad residual que tiene gran
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importancia en el desarrollo de reacciones de proteolisis durante la maduracion
y, en consecuencia, afecta a la calidad final del queso (McSweeney y col.,
1993).

IL. 7. 3. REACCIONES PROTEOLITICAS DESARROLLADAS
DURANTE LA MADURACION DEL QUESO

La maduracion del queso comprende una serie de reacciones bioquimicas
complejas que incluyen la fermentacion de la lactosa (glicolisis), la hidrolisis
de la grasa (lipolisis) y la degradacion de las proteinas (proteolisis). Estas
reacciones de degradacion dan lugar a la formacion de ciertos componentes:
péptidos, aminoacidos, aminas, acidos, tioles, tioésteres, acidos grasos,
metilcetonas, lactonas, ésteres, acidos organicos y alcoholes (Fox, 1989), que
determinan las caracteristicas organolépticas propias de cada tipo de queso
(Ramos y Martinez-Castro, 1976).

Los componentes que intervienen en la maduracion del queso son: el
cuajo (quimosina, pepsina u otras proteasas bacterianas), las enzimas
endogenas de la leche (plasmina), las enzimas de los cultivos iniciadores, las
enzimas de otros cultivos bacterianos secundarios y otras enzimas de bacterias
resistentes al tratamiento de pasteurizacion de la leche o llegadas a la leche por
recontaminaciones posteriores al tratamiento térmico.

Las imvestigaciones realizadas por algunos autores (LoOpez-Fandifio y
col., 1994) demuestran que los quesos que como el Parmesano poseen un
grado de maduracion mayor, contienen la mayor parte del nitrégeno total en
forma soluble (nitrégeno no proteico), mientras que en otros quesos sometidos
a un grado de maduracion inferior como el de Mahén, el contenido de
nitrogeno soluble es menor, demostrando que existe una correlacién positiva
entre el tiempo transcurrido en la maduracion del queso y el desarrollo de las
reacciones de degradacion de las caseinas.

Tanto en los quesos fabricados con pura leche de oveja como en aquellos
fabricados con pura leche de vaca, las reacciones de proteolisis tienen lugar
principalmente durante los dos primeros meses de maduracion de los quesos y
en todos los casos la primera proteina que se ve afectada por dichas reacciones
es la a; -caseina (Ramos y Martinez-Castro, 1976). Se ha determinado que la
degradacion inicial de la a, -caseina durante la maduracion de los quesos es la
causa principal de la modificacion de la textura (ablandamiento). Por tanto,
existe una correlacion positiva entre los cambios de textura propios de la
maduracion de los quesos y la actividad enzimatica de degradacion de las
proteinas (Farkye y Fox, 1990).
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Otros autores han demostrado que cuando se empleaban diferentes tipos
de cuajo comerciales con idéntica actividad coagulante en la maduracion de un
queso “Cheddar”, el grado de proteolisis de las w,- v B-caseinas era distinto
dependiendo del tipo de cuajo empleado y de la actividad residual del mismo
en el queso (Farkye y Fox, 1990). Sin embargo, en todos los casos, con
independencia del cuajo utilizado, Ia tasa de degradacion de la o -caseina era
muy superior a la de la B-caseina.

Mientras que en los quesos de oveja, la P-caseina permanecce
relativamente estable, en los quesos fabricados con pura leche de vaca esta
proteina comienza a degradarse a partir del cuarto mes de maduracion del
gueso. De forma analoga, otros autores han demostrado que la proteolisis a lo
largo de la maduracion de los quesos fabricados con leche de cabra afecta
menos a la B-caseina, manteniéndose intacto el 50 % de la cantidad inicial de
esta proteina a los 2 meses de maduracion, cuando el queso ya esta listo para
su consumo {Carretero y col., 1992).

La PB-caseina posee muchos enlaces peptidicos que en solucion son
susceptibles de ser hidrolizados por la accion de la quimosina y otros cuajos.
Sin embargo, en el queso no se desarrolian estas reacciones de hidrolisis
debido a los enlaces hidrofobicos que se establecen entre las distintas cadenas
(Fox, 1989). Ademas, la presencia de NaCl inhibe la hidrélisis de la B-caseina
por accion de la quimosina, aunque incluso en los quesos que no contienen sal
las reacciones de degradacion de la B-caseina por accion de la quimosina son
poco significativas.

Dentro de las proteinas endogenas de la leche, la plasmina no interviene
de forma significativa en la maduracién del queso, salvo en algunas variedades
pues los niveles de plasmina del queso estan directamente relacionados con el
pH de la cuajada en el desuerado (Johnson, 1988). A medida que disminuye el
pH. la plasmina se disocia de las micelas de caseina eliminandose con el suero.
La actividad de la plasmina es de 2-3 veces mayor en ¢l queso Suizo, cuyas
cuajadas presentan un valor de pH de 6,4 durante el desuerado, que en el
queso Cheddar cuyas cuajadas se desueran a pH < 6,3,

Algunos experimentos realizados con quesos de tipo “Gouda” fabricados
en condiciones asépticas demostraron que el cuajo era el responsable de la
degradacion de la oy -caseina y de la (-caseina durante el primer mes de
maduracion y que las enzimas bacterianas de los cultivos iniciadores
contribuyen posteriormente a la degradacion de las proteinas y especialmente
de la B-caseina (Visser y de Groot-Mostert, 1977). Cuando se fabricaron
quesos sin cuajo se concluyé que los cultivos iniciadores podian degradar
parte de la a.,- y B-caseinas después de varios meses de maduracion siendo su
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actividad proteolitica muy poco significativa durante el primer mes de
maduracion de los quesos.

Algunos estudios realizados indican que aunque las proteasas de los
cultivos iniciadores contribuyen a la formacion de péptidos de pequefio
tamafic y de algunos aminoacidos, estas enzimas no intervienen en la
formacion de péptidos de mayor tamaiio (O"Keeffe y col., 1978). Sin embargo,
los estreptococos producen endopeptidasas que pueden hidrolizar las caseinas
intactas, especialmente la B-caseina. Existe una proteasa de la pared celular
del Streptococcus lactis capaz de hidrolizar 5 enlaces peptidicos situados en la
region hidrofébica de la B-caseina y ya que la quimosina del cuajo no es capaz
de hidrolizar esta molécula en ¢l queso, es muy probable que estas proteasas
de los cultivos iniciadores sean las responsables de dichas reacciones de
hidrélisis.

En los quesos azules donde las reacciones proteoliticas son muy intensas,
los mohos que intervienen en la maduracion (Penicillium roqueforti y
Penicillium caseicolum) sintetizan enzimas fungicas que son las que
intervienen de forma predominante en las reacciones de degradacion proteicas.

11. 8. METODOS PARA IDENTIFICAR EL ORIGEN ESPECIFICO DE
LA LECHE EN MEZCLAS LACTEAS Y QUESOS

Para garantizar la genuinidad de los quesos y evitar cualquier practica
fraudulenta que persiga la sustitucion de leches de una especie por otras mds
baratas, es indispensable disponer de técnicas analiticas fiables que permitan
detectar y cuantificar la posible adicion de leches distintas de aquéllas que
ostenta la denominacién del producto. Aunque son muchos los autores que han
desarrollado técnicas sensibles y rapidas para la identificaciéon del origen
animal de una leche en mezclas lacteas y quesos, ain es preciso mejorarlas
dotandolas de mayor sensibilidad, exactitud, repetibilidad, rapidez y bajo
coste.

Los métodos de identificacién de especies en la leche y en los productos
lacteos se basan en el analisis de la composicion de la grasa o de las proteinas
(Ramos y Juarez, 1986). Los métodos utilizados para analizar la composicion
de la grasa de la leche se han basado tradicionalmente en la determinacién de
los indices de acidos grasos voldtiles solubles e insolubles, aunque en la
actualidad se emplean sobre todo métodos cromatograficos (Ramos y Juarez,
1985). Entre los métodos basados en el analisis de las proteinas destacan las
técnicas electroforéticas y las inmunolégicas.
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I1. 8. 1. METODOS CROMATOGRAFICOS

Las técnicas mas utilizadas en el analisis de los componentes lipidos de
la leche han sido la cromatografia en capa fina (TLC), la cromatografia de
gases (GC) y la cromatografia liguida de alta eficacia (HPLC).

Para comprobar la genuinidad de la grasa de la leche de una especie
animal, se utilizan técnicas cromatograficas que determinan la composicion de
acidos grasos, tnacilglicéridos o algunas fracciones del insaponificable. La
composicion de los acidos grasos que forman parte de los triacilglicéndos y las
relaciones entre los mismos, se determinan utilizando la técnica de
cromatografia de gases (GC). Para ello, se detectan los derivados volatiles de
los ésteres metilicos que se preparan a partir de la grasa anhidra en recipientes
cerrados. Las condiciones del analisis cromatografico estan normalizadas
(columnas con fases polares y a valores de temperatura programados).

La grasa de la leche de vaca, oveja y cabra contiene una proporcion
elevada de acidos volatiles de nimero par de atomos de carbono, pero las
leches de cabra y oveja contienen un niimero mayor de los acidos caproico
(Cs), caprilico (Cs), caprico (C,o) y ladrico (C.:). Por tanto, la deteccion de
mezclas de leche se basa en el mayor contenido de estos acidos grasos en las
leches de oveja y cabra. Debido a la variacion de los diferentes acidos grasos
atribuida a factores genéticos y ambientales, sélo es posible identificar la
adicién de leche de una especie animal a una mezcla a partir del 15-20 % de
incorporacién.

Algunos autores han determinado las relaciones de los acidos grasos
CJ/Cs + Co, CfCs, C/Cs, Co/Cy, C/Cn, Cis/Ciay, en lugar de cuantificar
acidos grasos individuales (Benassi, 1963; Sadini, 1963; Charro y col., 1969;
Kuzdzal-Savoie y Kuzdzal, 1970; Palo, 1975; Galanos y col., 1976; Ramos y
col., 1977).

Gattuso y Fazio (1980), para diferenciar las leches de oveja y vaca
consideran de mayor utilidad las relaciones CoJ/C,, C,,/Cs, C,/Cs, Cio/Cis ¥y
C,s/Ci. Smeyers-Verbeke y col., (1977), para detectar mezclas de vaca y cabra
utilizan las variables C,,, C,., C,, Cs y C,4, y para detectar mezclas de oveja y
cabra, emplean las variables C,, C,.., C.s, Cisy Cy..

Prager (1989), emplea la cromatografia de gas con una columna capilar
para detectar adulteraciones en la fabricacion de quesos. Para ello, extrae
primero la grasa del queso y la somete a una reaccion de saponificacion.
Seguidamente, determina los ésteres metilicos de los acidos grasos e identifica
las mezclas por los porcentajes obtenidos de los acidos grasos y por las
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relaciones de dichos porcentajes. Las columnas capilares acortan el tiempo de
analisis y permiten realizar las determinaciones con mayor precision.

Iverson y Sheppard (1989), utilizan 1a relacién laarico/caprico (C,./C,o)
para detectar la incorporacion de leche de vaca a las leches y quesos de oveja
y cabra.

La composicion de los ftriacilglicéridos de la grasa lactea es una
determinacién que puede ser utilizada para determinar el origen de la leche.
Sin embargo, la grasa de la leche contienc mas de 1.300 triacilglicéridos. El
analisis por HPLC de los triacilglicéridos de la grasa de la leche es complejo
(Barron y col., 1990), debido a que ésta contiene una gran cantidad de
triacilglicéridos con un alto punto de fusion, y a que los solventes que se
emplean normalmente en estas técnicas no son eficaces (Fiebig, 1985). Barron
y col., (1990), detectaron por una técnica de HPLC diferencias cuantitativas en
la composicion de las leches de vaca, oveja y cabra. Sin embargo, este método
no permite la separacién de muchos triacilglicéridos y por tanto es necesario
introducir mejoras en estas técnicas.

Los métodos cromatograficos presentan la ventaja, con respecto a los
electroforéticos, de poder aplicarse a quesos madurados, ya que a excepcion
de algunos tipos de quesos, las modificaciones que experimenta la fraccion
grasa durante el proceso de maduracion son escasas (Ramos y Juarez, 1985).
Sin embargo, estos métodos carecen de utilidad cuando en las adulteraciones
se emplea leche desnatada.

Aunque los principales métodos empleados para el analisis de las
proteinas de la leche son los electroforéticos e inmunoldgicos, recientemente
se han aplicado las técnicas de cromatografia liquida de alta resolucion con
columnas de intercambio anidnico, para detectar la adicién de leche de vaca a
las leches y quesos de oveja vy cabra. Estas técnicas presentan la ventaja, con
respecto a las electroforéticas, de ser mas rapidas y permitir su automatizacion.
Haasnoot y col., (1986), emplearon una técnica de cromatografia liquida de
alta resolucion (FPLC) con una columna de intercambio aniénico (Mono Q
HR 5/5), para detectar adiciones fraudulentas de leche de vaca a leches y
quesos de oveja y cabra. La diferencia de carga de la a,,-caseina de la leche de
vaca permite su separacion de las caseinas de las leches de oveja y cabra, con
un limite de deteccion del 1-2 % para las mezclas de leches de vaca y cabra, y
del 2-4 % para las mezclas de leches de vaca y oveja. Este ultimo limite de
deteccidn es superior, ya que el contenido de proteina de la leche de oveja es
superior al de la leche de cabra. La aplicacion de esta técnica en los quesos es
limitada, ya que la la «,-caseina de la leche de vaca se degrada rapidamente y
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por tanto, el limite de deteccién dependera del mayor o menor grado de
maduracion del queso.

Kaminarides y Anifantakis (1993), identificaron las leches de vaca, oveja
y cabra empleando la técnica de HPLC. Esta técnica permitio demostrar que
en condiciones cromatograficas similares, la elucion de la a,-caseina de la
leche de vaca es posterior a la de las leches de oveja y cabra. Por tanto, el
porcentaje de leche de vaca afiadida a otras leches puede ser calculado por la
integracion del area del pico correspondiente a la o,-caseina, utilizando una
curva patron preparada previamente con muestras de composicion conocida.

IL 8. 2. METODOS ELECTROFORETICOS

Algunos autores han utilizado la electroforesis de las proteinas del suero
de 1a leche para la identificacion de especies (Pierre y Portman, 1970). Sin
embargo, estas proteinas se desnaturalizan con los tratamientos térmicos y su
contenido en los quesos es minimo, al ser eliminadas en la fase del desuerado.
Por consiguiente, en las técnicas electroforéticas cada vez se recurre mas al
analisis de las caseinas de la leche.

IL 8. 2. 1. Electroforesis de las caseinas

Aschaffenburg y Dance (1968), demostraron por la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida, que la o.,-caseina de la leche de vaca
experimentaba una mayor movilidad electroforética que la de la leche de
cabra.

Assenat (1967), realizd un estudio en el queso Roquefort para identificar
el origen de las leches empleadas en su elaboracion, utilizando una técnica
electroforética. Aunque esta técnica demostr6 su utilidad en la caracterizacion
de las mezclas lacteas, su aplicacion en los quesos no resultaba eficaz. Las
reacciones proteoliticas que afectaban a las caseinas durante la maduracién del
queso, disminuian la sensibilidad del método y complicaban la interpretacion
de los resultados. Pierre y Portman (1970), utilizaron la electroforesis en la
deteccion de la leche de vaca en leches y quesos de cabra. En su estudio
emplearon quesos no proteolizados (hasta los 15-20 dias de maduracion).
Cuando los quesos alcanzaron un grado de maduracion importante, la
degradacion de las caseinas producia la aparicion de nuevas bandas en los
geles que empeoraban la resolucion de esta técnica.

Ramos y col., (1977), emplearon una técnica electroforética en geles de
poliacrilamida para detectar leche de vaca afiadida a las leches y quesos de
oveja. La deteccion de la leche de vaca en las mezclas se confirma por la
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mayor migracion electroforética en el gel, de la banda correspondiente a la «.)-
caseina de vaca. El limite de deteccion de la leche de vaca afiadida a la leche
de oveja es del 5 %. La deteccion y cuantificacion de la leche de vaca en los
quesos de oveja se efectita por un péptido resultante de la degradacion de la
a,-caseina. Este péptido permite detectar un limite del 10 % de leche de vaca
afiadida a los quesos de oveja, aunque la deteccion es mas dificil a causa de los
procesos de degradacion de las proteinas propios de la maduracion.

La electroforesis en geles de poliacrilamida es una de las técnicas
oficiales empleadas en nuestro pais para la deteccion de leche de vaca en
mezclas lacteas de oveja y cabra, segin lo establecido en el Real Decreto
1.533/91, de 18 de octubre (BOE de 30 de octubre de 1991). La técnica se
basa en la mayor movilidad electroforética de la a.; -caseina de la leche de
vaca con respecto a las caseinas a.- de las leches de oveja y cabra. El limite de
deteccion es de un 2 % de leche de vaca en leches de oveja o cabra.

En general, las técnicas electroforéticas permiten la identificacion y
cuantificacion de una leche en mezclas lacteas. Sin embargo, existen varios
factores como el pH, la concentracion y tipo de cuajo, la cantidad de cuajo
retenido en la cuajada, la adicion de cultivos iniciadores, etc., que intervienen
directamente en los fenémenos de degradacion proteica y que hacen dificil
encontrar una aplicacion de Ia técnica valida para todos los tipos de queso.

IL. 8. 2. 2. Electroforesis de las proteinas del suero

Amigo y col., (1989), emplearon la electroforesis de las proteinas del
suero para identificar el origen animal de una leche en mezclas lacteas y
quesos. Para ello, se basaron en la mayor movilidad electroforética de la [3-
lactoglobulina de la leche de vaca con respecto a las de oveja y cabra.

La deteccion de 1a leche de vaca en mezclas lacteas y quesos mediante el
analisis de las proteinas séricas de la leche, es una de las técnicas
electroforéticas oficiales segun lo establecido en el Real Decreto 1.533/91 de
18 de octubre (BOE de 30 de octubre de 1991). Esta técnica, se basa en la
mayor movilidad electroforética de la B-lactoglobulina de la leche de vaca con
respecto a la o-lactoalbumina y B-lactoglobulina de las leches de oveja y
cabra. E]l limite de deteccion de la leche de vaca en las mezclas lacteas es del
2 % y en los quesos del 3 %. La técnica puede emplearse tanto en leches
crudas como en leches pasteurizadas, ya que los estudios realizados (Amigo y
col., 1989), sobre el efecto de los tratamientos térmicos, han demostrado que
el calentamiento de la leche a 90°C durante 15 segundos, no afectaba a la
cuantificacion de la leche de vaca en las mezclas de diversas especies
animales.
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IL. 8. 2. 3. Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque es una técnica de electroforesis en un gradiente de
pH que permite separar componentes que solamente difieren en 0,001
unidades de pH. Cuando se aplica un campo eléctrico, las proteinas migran
hacia los diferentes electrodos segun su carga eléctrica. La proteina entra en
zonas de pH mas bajas y mas altas de acuerdo con la relacidén carga neta/curva
de pH, por lo que gradualmente va perdiendo su carga neta. Cuando la
proteina alcanza su punto isocléctrico (carga neta cero), cesa su migracion y
precipita. Por tanto, en la técnica del isoelectroenfoque la separacion depende
del punto isoeléctrico de la proteina y no de su carga y tamafio. Con esta
técnica, se pueden diferenciar caseinas y proteinas del suero de la leche de
vaca, oveja, cabra, bufala y yegua (Ramos y Judrez, 1986).

Addeo y col., (1984), describieron un método de isoelectroenfoque de las
caseinas que permitia detectar un 5 % de leche de vaca afiadida a quesos de
oveja tipo Pecorino con 5 meses de maduracion. Este método se basaba en la
diferente movilidad electroforética de las para-k-caseinas ovina y bovina.

Krause y Belitz (1985), detectaron la adicion de leche de vaca a los
quesos de oveja y cabra por una técnica de isoelectroenfoque de las y,-
caseinas. Addeo y col., {1989), introdujeron modificaciones con objeto de
aumentar 1a sensibilidad de la técnica. Para ¢llo, provocaban la formacién de
y-caseinas al someter a la B-caseina del queso a la accién de la plasmina. La
separacion de las proteinas en el gel de electroforesis se obtenia en 3 horas. El
desarrollo del isoelectroenfoque por el aparato PhastSystem permite separar
las y,-caseinas de las leches de vaca, cabra, oveja y bufala en 40 minutos
(Moio y col., 1990). El limite de deteccidén de la leche de vaca en mezclas
lacteas es del 0,5 %. La simplicidad y rapidez de este procedimiento permite el
analisis rutinario de la leche de vaca en mezclas lacteas y quesos.

Recientemente, Addeo y col., (1995), con objeto de detectar 1a leche de
vaca afiadida a los quesos de oveja, introdujeron una modificacién a un
método de referencia de la Comunidad Europea, que consistia en un
tratamiento previo de la muestra de queso con plasmina, y una separacion por
medio de un isoelectroenfoque de las y.- y y,-caseinas procedentes de las
leches de vaca y oveja. Dicha modificacién consistia en efectuar un
inmunobloting de los péptidos obtenidos con la hidrolisis, utilizando
anticuerpos policlonales frente a la B-caseina de la leche de vaca. No obstante,
esta técnica no se puede utilizar para los quesos en cuyo proceso de
elaboracién se incorporan proteinas séricas. Molina y col., (1996), han
desarrollado una técnica que permite detectar y cuantificar leche pasteurizada
o esterilizada de vaca o proteinas séricas de vaca afiadidas a los quesos de
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oveja, cabra o de sus mezclas a una concentracion inferior al 1 %. Para ello, la
muestra de queso se separa por isoelectroenfoque mediante el aparato
PhastSystem y a continuaciéon, una vez transferidas las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa se efectiia un inmunobloting utilizando anticuerpos
policlonales frente a la B-lactoglobulina de vaca.

Rispoli y col., (1991), utilizaron una técnica de isoelectroenfoque de las
proteinas séricas para detectar la leche de vaca afiadida a quesos de oveja tipo
Roquefort. Con independencia del grado de maduracion del queso, existe una
banda proteica que permite detectar la presencia de la leche de vaca en los
quesos de oveja.

En general puede afirmarse que al igual que otras técnicas
electroforéticas, los fenémenos de degradacion proteica propios de los quesos
madurados dan lugar a la formacion de muchas bandas en el espectro
electroforético que dificultan su interpretacion.

IL 8. 2. 4. Electroforesis capilar

Aunque las técnicas mas utilizadas para el analisis de aminoécidos,
péptidos y proteinas han sido tradicionalmente la cromatografia liguida de alta
resolucion (HPLC), la cromatografia de gas (GC) y la electroforesis en geles
de poliacrilamida, recientemente s¢ ha desarrollado una nueva técnica
aplicable a este tipo de analisis que es la electroforesis capilar (Cancalon,
1995). Esta técnica se basa en separar moiéculas con idéntico cociente
carga/masa y diferentes masas sometiéndolas a un campo eléctrico en el
interior de un tubo de silica que tiene de 50 a 150 pm de diametro. La ventaja
que presenta este método con respecto a las otras técnicas de analisis es que
permite detectar y cuantificar simultaneamente diferentes moléculas ya que el
equipo estd dotado de un sistema que elimina el tampon de relleno de la
columna y lo reemplaza por otro de forma automatica, permitiendo analizar los
diferentes componentes de una muestra sin necesidad de intervenir. Otras
ventajas de este método son la rapidez del analisis, que puede efectuarse en
menos de 10 minutos aunque se ha establecido un tiempo medio de 20 minutos
(solo se requieren intervalos de 3 minutos para el lavado y reequilibracién de
la columna entre dos analisis consecutivos) y el pequefio volumen de tampén
requerido. A pesar de que inicialmente a esta técnica se le atribuia falta de
sensibilidad, este problema se esta subsanando en la actualidad mediante la
introduccién de mejoras en los sistemas de deteccion.

Recientemente, las técnicas de electroforesis capilar se han empleado
para separar las proteinas séricas y las caseinas en leches y quesos de
diferentes especies, aunque ain no se han publicado trabajos que demuestren
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la aplicacion de estas técnicas en la deteccion de leche de vaca afiadida a las
leches v quesos de oveja y cabra.

Cifuentes y col., (1993), emplearon una técnica de electroforesis capilar
para separar las principales proteinas séricas (B-lactoglobulina A, pB-
factoglobulina B, a-lactoalbimina y BSA) en leches de vaca crudas y UHT. El
tiempo necesario para la separacion de las proteinas fue de 9 minutos, mientras
que para separar las mismas proteinas por la técnica de HPLC se requieren
aproximadamente 35 minutos (cuatro veces mas). La reproducibilidad
intraensayo de los tiempos de migracion era CV < 1 % e interensayo
CV < 2 %. No obstante, la reproducibilidad del area de pico era bastante
inferior (CV = 1,9-6,5 % intraensayo y CV = 17 % interensayo). La exactitud
de los resultados era alta comparada con la que se obtenia con las mismas
muestras empleando la técnmica de HPLC. Otte y col., (1994), separaron las
proteinas séricas de leche de vaca como la B-lactogiobulina, a-lactoaibimina,
seroalbimina e inmunoglobulinas G en 8 minutos. Recio y col., (1995),
desarrollaron un método que mejoraba la resolucién de las proteinas séricas
obtenida con otras técnicas de electroforesis capilar, al eliminar las
interacciones de las proteinas con las paredes del tubo capilar. Kinghomn y
col., (1996), desarrollaron una técnica que permite mejorar la resolucion de la
seroalbiimina e inmunoglobulinas.

Tanto la composicién de la caseina entera como la hidrolizada por la
accion de la quimosina han sido analizadas por electroforesis capilar
(Kristiansen y col., 1994). Otros autores (Chen y Zang, 1992), han empleado
esta técnica con objeto de detectar la adulteracion de leche cruda con leche en
polvo y contrastar los resultados que se habian obtenido por HPLC. Para ello,
separaban las proteinas del suero y las caseinas y cuantificaban el cociente 3-
caseina/a-lactoalbimina. Jong y col, (1993), han separado las variantes
genéticas de las proteinas lacteas y han desarrollado un método para detectar
la adicién de leche en polvo a la leche fresca y para detectar tratamientos de
sobrepasteurizacion. Frutos y col., (1996), también han separado las variantes
genéticas de la B-lactoglobulina por esta técnica.

I1. 8. 3. METODOS INMUNOLOGICOS

La aplicacion de las técnicas inmunologicas al analisis de los alimentos
para la deteccion de constituyentes naturales, plaguicidas, microorganismos,
toxinas y otros componentes de los alimentos, esta adquiriendo cada dia mayor
auge debido a las ventajas que aportan frente a los métodos convencionales. Su
sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste, las hacen especialmente atiles
para la deteccion de microorganismos y otros contaminantes en los alimentos.
Las técnicas inmunoldgicas se diferencian del resto de las téenicas analiticas,
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en que la alta tecnologia reside en las moléculas (anticuerpos), en lugar de en
su soporte instrumental.

El empleo de las técnicas inmunoldgicas en el andlisis de los alimentos
presenta muchas ventajas con respecto a otros métodos como la cromatografia
de gas, la cromatografia en capa fina, la cromatografia liquida de alta
resolucion y la electroforesis. Entre las ventajas principales conviene destacar:
la minima cantidad de muestra necesaria para el ensayo, la reduccion del
tiempo de analisis e instrumental poco complejo.

Los métodos inmunoldgicos aplicados a la identificacion de especies en
mezclas de leches y quesos incluyen las técnicas de inmunodifusion en geles
de agar, la inhibicion de la hemaglutinacidn, la inmunoelectroforesis, las
técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) y el inmunodoting (Hernédndez y col,,
1994).

I1. 8. 3. 1. Inmunoprecipitaciéon

Los primeros inmunoensayos se basaron en la observacion de que los
animales inmunizados con un antigeno especifico producian un inmunosuero
que precipitaba “in vitro” si se mezclaba, a la concentraciéon adecuada, con el
antigeno que le habia inducido. Cuando los antigenos solubles se mezclan con
los inmunosueros especificos, se formaban complejos moleculares de gran
tamafio observables a simple vista. Basandose en las reacciones de
precipitacion antigeno-anticuerpo, surgioé la posibilidad de diferenciar las
proteinas de la leche de distintas especies animales. Sin embargo, 1a principal
dificultad de la aplicacién de estas técnicas radicaba en que los sueros
obtenidos frente a la leche de vaca reaccionaban, ademas, con las leches de
oveja, cabra, bufala y mujer. Para resolver dicho problema, se recurrio a
técnicas de absorcion del inmunosuero con las leches frente a las que daban
reacciones cruzadas. Pinto (1966), para diferenciar leches de vaca, bufala,
cabra y oveja, desarrollé una técnica de precipitacion en la que utilizaba un
inmunosuero obtenido frente a las proteinas séricas de leche de estas especies
neutralizado con las especies heterélogas.

I1. 8. 3. 2. Immunodifusion

Las técnicas de inmunodifusion se desarrollaron con posterioridad a las
técnicas de precipitacion. En la técnica de inmunodifusion doble, el antigeno y
el anticuerpo difunden a través de un agar, y en caso de correspondencia
forman en su recorrido complejos antigeno-anticuerpo que se visualizan al
originar bandas de precipitacidon. En la inmunodifusion radial el antigeno o el
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anticuerpo se incorporan directamente al gel, mientras el otro se deposita en un
pocillo desde el cual difunde e interacciona con el presente en el gel.

Inmunodifusion doble

Durand y col, (1974), detectaron la incorporacién de leche de vaca en
leche de cabra u oveja por el método de inmunodifusién en agar. Para ello,
estos autores obtuvieron un inmunosuero especifico anti-proteinas séricas de
leche de vaca, después de neutralizarlo con proteinas de las leches de oveja y
cabra. Este método es aplicable a quesos madurados, ya que los fenoémenos de
degradacién de las proteinas no afectan a los resultados. Sin embargo, las
proteinas séricas se desnaturalizan con los tratamientos térmicos, y por tanto,
el método no es aplicable ni a las leches esterilizadas ni a los quesos fundidos
de vaca.

Garcia y col, (1989), desarrollaron una prueba de campo (COMIT),
basada en la inmunodifusion en geles de agar para detectar 1a adicion de leche
de vaca a la leche de oveja. En esta técnica, todos los componentes de la
reaccion se inmovilizan en discos de papel de filtro. Por ello, esta técnica es
muy util como prueba de campo ya que todos los componentes necesarios
(placas de agar, plantilla, discos de inmunosuero y de referencia) se pueden
suministrar en forma de kit y la realizacion e interpretacton de los resultados
es muy sencilla. La anica desventaja de esta técnica es que no es cuantitativa,
por tanto, si se quieren cuantificar los resultados, o si se buscan porcentajes de
adicion de leche de vaca a una mezcla lactea inferiores al 3 %, hay que recurrir
a otras técnicas mas sensibles y precisas.

Inmunodifusion radial

Levieux (1974), desarrolld0 una técnica de purficacion de las
inmunogliobulinas Ig G, de la leche de vaca por cromatografia de intercambio
idnico. Con las Ig G, purificadas se inmunizaban cabras u ovejas y el
inmunosuero obtenido no presentaba reacciones cruzadas frente a leches
distintas de la de vaca, eliminando la necesidad de neutralizar el inmunosuero
por técnicas de absorcion. Los mmmunosueros obtenidos detectaban adiciones
de un 1 % de leche de vaca a leches de oveja o cabra. Esta técnica presentaba
la ventaja de ser rapida (3-4 horas) y sencilla.

La inmunodifusion radial es una de las técnicas oficiales para detectar
leche cruda o pasteurizada de vaca afiadida a leches de oveja o cabra segin lo
establecido en el Real Decreto 1.533/91 de 18 de octubre (BOE de 30 de
Octubre de 1991). El limite de deteccion establecido para esta técnica es del
1 %.



INTRODUCCION 47

il. 8. 3. 3. Inhibicién de la hemaglutinacién

En la técnica de inhibicion de la hemaglutinacion (Levieux, 1980},
ademas de un inmunosuero especifico, se utilizan glébulos rojos de pollo
sensibilizados con la inmunoglobulina Ig G,. E! inmunosuero es capaz de
aglutinar estos globulos rojos incluso a diluciones elevadas. Al mcubar una
dilucién del inmunosuero con una leche de cabra adulterada con vaca, los
determinantes antigénicos propios de la leche de vaca neutralizan la actividad
del inmunosuero y los globulos rojos no se aglutinan. Esta técnica tiene un
limite de deteccion de leche de vaca en leches de oveja o cabra de 0,1 % y en
quesos de 0,4 %.

L 8. 3. 4. Inmunoelectroforesis

En esta técnica, el antigeno es sometido a una electroforesis en un gel
que contiene el anticuerpo. La visualizacion de la reaccion antigeno-anticuerpo
se lleva a cabo por medio de una tincién. Para cuantificar esta reaccion, se
emplean patrones de concentracion conocida. Radford y col., (1981), detectan
concentraciones del 1-5 % de leche de vaca en leche de cabra.

IL 8. 3. 5. Técnicas inmunoenzimaticas (ELISA)

El conocimiento de 1a estructura de las inmunoglobulinas y el uso de una
gran variedad de marcadores (isOtopos radiactivos, enzimas, particulas
fluorescentes, bacteriofagos y particulas inertes), permitié la difusion de los
mimunoensayos. [.as sustancias marcadoras se unian a la region constante (F.)
del anticuerpo por medio de un enlace covalente sin interferir con la unién al
antigeno.

Las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA), constituyen en la actualidad
las técnicas inmunoldgicas mds ampliamente utilizadas. Estas técnicas,
emplean marcadores enzimaticos para la detecciéon y amplificacion de las
reacciones antigeno-anticuerpo. Las técnicas de conjugacion para marcar los
antigenos y los anticuerpos con una enzima deben permitir mantener la
actividad de 1a enzima y del anticuerpo o antigeno conjugados. La degradacion
por la enzima de su sustrato produce una reaccion colorimétrica que permite
cuantificar las reacciones antigeno-anticuerpo.

El empleo de los enzimas como sustancias marcadoras en los
inmunoensayos, fue introducido por Engvall y Perlmann (1971). Las enzimas
presentan ciertas ventajas con respecto a otras sustancias marcadoras, como
son su disponibilidad en formas altamente purificadas, su facilidad de manejo,
su estabilidad a lo largo del tiempo, su bajo coste y la facilidad de su
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acoplamiento a las proteinas. Las enzimas que se utilizan con mayor
frecuencia en las técnicas inmunoenzimaticas son la peroxidasa de rabano y la
fosfatasa alcalina. Los sustratos solubles que mas se utilizan para la peroxidasa
son: la o-fenilendiamina (OPD), la 2,2’azino-(3 etil-benzotiazolina) sulfénico
(ABTS) y la tetrametilbenzidina (TMB). El sustrato soluble mas usado para la
fosfatasa alcalina es el p-nitrofenil fosfato (pNPP).

En las técnicas de ELISA, uno de los dos elementos (antigeno o
anticuerpo) de la reaccion inmunoldgica, se une por enlaces hidrofdbicos o
enlaces covalentes a una fase solida (poliestireno, polivinilo, nylon, vidrio,
nitrocelulosa, silica, poliacrilamida o agarosa). Cuando se emplea como fase
solida la agarosa o poliacrilamida, la separacidn entre los complejos antigeno-
anticuerpo y los antigenos y anticuerpos libres, se realiza por filtracion o
centrifugacion. El formato de fase solida que se ha empleado con mayor
frecuencia, es una placa de poliestireno de 96 pocillos. En este caso, la
separacion entre los complejos antigeno-anticuerpo y los antigenos y
anticuerpos libres se realiza por lavados sucesivos.

Existen diversos factores que determinan cual es el formato de ELISA
idoneo para el desarrollo de una aplicacion especifica. Estos son: la muestra
objeto del analisis (tipo y cantidad), el tiempo disponible para efectuar cada
determinacion, el grado de exactitud requerido o los medios materiales y
humanos disponibles (infraestructura, equipos de analisis y especializacion de
los técnicos).

Los formatos de ELISA pueden ser competitivos cuando se utilizan
cantidades limitadas de antigeno o anticuerpo, o no competitivos cuando los
anticuerpos o los antigenos se incorporan en exceso (Gosling, 1990). Los
formatos de ELISA mas utilizados son: el ELISA indirecto, el ELISA
competitivo y el ELISA sandwich.

En el ELISA indirecto (Figura II. 4.), el antigeno se adsorbe a una fase
solida, y el anficuerpo que se afiade a continuacion, se une al antigeno
inmovilizado. El anticuerpo puede estar directamente conjugado a una enzima
o bien se afiade un segundo anticuerpo marcado con una enzima que reconoce
como antigeno al anterior. Finalmente, se afiade el sustrato especifico de la
enzima. La degradacién del sustrato por la enzima produce una reaccion
colorimétrica cuantificable por espectrofotometria.
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Adicion del antigeno especifico a los pocillos de O
una placa de poliestireno

Incubacién y lavado de la placa

V

Adici6n de una solucion de tapizado

!

Incubacidn y lavado de la placa

V

Adicion de los anticuerpos especificos /<

'

Incubacién y lavado de la placa

' E

Adicion de un segundo anticuerpo marcado con
una enzima

v

Incubacién y lavado de la placa

\

Adicion del sustrato -3 Medida de la Absorbancia

Figura Il. 4. Modelo tedrico de un ELISA indirecto para la deteccién y
cuantificacion de un antigeno en una muestra problema.
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En el ELISA competitivo (Figura II. 5.), el antigeno purificado se
adsorbe a la fase sélida. A continuacion, se afiaden conjuntamente una muestra
que contiene una concentracion desconocida de antigeno y un anticuerpo
especifico marcado con una enzima. Los antigenos presentes en la muestra
competiran con los antigenos inmovilizados por su unién al anticuerpo.
Seguidamente, se eliminan los anticuerpos unidos a los antigenos de la muestra
por un lavado. La unién de los anticuerpos a los antigenos adsorbidos a la fase
solida, se mide por la reaccion colorimétrica resultante de 1a adicion del
sustrato. Cuando la muestra contiene una gran concentracion de antigeno, no
quedan anticuerpos disponibles para reaccionar con los antigenos
inmovilizados y por tanto la reaccion colorimétrica es poco intensa. Mientras
que cuando el antigeno no esta presente en la muestra, se unen una gran
cantidad de anticuerpos al antigeno inmovilizado en la fase solida.

En el ELISA sandwich (Figura II. 6.), se une un anticuerpo a la fase
solida y seguidamente, se afiade la muestra que contiene el antigeno. Después
de un lavado que elimina los antigenos no unidos a la fase sélida, se afiade un
segundo anticuerpo marcado con una enzima. La union del segundo anticuerpo
al antigeno se cuantifica por la reaccién colorimétrica resultante de la
degradacion por el enzima del sustrato.

En los ultimos afios, se han desarrollado muchos formatos de ELISA para
detectar leche de vaca en leches y quesos de oveja y cabra. La técnica del
inmunodoting es una técnica inmunoenzimatica que utiliza como soporte una
membrana de nitrocelulosa. Las muestras de leches o quesos, se depositan en
la membrana y después de un periodo de incubacion, se afiade el suero
especifico. Seguidamente, se lava la membrana para eliminar los anticuerpos
no unidos a los antigenos, y se afiade un segundo anticuerpo que reconoce
como antigeno al anterior. Este segundo anticuerpo esta conjugado a una
enzima. Cuando se afiade el sustrato, éste se degrada por la enzima
permitiendo la visualizacion de la reaccion antigeno-anticuerpo.

Este método es cualitativo, y esta especialmente indicado como prueba
rapida de campo en empresas que no disponen de {a infraestructura de un
laboratorio o de técnicos especializados. Aranda y col., (1988), utilizaron
inmunosueros obtenidos frente a las caseinas de ieche de vaca para detectar la
adicion de leche de vaca a leches y quesos de oveja con un limite de deteccion
de leche de vaca en leche de oveja del 0,1 %. Estos mismos autores (Aranda y
col., 1993), emplearon sueros frente a las inmunoglobulinas de la leche de
cabra para detectar 1a adicién de leches de vaca y cabra a las de oveja con un
limite de deteccion de leches de vaca o cabra en oveja del 0,5 %.
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Adicion del antigeno especifico a los pocillos de O
una placa de poliestireno

E
O O Incubacién y lavado de la placa

—Q—O—Q—Q Adicion de la muestra que contiene el antigeno junto
con el anticuerpo especifico marcado con una enzima

E Los antigenos presentes en la muestra compiten con los

E
E E antigenos inmovilizados a la placa por su unién al
; ( ! anticuerpo

E \
E E‘ E Incubacién y lavado de la placa
Adici6én del sustrato *
*
* *
f * E* * E* E
' Y

Medida de la Absorbancia

Figura 1. 5. Modelo teérico de un ELISA competitivo para la deteccion y
cuantificacion de un antigeno en una muestra problema.



INTRODUCCION 52

Adicion de los anticuerpos especificos I

v

Y <I Y Incubacién y lavado de la placa

Adicion del antigeno especifico O

? (9 ? Incubacié; y lavado de la placa

Adicion de un segundo anticuerpo marcado con El

una enzima

E E *
E E
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Adicion del sustrato *
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Figura 1I. 6. Modelo tedrico de un ELISA sandwich para la deteccion y
coantificacién de un antigeno en una muestra problema.
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La mayoria de estos inmunoensayos, emplean anticuerpos policlonales
obtenidos frente a las proteinas séricas (Garcia y col., 1990; 1991), caseinas
(Rodriguez y col., 1990; 1993) o péptidos de pequefio tamafic de las proteinas
de leche de vaca (Rolland y col., 1993; 1995). Los anticuerpos policlonales,
con frecuencia presentan reacciones cruzadas frente a proteinas distintas de
aquellas que se emplearon en su obtencion y por tanto, se requiere el uso de
técnicas de purificacion por cromatografia de afinidad o neutralizacién, para la
eliminacién de dichas reacciones inespecificas. Ademas, en la obtencion de los
inmunosueros, los animales de experimentacion se sacrifican al final de la fase
de inmunizacion. Por consiguiente, la gran variabilidad individual en la
respuesta inmunologica limita la aplicacion de estas técnicas a lo largo del
tiempo.

Las limitaciones inherentes a la utilizacion de los anticuerpos
policlonales fueron resueltas por la tecnologia de obtencion de hibridomas
(Kohler y Milstein, 1975), ya que permitia la produccion continua e ilimitada
de anticuerpos monoclonales de especificidad idéntica a lo largo del tiempo.
Levieux y Venien (1994), desarrollaron un ELISA de tipo sandwich utilizando
anticuerpos monoclonales frente a 1a 3-lactoglobulina de la leche de vaca, para
detectar leche de vaca afiadida a las leches de oveja y cabra. No obstante, las
proteinas séricas se desnaturalizan con los tratamientos térmicos y por tanto, la
mayoria de los trabajos se han dirigido a la producciéon de anticuerpos
monoclonales frente a la x-caseina (Feng y Cunningham, 1989; Kuzmanoff y
col., 1990a), o, -caseina (Kuzmanoff y col., 1991), a.-caseina (Leung y col.,
1991) y B-caseina (Nagaune y col., 1988; Kuzmanoff y col., 1991; Oudshoorn
y col., 1994; Anguita y col., 1995).
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111. 1. MATERIALES
IIL. 1. 1. MATERIAL DE LABORATORIO

En la preparacion de los tampones acuosos se empled agua destilada
desionizada obtenida en un aparato de filtracion milli RO-milli Q de
"Millipore". También se empled agua destilada obtenida en un destilador
"Pobel” mod. 706. (1)

Las pesadas ordinarias se efectuaron en una balanza monoplato "AND"
mod. EW-600A. Para las pesadas de precision se utilizo la balanza analitica
"AND" mod. ER-120A.

Las mediciones de pH se hicieron con un pHmetro "Metrohm" mod. 654.

La disolucion de los tampones se realizé por agitacion electromagnética,
y, en algunos casos, aplicando calor, utilizando placas "Nuova II" mod.
Thermolyne. Los agitadores de tubos empleados fueron "Heidolph" mod.
REAX 2000.

Las incubaciones que requerian un control preciso de la temperatura se
efectuaron en un bafio de agua termostatado "Selecta” mod. Unitronic
6.320.100.

La desgasificacion requerida en la preparacion de los tampones, se
realizo mediante un aparato de ultrasonidos "Selecta” mod. Ultrasons y con
una bomba de vacio "Eyela” mod. Aspirator A-3S.

Las liofilizaciones se realizaron en un liofilizador "Terruzi-Melvisa"
mod. TP3 con una superficie util de carga de 0,3 m’, dotado de equipo de
registro, dispositivo de termovacio y programador.

Las muestras y reactivos s¢ conservaron en arcones congeladores
"Liebherr" y "Kelvinator" mod. AKR-20 y en un armario frigorifico
"Kelvinator”, termostatado a 4:1°C.

Las células de mieloma y los hibridomas se conservaron a -85°C en un
arcon congelador "Sanyo” y a -196°C en tanques de nitrdgeno liqgmdo
suministrado por "Carburos Metalicos".

(1) La cita de marcas de aparatos, reactivos, etc., no significa que el autor las
recomiende con preferencia a otras marcas del mercado.
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Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada "Sorvall”
mod. RC-5B, equipada con rotores SS-34 y GSA. Las centrifugaciones para
pequefios volimenes de muestra se efectuaron en una centrifuga "Heracus"
mod. Biofuge A y mod. Megafuge 1.0.

Las dialisis de las muestras se efectuaron con membranas "Serva" mod.
27/32 y "Medicell International LTD" mod. 6-27/32.

Las filtraciones de los tampones se realizaron con filtros "Millipore”
mod. HATF de 0,45 pm y mod. GVWP de 0,22 um, utilizando portafiltros
"Millipore” de polipropileno.

Para las electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se utilizé un
aparato de electroforesis "Bio-Rad" mod. Protean II, empleando una fuente de
alimentacion "Bio-Rad" mod. 200/2.0. También se realizaron electroforesis en
un aparato "Pharmacia LKB" mod. PhastSystem.

Para las transferencias de los geles de electroforests a las membranas de
nitrocelulosa en la técnica de inmunobloting, se empled el sistema "Bio-Rad"
mod. Trans-Blot, utilizando una fuente de alimentacion "Bio-Rad" mod.
1000/500.

La cromatografia liquida de alta eficacia se realizd en un sistema
"Pharmacia LKB" mod. FPLC provisto de una unidad control mod. LCC 500-
Plus, dos bombas mod. P-500, una vailvula de inyeccion mod. MV7, un
detector mod. UV MIL un colector FRAC-100 y un registrador mod. REC 2.
La columna cromatografica utilizada fue suministrada por "Pharmacia LKB"
mod. mono Q HR 5/5.

Las determinaciones espectrofotométricas, se llevaron a cabo en un
espectrofotometro "Kontron" mod. Uvikon 820 y en un espectrofotémetro de
doble haz "UV-VIS Hitachi" mod. U-2000.

Las placas de ELISA de poliestireno de 96 pocillos que se emplearon en
las técnicas inmunoenzimaticas eran de "Nunc" mod. 4-42404. La agitacion de
las placas se hizo en agitadores de placas de ELISA "Wallac" mod. 1296-001
Delfia Plateshake y para las medidas espectrofotométricas se utilizo un lector
espectrofotométrico de placas de ELISA "Flow Laboratories" mod. Titertek
Multiskan Plus, version 1.4.

Se emplearon micropipetas automaticas "Gilson"” modelos p-500, p-1000,
p-200 y p-20 y "Labsystems" mod. Finnpipette. Ademas se utilizé una pipeta
eléctrica "Tecnomara” mod. Acuboy.
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Las muestras se homogeneizaron en un triturador "Polytron” mod.
PTA/20TS.

La esterilizacion himeda del material utilizado en este trabajo se realizd
mediante un autoclave "Selecta" mod. Autester G, usando cintas de papel
indicador para comprobar la efectividad del proceso. La esterilizacion del
material de vidrio se realizd por calor seco en una estufa de aire forzado
"Heraens" mod. KFTU-K.

Todas las manipulaciones de los medios de cultivo celulares se
cfectuaron en una campana de flujo laminar "Telstar” mod. AV-100 equipada
con una lampara ultravioleta.

Las incubaciones de las células de mieloma e hibridomas se realizaron en
una estufa "Heraeus” mod. 6000 a 37°C con una concentracion de CQ. del

5 %. E! control del crecimiento celular y los recuentos, se realizaron con un
microscopio "Nikon" mod. TMS-F Num. 300613.

Ademés se ha empieado material fungible de uso general en un
laboratorio de cultivos celulares como placas y frascos de cultivo celular,
pipetas estériles, criotubos, tubos eppendorf, viales estériles de plastico,
pipetas pasteur, etc.

IIL 1. 2. MATERIAL BIOLOGICO
111 1. 2. 1. Origen de las nmestras

En este trabajo se han utilizado dos tipos de muestras:

Muestras de leche:

1.- Leche cruda refrigerada

La leche de vaca utilizada en este trabajo procedia de la Ganaderia
"Priégola”, de la Cooperativa "La Colmenarefia” y de las Queserias "La
Abulense", todas ellas ubicadas en la Comunidad Auténoma de Madrid. En
todos los casos la leche procedia de vacas de raza Frisona.

La leche de oveja fue suministrada por una ganaderia ubicada en
"Alcazar de San Juan" (Ciudad Real). La raza productora fue la Manchega.
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La leche de cabra se obtuvo de ia Queseria Artesanal "La Cabezuela",
ubicada en Fresnedillas de la Oliva (Madrid). La raza productora fue la
Serrana.

La leche se recogi6é de los tanques de refrigeracién de las ganaderias
correspondientes y se transporto al laboratorio en botellas de vidrio estériles, y

en condiciones de refrigeracion.

2.- Leches pasteurizada, esterilizada y UHT

La leche de vaca pasteurizada, esterilizada y UHT procedian de centros
comerciales de venta al detalle.

Muestras de queso:

Los quesos de vaca, oveja y cabra utilizados en la preparacion de las
mezclas se adquirieron en centros comerciales. Se emplearon dos tipos de
quesos puros de vaca: uno de nata de Cantabria y otro francés (marca “Riches
Monts™), ambos con un grado de maduracion de 1 mes. Como quesos puros de
oveja se emplearon dos marcas: “Don Bemardo” y “Coquem” con un periodo
de maduracién de 4 meses. Como quesos de cabra se utilizaron dos tipos de
quesos: un queso elaborado de forma artesanal (marca “La Cabezuela™) con un
grado de maduracion de 1 mes y otro queso de la marca “Garrotxa” con un
grado de maduracion de 3 meses.

I1I. 1. 2. 2. Obtencion de los inmunosueros

En la obtencién de los inmunosueros se emplearon conejos machos
blancos de raza neozeolandesa, de 2,5 Kg de peso. 1.os conejos se mantuvieron
en el animalario del Departamento de Nutricion y Bromatologia I, de la
Facultad de Veterinaria (UCM) de Madnid.

Para la obtencion de anticuerpos monoclonales se emplearon ratones
hembras de la estirpe Balb/c, de 6 semanas de edad y 20-25 g de peso, criados
y mantenidos en ¢l mismo animalario.

I11. 1. 2. 3. Células de mieloma

En 1a obtencion de los anticuerpos monoclonales se emplearon células de
mieloma de raton de la linea P3X63-Ag 8653.
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IIL 1. 3. PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productos quimicos y bioldgicos utilizados en los experimentos
descritos en este trabajo fueron suministrados por alguna de las siguientes
firmas: "Panreac", "Sigma", "Merck", "Pharmacia”, "Boehringer”, "Probus”,
"Fluka", "Difco" y "Dakopatts".

Los medios de cultivo cetular y los suplementos afiadidos a los mismos,
fueron de "Gibco", suministrados por "Izasa".

I1I. 2. METODOS
I11. 2. 1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ANTIGENICOS
IIL. 2. 1. 1. Extraccion de las caseinas de la leche de vaca

La leche cruda de vaca se desnaté mediante una centrifugacioén a 13.000
g durante 10 minutos a 4°C y se filtré por lana de vidrio. A continuacion, la
leche desnatada se calenté a 37°C y se acidificé con HCI 0,2 M hasta alcanzar
un valor de pH de 4,6, que provocd la precipitacion de las caseinas.
Seguidamente, la leche se mantuvo a 40°C durante 30 minutos, y se centrifugo
a 6000 g durante 30 minutos para separar las caseinas precipitadas.
Finalmente, las caseinas se lavaron tres veces con agua destilada para eliminar
las proteinas séricas residuales. Las caseinas asi obtenidas se liofilizaron y se
mantuvieron a -20°C hasta su utilizacion.

III. 2. 1. 2, Separacion de las fracciones caseinicas de la leche de vaca
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (FPLC)

La cromatografia liquida de alta eficacia para la purificacion de proteinas
(FPLC), permite la separacion de los distintos componentes de una muestra de
forma rapida, reproducible, y sin pérdidas de su actividad biologica.

El equipo de FPLC estd compuesto de dos bombas que impulsan los
tampones a través de una columna cromatografica. Un detector dotado con una
lampara de mercurio localizado a la salida de la columna, permite el registro
de las proteinas que eluyen de la misma. Un colector recoge, de forma
sincronizada a la impresion de los picos en el registrador, las proteinas que se
han separado durante este proceso.

La columna cromatografica utilizada (mono-Q HR 5/5) como
intercambiador anidnico fuerte, estd dotada de cargas positivas (aminas
cuaternarias). Los grupos funcionales de la muestra que estan cargados
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negativamente, compiten con los iones salinos del tampon para unirse al lecho
de la columna. Una vez que las proteinas de la muestra se han quedado unidas
a la fase estacionaria, se eluyen separadamente, modificando la fuerza idnica
de ia fase movil mediante un gradiente salino.

Preparacion de los tampones:

Se prepararon dos tampones, denominados A y B

1.- Tampén A

Bis-tris-propano 5 mM, HCl 7 mM, Urea 3,3 M, pH 7,0

2.- Tampon B
Bis-tris-propano 5 mM, HC1 7mM, Urea 3,3 M, NaCl 1M, pH7,0

En el momento de su preparacién se filtraron a través de filtros de 0,45
um .

Preparacion de la muestra:

Debido a la tendencia natural de las caseinas a agregarse, éstas se
resuspendieron en un tampon que contenia urea y [3-mercaptoetanol. La urea
es un agente desnaturalizante de las proteinas que actua rompiendo los puentes
disulfuro que se establecen entre las cadenas proteicas, y el 3-mercaptoetanol
es un agente reductor que impide la reorganizacion de dichos enlaces.

Las caseinas liofilizadas de la leche de vaca (50 mg) se disolvieron en 10
ml del tampon A y después de agitar a 20°C durante 5 minutos, el pH se ajustd
a 7,0 y se afiadieron 10 pl de B-mercaptoetanol 14 mM. Seguidamente, la
muestra se mantuvo en agitacion durante 1 hora a 20°C, evitando su contacto
con la luz para impedir la oxidaciéon del mercaptoetanol. Finalmente, la
muestra se filtrd a través de un filtro de 0,22 pm.

Condiciones de la separacion cromatografica:
La separacion de las fracciones caseinicas de la leche de vaca se realizé

signiendo el protocolo descrito por Davies y Law (1987). El proceso
comprende las etapas siguientes:
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1.- Equilibrado del intercambiador aniénico
Se hicieron pasar por la columna mono-Q HR 5/5, 2,5 ml del tampon A,
seguidos de 3 ml del tampdn B y, a continuacién, se pasaron de nuevo otros 5

ml del tampon A.

2.- Unién de las proteinas de la muestra al intercambiador anidnico

A través de la valvula de inyeccion se hicieron pasar por la columna 200
pl de la muestra, a un flujo de Iml/min.

3.- Elucién selectiva de las proteinas de la muestra

Una vez que la muestra penetrd en la columna, el mezclador antomatico
de tampones del aparato efectu6 un gradiente salino segmentado, mezclando el
tampon A con el B para que la concentracion de NaCl en la columna fuera de
0,1 M cuando habian pasado 2 ml, 0,11 M con 9 mi, 0,22 M con 14 ml, 0,28
M con 21,5 ml, 0,295 con 29 ml y 0,43 M con 35 ml.

La identificacion de los picos cromatograficos se efectud haciendo pasar
por la columna, las fracciones caseinicas de la leche de vaca suministradas por
una casa comercial. Una vez identificadas las fracciones que se correspondian
con los picos cromatograficos registrados a 280 nm, se recogieron en un
colector de¢ fracciones de 1 ml. Posteriormente, dichas fracciones se dializaron
frente a agua destilada durante 48 horas y se liofilizaron.

III. 2. 1. 3. Determinacion de la proteina

La determinacion del contenido proteico de las fracciones caseinicas
purificadas por FPLC se realizd segun la técnica de Lowry modificada por
Markwell y col., (1978). Esta técnica se basa en el desarrollo del color que se
produce al reaccionar las proteinas con iones cupricos y con el reactivo de
Folin Ciocalteau, en dos etapas que se describen a continuacion;

1.- En condiciones alcalinas, el cobre (Cu?*) forma un complejo con los

enlaces peptidicos de las proteinas (reaccion de tipo Biuret), reduciéndose
a Cut.

2.- El Cu*, junto con la tirosina y el triptofano, reacciona con el reactivo de
Folin-Ciocalteau originando un compuesto inestable que se reduce
lentamente hasta dar lugar al reactivo molibdeno-tangstico de color azul.
Dependiendo fundamentalmente de su contenido en tirosina y triptofano,
las proteinas producen un color azul de distinta intensidad.
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El método permite medir entre 10-100 pg/ml, y como en cualquier
técnica colorimétrica, existen variaciones segun la proteina que se mida y
segun las condiciones del ensayo.

Reactivos:

1.- Solucion A: Na.,CO, al 2 %, NaOH al 0,4 %, dodecil sulfato sddico
(SDS) al 1 % vy tartrato sodico-potasico (NaKC.H.O:)4 H.O)
al 0,16 % en agua destilada.

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

3.- Solucion C:  Se obtuvo mezclando 100 volumenes de la solucion A con 1
volumen de 1a solucidn B.

4.- Solucién D: Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido en agua destilada en la
proporcion 1:1 (v/v).

Procedimiento:
La determinacion de proteina se realizo en dos etapas;

1.- Se construy¢ la recta patron a partir de una bateria de tubos que contenian
alicuotas de 1 ml de agua destilada y de entre 10-100 pug de B-caseina. Las
muestras se diluyeron en el mismo volumen (1 ml) y se prepar6 un blanco
con agua destilada.

2.- Se afiadieron, a cada tubo, 3 ml de la solucion C, y después de agitar, se
dejaron los tubos en reposo a 20°C durante 10 minutos. A continuacidn, se
adicionaron a cada tubo, 0,3 ml de ia solucién D, y de nuevo después de
agitar, se dejaron los tubos en reposo a 20°C durante 45 minutos.
Finalmente se midid la absorbancia a 660 nm.

1L 2. 2. TECNICAS ELECTROFORETICAS

NL 2. 2. 1. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE)

Las fracciones caseinicas de la leche de vaca purificadas comercialmente,
junto con las caseinas totales de la leche de vaca, se sometieron a
electroforesis en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE). Esta técnica permite separar mezclas complejas de polipéptidos en
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funcion de su tamaiio molecular (Garvey y col., 1977). La electroforesis se
realiz6 de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (1970).

El dodecil sulfato de sodio (SDS), es un detergente aniénico que
interviene junto con otros agentes como el calor y el B-mercaptoetanol en la
desnaturalizacion de las proteinas, reduciendo ios puentes disulfuro de las
cadenas polipeptidicas, y por consiguiente provocando la disociacion de dichas
cadenas en subunidades mas pequeiias. E1 SDS, al unirse a las proteinas, las
proporciona una densidad de carga similar y las dota por unidad de masa de
una carga negativa neta. Al someter el complejo SDS-proteina a electroforesis
en un gel que contiene SDS, su velocidad de migracién viene determinada
principalmente por la masa de la particula SDS-polipéptido segin el principio
de exclusion molecular. 1.a carga negativa neta de las particulas proteicas
permite que con el impulso suministrado por el campo eléctrico, migren hacia
el anodo.

La electroforesis efectuada se denomina "electroforesis de disco” porque
emplea un sistema discontinuo de tampones para elaborar el gel. Asi, el gel
consta de una fase superior hecha con un tampén que por su pH permite la
concentracion inicial de las proteinas en una zona estrecha, y una fase inferior
compuesta de un tampon con distinta concentracién de acrilamida y diferente
pH que el primero. Esta técnica permite separar las proteinas con una
resolucion mayor que otras técnicas convencionales que preparan el gel con un
solo tampén (sistema en continuo).

Tampones, geles y soluciones empleadas:

1.- Tampo6n para solubilizar las muestras

Se compone de:

Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 1,0 mi
Glicerol 0,8 ml
SDS (10 %) 1,6 mi
B-mercaptoetanol 0,4 ml
Azul de bromofenol (0,05 %) 0,2 ml

Agua destilada 4 ml



MATERIALES Y METODOS 64

2.- Solucién de acrilamida-bisacrilamida

Contiene:

Acrilamida 146 g
N,N'-metilen-bisacrilamida 04 g
Agua destilada nasta 50 ml

3.- Gel de separaciéon

Consta de:

Solucidén de acrilamida-bisacrilamida 12 mi
Tris-HC1 1,5 M, pH 8,8 7.5 ml
SDS (10 %) 0,3 ml
Agua destilada ————————— 10,05 ml
Persulfato aménico PSA (10 %) 0,15 ml
TEMED 15 ul

4.- Gel de concentracion

Esta formado por:

Solucidn de acrilamida-bisacrilamida 1.3 ml
Tris-HCIL 0,5 M, pH 6,8 2,5 ml
SDS (10 %) 0,1 ml
Agua destilada 6,1 m]
Persulfato amonico 50 !
TEMED 10 ul

5.- Tampoén de electroforesis

Es un tampon Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, SDS (0,1 %), pH 8,3.

Para preparar 2,5 1 de tampon, se resuspendieron:

Tris-base 7,568 g
Glicina 36,03 g
SDS 2,5 g
Apua destilada hasta 2,5 ]
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6.- Solucion de tincion

Consta de:

Acido acético 50 ml
Alcohol metilico 200 ml
Azul brillante de Coomassie 05¢g
Agua destilada 250 ml

Esta solucién se filtré por papel (Whatman n° 1) antes de su utilizacidn.

7.- Solucién de lavado

Se compone de:

Acido acético 200 mt
Alcohol metilico 800 ml
Agua destilada 1000 ml

Preparacion de las muestras:

Las muestras liofilizadas  (fracciones caseinicas  purificadas
comercialmente vy caseinas totales de la leche de vaca) se disolvieron en el
tampon de solubilizacién a una concentracion de 1 mg/ml y se mantuvieron 5
minutos en un bafio de agua hirviendo, antes de depositar 25 ul (25 pg) de
cada solucion en el gel de concentracion.

Preparacion de los geles:

El gel consta de dos fases: una fase inferior (gel de separacion) y otra
superior (gel de concentracion). Para evitar la presencia de burbujas de aire en
los geles, éstos se desgasificaron por somicacién en un bafio durante 15
minutos, antes de afiadir el TEMED vy el persulfato aménico.

El aparato para la formacion de los geles se llend primero con la solucion
del gel de separacion hasta unos 3 cm de su extremo superior. Para evitar la
formacién de meniscos, se depositd en la superficie de la mezcla un pequefio
volumen de una solucidn saturada de butanol. La mezcla se mantuvo durante 1
h a 37°C, y una vez polimerizada, se retiré el butanol y se lavo su superficie
con agua destilada. A continuacion, se depositd la solucion del gel de
concentracion y se introdujo el peine que forma los pocillos donde se
depositarian las muestras. Finalmente, 1a mezcla se polimerizé durante 30
minutos a 37°C, quedando el gel listo para realizar la electroforesis.
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Condiciones de Ia separacién electroforética:

La electroforesis se realizO manteniendo constante la intensidad de
corriente a 18 mA en un periodo de preelectroforesis que durd 90 minutos, y
cuando el azul de bromofenol incluido en el tamp6n de solubilizacién de las
muestras, mostro la llegada de las proteinas al gel de separacion, la intensidad
se modifico, fijandola en 20 mA. Desde ese momento se dejo correr la
electroforesis durante 4 horas.

Tincién del gel:

Finalizada la electroforesis, el gel se sumergid en la solucion de tefitdo,
donde se mantuvo durante 90 minutos a 37°C. La eliminacion del colorante no
fijado se realizo con {a solucidn de lavado.

IIL. 2. 2. 2. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) utilizando un PhastSystem™

Las fracciones caseinicas de ia leche de vaca purificadas por FPLC, junto
con las caseinas totales de la leche de vaca, se sometieron a electroforesis en
un gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), utilizando
un aparato PhastSystem .

El aparato de electroforesis PhastSystem™, consta de una unidad de
separacion y control y de una unidad de revelado para la tincion y lavado de
los geles. Esta técnica permite controlar automaticamente todas las
operaciones de la electroforesis dotandolas de una rapidez, reproducibilidad y
capacidad de resolucion altas.

Considerando que la movilidad electroforética de las proteinas es
proporcional al voltaje y al tiempo aplicado, y dada la gran variabilidad que
¢ste experimenta a lo largo del tiempo, el aparato se programa en voltios-hora.
Para ello, dispone de un integrador que integra los voltios en el tiempo. Los
voltios-hora son una medida de 1a extension de {a migracion proteica en el gel.

La electroforesis se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante para
separaciones en geles de poliacrilamida homogéneos con dodecil sulfato
sodico (protocolo niumero 111), de acuerdo a la técnica descrita por Laemm)i
(1970), y que se detalla en el apartado 111.2.2.1.
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Tampones, geles y soluciones empleadas:

1.- Tampon para solubilizar las muestras

Se compone de:

Tris-HC] 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0 4,575 ml

SDS (20 %) 0,75 ml

B-mercaptoetanol 0,3 mi

Azul de bromofenol (0,05 %) 0,375 ml
2.- Gel

El gel se obtuvo ya preparado de Pharmacia. Es un polimero homogéneo
de poliacrilamida al 12,5 %, unido a un soporte transparente de poliester.

3.- Tampon de electroforesis

Es un gel solido de agarosa (2 %) que contiene: 0,2 M Tricine, 0,2 M
Tris, 0,55 % de SDS, pH 8,1. Se obtuvo ya preparado de Pharmacia.

4.- Solucion de tincion

a) Inicial:

Se disuelve 1 pastilla de azul brillante de Coomassie (R-350) en 80 ml de
agua destilada y se mantiene en agitacion durante 10 minutos. A continuacion,
se afiaden 120 ml de metanol y la disolucién se agita durante 3 minutos.

b) Final:

Se mezcla 1 parte de solucidn inicial con 1 parte de una solucion de acido
acético al 20 % en agua destilada.

5.- Solucién de Javado

La solucién de lavado se compone de acido acético (10 %), alcohol
metilico (30 %) y agua destilada (60 %).

Preparacién de las muestras:

Las fracciones caseinicas purificadas por FPLC vy las caseinas totales de
la leche de vaca se disolvieron en el tampén de solubilizacién a una
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concentracion de 5 mg/m! y se mantuvieron en disolucion durante 60 minutos
a 20°C. A continuacidn, se deposito automaticamente 1 pl de cada solucion (5
ng de proteina) en el gel.

Condiciones de la separacion electroforética:

Las condiciones que se programaron en el aparato fueron: 250 V, 10 mA,
3 W a 15°C para 1 Vh (voltiohora). Durante la aplicacion de las muestras en el
gel, se cambio momentaneamente la intensidad de corriente de 10 mA a 1 mA,
tras lo cual se establecieron de nuevo las condiciones que se habian fijado
inicialmente. La electroforesis dur6é 70 Vh.

Tincién del gel:

Finalizada la electroforesis, el gel se sumergio en la solucién de tefiido,
donde se mantuvo 8 minutos a 50°C. La eliminacion del colorante no fijado se
realizo con la solucioén de lavado.

IIL 2. 2. 3. Electroforesis nativa en geles de poliacrilamida con urea
(UREA-PAGE)

Las fracciones caseinicas purificadas comercialmente junto con las
caseinas totales de la leche de vaca, se sometieron a electroforesis nativa en un
gel de poliacnilamida con urea (UREA-PAGE).

Esta técnica permite separar las proteinas de una muestra en funcién de
su carga y de su tamafio molecular (Dunn, 1993). El tampén de electroforesis
tiene un pH de 8,3, que hace que las caseinas estén cargadas negativamente
permitiendo su migracion al anodo. La electroforesis se realizé de acuerdo a la
técnica descrita por Akroyd, (1968).

La urea que se incluye en el tampon para solubilizar las muestras y en el
gel de electroforesis, produce una desnaturalizacion de las proteinas al originar
una pérdida de su conformacion nativa. De esta forma, se incrementa la
solubilidad de las proteinas minimizando la formacién de agregados que
impiden su separacién. A diferencia de las electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), las muestras no se tratan con calor,
pues la urea del tampén de solubilizacion forma con el calor, iones cianato que
reaccionan con los grupos amino de las proteinas. Estas reacciones de
carbamilacion provocan modificaciones de las cargas proteicas dando lugar a
electroforesis anormales.
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La electroforesis realizada se denomina "electroforesis zonal", porque
utiliza un gel fabricado con un solo tampén y por ello su concentracién de
poliacrilamida es uniforme (sistema en continuo). A pesar de que su capacidad
de resolucion es baja, si se compara con otras técnicas electroforéticas, las
principales ventajas de este procedimiento son su rapidez y simplicidad.

Tampones, geles y soluciones empleadas:
1.~ Tampodn para solubilizar {as muestras

Es un tampoén de Urea 7 M
2.~ Gel

Se compone de dos soluciones, A y B.

Solucion A:

Consta de:

Tris-base 18,15 g
HClI1 N 24  ml
Agua destilada 26 ml

Solucion B:

Se compone de:

Acrilamida 15 g
N, N'-metilen-bisacrilamida 04¢g
Agua destilada hata 50 ml
Gel:

Solucidn A 5 ml
Solucion B 10 ml
Urea 115 ¢
Agua destilada 20 ml
Persulfato amonico 5 ml

TEMED 46l
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3.- Tampon de electroforesis

Contiene:

Tris-base 1.5¢g
Glicina 72 ¢
Agua destilada hasta 2,5 1

4 - Soluciones de tincion v lavado

Su composicion es similar a la descrita en el apartado I11.2.2.1.
Preparacion de las muestras:

Las fracciones caseinicas comerciales junto con las caseinas totales de la
leche de wvaca, s¢ disolvieron en ¢! tampon de solubilizacion a una
concentracion de 10 mg/ml, depositdandose 15 ul (150 pug de proteina) de cada
solucion junto con 2 pl de azul de bromofenol en ¢l gel.

Preparacion del gel:

Una vez mezclados los componentes del gel, la solucién se introdujo en
un bafio de ultrasonidos durante 20 minutos para disolver convenientemente la
urea. A continuacion, para evitar la presencia de burbujas de aire en el gel,
¢ste se desgasificO durante 5 minutos, antes de afiadir el TEMED y el
persulfato amonico.

Los recipientes de formaciéon de geles se llenaron con la solucién
desgasificada del gel, dejando 1 cm en su extremo superior para introducir el
peine que forma los pocillos donde se depositan las muestras. El gel se
mantuvo durante 1 h a 37°C para que polimerizara, tras lo cual quedod listo
para realizar la electroforesis.

Condiciones de la separacion electroforética:

La electroforesis se realizd manteniendo constante el voltaje a 50 V en
un periodo de preelectroforesis, que duré 10 minutos, y seguidamente el
voltaje se modifico, fijandolo en 200 V. A continvacion, se dejé correr la
electroforesis durante 3 horas y una vez finalizada, se extrajo el gel.

Tincién del gel:

Terminada ia electroforesis, el gel se sumergié en la solucién de tefiido,
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donde se mantuvo durante 90 minutos a 37°C. La eliminacién del colorante no
fijado se realiz6 con ia solucién de lavado.

11L 2. 3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Para la obtencion de los anticuerpos monoclonales se siguid la técnica
descrita por Kéhler y Milstein, en 1975. Estos anticuerpos, a diferencia de los
policlonales, proceden de un unico clon de linfocitos B y por tanto, al ser su
afinidad y especificidad idénticas, constituyen un reactivo homogéneo del que
puede disponerse de forma ilimitada.

La obtencién de los anticuerpos monoclonales se realizo en las etapas
que se describen a continuacién (Figura I11.1.):

I11. 2. 3. 1. Pauta de inmunizacion

La inmunizacion de los ratones Balb/c de 6 semanas de edad y de 20-25
g de peso, comenzo con la inoculacion intraperitoneal del inmundgeno (100 pg
de B-caseina de la leche de vaca, obtenida de acuerdo al protocolo descrito en
el apartado 111.2.1.2) emulsionado en una mezcla a partes ignales (0,1 ml) de
Adyuvante Completo de Freund y de suero fisiologico estéril (0,85 % de NaCl
p/v). Las inoculaciones se realizaron durante 2 meses a intervalos de 7 dias
(Tabla III.1.), sustituyendo a partir de la segunda inoculacion, el Adyuvante
Complieto de Freund por el Incompieto.

Antes de la primera inoculacién del antigeno y, para comprobar la
ausencia de reactividad de los animales frente al mmunogeno utilizado, se
realizé una sangria inicial (Sq). La sangre obtenida se mantuvo 1 h a 20°C para
facilitar la formacion del coagulo. A continuacion, se separé cuidadosamente
el coagulo de las paredes del tubo con la ayuda de una aguja y se centrifugo a
3000 g durante 10 min. El suero obtenido se alicuoté en viales de 50 ul y se
congelo a - 20°C hasta su utilizacion. Asimismo, a los 42 dias de ia primera
inoculacion se realizd una sangria parcial (S,) en el plexo retroorbitario del
raton, con el fin de verificar ia eficacia del proceso de inmunizacion.

Para comprobar la produccién de anticuerpos frente a las caseinas de
vaca, se utilizé la técnica del ELISA indirecto (I11.2.5.1), empleando los
inmunosueros resultantes de las sangrias parciales realizadas a los ratones. Los
valores de absorbancia obtenidos con las muestras de inmunosueros,
demostraron que ¢l titulo de los sueros era suficiente para proceder a la sangria
final de los ratones.
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Antigeno (dia 49) Antigeno (dia 50) Células del bazo Células de mieloma
* \Z‘ (dia 54)

Fusién celular

80 células x pociiio m

CRPMI + BM (10 %)
(12 h 37°C; 5 % CO2)

10 céfulas x pocillo ‘ CRPMI + BM + HAT
(2 semanas)

1 célula x pocillo CRPMI + BM + HT
(1 semana)

} \

Expansion de las células CRPMI + BM
de los pocillos positivos

Fluido ascitico Subcultivo

Figura III. 1. Metodologia empleada en la obtencion de los anticnerpos
monoclonales.




MATERIALES Y METODOS 73

Tabla [ll.{. Pauta de inmunizacién de Jos ratomes por inoculacién
intraperitoneal de Ia $-caseina de la leche de vaca

Dias B-caseina SFE ACF AJF Samgria
(mg) (ml) (mi) (ml)

_ _ _ _ _ S,
0 0,1 0,1 0,1 — —
7 0,1 0,1 0,1 —
14 0,1 0.1 — 0,1 —
21 0,1 0,1 — 0,1 —
28 0,1 0,1 — 0,1 —
35 0,1 0,1 — 0.1 —
42 0,1 0,1 — 0,1 —
45 — — S,
49, 0,1 0,2 _ — —
50, 0,1 0,2 — — —
55 0,1 0,1 — 0,1 —
62 0,1 0,1 — 0.1 —
68 —_ — — S,
69 0,1 0,1 — 0,1 —
71, 0,1 0,2 —_ -
74, 0,1 0,2 — — —
81 0,1 0,1 — 0,1 —
88 0,1 0,1 — 0,1 —
95 — —_ S,
102, 0,1 0,2 - — —
103, 0,1 0,2 —_ — ——

SFE: Suero fisiologico estéril (NaCl al 0,85 % p/v)  S.: Sangria inicial

ACF: Adyuvante Completo de Freund Si: Sangria dia 45
AJF: Adyuvante Incompleto de Freund S,: Sangria dia 68
(1): Solo ratén 1 S;: Sangria dia 95

(2): Solo ratén 2
(3): Sélo ratén 3
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111. 2. 3. 2. Fusion celular

Se basa en el mecanismo de produccion de "hibridomas" descrito por
Kohler y Milstein en 1975, y por el que obtuvieron el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina en 1984. La técnica se basa en la fusion de linfocitos B,
que proceden del bazo de un ratén inmunizado, con células de mieloma de
raton (células tumorales de médula Osea, que crecen indefinidamente en un
medio de cultivo celular). Las células resultantes de la fusion de los linfocitos
del bazo y de las células de mieloma, denominadas "hibridomas”, heredan la
capacidad de producir anticuerpos del linfocito, y la capacidad de sobrevivir
"in vitro" del mieloma.

Para realizar la fusion celular, cunatro dias después de la unltima
inoculacion del antigeno, el ratén que se habia seleccionado por presentar una
mayor concentracion de inmunoglobulinas en el suero, se sacrifico mediante
dislocacién cervical. A continuacién, se procedid a la extraccion del bazo y
éste se troced y disgregd presionando los distintos fragmentos resultantes con
un émbolo de jeringa sobre una rejilla estéril de nylon. Los hinfocitos asi
obtenidos se resuspendieron en 10 ml de un medio de cuitivo celular RPMI
[RPMI-1640 + L-Glutamina (1 %) + Penicilina-Estreptomicina 10.000 Ul/ml
(1 %)] vy la suspension celular resultante se centrifugd a 400 g durante 5 min.
Una vez terminada la centrifugacion, se eliminé el sobrenadante y el
sedimento celular se resuspendié en 10 ml del medio RPML, y de éstos, se
tomo una alicuota para tefiirla con una solucién de tripan azul (0,2 %) y acido
acético (1 %) en un tampon fosfato salino (PBS, pH 7,2). Finalmente, se
realizo el recuento de las células al microoscopio utilizando una camara de
Neubauer.

Las células de mieloma de raton que se emplearon en la fusion (P3X63-
Ag 8.653), permanecian conservadas en criotubos a una concentracion de
5x10° células/mi, congeladas a -196°C en nitrogeno liquido. Las células se
descongelaron 6 dias antes de la fusion en un bafio termostatado a 37°C,
repartiéndose en frascos de cultivo celular en alicuotas de 0,5 ml de volumen,
a los que se afiadian 20 ml de CRPMI [RPMI-1640 + FCS (15 %) + L-
Glutamina (1 %) + Penicilina-Estreptomicina 10.000 Ul/mi]. Con objeto de
revitalizar las células, los frascos se incubaron en una estufa de cultivo celular
a 37°C con un 5 % de CO, durante 48 h. Una vez que las células se
encontraban en fase de crecimiento logaritmico, viéndose una monocapa como
imagen microscopica del cultivo celular, las células se despegaron con una
pipeta de las paredes del frasco, y se centrifugaron a 400 g durante 5 min.
Terminada la centrifugacion, se eliminé el sobrenadante y el sedimento celular
se resuspendid en 10 ml del medio RPMI, y después de una segunda
centrifugacion a 400 g durante 5 min, de nuevo se eliminé el sobrenadante, y
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las células se resuspendieron en ¢l mismo medio. Posteriormente, se tomo una
alicuota que se tifid con una solucion de tripan azul (2 %)y acido acético
{1 %) en PBS, y cuando las células se habian tefiido, €stas se contaron con una
camara de Neubauer al microscopio.

A continuacion, se mezclaron en un tubo de centrifuga la suspension de
linfocitos y la de células de mieloma en una proporcion de 5:1, y la mezcla se
centrifugé a 400 g durante 5 min. Terminada la centrifugacion, se elimino el
sobrenadante, y el sedimento celular resultante se resuspendié en RPMI. El
proceso se repitic dos veces mas, dejando tras la 1ltima centrifugacion el
sedimento celular bien escurrido.

La fusién de los linfocitos y de las células de mieloma de ratén, se
realizd en presencia de polietilenglicol 1500 MW (PEG). El PEG fusiona las
membranas plasmaticas adyacentes, formando una tiinica célula con dos o mas
nucleos. Estos nicleos permanecen hasta que las membranas nucleares se
disuelven antes de la mitosis. Para la fusion, se afiadio al sedimento celular
(mezcla de linfocitos y de células de mieloma) 1 ml de PEG calentado
previamente a 37°C durante 1 minuto. Después de agitar durante 30 segundos,
se afiadié 1 ml de medio RPMI durante | minuto. En los 3 minutos siguientes,
se afiadieron 3 ml de RPMI, y pasado ese tiempo, se afiadieron 16 ml de RPMI
durante 6 minutos. La suspension celular resultante, se incubd en una estufa de
cultivo celular a 37°C con un 5 % de CO, durante 15 minutos. Después de
centrifugar una vez mas la suspension celular a 400 g durante 15 min, el
sedimento compuesto de linfocitos, células de mieloma e hibridomas se
resuspendié en 50 ml de CRPMI [RPMI-1640 + FCS (15 %) + L-Glutamina (1
%) + Penicilina-Estreptomicina 10.000 Ul/ml], suplementado con un promotor
de crecimiento celular BM al 10 %. A continuacion, el medio que contenia las
células se distribuyo en 6 placas de cultivo estériles de 96 pociilos. Las placas
se incubaron 12 h en una estufa de cultivo celular a 37°C y con un 5 % de
COZ.

HI. 2. 3. 3. Seleccion de los hibridomas

Se realizo segin el protocolo descrito por Littlefield (1964). Para que los
hibridomas resultantes de la fusion celular puedan crecer en el medio de
cultivo, es preciso eliminar las células de mieloma. Para ello, las células de
micloma que se emplearon en la fusion fueron previamente seleccionadas para
que tuvieran afuncional una enzima denominada hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa (HGPRT), que interviene en una ruta de recuperacion
de las bases puricas. Si1 ademas, afiadimos una sustancia denominada
aminopterina en el medio de crecimiento de los hibridomas, ésta bloquea la
ruta biosintética principal de los acidos nucleicos. Por tanto las células de
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mieloma moriran, puesto que carecen de la capacidad de sintetizar matenal
genético, ya sea por la ruta principal que estad bloqueada, como por la ruta
alternativa de la que carecen, al no tener la enzima necesaria. Sin embargo, las
células de hibridoma no mueren al contener de los linfocitos, el gen de la
HGPRT intacto, disponiendo de la enzima funcional (Figura IL.2.).

Por consiguiente, una vez que las placas se incubaron 12 h en una estufa
a 37°C con un 5 % de CO,, se afiadi¢ a cada uno de los pocillos de las placas
de cuitivo celular, 100 ul de un medio selectivo HAT (Hipoxantina-
Aminopterina-Timidina) al 2 %. Las células se mantuvieron en este medio
durante 14 dias, después de los cuales, se procedid a sustituir el medio HAT
por otro medio selectivo HT (Hipoxantina-Timidina) al 2 %. Después de
mantener las células durante una semana en medio HT, éste se sustituyd por
CRPML

MIELOMA (HGPRT afuncional) LINFOCITO B

@ S @ >
FUSION CELULAR E )
uta d peracié uta de Recuperacid >

N

Célula viable Célula no viable
(CRPMI) (CRPMI)
MIELOMA (HGPRT afuncional) HIBRIDOMA LINFOCITO B

Célula no viable Célula viable Célula no viable
(CRPMI+HAT) (CRPMI+HAT) (CRPMI+HAT)

Figura 1l 2. Mecanismo de seleccion de las células resultantes de la fusion
entre los linfocitos y las células de micloma de ratén (P3X63-Ag
8653) utilizando la aminopterina, de acuerdo al mecanismo
descrito por Littlefield (1964).
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Una vez realizada la fusion, con independencia del medio en que se
mantienen las células, es preciso eliminar los productos de deshecho
segregados por las células en el medio y restituir los nutrientes que éstas
requieren en su crecimiento. Para ello, se elimina la mitad del medio de cultivo
de cada pocillo (100 ul) utilizando una micropipeta automatica, y a
continuacion, se reemplaza con medio fresco (100 ul). Esta "alimentacion” de
las células se efectiia en condiciones normales cada dos dias, aunque si las
células crecen rapidamente y el cultivo se densifica, es preciso realizarla con
mayor frecuencia.

I11. 2. 3. 4. Evaluacion de los hibridomas

Dos semanas después de la fusion celular, se procedi6é a evaluar en los
sobrenadantes de los pocillos la presencia de anticuerpos producidos por los
hibridomas frente a las caseinas de vaca. Para este analisis, se tomaron
alicuotas del medio de crecimiento de los hibridomas para detectar la
presencia de dichos anticuerpos utilizando una técnica de ELISA indirecto
(II1.2.5.1). En esta técnica, el antigeno {caseina de vaca) se fija en los pocillos
de una placa de ELISA de 96 pocillos y a continuacién, se afade el
sobrenadante de los pocillos en los que se encuentran los hibridomas. Los
anticuerpos producidos por los hibridomas que se unen a las caseinas fijadas
en los pocillos, son detectados por un segundo anticuerpo marcado con una
enzima que al reaccionar con su sustrato especifico, produce una reaccion
colorimétrica que permite 1a cuantificacion de la unidn antigeno-anticuerpo.

Dos dias después de la identificacion de los hibridomas que producian
los anticuerpos frente a las caseinas de vaca, se utilizé de nuevo la técnica de
ELISA indirecto, para seleccionar aquéllos que produjesen anticuerpos
especificos frente a las caseinas de vaca, sin presentar reacciones cruzadas
frente a las caseinas de oveja o cabra.

111. 2. 3. 5. Clonacion de los hibridemas

Una vez identificados los hibridomas productores de los anticuerpos
especificos frente a las caseinas de vaca, tenemos que asegurar su crecimiento
estable a lo largo del tiempo. Los pocillos de las placas de cultivo suelen
contener mas de un clon de hibridomas. Muchos de estos clones poseen un
material genético inestable que impide que produzcan anticuerpos, y si estos
clones sobrecrecen, se pueden perder aquéllos hibridomas que producian lfos
anticuerpos monoclonales de interés. Mediante la clonacion, se pretende diluir
la mezcla inmicial de clones hasta conseguir aislar una colonia de células que
proceda de un solo clon del hibridoma productor del anticuerpo, y poder
asegurar asi la secrecion estable del anticuerpo.
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Para realizar {a clonacion, se empled 1a técnica de dilucion limite descrita
por Harlow y Lane (1988). Una vez identificados los hibridomas productores
de los anticuerpos especificos frente a las caseinas de vaca, se tomo un
volumen inicial del medio donde crecian los hibridomas, que contenia un
nimmero conocido de células. Este volumen de medio celular se repartio en una
placa de 96 pocillos, distribuyéndolo de tal modo, que empezando por la
primera columna se deposité un nimero inicial de células por pocillo y, a
continuacion, se hicieron diluciones sucesivas hasta el final de la placa.

Si la clonacién es efectiva, en las iltimas columnas de la placa se llegan
a encontrar concentraciones de una sola célula por pocillo. Incluso st se parte
de una suspension de origen unicelular, antes de distribuir el hibridoma en la
placa de clonacién, no hay muchas garantias de que las colonias no surgan de
dos células que estaban juntas. Por consiguiente, para generar el clon es
conveniente repetir la clonacidén. Asi, se repitid el proceso tres veces hasta
demostrar, mediante la técnica de ELISA indirecto, que los altimos pocillos de
la placa que contenian un numero menor de células eran también los ultimos
pocillos donde la reaccién colorimétrica tenia lugar como consecuencia de la
actividad del anticuerpo.

La densidad celular es un factor critico para el crecimiento de los
hibridomas. Durante la clonacion la densidad celular disminuye, y se enlentece
el crecimiento de los hibridomas. Por ello se recomienda (Goding, 1986),
afiadir al medio de cultivo de los hibridomas, poblaciones celulares de
crecimiento lento con el fin de que aporten los factores de crecimiento
necesarios para la supervivencia y multiplicacion de los hibridomas. Durante
la clonacidon de los hibridomas, se afiadieron a cada pocillo una concentracion
aproximada de 10° células procedentes del timo de ratones lactantes de la
estirpe Balb/c.

HI. 2. 3. 6. Expansién y congelacién de los hibridomas

Una vez asegurado el origen unicelular del clon del hibridoma productor
del anticuerpo especifico, se hicieron subcultivos en CRPMI suplementado
con un 10 % de BM, transfiriendo las células desde las placas de 96 pocillos a
placas de 24 pocillos y de éstas a otras de 6 pocillos. Finalmente, se
transfirieron las células a frascos de cultivo de 80 cm’ de superficie. El
objetivo de crecer la linea celular era disponer de un volumen celular de
Teserva para su congelacion.

Para congelar los hibridomas, éstos se recogieron utilizando una pipeta
pasteur de plastico estéril de los frascos de cultivo y a continuacion, la
suspension celular se centrifugd a 400 g durante 5 minutos. Una vez terminada
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la centrifugacién, se elimind el sobrenadante y el sedimento celular se
resuspendié en una solucion que contenia un 90 % de suero fetal bovino (CFS)
y un 10 % de dimetilsuifoxido (DMSO). La suspension celular con una
concentracion de 5 x 10° células/ml, se alicuoté en criotubos, y éstos se
introdujeron en una caja de poliuretano, que se mantuvo en un arcon
congelador a -85°C. Posteriormente, los criotubos colocados en pajuelas, se
introdujeron en nitrégeno liquido (-196°C) para su conservacion.

IIL 2. 3. 7. Obtencion a gran escala de los anticuerpos monoclonales

Las células del hibridoma productoras de los anticuerpos monoclonales
especificos frente a las caseinas de la leche de vaca, se inocularon en un lote
de 10 ratones machos Balb/c de 10 semanas de edad, sensibilizados
previamente mediante la inoculacion intraperitoneal de 0,5 ml del Adyuvante
Incompleto de Freund (AIF). Tres dias después de la inoculacién del AIF, se
inoculd intraperitonealmente a cada raton 3 x 10° células det hibridoma
resuspendidas en 300 ul de un tampoén fosfato salino estéril (PBS, pH 7.2).
Dos semanas después de la inoculacion de los hibridomas, se recogid el
liquido ascitico producido en los tumores, y los anticuerpos segregados por las
células se purificaron parcialmente por precipitaciéon con sulfato amonico.

I1L. 2. 3. 8. Tipificacién de los anticuerpos monoclonales

La clase y la subclase del anticuerpo monoclonal se determindé mediante
un ELISA sandwich, utilizando un inmunosuero comercial obtenido en cabra
frente a las inmunoglobulinas de raton (Ig G,, Ig G.,, Ig Ga,, Ig M e Ig A). En
esta téenica, en los pocillos de una placa de poliestireno se depositan los
anticuerpos comerciales de cabra frente a las inmunoglobulinas de raton. A
continuacion, se afiade a cada pociiio el anticuerpo monoclonal que se quiere
caracterizar. Posteriormente, los anticuerpos que se han quedado anclados por
los de captura se detectan al afiadir un segundo anticuerpo obtenido en conejo
de forma inespecifica frente a todas las inmunoglobulinas de ratéon. Este
anticuerpo esta marcado con una enzima que al reaccionar con su sustrato
especifico, produce una reaccion colorimétrica que permite la cuantificacion
de la umén antigeno-anticuerpo.

IIL 2. 3. 9. Purificacién parcial de los anticuerpos

La precipitacion con sulfato amoénico es uno de los métodos mas
utilizados para la separaciéon de las proteinas de una solucion acuosa. Cuando
se afiaden concentraciones elevadas de iones amonio y sulfato, éstos compiten
con las proteinas en su unién por el agna. De esta forma, las proteinas al
perder su unién con las moléculas de agua, disminuyen su solubilidad lo que
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origina su precipitacion. La concentracion de sulfato amoénico mas conveniente
para precipitar anticuerpos es del 50 %. Uno de los inconvenientes de
precipitar los anticuerpos con suifato aménico es que los anticuerpos asi
purificados estan contaminados por otras proteinas de alto peso molecular que
quedan retenidas en los fldculos del precipitado.

La purificacién parcial de los anticuerpos monoclonales se realizd de
acuerdo a la técnica descrita por Harlow y Lane (1988). Para ello, 1 ml de
liquido ascitico se centrifugd a 3000 g durante 30 minutos. Una vez
centrifugado se recogid el sobrenadante, al que se afiadié en agitacién, un
volumen igual de una solucion saturada de sulfato de amonio 4,1 M pH 7.,4.
Seguidamente, la solucion se mantuvo en reposo a 4°C durante 12 h y se
volvio a centrifugar a 3000 g durante 30 min para recuperar las
inmunoglobulinas  precipitadas.  Eliminado el  sobrenadante, las
inmunoglobulinas presentes en el sedimento se resuspendieron en 2 ml de un
tampdn fosfato salino (PBS, de pH 7,2), y a continuacién, se dializaron frente
a PBS durante 12 h a 4°C. Terminada la dialisis, las inmunoglobulinas se
alicuotaron en viales de 2 ml, manteniéndose a -20°C hasta su utilizacion.

111 2. 3. 10. Determinacién de la concentracion de inmunoglobulinas del
liquido ascitico purificado

Finalmente, para determinar la concentracion del anticuerpo en el liquido
ascitico purificado, se procedié a medir la absorbancia del mismo a 280 nm
utilizando ¢l factor de conversion descrito por Layne (1957), Harlow y Lane
(1988) y Peterson (1983), que establece para las Ig G, un valor de absorbancia
de 1,35, cuando la concentracién proteica es de 1 mg/ml.

El método para determinar la concentracion proteica de una muestra
mediante la cuantificacién de la absorbancia a 280 nm, presenta las ventajas
frente a otros métodos convencionales, como el Lowry o ¢l Bradford
(II1.2.3.1), de ser mas rapido y de no requerir la destruccion de la muestra. La
técnica se basa en medir la absorbancia maxima de una muestra a 280 nm, que
se debe esencialmente a la presencia de tirosina y triptofano.

111 2. 3. 11. Conjugacién de los anticuerpos purificados con la
digoxigenina

La deteccion y cuantificacion de un antigeno o anticuerpo por técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA), requiere la utilizacion de anticuerpos que estin
conjugados a una enzima. Aunque la preparacion de estos conjugados
generalmente se basa en la interaccion covalente entre el enzima y el
anticuerpo (Nakane y Kawaoi, 1974), en los ultimos afios se han utilizado
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otros sistemas de deteccion enzimaticos mas sensibles. La conjugacion de los
anticuerpos a la biotina y su detecciéon con conjugados de estreptavidina ha
sido uno de los sistemas mas utilizados (Bonnard y col., 1984). Sin embargo,
recientemente se han propuesto otras técnicas que incrementan la sensibilidad,
y eliminan la inespecificidad de la sefial, que en ciertos casos, se asociaba al
sistema biotina-avidina. En este trabajo, los anticuerpos se conjugaron a la
digoxigenina siguiendo el protocolos descrito por Zischler y col., (1989). Los
anticuerpos conjugados a la digoxigenina s¢ detectaron con los fragmentos de
la region variable de anticuerpos comerciales (F.,), obtenidos en oveja frente a
la digoxigenina y conjugados a una enzima.

La digoxigenina es una molécula de bajo peso molecular. Debido a su
pequeiio tamafio molecular, su unidn con el anticuerpo es mas estable que
cuando éste se conjuga directamente con una enzima. Ademas, el pequefio
tamafio de la digoxigenina permite que cada inmunoglobulina se una a varias
moléculas de digoxigenina, y por consiguiente, facilita que a cada
inmunoglobulina conjugada se unan varios anticuerpos anti-digoxigenina. De
esta forma, la estequiometria de la reaccion entre los dos anticuerpos permite
detectar el antigeno con una sensibilidad mayor. La unioén de la digoxigenina
con ¢l anticuerpo es facil de realizar, y presenta la ventaja de que el anticuerpo
no pierde la especificidad por el antigeno.

En la conjugacion de los anticuerpos se empleé un éster de la
digoxigenina denominado N-hidroxisuccinimida digoxigenina-3-O-succinil-g-
aminocaproato, que se resuspendié en dimetilsulfoxido a una concentracion de
2 mg/ml. Seguidamente, los anticuerpos purificados se disolvieron en un
tampon PBS de pH 7.2, a una concentracién de 1 mg/ml, y la solucion de
digoxigenina se afiadié a la del anticuerpo, en una relacion molar
digoxigenina/anticuerpo de 10:1. La mezcla resultante se incubo durante 2 h a
temperatura ambiente con agitacion suave. Para eliminar la digoxigenina libre
se empled una técnica de cromatogratia de filtracion en gel, utilizando una
columna de Sephadex (G-25. En primer lugar, se equilibro el relleno de la
columna con 30 ml del tampon PBS y a continuacion, se dejo pasar la mezcla
digoxigenina-anticuerpo. La elucion del anticuerpo conjugado y de la
digoxigenina libre se hizo con el tampoén PBS, recogiendo fracciones de 0,5
ml. Posteriormente, se midid la absorbancia de las fracciones eluidas a 280
nm. La lectura de los valores obtenidos demostro la existencia de dos picos,
que se correspondian con €l anticuerpo conjugado y la digoxigenina libre. L.os
anticuerpos purificados y conjugados se alicuotaron conservandose a -20°C,
hasta el momento de su utilizacion.
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IIL 2. 4. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

A diferencia de los anticuerpos monoclonales, los anticuerpos
policlonales son una mezcla heterogénea de anticuerpos procedentes de
muchos clones de linfocitos B, y por ello, reaccionan frente a distintos
determinantes antigénicos. Estos anticuerpos, se encuentran en el suero de
animales de laboratorio que estan sometidos a la exposicion continuada de un
antigeno, y por ello, su disponibilidad es limitada.

El hecho de que la afinidad y la especificidad de estos anticuerpos sean
variables segun los lotes de animales empleados en la inmunizacion, obliga a
purificar los inmunosueros, mediante técnicas de purificacion largas y
costosas. Sin embargo, el bajo coste de su obtencion hace en ciertos casos
conveniente su obtencion,

IIL 2. 4, 1. Pauta de inmunizacion

Para la produccion de inmunosueros, se empled un lote de 3 conejos
machos de raza neozeolandesa, de 2,5 Kg de peso. El lote se moculd con la
fraccion B-caseina de la leche de vaca, purificada por FPLC segiin se describid
en el apartado I11.2.1.2.

La inmunizacion comenzo con la inoculacion intradérmica, repartida en
varios lugares del dorso, del antigeno (5 mg) emulsionado en una mezcla a
partes iguales (0,5 ml) de Adyuvante Completo de Freund y de suero
fisioldgico estéril (NaCl al 0,85 % p/v). Las dosis siguientes se inocularon via
intramuscular, durante un periodo de 4 meses a intervalos de 7 dias (Tabla
{I1.2.), sustituyendo, a partir de la segunda inyeccion, el Adyuvante Completo
de Freund por el Incompleto.

Antes de la primera inoculacién del antigeno y para comprobar la
ausencia de reactividad de los anmimales frente a dicho antigeno utilizado, se
realizé una sangria inicial (s,). Asimismo, a los 45, 66, 88 y 108 dias de la
primera inoculacion, se realizaron sangrias parciales de la arteria central de la
oreja, con el fin de verificar la eficacia del proceso de inmunizacion.

Para comprobar la produccién de anticuerpos frente a las caseinas de
vaca, se utilizé 12 técnica del ELISA indirecto, empleando los imnmunosueros
procedentes de las sangrias parciales realizadas a los conejos. Los valores de
absorbancia obtenidos con las muestras de inmunosuero, demostraron que el
titulo de los sueros era suficiente para proceder a la sangria final de los
conejos.
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Tabla I11.2. Pauta de inmunizacién de los conejos por inoculacién de la §-
caseina de la leche de vaca

Dias [-caseina Inoculacién SFE ACF AIF Sangria
(mg) (ml) (ml)  (ml) (ml)
0 5 ID 0,5 0,5 — S,
10 5 ™ 0,5 — 05
31 5 IM 0,5 — 0,5
38 5 M 0,5 — 0.5
45 5 IM 0,5 — 0,5 S,
54 5 1D 0,5 — 0,5
59 5 M 0,5 —_ 0,5
66 5 ™M 0,5 — 05 S,
73 5 M - 0,5 — 0,5
77 5 M 0,5 — 0,5
88 5 IM 0,5 — 0,5 S,
94 5 M 0,5 — 0,5
101 5 M 0,5 — 0,5
108 5 M 0,5 — 0,5 S,
111 — — — — Se
ID: Intradérmica  SFE: Suero fisiolégico estéril S,: Sangria inicial

IM: Intramuscular ACF: Adyuvante Completo de Freund S,: Sangria dia 45
AIF: Adyuvante Incompleto de Freund S.: Sangria dia 66
S,: Sangria dia 88
S.: Sangria dia 108
S:: Sangria final

I11. 2. 4. 2. Sangria final

A los 111 dias del comienzo del proceso de inmunizaciéon y una vez
comprobado que el titulo de los inmunosueros era el adecuado, se efectud la
sangria final de los animales. Para ello, se anestesiaron los animales via
intravenosa en la vena marginal de la oreja con pentobarbital (35 mg/Kg de
peso). A continuacion, se colocaron sobre una mesa en posicion de decubito
supino, inmovilizdndoles las cuatro extremidades y seguidamente, se les
introdujo una aguja (18G) entre ¢! cuarto y el quinto espacio intercostal de la
region tordcica. Cuando la aguja ya estaba en posicién intracardiaca, se fue
recogiendo el plasma sanguineo en tubos de vidrio hasta el desangrado
completo del animal.
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IIL 2. 4. 3. Obtencién y conservacion del suero

L.a sangre obtenida se mantuvo durante 3 h a temperatura ambiente, para
facilitar la formacion del coagulo. A continuacion, se separd cuidadosamente
el coagulo de las paredes de los tubos con ayuda de una espatula y se mantuvo
a 4°C durante 18 h para favorecer su retraccion. El suero se transvaso a tubos
de centrifuga y se centrifugé durante 20 min a 700 g a una temperatura de 4°C.
El sobrenadante obtenido, se filtr a través de un filtro de 0,45 pm de tamafio
de poro, y se alicuotd previa adicion de azida de sodio (0,01 % p/v). Las
fracciones alicuotadas en viales se conservaron en congelacion a -20°C, hasta
el momento de su utilizacion.

111. 2. 4. 4. Purificacién parcial de los inmunosueros

Se procedio a purificar los inmunosueros obtenidos frente a la B-caseina
de 1a leche de vaca mediante precipitacion selectiva con sulfato amoénico al
50 %, de acuerdo al protocolo descrito en el apartado [11.2.3.8.

1L 2. 5. TECNICAS INMUNOLOGICAS
IIL 2. 5. 1. Técnica del ELISA indirecto

En esta técnica, los antigenos de 1la muestra se fijan por adsorcion pasiva
a una superficie inerte (placas de poliestireno de 96 pocillos). Seguidamente,
se afiaden los anticuerpos especificos que al reconocer al antigeno quedan
unidos a él. Después de un lavado que elimina las moléculas que no han
reaccionado, aquellos anticuerpos que han quedado unidos al antigeno fijado a
la placa se detectan por un segundo anticuerpo marcado con una enzima. Se
lava de nuevo la placa, y se afiade a continuacion el sustrato de la enzima, y
ambos al reaccionar producen un compuesto coloreado. La intensidad de color
que se produce en la reaccién es proporcional a la concentracion del antigeno
de la muestra.

Antigenos:

Como antigenos se emplearon leches y quesos cuya procedencia se
indica en el apartado [11.1.3.1.

Se prepararon dos tipos de mezclas de leche cruda, una de vaca/oveja y
otra de vaca/cabra, afiadiendo a las leches de oveja o cabra cantidades
crecientes de leches de vaca (0,5; 1, 2,5; 5, 10, 15, 25, 50, 75 y 100 %).
Asimismo, se preparé una mezcla vaca/oveja con leche de oveja a la que se
afiadian cantidades crecientes (0,5; 1, 2,5; 5, 10, 15, 25, 50, 75, y 100 %) de
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leches de vaca comerciales tratadas térmicamente (pasteurizada, esterilizada y
UHT).

La identificacion del origen animal de una leche en quesos hubiera
requerido una elaboracion controlada de los quesos a partir de las mezclas
lacteas que se hubieran preparado previamente. Sin embargo, v dado que
careciamos de la infraestructura necesaria para su realizacion, se procedio a
preparar las muestras utilizando quesos adquiridos en centros comerciales.
Como estandares se emplearon quesos genuinos elaborados a partir de leche
de vaca, oveja o cabra y, las mezclas se prepararon incorporande en quesos
genuinos de oveja o cabra, cantidades crecientes de quesos de vaca (0,5; 1,
2,5; 5, 10, 15, 25, 50, y 100 %). Los extractos de queso (25 g) se
homogeneizaron en 500 ml de tampon PBS, pH 7,2. Para eliminar la grasa, los
homogeneizados se filtraron por lana de wvidrio, y posteriormente, se
alicuotaron en fracciones de 1 mi manteniéndose a -20°C hasta su
utilizacion.

Anticuerpos:

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales anti-B-caseina de la leche de
vaca obtenidos en ratones y purificados parcialmente mediante precipitacién
selectiva con sulfato amonico al 50 %.

Conjugado:

Se empled un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de raton
obtenidas en conejo y marcadas con peroxidasa de rabano.

Tampones y reactivos:

1.- Tampon PBS

Se compone de:

Na(l 0,14 M

Na,HPO,.12H.O 8,1 mM
KH.PO, 1,5 mM
KCl 2,7 mM

2

pH 7.2
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2.- Tampon PBST

Se prepara como el tampon PBS y se le aitade un 1 % de Tween 20, si es
para diluir los anticuerpos y un 5 %, si es para lavar las placas.

3.- Sustrato

Se preparé resuspendiendo el acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina
sulfénico (ABTS), a una concentracion de 1 mg/ml en un tampén comercial
(Boehringer) que contenia perborato sodico, acido citrico y Na,HPO..

4.- Solucién de tapizado

Se prepar6 resuspendiendo gelatina al 1 % en el tampon PBS.
Metodologia del ELISA indirecto:

Los pocillos de una placa de ELISA (Nunc) se sensibilizaron con 100 pl
del antigeno correspondiente, diluido en PBS y la placa se incubé durante 1 h
a 37°C, tras lo cual se lavd 6 veces con tampon PBST. A continuacion, 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 tampdn PBS. La placa se
mantuvo 30 minutos a 37°C y los pocillos se lavaron 6 veces con tampon
PBST para eliminar el exceso de gelatina. Seguidamente, se afiadieron a cada
pocillo 100 pl del anticuerpo monoclonal anti-caseina de leche de vaca,
diluido en tampon PBST y la placa se incubd en un agitador de placas de
ELISA durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion, los
pocillos se lavaron de nuevo 6 veces con tampén PBST para eliminar aquellos
anticuerpos que no hubiesen reaccionado. A continuacion, se depositaron en
cada pocillo 100 pl del conjugado diluido en tampon PBST, y de nuevo, la
placa se mantuvo en el agitador durante 1 h a temperatura ambiente. Tras lavar
los pocillos 6 veces con agua destilada para eliminar los restos de conjugado
libre, se afiadieron a cada pocillo 100 pl del sustrato, manteniendo la placa en
el agitador durante 15 minutos a temperatura ambiente. El color verde
resultante de la degradacién del sustrato por la 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:
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Control del antigeno: gelatina + anticuerpo + conjugado + sustrato

Control del anticuerpo: antigeno + gelatina + conjugado + sustrato

Control del conjugado: gelatina + conjugado + sustrato

Control del sustrato: gelatina + sustrato

Si la absorbancia a 405 nm de alguno de los controles era mayor de
0,150, el experimento se consideraba nulo.

II1. 2. 5.2, Técnica del ELISA indirecto utilizando el sistema de
amplificacién biotina-avidina

La diferencia entre esta técnica y la técnica del ELISA indirecto descrita
en el apartado II[.2.5.1., radica en el empleo de anticuerpos conjugados a la
biotina y en su deteccion por un conjugado comercial de avidina marcada con
una enzima (I11.2.3.11). El hecho de conjugar los anticuerpos a la biotina para
su deteccion posterior con la avidina, se debe a la gran afinidad (10"* M) que
tiene la avidina por la biotina. El complejo que se forma por la unién avidina-
biotina permite amplificar la sensibilidad de las reacciones inmunoenzimaticas
(ELISA). En una primera fase, el pequefio tamafio molecular de la biotina
favorece que por cada inmunoglobulina se unan varias moléculas de biotina.
Posteriormente, al contener la avidina varios lugares de unién con la biotina,
permite que por cada inmunoglobulina conjugada a la biotina se unan varias
moléculas de avidina. Por consiguiente, la estequiometria de fa reaccion (1: 4),
permite detectar la molécula del antigeno con una sensibilidad mayor.

Como antigenos se emplearon las fracciones caseinicas purificadas por
FPLC (Ii1.2.1.2) que se caracterizaron parcialmente por SDS-PAGE
electroforesis (111.2.2.2).

En esta técnica, se utilizaron anticuerpos policlonales obtenidos en cabra
frente a las caseinas de vaca, purificados por cromatografia de afinidad y
biotinizados por Rodriguez y col., 1993. Para su desarrollo, se siguieron los
mismos pasos y tiempos de incubacion que los descritos para el ELISA
indirecto (I11.2.5.1), con la tnica diferencia del uso de un conjugado comercial
de avidina marcada con peroxidasa de rabano.
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IIL 2. §. 3. Técnica del ELISA competitivo

En esta técnica, el antigeno se fija a una superficie solida (placas de
poliestireno de 96 pocillos) a una concentracion conocida. A continuacion, se
afiade el antigeno de la muestra o del patrén junto con el anticuerpo especifico,
estableciéndose una competicion entre el antigeno afiadido y el fijado a la fase
solida, en su unidn por el anticuerpo. Cuanto mayor sea la concentracién del
antigeno de la muestra, mas inhibida estara la unidn del anticuerpo al antigeno
fijado a la superficie solida. Depués de un lavado que elimina todas las
moléculas que no hayan reaccionado, aquellos anticuerpos que quedaron
unidos al antigeno de la superficie s6lida son reconocidos por un segundo
anticuerpo marcado con una enzima. A continuacion, se afiade el sustrato de la
enzima y ambos al reaccionar provocan la formaciéon de un compuesto
coloreado. La intensidad de color que se produce en la reaccion es
inversamente proporcional a la concentracién del antigeno de la muestra.

Antigenos:

Para tapizar la superficie sélida de las placas se empleé una (3-caseina
comercial de leche de vaca. Como muestras se utilizaron las mezclas
experimentales de leches crudas v quesos que se han descrito en el apartado
IM1.2.5.1.

Anticuerpos:

Se utihizaron los mismos anticuerpos gue en el ELISA indirecto
(111.2.5.1).

Conjugado:

Se emple6é el mismo conjugado comercial que en el ELISA indirecto
(111.2.5.1).

Tampones y Reactivos:

El tampon PBS, el tampon PBST, el sustrato y la solucion de tapizado
utilizados se prepararon de igual forma que los descritos en el apartado
Nr.2.5.1.

Metodologia del ELISA competitivo:

Los pocillos de una placa de ELISA (Nunc) se sensibilizaron con 200 pl
de una B-caseina comercial de leche de vaca, diluida en PBS y la placa se
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incub6 durante 1 h a 37°C, tras lo cual se lavd 6 veces con tampon PBST. A
continuacion, 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
tampon PBS. La placa se mantuvo 30 minutos a 37°C y los pocilios se lavaron
6 veces con tampon PBST para eliminar el exceso de gelatina. Seguidamente,
se afladieron a cada pocillo 50 pl de la muestra antigénica correspondiente
junto con 50 pl del anticuerpe monoclonal anti-caseina de leche de vaca,
diluido en tampon PBST y la mezcla se homogeneizé, aspirando y expulsando
el volumen liquido repetidas veces con una pipeta muiticanal. Posteriormente,
la placa se incubd en un agitador de placas de ELISA durante 1 hora a
temperatura ambiente. Finalizada la incubacién, los pocillos se lavaron de
nuevo 6 veces con tampon PBST para eliminar aquellos anticuerpos que no
hubiesen reaccionado. A continuacién, se depositaron en cada pocillo 100 pl
del conjugado diluido en tampon PBST, y de nuevo, la placa se mantuvo en el
agitador durante 1 h a temperatura ambiente. Tras lavar los pocillos 6 veces
con agua destilada para eliminar los restos de conjugado libre, se afiadieron a
cada pocillo 100 pl del sustrato, manteniendo la placa en el agitador durante
30 minutos a temperatura ambiente. El color verde resultante de la
degradacion del sustrato por la 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 sin B-caseina: gelatina + muestra + anticuerpo + conjugado +

sustrato. Si la absorbancia a 405 nm de este control era mayor de
0,150, el experimento se consideraba nulo.

- Control sin muestra antigénica: f3-caseina + gelatina + anticuerpo +

conjugado + sustrato. Este es el valor maximo de absorbancia y
minimo de inhibicion del anticuerpo.

HL 2. 5. 4. Técnica del ELISA sandwich

En esta técnica, los anticuerpos especificos se fijan a una fase solida y
actiian como anticuerpos de captura de los antigenos problema. Los antigenos
anclados son reconocidos por un segundo anticuerpo marcado con una enzima.
La reaccton se pone de manifiesto porque al actuar el enzima sobre el sustrato
se libera un compuesto coloreado.



MATERIALES Y METODOS 90

Antigeno:

Como antigenos se emplearon los anticuerpos monoclonales especificos
(IV.3).

Anticuerpos:

Como anticuerpos de captura se utilizaron los anticuerpos comerciales
obtenidos en cabra frente a los distintos isotipos (Ig G, Ig G.., Ig G, Ig Gs, Ig
M e Ig A) de inmunoglobulinas de ratéon. Los anticuerpos de deteccién eran
anti-inmunoglobulinas de raton obtenidas en conejo y marcadas con la
peroxidasa de rabano.

Tampones y reactivos:

Se emplearon los mismos reactivos que se describieron en la técnica del
ELISA indirecto (111.2.5.1), con la excepcién de 1a solucion de tapizado, que
no se empled en este iInmunoensayo.

Metodologia del ELISA sandwich:

Los pocillos de una placa de ELISA (Nunc) se sensibilizaron con 100 pl
de los anticuerpos de captura diluidos en un tampon PBS, pH 7.2,
manteniéndose la placa en incubacion a 37°C durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, los pocillos se lavaron 6 veces con tampén PBST
para eliminar los anticuerpos no adsorbidos a la placa. A continuacidn, se
afiadieron a cada pocillo 100 pl de los antigenos, que en este caso eran los
sobrenadantes de las placas de fusion celular (IV.3), diluidos en un tampén
PBS, vy la placa se mantuvo en agitacion durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Tras un nuevo lavado con PBST, se depositaron en cada pocillo 100
pl de los anticuerpos de deteccion diluidos en un tampén PBST, y la placa se
mantuvo en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente,
tras lavar los pocillos 6 veces con agua destilada para eliminar aquellos
anticuerpos no adsorbidos a la placa, se aftadieron a cada pocillo 100 pl del
sustrato, manteniéndose la placa en agitacion durante 15 minutos a
temperatura ambiente. El color verde resultante de la degradacién del sustrato
por la enzima, se cuantifico midiendo la absorbancia de los pocillos a 405 nmn
en un lector espectrofotométrico de placas.
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IIL. 2. 5. 5. Técnica del ELISA sandwich utilizando el sistema de
amplificacién digoxigenina-antidigoxigenina

En esta técnica, la superficie solida (placas de poliestireno de 96
pocillos) se tapiza con anticuerpos que capturan las moléculas de antigeno de
la muestra. Aquellos antigenos que después de un lavado de la placa quedan
unidos a los anticuerpos fijados a la fase sélida, son reconocidos por un
segundo anticuerpo conjugado a un éster de la digoxigenina denominado N-
hidroxi-succinimida digoxigenina-3-O-succinil-g-aminocaproato (I111.2.3.11), y
el complejo formado es a su vez detectado por un conjugado comercial que
contiene los fragmentos variables (F,,) de los anticuerpos anti-digoxigenina
obtenidos en oveja y conjugados a la enzima peroxidasa de rabano. Al afiadir a
continuacion el sustrato especifico de la enzima se forma un compuesto
coloreado y la intensidad de color de la reaccion es proporcional a la
concentracidén antigénica de la muestra.

Antigenos:

Como antigenos se emplearon las mezclas experimentales de quesos cuya
preparacion se describid en el apartado 111.2.5.1.

Anticuerpos:

Como anticuerpos de captura se utilizaron los anticuerpos policlonales
anti-B-caseina de la leche de vaca obtenidos en conejos segun se ha descrito en
el apartado I11.2.4 y, purificados parcialmente por precipitacion selectiva con
sulfato amonico.

Como anticuerpos de deteccion se emplearon los anticuerpos
monoclonales anti-B-caseina de la leche de vaca obtenidos en ratones,
purificados parcialmente por precipitacion selectiva con sulfato amonico y
conjugados a la digoxigenina.

Conjugadeo:

Se empled un conjugado comercial que contiene los fragmentos variables
(F.x) de los anticuerpos anti-digoxigenina obtenidos en oveja y, conjugados a
la enzima peroxidasa de rabano (Boehringer).

Tampones y reactivos:

Ademas de los descritos en la técnica de ELISA indirecto (I11.2.5.1), se
utilizé un tampén Tris-HC1 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5.
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Metodologia del ELISA sandwich:

Los pocillos de una placa de ELISA (Nunc) se sensibilizaron con 100 pl
de los anticuerpos policlonales de captura diluidos en un tampén PBS, pH 7.2,
manteniéndose la placa en incubacion a 37°C durante I h. Transcurrido este
tiempo, los pocillos se lavaron 6 veces con tampoén PBST para eliminar los
anticuerpos no adsorbidos a la placa. A continuacion, se afiadieron a cada
pocillo 100 pl del antigeno correspondiente y la placa se mantuvo en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Tras un nuevo lavado con PBST, se
depositaron en cada pocillo 100 pl del anticuerpo monoclonal de deteccion
conjugado a la digoxigenina y la placa se mantuvo en agitacion durante 1 h a
temperatura ambiente. Después de otro lavado con PBST cuyo fin era eliminar
aquellos anticuerpos no adsorbidos a la placa, se afiadieron a cada pocillo 100
ul del conjugado comercial anti-digoxigenina-peroxidasa diluido en tampon
Tris-HCI, pH 7,5 y 1a placa se incubd 1 h en agitacién a temperatura ambiente.
Finalmente, tras lavar los pocillos seis veces con agua destilada para eliminar
los restos de conjugado libre, se afiadieron a cada pocillo 100 pl del sustrato,
manteniendo la placa en agitacion durante 30 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.

Los controles realizados en cada ensayo de ELISA sandwich fueron los
siguientes:

- Control del antigeno: anticuerpo de captura + anticuerpo de deteccion
+ conjugado + sustrato.

- Control del anticuerpo de captura: antigeno + anticuerpo de deteccion
+ conjugado + sustrato.

- Control del anticuerpo de deteccion: anticuerpo de captura + antigeno
+ conjugado + sustrato.

- Control sin anticuerpo de captura y sin antigeno: anticuerpo de
deteccion + conjugado + sustrato.

- Control de conjugado: conjugado + sustrato.

- Control de sustrato: sustrato.
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I1L. 2. 5. 6. Técnica de inmunobloting

La técnica del inmunobloting, esta basada en la transferencia de
proteinas, desde un gel de electroforesis hacia una matriz, que generalmente es
una membrana de nitrocelulosa. La transferencia de antigenos proteicos a una
membrana de papel, permite con posterioridad, mediante la reaccion de dichos
antigenos con inmunosueros, definir la especificidad de éstos anticuerpos e
incluso purificar aquellos anticuerpos que demuestren ser altamente
especificos para un antigeno dado.

Esta técnica presenta numerosas ventajas con respecto a las técnicas
electroforéticas habituales (Gershoni y Palade, 1983). Entre las principales, se
encuentra €l que las membranas de papel se manejan mas facilmente que los
geles de electroforesis y, ademas, las proteinas retenidas en el papel estan mas
accesibles para otros ligandos especificos. Asimismo las membranas de
nitrocelulosa pueden conservarse durante meses antes de su utilizacion. La
sensibilidad del inmunobloting es alta, pudiéndose detectar proteinas con
ligandos especificos a muy bajas concentraciones (ng/pg). Para su realizacion
es necesario desarroliar las siguientes operaciones:

1.- Pre-equilibrado del gel de electroforesis:

Para realizar €l pre-equilibrado, el gel de electroforesis se sumerge en un
tampén ("tampon de transferencia”). Con ello, se eliminan tanto las sales que
proceden del tampon de electroforesis, como otras que se forman en el
tratamiento desnaturalizante del gel de electroforesis. Si no se eliminaran estas
sales, la conductividad eléctrica aumentaria, y la cantidad de calor que se
generaria durante la transferencia proteica seria mucho mayor.

2.- Elucion de las proteinas del gel v adsorcion de éstas a una membrana de
nitrocelulosa:

La transferencia de las proteinas del gel de electroforesis a 1a membrana
de nitrocelulosa (0,45 um), se hizo por corriente eléctrica. Para realizar la
electroelucion de las proteinas, primeramente se¢ cortd la membrana de
nitrocelulosa segin las dimensiones del gel y a continuacion se sumergié en el
tampén de transferencia. Una vez que la membrana estaba bien embebida en el
tampoén, se coloco con ayuda de un pinzas sobre el gel de electroforesis,
evitando la formacion de burbujas de aire que pudieran alterar la transferencia.
Seguidamente, se hizo un "sandwich" con el gel y la membrana, colocando
tanto por encima de la membrana como por debajo del gel, dos almohadillas
tipo "Scotch Brite". Posteriormente, el sandwich se introdujo en un soporte
plastico de material no conductor, cerrandolo con un segurc de tal forma, que
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la unién de la membrana al gel fuera muy firme. A continuacion, el soporte se
introdujo en una cubeta de plastico que previamente habia sido rellenada con
el tampon de transferencia. Antes de cerrar la cubeta, se introdujo una ufia
magnética, colocandose la cubeta sobre una placa electromagnética. Esta
operacion permiti¢ conducir la electricidad uniformemente. Finalmente, se
coloco la tapa de la cubeta y se conecto6 a la fuente de alimentacion.

3.- Deteccion de las proteinas adsorbidas utilizando inmunosueros
especificos mediante una técnica inmunoenzimatica:

Una vez que la transferencia habia terminado, se desconecté la fuente de
alimentacion y se extrajo la membrana de nitrocelulosa del sandwich. A
continuacion, la membrana se sumergié en una bandeja de plastico que se
habia rellenado con un tampén de lavado, y se mantuvo durante 30 min a
temperatura ambiente en un agitador, renovando el tampon a intervalos de 10
minutos, con el objeto de eliminar aquellas proteinas no adsorbidas a la
membrana, asi como los restos que hubieran quedado del gel. Después del
lavado, se incub6 la membrana en una solucién de bloqueo durante 1 h a 40°C,
con la finalidad de eliminar uniones inespecificas. Una vez bloqueada la
membrana, ésta se lavdo de nuevo y se incubd con el anticuerpo
correspondiente durante 1 h a temperatura ambiente en un agitador.
Transcurrido ese tiempo, y después de lavar la membrana 5 veces con el
tampon de lavado, para eliminar aquellos anticuerpos no adsorbidos a la
membrana, ésta se incubé durante 1 h a temperatura ambiente en un agitador,
con un segundo anticuerpo que reconocia como antigeno al primer anticuerpo,
y que estaba conjugado a una enzima. Seguidamente, a membrana se lavd 5
veces con agua destilada con el objeto de eliminar los restos de conjugado
libre, y se incubd con una solucion de sustrato que precipitaba sobre el papel.
La degradacion del sustrato por la enzima di6 lugar a un compuesto coloreado,
que permitio el revelado de la reaccién. Una vez tefiida la membrana, se lavo
con agua destilada y se seco para su conservacion.

Transferencia de las proteinas desde un gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (SDS) a una membrana de nitrocelulosa

Gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS)

La electroforesis se realizo siguiendo el método de Laemmli (1970),
como se ha descrito en el apartado 111.2.2.1.

Para realizar la electroforesis, se emplearon como muestras la fraccion
caseinica entera de la leche de vaca, asi como los distintos componentes
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aislados (B, k, o, y o) de la caseina de la leche de vaca. Todas las muestras
fueron suministradas por una casa comercial.

Tampones y reactivos

Tampdn de transferencia

Se compone de:

Tris-HCI 25 mM
Glycine 192 mM
Metanol 20% viv
SDS 0,1 % p/v
pH 8.3
Tampén de lavado (TBST)

Contiene:

Tris-HCl 50 mM
NaC(l 50 mM
Tween 20 0,1 % viv
pH 8.0
Solucion de bloqueo

Es una solucién de seroalbumina bovina (BSA) al 1 % en el tampdn
TBST.

Solucién de sustrato

Se prepar6 resuspendiendo 0,6 mg de tetrahidrocloruro de 3-3'-diamino-
benzidina en un tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7.6, que contenia un 0,1 % de
H,0, (30 % p/v). La solucion se filtrd por un filtro de papei (Whatman Nam. 1)
antes de su utilizacion.

Anticuerpos
Se emplearon anticuerpos policlonales obtenidos en cabra frente a las

caseinas de vaca y purificados por cromatografia de afinidad por Rodriguez y
col. (1993).
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Conjugado

Se empled un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de cabra
obtenidas en conejo y marcadas con el enzima peroxidasa de rabano.

Metodologia

La eluctén de las proteinas se realizé esencialmente como se ha descrito
en el apartado II1.2.5.6, signiendo las técnicas desarrolladas por Burnette
(1981) y por Gershoni y Palade (1982). L.a transferencia se realizé orientando
la membrana de nitrocelulosa hacia el anodo, manteniendo el voltaje constante

a 60 V y fijando un maximo de intensidad de corriente de 2 mA. La
transferencia durd 5 h.

Transferencia de las proteinas desde un gel de poliacrilamida con
urea a una membrana de nitrocelulosa

Gel de poliacrilamida con urea

Se realizo la electroforesis segn el método de Akroyd (1968}, como se
ha descrito en el apartado 111.2.2.3.

Se emplearon las mismas muestras que en la transferencia desde el gel de
poliacrilamida con sodio dodecil sulfato (I11.2.5.6.1).

Tampones y reactivos

Tampodn de transferencia

Se compone de una solucion de acido acético glacial al 0,7 % v/v que se
enfria a 4°C antes de su empleo.

Tampén de lavado (TBS)

Contiene:
Tns-HC1 10 mM
NaCl 0,9 % (p/v)

pH 7.4
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Solucién de bloqueo

Es una solucién de seroalbiimina bovina (BSA) al 1 % en el tampon
TBST.

Solucion de sustrato

Se empled la misma solucion de sustrato que en la transferencia desde un
gel de poliacrilamida con SDS (111.2.5.6.1.)

Anticuerpos

Se emplearon los anticuerpos monocionales anti-B-caseina de la leche de
vaca.

Conjugado

Se utilizé un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de ratén
obtenidas en conejo y marcadas con el enzima peroxidasa de rabano.

Metodologia

La transferencia se realiz6 segin lo descrito en el apartado 111.2.5.6,
siguiendo la técnica desarrollada por Towbin y col.,, (1979). Al efectuarse la
transferencia en condiciones de pH acido, se revirtié la polaridad de los
electrodos orientando la membrana de nitrocelulosa hacia el catodo. La
elucidn se realizé manteniendo el voltaje constante a 30 V, fijando un maximo
de intensidad de corriente de 0,2 A, El proceso duré 16 h.

ML 2. 5. 7. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO EN PALETAS

La técnica del ELISA indirecto en paletas es una técnica rapida de facil
realizacion, que requiere escaso instrumental para su desarrollo. La técnica se
realizé siguiendo el método descrito por Skerritt y Hill (1991).

Antigenos:

Se emplearon las muestras de mezclas de leches y quesos que se habian
preparado experimentalmente, segiin lo descrito en el apartado I11.2.5.1.
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Anticuerpos:

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales anti-B-caseina de la leche de
vaca.

Conjugado:

Se empled un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de ratdn
obtenidas en conejo y marcadas con la enzima peroxidasa de rabano.

Tampones y reactivos:

El tampon PBS y el tampon PBST, se prepararon de igual forma que los
descritos en el apartado 111.2.5.1.

Se utilizaron dos sustratos distintos:

Solucion de sustrato (ABTS)

Se preparé resuspendiendo el acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina
sulfonico (ABTS) a una concentracion de 1 mg/ml en un tampén preparado
comercialmente (Boehringer) que contenia perborato soédico, acido citrico y
Na,HPO..

Solucidn de sustrato (TMB)

l.a solucion de 3,3'.5,5'-tetrametilbenzidina se obtuvo de una casa
comercial (Boehringer).

Solucién de tapizado

Se preparé resuspendiendo seroalbumina bovina (BSA) al 1 % en el
tampon PBS.

Se emplearon dos soluciones de frenado distintas:

Solucion de frenado para el ABTS

Es una soluctdén de fluoruro de sodio (NaF) al 2 % en agua destilada.

Solucion de frenado para la TMB

Es una solucion de acido sulfarico (H.SO.) 1 M.
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Metodologia del ELISA indirecto en paleta:

Las paletas de poliestireno se introdujeron en criotubos de polipropileno
(Nunc), en los que se habian depositado 500 pl de la muestra antigénica
correspondiente. Se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, y
en el transcurso de ese tiempo, se enroscaron y desenroscaron los tapones de
los criotubos, con objeto de facilitar la adsorcidn de los antigenos a las paletas.
Terminada la incubacion, las paletas se lavaron cuidadosamente con agua
corriente evitando invertir los tapones. A continuacion, para tapizar las zonas
de las paletas donde no se hubiera adsorbido el antigeno, se afiadieron 500 pl
de 1a solucion de tapizado a los criotubos, incubdndose las paletas en dicha
solucion durante 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual, se lavaron
con agua corriente. Seguidamente, se incubaron las paletas con 500 pl del
anticuerpo monoclonal anti-caseina de la leche de vaca durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Finalizada la incubacion, las paletas se lavaron de
nuevo con agua del grifo para eliminar aquelios anticuerpos que no hubiesen
reaccionado. A continuacion, se incubaron las paletas con 500 pl de conjugado
y se mantuvieron durante 15 minuotos a temperatura ambiente. Tras lavar las
paletas con agua del grifo para eliminar los restos de conjugado libre, se
incubaron con 500 ul del sostrato. Después de incubar las paletas en los
criotubos con el sustrato durante 30 minutos a temperatura ambiente, la
reaccion colorimétrica resultante de la degradacion del sustrato por la enzima
se detuvo con la solucion de frenado. Una vez frenada la reaccion, se
determind visualmente la presencia de leche de vaca en mezclas lacteas y
quesos de oveja, comparando las muestras con un control negativo que sblo
contenia leche o queso de oveja y con un control positivo que contenia leche o
queso de vaca (Figura I11.3.).
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Criotubo Paleta

1.- Antigeno (muestra de leche o extracto de
queso) adsorbido a la paleta (500 ul)

Z incubaci6én 30 min, 20°C

2.- Anticuerpos monoclonales frente a las
caseinas de vaca (500 L)

Z' incubacion 15 min, 20°C

3.- Conjugado (anticuerpo anti Ig G-peroxidasa)
(500 pl)

E incubacién 15 min, 20°C

4.- Adicién del sustrato enzimatico (500 ul)

@

-

Apreciacién del color (30 min)

Figura Ill. 3. Prueba rapida para la deteccién de la leche de vaca en mezclas
lacteas y en quesos utilizando anticuerpos monoclonales.
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V. 1. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS CASEINAS
DE LA LECHE DE VACA

El aislamiento de las distintas fracciones caseinicas de la leche de vaca se
realizé a partir de un extracto liofilizado de la caseina entera por cromatografia
liquida de alta resolucion (FPLC), siguiendo el protocolo descrito en el
apartado II1.2.1.2. En la Figura IV.l., se observan los cuatro picos
cromatograficos que se registraron al eluir la muestra de caseina a través de
una columna de intercambio anionico fuerte (Mono Q HR 5/5). Estos picos se
identificaron como: k-, B-, .- v a,-caseinas, al comparar el perfil de elucion
con los obtenidos previamente por el analisis de unos patrones internos
correspondientes a las fracciones caseinicas suministradas por una casa
comercial (k-, B-, o~ y 0,-caseinas).

Para la separacion cromatografica, se utilizé un fluyjo de elucién de 1
ml/min y un gradiente salino discontinuo de 0 a 0,4 M, que permitiesen eluir
separadamente las fracciones caseinicas de la leche de vaca. Sin embargo, v
como se observa en la Figura IV.1,, la separacion entre las fracciones o, y
o,~caseinas es incompleta.

Las fracciones eluidas por 1a columna cromatografica se dializaron frente
a agua destilada, se liofilizaron, y su concentracion proteica se determind de
acuerdo al método descrito en el apartado 111.2.1.3. Para ello, se construyo una
curva patron con la fraccion B-caseina aislada de la leche de vaca (Figura
IV.2.). La ecuacion de la recta patron resultante de relacionar los valores de
absorbancia y las concentraciones de proteina de los patrones fue:

y =-0,00087 +0,0022 x, r = 1,0.

El rendimiento de proteina obtenido fue el siguiente: k-caseina = 182 ug,
B-caseina = 534,5 pg, o.-caseina = 74,8 pg y ag-caseina = 476 ug de
proteina/mg,

Las fracciones caseinicas purificadas por FPLC, se caracterizaron
parcialmente mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida con sodio
dodecil sulfato (SDS), utilizando un aparato PhastSystem (111.2.2.2). Como se¢
observa en la Figura 1V.3., la migracion de las caseinas en el gel de
electroforesis se establece de acuerdo a su peso molecular, siendo la fraccion
de x-caseina (19 KDa) la que migra a mayor distancia del origen, seguida de la
B-caseina (23,9 KDa), de la a,-caseina (23,6 KDa) y de la a,.-caseina (25,2
KDa).
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Figura IV.1. Perfil de elucion de las caseinas de la leche de vaca obtenido al
fraccionar la caseina entera en sus componentes utilizando [a
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (FPLC). Para
la separaciébn se utilizd una columna cromatografica de
intercambio anidnico fuerte (Mono Q HR 5/5). Las fracciones
eluidas fueron: (1) k-caseina, (2) B-caseina, (3) o..-caseina (4)
o -caseina.
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Figura 1V. 2. Recta patron para la determinacion de la concentracion de

proteina de las fracciones caseinicas purificadas por el FPLC
signiendo la técnica descrita por Markwell (1978).
Concentracion de la proteina patron (p-caseina de leche de
vaca): (A) 10 pg/ml; (B) 25 pg/ml; (C) 50 pg/ml; (D) 75 pg/ml;
(E) 100 pg/ml.
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Figura 1V 3. Migracion electroforética de las caseinas de la leche de vaca en
un gel de poliacrilamida con SDS (12,5 %), utilizando un aparato
PhastSystem™. (A) a,-caseina, (B) a.-caseina, (C) B-caseina,
(D) x-caseina y (E) caseina entera.
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Los resuitados obtenidos en la electroforesis realizada confirmaron que
las fracciones aisladas por FPLC eran homogéneas, con la excepcion de las o.-
caseinas ya que las bandas proteicas del gel de electroforesis demuestran que
la fraccion identificada como o,,-caseina contiene, ademas, restos de -y oy -
caseinas. Asimismo, la comparacion del perfil electroforético obtenido para las
fracciones de caseina de vaca, aisladas por FPLC, con los resultados
publicados por otros autores (Mikkelsen y col., 1987), permite verificar que la
distancia recorrida en el gel por la o, -caseina es sensiblemente inferior a la
que le corresponderia en base a su peso molecular. Este hecho probablemente
se debe a que la fraccion 4 separada por FPLC (Figura IV.1.) e identificada
como o, -caseina, contiene ademas restos de o,.-caseina.

IV. 2. CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE LAS CASEINAS
DE LA LECHE DE VACA

Las fracciones de la caseina de vaca purificadas por FPLC, se
caracterizaron inmunologicamente utilizando anticuerpos policlonales
obtenidos en cabra frente a las caseinas de vaca y una técnica
inmunoenzimatica de ELISA indirecto (111.2.5.2). Los anticuerpos policionales
utilizados se purificaron por cromatografia de afinidad, para eliminar aquellos
anticuerpos que reconocian a las caseinas de otras especies animales, y se
conjugaron a la biotina por Rodriguez v col., (1993). Experimentos previos
demostraron que la dilucion oOptima para el empleo de los anticuerpos
policlonales especificos anti-caseina de vaca (1 mg/ml) era ia 1:500 y la del
conjugado comercial de estreptavidina-peroxidasa, la 1:1000.

Los resultados obtenidos en la técnica del ELISA indirecto desarrollado
en este trabajo, demostraron que los anticuerpos policlonales especificos anti-
caseina de¢ vaca reconocian intensamente la fraccion B-caseina, siendo los
valores maximos de absorbancia obtenidos proximos a los alcanzados frente a
la caseina entera de vaca (Figura IV.4.). La especificidad de estos anticuerpos
para reconocer al resto de las caseinas fue en orden decreciente la siguiente:
B-, x-, do- ¥ O, -caseinas.

Los resultados obtenidos con el ELISA indirecto desarrollado se
confirmaron utilizando una técnica de inmunobloting. Para cllo, inicialmente
se realizo una electroforesis en un gel de poliacrilamida con SDS (1I1.2.2.1) y
una vez que las caseinas se habian separado en el gel de electroforesis, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa signiendo el protocolo descrito
en el apartado I11.2.5.6. Finalizada la transferencia, las bandas de proteina
correspondientes a las fracciones separadas de caseina se detectaron utilizando
los anticuerpos policlonales especificos anti-caseina de vaca. Experimentos
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Figura [V 4. Caracterizacion mmunologica de las fracciones aisladas de la
caseina de la leche de vaca por FPLC, utilizando anticuerpos
policlonales especificos anti-caseina de vaca y una técnica de
ELISA indirecto. (W) caseina entera de vaca, (@) B-caseina, (A) x-
caseina, (A) a.-caseina, (0) a,-caseina y {(0) cascina entera de
cabra.
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previos demostraron que la dilucion optima para el empleo de los anticuerpos
policlonales especificos anti-caseina de vaca (1 mg/ml) y la del conjugado
comercial de anti-inmunoglobulinas de cabra marcadas con la peroxidasa era
la 1:2000, en ambos casos. La adicion del sustrato de diaminobenzidina
permitié detectar en la membrana de nitrocelulosa las bandas coloreadas
correspondientes a los lugares de union de los anticuerpos a las fracciones
caseinicas separadas por electroforesis. Como se observa en la Figura IV.5,, la
banda mas intensa corresponde a la B-caseina, seguida en un orden decreciente
de intensidad de color por las bandas correspondientes a la x-caseina y o.-
caseinas.

La técnica de inmunobloting permitié confirmar los resultados que
previamente se habian obtenido con la técnica del ELISA indirecto. De los
resultados obtenidos se deduce que la fraccion B-caseina es la que presenta un
mayor namero de epitopos especie-especificos, al ser analizada frente a los
anticuerpos policlonales especificos anti-caseina de vaca.

IV.3. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
ESPECIFICOS DE LAS CASEINAS DE LA LECHE DE VACA

Para la obtencidon de anticuerpos monoclonales especificos de las
caseinas de la leche de vaca, se inmunizaron varios lotes de ratones hembras
de la estirpe Balb/c, con la fraccion B-caseina purificada por FPLC. Las
inoculactones intraperitoneales se realizaron semanalmente de acuerdo al
protocolo descrito en el apartado 111.2.3.1.

A los 42 dias de la primera inoculacion, se realizé una sangria parcial del
plexo retroorbitario de los ratones con objeto de comprobar si los animales
producian anticuerpos frente a las caseinas de vaca. En la Figura IV.6., se
representan graficamente los valores de absorbancia obtenidos mediante un
ELISA indirecto, utilizando los mmunosueros extraidos de la sangria parcial
reahzada a los ratones. Los resultados confirman la variacién individual de la
respuesta inmunoléogica de cada animal inmunizado con la B-caseina de vaca.
De los tres ratones del lote analizado, el inmunosuero del raton 1, diluido a la
1:10.000, mostraba valores de absorbancia superiores a 2,0, y por
consiguiente, se consideré que el titulo del suero era suficiente para proceder a
la sangria final del raton. El raton cuyo inmunosuero presentaba el titulo mas
alto, se eligi6 para efectuar la fusion celular con células de mieloma de raton
(P3X63-Ag 8653) de acuerdo al protocolo descrito en el apartado [11.2.3.2.

Dos semanas después de la fusién celular y cuando los hibridomas
comenzaban a ser visibles en los pocillos, se procedié mediante una técnica de
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Figura IV.5. Inmunobloting de las caseinas de vaca transferidas a una
membrana de nitrocelulosa, utilizando anticuerpos policlonales
especificos anti-caseina de vaca. (A) caseina entera de vaca, (B)
a,-caseina, (C) B-caseina, (D) k-caseina y (E) a,,-caseina.
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Figura IV 6. Estimacion, mediante un ELISA indirecto de la capacidad de los
inmunosueros obtenidos en los ratones 1 (@), 2 (0) y 3 (O), para
reconocer la caseina entera de la leche de vaca (25 ug de caseina
por pocillo) a los 42 dias de la primera inoculaciéon. Dilucion del
conjugado de anti-inmunoglobulinas de ratén marcadas con
peroxidasa, 1:1500.
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ELISA indirecto, a seleccionar aquéllos que producian anticuerpos frente a las
caseinas de vaca. Con esta técnica, se identificaron varios hibridomas
productores de anticuerpos que reconocian las caseinas de la leche de vaca. De
cllos, s6lo el hibridoma AH4 reconocia especificamente a las caseinas de vaca,
sin presentar reacciones cruzadas frente a las caseinas de oveja y cabra (Tabla
IV.1.). Asimismo, e! hibridoma AH4 no presentaba ninguna reaccion cruzada
frente a las proteinas solubles musculares de la carne de vaca, cerdo, pollo y
caballo, ni frente a otras proteinas, como la proteina de soja, la sercalbomina
bovina y la gelatina.

La identificaciéon de la clase y subclase del anticuerpo momnoclonal
producido por el hibridoma AH4 se realizd mediante un formato de ELISA
sandwich siguiendo la técnica descrita en el apartado I11.2.5.4 y utilizando un
conjugado de anti-inmunoglobulinas de ratén. Los resultados obtenidos
demostraron que los anticuerpos segregados por el hibridoma AH4 eran Ig G..

El hibridoma AH4 se clond tres veces por la técnica de dilucién limite
descrita en el apartado I11.2.3.5. Tanto el hibridoma aislado inicialmente de las
placas de fusién celular como los hibridomas resuitantes de las clonaciones
sucesivas, se expandieron efectuando subcultivos celulares y se congelaron.
Asimismo, los hibridomas obtenidos en la segunda y tercera clonacién se
inocularon en ratones machos de la estirpe Balb/c, con el fin de producir
ascitis en los ratones y asi recuperar el liquido generado en la cavidad
abdominal de los animales inoculados. Una vez inducida la ascitis, 1os liquidos
asciticos se purificaron mediante precipitacion selectiva con sulfato de
amonio.

Asimismo, se utilizé la técnica de inmunobloting para confirmar que los
anticuerpos producidos por ¢l hibridoma AH4 reaccionaban especificamente
frente a las caseinas de vaca, sin presentar reacciones cruzadas frente a otras
protefnas homdlogas. Para ello, la caseina entera de las leches de vaca, ovejay
cabra, asi como las fracciones caseinicas aisladas de la leche de vaca (B, , o,
y o) se separaron mediante una electroforesis alcalina en un gel de
poliacrilamida que contenia urea, de acuerdo a la técnmica descrita en el
apartado 111.2.2.3. Una vez finalizada la electroforesis, las caseinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y a continuacion, ésta se incub6
con el anticuerpo monoclonal AH4 diluido 1:10.000, en un tampon TBS que
contenia un 1 % de BSA. Seguidamente, se afiadié un conjugadoe de anti-
inmunoglobulinas de raton obtenidas en conejo y marcadas con peroxidasa,
diluido 1:2000 en un tampén TBS que contenia un 1 % de BSA. Después de la
incubacion, se adiciond la diaminobenzidina como sustrato de la reaccion
colorimétrica. La aparicion de bandas coloreadas en la membrana de nitroce-
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Tabla [V.1. Valores de absorbancia obtenidos en un ELISA indirecto para
determinar la especificidad del anticuerpo monoclonal AH4
para reconocer distintas proteinas

Anticuerpo monoclonal
(AH4)

Proteinas Absorbancia (405 nm)
Caseinas de vaca 2,124
Caseinas de oveja 0,007
Caseinas de cabra 0,040
Proteinas musculares solubles de vaca 0,032
Proteinas musculares solubles de cerdo 0,044
Proteinas musculares solubles de pollo 0,001
Proteinas musculares solubles de caballo 0,064
Proteina de soja 0,027
Seroalbiimina bovina 0,040
Gelatina 0,002
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lulosa, permiti¢ detectar los lugares de union del anticuerpo monoclonal AH4
a las fracciones caseinicas. La presencia de una banda coloreada
correspondiente a la caseina entera de la leche de vaca, demostr6 la ausencia
de reacciones cruzadas frente a las caseinas de oveja y cabra (Figura 1V.7.).
Asimismo, la visualizacion de bandas coloreadas correspondientes a las
fracciones - y x-caseina y la ausencia de reacciones cruzadas frente a las .-
caseinas, confirmaron los resultados obtemidos con la técnica del
inmunobloting utilizando anticuerpos policlonales anti-caseinas de vaca
(Figura 1V.5.).

IV. 4. ESTIMACION DE LA CAPACIDAD DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL AH4 PARA RECONOCER A LAS CASEINAS
DE LA LECHE DE VACA MEDIANTE UNA TECNICA DE
ELISA INDIRECTO

Mediante 1a técnica del ELISA indirecto descrita en el apartado 111.2.5.1,
se determiné la capacidad del anticuerpo monoclonal AH4, purificado del
liquido ascitico por precipitacion selectiva con sulfato aménico, para
reaccionar frente a las caseinas de la leche de vaca.

En la Figura IV.8., se puede observar la elevada especificidad del
anticuerpo monoclonal AH4 frente a las caseinas de la leche de vaca y en
ausencia de reacciones cruzadas frente a las caseinas de oveja y cabra. Por
consiguiente, la utilizacién de este anticuerpo monoclonal en un formato de
ELISA indirecto, permite incrementar de forma significativa los niveles de
sensibilidad que se habian alcanzado previamente utilizando los anticuerpos
policlonales especificos frente a las caseinas de vaca.

IV. 5. DETECCION DE LECHE DE VACA EN MEZCLAS LACTEAS
POR TECNICAS INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

El anticuerpo monoclonal AH4, especifico frente a las caseinas de la
leche de vaca, se utilizo en las técnicas inmunoenzimaticas de ELISA indirecto
y de ELISA competitivo, para detectar y cuantificar la incorporacion de
distintos porcentajes de leche de vaca en mezclas lacteas experimentales.

IV. 5. 1. Técnica del ELISA indirecto

Los pocillos de una placa de ELISA se sensibilizaron con leche cruda de
vaca, oveja y cabra, diluida 1:50 en tampon PBS. Los resultados obtenidos
(Figura IV.9.), demuestran que el anticuerpo monoclonal AH4 diferencia
especificamente la leche cruda de vaca, de las leches de oveja y cabra.
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Figura IV.7. Separacion electroforética en un gel de poliacrilamida con urea
(A) e inmunobloting (B), de (1) Ia caseina entera de vaca, (2)
oveja, y (3) cabra, asi como de las fracciones (4) a.-caseina, (5)
a,-caseina, (6) B-caseina y (7) k-caseina de vaca.
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Figura IV.8. Estimacion de 1a capacidad del anticuerpo monoclonal AH4 para
reconocer las caseinas de la leche de (®) vaca, (0) oveja y (4)
cabra. El conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de ratéon
marcadas con peroxidasa, se diluyd a la 1:2000.
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Figura IV.9. Estimacién de la capacidad del anticuerpo monoclonal AH4 para
diferenciar la leche cruda de vaca (@) de las leches de oveja (O) y
cabra (O) mediante la técnica del ELISA indirecto. Las placas se
sensibilizaron con leche fresca de vaca, oveja y cabra diluida
1:50. El conjugado comercial anti-inmunoglobulinas de ratén
marcadas con peroxidasa, se diluy6 a la 1:2600.
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Una vez confirmada la capacidad del anticuerpo monoclonal AH4 para
diferenciar la leche cruda de vaca de las leches de oveja y cabra, se procedio a
cuantificar sy incorporaciéon en mezclas lacteas mediante la técnica del ELISA
indirecto. Para ello, se preparard una mezcla de leches de vaca y oveja y otra
mezcla de leches de vaca y cabra. Cada mezcla, se elabord afiadiendo a las
leches de oveja y cabra, cantidades crecientes de leches de vaca de distintas
procedencias.

Después de realizar numerosos ensayos preliminares, se determinaron las
condiciones 6ptimas del inmunoensayo para detectar y cuantificar la leche de
vaca afiadida a las leches de oveja y cabra, en el intervalo del 0 al 10 % de
incorporacion (v/v). Los pocillos de las placas de ELISA se sensibilizaron con
las mezcias de leches diluidas a la 1:25 (v/v). A continuacidn, se afiadieron los
anticuerpos monoclonales (20 mg/ml) dilwidos 1:4000 y el conjugado
comercial de anti-inmunoglobulinas de ratén conjugadas a la peroxidasa,
diluido 1:2000.

La ecuacion de la recta (Figura 1V.10.), que relacionaba los valores de
absorbancia con el porcentaje de leche de vaca (% V) aiiadida a la leche de
oveja, fue la siguiente:

Absorbancia (405 nm) = 0,089 + 0,111 (% V),

siendo V el porcentaje de leche de vaca incorporado a la mezcla. El
coeficiente de determinacion fue r* = 0,985, P < 0,0001. Debido a las
variaciones que se producen en los ensayos realizados en dias diferentes y
entre laboratorios distintos, es aconsejable preparar muestras patrones de
composicion conocida y obtener los valores de absorbancia junto con los de
las muestras problema. Por consiguiente, seria necesario obtener una curva de
referencia resultante de medir los valores de absorbancia de muestras patrones
(con un contenido de leche de vaca conocido), cada vez que se desarrolla el
inmunoensayo. El coeficiente de variacion (CV) de los valores de absorbancia
para una muestra patron de leche de vaca en placas de 96 pocillos, fue < 5 %
para los resultados intra-ensayo y < 10 % para los resultados inter-ensayo,
obtenidos por técnicos especializados en el mismo laboratorio.

Cuando la leche de vaca se incorpord a la leche de cabra, en el intervalo
de adicion del O al 10 %, los valores de absorbancia obtenidos se ajustaron
mediante una regresion lineal (Figura IV.11.). La ecuacidén que relacionaba los
valores de absorbancia con el porcentaje de leche de vaca incorporado a las
mezclas (% V) fue la siguiente:
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Figura IV.10. Deteccion de leche de vaca en leche de oveja mediante la
técnica del ELISA indirecto. El anticuerpo monoclonal AH4 se
diluyé 1:4000 y el conjugado comercial de anti-
inmunoglobulinas de raton marcadas con peroxidasa, 1:2000.
Cada punto de la grafica representa la media de los valores de
absorbancia obtenidos por duplicado en tres experiencias
distintas, con mezclas de tres procedencias diferentes.
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Figura IV.11. Deteccion de leche de vaca en leche de cabra mediante la
técnica del ELISA indirecto. El anticuerpo monoclonal AH4 se
diluydo 1:4000 y el conjugado comercial de anti-
inmunoglobulinas de raton marcadas con peroxidasa, 1:2000.
Cada punto de la grafica representa la media de los valores de
absorbancia obtenidos por duplicado en dos experiencias
distintas, con mezclas de tres procedencias diferentes.
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Absorbancia (405 nm) =0,160 + 0,115 (% V),

siendo V el porcentaje de leche de vaca incorporado a la mezcla. El
coeficiente de determinacion, fue r* = 0,992, P < 0,0001.

IV. 5. 2. Técnica del ELISA competitivo

En la técnica del ELISA competitivo, se utilizaron las mismas muestras
de leche cruda que se habian empleado en el ELISA indirecto (I11.2.5.1). En
esta técnica, las caseinas de vaca contenidas en las muestras que se analizan,
compiten en su union al anticuerpo con las caseinas que tapizan las placas.

La realizacion de numerosos ensayos preliminares, demostré que las
condiciones optimas para la deteccion y cuantificacion de la leche de vaca
afiadida a las leches de oveja y cabra, se obtenian tapizando las placas de
ELISA con la B-caseina comercial, a una concentraciéon de 10 pg por pocillo.
A continuacion, se afiadieron las muestras de leche cruda dilmdas 1:25 en un
tampon PBS. Seguidamente, se afiadié el anticuerpo monoclonal AH4 (20
mg/ml) diluido 1:2500 en tampén PBST y finalmente, el conjugado comercial
de anti-inmunoglobulinas de raton marcadas con la peroxidasa, diluido 1:2000
en tampon PBST.

Los valores de inhibicion obtenidos cuando la leche de vaca se adiciono
a leches de oveja y cabra, en el intervalo del 0 al 50 %, se muestran en las
Figuras IV.12. y IV.13,

El calculo de los valores de inhibicion fue el siguiente:

Inhibicion = 100 - Absorbancia,

Absorbancia - Densidad optica de la muestra <100
Valor maximo de densidad optica

Para obtener los valores de absorbancia, primero se calcula el valor
maximo de densidad optica. Este valor se obtiene como resultado de la
reaccion del anticuerpo frente a una muestra de leche pura de oveja. En esta
muestra, al no contener caseinas de vaca, no se establece una competencia
entre las caseinas de la muestra y las caseinas que tapizan la placa por su
union con el anticuerpo, quedando todos los epitopos de éste disponibles para
reaccionar con las caseinas que tapizan la placa.

La Figura 1V.12., muestra los valores de absorbancia obtenidos con 3
mezclas lacteas de oveja y vaca, para un intervalo de adicion de leche de vaca
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Figura IV.12. Deteccion de leche de vaca en oveja mediante la técnica del
ELISA competitivo. Cada punto de la grafica representa Ia
media de los valores de inhibicion (%) obtemidos por duplicado
en tres experiencias distintas, con mezclas de tres procedencias
diferentes.
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del 0 al 50 % (v/v). Cada punto de la grafica representa la media de los
duplicados obtenidos al repetir el ensayo en tres dias distintos. El nivel de
deteccion del ensayo fue del 0,5 % (v/v).

Los puntos de la grafica se ajustaron por una regresion de tipo
logaritmico, ajuste gue tuvo como expresion la ecuacién matematica siguiente:

Inhibicion = 42,05 log (V) + 9,7976,

siendo V el porcentaje de leche de vaca de la mezcla. El coeficiente de
determinacion fue r° = 0,960, P < 0,0001. Esta ecuacién matematica permite, a
partir de los valores de absorbancia obtemidos, cuantificar el porcentaje de
incorporacion de leche de vaca afiadido a la leche de oveja.

En la Figura IV.13., se muestran los valores de absorbancia obtenidos
con 3 mezclas lacteas de vaca y cabra, para un intervalo de adicién de leche de
vaca del 0 al 50 % (v/v). Cada punto de la grafica representa la media de los
duplicados obtenidos al repetir el ensayo en tres dias distintos.

Los puntos de la grafica se ajustaron por una regresién de tipo
logaritmico, ajuste que tuvo como expresion la ecuacion matematica siguiente:

Inhibicion = 36,846 log (V) + 31,029,

siendo V el porcentaje de leche de vaca de la mezcla. El coeficiente de
determinacién fue r* = 0,979, P < 0,0001. La ecuacién matematica permite, a
partir de los valores de absorbancia obtenidos, cuantificar el porcentaje de
incorporacion de leche de vaca afiadido a la leche de cabra.

IV. 6. DETECCION DE LECHE DE VACA, SOMETIDA A DISTINTOS
TRATAMIENTOS TERMICOS, EN MEZCLAS LACTEAS POR
LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

Se prepararon 3 mezclas lacteas de oveja y vaca, con un intervalo de
adicion de leche de vaca del 0 al 50 % (v/v). La leche de vaca pasteurizada,
esterilizada y UHT, se obtuvo de establecimientos comerciales (I11.2.5.1).

Las placas se tapizaron con las muestras de leche diluidas a la 1:25 en un
tampon PBS. A continuacién, se afiadié el anticuerpo monoclonal (20 mg/ml)
diluido 1:4000 en un tampdén PBST y el conjugado comercial de anti-inmuno-
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Figura IV.13. Deteccion de leche de vaca en cabra mediante la técnica del
ELISA competitivo. Cada punto de la grafica representa la
media de ios valores de inhibicién (%) obtenidos por duplicado
en tres experiencias distintas, con mezclas de tres procedencias
diferentes.
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globulinas de ratéon marcadas con peroxidasa, 1:2000.

En la Figura IV.14., se muestran los valores de absorbancia obtenidos
para el intervalo de adicion de leche de vaca a las mezclas del 0 al 50 % (v/v).
Los resultados fueron similares a los obtenidos con las mezclas de leche cruda.
Cada punto de la grafica representa la media de los valores de absorbancia
obtenidos por duplicado en tres experiencias distintas.

Los valores de absorbancia obtenidos con las mezclas que contenian
leche de vaca pasteurizada fueron ligeramente superiores (8 %) a los obtenidos
con las mezclas que contenian leche de vaca cruda. Mientras que los valores
de absorbancia obtenidos con las mezclas lacteas que contenian leche de vaca
esterilizada y UHT fueron ligeramente inferiores (15 %) a los que se
obtuvieron con las mezclas de leches crudas.

IV.7. DETECCION DE LECHE DE VACA EN QUESOS DE OVEJA
Y CABRA, POR TECNICAS INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

Se emplearon las técnicas del ELISA indirecto, ELISA competitivo y
ELISA sandwich, para determinar la capacidad del anticuerpo monoclonal
AH4 para detectar la leche de vaca en los quesos de oveja y cabra.

IV. 7. 1. Técnica del ELISA indirecto

Dado que careciamos de la infraestructura necesaria para la elaboracion
de forma controlada de los quesos a partir de las mezclas lacteas previamente
preparadas, se procedio a preparar las muestras utilizando quesos adquiridos
en centros comerciales. Las mezclas de quesos se prepararon afiadiendo

cantidades crecientes de queso de vaca en quesos genuinos de oveja y cabra
(II1.2.5.1).

Después de ensayos preliminares, se determinaron las condiciones
optimas del inmunoensayo para detectar y cuantificar el % de queso de vaca
presente en los quesos de oveja y cabra, en un intervalo de adicion del 0 al 10
%. Las placas de ELISA se sensibilizaron con las mezclas de quesos diluidas
1:4000 (p/p) en un tampdén PBS. A continuacidn, se afiadié el anticuerpo
monoclonal AH4 (20 mg/mi) diluido 1:50.000, en un tampén PBST y
finalmente, el conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de ratdon
conjugadas a la peroxidasa diluido 1:2000.



RESULTADOS 125

£
o~
w
-
-
«
=
K>
=
=
=
Ty
=)
7 2]
)
<
0,0
0
Figura IV 14.

10 20 30 40

% sustitucion de leche de oveja por leche de vaca

Deteccion de leche de vaca, sometida a diferentes tratamientos
térmicos, en leche de oveja mediante la técnica del ELISA
indirecto. Cada punto de la grafica representa la media de los
valores de absorbancia obtenidos por duplicado en tres
experiencias distintas. Las tres mezclas lacteas empleadas en el
Inmunoensayo contenian porcentajes crecientes de leche de
vaca: (@) pasteurizada, (0) fresca, (a) esterilizada y (O0) UHT.

50
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En la Figura TV.15. se representan los valores de absorbancia obtenidos
con mezclas de quesos que contenian queso de vaca en el intervalo de adicion
del 0 al 10 %. Cada punto de la grafica representa la media de los valores de
absorbancia obtenidos por duplicado, en tres experiencias distintas utilizando
mezclas de dos procedencias diferentes. Los puntos de la grafica se ajustaron
por una regresion lineal, obteniéndose la ecuacion matematica siguiente:

Absorbancia (405 nm) = 0,191 + 0,08 (% V),

siendo V el porcentaje de queso de vaca presente en el queso de oveja. El
coeficiente de determinacidon fue r = 0,983, P < 0,0001. Esta ecuacion
matematica, permite cuantificar a partir de los valores de absorbancia
obtenidos, el porcentaje de queso de vaca presente en el queso de oveja. Sin
embargo, la variabilidad del ensayo que se observa en distintos dias y entre
diferentes laboratorios, obliga a incluir en ¢l immunoensayo, patrones de
composicion conocida junto con las muestras. El coeficiente de variacion (CV)
de los valores de absorbancia para una muestra patron de queso puro de vaca
en placas de 96 pocillos, fue <5 % para los resultados intra-ensayo y < 10 %
para los resultados inter-ensayo, obtemidos por técnicos especializados en el
mismo laboratorio.

En la Figura IV.16., se representan los valores de absorbancia obtenidos
con mezclas de quesos que contenian queso de vaca en un intervalo de adicion
del 0 al 10 %. Cada punto de la grafica representa la media de los valores de
absorbancia obtenidos por duplicado en tres experiencias distintas utilizando
mezclas de dos procedencias diferentes. Los puntos de la grafica se ajustaron
por una regresion lineal, obteniéndose la ecuacion matematica siguiente:

Absorbancia (405 nm) = 0,138 + 0,092 (% V),

siendo V el porcentaje de queso de vaca presente en el queso de cabra. El
coeficiente de determinacion fue r* = 0,936, P < §,0001. Esta ecuacion
matematica permite cuanfificar a partir de los valores de absorbancia, el
porcentaje de queso de vaca presente en queso de cabra.

IV. 7. 2, Técnica del ELISA competitivo

Las mezclas de quesos analizados se prepararon afiadiendo cantidades
crecientes de queso de vaca a quesos genuinos de oveja y cabra (IIL2.5.1).
Después de ensayos preliminares, se determinaron las condiciones optimas del
mmunoensayo para detectar y cuantificar la incorporacion de queso de vaca



RESULTADOS 127

1,21

Absorbancia a 405 nm

% queso de vaca en queso de oveja

Figura IV 15. Deteccion de queso de vaca en queso de oveja por la técnica del
ELISA indirecto. Cada punto de la grafica representa la media
de los valores de absorbancia obtenidos por duplicado en tres
experiencias diferentes, con mezclas de dos procedencias
distintas.
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Figura 1V 16. Deteccion de queso de vaca en queso de cabra por la técnica del
ELISA indirecto. Cada punto de la grafica representa la media
de los valores de absorbancia obtenidos por duplicado en tres

experiencias diferentes, con mezclas de dos procedencias
distintas.
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presente en los quesos de oveja y cabra. Las placas se sensibilizaron con la f3-
caseina de vaca, a una concentracion de 10 pg por pocillo. Seguidamente, se
anadieron las muestras de quesos diluidas 1:500 en un tampon PBS para las
mezclas de vaca en oveja y 1:200 para las mezclas de vaca en cabra. A
continuacion, se afiadié el anticuerpo monoclonal AH4 (20 mg/ml) diluido
1/5000, en un tampon PBST y finalmente, se afiadio el conjugado comercial de
anti-inmunoglobulinas de ratén conjugadas a la peroxidasa diluido 1/2000.

En las Figuras IV.17. y TV.18., se representan los valores de inhibicion
obtenidos con mezclas de quesos que contenian leche de vaca en el intervalo
del 0 al 50 %. La Figura 1V.17., muestra los valores de inhibicton que se
obtuvieron con las mezclas de quesos de vaca y oveja. Cuando en los quesos
genuinos de oveja habia un 5 % de queso de vaca, se alcanzaban valores de
inhibicion del 50 %. El limite de deteccion de fa presencia de queso de vaca en
queso de oveja, fue del 0,5 % (p/p). Los valores de inhibicion se ajustaron por
una regresion de tipo logaritmico, obteniéndose la ecuacion siguiente:

Inhibicion = 32,52 log (V) + 24,88,

siendo V el contemido de queso de vaca en queso de oveja. El coeficiente de
determinacion, fue r* = 0,979, P < 0,0001.

La Figura 1V.18., muestra los valores de inhibicién que se obtuvieron con
las mezclas de quesos de vaca y cabra. Cuando en los quesos genuinos de
cabra habia un 2,5 % de queso de vaca se alcanzaban valores de inhibicion del
50 %. El limite de deteccion de queso de vaca en queso de cabra fue del 0,5 %

(»/p)-

Los valores de inhibicion se ajustaron por una regresion de tipo
logaritmico, obteniéndose la ecuacion sigwente:

Tnhibicién = 28,54 log (V) + 40,13,

siendo V el contenido de queso de vaca en queso de cabra. El coeficiente de
determinacion fue r* = 0,927, P < 0,0001. Estas ecuaciones matematicas
permiten cuantificar a partir de los valores de inhibicion, el porcentaje de
queso de vaca presente en quesos de oveja y cabra.

IV. 7. 3. Técnica del ELISA sandwich

Las mezclas de quesos se prepararon afiadiendo cantidades crecientes de
queso de vaca en quesos genuinos de oveja y cabra (I11.2.5.1). Para la realiza-
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Figura IV 17. Deteccion de queso de vaca en queso de oveja por la técnica del
ELISA competitivo. Cada punto de la grafica representa la
medta de los valores de inhibicion (%) obtenidos por duplicado
en dos experiencias diferentes, con mezclas de dos
procedencias distintas.
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Figura IV.18. Deteccién de queso de vaca en queso de cabra por la técnica del
ELISA competitivo. Cada punto de la grafica representa la
media de los valores de inhibicién (%) obtenidos por duplicado
en dos experiencias diferentes, con mezclas de dos
procedencias distintas
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cion de esta técnica, el anticuerpo monoclonal AH4 se conjugd a la
digoxigenina (111.2.5.5). La deteccion de los anticuerpos conjugados a la
digoxigenina, se efectud con los fragmentos variables (F,,) de anticuerpos anti-
digoxigenina marcados con peroxidasa.

Después de ensayos preliminares, se determinaron las condiciones
optimas del inmunoensayo para detectar y cuantificar el contenido de queso de
vaca presente en el intervalo del 0 al 10 %, en los quesos de oveja y cabra. Las
placas se sensibilizaron con un anticuerpo policlonal de captura obtenido en
conejo frente a la B-caseina de vaca, diluido 1:2500 en un tampén PBS.
Seguidamente, se afiadieron las mezclas de quesos dilmdas 1:100 (p/p) en un
tampon PBST. A continuacion, se afiadio el anticuerpo monoclonal AH4
conjugado a la digoxigenina, diluido 1:100 en un tampon PBST y los
fragmentos variables (F.,) obtenidos frente a la digoxigenina y marcados con la
peroxidasa diluidos 1:1000.

En la Figura IV.19., se representan los valores de absorbancia obtenidos
con mezclas de quesos que contenian queso de vaca en el intervalo de adicién
del 0 al 10 %. Cada punto de la grafica representa la media de los valores de
absorbancia obtenidos por duplicado en dos experiencias distintas, utilizando
mezclas de dos procedencias diferentes. El ajuste de los puntos de la grafica
por una regresion lineal, dio lugar a la ecuacion matematica siguiente:

Absorbancia (405 nm) = 0,271 + 0,258 (% V),

siendo V el porcentaje de queso de vaca en queso de oveja. El coeﬁ01cnte de
determinacion, fue r* = 0,970, P <0,0001,

Los valores de absorbancia obtenidos al analizar las mezclas de quesos
de vaca y cabra, cuando éstas contenian queso de vaca en el intervalo del 0 al
10 %, aparecen en la Figura TV.20. Cada punto de la grafica representa la
media de los valores de absorbancia obtenidos por duplicado en dos
experiencias distintas, utilizando mezclas de dos procedencias diferentes.

El ajuste de los puntos de la grafica por una regresion lineal, dié lugar a
la ecuacion matematica siguiente:

Absorbancia ( 405 nm) = 0,251 + 0,269 (% V),
siendo V el porcentaje de queso de vaca en queso de cabra. El coeficiente de

determinacion fue r* = 0,995, P < 0,0001. Estas ecuaciones matematicas
permiten cuantificar, a partir de los valores de absorbancia, el porcentaje de
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Figura 1V.[9. Deteccion de queso de vaca en queso de oveja por la técnica del
ELISA sandwich. Cada punto de la grafica representa la media
de los valores de absorbancia obtenidos por duplicado en dos
experiencias diferentes, con mezclas de dos procedencias
distintas.
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Figura [V.20. Deteccion de queso de vaca en queso de cabra por la técnica del
ELISA sandwich. Cada punto de la grafica representa la media
de los valores de absorbancia obtenidos por duplicado en dos
experiencias diferentes con mezclas de dos procedencias
distintas.
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queso de vaca presente en los quesos de oveja y cabra.

1V. 8. DETECCION DE LECHE DE VACA EN LECHE Y QUESO DE
OVEJA POR UNA TECNICA DE ELISA INDIRECTO EN
PALETAS

Se analizaron las mezclas de leches y quesos que se han descrito
previamente (111.2.5.1). Las paletas de los criotubos se sensibilizaron con las
mezclas de leches diluidas a la 1:10, en un tampén PBS. A continuacion, se
anadio el anticuerpo monoclonal AH4 (20 mg/ml) diluido 1:100 en un tampon
PBST. Finalmente, se afiadié el conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas
de raton marcadas a la peroxidasa diluido 1:1000 en un tampén PBST. Como
sustrato de la reaccidon colorimétrica se empleé una solucion de
tetrametifbenzidina (TMB). Una vez transcurridos 30 minutos de incubacidn
con el sustrato a 20°C, se afiadié una solucién de frenado (H.SO,; 1M) para
detener la reaccion colorimétrica.

En la Figura IV.21., se muestran los resultados obtenidos en la deteccion
de leche de vaca en leche de oveja. La reaccién colorimétrica resuitante de la
degradacion enzimatica del sustrato, permitid comprobar a simple vista la
diferente intensidad de color que se desarrolld entre un control negativo (leche
de oveja) y las tres muestras de leche de oveja que contenian cantidades
crecientes de leche de vaca (1, 5y 25 %). Como se puede apreciar en la Figura
IV.21., este ensayo permite detectar mezclas que contienen un 1 % de leche de
vaca.

A continuacién, se determinaron las condiciones optimas de esta prucba
rapida en paletas para utilizarla en la deteccion de leche de vaca en quesos de
oveja. Las paletas de los criotubos se sensibilizaron con las mezclas de quesos
diluidas 1:50 en un tampon PBS. A continuacion, se afiadié el anticuerpo
monoclonal AH4 (20 mg/ml) dituido 1:2000 en un tampén PBST. Finalmente,
se afiadio el conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de raton marcadas
a la peroxidasa diluido 1:2000 en un tampdén PBST. Como sustrato de la
reaccion colorimétrica se empleé una soluciéon de ABTS. Una vez
transcurridos 30 minutos de incubacion con el sustrato a 20°C, se afiadié una
solucion de frenado de NaF al 1 % (p/v) para detener la reaccién
colorimétrica.

En la Figura IV. 22., se muestran los resultados obtenidos en la deteccion
de queso de vaca en queso de oveja. La reaccion colorimétrica resultante de la
degradacion enzimatica del sustrato, permitid comprobar visualmente la
diferente intensidad de color que se habia desarrollado entre un control negati-
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Figura1V.21. Detecciéon de leche de vaca en leches de oveja utilizando una
prueba inmunoldgica rapida de ELISA indirecto en paletas. (A)
0%, (B) 1 %, (C) 5 %y (D) 25 % de leche de vaca afiadida a
las leches de oveja.



RESULTADOS 137

Figura 1V.22. Detecciéon de queso de vaca en quesos de oveja utilizando una
prueba inmunolégica rapida de ELISA indirecto en paletas. (A)
0%, (B) 5 %y (C) 100 % de queso de vaca presente en quesos
de oveja.
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vo {queso puro de oveja), una muestra de queso de oveja que contenia un 5 %
(p/p) de queso de vaca y un control positivo (queso puro de vaca).

En la Figura IV.23., se observan muestras de quesos de oveja que
contienen cantidades crecientes (0,5; 1; 2,5; 5; 10; 15; 25; 50 y 100 %) de
queso de vaca. La reaccion colorimétrica resultante de la degradacion
enzimatica del sustrato, permitid comprobar a simple vista la diferente
intensidad de color que se habia desarrollado entre un control negativo (queso
puro de oveja) y el resto de las muestras de quesos de oveja que contenian
cantidades crecientes de queso de vaca. Como se puede apreciar en la Figura
IV.23., esta prueba permite detectar mezclas que contienen un 0,5 % de queso
de vaca.
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Figura 1V.23. Deteccién de queso de vaca en quesos de oveja utilizando una
prueba inmunolégica rapida de ELISA indirecto en paletas. (A)
0%, (B) 0,5 %, (C) 1%, (D) 2,5 %, (E) 5 %, (F) 10 %, (G)
15 %, (H) 25 %, (Y) 50 % y (J) 100 % de queso de vaca
presente en quesos de oveja.
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V. 1. PURIFICACION DE LAS CASEINAS DE LA LECHE DE VACA
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
(FPLC)

Son varios los procedimientos quimicos que pueden utilizarse para
conseguir la separacion de las distintas fracciones de caseina. Sin embargo, de
ellos solo las técnicas cromatograficas proporcionan fracciones homogeneas
(Lopez Fandifio, 1990).

Las primeras separaciones de caseina se realizaron por cromatografia de
intercambio iénico (Swaisgood, 1993), y debido a la naturaleza anfotera de las
moléculas de proteina, era posible emplear tanto intercambiadores anidnicos
como cationicos para su purificacion.

Muchos autores consiguieron inicialmente aislar, identificar y cuantificar
las caseinas de la leche utilizando como intercambiador i6nico la DEAE-
celulosa en presencia de urea {Thompson, 1966; El-Negoumy, 1975; Wei y
Whitney, 1985). El empleo de urea como agente disociante en los tampones,
permitia disgregar las caseinas en subunidades mas pequefias. No obstante, los
intercambiadores de celulosa presentaban los inconvenientes de su baja
capacidad y de que sus propiedades de flujo no eran buenas a causa de su
forma irregular.

Las técnicas de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC y FPLC),
permitiecron realizar separaciones de proteinas mas rapidas y con una
resolucion mayor que las técnicas cromatograficas convencionales (Barrefors y
col., 1985). Las técnicas de HPLC y FPLC descritas, emplean
intercambiadores fuertes de mayor capacidad utilizando grupos sulfonicos
(intercambiadores catidnicos) y grupos amino cuaternarios (intercambiadores
anionicos). Se han empleado tanto intercambiadores catiénicos (columna
Mono S) a pH 3,8, como intercambiadores anionicos {columna Mono-Q) en un
intervalo de valores de pH de 5,0 hasta 11,0 (St-Martin y Paquin, 1990). Sin
embargo, la columna Mono-Q a valores de pH entre 7,0 y 8,0, es
probablemente la mas efectiva para efectuar analisis rutinarios (Andrews y
col., 1985).

En este trabajo, la separacion de las caseinas de vaca se ha realizado
siguiendo el método descrito por Davies y Law (1987). Para ello, se empled
una columna Mono Q HR 5/5 a un valor de pH 7,0. El empleo de tampones
con una concentracion de urea (3,3 M) inferior a la de 8 M, utilizada
habitualmente por otros autores, consigue mejorar la separacion entre las a,.-
caseinas y las a,,-caseinas. Aunque en el método de Davies y Law (1987), las
caseinas se alquilaban con cisteamina y cistamina, en este trabajo las caseinas
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se redujeron con B-mercaptoetanol. La alquilacion provoca el bloqueo de los
grupos tiol de la k-caseina y de las o,-caseinas, mientras que con el B-
mercaptoctanol los grupos tiol se reducen. El pretratamiento de las caseinas
tiene por objeto separar la k-caseina y las a.-caseinas que poseen enlaces
disulfuro, de la B-caseina y de las a,-caseinas, consiguiéndose con ambas
técnicas resultados muy similares. A pesar de que la técnica utilizada en este
trabajo no consigue separar de forma completa las o-caseinas y las -
caseinas (Figura TV.1.), se consideré que los resultados obtenidos eran
razonablemente satisfactorios y similares a los obtenidos por otros autores
(Andrews y col., 1985; Davies y Law, 1987).

Recientemente se ha descrito una técnica de HPLC por cromatografia en
fase reversa, que permite la separacion completa de las caseinas de cabra
(Jaubert y Martin, 1992). Este método permite no solo la separacion entre las
a,-caseinas y las o,.-caseinas, sino que ademas permite identificar la mayoria
de las variantes genéticas de todas las o,-caseinas. Asimismo, estos autores
sefialan que esta técnica puede emplearse para el fraccionamiento de las
caseinas de oveja y cabra.

V.2.CARACTERIZACION PARCIAL DE LAS CASEINAS DE VACA
PURIFICADAS POR FPLC, POR ELECTROFORESIS EN GELES
DE POLIACRILAMIDA CON SDS UTILIZANDO EL APARATO
PHASTSYSTEM™

La tendencia marcada de las caseinas a agregarse constituye el problema
fundamental a la hora de abordar su separacion (Lopez Fandifio, 1990). Para
lograr una separacion electroforética efectiva de las caseinas, es necesario
incorporar en el gel de electroforesis ciertos agentes que incrementan la
solubilidad de las mismas y disminuyen la formacion de agregados.

Entre los agentes que se pueden utilizar para solubilizar y disgregar las
proteinas que van a separarse por electroforesis, se encuentran los detergentes
que se incluyen tanto en la muestra como en el gel de electroforesis. En la
separacion electroforética que se efectué en este trabajo, se utilizé el sodio-
dodecil sulfato (SDS), siguiendo la técnica descrita por Laemmli (1970)
mediante un aparato PhastSystem™. El SDS es un detergente anionico que
rompe las interacciones hidrofébicas que se establecen entre las cadenas
proteicas provocando con esta desnaturalizacidon, la disociacion de las
proteinas en subuntdades mas pequeiias. Los complejos formados de SDS-
polipéptido migran durante ia electroforesis en geles que contienen SDS hacia
el anodo de acuerdo a su tamaiio molecular.
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La separacion electroforética realizada en este trabajo (Figura 1V.3.),
permitid corroborar los resultados que se habian obtenido previamente en la
purificacion por FPLC, demostrando que las fracciones B- y x-caseinas se
habian separado a homogeneidad y confirmando que la resolucion de las os-
caseinas era incompleta.

En este trabajo se empleé un gel de poliacrilamida homogéneo al 12,5 %.
La resolucidn de las proteinas en las técnicas electroforéticas es mayor cuando
se emplean geles discontinuos. Sin embargo, cuando se quieren fraccionar
proteinas de pesos moleculares muy proximos, estd indicado el empleo de
geles de poliacrilamida homogéneos. Parris y col., (1990), han descrito que la
técnica de electroforesis en geles de poiiacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
utilizando geles discontinuos, es una técnica eficaz para identificar las caseinas
de vaca. Otros autores han descartado el uso de las electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE) unidimensionales para la identificacion de las caseinas
de cabra (Addeo y Mauriello, 1988), aduciendo que esta técnica no permite
una resolucion completa de todos los componentes de la caseina. La
proximidad de los tamaiios moleculares y el escaso margen de diferencia en el
grado de ionizacion de las caseinas, producirian solapamientos entre las ;-
caseinas y las o,-caseinas y entre la -caseina y otras moléculas. Muchos
autores (Chianese y col., 1992, 1993) con objeto de evitar los errores que se
producen con las electroforesis unidimensionales en la identificacion y
cuantificacion densitométrica de las caseinas, han empleado electroforesis
bidimensionales, combinando la primera migracion electroforética en un gel de
poliacrilamida (PAGE) con una técnica de isoelectroenfoque. El
isoelectroenfoque permite separar las proteinas en gradientes de pH, en base a
las diferencias que existen en sus puntos isoeléctricos. Por consiguiente, la
movilidad electroforética de las proteinas de la muestra en este tipo de
electroforesis bidimensionales, obedece a las diferencias existentes en la carga
eléctrica y en el punto isoeléctrico.

Una vez finalizada la electroforesis bidimensional, el empleo de
anticuerpos policlonales especificos en las técnicas de inmunobloting,
permiten identificar fracciones caseinicas con una carga eléctrica o un punto
isoeléctrico muy proximos. En la actnalidad, la electroforesis bidimensional
combinada con el isoelectroenfoque y el inmunobloting, es probablemente la
técnica de separacion electroforética de las caseinas mas efectiva. No obstante,
la electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS que se utilizé en este
trabajo, resulté adecuada para caracterizar parcialmente las fracciones de
caseina de vaca que se habian purificado previamente por FPLC.
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V.3.CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE LAS CASEINAS
PURIFICADAS POR FPLC UTILIZANDO TECNICAS
INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

La especificidad de los anticuerpos policlonales frente a un antigeno
varia con la respuesta individual que presenta cada animal hacia dicho
antigeno. Por tanto, para evaluar la inmunogenicidad de un antigeno pueden
realizarse pruebas empiricas que consisten en inocular un extracto antigénico
en un animal para determinar después la concentracion de anticuerpos en el
inmunosuero obtenido (Harlow y Lane, 1988).

Existen dos tipos de determinantes antigénicos en las proteinas. Los
determinantes continuos son aquellos residuos aminoacidicos que se unen
secuencialmente por enlaces peptidicos, mientras que los determinantes
discontinuos son los residuos aminoacidicos cuya posicién adyacente es
consecuencia de la conformacion espacial de la proteina. La localizacion de
los determinantes antigénicos en las proteinas (Otani, 1988a) puede realizarse
evaluando los cambios de la actividad inmunogénica que provocan ciertas
modificaciones quimicas de los residuos aminoacidicos, o bien aislando
péptidos que tienen actividad inmunogénica de las proteinas originales,
mediante degradacion quimica o enzimatica. Recientemente, algunos autores
han sintetizado péptidos con actividad inmunogénica (Kobayashi y col., 1991).

Se han realizado numerosos estudios sobre la antigenicidad de las
caseinas de la leche de vaca para localizar la actividad antigénica de la p-
caseina (Otani y col., 1984ab,c.d; 1987a; 1988b), k-caseina (Otani y col,
1991a; 1992) vy a.-caseina (Otani y col., 1985a,b; 1986a,b; 1987b; 1991b).
Para ello se han obtenido fragmentos peptidicos mediante una degradacion
enzimatica y su antigenicidad, se ha evaluado mediante técnicas de
inmunoprecipitacion y de ELISA empleando anticuerpos policlonales.

Los determinantes antigénicos que se encuentran tanto en la B-caseina
como en la o, -caseina son principalmente de tipo continuo (Otani, 1988a;
Kobayashi y col., 1991), localizandose en aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos. Este hecho se demuestra cuando los péptidos resultantes de la
degradacion quimica o enzimatica de la caseina original conservan la misma
capacidad de union al anticuerpo que la caseina intacta.

Se ha identificado un niumero similar de determinantes antigénicos
(6:5:6) en cada una de las fracciones de la caseina de vaca (B: x: o). Sin
embargo, cnando en este trabajo se evalud la antigenicidad de las caseinas de
vaca por medio de la técnica inmunoenzimatica del ELISA indirecto (Figura
IV.4.), la B-caseina era la fraccion que presentaba un mayor nimero de
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epitopos reconocidos por los anticuerpos policlonales especificos anti-caseinas
de vaca.

Los estudios realizados sobre la antigenicidad de las proteinas, confirman
que el reconocimiento de los determinantes antigénicos o epitopos es mas
espacial que secuencial. Atassi (1975) y Atassi y Lee (1978) determinaron que
en las proteinas globulares, los lugares de unién a los anticuerpos eran ricos en
aminoécidos que contenian radicales polares (lisina, arginina, dcido aspartico y
acido glutamico). A partir de estos estudios, otros autores (Hopp y Woods,
1981) han establecido que la presencia de aminoacidos polares en las proteinas
tiene un valor predictivo para localizar las secuencias que poseen actividad
antigénica. Los aminoacidos que contienen radicales polares y los residuos de
prolina, son indicadores de la actividad anfigénica ya que son los residnos
aminoacidicos que quedan mayoritariamente expuestos en la superficie de las
proteinas (Harlow y Lane, 1988). Sin embargo. las secuencias polares forman
enlaces i6nicos intra e intermoleculares que impiden su interacciéon posterior
con los anticuerpos. Por consiguiente, este criterio no es suficiente para
predecir la actividad antigénica de las proteinas. Ademas, dichas predicciones
se han establecido para las proteinas globulares, cuando el comportamiento en
solucion de las caseinas demuestra que poseen escasa estructura secundaria y
que su conformacion es abierta y desordenada, y no compacta como en el caso
de las proteinas globulares (Sawyer, 1993).

En la actualidad, la ausencia de modelos definitivos de ordenamiento
secundario y terciario de las caseinas no permite localizar, de forma puntual en
la secuencia, los lugares de union a los anticuerpos. Por tanto, no se puede
establecer una correlacidon que permita predecir los lugares que poseen
actividad antigénica a partir de fa secuencia de aminoacidos de la proteina.

V.4, CARACTERIZACION DE LAS CASEINAS DE VACA
MEDIANTE UNA TECNICA DE INMUNOBLOTING

Para identificar y caracterizar las proteinas separadas por técnicas
electroforéticas se han utilizado anticuerpos monoclonales y anticuerpos
policlonales purificados por cromatografia de afinidad (Dunn, 1993).

La precipitacion de las proteinas mediante el empleo de inmunosueros
especificos se denomina “inmunobloting”. Cuando inicialmente se utilizaron
los geles de poliacrilamida donde se habian separado las proteinas como
soporte de la reaccion inmunolégica, los resultados no fueron satisfactorios. Se
concluyd que esta dificultad se debia al pequefio tamaiio de los poros del gel y
en consecuencia, fue necesario transferir las proteinas separadas desde el gel
de electroforesis hasta una matriz inerte, que generalmente es una membrana
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de nitrocelulosa. Este procedimiento se ha empleado en este trabajo para la
caracterizacion inmunolégica de las caseinas de vaca. Una vez que las caseinas
se separaron en un gel de poliacrilamida con SDS, se realizo la transferencia a
una membrana de nitrocelulosa (0,45 um) siguiendo la técnica descrita en el
apartado I11.2.5.6. Considerando que ia eficacia de la transferencia depende
del peso molecular de la proteina (Gershoni y Palade, 1983), se afiadio un
detergente (0,1 % SDS) al tampon de transferencia con el fin de facilitar la
elucion de las caseinas desde el gel hasta la membrana de nitrocelulosa
(Erickson y col., 1982). Asimismo, se incluyé el metanol (20 %) en la
formulacion del tampon porque aunque resta eficacia a la transferencia de las
proteinas desde el gel de electroforesis (Gershoni y Palade, 1982), aumenta la
capacidad de umion de la misma a la membrana de nitrocelulosa (Bumette,
1981). Finalizada la transferencia de las proteinas y con objeto de bloquear los
lugares de la membrana no ocupados por las caseinas, ésta se incubd con
seroalbumina bovina (1 %). La deteccion de las caseinas transferidas a la
membrana de nitrocelulosa se realiza utilizando un anticuerpo conjugado a una
enzima, que al reaccionar con un sustrato adecuado da lugar al desarrollo de
una reaccién colorimétrica que permite visualizar la interaccién antigeno-
anticuerpo. Sin embargo, la conjugacion del anticuerpo a la enzima, puede
modificar las caracteristicas del anticuerpo y por tanto, es conveniente utilizar
un método indirecto de deteccién (Dunn, 1993). En este trabajo, la deteccion
de las caseinas, se efectué empleando anticuerpos policlonales obtenidos en
cabra v que se habian purificado por cromatografia de afinidad. Los
anticuerpos se¢ detectaron a su vez por un segundo anticuerpo obtenido en
conejo frente a las inmunoglobulinas de cabra y marcado con la enzima
peroxidasa de rabano. La diaminobenzidina se utiliz0 como sustrato de la
peroxidasa dando lugar a una reaccion colorimétrica que permitié detectar los
lugares de unidén antigeno-anticuerpo.

Algunos autores (Reynolds, 1970), han descrito que el SDS desnaturaliza
a los antigenos de forma irreversible en las electroforesis con geles de SDS-
PAGE. El efecto desnaturalizante del SDS, limita las aplicaciones de la técnica
del inmunobloting cuando se emplean anticuerpos monoclonales, ya que éstos
reaccionan con un solo epitopo de la molécula antigénica, y por tanto, existe [a
posibilidad de que el efecto desnaturalizante que produce el detergente sobre
el antigeno, impida su reaccion posterior con el anticuerpo (Burnette, 1981).
Por el contrario, los anticuerpos policlonales reaccionan frente a muchos
epitopos de la molécula antigénica y la desnaturalizacion producida por et SDS
no impediria su union con el antigeno (Harlow y Lane, 1988).

A pesar de que la caracterizacion de los anticuerpos monoclonales estd
limitada por la sensibilidad de los epitopos antigénicos al SDS (Schuh y col.,
1992), otros autores (Kuzmanoff y col., 1990 a,b; 1991, Leung y col., 1991;
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Oudshoorn y col., 1994), determinan con efectividad la especificidad de los
anticuerpos monoclonales para reconocer las caseinas y la a-lactoalbumina de
vaca separadas por SDS-PAGE electroforesis. En este trabajo, las caseinas de
vaca separadas por SDS-PAGE electroforesis, se detectaron mediante la
técnica de inmunobloting utilizando anticuerpos policlonales especificos frente
a las caseinas totales de vaca. Los resultados obtenidos, permitieron confirmar
que la B-caseina era la caseina de vaca que presentaba mayor numero de
epitopos reconocidos por los anticuerpos policlonales especificos anti-caseinas
de vaca. Las bandas que se visualizaron en el carril de la membrana
correspondiente a la x-caseina demostraban que los anticuerpos policlonales
presentaban reacciones cruzadas frente a dicha fraccion de la caseina de vaca.
La reaccion colorimétrica correspondiente a la interaccion de los anticuerpos
frente a las o,-caseinas era mas débil al poseer un niimero menor de lugares de
unién con dichos anticuerpos.

V.5.0BTENCION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
ESPECIFICOS FRENTE A LAS CASEINAS DE VACA

El protocolo de inmunizacion y la especie animal empleada como
donante de linfocitos, son dos factores importantes para conseguir una fusion
celular efectiva (Spitz, 1984). Para la obtencion de anticuerpos monoclonales
se inmunizaron ratones de la estirpe Balb/c, que tienen un corto periodo de
gestacién (21 dias), y que alcanzan rapidamente la madurez sexual (6
semanas).

En este trabajo, se realizé la inmunizacidn de ratones Balb/c mediante la
administracion intraperitoneal de un extracto liofilizado de la B-caseina de
vaca. La inoculacién periddica de los animales con la molécula antigénica,
indujo la formacion de anticuerpos policlonales. Utilizando una técnica de
ELISA indirecto, los valores de absorbancia obtenmidos confirmaron que la
concentracion de los anticuerpos en el suero se incrementé a medida que se
repetia la administracion del antigeno. Las inoculaciones repetidas del
antigeno, no solo producen elevadas concentraciones de los anticuerpos en el
inmunosuero, sino que da lugar a que se establezca una competencia entre los
linfocitos B. Como resultado de esta seleccion, se produce la supremacia de un
limitado nimero de clones de linfocitos productores de anticuerpos que se
caracterizan por su elevada afinidad por la molécula antigénica (Harlow y
Lane, 1988).

Aunque existen muchos protocolos de inmunizacién, no es recomendable
acortar mucho los iatervalos de tiempo existentes entre dos inoculaciones
sucesivas, ya que esto supondria la rapida destruccion del antigeno por los
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anticuerpos circulantes. Conforme a la pauta de inmunizacion descrita en el
apartado I11.2.3.1, los ratones se inmunizaron semanalmente.

Algunos autores, han desarrollado una técnica de inmunizacién que
consiste en inocular directamente el antigeno en el bazo, con el fin de
inmunizar de forma adecuada a los animales, sin necesidad de efectuar
inoculaciones sucesivas del antigeno (Spitz, 1984; Gearing, 1985). Los
resultados obtenidos con esta técnica de inmunizacién, demuestran que la
concentracion de anticuerpos en el suero es menor que la de los inmunosueros
obtenidos en ratones inmunizados intraperitonealmente (Gearing, 1985). No
obstante, los anticuerpos demuestran una mayor especificidad por el antigeno.
Asimismo, el método de inmunizacion intraesplénica requiere la utilizacion de
concentraciones muy pequefias de antigeno (20 pg) para alcanzar una
concentracion adecuada de anticuerpos.

Actualmente, a pesar de que la inmunizacion de los ratones es ain
esencial para la obtencion de los hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales, se han propuesto otras alternativas que recurren a las técnicas
de ingenieria genética para obtener anticuerpos especificos, sin que sea
necesario inmunizar animales (Winter y Milstein, 1991).

Los anticuerpos policlonales proceden de una poblacion heterogénea de
linfocitos B productores de muchos tipos de anticuerpos con afinidades y
especificidades variables. La tecnologia de obtencién de los anticuerpos
monoclonales (Kéhler y Milstein, 1975), permitié inmortalizar “in vitro”
clones de linfocitos B que producian cantidades ilimitadas de anticuerpos
quirnicamente idénticos (Lee y Morgan, 1993). Los anticuerpos monoclonales
presentan una respuesta uniforme y reproducible frente a la molécula
antigénica empleada en su obtencidn, y por ello, tienen un gran valor en el
desarrollo de ensayos diagnosticos, a los que confiere gran especificidad,
reproducibilidad y sensibilidad (Pellon y Hernandez, 1987). Sin embargo, la
produccion de anticuerpos policlonales representa un coste menor y pueden
ser mds adecuados para ciertas necesidades. Ademds, un Inmunosuero
policlonal se puede purificar con el objeto de eliminar aquellas poblaciones de
anticuerpos que disminuyen la especificidad del inmunoensayo (Lee v
Morgan, 1993).

Considerando la compleja composicion de los alimentos y las
modificaciones moleculares que se producen durante el procesado, la seleccion
de un antigeno adecuado es esencial para producir los anticuerpos que se
utilizaran en los inmunoensayos. Asi, los cambios de pH y de temperatura
afectan a la conformacién espacial de las proteinas, produciéndose la pérdida
de algunos epitopos antigénicos y la formacion de otros nuevos (Paraf, 1992).
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Por ello, es necesario proceder a la extraccion y purificacion previa de las
proteinas de interés con el objeto de producir anticuerpos frente a su
conformacion nativa.

Cuando se quieren detectar fraudes o adulteraciones en los alimentos
sometidos a tratamientos térmicos, lo mas adecuado es seleccionar antigenos
termoestables (Paraf, 1992). Las proteinas séricas lacteas se desnaturalizan con
los tratamientos térmicos convencionales a los que se somete la leche (Calvo y
col., 1989), a diferencia de las caseinas que son termoestables y cuya
inmunogenicidad no se ve afectada por los tratamientos térmicos (Rodriguez y
col., 1990). Por ello, en este trabajo se seleccioné la caseina de la leche como
postble inmundgeno para la obtencién de anticuerpos monoclonales.
Posteriormente, se aislaron e identificaron los distintos componentes de la
caseina por FPLC, seleccionandose la fraccion B-caseina para inmunizar un
lote de ratones Balb/c, ya que los resuitados que se habian obtenido
previamente por las técnicas de ELISA confirmaron que ésta era la fraccion de
la caseina que contenia un nimero mayor de epitopos antigénicos especificos
de la caseina de vaca. Seguidamente, la inmunizacion de los ratones con la
fraccion B-caseina seleccionada, permitié obtener un hibridoma que producia
anticuerpos especificos frente a las caseinas de vaca y que no presentaban
reacciones cruzadas frente a las caseinas de las leches de oveja y cabra.

En las fusiones celulares mas eficaces, solo un 1 % de las células
presentes originariamente se fusionan, y solo 1 de cada 10°, produce
hibridomas viables (Harlow y Lane, 1988). Por tanto, no es sorprendente que
como resultado de la fusidn celular se obtuviera s6lo un hibridoma productor
de los anticuerpos monoclonales especificos frente a las caseinas de vaca. Los
anticuerpos producidos por el hibridoma AH4, no presentaban reacciones
cruzadas frente a las proteinas solubles musculares de la carne de vaca, cerdo,
caballo y pollo, y en consecuencia, estos anticuerpos podrian emplearse en la
deteccion de las caseinas afiadidas a los productos céarnicos (Eriksson y
Malmheden, 1992). Una vez determinada la especificidad del anticuerpo, el
hibridoma seleccionado se cloné varias veces por la técnica de dilucion limite,
con el objeto de asegurar que los anticuerpos procedian de un fanico clon de
células. Seguidamente, el anticuerpo se identificé como una Ig G, utilizando
anticuerpos comerciales frente a las Ig G, Ig Gu, Ig G2, I Gs, IgM e lg Ay
una técnica de ELISA sandwich. El hibridoma resultante de la clonacién, se
expandié mediante subcultivos celulares y el anticuerpo monoclonal se obtuvo
a gran escala, induciendo ascitis en ratones machos Balb/c. Algunos autores
(Evans y Miller, 1988), consideran que la produccién de anticuerpos por
ascitis en ratones es menos efectiva que su produccion en bioreactores de fibra
hueca. Esta técnica permite obtener de forma sencilla y a bajo coste,
densidades celulares mas elevadas (> 10° células/ml), concentraciones mas
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altas de anticuerpos en los sobrenadantes y una mayor pureza de los
anticuerpos extraidos (> 85 %).

Los anticuerpos recuperados del sobrenadante de cultivo o de los
liquidos asciticos, pueden emplearse directamente en los inmunoensayos o
bien pueden purificarse por precipitacion selectiva con suifato de amonio y por
cromatografia de afinidad (Lee y Morgan, 1993). Generalmente no es
necesario purificar los anticuerpos monoclonales, aunque cuando se van a
conjugar a enzimas o s¢ van a emplear para otros fines, es necesario una
purificacién parcial (Goding, 1986). Los anticuerpos producidos por el
hibridloma AH4 se purificaron parcialmente por precipitacion selectiva con
sulfato de amonio. Este método ha sido empleado por algunos autores para
purificar los anticuerpos monoclonales (Leung y col., 1991; Morales y col.,
1994). Otros autores, han utilizado la cromatografia de intercambio idnico para
purificar los anticuerpos monoclonales (Martin y col., 1991; Levieux y
Venien, 1994), o bien la cromatografia de afinidad (Nagaune y col., 1988;
Garcia y col., 1994; Oudshoorn y col., 1994). La técnica de purificacion por
precipitacion selectiva con sulfato de amonio, se combina en la actualidad con
una precipitacion previa con polietilenglicol (PEG 6000) que elimina las
proteinas que quedan en los floculos de precipitado cuando se emplea el
meétodo convencional. En este trabajo, una vez que los anticuerpos se habian
precipitado con sulfato amonico, se intentd proceder a su purificacion por
cromatografia de afinidad, empleando una columna cromatografica de
Sepharosa 4B activada con CNBr que tenia como ligando de afinidad a las
caseinas de la leche de vaca. Los anticuerpos monoclonales anti-caseina de
vaca, retenidos por los antigenos ligados a la columna, se eluyeron con
dietilamina a pH 11,5, siguiendo la técnica descrita por Rodriguez y col.
(1990). Sin embargo, mediante una técnica de ELISA indirecto se confirmd,
que los anticuerpos contenidos en el eluido de la columna habian perdido su
especificidad. La elucion de los anticuerpos con un tampén de pH elevado,
originé probablemente una desnaturalizacion irreversible de los mismos, lo
que explica su pérdida de especificidad (Goding, 1986).

Finalmente, la concentracion de Ig G en el liguido ascitico purificado por
la técnica de precipitacion con sulfato de amonio se determind midiendo la
absorbancia a 280 nm. El resuitado obtenido (20 mg/ml), permitié confirmar
que la concentracién del mismo estaba dentro del intervalo descrito por otros
autores (Goding, 1986).

Algunos autores han obtenido anticuerpos monoclonales especificos
frente a las proteinas séricas de la leche (Kuzmanoff y col., 1990b; Levieux y
Venien, 1994; Mariager y col, 1994). Otros autores han obtenido y
caracterizado anticuerpos monoclonales frente a las caseinas de vaca (Nagaune
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y col., 1988; Feng y Cunningham-Rundles, 1989; Kuzmanoff y col., 1990a;
1991; Leung y col, 1991; Oudshoomn y col,, 1994), aunque ninguno ha
seleccionado anticuerpos que diferencien las caseinas procedentes de leches de
especies distintas. El hibridoma AH4 produce anticuerpos capaces de
reconocer especificamente a las caseinas de vaca, sin presentar reacciones
cruzadas frente a las caseinas de oveja y cabra (Figura IV.8.). Algunos de los
autores que obtuvieron anticuerpos monoclonales frente a las caseinas de vaca
(Kuzmanoff'y col., 1990; 1991; Leung y col., 1991), seleccionaron hibridomas
frente a los componentes aislados de la caseina (B, «, a. y a.), y otros
(Nagaune y col., 1988; Oudshoomn y col., 1994), han obtenido anticuerpos
monoclonales con el fin de localizar los epitopos antigénicos de las caseinas.
El objetivo de este trabajo era seleccionar un hibridoma productor de
anticuerpos monoclonales especificos frente a las caseinas de la leche de vaca
para detectar y cuantificar la leche de vaca en mezclas lacteas y quesos de
oveja y cabra, utilizando para ello técnicas inmunoenzimaticas (ELISA).

V. 6. DETECCION DE LECHE. DE VACA EN MEZCLAS LACTEAS Y
QUESOS MADURADOS POR LA TECNICA DEL ELISA
INDIRECTO

Una vez obtenidos los anticuerpos monoclonales especificos frente a las
caseinas de vaca, ¢stas se emplearon en las técnicas immunoenzimaticas
(ELISA) para detectar y cuantificar la leche de vaca presente en mezclas
lacteas y en quesos madurados. Para que un inmunoensayo sea efectivo, se
debe elegir un método y un formato que se ajusten a las necesidades de uso. El
ensayo mas utilizado consiste en la unién a un soporte solido, o bien de la
muestra antigénica que se quiere cuvantificar, o bien del anticuerpo que se
utiliza en su deteccion (Rittenburg y Grothaus, 1992). El empleo de un soporte
solido presenta la ventaja de permitir la separacion facil entre los antigenos y
los anticuerpos unidos por reacciones especificas y los que no interaccionan y
estan libres. Esta separacion se consigue de forma sencilla con lavados
intermedios de la placa.

Algunos autores (Levieux y Venien, 1994) afirman que de los distintos
formatos de ELISA, la técnica del ELISA indirecto es la menos precisa si se
compara con las técnicas del ELISA sandwich o del ELISA competitivo. La
menor sensibilidad de la técnica del ELISA indirecto, se debe a la forma en
que se tapiza la superficie solida de la placa, ya que se utilizan muestras
constituidas por matrices bioldgicas complejas, que ademas de contener el
antigeno de interés, incluyen un alto nimero de otras moléculas. En las
técnicas del ELISA sandwich y del ELISA competitivo para tapizar la
superficie solida de las placas, se emplean anticuerpos o antigenos de alta
pureza, circunstancia que provoca una disminucion de las interferencias que
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afectan a la capacidad de deteccion del anticuerpo, y por consiguiente, mejora
la reproducibilidad y especificidad del inmunoensayo.

Sin embargo, el empleo de anticuerpos altamente especificos
(monoclonales o policlonales purificados por la técnica de cromatografia de
afinidad), produce una disminucidén de las reacciones cruzadas entre los
anticuerpos y otras moléculas de la muestra, hecho que permite utilizar con
éxito la técnica del ELISA indirecto para la deteccién y cuantificacion de un
antigeno en una muestra problema (Harlow y Lane, 1988).

En la técnica del ELISA indirecto que se desarrolld en este trabajo con
objeto de detectar y cuantificar la leche de vaca presente en mezclas lacteas y
quesos madurados (IV.5.1, IV.6 y IV.7.1), los pocillos de las placas de
poliestireno se tapizaron con muestras de leches y quesos diluidas en un
tampon de PBS a pH 7,2, Experiencias preliminares confirmaron cudles eran
las concentraciones de las muestras idéneas para obtener una buena
sensibilidad del ensayo. Con esta técnica de ELISA indirecto, se alcanz6 un
limite de deteccion del 1 % de leche de vaca en leches y quesos de oveja y
cabra. No obstante, mientras las muestras de leche se emplearon diluidas a la
1:25, las de queso era preciso diluirlas a la 1:4000 (p/v).

Fl empleo de antigenos mas diluidos en los inmunoensayos realizados
para detectar la presencia de leche de vaca en quesos madurados, puede
explicarse por la mayor concentracidn caseinica del queso y por la
conformacion de las micelas de caseina. En la leche, la x-caseina esta situada
predominantemente ¢n la superficie micelar (Leaver y Thomson, 1993) y su
localizacién es un factor de estabilidad de la micela que evita que la B- y las
o,-caseinas queden expuestas a interaccionar con otras moléculas. Sin
embargo, durante la fabricacion del queso el cuajo produce la proteolisis de la
k-caseina (Fox, 1989), haciendo que la B- y las o,-caseinas estén mas
accesibles a la union con los anticuerpos.

Aunque existen métodos enziméticos que mediante reacciones extensas
de proteolisis eliminan la antigenicidad de las caseinas de la leche (Mahmoud
y col., 1992), estudios realizados por diversos autores (Visser y de Groot-
Mostert, 1977; Carretero y col., 1992), han demostrado que la fraccion B-
caseina es resistente a la accion proteolitica desarrollada durante el periodo
madurativo de los quesos de vaca, oveja y cabra, permaneciendo su actividad
intacta en un 50 % después de 6 meses de maduracion. Por consiguiente, los
resultados obtenidos con los ELISAs indirectos utilizados para detectar la
presencia de queso de vaca en quesos de oveja y cabra con grados de
maduracion maximos de 4 meses, se corresponden con los resultados descritos
por otros autores. Estos resultados confirmnan que un grado de proteolisis
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moderado en los quesos, no conlleva una pérdida de antigemicidad de las
caseinas.

Los resultados obtenidos en los ELISAs indirectos realizados con las
muestras de leche, demuestran que los valores de absorbancia
correspondientes a las mezclas de leche de vaca y cabra son ligeramente
superiores a los obtenidos para las mezclas de leche de vaca y oveja. La
distinta composicion de la leche de vaca, oveja y cabra podria explicar estas
diferencias. A pesar de la variabilidad que existe en la composicion de la leche
segim el componente genético de cada raza u otros factores ambientales como
la estacionalidad o 1a alimentacion (Egan y col., 1981), se ha establecido que
la concentracion proteica de la leche de oveja es significativamente superior
(5,4 %) a la de las leches de vaca y cabra (3,4 %). Por ello, en la leche de
oveja la capacidad del anticuerpo para detectar las caseinas de la leche de vaca
se ve disminuida con respecto a la leche de cabra, donde la concentracién de
proteinas y por tanto de moléculas que pueden interferir en la reaccion es
inferior.

Cuando se analizaron las mezclas de quesos, no se observaron
diferencias significativas en los valores de absorbancia obtenidos para las
mezclas de quesos de vaca y oveja con respecto a las mezclas de quesos de
vaca y cabra. Este diferente comportamiento observado en los quesos con
respecto a las leches podria deberse a que la leche de oveja contiene mayor
cantidad de proteinas solubles que las leches de vaca y cabra (Amigo, 1989) y
dado que la mayoria de las proteinas solubles se eliminan en el desuerado
durante la fabricacion del queso, mientras que las caseinas precipitan
formando la cuajada, la capacidad del anticuerpo para detectar las caseinas de
vaca en quesos de oveja no difiere significativamente de la observada en los
quesos de cabra.

Los resultados que se obtuvieron en los ELISAs indirectos con mezclas
lacteas que contenian leches de vaca comerciales tratadas térmicamente fueron
ligeramente distintos a los observados con las leches crudas. Cuando en los
inmunoensayos se utilizaban muestras que contenian leche pasteurizada, los
valores de absorbancia eran ligeramente superiores (8 %) a los valores
obtenidos con mezclas lacteas crudas, mientras que en los casos en que se
emplearon leches esterilizadas o leches UHT, los valores de absorbancia que
se obtuvieron fueron ligeramente inferiores (15 %) a los observados en
mezclas que contenian leches crudas.

Algunos autores (Rollema y Brinkhuis, 1989; Leaver y Thomson, 1993)
han descrito que cuando la leche se somete a tratamientos térmicos superiores
a los 70°C, existen cambios irreversibles en la conformacion micelar que
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conducen a la pérdida de la estructura rigida de la micela. El aumento
progresivo de la movilidad de la micela facilitaria las interacciones entre las
caseinas y las proteinas del suero, reduciéndose la accesibilidad del anticuerpo
a los determinantes antigénicos de la caseina, hecho que explica la menor
inmunogenicidad de la leche esterilizada UHT. Las diferencias detectadas
entre la leche esterilizada y pasteurizada se deben a que el mayor o menor
grado de desnaturalizacion de las proteinas séricas y su asociacion a las
micelas de caseina esti condicionado a la severidad y duracion del tratamiento
térmico (Leaver y Thomson, 1993).

La técnica del ELISA indirecto desarrollada durante este trabajo con el
fin de detectar y cuantificar la leche de vaca en mezclas lacteas y quesos
madurados, presenta ciertas ventajas con respecto a algunos métodos
cromatograficos, electroforéticos e inmunoldgicos descritos por otros autores.

La cromatografia liquida de alta resolucién como las técnicas de HPLC
(Kaminarides y Anifantakis, 1993) o FPLC (Haasnoot y col., 1986) permiten
detectar la incorporacion de leche de vaca a las leches de otras especies,
utilizando como indicador a la o.-caseina de la vaca, ya que ésta eluye
posteriormente a la a,-caseina de las leches de oveja y cabra en las mismas
condiciones cromatograficas. Los limites de deteccion de la leche de vaca en
las mezclas analizadas son del orden del 1-2 %. Sin embargo, estas técnicas
s6lo pueden emplearse en mezclas lacteas ya que durante la maduracidn de los
quesos, la o,-caseina se degrada rapidamente. Por consiguiente, las técnicas
cromatograficas s6lo pueden emplearse en los quesos de forma cualitativa en
funcion del grado de maduracion del mismo.

La cromatografia de gases (Iverson y Sheppard, 1989) se basa en la
determinacion de los acidos grasos para diferenciar el origen especifico de las
leches o quesos, ya que los acidos grasos de cadena corta son mas abundantes
en las leches de oveja y cabra que en la leche de vaca. Los limites de deteccion
de leche de vaca en mezclas lacteas oscilan entre el 10 y el 20 %. No obstante,
esta técnica no permite detectar leche de vaca en mezclas lacteas o quesos
elaborados con leches desnatadas.

Las técnicas electroforéticas empleadas en la deteccidon de leche de vaca
en mezclas lacteas y quesos de oveja y cabra se basan en la determinacién de
las fracciones de la caseina (Ramos v col., 1977; Moio y col., 1992) o de las
proteinas del suero (Amigo y col., 1992) en geles de electroforesis. El limite
de deteccion de la leche de vaca en mezclas lacteas es aproximadamente del
5 %. En los quesos, los perfiles electroforéticos son complejos y por tanto, los
resultados son dificiles de interpretar.
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Dentro de las técnicas inmunoldgicas, el ELISA indirecto desarrollado en
este trabajo para detectar y cuantificar la leche de vaca afiadida a las leches y
quesos de oveja y cabra, mejora la sensibilidad de otros ELISAs indirectos o
de tipo sandwich que emplean anticuerpos policlonales especificos frente a las
proteinas del suero (Garcia y col., 1990, 1991) o las caseinas de la leche de
vaca {Rodriguez y col., 1990). Los niveles de sensibilidad alcanzados con el
ELISA indirecto desarrollado en este trabajo, son comparables a los valores
obtenidos por otros autores con otros ELISAs competitivos (Rolland y col.,
1993) o de tipo sandwich (Sauer y col., 1991; Rodriguezy col., 1993; Levieux
y Venien, 1994).

La utilizaciéon de un anticuerpo monoclonal especifico en el ELISA
indirecto desarrollado en este trabajo, permite alcanzar elevados niveles de
especificidad y reproducibilidad. El ELISA indirecto presenta diversas
ventajas con respecto a las técnicas cromatograficas y electroforéticas como es
la sencillez de su realizacion, y el no requerir una gran especializaciéon del
operano que realiza el analisis (Hermmandez y col., 1994).

V.7. DETECCION DE LECHE DE VACA EN MEZCLAS LACTEAS
Y QUESOS MADURADOS POR LA TECNICA DEL ELISA
COMPETITIVO

De los procedimientos de ELISA utilizados para la identificacion de
especies en mezclas lacteas y quesos madurados, el ELISA sandwich y el
ELISA competitivo destacan por su especificidad y sensibilidad (Levieux y
Venien, 1994).

En el ELISA competitivo desarrollado para detectar 1a incorporacion de
la leche de vaca en mezclas lacteas y quesos madurados, 1a placa se tapizo con
una concentracion conocida de P-caseina de vaca que era la molécula
antigeénica que se habia utilizado previamente en la inmunizacion de ratones
con el fin de obtener anticuerpos monoclonales (IV.3). La B-caseina de vaca
adsorbida en los pocillos de las placas de ELISA compite en su union ai
anticuerpo con la caseina de la muestra problema. Los limites de deteccion
conseguidos con los ELISAs competitivos mejoraron los valores obtenidos con
los ELISAs indirectos. Asimismo, los resultados obtenidos con los ELISAs
competitivos mejoran los resultados de otros autores que emplean anticuerpos
policlonales frente a las caseinas y las proteinas del suero de la leche
(Rodriguez y col., 1990; Garcia y col., 1990, 1991), y son similares a los
obtenidos por Rolland y col., (1993) gue utilizan anticuerpos policlonales
frente a la a,-caseina de vaca.
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Otros autores han obtenido anticuerpos monoclonales frente a la «-
caseina de vaca (Feng & Cunningham-Rundles, 1989; Kuzmanoff y col.,
1990a), o, -caseina (Kuzmanoff'y col., 1991), a.,-caseina (Leung y col., 1991)
y B-caseina (Nagaune y col., 1988; Kuzmanoff y col., 1991; Qudshoomn y col.,
1994). Sin embargo, en ninguno de los trabajos publicados por estos autores,
se emplearon los anticuerpos monoclonales obtenidos en inmunoensayos con
el objeto de detectar y cuantificar la leche de vaca en mezclas lacteas y quesos
madurados, y por consiguiente, no se ha confirmado la presencia o ausencia de
reacciones cruzadas entre los anticuerpos monoclonales producidos frente a las
caseinas de vaca y las caseinas de oveja y cabra.

Experimentos preliminares confirmaron que para optimizar el ELISA
competitivo en los quesos era necesario realizar una dilucién mayor de las
muestras y del anticuerpo con respecto a las leches. Este hecho puede
explicarse al ignal que en el caso de los ELISAs indirectos {V.6) por ¢l mayor
contenido de proteina de los quesos y por la mayor accesibilidad del
anticuerpo a las caseinas del queso debido a la accion del cuajo. Estas razones
explican que también se alcancen valores de inhibicién similares con
cantidades inferiores de leche de vaca cuando el analisis se realiza en quesos
con respecto a las mezclas lacteas.

Las diferencias que se detectan en los ELISAs competitivos utilizados
para detectar leche de vaca en las leches y quesos de oveja con respecto a los
que se emplean para detectar leche de vaca en leches y quesos de cabra, se
explican al igual que en los ELISAs indirectos (V.6) por la mayor
concentracion de proteina que contiene la leche de oveja (5,4 %) con respecto
a las leches de vaca y cabra (3,4 %). Por tanto, a igual concentracion de leche
de vaca se alcanzan niveles de inhibicidn superiores cuando ésta se incorpora a
las leches y quesos de cabra que cuando se afiade a las leches y quesos de
oveja. Esta diferencia se debe a que en las leches y quesos de oveja la mayor
concentracion de proteinas reduce la capacidad del anticuerpo para detectar las
caseinas de vaca.

En los ELISAs competitivos desarrollados para detectar la leche de vaca
incorporada a mezclas lacteas y quesos madurados, se obtiene buenos niveles
de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad, con limites de deteccion del
0,5 %. Asimismo la posibilidad de aplicar el inmunoensayo a las mezclas de
leches tratadas térmicamente vy a los quesos madurados, aporta gran
versatilidad a la técnica. La sencillez de su realizacion y el bajo coste de cada
determinacion, hacen que la aplicacion del ELISA competitivo desarrollado en
este trabajo sea ventajosa con respecto a las técnicas cromatograficas y
electroforéticas, especialmente en programas oficiales de inspeccién y en la
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industria donde es preciso analizar un elevado namero de muestras en un corto
intervalo de tiempo.

V. 8. DETECCION DE LECHE DE VACA EN QUESOS MADURADOS
POR LA TECNICA DEL ELISA SANDWICH

Como se ha descrito en el apartado 11.2.5.4. en la técnica del ELISA
sandwich el antigeno presente en las muestras problema es capturado por los
anticuerpos adsorbidos a los pocillos de una placa de poliestireno. El antigeno
capturado es detectado por un segundo anticuerpo. Por consiguiente, la
especificidad de un inmunoensayo de tipo sandwich esta determinada por la
especificidad de los dos anticuerpos que intervienen en la reaccion
inmunolégica (Gosling, 1990).

Entre los ensayos inmunoenzimaticos, los ELISAs de tipo sandwich y los
de tipo competitivo son mas especificos que los de tipo indirecto. No obstante,
la utilizacion de los de tipo sandwich con respecto a los competitivos, presenta
la ventaja de que la reaccion inmunolégica en los primeros, donde no se
establece una relacion de competencia, no depende de la afinidad del
anticuerpo, como en el caso de los ELISAs de tipo competitivo (Gosling,
1990). El ELISA de tipo sandwich es para ciertos autores (Harlow y Lane,
1988), el formato mas especifico para detectar y cuantificar antigenos en
muestras problema.

Para el desarrollo de un ELISA de tipo sandwich se requiere un antigeno
que posea al menos dos determinantes antigénicos que puedan ser reconocidos
simultineamente (Gosling, 1990) y dos anticuerpos que sean capaces de unirse
a los dos determinantes antigénicos, sin que éstos se solapen en la molécula
antigénica (Harlow y Lane, 1988). Uno de los procedimientos mas sencillos
que se utilizan en el desarrolio de los ELISAs de tipo sandwich, consiste en el
empleo de dos anticuerpos monoclonales para la captura y deteccion del
antigeno (Amarasiri y Wilson, 1992). En el ELISA sandwich desarrollado en
este trabajo para detectar y cuantificar la presencia de la leche de vaca en los
quesos madurados de oveja y cabra, se emplearon un anticuerpo policlonal de
captura obtenido en conejo frente a la B-caseina de la leche de vaca (111.2.4.) y
un anticuerpo monocional de deteccion obtenido en ratones frente a la misma
fraccion de caseina (I11.2.3.).

Se ha observado que la utilizacion en los ELISAs de tipo sandwich, de
anticuerpos policlonales como anticuerpos de captura, produce una falta de
respuesta de la reaccion antigeno-anticuerpo (Amarisirt y Wilson, 1992).
Segun estos autores, este fenomeno se debe a que la unidén de los anticuerpos
policlonales al antigeno, causa cambios de conformacién del mismo que
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conducen a su desorcion y falta de reconocimiento posterior por los
anticuerpos de deteccion. Se ha establecido que las condiciones de desarrollo
de un ELISA de tipo sandwich (tiempos de incubacién, tiempos de lavado,
concentraciones de los anticuerpos, etc) son esenciales para evitar estas
reacciones desfavorables cuyas causas todavia se desconocen.

En el ELISA sandwich desarrollado para detectar y cuantificar la
presencia de queso de vaca en quesos madurados de oveja y cabra, se utilizd
un anticuerpo monoclonal de deteccion conjugado a la digoxigenina. Para la
deteccion del anticuerpo monoclonal, se utilizaron los fragmentos variables F,,,
de anticuerpos obtenidos frente a la digoxigenina. Dentro de los sistemas de
deteccion enzimaticos, el mas frecuente consiste en la conjugacion de los
anticuerpos a la biotina v en su deteccién con conjugados de estreptavidina.
Sin embargo, en ciertos casos el sistema biotina-avidina produce una actividad
enzimatica débil y por comsiguiente, los inmunoensayos presentan bajos
niveles de sensibilidad y reproducibilidad (Zischler y col.,, 1989). Esta
reduccion de la actividad enzimatica se explica por la tendencia de la
estreptavidina a unirse de forma inespecifica a la matriz solida donde se
desarrolla la reaccion inmunoldgica. La experiencia obtenida por algunos
autores (Zischler y col., 1989) con el sistema de deteccion enzimatico
digoxigenina-antidigoxigenina, confirma que los niveles de actividad
enzimatica alcanzados son mas satisfactorios.

Los niveles de sensibilidad alcanzados con ¢l ELISA sandwich
desarroliado en este trabajo para detectar y cuantificar la presencia de leche de
vaca en quesos madurados de oveja y cabra, son comparables a los obtenidos
por otros autores (Garcia y col., 1991; Rodriguez y col., 1993; Levieux y
Venien, 1994),

V. 9. DETECCION DE LECHE DE VACA EN LECHES Y QUESOS DE
OVEJA POR UNA TECNICA INMUNOLOGICA RAPIDA DE
ELISA INDIRECTO EN PALETAS

Las caracteristicas principales de esta técnica inmunologica son la
utilizacion de tubos de polipropileno en lugar de pocillos de poliestireno para
el desarrollo de la reaccién inmunoldgica y el procedimiento de lavado con
agua del grifo en sustitucién de los tampones de lavado (Skerritt y Hill, 1991).

Entre las técmicas inmunolégicas rapidas desarrolladas para detectar el
origen especifico de las leches en mezclas lacteas y quesos se incluyen: la
inmunoprecipitacion (Pinto, 1966), la inmunodifusion en geles de agar
(Durand y col., 1974), la inhibicion de la hemaglutinacion (Levieux, 1980) y
la inmunoelectroforesis (Radford y col., 1981). Estas técnicas, mediante el
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empleo de anticuerpos policlonales, permiten detectar en un corto intervalo de
tiempo la incorporacion fraudulenta de leches de vaca o cabra a las leches de
oveja. Mas recientemente, se han desarrollado las técnicas de inmunodoting
(Aranda y col., 1988, 1993) que aplicadas a las leches y quesos, permiten
obtener mayores niveles de sensibilidad que las técnicas de
inmunoprecipitacion. Aunque todas las técnicas descritas son aplicables a la
identificacion del origen especifico de las leches en mezclas lacteas y quesos,
presentan el inconveniente de requerir la utilizacion de reactivos de vida atil
corta, de equipos mas o menos costosos y de la infraestructura de un
laberatorio {Garcia y col., 1989).

La necesidad de encontrar métodos analiticos rapidos, sencillos,
economicos, sensibles y aplicables para su utilizacién directa en centros de
produccion e industrias lacteas, ha impulsado en los dltimos afios numerosos
proyectos de investigacion que persiguen el desarrollo de técnicas rapidas que
cumplan los objetivos trazados. La técnica del ELISA indirecto en paletas
desarrollada en este frabajo para la deteccion de Jeche de vaca en mezclas
lacteas y quesos se basé en el protocolo experimental descrito por Skerritt y
Hill (1991). Estos autores desarrollaron una técnica singular para detectar
gluten en la dieta de los enfermos celiacos mediante el empleo de un
anticuerpo monoclonal. Como principales ventajas derivadas de la utilizacion
del anticuerpo monoclonal estdn su elevada especificidad sin que existan
reacciones cruzadas frente a caseinas de otras especies y su disponibilidad
ilimitada a lo largo del tiempo. Los niveles de sensibilidad alcanzados para la
deteccion de leche de vaca en mezclas lacteas y quesos es del 1 %. La rapidez
y la facilhidad de su realizacion, hacen que esta técnica sea 1donea para ser
desarrollada en programas oficiales de inspeccion y en las industrias lacteas.
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La caracterizacion electroforética de las caseinas de la leche de vaca en
geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), demostro
que las distintas fracciones: k-, B-, o~ y o..-caseinas, aisladas por la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (FPLC), se habian
purificado a homogeneidad.

La caracterizacion inmunologica de las distintas fracciones caseinicas
purificadas por FPLC, empleando anticuerpos policlonales especificos
anti-caseinas de vaca y una técnica inmunoenzimatica de ELISA indirecto,
confirmé que 1a fraccion [3-caseina era la que presentaba un mayor numero
de epitopos especie-especificos. La técnica de inmunobloting permitid
confirmar los resultados que previamente se habian obtenido con la
técnica del ELISA indirecto.

La utilizacidén de la fraccion B-caseina de la leche de vaca, purificada por
FPLC, como antigeno en la inmunizacion de ratones Balb/c, permitié la
obtencién de un hibridoma (AH4) que producia un anticuerpo monoclonal
especifico para las caseinas de vaca, que no presentaba reacciones
cruzadas frente a las caseinas de oveja y cabra m frente a otras proteinas
analizadas.

El anticuerpo monoclonal AH4 se utilizé en la deteccion y cuantificacién
de la leche de vaca en mezclas lacteas frescas y quesos madurados
empleando la técnica del ELISA indirecto. Con esta técnica y para una
incorporacion de leche de vaca del 0 al 10 % en mezclas lacteas v quesos
de oveja y cabra, el limite de deteccion conseguido fue del 1 %.

Cuando se utilizo el anticuerpo monoclonal AH4 y una técnica de ELISA
indirecto, para la deteccion de leche de vaca sometida a distintos
tratamientos térmicos, los resultados obtenidos diferian de los alcanzados
con leche cruda. La incorporacion de leche de vaca esterilizada o UHT en
las mezclas con leche de oveja reducia en un 15 %, los valores de
absorbancia que se habian obtenido con las mezclas de leche cruda. Sin
embargo, la incorporacién de leche de vaca pasteurizada en las mezclas
con leche de oveja incrementaba en un 8 %, los valores de absorbancia
obtenidos con las mezclas de leche cruda.

El anticuerpo monoclonal AH4 también se utiliz6 para la deteccion y
cuantificacion de leche de vaca en mezclas lacteas y quesos madurados de
oveja y cabra empleando una técnica de ELISA competitivo. Los
resultados obtenidos con esta técnica confirmaron que en el intervalo del 0
al 50 % de incorporacion de leche de vaca en mezclas lacteas y quesos, el
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limite de deteccion obtenido fue del 0,5 %, lo que mejoraba los valores
obtenidos con la técnica del ELISA indirecto.

Para la deteccion v cuantificacion de leche de vaca en quesos de oveja y
cabra se utilizo la técnica de ELISA sandwich. Como anticuerpos de
captura se emplearon los anticuerpos policlonales especificos anti-caseinas
de vaca y como anticuerpos de deteccion, el monoclonal AH4 conjugado a
la digoxigenina. Los resultados obtenidos confirmaron que en el intervalo
del 0 al 10 % de incorporacion de queso de vaca en quesos de oveja y
cabra, el limite de deteccion obtenido fue del 1 %.

Finalmente, el anticuerpo monoclonal AH4 también se utilizé6 para
detectar la incorporacion de leche de vaca en mezclas lacteas y quesos de
oveja y cabra empleando una técnica de ELISA indirecto en paletas. Los
resultados obtenidos con esta técnica confirmaron que sin equipamiento
laboratorial y en un tiempo inferior a 1 hora, se alcanzaba un nivel de
deteccion de leche de vaca en mezclas lacteas y quesos préximo al 0,5 %.
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Confirmando con esta linea de investigacién, otro de los objetivos
futuros de este trabajo es la obtencién de anticuerpos recombinantes. En 1989,
tres nuevas tecnologias se habian desarrollado lo suficiente para superar
algunas de las limitaciones inherentes a la obtencion de anticuerpos
monoclonales (Kohler y Milstein, 1975; Kohler y col., 1976). Estos avances
hacian referencia a un mejor conocimiento de la estructura y conformacion de
las moléculas de anticuerpos, a la puesta a punto de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), y a una mejor comprension sobre la biologia molecular
de virus y bacterias (Winter y Milstein, 1991; Chiswell y McCafferty, 1992;
Nyyssonen y col., 1993; Karu y col., 1994). Este progreso conjunto hizo
posible la amplificacion de los genes que codifican las regiones variables de
los anticuerpos, su inserciéon en fagémidos y su expresion en levaduras,
insectos, plantas, hongos y Escherichia coli. En los ultimos afios se han
desarrollado varios sistemas de clonacion y expresion, pero de ellos la
utilizacion de fagémidos y su expresion en E. coli ha resultado ser una de las
mas interesantes, por la facilidad de seleccionar anticuerpos especificos y
porque los genes que los codifican pueden secuenciarse y someterse a
mutacion directa en el mismo vector (Little y col., 1993).

Los anticuerpos recombinantes obtenidos por manipulacion genética,
presentan las siguientes ventajas (Marks y col., 1992; Lee y Morgan, 1993;
Matthews y Bumie, 1994; Winter y col., 1994):

.- Ofrecen la posibilidad de prescindir de la inmunizaciéon de animales de
experimentacion.

2.- El proceso de obtencion es mas rapido y econémico que ¢l seguido en la
obtencién de anticuerpos monoclonales.

3.- La habilidad de interaccionar con epitopos que no estan accesibles a las
moléculas convencionales de anticuerpos.

4.- Su capactdad para ser inmovilizados en soportes como paletas o
INTNUNOSENSOTES.

5.- Otros grupos funcionales como péptidos, enzimas o toxinas pueden
expresarse conjuntamente con los anticuerpos.

6.- Permiten la obtencion de reactivos de afinidad y especificidad precisas,
mediante la utilizacién de técnicas que modifican la estructura y
caracteristicas del lugar de union del anticuerpo con el antigeno (Karu y
col., 1994).
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A partir de los anticuerpos monoclonales obtenidos frente a la caseina 3

de la leche de vaca, se planteara en un futuro préximo la obtencion de
anticuerpos recombinantes. A grandes rasgos, el procedimiento a seguir seria
el siguiente:

1.-

Extraccion del ARN de los hibridomas productores de los anticuerpos
monoclonales frente a la B-caseina de la leche de vaca y purificacion del
ARNm.

Sintesis del ADN complementario a partir det ARN mensajero.

Amplificacion selectiva de los genes que codifican las regiones variables
de las cadenas pesadas (Vi) y ligeras (V.) de los anticuerpos, utilizando
los cebadores adecuados y la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Obtencion de fragmentos Fv ligados en una sola cadena polipeptidica
mediante un péptido de unién y que se denominan fragmentos scFv.

Clonacion de los fragmentos scFv en un fagémido.

Introduccion de los fagémidos recombinantes en células competentes de
F. coli y seleccion de los clones transformados por su resistencia a la
ampicilina.

Secuenciacion de los fragmentos polipeptidicos insertados en los
fagémidos.

Expresion de los fragmentos scFv de interés.

Finalmente, utilizando diversas técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) se
comprobard la capacidad de los fragmentos scFv producidos para
identificar y cuantificar la presencia de leche de vaca en mezclas lacteas
Y quesos.
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