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El quesoesun alimentoqueha estadopresenteen la civilizaciónhumana
desdetiemposremotos. Desdeun punto de vista nutricional tiene un gran
interés,ya queesunatbentedeproteínas,vitaminasy mineralesy en muchos
casosde grasa(Varnam y Sutherland,1994). Asimismo, el quesoconstituye
una ampliaofertagastronómicaqueseve aumentadapor el valor añadidode
otros ingredientesque se incorporan en su elaboración. Existe una gran
variedad de fonnas y presentacionesdel queso que son producto de la
expresióncultural de los pueblos. Desde los comienzos del siglo XX, la
tecnología ha pennitido la difusión de un producto que sin perder las
cualidadesque le diferenciaban,era a su vez higiénico y conservableen el

tiempo.

En España, en los últimos años, la mayor demandade productos
agrícolasy ganaderostradicionales,ha motivado el apoyo del Ministerio de
Agricultura, Pescay Alimentaciónparael fomentoy desarrollode la calidad
agroalimentaria,que principalmentese ha traducido en la creación de las

“Denominacionesde Origen”. Este distintivo garantiza la procedencia,
composicióny condicionesde elaboraciónde los alimentosque lo ostentan.
Los quesosque en nuestro país poseen“Denominaciónde Origen” son: el
Manchego,Roncal, Idiazábal, Zamoranoy la Serenaelaboradoscon leche

purade oveja; Cantabria,Mahóny Tetilla elaboradoscon lechepurade vacay
los quesosCabralesy Liébana(Picón, Ahumadoy Quesucos)de mezclade
lechesde vaca,ovejay cabra.El control necesarioparacontrastarla calidad
de los productoscon “Denominaciónde Origen” selleva a cabo mediantelos

ConsejosReguladores,laAdministracióny lasempresasprivadas.Estecontrol
no sólo debe asegurarque los quesossean inocuos y nutritivos, sino que

además,han de ser genuinosy debenestar correctamenteetiquetados.La
Administración debeaseguraral consumidorque el valor añadidoque paga

por un producto de calidad contrastada,se corresponde con aquellas

condicionesquele sonexigiblespor ostentaresadenominación.

Con el fin de regular a nivel comunitario la aplicación de las
denominacionesde origen y de las indicacionesgeográficas,garantizarla
competencialeal entrefabricantesde los productosque llevan este tipo de
indicacionesy conferir una mayor credibilidadde estosproductosa los ojos
del consumidor,se adoptóel ReglamentoCEE 2081/92de 14 de julio (DOCE
de 24 de julio de 1992) por el que se establecelas normas relativas a la
protecciónde las denominacionesde origen e indicacionesgeográficasde los
productosagrícolasdestinadosa la alimentaciónhumana.Recientemente,el
ReglamentoCE 1107/96 de 12 de junio (DOCE de 21 de junio de 1996)
apruebauna lista de productos con denominaciónde origen (DOP) e
indicacionesgeográficas(IGP) aceptadosa nivel comunitario. Este registro
oficial permaneceaún abiertoy se preveesu entradaen vigor parajunio de
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1997. Españaesel 40 paísconun mayornúmerodeproductosaprobadosy los
quesoscon denominaciónde origen queseincluyen son: Cabrales,Idiazábal,
Mahón, Picón-BejesTresviso, Cantabria, la Serena,Manchego,Zamorano,
Roncaly Quesucos.

En la elaboraciónde los quesos,la sustituciónde la leche de oveja por
otras masbaratascomo las de vacay cabra esunaprácticafraudulentausual
en nuestro país. Asimismo, la leche de vacase utiliza frecuentementeen la
elaboraciónde quesosde cabra.Estaprácticade fabricaciónesaúnmásdificil
de regular, ya que en la Unión Europea, sólo Francia posee una
reglamentación protectora para quesos con “Denominación de Origen”
fabricadoscon lechepura de cabra (Le Jaoueny Toussaint,1993). Ya que el
consumode quesoselaboradoscon lechesno declaradasen el etiquetadodel
productopuedeprovocarreaccionesalérgicasen individuos sensibles(Taylor,

1986; Miller, 1987),y dado que la composiciónde las lechesinfluye en las
característicasorganolépticasdel queso (Hernández y col., 1994), la

sustitución de las leches de oveja y cabra por otras más baratasen la
elaboraciónde los quesos,constituyeun fraude.

Los productoresde quesosdebendeclararen los registrosoficiales el
porcentajede los distintostipos de leche utilizadosen la fabricación.Además,
la Ordende 29 de noviembrede 1985 (BOE de 6 de diciembrede 1985),por
la que se apruebanlas Nonnasde Calidad para los quesosy los quesos
fundidos, tanto en el apañado5 sobrela denominacióndel queso,comoen el
apartado12 sobreel etiquetado,especificanla obligatoriedadde incluir en la
etiquetael nombrede la especieo especiesde las que procedela leche en
ordendecrecientedeproporciones.

En el RealDecreto1533/91, de 18 de octubre(BOE de 30 de octubrede
1991), seapruebancomométodosoficiales de análisisde la lechey productos
lácteos,para la detecciónde las especiesde lechesen mezclaslácteasy
quesos,las técnicaselectroforéticasen gelesde poliacrilainiday las técnicas
de imnunodiflisión radial. Recientemente,en el ReglamentoCE 1081/96,de
14 de junio (DOCE de 15 de junio de 1996) se estableceuna técnica de

isoelectroenfoquecomo método de referenciapara la detecciónde leche de
vacaen quesosa basede lechede oveja,de lechede cabrao de leche debúfala
o susmezclas.Aunqueestastécnicaspresentanbuenosnivelesde sensibilidad,
su aplicaciónprácticaestálimitada porquela preparaciónde las muestrases
costosa,se precisan grandescantidadesde ininunosueropurificado y su
realizacióneslabonosa.
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Las técnicas imnunoenzimáticas(ELISA), sin perder los niveles de
sensibilidady especificidadobtenidospor otras técnicas,permiten conseguir
altos nivelesde automatizaciónpor su rapidez,simplicidad y bajo coste.La
mayoríade los métodosde ELISA quehansido desarrolladosparadetectarla
incorporación de leche de vaca en mezclaslácteasy quesosmadurados,
emplean anticuerpospoliclonales obtenidos frente a proteinas del suero
(Garcíay col., 1990; 1991; 1993), caseínas(Rodríguezy col., 1990; 1993) o
péptidoscoftos obtenidosa partir de caseínas(Bitri y col., 1993; Rolland y
col., 1993). El procedimientode obtención de los anticuerpospoliclonales
permite disponer de cantidadeslimitadas de ininunosuerocon afinidad y
especificidadidénticas.Sin embargo,la utilizaciónde anticuerpospoliclonales
presentacon frecuenciael inconvenientede presentarreaccionescruzadas
frenteaproteínasdistintasde aquéllasqueseemplearonen su obtención,y por
tanto,parala eliminaciónde los anticuerposresponsablesde estasreacciones
cruzadasinespecíficas,se precisa la utilización de técnicasde purificación
costosas.

La tecnologíade obtención de hibridomas(Kóhler y Milstein, 1975)
resuelvelos problemasque presentael uso de anticuerpospoliclonales al
permitir la obtención ilimitada de anticuerposmonoclonalesde afinidad y
especificidadconstantes.A pesarde que varios gruposde investigaciónhan
obtenidoanticuerposmonoclonalesfrentea las proteínasdel suero(Levieuxy
Venien, 1994)y frentea las caseínasde la leche(Nagauney col., 1988; Feng
y Cunningham-Rundíes,1989; Kuzmanoffy col., 1990a;Leungy col., 1991;
Oudshoomy col., 1994),en estostrabajosno seevalúala especificidadde los
anticuerposobtenidospara diferenciarlechesde distintasespeciesanimales.
La deteccióny cuantificaciónde la lechede vacaañadidaa laslechesy quesos
de oveja y cabra por técnicasininunoenzimáticas(ELISA), precisael empleo
de anticuerposque reaccionenespecíficamentefrente a las proteínasde la
leche de vacasin presentarreaccionescruzadasfrente a las lechesde otras
especies.Por ello, en este trabajo se propone la obtención de anticuerpos
monoclonalesfrente a las caseínasde la leche de vaca con la finalidad de
emplearlos en las técnicas inmunoenzimáticas(ELISA) para detectar y
cuantificarla adiciónde lechede vacaa las lechesy quesosde ovejay cabra
de unaformarápiday precisa.

Dado el interésquesuscitala aplicaciónde estastécnicasen los centros
de producciónlecherae industriaslácteas,seproponeasimismoel desarrollo
de unapruebade campo que pennitadetectarsustitucionesfraudulentasde
lechesen mezclaslácteasy quesos,de unaforma rápida,sencillay económica
y queno requierainftaestructuralaboratorial.
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Para alcanzar los objetivos descritos ha sido necesario desarrollar
previamentelos siguientesobjetivosparciales:

1. Separaciónde las distintas fracciones caseinicasde la leche de vaca
mediantecromatografialíquida de altaresolución(FPLC).

2. Caracterizaciónde lasfraccionesaisladaspor FPLC medianteelectroforesis
en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE)
utilizando el sistemaPhast-System.

3. Caracterizaciónininunológicade las fraccionesde la caseínaaisladaspor
FPLC utilizando anticuerpospoliclonalesanti-caseinasde lechede vaca(1)
y técmcasinniunoenzimáticasde ELISA e inmunobloting.

4. Obtenciónde anticuerpospoliclonalespor inmunizaciónde varioslotesde
conejoscon la fracción13-caseinaqueresultóserla másantigénica.

5. Inmunizaciónde ratonescon la ¡3-caseínay selecciónde hibridomasque
produzcananticuerposmonoclonalesespecíficosfrente a las caseínasde
lechede vaca.

6. Utilización de los anticuerposmonoclonalesy policlonalesobtenidosen la
deteccióny cuantificaciónde la lechede vacaañadidaa las lechescrudasy
quesos madurados de oveja y cabra empleando diversas técnicas
inmunoenzimáticas.

(1) Se tratade un inmunosueroobtenidoy purificado porRodríguezy col., (1993).
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El Código Alimentario Español define a la leche natural como el
producto íntegro, no alterado ni adulteradoy sin calostros,procedentedel
ordeño higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las hembras
mamiferasdomésticassanasy bien alimentadas.En el RealDecreto 1 .679/94
(BOE de 24 de septiembrede 1994) por el quese establecenlas condiciones
sanitariasaplicablesa la produccióny comercializaciónde leche cruda,leche
tratadatérmicamentey productoslácteos,se define la leche cruda como la
leche producidapor la secreciónde la glándula mamariade vacas,ovejas,

cabraso búfalasqueno hayasidocalentadaaunatemperaturasuperiora 400C
ni sometidaa un tratamientode efectoequivalente.

La leche de vaca es un líquido opaco, de color blanco a blanco
amarillento,color queestádeterminadopor la dispersióny absorciónde la luz
por las gotitas de grasay las micelasde proteína.El color amarillentosedebe
a la presenciade J3-carotenosde la fase oleosay a la riboflavina de la fase
acuosa. El sabor es ligeramentedulce y el olor es inespecífico(Belitz y
Grosch,1988).

En España,se elaboranexclusivamentecon leche de vacalos siguientes
quesos:

- En Galicia: quesode Arzúa, Tetilla, SanSimóny Cebreiro.
- En Castillay León: quesodela Armaday el de Leon.
- EnAsturias:Afuega’l Pitu, Beyos(tambiénpuedeelaborarseconleche

decabra),Casin,Genestoso,quesode la Peraly Urbíes.
- En Huesca:quesodeBenasque.
- En Cantabria:Cantabria,Pasiegoy Vidiago.
- En Menorca:Mahón.
-En Lérida: el del Valle deArány la SelvaenGerona.

La leche de oveja es de un color blanconacarado,como la porcelana.
Posee una opacidadmás marcadaque las leches de vaca y cabra y su
viscosidadesmayor que la de la leche de vaca. Los quesoselaboradoscon
lechedeovejatienenun gustoy aspectocaracterísticos,supastaesmásblanda
y no suelen presentarsaboresamargos,hechoque se debea que contienen
menosas-caseínasconrespectoal contenidototal de caseínasquela lechede
vaca.

Conlechepuradeoveja seelaboranlos siguientesquesos:

- En Castillay León:Castellano,Zamorano,La BurebaenBurgosy
OropesaenToledo.

- En Castilla-LaMancha:Manchego.
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- En Extremadura:el quesode Cáceres,La Serenay la Torta delCasar.
- En Huesca:Ansó-I-Iecho.
- En el PaísVasco:Gaztazarrae Idiazábal.
- En Andalucía:PedrochesenCórdoba.
- En Mallorca: Mallorquin.
- En Navarra:Roncal.
- En Catalufla: Serraty Tupí.

La lechedecabraposeeun color blancomatemuchomásmarcadoqueel
de la lechedevacaal no contenerapenascarotenos.Tieneun olor neutro,pero
tras su conservaciónen refrigeración adquiereun sabor característico.Su
viscosidadesmenorquela de la lechede vaca.

Los quesosqueseelaboranexclusivamenteconlechedecabrason:

- En Andalucía:Alhamade Granada,Aracenade Huelva,el de Málaga,el
de Cádizy el de SierraMorenaenSevilla.

- En Extremadura:Acehuche,Gata-Hurdes,Ibores,Quesaillay de La
Vera.

- En Cáceres,Toledoy CiudadReal: el de La Siberia.
- En Teruel:Albarracín.
- En Avila: el del Tiétar.
- En León: Valdeteja.
- EnAlicante: el de Alicante.
- EnAsturias:el deBabiay Lacianay el Buelles.
- En Logroño:Camerano.
- En Canarias:Conejero,Herreflo, Majoreroy Palmero.
- En Cataluila: Garrotxay Montsec.
- En Murcia: el deMurciay el deMurcia al Vino.

Los quesosque se elaborancon mezclasde lechesde distintasespecies
son:

- En Asturias:QuesoAhumadode Áliva, Picón,Pidoy Gamonedo(mezcla
de vaca,ovejay cabra)y Quesuco(mezclade vacay oveja).

- En Cantabria:Cabralesy Peflamellera(mezcladevaca,ovejay cabra)y
Porrúa(mezcladevacay oveja).

- En Andalucía:el de la Calahorraen Granaday el deGrazalemaenCádiz
(mezcladeoveja y cabra).

- En Valenciay Castellón:Cassoleta(mezclade ovejay cabra).
- En Teruely Castellón:Tronchón(mezclade ovejay cabra).
- En Valenciay Alicante: Servilleta(mezclade ovejay cabra).
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- En Canarias:Flor de Guía(mezcladeovejay vaca),el deLa Gomera
(mezclade ovejay cabra)y el de Tenerife (mezclade vaca,ovejay
cabra).

- En Cataluña:Mató (mezcladevacay cabra).
- En Alicante: La Nucía(mezcladeovejay cabra).
- En todaEspaña:Villalón y Burgos(mezcladevacay oveja).

11.1.PRODUCCIÓNDE LECHE EN LA UNIÓN EUROPEA

En el Tratado de Roma (1957), por el que se constituyen las
ComunidadesEuropeasse describíancomo objetivos de la Política Agrícola
Comúnel asegurara la poblaciónagrícolaunosingresosequitativosa los de
otrasactividadesno agrícolasa travésde medidasquepermitieransostenerlos
precios,estabilizarlos mercadosy garantizarel abastecimientode productos
alimenticiosa preciosrazonablesparalos consumidores.Paracumplir dichos
objetivos se establecióla OrganizaciónComún del Mercado de la leche y
productoslácteosqueestabadotadade mecanismosderegulaciónde precios,
concesión de ayudas para determinados productos, fmanciación del
almacenamientoprivadode productosy régimenesde intercambiocon países
tercerospara reducir las importacionesy favorecer las exportaciones.Estas
medidasprotectorasdel sector lácteocomunitario,provocaronun crecuniento
aceleradode la producciónde lechequeoriginó excedentesde lecheenpolvo
y mantequilla.En consecuencia,en unareunióndel Consejode Ministros de
Agricultura de 1984, se implantó un régimende cuotaslecherasque tenía
como objetivo limitar la producciónde leche aplicandouna tasaque debían
pagar los ganaderospor las cantidadesde leche y productos lácteos que
entregasena los compradores,por encima de su cuota individual. Dicha
cantidado cuotase asignabaen función de la leche y productoslácteosque
hubieranvendidodirectamenteen un año de referencia,quepara Españaera
1985. Como consecuenciade la evolución del mercado, la cuota global
comunitariay la de todos los estadosmiembros han sufrido reducciones
sucesivas.El régimen de cuotas se ha mostrado eficaz en el control del
incrementode la producción de leche y ha contribuido a mantenerlos
excedentesde lecheen polvo y mantequilladentro de los limites aceptables.
La aplicación del régimen de cuotas ha detenninadola disminución del
númerode explotacionesque se compensapor el aumentodel tamañode las
mismasy la disminución del censo de vacaslecherascompensadopor el
aumentode susrendimientoslecheros.

En la Unión Europea,la participaciónde la producciónde leche en la
producciónfinal agrariadifiere ampliamentede unos paísesa otros, ya que
mientrasqueen los paísesdel surestaparticipaciónesinferior al 12 %, en los
del nortesuperael 20 %. La importanciadel sectorlácteoessuperiora la que
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sederivade estascifras ya queesprecisoconsiderarel componentesocial e
industrial del mismo. En 1991, el númerototal de empresasde tratamientoy
transformaciónde lecheen la Unión Europeaerade 6.159con unacapacidad
media de 16.000 Tm, registrándosela mayor capacidaden Holanda y
Dinamarca y la menor en Grecia e Italia con 1.100 y 4.100 Tm
respectivamente.En España,existen alrededor de 460 empresascon una
capacidadmediade 7.200Tm.

El volumende lechede vacaproducidoen 1993 en el conjunto de todos
los paísesde la ComunidadEuropeafue de 110 millones de Tm. El primer
productorde lechede vacafue Alemaniacon28,2millonesde Tm, seguidode
Franciacon 24,9millonesde Tm y el Reino Unido con 14,7 millonesde Tm.
El volumen de leche de oveja y cabra producido en el mismo períodofue
respectivamentede 1,8 y 1,5 millonesde Tm. Los tresprimerosproductoresde
lechede ovejafueronItalia, Greciay Españacon650, 620y 275 miles de Tm
y, de leche de cabra, Grecia,Españay Franciacon 460,430 y 417 miles de
Tm respectivamente.

11.2. PRODUCCIÓN DE LECHE DE VACA EN ESPAÑA

En 1995, el númerototal de vacasde ordeñodisminuyóun 2 % respecto
al censode 1994, situándoseen la actualidaden 1.351.182cabezas.Desde
1982, año en el que el censo de vacas de ordeño alcanzó los 2.032.000
cabezas,secompruebaquela tendenciadescendentedel númerode efectivos
lecherospersisteen la actualidad,aunquela mejoragenéticasehatraducidoen
un mayor rendimiento por vaca y año, hecho que queda demostradosi
comparamoslos rendimientosque se alcanzabanen 1982, próximos a los
2.927litros y los alcanzadosen 1993 cercanosa los 4.244 litros. El aumento
de los rendimientoslecherospor vacay año, determinaqueen el períodode
1982 a 1993 no se hayanproducidovariacionesacusadasen los volúmenesde
producciónláctea(de 5,947millonesde Tm en 1982 a 5,974 millonesde Tm
en 1993). No obstante,la produccióntotal de leche de vacaen 1995 que
alcanzócifras de 5,8 millones de Tm demuestrauna disminución de unas
100.000Tm conrespectoa 1993.

En 1995, el númerode explotacionesdedicadasa la producciónde leche
de vacaasciendea 132.565,de las cuales124.351 entreganla leche a las
industrias,7.090 lo hacentanto a las industriaslácteascomo aventasdirectas
y solamente1.124 vendendirectamentesu produccióna los consumidores.El
volumende leche de vacaentregadopor los ganaderosa las industriaslácteas
durante1995 asciendea másde 5,2 millones de Tm. Estascifras demuestran
que el volumen de leche vendidadirectamentepor los productoresen sus
explotacioneshadescendidosiguiendola tendenciade los últimos años,quese
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explica por las mayores exigencias higiénico-sanitariasy los cambios
experimentadosen los hábitosdeconsumode los españoles.

La dimensiónde las explotacionesde ganadovacuno demuestraque es
un sectoratomizadoen el quepredominanlas ganaderíaspequeñas(el 90 %
tiene menosde 20 vacasy el 70 %menosde 10). No obstante,enla actualidad
se observaque el número de explotacionesdisminuye y que la dimensión
mediade cadaexplotaciónaumenta.

El análisis regionalde la produccióntotal de leche de vaca, demuestra
que de los 5,9 millones de Tm de leche producidosen 1993, Galicia es la
principal comunidadproductoracon 1,8 millones de Tm, seguidapor Castilla
y León con 912 miles de Tm y por Cataluñay el Principadode Asturiascon
627y 623 miles de Tm. Porprovincias,La Coruñay Lugo sonlas principales
productorasde leche de vacacon 760 y 740 miles de Tm, seguidaspor el
PrincipadodeAsturiasy Cantabriacon 623y 502 miles de Tm.

El preciomediopercibidopor el ganaderoproductorde lechede vacaen
1995 experimentóun incrementoen relación a 1994 alcanzandolas 45,32
pesetas por litro; no obstante se aprecian variaciones significativas
determinadaspor las bonificacionesy penalizacionesque los empresarios
imponen al precio de la leche en función del volumen entregado, el
rendimientograsoy proteicoy la calidadbacteriológicade la misma.

11.3.PRODUCCIÓNDE LECHE DE OVEJA Y CABRA EN ESPAÑA

Las entregasde leche de oveja y cabra a la industria lácteaen 1995,
ascendierona 313,2y 320,6miles de Tm, destinándoseen su mayorparte,ala
elaboración de quesos puros o quesos de mezcla. Se compruebauna
disminuciónapreciablede la producciónconrespectoa la alcanzadaen 1993,
con334 miles deTm de lechede ovejay 394 miles de Tm de lechede cabra.

De un total de 334 miles de Tm de leche de oveja producidasen 1993,
Castillay León es la principal comunidadproductoracon 221 miles de Tm,
seguidadeCastilla-LaManchacon80 miles de Tm. Porprovincias,Valladolid
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 cabraproducidosen 1993,
Andalucíadestacacon unaproducciónanualde 202 miles de Tm, siendolas
provinciasde Almería y Málagalas principalesproductorascon 48 miles de
Tm, seguidaspor Cácerescon unaproducciónanualquealcanzalos 43 miles
de Tm.
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El preciomedioquepercibieronlos ganaderosde leche deoveja en 1993
alcanzólas 114,08pesetaspor litro y los de lechede cabralas 55,32 pesetas
por litro. De 1993 a 1995 se observaunatendenciaal alzade los preciosque
percibenlos productoresde lechedeovejay de cabra.

En 1993 seentregaron311 miles de Tm de lechede ovejay 321 miles de

Tm de lechedecabraa lasindustriaslácteasparafabricarqueso.

11.4. COMERCIOEXTERIORDE LECHE Y PRODUCTOSLÁCTEOS

Aunque la producciónnacionalpermiteel abastecimientodel mercado,
se vienen efectuando importacionesde leche y productos lácteos para
conseguir la total cobertura del mismo. El volumen de importaciones
efectuadasdurante1995 superalas 460.000Tm, de las cualescasi el 60 % se
refieren a la leche líquida. En segundolugar se encuentranlos quesoscon
78.300Tm, seguidosde la lechecondensaday evaporada,así comode la leche
en polvo. En última posición en cuanto a volúmenesimportadosse sitúael
lactosuerocon4.387Tm. Los paisesde la ComunidadEuropeaconstituyenlos
principales abastecedoresde leche y productos lácteos de nuestro país,
destacandoFrancia, Paises Bajos, Alemania, Portugal y Austria. De las
importacionesprocedentesde paísesterceros destacanlas de Australia y
Nueva Zelanda, aunque los volúmenes son reducidos; así como las
importacionesde lechedesnatadaen polvo de Estonia, Lituania, Poloniay la
RepúblicaCheca.

El volumende las exportacionesesmenossignificativo que el relativo a
las importaciones.En 1995 se exportaron119.777Tm, siendola mayorparte
en forma de lechelíquida (84.326Tm) seguidasde los quesos(17.785Tm) y
de la leche condensaday evaporada.Los principalesdestinatariosde nuestros
productosson los paísesde la ComunidadEuropeaquerecibenmásdel 85 %
de las exportacionesespañolas(100.044Tm). De paísesterceros,son Cuba,
RepúblicaDominicana,Angola, Guinea,Argelia, Túnez, Malasia y Estados
Unidos los principalesreceptores,limitándoseen algunoscasoscomo el de
EstadosUnidosa la importacióndequesos.

Españano esunapotencialechera,ni por el volumende produccióny su
participaciónen la ProducciónFinal Agraria, ni por la propia estructuradel
sector,ya que tanto a nivel de la producciónde leche como a nivel de su
tratamiento y transformación,predominan la pequeña dimensión y las
deficienciastecnológicas.

Con anterioridada la adhesiónespañolaa la ComunidadEuropea, el
sectorlácteoevolucionabalentamentepor el crecimientodel consumointerior
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sin que tuviera presenciaen los mercadosexteriores.La coincidenciade la
adhesióncon la implantaciónen 1984 del régimende cuotasquetomabacomo
basela cantidadde lechey productoslácteoscomercializadosen el año 1981 o
1983, determinaronquela cuota global asignadaa nuestropaísse limitase a
las cantidadescomercializadasen el mercadonacional, incluido el déficit ya
existentede leche líquida, leche en polvo y en mayor medidade quesosde
vaca.La situaciónesmásfavorableparalos quesosde lechede oveja y cabra
que no se ven afectadospor el régimende cuotasy junto a los quesosde
mezcla, tienenbuenaaceptaciónpor el consumidorespañoly por tanto esta
producciónqueserapuederesistirbien la competenciadel exterior.

A estasituacióndeficitariahayqueañadirqueconlos compromisosde la
RondaUruguay que adquirió la Unión Europeaen 1994 dentro del Acuerdo
GeneralsobreArancelesy Comercio(GATT), vana reducirselas ayudasa las
exportacionesquejunto con la falta de unaimplantaciónfirme en el mercado
mundial de nuestrosproductos elaborados,dificultará el desarrollo de las
exportacionesespañolas.Conlos compromisosde la RondaUruguay,el sector
lácteo se verá obligado a trabajaren condicionesde mayor competividady
paraello, esprecisorealizarmejorastecnológicas,adecuarlas dimensionesde
lasempresas,investigarnuevosproductos,racionalizarlos aprovisionamientos
y mejorar la calidad de los productos, factores que con frecuencia son
asignaturaspendientesparael sectorlácteodenuestropaís.

11.5.COMPOSICIÓNQUÍMICA DE LA LECHE

Los principales componentesde la leche son el agua, los lípidos, los
carbohidratos,las proteínasy las sales. Estos componentesse encuentran
distribuidos en forma de emulsión,suspensióny solución en un equilibrio
fisico complejo.La grasase encuentraen forma de glóbulosgrasos,rodeados
poruna membrana,queestánemulsionadosen el suerolácteo. Las moléculas
de proteínaseencuentrandispersasen el suero lácteoen forma de partículas
que se denominanmicelas,constituidasprincipalmentepor salescálcicasde
las caseínas.Además,en el suero lácteo estándisueltasdiversasproteínas,
carbohidratos,sustanciasmineralesy otroscompuestos.

Aunque cualitativamentela composicióny propiedadesde la leche son
constantes,los estudiosdesarrolladospor algunosautorespara detenninarla
composiciónde la leche a lo largo del tiempo, han demostradoque existen
variacionesconsiderablesen los contenidosde proteínay grasa de la leche
(Tocher, 1925; Herrington y col., 1972). Estasvariacionesse atribuyen a
diversosfactorescomoson: la herenciagenética,el ciclo de lactación, la edad,
la alimentación,la temperaturaambiental,la épocadel año, el estadode salud
y el procedimientode lactacion.
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La calidad de los quesosestádeterminadapor la relacióncaseínalgrasa
de la leche que se utiliza en su elaboración,ya que una desviación del
contenidode caseínao gasade la lecheproducecambiossignificativosen la
textura de los quesos (Scott, 1991). Así por ejemplo, el cambio de
alimentaciónde inviernoapastodeprimavera,setraduceen un incrementodel
contenidode caseínay de la durezadel gel caseinico.Asimismo la leche que
producenlas vacasquesealimentancon trébol blancoesmásrica en caseína
total y en caseínasctsy ¡3, y por tanto,da un gel caseinicomásduroque la de
las vacas que se alimentan con raigrás. El período de lactación también
determinala durezadel gel caseinicoen la elaboracióndel queso.A lo largo
de lasprimerassemanas,la disminuciónde la concentraciónen caseína,Cay
fósforo inorgánico, al igual que las variacionesrelativas de las caseínas,
producenunadisminuciónsensiblede la durezadel gel. La durezadel gel es
mayor en las lechesa la mitad de la lactación. Las leches al final de la
lactacióncoagulanmásdificilmente y dan gelesmás blandos, debido a la
fuerteactividadde la plasmina.

En la actualidad, en las industriaselaboradorasde quesoes corriente
normalizarla composiciónde la lecheincorporandonatay leche enpolvo, ya
quesi el procedimientode fabricaciónno se ajustaadecuadamentea lo largo
del año, las variacionesestacionalesen la composición de las leches de
queseríapuedenprovocardificultadesdurantela elaboración.Más difícil les
resultaa las industriasasegurarel origen específicode las lechesen los quesos
de mezcladebidoal déficit existentede lechesde ovejay cabra,queseexplica
porla acusadaestacionalidadde ambasproducciones.

11.5.1.PROTEÍNAS

La fracciónesencialde los compuestosnitrogenadosesla proteica,que
representael 95 % del nitrógeno total de la leche, aproximadamenteun
contenidode 32, 7 g de proteínaspor litro (Goursaud,1991).Lasproteínasde
la leche se separanprincipalmenteen dos gruposmedianteuna acidificación
de la mismahastaalcanzarun valor de pH de 4,6 (puntoisoeléctrico)que da
lugar a la formaciónde unafracciónprecipitadaconstituidapor las caseínasy
otra partequequedaen el sobrenadanteque son las proteínasdel suero.Las
caseínasconstituyen la fase micelar inestable de la leche, compuestade
partículassólidas en suspensión,que difunden la luz y dan a la leche su
aspectoblanco opaco. Las caseínasestán constituidaspor cuatro tipos de
cadenaspolipeptídicas:a~i-, a~2-, 13- y i<-, que se asociancon el calcio y el
fosfato en micelasde 20-300gin de diámetro(Jenness,1988). Las proteínas
del suero constituyenla fasesolubleestablede la leche y se componede un
grupo diverso que incluye la ¡3-lactoglobulina, la a-lactoalbúmina, la
seroalbúmina,la lisozima,la lactoferrinay las inmunoglobulinas.
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II. 5. 1. 1. Polimorfismogenéticode las proteínaslácteas

La determinaciónde la estructuraprimaria de la fraccióncaseinicade la
lechecondujoa la identificaciónde las distintascaseínas(a~1-, a,2 -, 13- y ic-),
así comoa la caracterizaciónde la mayoríade susvariantesgenéticas(Mercíer
y Vilotte, 1993). Así, se establecióque la heterogeneidadde la caseínase
debíaal polimorfismogenéticoy a las modificacionespost-traslacionales.Las
modificaciones post-traslacionalesde las proteínas son principalmente
fosforilaciones, glicosilacionesy reaccionesde proteolisis (Jennes, 1982).
Estasmodificacionesse realizan vía enzimáticaen el aparato de Golgi y
determinanen gran medidala heterogeneidadde las caseínas(Martin, 1993).
Las fosforilaciones son modificacionespost-traslacionalesque permiten la
uniónde las submicelasde caseínaa travésde la fijación covalentede grupos
fosfocálcicos. Entre estas modificaciones también se incluyen las
glicosilacionesde la k-caseína,que en gran medidadeterminanla estabilidad
micelar.

El polimorfismogenéticoestácausadopor mutacionesqueafectana una
fracción pequeñade los genes(3-7 %). Dentro de las proteínaslácteas,las
distintas fraccionescaseiicas(a,1-, a,2-, [3- y k-caseínas)se separanpor
técnicascromatográficasde intercambio iónico (HPLC y FPLC) con una
resoluciónalta, sin embargoestastécnicasno permitensepararlas diversas
variantes genéticasde cada una de las caseínas(Swaisgood, 1993). La
detecciónde las variantesgenéticasde las proteínaslácteasresultantesde las
mutacionesse realizatradicionalmentepor técnicaselectroforéticasutilizando
gelesde poliacrilamidaquepermitensepararvariantesgenéticasde unamisma
proteínaquedifieran en la cargao enel tamañomolecular.Sin embargo,de
cada4 mutaciones,solamente3 originan la sustituciónde un aminoácidopor
otroy de estassustitucionessólo unaterceraparteda lugar aunamodificación
de la carganetade la proteínadetectablepor electroforesis(Martin, 1993).

Todaslasproteínasprincipalesde la lechede vaca(j3-lactoglobulina,a-
lactoalbúmina, a,1-, a,2-, ¡3- y k-caseínas)presentancomo mínimo dos
variantesgenéticasdetectablespor electroforesis,sin embargomientrasquelos
genesquecodificanporla síntesisde la «,2 -caseínay de la «-lactoalbúminano
presentangeneralmentepolimorfismo,estefenómenoesfrecuenteen los genes
que codifican por la a,1-caseina,13-caseína,k-caseinay ¡3-lactoglobulina.
Algunas variantesgenéticasde las proteínaslácteasse expresancon mucha
mayorfrecuenciaqueotras (Swaisgood,1982).Así por ejemplo, la varianteB
dela a,1-caseínaesla predominanteen todaslasrazas(Grosclaude,1988).

En la tabla 11.1. se muestran las característicasbioquímicasde las
variantesgenéticasde lasproteínasde la lechede vaca.
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TablaIL 1. Polimorfismogenéticode lasproteínasde la lechedevaca(1)

Delección14 a26

—>“~ Glu

Delección51 a 59

67Pro —>.. His

13-caseínaA2 <r106 His —~- Gin
*

36 Glu .—~. Lys

B

D

Al

A3

53 Ala .~. Thr

122 Ser —>.. Arg

K37 Glu
35 SerP

Lys
Ser

148 Asp .>. Ala
136 Thr Ile

1c—caseína

15

a-lactoalbtimina8

5Gly -~. Ser

lOArg —> Gín

64 Gly —.--~ Asp

líSAla —>- Val

59 GIn

45 Glu

His

—~ Gin

(1) Los númerosindicanlasposicionesde lassubstitucioneso delecciones
en lascadenaspeptídicas

Fuente:Swaisgood,1982

192 Glyasí-caseínaC

as2-caseínaA

D

B

C*

B
97 His Arg

C

E

A

j3-lactoglobulinaB

A

C

D
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La determinaciónde la secuencianucleotídica de los genes y el
conocimientode los fundamentosmolecularesdel polimorfismo genéticode
las caseinasha conducidoa la utilización detécnicasgenéticasquepermiten
realizar una selección dirigida de las especiescon el fin de mejorar las
propiedadesde las lechesquese destinana la fabricaciónde quesos(Martin,
1993).

II. 5. 1. 2. Estructuraprimariade lascaseínas

La estructurade las caseínases similar a la de las proteínasglobulares
típicas,aunqueexistendoscaracterísticasquelas diferenciande estasúltimas:
su contenidoenresiduosde fosfoserinay la distribuciónuniformede residuos
de prolina, hecho que impide el empaquetamientodensoy ordenadode las
cadenaspolipeptídicas(López-Fandiño,1990). Los residuosde fosfoserinade
los dominiospolaresson los primeroslugaresdeunióndel calcio o de las sales
cálcicas (Holt y Hukins, 1991), y por tanto el número de residuos de
fosfoserinaque contiene cadamoléculade caseínadeterminala solubilidad
dependientede la concentracióndel calcio. Así, paralasdistintasfraccionesde
la caseínaseestableceel siguienteordende solubilidad: a,2- < a,1-< j3- <k-
caseína.Lasprincipalespropiedadesde lascaseínasseresumenen la Tabla II.
2.

a~1-caseIna

La a51-caseínaes una cadena polipeptídica constituida por 199
aminoácidoscuyo pesomolecularesde 23.619Dalton (Farrelí, 1988). Se han
identificadocinco variantesgenéticas:A, B, C, D y E. Estáformadapor dos
regionespredominantementehidrofóbicas(restos1-44 y 90-199) y por una
zona polar muy cargada.La alta hidrofobicidady la poca organizacióndel
segmento100-199 son responsablesde la asociaciónque experimentanlas
moléculas de a~i-caseínaen disolución acuosa. La molécula contiene 8
residuos de fosfoserinaque excepto uno están en el segmento45-89. Su
contenido en residuos de prolina es elevado y están distribuidos
uniformementea lo largo de la molécula lo que da lugar a una estructura
desordenada(70 %) con una pequeñaproporciónde estructurasecundariaen
a-hélice u hoja plegada¡3-. La ausenciade residuosde cisteina en la a~~-
caseínaimpide la formación de puentesdisulfuro y por tanto de uniones
cruzadasentrelas cadenasproteicas.Estacaseínaesmuy sensibleal calcio al
pH normal de la leche, pudiéndose producir la floculación a cualquier
temperatura(Luquet, 1991).
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Tabla11.2. Propiedadesde lascaseínasde la leche

a,0 199 23.600 9
A,B,C,D 8
A,B,C,D 10

a
a,’

a,6

A1. A2. A3, B,
BJ, C, U. E

0-

1<- k3. AyB

207
207
207
207

209

169

24.000

19.000

13

5

1

Y- Y’
Y2

y3

A1. A2. A3, U,
TS-A2, TS-A3.
S,R,TS-B

Fuente:Brunner, 1981

a,.2-caseina

Estacaseínarepresentadel 8-11 % del total, tiene207 aminoácidosy de
10-13 grupos fosfato, lo que da lugar a la existenciade distintas formas
moleculares,conocidascomo: a,2, a,3, a~4 y a,6. La masamolecularvaríaentre
25.150y 25.390Dalton. La ac-caseinatiene 2 residuosde cisteinaaunquea
diferencia de las moléculasde la k-caseinaque se asocianpor puentes
disulfuro formandoagregadosde grantamaño,lasmoléculasde a,~-caseínase
unen fonnando solamente dimeros o bien se fonnan enlaces disulfuro
intracatenarios.Estacaseínaes muy sensibleal calcio, cualquieraque seala
temperatura,debidoasuriquezaengruposfosfato.

fi-caseína

La ¡3-caseínaes la segundaproteínamás abundantede la leche. Está
formada por una cadena de 209 restos axninoacídicosy tiene un peso
molecularde 24.500Dalton. Se hanidentificado 7 variantesgenéticas.La ¡3-

25.150

a

25.390

29-209
106-209
108-209

20.000
12.000
12.000
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caseínatiene 5 restosde fosfoserinay carece de cisteina lo que impide la
formación de puentesdisulfuro y por tanto de unionescruzadasentre las
cadenasproteicas.La porciónN-terminalde la molécula(restos1-40> contiene
los residuos de fosfoserinay por tanto es la parte polar, mientras que la
porciónC-terminal (restos136-209)contienela mayor partede susresiduos
apolares.Al igual que la a~1-caseína,la [3-caseínaes insolublea temperatura
ambienteenpresenciade calcio a concentracionesinferioresa lasde la leche.
A medidaque la temperaturaaumenta,se origina una mayor formación de
enlaceshidrofóbicosy una mayor asociaciónmolecular.Por consiguiente,la
solubilidadde estaproteínaes dependientede la temperatura,efectoque se
explicapor la distribuciónmolecularde lascargas.

k-caseina

La ic-caseinatiene 169 aminoácidos,2 residuosde cisteinay uno de
fosfoserinaen la regiónC-terminal.Se presentan2 variantesgenéticas,A y B,
quetienenunamasamolarde unos 19.000Dalton, quevaríasegúnel derivado
glicosiladoconsiderado.La k-caseinase diferenciade lasotras caseínas(a,1-,
a,2- y 13-caseínas)en queessoluble en un amplio intervalo de concentraciones
de calcio y por ello, se le ha asignadola función de ser la responsablede la
estabilidadmicelar(Waughy Von Hipple, 1956).De todaslasfraccionesde la
caseína,esla 1<-caseínael principal lugar de acciónde la quimosina.Como
resultado de la acción de la quimosina sobre la 1<-caseína, entre los
aminoácidos105 (Phe)y 106 (Met), seformandos productosde la hidrólisis
denominados “para-ic-caseína” (fragmento N-terminal) y “macropéptido”
(fragmentoC-terminal),lo queoriginala coagulaciónde la leche.Lascaseínas
a51, a~2 y 13 se recuperanen la cuajada,junto con la paracaseinac; el
caseinoglicopéptidosoluble aparece íntegramenteen el lactosuero. Las
moléculasde ic-casernaseasocianpor puentesdisulfuroformandounpolímero
esféricoconstituidoaproximadamentepor 30 moléculascon un diámetrode 11
nm (Vreemany col., 1981). Además,la 1<-casernaes la única caseínaque
ademásde estarfosforilada estáglicosilada. La fracción glucídica de la k-
caseína se compone de 3 monosacáridos que son: el ácido N-
acetilneurainínico,la galactosay la N-acetilgalactosaminaque seunenentresí
formandocadenaslateralesde disacáridosy tetrasacáridos(Swaisgood,1982)
asociadoal macropéptido(Eigely col., 1984).

y-caseínas

El grupo de y-caseínassonfragmentosresultantesde la escisiónde la [3-

caseínapor acciónde la plasmina.Los fragmentosmáspequeñosformanparte
de la fracciónproteosa-peptonadelsuerode la leche.
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II. 5. 1. 3 . Estructurasecundariay terciariade lascaseínas

El tamaño, la forma y la configuraciónde una proteínano sólo está
detenninadapor su estructuraprimaria y su composiciónsino tambiénpor las
fuerzasde unión electrostáticas,puentesde hidrógenoy unioneshidrofóbicas
(Whitney, 1988). La estabilidadmicelar se debe en parte a las uniones
hidrofóbicasqueestablecenlas caseínas.Estasinteraccionesson sensiblesa la
temperaturasiendomínimas a temperaturasinferiores a los 5 0C y así, a
medida que la temperatura disminuye, la estabilidad de las uniones
hidrofóbicasesmenory lascaseínassedisociande la micela. Conel descenso
de la temperatura,las fraccionesa,,-y a,

2-caseínasdifundende la micela en
una proporciónmuy inferior a la del resto de las caseínas.Asimismo se ha
demostrado,que los enlaces iónicos intervienen en la estabilidad de la
estructurade la micela(Peppery col, 1970).

Las caseínasno son cristalizablesy por tanto no es posible la
observacióndirecta de su estructura por cristalografía de rayos x. Para
determinarlas regionesdotadasde estructurasecundariase han establecido
métodospredictivosqueestánbasadosen su estructuraprimaria (Swaisgood,
1993).Los resultadosobtenidoscon estosestudioshanconfirmadoqueaunque
la estructurade las caseínasseamenosordenaday másflexible quela de las
proteínasglobularesdel suero,existenpartesdotadasde estructurasecundaria
y probablementedeestructuraterciaria(Swaisgood,1993>.Así por ejemplo,se
ha concluido que la [3-caseínacontiene un 10 % de estructuraa-hélice,un
13 % de estructuralániina-13 y el 77 % restantede estructuradesordenada
(Swaisgood, 1982). La k-caseínacontiene más estructurasecundariay por
tantoesmásestablequeel restode lascaseínas,siendomenossusceptiblea la
proteolisisquela a,,-y la [3-caseína.

También se han realizado estudios predictivos para determinar la
estructuraterciaria de las caseínas(Kuxnosinskiy col., 199la,b) que sugieren
quela interacciónde lasestructurassecundariasabiertasa travésde susgrupos
hidrofóbicosconduciríaa la formaciónde lassubmicelas(Swaisgood,1993).

II. 5. 1. 4. Estructurade la micelade caseína

Las caseínasse presentanen la leche de forma niicelar, un complejo
orgánico de caseínasa,, 13 y ic unidas al fosfato cálcico coloidal, que se
encuentraen suspensiónestablegraciasa la presenciade cargasnegativasy de
gruposglucídicoshidrófilos.

Se han propuesto diversos modelos experimentalespara explicar la
estructurade la micelaaunqueel modelo submicelaresel másaceptado.Morr
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(1967), propusoun modelomicelara partir de la fonnaciónde submicelasde
30 nm de diámetro. Estassubmicelasestánintegradaspor monómerosde a~1-,
13- y 1<-caseínaconla mismaestructuraqueWaugh(1971),habíadesarrollado
parala micela. Las submicelasseunen entresí por enlaceshidrófobosy por
puentesde caseinatocálcico y se agreganen la estructuramicelar por el
fosfato cálcicocoloidal(FiguraII. 1.).

Slatteryy Evard (1973)propusieronun modeloen el quela reacciónde
las caseínasoriginala formación de submicelascuyacomposiciónesvariable
en función de su contenidoen caseína(Figura II. 2.). Así en las submicelas
pobresen 1<-caseína(grandes)estaproteínaselocalizapredominantementeen
la superficiemicelar dondecontribuye a su estabilidady en las submicelas
ricasen 1<-caseina(pequeñas)se localizaen la micelainternamente.Carroll y
Farrelí (1983), confirmaron los resultadosde Slattery y Evard, utilizando
anticuerposobtenidos frente a la 1<-caseínamarcadoscon ferritina y un
microoscopioelectrónico.Estosautoresdeterminaronque la localizaciónde la
1<-caseínaestárelacionadacon el tamañode la micela. Así, lasmicelasdonde
la 1<-caseínaestá localizada en la superficie tenian diámetros de 142 nin
mientrasqueen aquellasmicelasqueteníandiámetrosde 92 mn, la 1<-caseína
sedistribuíamásuniformemente.

Segúnel modelopropuestopor Schniidt (1982), (Figura II. 3.), la micela
estáconstituida por subunidadesmicelaresde 1 5-20 mii de diámetro, que
contienen 10 moléculasde los cuatro tipos de caseínasen proporciones
variables,con presenciade Ca

2’ en cadagrupo fosfato. Las submicelas,de
unos 250.000Dalton de masamolecular, se unen por moléculasde fosfato
cálcicocoloidal, dandolugarala micela.La mayorpartede la caseína1< de las
submicelasestálocalizadahaciael exterior,esdecirhaciala faseacuosa.En el
interior de la micelaseencuentransubunidadesmuy empobrecidasen caseína
1<. Las caseínasmásfosforiladas(a,

2, a,, y [3) son inestablesen presenciade
ionesCa

2 a lasconcentracionesquese encuentranen la leche.La caseínai< es
hidrófilay estableen presenciade ionesCa24, característicasqueexplicanque
la micela se encuentreen una solución coloidal estable.Si se destruyela
integridadde la caseína1<, las micelaspierdenla estabilidaden presenciade
ionesCa24,por lo queseagreganaprisionandola faseacuosa,fenómenopropio
de la coagulaciónde la leche.Los factoresqueinfluyen en la estabilidadde la
micela de caseínason: la composición salina, el descensode pH, los
tratamientostérmicosy la deshidratación,factoresque intervienende forma
decisivaen el procesode elaboraciónde queso. Este modelo de estructura
micelar ofreceuna respuestasatisfactoriaa las diferenciasde tamañode las
micelas, así como a las relacionesentre dimensionesde las micelas,carga
mineraly riquezade caseína1<.
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FiguraII. 1. Estructurade la micela segúnel modelo propuestopor Morr
(1967). Las líneas en forma de 5 representanlas unionesde
fosfato cálcico que se establecenentre submicelasesféricas
integradaspor monómerosde a,,-, 13- y 1<-caseína.

Figura 11. 2. Estructurade la micela segúnel modelopropuestopor Slatteiyy
Evard(1973). La micela se componede un númeroaproximado
de 40 submicelas.Las porcionesmás clarasde las submicelas
representanlas a,,- y 13-caseínasmientrasquelas porcionesmás
oscurasrepresentanlas moléculasde 1<-caseína.Las submicelas
rnteriorestienenunaestructurasimilar.
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Moléculasde case{na-k

Núcleohidrofóbico

A: submicela

P04

B: micela

Figura 11. 3. Estructurade la micela segúnel modelopropuestopor Schmidt
(1982). La micela de caseínaestá formada por subunidades
esféricas de naturalezaproteica y de composición variable,
asociadasentresí medianteelementosminerales.Las submicelas
poseen un interior de naturalezahidrofóbica, debido a las
porcionesapolaresde lascaseínasy unacubiertapolardebidade
unapartealos residuosdefosfoserinade lascaseínasa,,, a,2y 13,

y deotra, a la cadenaCOOHterminalde la caseína1<.
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II. 5. 1. 5. Diferenciasde composiciónentrelas caseínasde las lechesde
vaca,ovejay cabra

Existen diferencias interespecíficasen la composiciónde la leche que
reflejan los diferentes procesos metabólicos de las distintas hembras
domésticasy las necesidadesnutritivas de los lactantes(Jennessy Sloan,
1970).

La composiciónmediade la leche de lasprincipaleshembrasdomésticas
(Tabla 11.3.) demuestraqueel contenido de proteínade la lechede oveja es
significativamentesuperior(5,4 %) al de las lechesde vaca(3,4 %) y cabra
(3,5 %). La fracción caseinicaesla que seincrementade forma significativa
en la lechede oveja con respectoa las de vacay cabra.Las diferenciasde la
fraccióncaseinicade las lechesde distintasespeciesdeterminanel tiempo de
coagulaciónpor acciónenzimáticay la firmezadel coáguloen la fabricación
delqueso.Así, la lechede ovejacoagula1,56vecesantesquela lechede vaca
y la firmezadel coáguloes2 vecesmayor(Amigo, 1989).

Tabla 11? 3. Composiciónmedia de la leche de las principales hembras
domésticas

Composición(g/IOQg) Humana
Agua 87,1
Grasa 4,5
Caseína 0,4

Proteínasérica 0,5
Lanosa 7,1
Miucrales 0,2
Energía(KcalflOOg) 72

Fuente:Jennessy Sloan, 1970

Casi todas las proteínas de las leches de distintas especieshan
evolucionadoa partir de un ancestrocomún, por tanto son homólogasa las
proteínasde la lechede vacay se denominande la mismaforma. El criterio
definitivo paradeterminarla homologíade las proteínassebasaen el estudio
de la secuenciaaminoacídica(Jenness,1982).Los genesquecodificanpor la
síntesisde lascaseínassensiblesal calcio (a,~-, a,2- y 13-caseína)presentanuna
organizaciónmuy similar (Martin, 1993).Por consiguiente,la hipótesisde un
origenfilogenéticocomúnde las caseínasdeducidaapartir de la comparación
de las secuenciasaminoacidicasde lasproteínas(Garveyy col, 1977), queda

Vaca Cabra Oveja
87,3 86,7 82
3,9 4,5 7,2
2,6 2,6 3,9
0,6 0,6 0,7
4,6 4,3 4,8
0,7 0,8 0,9

66 70 102
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reforzadapor el análisisdetalladode las secuenciasnucleotídicasde los genes.
La homologíade lasproteínaslácteas,tambiénsedemuestrapor la existencia
de determinantesantigénicos comunes que dan lugar al desarrollo de
reaccionesinmunológicascruzadascuandoseutilizan anticuerpospoliclonales
producidosfrente a la proteínade una determinadaespecieanimal (Amigo,
1989).

La distribución de las caseínasen las lechesde vaca, cabra y oveja se
muestraen la tabla 11.4. La proteínamayoritariade la caseínade la leche de
vaca es la fracción a,,-. Las distintas caseínasde la leche de vaca se
distribuyencuantitativamenteen el siguienteorden: a,4-: 38 %, a,2 -: 10 %, [3-:

36%y k-: 13 %(Daviesy Law, 1980).

La leche de cabra contieneuna menorproporción de a,-caseínaque la
leche de vacay secuencialmenteestámásrelacionadaconla la a,2-caseínade
la leche de vaca que con la a,1-caseína.La leche de cabra incluso a una
concentracióndecaseínaigual a la de la lechede vaca, da gelescaseinicosde
fuerza inferior durante el proceso de elaboración del queso, hecho que
demuestrala relaciónexistenteentreel contenidoen a,-caseínasde la lechey
la durezadel gel. No obstante,lasproporcionesde a,1 y a,2 caseínaen la leche
de cabra varían de forma significativa en los animales considerados
individualmente.Las lechesde cabraque contienenuna cantidadelevadade
a~1-caseínasehan asociadocon quesosquepresentanun sabory olor menos
intensosy unatexturamásfirme y lisa(Heil y Dumont, 1993).

La a,-caseínade la leche de oveja difiere marcadamentede la leche de
cabra.Sehanaisladoe identificadotresde suscomponentesdesiguadoscomo
a,1-, a,2- y a,,-, siendo la fracción a,,- la que se encuentraen menor
proporción.El porcentajede caseínasa,, y a,2 esmáselevadoen la leche de
oveja que en la leche de cabra(30,2 % respectoa un 12,6 %), aunquees
significativamentemás bajo que en la leche de vaca (45,5 %). Este hecho
puede explicar la ausenciade saboresamargos en quesosmaduradoscon
lechesdeovejay cabra,ya quelasa,-caseínassonmássusceptiblesquela 13- a
la proteolisis del cuajo. Cuando la a,-caseínase hidroliza durante la
maduracióndel queso,los péptidosresultantesaportanun aromacaracterístico
dependiendodel aminoácidoterminal, así por ejemplocuandola fenilalanina
estáenposiciónterminalconfiereal quesoun saboramargo.

La 13-caseínade las lechesde oveja y cabra tienen una composición
aminoacidicamuy similar a la de la 13-caseínade vaca aunque presentan
algunasdiferenciasen su estructuraprimaria. La 13-caseínade cabra y oveja
tiene2 componentes,13 y 132, quedifieren en el contenidode fosfato. La leche
de cabrapresentaun contenidode [3-caseínasnotablementesuperior al de las
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Tabla LI? 4. Fraccionescaseinicasde la caseínatotalde las lechesde vaca,
ovejay cabra

a81

9,5 12,6 14,7

33 35,9 18,9

It 39,4 28,2
g 9,4 8,1 7,3
y 6,8 3,9 15,4

Fuente:Assenat,1985

de vacay oveja, mientrasquela de vacaesla quetiene menorproporciónde
estascaseínas.La lechede ovejatambiéntiene un contenidode [3-caseínamuy
superioral de la lechede vaca(Law y col., 1992).Dado que la 13-caseínatiene
tendenciaadisociarsede la micelacon la disminuciónde la temperatura,una
mayor proporción de esta caseína puede determinar la existencia de
variacionesen la estabilidadmicelary repercutiren el procesode fabricación
delqueso.

La secuenciade la para-ic-caseinaen las lechesde vaca,ovejay cabraes
muy similar mientras que las diferencias de secuencia del
caseinomacropéptidoen las tres especiesson mucho mayores.El tiempo de
coagulaciónde la lecheenel procesode fabricacióndel quesoesmássensible
a las vanacionesde contenido en 1<-caseínaque a los de a, o 13-caseína.
Algunos autores(Law y Tziboula, 1992),handeterminadoqueel contenidode
1<-caseínaesmayor en la lechede cabraque en las de vacay oveja, aunque
existen variacionesdependiendode las variantesgenéticasy del ciclo de
lactación.

II. 5. 1. 6. Proteínasséricasde la leche

Las proteínasséricasde la leche son aquellasque permanecenen el
lactosuerodespuésde la precipitaciónde lascaseínaspor la acidificaciónde la
leche a pH 4,6 y a 20

0C (Whitney, 1988) o bien por vía enzimática.El
calentamientode la leche las desnaturaliza,provocandosu floculación y el
desenrrollamientode su estructuraglobular.
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Lasproteínasséricasa diferenciade las caseínasno estánfosforiladasy
raramenteestán glicosiladas. Se han realizado estudiospredictivos de la
estructurasecundariay terciariade lasproteínasséricasde la lechea partir de
sus secuenciasprimarias (Sawyery Holt, 1993). Estasproteínasglobulares
segúnse ha determinadopor cristalografíade rayos x contienenestructuras
secundariasde a-hélicey de hoja plegada-[3 que confierena estasproteínas
una estructuramás compactaque la conformación abierta propia de las
caseínas.

Ademásde las proteínasmayoritariasdel suero ([3-lactoglobulina, a-
lactoalbúmina, seroalbúminae inmunoglobulinas) existen varios péptidos
(componente5, componente8 rápido y componente8 lento) resultantesde la
proteolisisde la 13-caseínaqueconstituyenla fracciónproteosa-peptona.

13-lactoglobulina

Esta esla proteínamayoritariadel suero de la leche (50 %) cuyo peso
molecularesde 18.360Dalton. Se ha determinadosu secuenciaaminoacídica
y su estructurapor cristalografíade rayosx. Cuandolos valoresde pH de la
lecheseencuentrancomprendidosentre3,5 y 7,5, sepresentacomoun dinero
conun pesomolecularde 36.720Dalton. A temperaturasreducidascuandolos
valoresde pH estánentre3,7 y 5,1, los dímerosde la 13-lactoglobulinaforman
octámeros. La 13-lactoglobulina tiene estructuras secundaria, terciaria y
cuaternariabien definidasy susceptiblesde ser desnaturalizadaspor efectodel
calor, del pH (valoressuperioresa 8,6) y de las altas concentracionesde
calcio. Existe un grupo sulfidrilo libre por cadamolécula. Este grupo tiol
permite la interacción de esta proteína con la 1<-caseína durante el
calentamientode la leche(Fubery Brunner, 1982).

a-Iactoalbámina

Laa-lactoalbúnxinarepresentael 25 % de las proteínasdel sueroy un
4 % del total de las proteínaslácteas. Se ha determinadosu secuencia
annnoacídicay su estructura es mucho más estable que la de la [3-

lactoglobulína.Esta proteína carece de grupos sulfidrilos libres y tiene 4
puentesdisulfuro. Estamoléculatieneun pesomolecularde 14.174 Dalton. Su
estructuraes muy similar a la lisozima. La gran proporción de estructura
secundariaqueexisteenestaproteínadeterminasuforma compacta.

Sufunción biológicaesesencialya quela a-lactoalbúmina(proteínaB)
intervieneen la síntesisde la lactosaal modificar la actividadde la galactosil-
transferasa(proteínaA), constituyendoel enzimalactosa-sintetasaque hace
quela UDP-galactosaseunaa la glucosaparadarla lactosa.
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La a-lactoalbúminaes unametaloproteinaya quecontieneun átomo de
Capor molécula.Estaproteínase desnaturalizapor efectodel pH ácido y por
la eliminacióndelcalcio.

Seroalbúmina

La seroalbúminase encuentraen la leche en bajas concentraciones
(representaaproximadamenteun 1,2 % del contenido total de proteínas
lácteas).Supesomolecularesde 66.267Daltony estáformadapor unacadena
polipeptídicade 582 aminoácidos.

Inmunoglobulinas

Las imnunoglobulinaspresentesen la lecheson idénticasa las del suero.
Todas las inniunoglobulinas son glicoproteinas que aparecen como
monómeroso polírneros de una molécula integradapor cuatro cadenas
polipeptidicas:dos ligeras (— 20.000Dalton) y dos pesadas(50.000-70.000
Dalton)unidaspor puentesdisulfuro(Galley, 1973).

En cada molécula de inmunoglobulinalas dos cadenaspesadasson
idénticasy tienenunaregiónconstantequecontienede 310 a 500 aminoácidos
y una región variableque contienede 107 a 115 aminoácidos.Las cadenas
ligeras de la molécula también son idénticasy constande dos regiones:
constantey variablede igual longitud (107 a 115 aminoácidos).La región
variable(N-terminal)de lascadenasligerasy pesadasintervieneen la unión de
las moléculasantigénicasmientras que la fijación del Complemento,el
transportedemembranay los determinantesantigénicosespecíficosdeespecie
y de claseestánasociadosconla región constante(C-terminal)de las cadenas
pesadas(Butíer, 1974).

Lasinmunoglobulinas(lg) quepuedenencontrarseen la lecheson: Ig O,,
Ig Gr,., Ig GZb, Ig M, Ig A e lg E. La Ig G~ esla imnunoglobulinamayoritariade
las secrecioneslácteas(Guidry y col. 1980). En el casode la vaca, estos
anticuerposson muy importantes, pues la placenta es impermeablea las
inmunoglobulinas,por lo queel terneronacesin Ig 6, lg A o Ig M.

Cadaclasede inniunoglobulinatiene una cadenapesadaespecífica:y
para la Ig 6, ji para la Ig M y a para la Ig A. Existen otras diferencias
estructuralesentre las imnunoglobulínasde distinta clase o subclase que
residenen la región constantey que incluyen variacionesen: la fracción
glucídicaunidacovalentemente,el pesomolecular,el contenidode cisteinay
la unión de otras cadenaspolipeptídicas.También existendistintos tipos de
cadenasligeras(1< y X) cuyasdiferenciasestánasociadasa la región constante.
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Proteosas-peptonas

Son péptidos que provienen de la caseína [3 como resultado de la
proteolisispor la plasmina.

Proteínasminoritarias

Trausferrina

La transferrina que existe en la leche es electroforéticamentee
inmunológicamenteidéntica a la transferrína del suero sanguíneo. Esta
proteína contiene una fracción glucídica unida covalentementeque está
formada por N-acetilglucosamina, manosa, galactosa y ácido N-
acetilneuraminico.Porcadamol de transferrinase unendosmolesde Fe3t

Lactoferrina

Es otra proteínaquelantede Fe que puedepresentarseen dos formas:
libre de hierro o unida a un contenidode hierro del 0,12 %. La composición
ammoacidicay glucidica de esta proteína difiere significativamentede la
transfeninadel suerosanguíneo.

flrMicroglobulina

Esta moléculatiene 98 aminoácidoscon un pesomolecularde 11.636
Dalton. A bajasconcentracionessepresentaen forma monoméricaaunquea
concentracionesmás altas, las moléculas se asocian constituyendo un
tetrámero.Suestructuraha sidodeterminadapor cristalografíade rayosx.

Otras proteínas del suero

Proteínasde la membranadel glóbulo graso

La membranaquerodeaa los glóbulosgrasosen la lecheestáconstituida
por una mezclade proteínasy lípidos. Parte de las proteínasson enzimas
(Whitney, 1988). Segúnalgunos autoresexisten dos tipos de proteínasde
membrana:unasasociadasdébilmentea la superficiedelglóbulo grasoy otras
más fuertemente unidas que constituyen las proteínas de membrana
propiamentedichas.

Enzimas

Existen gran cantidad de enzimasen la leche de vaca (más de 60)
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asociadasa las micelasde caseína,a los glóbulosgrasos,a los leucocitoso
biendispersasenel suero.Lasenzimasmásimportantesde la lechepertenecen
a los gruposde óxido-reductasasy de lashidrolasas.

Algunos enzimas son factores de degradaciónde los constituyentes
originarios de la leche como las lipasas y proteasasque pueden inducir
modificaciones tecnológicas como pérdidas de rendimientos o bien
modificaciones de las característicasorganolépticas de los productos
transformados.Otros enzimastienen una actividadantibacterianay aportan
una protecciónlimitada a la leche, como la lactoperoxidasay la lisozima.
Algunos enzimasse utilizan como indicadoresde calidadhigiénicacomo la
catalasay las proteasastennoresistentessegregadaspor algunasbacteriasy
leucocitos; como indicadoresde tratamientotérmico como la fosfatasay la
peroxidasadebido a su termosensibilidado bien comoindicadoresde especie
ya quelas lechesde diferentesespeciesno contienenlasmismasenzimas.

II. 5. 2. LÍPIDOS

La fraccióngrasadela lecheseencuentraen forma deglóbulosgrasosde
tamañovariable (0,1-15 gm de diámetro) en función de la especie,raza y
estadode lactaciónqueestándotadosde unamembranaexternadeproteínasy
fosfolípidos (Jenness,1988). Dicha membranaproporcionaestabilidada la
emulsión ya que impide la salida de la grasa y asegurala repulsión
electrostáticaentrelos diferentesglóbulos. Los principalescomponentesde la
membranarepresentanun 2 % del góbulo graso, de los cuales el 0,9 %
correspondea las proteínas,el 0,6 % a fosfolípidos, el 0,3 % a glicéridos
neutrosy el 0,2 % al agua.Tambiénse encuentrancomponentesliposolubles
comoel colesterol,los ácidosgrasoslibres, el glicerol y unagran cantidadde
enzimas.

La lechecontienealrededorde un 3,8 % de gasa,contenidovariableen
función de la especiey de la razaquepuedeoscilarentreun 2 y un 8 %. De
esteporcentaje,el 95-98,7% selocalizaen el glóbulograso,un 0,4-2 % en la
membranadel glóbulo grasoy el 0,8-3 % en el suerode la leche.Los lípidos
neutros más abundantesson los triglicéridos, encontrándoseen menor
proporciónlos monoglicéridos,diglicéridos,ácidosgrasoslibres y esteroles.
Entre los lípidos complejos se encuentranlos fosfolipidos, cerebrósidosy
gangliósidos.

La mayorpartede la materiagrasade la leche es de naturalezalipídica
(99,5 %) y está constituidaesencialmentepor glicéridos. Los lípidos de la
leche contienenalrededorde 200 ácidosgrasosdistintos. Destacanpor su
concentración,el ácido miristico (C14), palmítico (C,6), esteárico(C18) y oleico
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(Ctsi). Asimismo el contenido de ácidos grasos de cadenacorta como el
butírico (C,), caproico (C6), caprílico (C8), cáprico (C0) y laúrico (C12) es
relativamentealto (10 %). La presenciade ácidos grasos como el ácido
butírico influye directamentesobreel aromafinal del queso.La lechede cabra
poseecantidadesmayoresde ácido caproico,caprilicoy cápricoqueimparten
al quesofabricadoconella un saborpicantecaracterístico.

La fracción insaponificable es muy variada, siendo el colesterol el
compuestomás abundante(0,3 % de la materiagrasa). Los hidrocarburos
representanel 0,1 % de la materiagrasae incluyenel escualeno,las xantofilas
y el 13-caroteno(provitamina A), responsabledel color amarillento de la
materiagrasa.Algunos de los compuestosde la fracción insaponifícableson
provitaminascomo el 7-deshidrocolesterolqueda lugar bajo la acciónde los
rayosUy al colecalciferolo vitaminaD3. El 13-carotenomásdosmoléculasde
aguada lugara dosmoléculasdevitaminaA. La vitaminaE esun antioxidante
de los lípidos que se encuentrapresenteen la materiagrasade la leche, así
comola vitaminaK.

11.5.3.CARBOHIDRATOS

El carbohidratoque se encuentraen mayor proporción en la lechees la
lactosa(45-50 gIl en la leche de vaca). La lactosay otros glúcidoslibres se
encuentranen la leche en una solución verdadera.La lactosa durante el
procesodemaduraciónde los quesossufreunafermentaciónquela transforma
en ácidoláctico modificandopor ello el pH de la leche o la cuajada.Además,
existenoligosacáridosy fraccionesglucídicasquese unena los lípidosy a las
proteínas.

II. 5. 4. SALES

Las sales se encuentrandisueltasen la leche o bien asociadasa las
micelasde caseína.Los cationesprincipalesquelas constituyenson el sodio,
el potasio,el calcioy el magnesio.Los constituyentesaniónicossonel fosfato,
el citrato, el cloruro,el carbonatoy el sulfato.

11.5.5. OTROS COMPONENTES

La concentracióndeoligoelementosen la lecheesvariabley dependedel
gradode contaminaciónde la lechedespuésdel ordeñoo de la contaminación
del animal por factoresexternos (alimentación,medio ambiente,etc). Las
caseínasfijan un 95 % delManganesoy delZinc y un 50 y un 75 % delHierro
y Cobre. También se encuentranen cantidadestraza el lodo, Flúor, Bromo,
Arsénico,Boro y Silicio.
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Finalmente,existeen la lecheun grupoheterogéneode componentesque
se encuentranen pequeñascantidades(< 100 mg!l) que incluyen: gases,
alcoholes,la fracción nitrogenadano proteica,nucleótidos,ácidosnucleicos,
hormonas,vitaminas,enzimasy otros.

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

El calentamiento de la leche a temperaturas de 600C afecta
principalmente a los enlaces hidrofóbicos ínter e intracatenariosde las
proteínas.Por tanto, estosefectosson relevantesen lasproteínasde la leche
máshidrofóbicascomola [3-caseínay la 13-lactoglobulina(Brown, 1988).

Cuandola lechese calientapor encimade los 600C,las proteínasséricas
pierdensu conformaciónglobular y se asociancon las micelas de caseína
formandopuentesdisulfuroy enlaceshidrofóbicos(Law y col., 1994). Así por
ejemplo, las moléculasde j3-lactoglobulinaen leches calentadasa 1000C
durante30minutosapH 6,8, seunenpor puentesdisulfuro a lasmoléculasde
1<-caseínade la superficiemicelar.

La estructurade las micelas de caseínaa medidaque la temperatura
aumenta(60-980C),comienzaaganarflexibilidad haciendoquealgunaspartes
seanmóviles.

El enfriamientode la lecheposterioral tratamientotérmicoesun método
experimentalempleadoconfrecuenciaparaproducirla disociaciónmicelarde
la 13-caseína(Brown, 1988). Las lechesconservadasa 40C puedencontener
hastaun 40 % de la 13-caseínadisociadade las micelas.Estos cambiosson
reversibles,ya queen los recalentamientoslas caseínassolubilizadasregresan
asulocalizaciónoriginal en la micela(Leavery Thomson,1993).Los cambios
en la estructuramicelar son reversiblessi el calentamientocesaantes de
iniciarse los fenómenosde polimerización.No obstante,la mayor movilidad
queexperimentanlascaseínasde las lechescalentadaspuedefacilitar suunión
con otras moléculas de caseínao proteínasséricas de forma irreversible
(Rollemay Brinkhuis, 1989).

Cuando el tratamiento térmico (1400C) se prolonga, las caseinas
interaccionanpor enlacesde tipo covalente formando dimeros, trímeros y
polímeros(Singhy Latham,1993). En las lechescalentadaslas moléculasde
[3-caseínasolublespuedenformar polínierosde 40 moléculas.Las moléculas
de 13-caseínase unen por la partehidrófoba (C-terminal) dirigiendo la parte
hidrófila (N-terminal) de lasmoléculashaciael exterior.
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Los tratamientostérmicos intensostambién producen cambios en la
secuenciaaminoacídicade las caseínasqueincluyenla eliminación del fosfato
de los residuosde fosfoserina,la formaciónde la lisinoalanínay la reacciónde
los grupos e-amino de la lisina con los grupos carbonilo de la lactosa
formando los productosde las reaccionesde Maillard. Las reaccionesde
Maillard que se desarrollanen leches sometidas a tratamientos térmicos
severosentre las caseínasy la lactosa inducen la polimerización de las
caseínas(Zin El-Din y Aoki Takayoshi,1993).

Las reacciones proteoliticas de las caseínas producidas por
calentamientosseverosde la leche son poco significativas. Sin embargoestas
reaccionesde hidrólisis se desarrollan a mayor velocidad en la leche
pasteurizadaqueen la leche cruda(Andrews,1983), siendola 13-caseínamás
susceptibleal desdoblamientoque la a~1-caseína.La reorganizaciónde las
micelas producidapor los tratamientos térmicos de la leche aumenta la
accesibilidadde las caseínasa los enzimas(Leavery Thomson, 1993), lo que
explicael aumentode lasreaccionesproteolíticasresultantes.

El calentamientode la leche producela liberación del fosfato de los
gruposde fosfoserinade las caseínas.Las caseínasdefosforiladaspierdensu
capacidadde unirse al calcio aumentandola labilidad térmica de las
moléculas. Las a,-caseinas son muy susceptibles a los niveles de
concentracióndel calcio debido a su alto gradode fosforilación y a la escasa
estructurasecundariay terciariade susmoléculas.

La acidez de la leche aumenta en 0,1 unidades de pH por cada
incrementode 10

0C. La disminucióndel pH en las lechescalentadassedebe
enpartea la pérdidade la capacidadtamponantede las salesy a la liberación
de CO

2. Cuandola leche se calientaa temperaturasaltas duranteperiodos
prolongadosde tiempo se desarrollauna acidezadicional, resultantede la
producción de ácidos orgánicos y de la liberación de iones hidrógeno
(procedende la hidrólisisdel fosfato caseinicoy de la precipitacióndel fosfato
cálcico). Las lechescon valoresde pH inferiores a 6,5, calentadasa 100

0C
durante20-30minutoscoagulanformandoun gel. En esaslecheslasproteínas
séricasdesnaturalizadasse unen a la superficie micelar. La unión de las
proteínasséricasa la 1<-caseínaproducea su vez la unión de unasmicelasa
otras.

Los complejosformadospor la uniónde caseínasy proteínasséricasen
lechescalentadasseencuentranunidosen lasmicelasen el intervalo de pH de
máximaestabilidad(6,6-6,7). La disociaciónde los complejosestáimpedida
por fuerzasestéricasy repulsioneselectrostáticasparaestosvaloresde pH. Sin
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embargo, en el intervalo de pH de mínima estabilidad (6,9-7,0) estos
complejossonde menortamañoy no estánasociadosa lasmicelas

II. 7. TRANSFORMACIONES DE LAS CASEiNAS POR EFECTO DE
LA PROTEOLISIS DURANTE LA MADURACIÓN DEL QUESO

Durantela fabricacióndel queso,las reaccionesde degradaciónde las
proteínaslácteassedesarrollansecuencialmenteen variasetapas(Fox, 1989).
En la fasepreviaal procesode elaboracióndel queso,lasproteínasde la leche
se degradan por efecto de la plasmina y las enzimas microbianas.
Seguidamente,se desarrollanlas reaccionesenzimáticasde coagulaciónque
determinanla formaciónde la cuajada.Finalmente,las proteínasse degradan
por efectode reaccionesenzimáticasdurantela maduracióndelqueso.

II. 7. 1. REACCIONESDE DEGRADACIÓN DE LAS PROTEÍNASDE
LA LECHE

Existen diversas enzimas que intervienen en las reacciones de
degradaciónde lasproteínasde la leche previasa la elaboracióndel queso.La
actividadde las proteasasextracelularessegregadaspor bacteriaspsicrotrofas
comolasPseudomonasno es significativa cuando las tasasmicrobianasson
< 106 u.f.c./ml. Tasasmicrobianasde 10? u.f.c.Iml causan reaccionesde
proteolisispocoimportantesqueafectana la [3y a la a,1-caseína.Sin embargo,
las enzimastermoresistentessegregadaspor las bacteriaspsicrotrofaspueden
producir rancidezy amargordurantela maduracióndel queso.Las proteasas
segregadaspor los leucocitosson menosactivasquelas proteasasbacterianas
y actúanprincipalmenteen las lechesmamiticas.La plasminaesunaproteasa
endógenade la leche queintervieneen la hidrólisis de la fi-caseínadurantela
lactanciapreviaal ordeño,produciendoy-caseínasy ciertoscomponentesde la
fracciónproteosa-peptona.

11.7.2.REACCIONES ENZIMÁTICAS DE COAGULACIÓN EN LA
FORMACIÓN DE LA CUAJADA

La coagulaciónde la leche en la fabricacióndel quesose desarrollaen
dos etapas.En la primera, la quimosinadel cuajohidroliza el enlacepeptidico
105-106 (Phe-Met) de la ~-caseína formando la para-ic-caseínay el
macropéptido,y en la segunda,la para-ic-caseínaprecipitapor accióndel Ca

2~
a temperaturassuperioresa los 200C.

La mayorpartede la quimosinase pierdeen el desueradoposteriora la
coagulaciónde las caseínas;sin embargoparte de la enzima que queda
retenidaen la red proteica produce una actividad residual que tiene gran
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importanciaen el desarrollode reaccionesdeproteolisisdurantela maduración
y, en consecuencia,afecta a la calidad fmal del queso(McSweeneyy col.,
1993).

11.7.3.REACCIONES PROTEOLÍTICALS DESARROLLADAS
DURANTE LA MADURACIÓN DEL QUESO

La maduracióndel quesocomprendeunaseriede reaccionesbioquímicas
complejasqueincluyenla fermentaciónde la lactosa(glicolisis), la hidrólisis
de la grasa(lipolisis) y la degradaciónde las proteínas(proteolisis). Estas
reaccionesde degradacióndan lugar a la formación de ciertoscomponentes:
péptidos, aminoácidos, aminas, ácidos, tioles, tioésteres, ácidos grasos,
metilcetonas,lactonas,ésteres,ácidosorgánicosy alcoholes(Fox, 1989), que
determinanlas característicasorganolépticaspropias de cada tipo de queso
(Ramosy Martínez-Casto,1976).

Los componentesque intervienenen la maduracióndel queso son: el
cuajo (quimosina, pepsina u otras proteasas bacterianas), las enzimas
endógenasde la leche (plasmina),las enzimasde los cultivos iniciadores,las
enzimasdeotros cultivosbacterianossecundariosy otrasenzimasde bacterias
resistentesal tratamientodepasteurizaciónde la lecheo llegadasa la lechepor
recontaminacionespostenoresal tratamientotérmico.

Las investigacionesrealizadaspor algunos autores (López-Fandiñoy
col., 1994) demuestranque los quesosque como el Parmesanoposeenun
grado de maduraciónmayor, contienenla mayor partedel nitrógenototal en
forma soluble(nitrógenono proteico),mientrasqueen otros quesossometidos
a un grado de maduración inferior como el de Mahón, el contenido de
nitrógenosoluble esmenor, demostrandoqueexisteuna correlaciónpositiva
entreel tiempo transcurridoen la maduracióndel quesoy el desarrollode las
reaccionesde degradaciónde las caseínas.

Tantoen los quesosfabricadosconpuralechedeovejacomoenaquellos
fabricadoscon pura leche de vaca, las reaccionesde proteolisistienen lugar
principalmentedurantelos dosprimerosmesesde maduraciónde los quesosy
en todoslos casosla primeraproteínaqueseve afectadapor dichasreacciones
esla a~1-caseína(Ramosy Martínez-Castro,1976). Se ha determinadoquela
degradacióninicial de la a,1-caseínadurantela maduraciónde los quesosesla
causaprincipal de la modificación de la textura (ablandamiento).Por tanto,
existe una correlaciónpositiva entre los cambios de textura propios de la
maduraciónde los quesosy la actividad enzimáticade degradaciónde las
proteínas(Farkyey Fox, 1990).
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Otrosautoreshan demostradoquecuandose empleabandiferentestipos
de cuajocomercialescon idénticaactividadcoagulanteen la maduracióndeun
queso“Cheddar”, el gradode proteolisisde las a,1- y [3-caseínasera distinto
dependiendodel tipo de cuajo empleadoy de la actividadresidualdel mismo
en el queso (Farkye y Fox, 1990). Sin embargo,en todos los casos,con
independenciadel cuajo utilizado, la tasade degradaciónde la a~1-caseínaera
muy superiora la de la 13-castina.

Mientras que en los quesos de oveja, la 13-caseína permanece
relativamenteestable,en los quesosfabricadoscon pura leche de vacaesta
proteínacomienzaa degradarsea partir del cuarto mes de maduracióndel
queso.De forma análoga,otros autoreshan demostradoquela proteolisisa lo
largo de la maduraciónde los quesosfabricadoscon leche de cabra afecta
menosa la 13-caseína,manteniéndoseintacto el 50 % de la cantidadinicial de
estaproteínaa los 2 mesesde maduración,cuandoel quesoya estálisto para
suconsumo(Carreteroy col., 1992).

La 13-caseínaposeemuchos enlacespeptídicosque en solución son
susceptiblesde ser hidrolizadospor la acciónde la quimosinay otros cuajos.
Sin embargo,en el queso no se desarrollanestas reaccionesde hidrólisis
debidoa los enlaceshidrofóbicosqueseestablecenentrelasdistintascadenas
(Fox, 1989).Además,la presenciade NaCí inhibe la hidrólisis de la [3-caseína
por acciónde la quimosina,aunqueinclusoen los quesosqueno contienensal
las reaccionesde degradaciónde la [3-caseínapor acciónde la quiinosinason
pocosignificativas.

Dentro de lasproteínasendógenasde la leche, la plasminano interviene
de formasignificativaen la maduracióndel queso,salvoen algunasvariedades
pueslos nivelesde plasminadel quesoestándirectamenterelacionadoscon el
pH de la cuajadaenel desuerado(Johnson,1988).A medidaquedisminuye el
pH, la plasminasedisociade lasmicelasdecaseínaeliminándoseconel suero.
La actividadde la plasminaes de 2-3 vecesmayor en el quesoSuizo, cuyas
cuajadaspresentanun valor de pH de 6,4 duranteel desuerado,que en el
quesoCheddarcuyascuajadassedesueranapH <6,3.

Algunos experimentosrealizadosconquesosde tipo “Gouda” fabricados
en condicionesasépticasdemostraronque el cuajo era el responsablede la
degradaciónde la a,1-caseínay de la 13-caseínaduranteel primer mes de
maduración y que las enzimas bacterianasde los cultivos iniciadores
contribuyenposteriormentea la degradaciónde las proteínasy especialmente
de la 13-caseína(Visser y de Groot-Mostert, 1977). Cuando se fabricaron
quesossin cuajo se concluyó que los cultivos iniciadores podían degradar
partede la a,1- y 13-caseínasdespuésdevariosmesesdemaduraciónsiendosu
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actividad proteolítica muy poco significativa durante el primer mes de
maduraciónde los quesos.

Algunos estudiosrealizadosindican que aunquelas proteasasde los
cultivos iniciadores contribuyen a la formación de péptidos de pequeño
tamaño y de algunos aminoácidos, estas enzimasno intervienen en la
formacióndepéptidosdemayortamaño(O’Keeffe y col., 1978).Sin embargo,
los estreptococosproducenendopeptidasasquepuedenhidrolizar lascaseínas
intactas,especialmentela ¡3-caseína.Existe unaproteasade la paredcelular
delStreptococeuslacúscapazde hidrolizar5 enlacespeptídicossituadosen la
región hidrofóbicade la [3-caseínay ya quela quimosinadel cuajono escapaz
de hidrolizar estamoléculaen el queso,esmuy probableque estasproteasas
de los cultivos iniciadores sean las responsablesde dichas reaccionesde
hidrólisis.

En los quesosazulesdondelasreaccionesproteolíticassonmuy intensas,
los mohos que intervienen en la maduración (Penícillium roquefortí y
Penicillium caseicolum) sintetizan enzimas fúngicas que son las que
intervienende formapredominanteen lasreaccionesdedegradaciónproteicas.

II. 8.MÉTODOS PARA IDENTIFICAR EL ORIGEN ESPECÍFICO DE
LA LECHE EN MEZCLAS LACTEAS Y QUESOS

Para garantizarla genuinidadde los quesosy evitar cualquierpráctica
fraudulentaquepersigala sustituciónde lechesde unaespeciepor otrasmás
baratas,esindispensabledisponerde técnicasanalíticasfiables quepermitan
detectary cuantificar la posible adición de lechesdistintas de aquéllasque
ostentala denominacióndel producto.Aunquesonmuchoslos autoresquehan
desarrolladotécnicas sensiblesy rápidas para la identificación del origen
animal de una leche en mezclaslácteasy quesos,aún es precisomejorarlas
dotándolasde mayor sensibilidad, exactitud, repetibilidad, rapidez y bajo
coste.

Los métodosde identificaciónde especiesen la lechey enlos productos
lácteossebasanen el análisisde la composiciónde la grasao de lasproteínas
(Ramosy Juárez,1986). Los métodosutilizadosparaanalizarla composición
de la grasade la leche sehanbasadotradicionalmenteen la determinaciónde
los índices de ácidos grasos volátiles solubles e insolubles, aunque en la
actualidadse empleansobre todo métodoscromatográficos(Ramosy Juárez,
1985). Entre los métodosbasadosen el análisis de las proteínasdestacanlas
técnicaselectroforéticasy las inmunológicas.



INTRODUCCIÓN 38

11.8.1.MÉTODOSCROMATOGRFICOS

Las técnicasmásutilizadasen el análisisde los componenteslípidos de
la leche han sido la cromatografíaen capa fma (TLC), la cromatografíade
gases(GC) y la cromatografialíquidadealta eficacia(HPLC).

Para comprobarla genuinidadde la grasade la leche de una especie
animal, seutilizan técnicascromatográficasquedetenninanla composiciónde
ácidosgrasos, triacilglicéridos o algunasfraccionesdel insaponificable.La
composicióndelos ácidosgrasosqueformanpartede lostriacilglicéridosy las
relaciones entre los mismos, se determinan utilizando la técnica de
cromatografíade gases(GC). Paraello, sedetectanlos derivadosvolátiles de
los ésteresmetilicosquesepreparanapartir de la grasaanhidraen recipientes
cerrados. Las condiciones del análisis cromatográfico están normalizadas
(columnasconfasespolaresy avaloresde temperaturaprogramados).

La grasade la leche de vaca, oveja y cabra contiene una proporción
elevadade ácidosvolátiles de númeropar de átomosde carbono,pero las
lechesde cabray oveja contienenun númeromayor de los ácidos caproico
(C6), caprílico (C8), cáprico (C~0) y laúrico (C~2). Por tanto, la detecciónde
mezclasde leche sebasaen el mayor contenidode estosácidosgrasosen las
lechesde oveja y cabra. Debido a la variaciónde los diferentesácidosgrasos
atribuida a factoresgenéticosy ambientales,sólo es posible identificar la
adición de lechede unaespecieanimal a unamezclaa partir del 15-20 % de
incorporacion.

Algunos autoreshan determinadolas relacionesde los ácidos grasos
+ C8, C10/C8, CIJC, CJCIO, CJCI2, C1C141, en lugar de cuantificar

ácidosgrasosindividuales(Benassi,1963; Sadini, 1963; Chanoy col., 1969;
Kuzdzal-Savoiey Kuzdzal, 1970; Palo, 1975; Galanosy col., 1976; Ramosy
col., 1977).

Gattuso y Faño (1980), para diferenciar las leches de oveja y vaca
considerande mayor utilidad las relacionesCS/CÚ, C~>/C6, C~/C8, CIS/CIR >~
CIJCIO. Smeyers-Verbekey col., (1977),paradetectarmezclasde vacay cabra
utilizan las variablesCl(, C12, C4, C8 y C141 y paradetectarmezclasde ovejay
cabra,empleanlasvariablesC4, C141, C16, C14 y C1(,.

Prager(1989), empleala cromatografíade gascon una columnacapilar
para detectaradulteracionesen la fabricación de quesos. Para ello, extrae
primero la grasadel quesoy la sometea una reacción de saponificación.
Seguidamente,determinalos ésteresmetilicosde los ácidosgrasose identifica
las mezclaspor los porcentajesobtenidos de los ácidos grasosy por las
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relacionesde dichosporcentajes.Las columnascapilaresacortanel tiempo de
análisisy permitenrealizarlasdeterminacionesconmayorprecision.

Iversony Sheppard(1989), utilizan la relación laúrico/cáprico(C12/C10)
paradetectarla incorporaciónde lechede vacaa las lechesy quesosde oveja
y cabra.

La composición de los triacilglicéridos de la grasa láctea es una
determinaciónquepuedeser utilizada para determinarel origen de la leche.
Sin embargo,la grasade la leche contienemásde 1.300 triacilglicéridos.El
análisispor HPLC de los triacilglicéridosde la grasade la leche escomplejo
(Banon y col., 1990), debido a que ésta contiene una gran cantidad de
triacilglicéridoscon un alto punto de fusión, y a que los solventesque se
empleannormalmenteen estastécnicasno son eficaces(Fiebig, 1985).Barron
y col., (1990),detectaronpor unatécnicade HPLC diferenciascuantitativasen
la composiciónde las lechesdevaca, ovejay cabra. Sin embargo,estemétodo
no permite la separaciónde muchostriacilglicéridosy por tanto esnecesario
introducirmejorasenestastécnicas.

Los métodoscromatográficospresentanla ventaja,con respectoa los
electroforéticos,de poderaplicarsea quesosmadurados,ya que a excepción
de algunostipos de quesos,las modificacionesque experimentala fracción
grasaduranteel procesode maduraciónson escasas(Ramosy Juárez,1985).
Sin embargo,estosmétodoscarecende utilidad cuandoen las adulteraciones
se emplealechedesnatada.

Aunque los principales métodos empleadospara el análisis de las
proteínasde la leche son los electroforéticose imnunológicos,recientemente
se han aplicado las técnicasde cromatografíalíquida de alta resolución con
columnasde intercambioaniónico,paradetectarla adición de leche de vacaa
las lechesy quesosde oveja y cabra. Estastécnicaspresentanla ventaja,con
respectoa laselectroforéticas,de sermásrápidasy permitir suautomatización.
Haasnooty col., (1986), emplearonuna técnica de cromatografíalíquida de
alta resolución(FPLC) con una columnade intercambio aniónico(Mono Q

NR 5/5), para detectaradicionesfraudulentasde leche de vacaa lechesy
quesosde ovejay cabra.La diferenciade cargade la a,1-caseínade la lechede
vacapermitesu separaciónde las caseínasde las lechesde ovejay cabra, con
un límite de deteccióndel 1-2 % paralasmezclasde lechesde vacay cabra,y
del 2-4 % paralas mezclasde lechesde vacay oveja. Esteúltimo limite de
detecciónessuperior,ya queel contenidode proteínade la lechede oveja es
superioral de la lechede cabra.La aplicaciónde estatécnicaen los quesoses
limitada, ya quela la a,~ -caseíinade la lechedevacase degradarápidamentey
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por tanto, el limite de deteccióndependerádel mayor o menor grado de
maduracióndel queso.

Kaminaridesy Anifantakis (1993),identificaronlas lechesde vaca,oveja
y cabra empleandola técnicade HPLC. Estatécnicapermitió demostrarque
en condicionescromatográficassimilares, la elución de la a,1 -caseínade la
leche de vacaesposteriora la de las lechesde oveja y cabra. Por tanto, el
porcentajede leche devacaañadidaa otras lechespuedeser calculadopor la
integracióndel áreadel pico correspondientea la a,1-caseína,utilizando una
curvapatrónpreparadapreviamenteconmuestrasde composiciónconocida.

11.8.2.MÉTODOSELECTROFORÉTICOS

Algunos autoreshanutilizado la electroforesisde lasproteínasdel suero
de la leche para la identificación de especies(Pierre y Portman, 1970). Sin
embargo,estasproteínassedesnaturalizancon los tratamientostérmicosy su
contenidoen los quesosesmínimo, al ser eliminadasen la fasedel desuerado.
Por consiguiente,en las técnicaselectroforéticascadavez se recurremásal
análisisde lascaseínasde la leche.

11. 8. 2. 1. Electroforesisde las caseínas

Aschaffenburg y Dance (1968), demostraron por la técnica de
electroforesisen gelesde poliacrilamida,quela a,1-caseínade la lechede vaca
experimentabauna mayor movilidad electroforéticaque la de la leche de
cabra.

Assenat(1967),realizó un estudioen el quesoRoquefortparaidentificar
el origen de las lechesempleadasen su elaboración,utilizando una técnica
electroforética.Aunqueestatécnicademostrósu utilidad en la caracterización
de las mezclaslácteas,su aplicación en los quesosno resultabaeficaz. Las
reaccionesproteolíticasqueafectabana lascaseínasdurantela maduracióndel
queso,disminuíanla sensibilidaddel métodoy complicabanla interpretación
de los resultados.Pierre y Portman(1970), utilizaron la electroforesisen la
detecciónde la leche de vaca en lechesy quesosde cabra. En su estudio
emplearonquesosno proteolizados(hasta los 15-20 dias de maduración).
Cuando los quesos alcanzaron un grado de maduración importante, la
degradaciónde las caseínasproducíala apariciónde nuevasbandasen los
gelesqueempeorabanla resolucióndeestatécnica.

Ramosy col., (1977), emplearonunatécnicaelectroforéticaen gelesde
poliacrilamidapara detectarleche de vacaañadidaa las lechesy quesosde
oveja. La detecciónde la leche de vacaen las mezclasse confirma por la
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mayormigraciónelectroforéticaen el gel, de labandacorrespondientea la ct~,-
caseínade vaca. El límite de detecciónde la lechede vacaañadidaa la leche
de oveja esdel 5 %. La deteccióny cuantificaciónde la lechede vacaen los
quesosde oveja seefectúapor un péptido resultantede la degradaciónde la
a,1-caseína.Estepéptidopermite detectarun límite del 10 % de lechede vaca
añadidaa los quesosdeoveja, aunquela detecciónesmásdificil a causade los
procesosde degradaciónde lasproteínaspropiosde la maduración.

La electroforesisen geles de poliacrilamida es una de las técnicas
oficiales empleadasen nuestropaís para la detecciónde leche de vaca en
mezclaslácteasde oveja y cabra, segúnlo establecidoen el Real Decreto
1.533/91, de 18 de octubre (BOE de 30 de octubrede 1991). La técnicase
basaen la mayor movilidad electroforéticade la a~ -caseínade la leche de
vacaconrespectoa lascaseínasa,-de las lechesdeovejay cabra.El limite de
detecciónesde un 2 % de lechedevacaen lechesde ovejao cabra.

En general, las técnicaselectroforéticaspermiten la identificación y
cuantificaciónde una leche en mezclaslácteas.Sin embargo,existen varios
factorescomo el pH, la concentracióny tipo de cuajo, la cantidadde cuajo
retenidoen la cuajada,la adición de cultivos iniciadores,etc., queintervienen
directamenteen los fenómenosde degradaciónproteicay que hacendifícil
encontrarunaaplicaciónde la técnicaválidaparatodoslos tiposdequeso.

II. 8. 2. 2. Electroforesisde las proteínas del suero

Amigo y col., (1989), emplearon la electroforesis de las proteínas del
suero para identificar el origen animal de una leche en mezclaslácteasy
quesos.Paraello, se basaronen la mayor movilidad electroforéticade la 13-

lactoglobulinade la lechedevacaconrespectoa lasde ovejay cabra.

La detecciónde la lechede vacaenmezclaslácteasy quesosmedianteel
análisis de las proteínas séricas de la leche, es una de las técnicas
electroforéticasoficiales segúnlo establecidoen el Real Decreto1.533/91 de
18 de octubre(BOE de 30 de octubrede 1991). Estatécnica, se basaen la
mayormovilidadelectroforéticade la 13-lactoglobulinade la lechede vacacon
respectoa la a-lactoalbúniinay [3-lactoglobulinade las lechesde oveja y
cabra.El límite de detecciónde la lechedevacaenlasmezclaslácteasesdel
2 % y en los quesosdel 3 %. La técnicapuede emplearsetanto en leches
crudascomoen lechespasteurizadas,ya quelos estudiosrealizados(Amigo y
col., 1989), sobreel efectode los tratamientostérmicos,handemostradoque
el calentamientode la leche a 90

0C durante 15 segundos,no afectabaa la
cuantificación de la leche de vaca en las mezclas de diversasespecies
animales.
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II. 8. 2. 3. lsoeiectroenfoque

El isoelectroenfoquees unatécnicade electroforesisenun gradientede
pH que permite separar componentesque solamente difieren en 0,001
unidadesde pH. Cuandose aplica un campo eléctrico, las proteínasmigran
hacialos diferenteselectrodossegúnsu carga eléctrica.La proteínaentraen
zonasdepH másbajasy másaltasdeacuerdocon la relacióncarganeta/curva
de pH, por lo que gradualmenteva perdiendo su carga neta. Cuando la
proteínaalcanzasu punto isoeléctrico(carganetacero), cesasu migracióny
precipita.Por tanto, en la técnicadel isoelectroenfoquela separacióndepende
del punto isoeléctricode la proteínay no de su carga y tamaño. Con esta
técnica, se puedendiferenciarcaseínasy proteínasdel suero de la leche de
vaca,oveja,cabra,búfalay yegua(Ramosy Juárez,1986).

Addeoy col., (1984),describieronun métodode isoelectroenfoquede las
caseínasquepermitía detectarun 5 % de lechede vacaañadidaa quesosde
ovejatipo Pecorinocon 5 mesesde maduración.Estemétodosebasabaen la
diferentemovilidad electroforéticade laspara-K-caseínasovinay bovina.

Krause y Belitz (1985), detectaronla adición de leche de vaca a los
quesosde oveja y cabra por una técnica de isoelectroenfoquede las y~-
caseinas.Addeo y col., (1989), introdujeronmodificacionescon objeto de
aumentarla sensibilidadde la técnica.Paraello, provocabanla formación de
y-caseínasal sometera la 13-caseínadel quesoa la acciónde la plasmina.La
separaciónde lasproteínasen el gel de electroforesisseobteníaen 3 horas.El
desarrollodel isoelectroenfoquepor el aparatoPhastSystempermite separar
las y2-caseínasde las lechesde vaca, cabra, oveja y búfala en 40 minutos
(Moio y col., 1990). El límite de detecciónde la leche de vacaen mezclas
lácteasesdel0,5 %. La simplicidady rapidezde esteprocedimientopenniteel
análisisrutinariode la lechede vacaenmezclaslácteasy quesos.

Recientemente,Addeoy col., (1995),con objetode detectarla leche de
vaca añadidaa los quesosde oveja, introdujeron una modificación a un
método de referencia de la Comunidad Europea, que consistía en un
tratamientoprevio de la muestrade quesocon plasmina,y unaseparaciónpor
medio de un isoelectroenfoquede las Y2~ y ‘y3-caseinasprocedentesde las
leches de vaca y oveja. Dicha modificación consistia en efectuar un
imnunobloting de los péptidos obtenidos con la hidrólisis, utilizando
anticuerpospoliclonalesfrentea la [3-caseínade la lechede vaca.No obstante,
esta técnica no se puede utilizar para los quesos en cuyo proceso de
elaboraciónse incorporan proteínas séricas. Molina y col., (1996), han
desarrolladouna técnicaque permitedetectary cuantificarlechepasteurizada
o esterilizadade vaca o proteínasséricasde vacaañadidasa los quesosde
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oveja,cabrao de susmezclasa unaconcentracióninferior al 1 %. Paraello, la
muestra de queso se separa por isoelectroenfoquemediante el aparato
PhastSystemy a continuación, una vez transferidaslas proteínasa una
membranade nitrocelulosase efectúaun inirnunoblotingutilizando anticuerpos
policlonalesfrente ala 13-lactoglobulínade vaca.

Rispoli y col., (1991), utilizaronunatécnicade isoelectroenfoquede las
proteínasséricasparadetectarla lechede vacaañadidaa quesosde ovejatipo
Roquefort.Con independenciadel gradode maduracióndel queso,existeuna
bandaproteicaque permitedetectarla presenciade la leche de vacaen los
quesosde oveja.

En general puede afirmarse que al igual que otras técnicas
electroforéticas,los fenómenosde degradaciónproteicapropios de los quesos
madurados dan lugar a la formación de muchas bandas en el espectro
electroforéticoquedificultan suinterpretación.

II. 8. 2. 4. Electroforesiscapilar

Aunque las técnicasmás utilizadaspara el análisis de aminoácidos,
péptidosy proteínashansido tradicionalmentela cromatografíalíquida dealta
resolución(HPLC), la cromatografíade gas(GC) y la electroforesisen geles
de poliacrilamida, recientementese ha desarrollado una nueva técnica
aplicablea este tipo de análisis que es la electroforesiscapilar (Cancalon,
1995). Esta técnica se basa en separarmoléculascon idéntico cociente
carga/masay diferentesmasassometiéndolasa un campo eléctrico en el
interior de un tubo de silica quetiene de 50 a 150pm de diámetro.La ventaja
quepresentaestemétodo con respectoa las otrastécnicasde análisisesque
permitedetectary cuantificarsimultáneamentediferentesmoléculasya que el
equipo está dotado de un sistemaque elimina el tampón de relleno de la
columnay lo reemplazapor otrode forma automática,permitiendoanalizarlos
diferentes componentesde una muestrasin necesidadde intervenir. Otras
ventajasde estemétodo son la rapidezdel análisis, quepuedeefectuarseen
menosde 10 minutosaunquesehaestablecidoun tiempomedio de 20 minutos
(sólo se requierenintervalosde 3 minutosparael lavadoy reequilibraciónde
la columnaentredos análisisconsecutivos)y el pequeñovolumen de tampón
requerido.A pesarde que iinicialmente a esta técnicase le atribuía falta de
sensibilidad,este problemase está subsanandoen la actualidadmediantela
introduccióndemejorasen los sistemasdedetección.

Recientemente,las técnicasde electroforesiscapilar se han empleado
para separarlas proteínasséricas y las caseínasen leches y quesosde
diferentesespecies,aunqueaúnno sehanpublicadotrabajosquedemuestren
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la aplicaciónde estastécnicasen la detecciónde leche de vacaañadidaa las
lechesy quesosde ovejay cabra.

Cifuentesy col., (1993), emplearonunatécnicade electroforesiscapilar
para separar las principales proteínas séricas ([3-lactoglobulina A, 13-

lactoglobulinaB, a-lactoalbúminay BSA) en lechesde vacacrudasy UHT. El
tiemponecesarioparala separaciónde lasproteínasfue de9 minutos,mientras
que para separarlas mismasproteínaspor la técnicade HPLC serequieren
aproximadamente35 minutos (cuatro veces más). La reproducibilidad
intraensayo de los tiempos de migración era CV < 1 % e interensayo
CV < 2 %. No obstante,la reproducibilidaddel área de pico era bastante
inferior (CV 1,9-6,5 % intraensayoy CV 17 % interensayo).La exactitud
de los resultadosera alta comparadacon la que se obteníacon las mismas
muestrasempleandola técnicade HPLC. Otte y col., (1994), separaronlas
proteínasséricasde leche de vacacomola 13-lactoglobulina,ct-lactoalbúmina,
seroalbúminae inniunoglobulinasG en 8 minutos. Recio y col., (1995),
desarrollaronun método quemejorabala resoluciónde las proteínasséricas
obtenida con otras técnicas de electroforesis capilar, al eliminar las
interaccionesde las proteínascon las paredesdel tubo capilar. Kinghom y
col., (1996),desarrollaronuna técnicaquepermitemejorarla resoluciónde la
seroalbúminae inmunoglobulinas.

Tanto la composiciónde la caseínaenteracomo la hidrolizadapor la
acción de la quimosina han sido analizadas por electroforesis capilar
(Kristianseny col., 1994).Otros autores(Cheny Zang, 1992), hanempleado
estatécnicacon objetode detectarla adulteraciónde lechecrudacon leche en
polvo y contrastarlos resultadosquesehabíanobtenidopor HPLC. Paraello,
separabanlasproteínasdel sueroy lascaseínasy cuantificabanel cociente(3-
caseínala-lactoalbúmina.Jong y col., (1993), han separadolas variantes
genéticasde las proteínaslácteasy handesarrolladoun métodoparadetectar
la adición de leche en polvo a la leche frescay paradetectartratamientosde
sobrepasteurización.Frutosy col., (1996),tambiénhanseparadolasvariantes
genéticasde la 13-lactoglobulinapor estatécnica.

11.8.3.MÉTODOSINMUNOLÓGICOS

La aplicaciónde las técnicasimnunológicasal análisis de los alimentos
parala detecciónde constituyentesnaturales,plaguicidas,microorganismos,
toxinasy otroscomponentesde los alimentos,estáadquiriendocadadía mayor
augedebidoa lasventajasqueaportanfrentea los métodosconvencionales.Su
sensibilidad,especificidad,rapidezy bajocoste,lashacenespecialmenteútiles
parala detecciónde microorganismosy otros contaminantesen los alimentos.
Las técmcasinmunológicassediferenciandel restode las técnicasanalíticas,
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en quela alta tecnologíaresideen lasmoléculas(anticuerpos),en lugar de en
susoporteinstrumental.

El empleode las técnicasinimunológicasen el análisisde los alimentos
presentamuchasventajasconrespectoa otros métodoscomo la cromatografía
de gas, la cromatografíaen capa fina, la cromatografíalíquida de alta
resolucióny la electroforesis.Entre lasventajasprincipalesconvienedestacar:
la minima cantidad de muestranecesariapara el ensayo,la reduccióndel
tiempo de análisise instrumentalpoco complejo.

Los métodosinmunológicosaplicadosa la identificaciónde especiesen
mezclasde lechesy quesosincluyen lastécnicasde inniunodifusiónen geles
de agar, la inhibición de la hemaglutínación,la inmunoelectroforesis,las
técnicasimnunoenzimáticas(ELISA) y el imnunodoting(Hernándezy col.,
1994).

II. 8. 3. 1. Inmunoprecipitación

Los primeros inmunoensayosse basaronen la observaciónde que los
animalesinmunizadoscon un antígenoespecíficoproducíanun ininunosuero
queprecipitaba“in vitro” si semezclaba,a la concentraciónadecuada,con el
antígenoquele habíainducido. Cuandolos antígenossolublessemezclancon
los imnunosuerosespecíficos,se formabancomplejosmolecularesde gran
tamaño observables a simple vista. Basándose en las reacciones de
precipitación antígeno-anticuerpo,surgió la posibilidad de diferenciar las
proteínasde la lechede distintasespeciesanimales.Sin embargo,la principal
dificultad de la aplicación de estas técnicasradicaba en que los sueros
obtenidosfrente a la leche de vacareaccionaban,además,con las lechesde
oveja, cabra, búfala y mujer. Para resolver dicho problema, se recurrió a
técnicasde absorcióndel ininunosuerocon las lechesfrente a las que daban
reaccionescruzadas.Pinto (1966), para diferenciar lechesde vaca, búfala,
cabray oveja, desarrollóunatécnicade precipitaciónen la queutilizaba un
inimunosueroobtenidofrentea lasproteínasséricasde lechede estasespecies
neutralizadoconlasespeciesheterólogas.

II. t3.2. Inniunodifusión

Las técnicasde inimunodifusiónsedesarrollaroncon posterioridada las
técnicasdeprecipitación.En la técnicade inmunodifúsióndoble,el antígenoy
el anticuerpodifunden a través de un agar, y en caso de correspondencia
fonnan en su recorrido complejosantígeno-anticuerpoque se visualizan al
originarbandasde precipitación.En la imnunodiflisión radial el antígenoo el
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anticuerpose incorporandirectamenteal gel, mientrasel otro sedepositaen un

pocillo desdeel cual difundeeinteraccionaconel presenteen el gel.

Inmunodifusión doble

Durandy col, (1974), detectaronla incorporaciónde leche de vacaen
leche de cabra u oveja por el método de inmunodifusiónen agar.Para ello,
estosautoresobtuvieronun inmunosueroespecíficoanti-proteínasséricasde
lechede vaca, despuésde neutralizarlocon proteínasde las lechesde oveja y
cabra.Estemétodoesaplicableaquesosmadurados,ya quelos fenómenosde
degradaciónde las proteínasno afectana los resultados.Sin embargo,las
proteínasséricassedesnaturalizancon los tratamientosténnicos,y por tanto,
el métodono esaplicableni a las lechesesterilizadasni a los quesosfundidos
de vaca.

García y col, (1989), desarrollaronuna prueba de campo (COMIT),
basadaen la inmunodifusiónengelesde agarparadetectarla adiciónde leche
de vaca a la leche de oveja. En estatécnica, todos los componentesde la
reacciónse inmovilizan en discosde papel de filtro. Por ello, estatécnicaes
muy útil como pruebade campoya que todos los componentesnecesarios
(placasde agar, plantilla, discosde inimunosueroy de referencia)se pueden
suniinistraren forma de kit y la realizacióne interpretaciónde los resultados
esmuy sencilla. La única desventajade estatécnicaesqueno escuantitativa,
por tanto,si sequierencuantificarlos resultados,o si sebuscanporcentajesde
adición de leche devacaaunamezclalácteainferioresal 3 %, hay querecurrir
a otrastécnicasmássensiblesy precisas.

Inmunodifusiónradial

Levieux (1974), desarrolló una técnica de purificación de las
innunoglobulinasIg G1 de la lechede vacapor cromatografíade intercambio
íoníco. Con las Ig G~ purificadas se inmunizaban cabras u ovejas y el
inniunosueroobtenido no presentabareaccionescruzadasfrente a leches
distintasde la de vaca, eliminandola necesidadde neutralizarel inniunosuero
por técnicasde absorción.Los inirnmosuerosobtenidosdetectabanadiciones
de un 1 % de lechede vacaa lechesde oveja o cabra.Estatécnicapresentaba
la ventajade serrápida(3-4 horas)y sencilla.

La imnunodifusiónradial es una de las técnicasoficiales para detectar
lechecrudao pasteurizadade vacaañadidaa lechesde oveja o cabrasegúnlo
establecidoen el Real Decreto 1.533/91 de 18 de octubre (BOE de 30 de
Octubrede 1991).El límite de detecciónestablecidopara esta técnica es del
1%.
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II. 8. 3. 3. Inhibición de la hemaglutinación

En la técnica de inhibición de la hemaglutinación (Levieux, 1980),
ademásde un inmunosueroespecifico, se utilizan glóbulos rojos de pollo
sensibilizadoscon la imnunoglobulinaIg (It. El ininunosueroes capazde
aglutinar estosglóbulosrojos incluso a diluciones elevadas.Al incubar una
dilución del inmunosuerocon una leche de cabraadulteradacon vaca, los
determinantesantigénicospropiosde la lechede vacaneutralizanla actividad
del imnunosueroy los glóbulosrojos no se aglutinan.Estatécnicatiene un
límite de detecciónde leche devacaen lechesde oveja o cabrade 0,1 % y en
quesosde0,4 %.

II. 8. 3. 4. Inmunoelectroforesis

En esta técnica, el antígenoes sometidoa una electroforesisen un gel
quecontieneel anticuerpo.La visualizaciónde la reacciónantígeno-anticuerpo
se lleva a cabo por medio de una tinción. Para cuantificarestareacción,se
empleanpatronesde concentraciónconocida.Radfordy col., (1981), detectan
concentracionesdel 1-5 % de lechedevacaen leche decabra.

II. 8. 3. 5. Técnicasinmunoenzimáticas(ELISA)

El conocimientode la estructurade las imnunoglobulinasy el uso deuna
gran variedad de marcadores(isótopos radiactivos, enzimas, partículas
fluorescentes,bacteriófagosy partículasinertes),permitió la difusión de los
imnunoensayos.Las sustanciasmarcadorasse unian a la región constante(Fa)
del anticuerpopor mediode un enlacecovalentesin interferir con la unión al
antígeno.

Las técnicasimnunoenziináticas(ELISA), constituyenen la actualidad
las técnicas inmunológicas más ampliamente utilizadas. Estas técnicas,
empleanmarcadoresenzimáticospara la deteccióny amplificación de las
reaccionesantígeno-anticuerpo.Las técnicasde conjugaciónpara marcarlos
antígenosy los anticuerposcon una enzima deben permitir mantenerla
actividadde la enzimay del anticuerpoo antígenoconjugados.La degradación
por la enzimade su sustratoproduceunareacción colorimétricaquepennite
cuantificarlasreaccionesantígeno-anticuerpo.

El empleo de los enzimas como sustanciasmarcadoras en los
inmunoensayos,fue introducidopor Engvall y Perlniann(1971). Las enzimas
presentanciertasventajascon respectoa otras sustanciasmarcadoras,como
son sudisponibilidaden formas altamentepurificadas,su facilidadde manejo,
su estabilidad a lo largo del tiempo, su bajo coste y la facilidad de su
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acoplamiento a las proteínas. Las enzimas que se utilizan con mayor
frecuenciaen lastécnicasininunoenzimáticasson la peroxidasade rábanoy la
fosfatasaalcalina.Los sustratossolublesquemásseutilizan parala peroxidasa
son: la o-fenilendiamina(OPD), la 2,2’azino-(3etil-benzotiazolina)sulfónico
(ABTS) y la tetrametilbenzidina(TMB). El sustratosolublemásusadoparala
fosfatasaalcalinaesel p-nitrofenil fosfato(pNPP).

En las técnicasde ELISA, uno de los dos elementos (antígeno o
anticuerpo)de la reaccióninmunológica,se une por enlaceshidrofóbicoso
enlacescovalentesa una fasesólida (poliestireno,polivinilo, nylon, vidrio,
nitrocelulosa,silica, poliacrilamidao agarosa).Cuandose empleacomo fase
sólida la agarosao poliacrilamida,la separaciónentrelos complejosantígeno-
anticuerpoy los antígenosy anticuerposlibres, se realiza por filtración o
centrifugación. El formato de fase sólida que se ha empleadocon mayor
frecuencia, es una placa de poliestireno de 96 pocillos. En este caso, la
separación entre los complejos antígeno-anticuerpoy los antígenos y
anticuerposlibresserealizapor lavadossucesivos.

Existen diversosfactoresque determinancuál es el formato de ELISA
idóneo para el desarrollode unaaplicaciónespecífica.Estos son: la muestra
objeto del análisis(tipo y cantidad),el tiempo disponiblepara efectuarcada
determinación,el grado de exactitud requerido o los medios materialesy
humanosdisponibles(infraestructura,equiposde análisisy especializaciónde
los técnicos).

Los formatos de ELISA puedenser competitivos cuando se utilizan
cantidadeslimitadasde antígenoo anticuerpo,o no competitivoscuandolos
anticuerposo los antígenosse mcorporan en exceso (Gosling, 1990). Los
formatos de ELISA más utilizados son: el ELISA indirecto, el ELISA
competitivoy el ELISA sandwich.

En el ELISA indirecto (Figura II. 4.), el antígenoseadsorbea una fase
sólida, y el anticuerpoque se añade a continuación, se une al antígeno
inmovilizado.El anticuerpopuedeestardirectamenteconjugadoa unaenzima
o bien seañadeun segundoanticuerpomarcadoconuna enzimaquereconoce
como antígenoal anterior. Finalmente,se añadeel sustratoespecíficode la
enzuna. La degradacióndel sustratopor la enzima produce una reacción
coloriiinétricacuantificablepor espectrofotometría.
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Figura II. 4. Modelo teórico de un ELISA indirecto para la deteccióny
cuantificaciónde un antígenoenunamuestraproblema.
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En el ELISA competitivo (Figura II. 5.), el antígenopurificado se
adsorbea la fasesólida.A continuación,seañadenconjuntamenteunamuestra
que contiene una concentracióndesconocidade antígenoy un anticuerpo
específicomarcadocon una enzima.Los antígenospresentesen la muestra
competiráncon los antígenosinmovilizados por su unión al anticuerpo.
Seguidamente,seeliminanlos anticuerposunidosa los antígenosde la muestra
por un lavado.La uniónde los anticuerposa los antigenosadsorbidosa la fase
sólida, se mide por la reacción colorimétrica resultantede la adición del
sustrato.Cuandola muestracontieneunagran concentraciónde antígeno,no
quedan anticuerpos disponibles para reaccionar con los antígenos
imnovilizadosy por tanto la reaccióncolorimétricaes poco intensa,Mientras
que cuandoel antígenono está presenteen la muestra,se unen una gran
cantidadde anticuerposal antígenoinmovilizadoenla fasesólida.

En el ELISA sandwich (Figura II. 6.), se une un anticuerpoa la fase
sólida y seguidamente,se añadela muestraque contieneel antígeno.Después
de un lavado queelimina los antígenosno unidosa la fasesólida,seañadeun
segundoanticuerpomarcadoconunaenzima.La unión del segundoanticuerpo
al antígeno se cuantifica por la reacción colorimétrica resultante de la
degradaciónpor el enzimadel sustrato.

En los últimosaños,sehandesarrolladomuchosformatosdeELISA para
detectarleche de vacaen lechesy quesosde oveja y cabra. La técnicadel
ininunodotingesuna técnicaininunoenzimáticaqueutiliza como soporteuna
membranade nitrocelulosa.Lasmuestrasde lecheso quesos,sedepositanen
la membranay despuésde un período de incubación, se añade el suero
específico.Seguidamente,selava la membranaparaeliminar los anticuerpos
no unidos a los antígenos,y se añadeun segundoanticuerpoque reconoce
como antígenoal anterior. Este segundoanticuerpoestá conjugado a una
enzima. Cuando se añade el sustrato, este se degrada por la enzima
permitiendola visualizaciónde la reacciónantígeno-anticuerpo.

Estemétodo es cualitativo, y estáespecialmenteíndicadocomoprueba
rápida de campoen empresasque no disponende la infraestructurade un
laboratorio o de técnicos especializados.Aranda y col., (1988), utilizaron
inimunosuerosobtenidosfrentea lascaseínasde lechede vacaparadetectarla
adiciónde lechedevacaa lechesy quesosdeoveja conun límite de detección
de lechedevacaen lechede ovejadel 0,1 %. Estosmismosautores(Aranday
col., 1993), emplearonsuerosfrente a las inmunoglobulinasde la leche de
cabraparadetectarla adición de lechesde vacay cabraa lasde oveja con un
límite dedetecciónde lechesdevacao cabraenovejadel0,5 %.
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Figura II. 5. Modelo teórico de un ELISA competitivo para la deteccióny
cuantificacióndeun antígenoenunamuestraproblema.
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La mayoría de estos inmunoensayos,empleananticuerpospoliclonales
obtenidosfrente a las proteínasséricas(Garcíay col., 1990; 1991), caseínas
(Rodríguezy col., 1990; 1993) o péptidosde pequeñotamañode lasproteínas
de lechede vaca(Rollandy col., 1993; 1995). Los anticuerpospoliclonales,
con frecuenciapresentanreaccionescruzadasfrente a proteínasdistintas de
aquellasque se emplearonen su obtencióny por tanto, serequiereel uso de
técnicasde purificaciónpor cromatografíade afinidado neutralización,parala
eliminacióndedichasreaccionesmespecificas.Además,en la obtenciónde los
inmunosueros,los animalesdeexperimentaciónsesacrificanal final de la fase
de inmunización. Por consiguiente,la gran variabilidad individual en la
respuestainmunológicalimita la aplicaciónde estastécnicasa lo largo del
tiempo.

Las limitaciones inherentes a la utilización de los anticuerpos
policlonalesfueron resueltaspor la tecnologíade obtención de hibridomas
(Kóhlery Milstein, 1975),ya quepermitía la produccióncontinuae ilimitada
de anticuerposmonoclonalesde especificidadidénticaa lo largo del tiempo.
Levieuxy Venien(1994),desarrollaronun ELISA de tipo sandwichutilizando
anticuerposmonoclonalesfrentea la 13-lactoglobulinade la lechede vaca, para
detectarlechede vacaañadidaa las lechesde ovejay cabra.No obstante,las
proteínasséricassedesnaturalizancon los tratamientostérmicosy por tanto, la
mayoría de los trabajos se han dirigido a la producción de anticuerpos
monoclonalesfrentea la K-caseína(Feng y Cunningham,1989; Kuzmanoffy
col., 1990a),a,1-caseína(Kuzmanoffy col., 1991), a,~-caseína(Leungy col.,
1991) y 13-caseína(Nagauney col., 1988;Kuzmanoffy col., 1991; Oudshoorn
y col., 1994;Anguitay col., 1995).



MATERIALES Y MÉTODOS



MATERIALES YMETODOS 55

III. 1. MATERIALES

111.1. 1. MATERIAL DE LABORATORIO

En la preparaciónde los tamponesacuososse empleó agua destilada
desionizadaobtenida en un aparato de filtración milli RO-milli Q de
“Millipore”. También se empleó aguadestiladaobtenidaen un destilador
“Pobel” mod. 706. (1)

Las pesadasordinariasseefectuaronen unabalanzamonoplato“AND”
mod. EW-600A. Para las pesadasde precisiónseutilizó la balanzaanalítica
“AND” mod. ER-120A.

Lasmedicionesde pH sehicieronconun pHmetro“Metrohin” mod. 654.

La disoluciónde los tamponesse realizó por agitaciónelectromagnética,
y, en algunos casos, aplicando calor, utilizando placas “Nuova II” mod.
Thermolyne. Los agitadoresde tubos empleadosfueron “Heidolph” mod.
REAX 2000.

Las incubacionesquerequeríanun control preciso de la temperaturase
efectuaron en un baño de agua termostatado “Selecta” mod. Unitronic
6.320.100.

La desgasificaciónrequerida en la preparaciónde los tampones,se
realizó medianteun aparatode ultrasonidos“Selecta” mod. Ultrasonsy con
unabombadevacío “Eyela” mod. AspiratorA-35.

Las liofilizaciones se realizaron en un liofilizador “Terruzi-Melvisa”
mod. TP3 con una superficie útil de carga de 0,3 mt dotadode equipo de
registro,dispositivode termovacioy programador.

Las muestrasy reactivos se conservaron en arconescongeladores
“Liebherr” y “Kelvinator” mod. AKR-20 y en un armario frigorífico
“Kelvinator”, termostatadoa4±10C.

Las célulasde mielomay los hibridomasseconservarona -850C en un
arcón congelador “Sanyo” y a -1960C en tanquesde nitrógeno líquido
suministradopor “CarburosMetálicos

(1) La cita de marcasde aparatos,reactivos,etc., no sign¿ficaque el autor las
recomiende con preferencia a otras marcas de/mercado.
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Las centrifugacionesse realizaronenunacentrífugarefrigerada“Sorvalí”
mod. RC-SB, equipadacon rotores SS-34y GSA. Las centrifugacionespara
pequeñosvolúmenesde muestrase efectuaronen una centrífuga “Heraeus”
mod. BiofugeA y mod. Megaflige 1.0.

Las diálisis de las muestrasseefectuaroncon membranas“Serva” mod.
27/32y “Medicelí InternationalLID” mod. 6-27/32.

Las filtraciones de los tamponesse realizaroncon filtros “Millipore”
mod. HATF de 0,45 gm y mod. GVWP de 0,22 ~tm,utilizando portafiltros
“Millipore” depolipropileno.

Paralas electroforesisen gelesde poliacrilamida(PAGE) se utilizó un
aparatode electroforesis“Bio-Rad” mod. ProteanII, empleandounafuente de
alimentación“Bio-Rad” mod. 200/2.0.Tambiénse realizaronelectroforesisen
un aparato“PharmaciaLKB” mod. PhastSystem.

Paralas transferenciasde los gelesde electroforesisa las membranasde
nitrocelulosaen la técnicade ininunobloting,se empleóel sistema“Bio-Rad”
mod. Trans-Blot, utilizando una frente de alimentación “Bio-Rad” mod.
1000/500.

La cromatografíalíquida de alta eficacia se realizó en un sistema
“PharmaciaLKB” mod. FPLC provistode unaunidadcontrol mod. LCC 500-
Plus, dos bombasmod. P-500, una válvula de inyección mod. MV7, un
detectormod. UV MII, un colectorFRAC-l00y un registradormod. REC 2.
La columnacromatográficautilizada fue suministradapor “PhannaciaLKB”
mod. monoQ HR 5/5.

Las determinacionesespectrofotométricas,se llevaron a cabo en un
espectrofotómetro“Kontron” mod. Uvikon 820 y enun espectrofotómetrode
doblehaz “U V-VIS Hitachi” mod. 11-2000.

Lasplacasde ELISA de poliestirenode 96 pocillosqueseemplearonen
lastécnicasinmunoenzimáticaserande “Nunc” mod. 4-42404.La agitaciónde
las placassehizo en agitadoresde placasde ELISA “Wallac” mod. 1296-001
Delfia Plateshakey paralas medidasespectrofotométricasse utilizó un lector
espectrofotométricode placasde ELISA “Flow Laboratories”mod. Titertek
MultiskanPlus,versión 1.4.

Seemplearonmicropipetasautomáticas“Gilson” modelosp-500,p4000,
p-200y p-2O y “Labsystems”mod. Finnpipette.Ademásseutilizó unapipeta
eléctrica“Tecnomara”mod. Acuboy.
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Las muestrasse homogeneizaronen un triturador “Polytron” mod.
PTA/20T5.

La esterilizaciónhúmedadel materialutilizado en estetrabajo se realizó
medianteun autoclave“Selecta” mod. AutesterO, usandocintas de papel
indicador para comprobarla efectividaddel proceso. La esterilizacióndel
material de vidrio se realizó por calor seco en una estufade aire forzado
“Heraeus”mod. KFTU-K.

Todas las manipulacionesde los medios de cultivo celulares se
efectuaronen unacampanade flujo laminar “Telstar” mod. AV-lOO equipada
conunalámparaultravioleta.

Lasincubacionesde lascélulasdemielomaehibridomasserealizaronen
unaestufa“Heracus”mod. 6000 a 370C con una concentraciónde CO

2 del
5 %. El control del crecimientocelulary los recuentos,serealizaroncon un
microscopio“Nikon” mod. TMS-F Núm. 300613.

Además se ha empleado material fungible de uso general en un
laboratorio de cultivos celularescomo placasy frascos de cultivo celular,
pipetas estériles, criotubos, tubos eppendorf, viales estérilesde plástico,
pipetaspasteur,etc.

111.1.2.MATERIAL BIOLÓGICO

111. 1. 2. 1. Origen de las muestras

En estetrabajosehanutilizadodostiposdemuestras:

Muestras de leche:

1.- Lechecrudarefrigerada

La leche de vaca utilizada en este trabajo procedíade la Ganadería
“Priégola”, de la Cooperativa“La Colmenareña”y de las Queserías“La
Abulense”, todasellas ubicadasen la ComunidadAutónomade Madrid. En
todoslos casosla lecheprocedíadevacasde razaFrisona.

La leche de oveja fue suministradapor una ganaderíaubicada en
“Alcázar de SanJuan”(CiudadReal).Larazaproductorafue la Manchega.
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La leche de cabrase obtuvo de la QueseríaArtesanal“La Cabezuela”,
ubicadaen Fresnedillasde la Oliva (Madrid). La raza productora fue la
Serrana.

La leche se recogió de los tanquesde refrigeraciónde las ganaderías
correspondientesy setransportóal laboratorioenbotellasde vidrio estériles,y
encondicionesderefrigeración.

2.- Lechesnasteurizada.esterilizaday UHT

La lechede vacapasteurizada,esterilizaday UHT procedíande centros

comercialesdeventaal detalle.
Muestrasde queso:

Los quesosde vaca. oveja y cabra utilizados en la preparaciónde las
mezclasse adquirieronen centroscomerciales.Se emplearondos tipos de
quesospurosde vaca:uno de natade Cantabriay otro francés(marca“Riches
Monts”), ambosconun gradodemaduraciónde 1 mes.Comoquesospurosde
oveja seemplearondos marcas:“Don Bernardo”y “Coquem” con un período
de maduraciónde 4 meses.Como quesosde cabrase utilizarondos tipos de
quesos:un quesoelaboradode formaartesanal(marca“La Cabezuela”)conun
grado de maduraciónde 1 mesy otro quesode la marca“Garrotxa” con un
gradode maduraciónde 3 meses.

III. 1. 2. 2. Obtencióndelos inmunosueros

En la obtenciónde los inmunosuerosse emplearonconejos machos
blancosde razaneozeolandesa,de 2,5 Kg depeso.Los conejossemantuvieron
en el animalario del Departamentode Nutrición y BromatologíaIII, de la
Facultadde Veterinaria(UCM) de Madrid.

Para la obtenciónde anticuerposmonoclonalesse emplearonratones
hembrasde la estirpeBalb/c, de6 semanasde edady 20-25 g de peso,criados
y mantenidosenel mismoanimalario.

III. 1. 2. 3. Célulasde nileloma

En la obtenciónde los anticuerposmonoclonalesseemplearoncélulasde
mielomade ratónde la líneaP3X63-Ag8653.
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111.1.3.PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productos químicos y biológicos utilizados en los experimentos
descritosen este trabajo fueron suministradospor alguna de las siguientes
firmas: “Panreac”, Sigma”, “Merck”, “Ph~acia”, “Boehringer”, “Probus”,
“Fluka”, “Difco” y “Dakopatts”.

Los mediosde cultivo celulary los suplementosañadidosa los mismos,
fueronde “Gibco”, suministradospor “Izasa”.

111.2. METODOS

111.2.1.OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS ANTIGÉNICOS

III. 2. 1. 1. Extracción de las caseínasde la leche devaca

La lechecrudade vacasedesnatómedianteunacentrifugacióna 13.000
g durante 10 minutosa 40Cy sefiltró por lanade vidrio. A continuación,la
lechedesnatadasecalentóa 370Cy seacidificó conHCl 0,2 M hastaalcanzar
un valor de pH de 4,6, que provocó la precipitación de las caseinas.
Seguidamente,la lechesemantuvoa400C durante30 minutos,y secentrifugó
a 6000 g durante 30 minutos para separar las caseínas precipitadas.
Finalmente,las caseínasselavarontresvecescon aguadestiladaparaehnunar
lasproteínasséricasresiduales.Las caseínasasí obtenidasseliofilizaron y se
mantuvierona -200Chastasu utilización.

III. 2. 1. 2. Separaciónde las fraccionescaseinicasde la lechede vaca
mediantecromatografía liquida de alta eficacia(FPLC)

La cromatografíalíquidade altaeficaciaparala purificacióndeproteínas
(FPLC),permitela separaciónde los distintoscomponentesdeunamuestrade
forma rápida,reproducible,y sin pérdidasde suactividadbiológica.

El equipo de FPLC estácompuestode dos bombasque impulsan los
tamponesa travésde unacolumnacromatográfica.Un detectordotadocon una
lámparade mercuriolocalizadoa la salidade la columna,permiteel registro
de las proteínasque eluyen de la misma. Un colector recoge, de forma
sincronizadaa la impresiónde los picosen el registrador,lasproteínasquese
hanseparadoduranteesteproceso.

La columna cromatográfica utilizada (mono-Q HR 5/5) como
intercainbiadoraniónico fuerte, está dotada de cargas positivas (aminas
cuaternarias).Los grupos funcionales de la muestra que están cargados
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negativamente,compitencon los ionessalinosdel tampónparaunirseal lecho
de la colunma.Una vezquelas proteínasde la muestrasehanquedadounidas
a la faseestacionaria,se eluyenseparadamente,modificandola fuerzaiónica
de la fasemóvil medianteun gradientesalino.

Preparaciónde los tampones:

Seprepararon dostampones,denominadosA y B

1.- TaninónA

Bis-tris-propano5 mM, HCI 7 mM, Urea3,3 M, pH7,0

2.- TampónB

Bis-tris-propano5 mM, HCl 7 mM, Urea3,3 M, NaCí 1 M, pH 7,0

En el momentode su preparaciónse filtraron a travésde filtros de 0,45

Preparaciónde la muestra:

Debido a la tendencianatural de las caseínasa agregarse,éstas se
resuspendieronen un tampón queconteníaureay 13-mercaptoetanol.La urea
esunagentedesnaturalizantede lasproteínasqueactúarompiendolos puentes
disulfuro queseestablecenentrelascadenasproteicas,y el 13-mercaptoetanol
esun agentereductorqueimpidela reorganizacióndedichosenlaces.

Lascaseínasliofilizadas de la lechedevaca(50 mg)se disolvieronen 10
ml del tampónA y despuésdeagitara 200C durante5 minutos,el pH seajustó
a 7,0 y se añadieron10 ~xIde 13-mercaptoetanol14 mM. Seguidamente,la
muestrasemantuvoen agitacióndurante1 hora a 200C,evitandosu contacto
con la luz para impedir la oxidación del mercaptoetanol.Finalmente, la
muestrasefiltró a travésde un filtro de0,22 Vm.

Condicionesde la separacióncromatográfica:

La separaciónde las fraccionescaseinicasde la leche de vacase realizó
siguiendo el protocolo descrito por Davies y Law (1987). El proceso
comprendelasetapassiguientes:
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1.- Equilibradodel intercambiadoraniónico

Sehicieronpasarpor la columnamono-QHR 5/5, 2,5 ml del tampónA,
seguidosde 3 ml del tampónB y, a continuación,sepasaronde nuevootros 5
ml del tampónA.

2.- Unión de lasproteínasde la muestraal intercambiadoraniónico

A travésde la válvula de inyecciónsehicieronpasarpor la columna200
gí de la muestra,a un flujo de lml/min.

3.- Elución selectivade lasproteínasde la muestra

Una vezquela muestrapenetróen la columna,el mezcladorautomático
detamponesdel aparatoefectuóun gradientesalino segmentado,mezclandoel
tampónA conel B paraquela concentraciónde NaCí en la columnafuerade
0,1 M cuandohabíanpasado2 mí, 0,11 M con 9 mI, 0,22M con 14 mE 0,28
M con21,5ml, 0,295 con29 ml y 0,43 M con35 ml.

La identificaciónde los picoscromatográficosse efectuóhaciendopasar
porla colunna,lasfraccionescaseinicasde la lechedevacasuministradaspor
unacasacomercial.Una vez identificadaslas fraccionesquesecorrespondían
con los picos cromatográficosregistradosa 280 mn, se recogieronen un
colectorde fraccionesde 1 ml. Posteriormente,dichasfraccionessedializaron
frenteaaguadestiladadurante48 horasy se liofilizaron.

III. 2. 1. 3. Determinaciónde la proteína

La determinacióndel contenidoproteico de las fraccionescaseinicas
purificadaspor FPLC se realizó segúnla técnica de Lowiy modificadapor
Markwell y col., (1978). Estatécnicasebasaen el desarrollodel color quese
produceal reaccionarlas proteínascon iones cúpricosy con el reactivode
Folin Ciocalteau,en dosetapasquesedescribenacontinuación:

1.- En condicionesalcalinas, el cobre (Cu2+) forma un complejo con los
enlacespeptídicosde lasproteínas(reacciónde tipo Biuret), reduciéndose
a Cu~.

2.- El Cu+, junto con la tirosinay el triptófano, reaccionacon el reactivode
Folin-Ciocalteau originando un compuesto inestable que se reduce
lentamentehastadar lugar al reactivomolibdeno-túngsticode color azul.
Dependiendofundamentalmentede su contenidoen tirosinay triptófano,
lasproteínasproducenun color azul dedistintaintensidad.
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El método permite medir entre 10-100 j.tg/ml, y como en cualquier
técnicacolorimétrica, existen variacionessegún la proteínaque se mida y
segúnlas condicionesdelensayo.

Reactivos:

1.- SoluciónA

:

2.- Solución

3.- SoluciónC

:

4.- SoluciónD

:

Na2CO, al 2 %, NaOH al 0,4 %, dodecil sulfato sódico
(SDS)al 1 % y tartratosódico-potásico(NaKCJ-L06)(4 H20)
al 0,16% enaguadestilada.

CuSO4(5 H20) al 4 %en aguadestilada.

Se obtuvomezclando100 volúmenesde la soluciónA con 1

volumende la solución13.
Reactivode Folín-Ciocalteaudiluido en aguadestiladaen la
proporción 1:1 (y/y).

Procedimiento:

La determinacióndeproteínase realizóendos etapas:

1.- Seconstruyóla rectapatrónapartir de unabateríade tubosquecontenían
alícuotasde 1 ml de aguadestiladay de entre lo-loo gg de 13-caseína.Las
muestrassediluyeronen el mismo volumen (1 mí) y sepreparóun blanco
conaguadestilada.

2,- Se añadieron,a cadatubo, 3 ml de la soluciónC, y despuésde agitar, se
dejaronlostubosen reposoa 20

0C durante10 minutos.A continuación,se
adicionarona cadatubo, 0,3 ml de la solución D, y de nuevodespuésde
agitar, se dejaron los tubos en reposo a 200C durante 45 minutos.
Finalmentesemidió la absorbanciaa660¡mt

111.2,2.TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS

III. 2. 2. 1. Electroforesis en gelesde poliacrilanilda con dodedil sulfato de
sodio (SDS-PAGE)

Las fraccionescaseinicasde la lechedevacapurificadascomercialmente,
junto con las caseínastotales de la leche de vaca, se sometieron a
electroforesisen un gel de poliacrilamida con dodecilsulfatosódico (SDS-
PAGE). Esta técnicapermite separarmezclascomplejasde polipéptidosen
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función de su tamañomolecular(Garveyy col., 1977). La electroforesisse
realizódeacuerdoa la técnicadescritaporLaeznmli (1970>.

El dodecil sulfato de sodio (SDS), es un detergenteaniónico que
intervienejunto con otros agentescomo el calory el 13-mercaptoetanolen la
desnaturalizaciónde las proteínas,reduciendolos puentesdisulfuro de las
cadenaspolipeptídicas,y por consiguienteprovocandola disociaciónde dichas
cadenasen subunidadesmáspequeñas.El SDS, al unirsea las proteínas,las
proporcionaunadensidadde carga similar y las dotapor unidadde masade
unacarganegativaneta.Al someterel complejoSDS-proteínaa electroforesis
en un gel que contiene SDS, su velocidadde migraciónviene determinada
principalmentepor la masade la partículaSDS-polipéptidosegúnel principio
de exclusión molecular. La carga negativa neta de las partículasproteicas
permitequecon el impulsosuministradopor el campoeléctrico, migrenhacia
el ánodo.

La electroforesisefectuadasedenomina“electroforesisde disco” porque
empleaun sistemadiscontinuode tamponespara elaborarel gel. Así, el gel
constade unafase superiorhechacon un tampón que por su pH permite la
concentracióninicial de lasproteínasen unazonaestrecha,y unafaseinferior
compuestade un tampón con distinta concentraciónde acrilanjiday diferente
pH que el primero. Esta técnica permite separarlas proteínascon una
resoluciónmayorqueotrastécnicasconvencionalesquepreparanel gel conun
solotampón(sistemaencontinuo).

Tampones,gelesy solucionesempleadas:

Tampónparasolubilizarlas muestras

Secomponede:

Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 1,0 ml
Glicerol 0,8 ml
SDS(10 %) 1,6 ml
13-mercaptoetanol 0,4 ml
Azul debromofenol(0,05 %) 0,2 ml
Agua destilada 4 ml
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2.- Soluciónde acrilan~íida-bisacrilamida

Contiene:

Acrilamida
N,N’-metilen-bisacrilamida 0,4 g
Agua destilada

3.- Gel deseparación

Constade:

Soluciónde acrilamida-bisacrilamida
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
SDS(l0%)
Agua desfilada
PersulfatoamónicoPSA (10 %)
TEMED

4.- Gel de concentración

hasta 50 ml

12 ml
7,5 ml
0,3 ml

10,05 ml
0,15 ml

lS V1

Estáformadopor:

Soluciónde acrilamida-bisacrilamida
Tris-I-ICI 0,5 M, pH 6,8
SDS(lO%)
Aguadestilada
Persulfatoamónico
TEMED

1,3 ml
2,5 ml
0, 1 inI
6,lml

50 111
lo VI

5.- Tampóndeelectroforesis

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

Parapreparar2,5 1 de tampón,seresuspendieron:

Tris-base 7,568
Glicina

g
36,03 g

SDS 2,5 g

14,6 g

Agua destilada hasta 2,5
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6.- Solucióndetinción

Constade:

Acidoacético 50 ml
Alcohol metílico 200 ml
Azul brillantedeCoomassie 0,5 g
Aguadestilada 250 ml

Estasoluciónsefiltró por papel(Wbatmann0 1) antesde su utilización.

7.- Soluciónde lavado

Secomponede:

Acido acético 200 ml
Alcohol metílico 800 ml
Aguadestilada 1000 ml

Preparaciónde lasmuestras:

Las muestras liofilizadas (fracciones caseinicas purificadas
comercialmentey caseínastotalesde la leche de vaca) se disolvieronen el
tampónde solubilizacióna unaconcentraciónde 1 mg/mly semantuvieron5
minutosen un bailo de aguahirviendo, antesde depositar25 gí (25 gg) de
cadasoluciónen el gel deconcentracion.

Preparación de los geles:

El gel constade dos fases:una faseinferior (gel de separación)y otra
superior(gel de concentración).Paraevitar la presenciade burbujasde aire en
los geles, éstos se desgasificaronpor sonicación en un baño durante 15
minutos,antesdeañadirel TEMED y el persulfatoamonico.

El aparatoparala formaciónde los gelesse llenó primero conla solución
del gel de separaciónhastaunos3 cm de su extremo superior.Paraevitar la
formaciónde meniscos,se depositóen la superficiede la mezclaun pequeño
volumendeuna soluciónsaturadadebutanol.Lamezclasemantuvodurante1
h a 370C, y unavez polimerizada,se retiró el butanoly selavó su superficie
con agua destilada. A continuación, se depositó la solución del gel de
concentracióny se introdujo el peine que forma los pocillos donde se
depositaríanlas muestras.Finalmente, la mezcla se polimerizó durante30
minutosa 370C,quedandoel gel listo pararealizarla electroforesís.
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Condicionesde la separaciónelectroforética:

La electroforesisse realizó manteniendoconstante la intensidad de
corrientea 18 mA enun periodode preelectroforesisqueduró 90 minutos, y
cuandoel azul de bromofenolincluido en el tampónde solubilizaciónde las
muestras,mostró la llegadade lasproteínasal gel de separación,la intensidad
se modificó, fijándola en 20 mA. Desde ese momento se dejó correr la
electroforesisdurante4horas.

Tinción delgel:

Finalizadala electroforesis,el gel sesumergióen la solución de teñido,
dondesemantuvodurante90 minutosa37”C. La eliminacióndelcoloranteno
fijado se realizóconla soluciónde lavado.

III. 2. 2. 2. Electroforesis en gelesde poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE)utilizando un PhastSystem~

Lasfraccionescaseinicasde la lechedevacapurificadaspor FPLC,junto
con las caseínastotalesde la leche de vaca, se sometierona electroforesisen
un gel de poliacrilaniida con dodecil sulfato sódico(SDS-PAGE),utilizando
un aparatoPhastSystemíAl.

El aparato de electroforesisPhastSystemw,constade una unidad de
separacióny control y de unaunidad dereveladoparala tinción y lavado de
los geles. Esta técnica permite controlar automáticamentetodas las
operacionesde la electroforesisdotándolasdeunarapidez,reproducibilidady
capacidadde resoluciónaltas.

Considerandoque la movilidad electroforética de las proteínas es
proporcional al voltaje y al tiempo aplicado,y dadala gran variabilidadque
ésteexperimentaa lo largodel tiempo,el aparatoseprogramaenvoltios-hora.
Paraello, disponede un integradorque íntegralos voltios en el tiempo. Los
voltios-horasonunamedidade la extensiónde ¡a migraciónproteicaenel gel.

La electroforesisserealizósiguiendolas instruccionesdel fabricantepara
separacionesen geles de poliacrilaniida homogéneoscon dodecil sulfato
sódico(protocolonúmero 111), deacuerdoa la técnicadescritapor Laemnili
(1970),y quesedetallaenel apartado111.2.2.1.
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Tampones,gelesy solucionesempleadas:

1.- Tampónparasolubilizarlasmuestras

Secomponede:

Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0 4,575 ml
SDS{20%) 0,75 ml
13-mercaptoetanol 0,3 ml
Azul debromofenol(0,05 %) 0,375 ml

2.- Gel

El gel seobtuvoya preparadode Pharmacia.Es un polímerohomogéneo
depoliacrilamidaal 12,5%, unidoa un soportetransparentedepoliéster.

3.- Tampóndeelectroforesis

Es un gel sólido de agarosa(2 %) que contiene:0,2 M Tricine, 0,2 M

Tris, 0,55% de SDS,pH 8,1.Seobtuvoya preparadode Pharmacia.

4.- Soluciónde tinción

a) Inicial:

Se disuelve1 pastilladeazulbrillante de Coomassie(R-350)en80 ml de
aguadestiladay semantieneen agitacióndurante10 minutos.A continuación,
seañaden120 ml demetanoly la disoluciónseagitadurante3 minutos.

b) Final:

Semezcla1 partede solucióninicial con 1 partede unasoluciónde ácido

acéticoal 20 %enaguadestilada.
5.- Soluciónde lavado

La solución de lavado se componede ácido acético (10 %), alcohol
mnetílico(30 %) y aguadestilada(60 %).

Preparación de lasmuestras:

Las fraccionescaseinicaspurificadaspor FPLC y las caseínastotalesde
la leche de vaca se disolvieron en el tampón de solubilización a una
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concentraciónde5 mg/ml y semantuvieronen disolución durante60 minutos
a 200C.A continuación,sedepositóautomáticamente1 VI de cadasolución (5
gg deproteína)enel gel.

Condicionesde la separaciónelectroforética:

Lascondicionesqueseprogramaronenel aparatofueron: 250 V, 10 mA,
3 W a 1 50C para1 Vb (voltiohora). Durantela aplicaciónde lasmuestrasen el
gel, secambiómomentáneamentela intensidadde corrientede 10 mA a 1 mA,
tras lo cual se establecieronde nuevo las condicionesque se habíanfijado
iniciahnente.La electroforesisduró70 Vh.

Tinción delgel:

Finalizadala electroforesis,el gel se sumergióen la soluciónde teñido,
dondesemantuvo8 minutosa 500C.La eliminacióndel coloranteno fijado se
realizóconla soluciónde lavado.

III. 2. 2. 3. Electroforesis nativa en geles de poliacrilaniida con urea
(UREA-PAGE)

Las fracciones caseinicaspurificadas comercialmentejunto con las
caseínastotalesde la lechede vaca,sesometierona electroforesisnativaen un
geldepoliacrilamidaconurea(UREA-PAGE).

Estatécnicapermitesepararlas proteínasde unamuestraen función de
sucargay de su tamañomolecular(Dunn, 1993). El tampónde electroforesis
tiene un pH de 8,3, quehaceque las caseínasesténcargadasnegativamente
permitiendosumigraciónal ánodo.La electroforesisse realizóde acuerdoa la
técnicadescritapor Akroyd, (1968).

La ureaqueseincluye enel tampónparasolubilizarlasmuestrasy en el
geldeelectroforesis,produceunadesnaturalizaciónde lasproteínasal originar
una pérdida de su conformaciónnativa. De estaforma, se incrementala
solubilidad de las proteínasminimizando la formación de agregadosque
impiden su separación. A diferencia de las electroforesis en geles de
poliacrilamidacon SDS (SDS-PAGE), las muestrasno se tratan con calor,
puesla ureadel tampónde solubilizaciónformacon el calor, ionescianatoque
reaccionancon los grupos amino de las proteínas. Estas reaccionesde
carbamilaciónprovocanmodificacionesde las cargasproteicasdandolugar a
electroforesisanormales.
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La electroforesisrealizadase denomina “electroforesiszonal”, porque
utiliza un gel fabricadocon un solo tampón y por ello su concentraciónde
poliacrilamidaesuniforme(sistemaen continuo).A pesarde quesucapacidad
de resoluciónes baja, si se comparacon otras técnicaselectroforéticas,las
principalesventajasde esteprocedimientosonsurapidezy simplicidad.

Tampones,gelesy solucionesempleadas:

- Tampónparasolubilizarlas muestras

Es un tampóndeUrea 7 M

2.- Gel

Se componede dos soluciones,A y B.

SoluciónA

:

Constade:

Tris-base
HCl1N
Agua destilada

SoluciónB

:

Secomponede:

18,15 g
24 ml
26 ml

Acrilainida
N, N’-metilen-bisacrilamida
Agua destilada

Gel

:

SoluciónA
SoluciónB
Urea
Agua destilada
Persulfatoamónico
TEMED

15 g

0,4 g
hasta 50 ml

5
lo
11,5
20

5
46

ml
ml

g
ml
ml



MATERIALES Y MÉTODOS 70

3.- Tampóndeelectroforesis

Contiene:

Tris-base
Glicina
Agua destilada

1,5 g
7,2 g

hasta 2,5 1

4.- Solucionesde tinción y lavado

Sucomposiciónessimilar a la descritaenel apartado111.2.2.1.

Preparaciónde las muestras:

Lasfraccionescaseinicascomercialesjunto conlas caseínastotalesde la
leche de vaca, se disolvieron en el tampón de solubilización a una
concentraciónde 10 mg/mI, depositándose15 ¡tI (150 gg deproteína)de cada
soluciónjunto con 2 V1 deazuldebromofenolenel gel.

Preparación delgel:

Una vez mezcladoslos componentesdel gel, la soluciónseintrodujo en
un bañode ultrasonidosdurante20 minutosparadisolverconvenientementela
urea.A continuación,para evitar la presenciade burbujasde aire en el gel,
éste se desgasificódurante 5 minutos, antes de añadir el TEMED y el
persulfatoamónico.

Los recipientes
desgasificadadel gel,
peine que forma los
mantuvodurante 1 h
pararealizarla electroforesis.

de formación de geles se llenaron con la solución
dejando 1 cm en su extremosuperiorparaintroducir el
pocillos donde se depositanlas muestras.El gel se
a 370C paraque polimerizara,tras lo cual quedó listo

Condicionesde la separaciónelectroforética:

La electroforesisserealizómanteniendoconstanteel voltaje a 50 y en
un período de preelectroforesis,que duró 10 minutos, y seguidamenteel
voltaje se modificó, fijándolo en 200 V. A continuación,se dejó correr la
electroforesisdurante3 horasy unavez finalizada,seextrajoel gel.

Tinción delgel:

Terminadala electroforesis,el gel sesumergióenla soluciónde teñido,
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dondesemantuvodurante90 minutosa 370C. La eliminacióndel coloranteno

fijado se realizóconla soluciónde lavado.

111.2.3.PRODUCCIÓNDE ANTICUERPOSMONOCLONALES

Parala obtención de los anticuerposmonoclonalesse siguió la técnica
descritapor Kóhler y Milstein, en t975. Estosanticuerpos,a diferenciade los
policlonales,procedende un único clon de linfocitos B y por tanto, al ser su
afinidady especificidadidénticas,constituyenun reactivohomogéneodel que
puededisponersede forma ilimitada.

La obtenciónde los anticuerposmonoclonalesse realizó en las etapas
quesedescribenacontinuación(Figura111. 1.):

III. 2. 3. 1. Pauta de inmunización

La inmunizaciónde los ratonesBalb/c de 6 semanasde edady de 20-25
g depeso,comenzóconla inoculaciónintraperitonealdel inmunógeno(100 Vg
de J3-caseinade la leche de x’aca, obtenidade acuerdoal protocolodescritoen
el apartado111.2.1.2)emulsionadoen una mezclaa partesiguales(0,1 mi) de
AdyuvanteCompletode Freundy de suerofisiológico estéril (0,85 % de NaCí
p/v). Las inoculacionesse realizarondurante2 mesesa intervalos de 7 días
(Tabla Hl. 1.), sustituyendoa partir de la segundainoculación,el Adyuvante
Completode Freundpor el Incompleto.

Antes de la primera inoculación del antígenoy, para comprobarla
ausenciade reactividadde los animales frente al inmunógenoutilizado, se
realizóunasangríainicial (So). La sangreobtenidasemantuvo 1 ha 20”C para
facilitar la fonnacióndel coágulo. A continuación,se separócuidadosamente
el coágulode lasparedesdel tubocon la ayudade unaagujay se centrifugóa
3000 g durante10 min. El sueroobtenidosealicuotó en viales de 50 ¡II y se
congelóa - 200C hastasu utilización. Asimismo, a los 42 diasde la primera
inoculación se realizó una sangríaparcial (S

1) en el plexo retroorbitario del
ratón,conel fin deverificar la eficaciadelprocesode ininunizacion.

Para comprobarla producciónde anticuerposfrente a las caseínasde
vaca, se utilizó la técnica del ELISA indirecto (111.2.5.1), empleandolos
inmunosuerosresultantesde las sangríasparcialesrealizadasa los ratones.Los
valores de absorbancia obtenidos con las muestras de inmunosueros,
demostraronqueel titulo de los sueroserasuficienteparaprocedera la sangría
final de los ratones.



72MATERIALES Y METODOS
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Tabla fiL 1. Patita de inmunización de los ratones por inoculación
intraperitoneal de la 13-caseínade la lechede ‘vaca

Días ¡3-caseína SFE
(mg) (mI)

o
7
14
21
28
35
42
45
49’
50,
55
62
68
69
712

742

81
88
95
1023
1033

0,1
0,1
0,11
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1
0,1
0,1
0,1

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1
0,1

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

0,2
0,2
0,1
0,1

0,1
0,2
0,2
0,1
0,1

0,2
0,2

SFE: Suerofisiológico estéril(NaCí al 0,85%p/v)
ACF: AdyuvanteCompletodeFreund
AIF: AdyuvanteIncompletodeFreund
(1): Sólo ratón 1
(2): Sólo ratón 2
(3): Sóloratón3

S~. Sangría inicial
S~: Santa día 45
Si Santa día 68
Si Sangría día 95

ACF
(mi)

AIF
(mi)

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1
0,1

0,1

0,1
0,1

Sangría

So

SI

52

53
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III. 2.. 3. 2. Fusión celular

Se basa en el mecanismode producciónde “hibridomas” descrito por
Kóhler y Milstein en 1975, y por el que obtuvieron el Premio Nobel de
Fisiologíay Medicinaen 1984. La técnicasebasaen la fusión de linfocitos B,
que procedendel bazo de un ratón inmunizado,con células de míeloma de
ratón(célulastumoralesde médulaósea,que crecenindefinidamenteen un
mediode cultivo celular).Las célulasresultantesde la fusión de los linfocitos
del bazoy de las célulasde mieloma,denominadas“hibridomas”, heredanla
capacidadde producir anticuerposdel linfocito, y la capacidadde sobrevivir
“in vitro” delmieloma.

Para realizar la fusión celular, cuatro días después de la última
inoculacióndel antígeno,el ratónquesehabíaseleccionadopor presentaruna
mayor concentraciónde inmunoglobulinasen el suero, se sacrificó mediante
dislocacióncervical. A continuación,se procedióa la extracción del bazoy
éstesetroceó y disgregópresionandolos distintosfragmentosresultantescon
un émbolo de jeringa sobre una rejilla estéril de nylon. Los linfocitos así
obtenidosseresuspendieronen 10 ml de un mediode cultivo celular RPMI

IiRPMI-1640 + L-Glutamina(1 %) + Penicilina-Estreptomicina10.000UlIml
(1 %)] y la suspensióncelularresultantese centrifugóa 400 g durante5 mm.
Una vez terminada la centrifugación, se elinúnó el sobrenadantey el
sedimentocelularse resuspendióen 10 ml del medio RPMJ, y de éstos,se
tomó unaalícuotaparateñirlacon unasoluciónde tripán azul (0,2 %) y ácido
acético (1 %) en un tampón fosfato salino (PBS, pH 7,2). Finalmente,se
realizó el recuentode las células al microoscopioutilizando una cámarade
Neubauer.

Lascélulas de nijelomade ratónque seemplearonen la fusión (P3X63-
Ag 8.653), permanecíanconservadasen criotubos a una concentraciónde
5x106 células/mí, congeladasa -1960C en nitrógenolíquido. Las células se
descongelaron6 días antes de la fusión en un baño termostatadoa 370C,
repartiéndoseen frascosde cultivo celularen alicuotasde 0,5 ml de volumen,
a los que se añadían20 ml de CRPMI [RPMI-1640 + FCS (15 %) + L-
Glutamina(1 %) + Penicilina-Estreptomicina10.000 UI/mí]. Con objeto de
revitalizarlascélulas,los frascosseincubaranen unaestufade cultivo celular
a 370C con un 5 % de CO

2 durante48 h. Una vez que las células se
encontrabanenfasede crecimientologarítmico,viéndoseunamonocapacomo
imagenmicroscópicadel cultivo celular, las células se despegaroncon una
pipeta de las paredes del frasco, y se centrifugaron a 400 g durante 5 mm.
Terminadala centrifugación,seeliminó el sobrenadantey el sedimentocelular
se resuspendióen 10 ml del medio RPMI, y despuésde una segunda
centrifhgacióna 400g durante5 mm, de nuevoseeliminó el sobrenadante,y
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las célulasse resuspendieronen el mismomedio.Posteriormente,se tomó una
alicuota que se tiñó con una solución de tripón azul (2 %) y ácidoacético
(1 %) en PBS, y cuando las células se habían teñido, éstas se contaron con una
cámara de Neubauer al microscopio.

A continuación,semezclaronen un tubo de centrífugala suspensiónde
linfocitos y la de célulasdemieloma enunaproporciónde 5:1, y la mezclase
centrifugó a 400 g durante5 mm. Terminadala centrifugación,se eliminó el
sobrenadante,y el sedimentocelular resultanteseresuspendióen RPMI. El
proceso se repitió dos veces más, dejando tras la última centrifugaciónel
sedimento celular bien escurrido.

La fusión de los linfocitos y de las células de mieloma de ratón, se
realizó en presenciade polietilenglicol 1500 MW (PEG). El PEGfusionalas
membranas plasmáticas adyacentes, formando una única célula con dos o más
núcleos. Estos núcleos permanecenhasta que las membranasnuclearesse
disuelven antes de la mitosis. Para la fusión, se añadió al sedimento celular
(mezcla de linfocitos y de células de mieloma) 1 ml de PEG calentado
previamente a 370C durante 1 minuto. Después de agitardurante30 segundos,
se añadió 1 ml de medio RPMI durante 1 minuto. En los 3 minutos siguientes,
se añadieron 3 ml de RPMI, y pasado ese tiempo,seañadieron16 ml deRPMI
durante6 minutos.La suspensióncelularresultante,seincubó en unaestufade
cultivo celular a 370C con un 5 % de CO

2 durante15 minutos. Despuésde
centrifugar una vez más la suspensióncelular a 400 g durante 15 mm, el
sedimentocompuestode linfocitos, células de mieloma e hibridomas se
resuspendióen50 ml de CRPMJIjRPMl-1640 + FCS (15 %) + L-Glutamina(1

+ Penicilina-Estreptomicina10.000UI/mí], suplementadoconun promotor
de crecimientocelularBM al 10 %. A continuación,el medioquecontenialas
célulassedistribuyóen6 placasde cultivo estérilesde 96 pocillos. Lasplacas
seincubaron 12 h en unaestufade cultivo celulara 37

0C y con un 5 % de
CO

2.

III. 2. 3. 3. Selecciónde los bibridomas

Se realizó según el protocolo descrito por Littlefield (1964). Para que los
hibridomasresultantesde la fusión celular puedancrecer en el medio de
cultivo, espreciso eliminar las células de mieloma. Para ello, las células de
mielomaqueseemplearonen la fusiónfueronpreviamenteseleccionadaspara
que tuvieran afuncional una enzima denominada hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa(HGPRT), que intervieneen unaruta de recuperación
de las bases púricas. Si además, añadimos una sustancia denominada
amninopterinaen el medio de crecimientode los hibridomas,éstabloqueala
ruta biosintéticaprincipal de los ácidos nucleicos.Por tanto las células de
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mielomamorirán, puestoque carecende la capacidadde sintetizarmaterial
genético,ya seapor la ruta principal que estábloqueada,como por la ruta
alternativade la quecarecen,al no tenerla enzimanecesaria.Sin embargo,las
células de hibridoma no muerenal contenerde los linfocitos, el gen de la
HGPRTintacto, disponiendode la enzimafuncional (Figura111.2.).

Por consiguiente,unavez que lasplacasse incubaron12 henunaestufa
a 370C con un 5 % de CO

2, seañadióa cadauno de los pocillos de lasplacas
de cultivo celular, J00 pl de un medio selectivo HAT (Hipoxantina-
Aminopterina-Timidina)al 2 %. Las células se mantuvieronen este medio
durante14 días, despuésde los cuales,seprocedióa sustituirel medio fIAT
por otro medio selectivo HT (Hipoxantina-Timidina)al 2 %. Despuésde
mantenerlas célulasduranteunasemanaen medio HT, éstese sustituyópor
CRPMI.

MIELOMA (HGPRT afuncional) LINFOCITO B

MIELOMA (HGPRT afuncional)

Célula no viable
(CRPMI+HAT)

Luta de Recuperacij?1

Célula viable
(CRPMI÷HAT)

Célula no viable
(CRPMI)

LINFOCITO B

*

* uta de Recu eració

Célula no viable
(CRPMI÷HAT)

Figura hL2. Mecanismode selecciónde las célulasresultantesde la fusión
entrelos linfocitos y lascélulasde mielomade ratón(P3X63-Ag
8653) utilizando la aminopterina, de acuerdo al mecanismo
descritopor Littlefield (1964).

FUSIÓNCELULAR

Célula viable
(CRPMI)

HIBRIDOMA
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Una vez realizadala fusión, con independenciadel medio en que se
mantienen las células, es preciso eliminar los productos de deshecho
segregadospor las células en el medio y restituir los nutrientesque éstas
requierenensucrecimiento.Paraello, seelimina la mitaddelmediode cultivo
de cada pocillo (tOO ¡tI) utilizando una micropipeta automática, y a
continuación,sereemplazacon medio fresco(100 pl). Esta “alimentación” de
las célulasse efectúaen condicionesnormalescadados días, aunquesi las
célulascrecenrápidamentey el cultivo sedensifica,esprecisorealizarlacon
mayorfrecuencia.

III. 2. 3. 4. Evaluaciónde los bibridomas

Dos semanasdespuésde la fusión celular, seprocedióa evaluaren los
sobrenadantesde los pocillos la presenciade anticuerposproducidospor los
hibridomas frente a las caseínasde vaca. Para este análisis, se tomaron
alicuotas del medio de crecimiento de los hibridomas para detectar la
presenciade dichos anticuerposutilizando una técnica de ELISA indirecto
(111.2.5.1).En estatécnica,el antígeno(caseínade vaca)sefija en los pocillos
de una placa de ELISA de 96 pocillos y a continuación, se añade el
sobrenadantede los pocillos en los que se encuentranlos hibzidomas. Los
anticuerposproducidospor los hibridomasque seunena las caseínasfijadas
en los pocillos, son detectadospor un segundoanticuerpomarcadocon una
enzimaque al reaccionarcon su sustratoespecifico, produceuna reacción
colorimétricaquepermitela cuantificaciónde la uniónantígeno-anticuerpo.

Dos díasdespuésde la identificación de los hibridomasque producían
los anticuerposfrente a las caseínasde vaca, seutilizó de nuevola técnicade
ELISA indirecto, para seleccionar aquéllos que produjesen anticuerpos
específicosfrente a las caseínasde vaca, sin presentarreaccionescruzadas
frentea lascaseínasdeovejao cabra.

III. 2. 3. 5. Clonación de los hibridonias

Una vez identificados los hibridomasproductoresde los anticuerpos
específicosfrente a lascaseínasde vaca, tenemosque asegurarsu crecimiento
establea lo largo del tiempo. Los pocillos de las placasde cultivo suelen
contener más de un clon de hibridomas. Muchos de estos clones poseen un
material genético inestable que impide que produzcan anticuerpos, y si estos
clones sobrecrecen,sepuedenperderaquélloshibridomasque producíanlos
anticuerposmonoclonalesde interés.Mediantela donación,sepretendediluir
la mezclainicial de cloneshastaconseguiraislar unacolonia de célulasque
proceda de un solo clon del hibridoma productor del anticuerpo, y poder
asegurarasí la secreciónestabledelanticuerpo.
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Para realizar la donación, se empleó la técnica de dilución límite descrita
por Harlow y Lane (1988). Una vez identificados los hibridomas productores
de los anticuerpos específicos frente a las caseínas de vaca, se tomó un
volumen inicial del medio donde crecíanlos hibridomas,que conteníaun
númeroconocidodecélulas.Estevolumendemediocelularserepartióen una
placa de 96 pocillos, distribuyéndolode tal modo, que empezandopor la
primera columnase depositóun númeroinicial de células por pocillo y, a
continuación,sehicierondilucionessucesivashastael final dela placa.

Si la donaciónesefectiva,enlas últimas columnasde la placase llegan
aencontrarconcentracionesde unasolacélulapor pocillo. Incluso si separte
de una suspensiónde origen unicelular, antesde distribuir el hibridomaen la
placadedonación,no haymuchasgarantíasde quelas coloniasno surgande
dos células que estabanjuntas. Por consiguiente,para generarel clon es
convenienterepetir la donación.Así, se repitió el procesotres veceshasta
demostrar,mediantela técnicadeELISA indirecto,quelos últimos pocillosde
la placaque conteníanun númeromenorde célulaserantambiénlos últimos
pocillos dondela reaccióncolorimétricateníalugar como consecuenciade la
actividaddelanticuerpo.

La densidadcelular es un factor crítico para el crecimiento de los
hibridomas.Durantela donaciónla densidadcelulardisminuye,y se enlentece
el crecimiento de los hibridomas. Por ello se recomienda(Goding, 1986),
añadir al medio de cultivo de los hibridomas, poblacionescelulares de
crecimiento lento con el fin de que aporten los factores de crecimiento
necesariosparala supervivenciay multiplicación de los hibridomas.Durante
la donaciónde los hibridomas,se añadierona cadapocillo unaconcentración
aproximadade 106 células procedentesdel timo de ratoneslactantesde la
estirpeBalb/c.

III. 2. 3. 6. Expansión y congelaciónde los hibridomas

Unavez aseguradoel origen unicelulardel clon delhibridomaproductor
del anticuerpoespecifico,se hicieron subcultivos en CRPMI suplementado
conun 10 % de BM, transfiriendolascélulasdesdelasplacasde 96 pocillosa
placas de 24 pocillos y de éstas a otras de 6 pocillos. Finalmente, se
transfirieron las células a frascos de cultivo de 80 cm2 de superficie. El
objetivo de crecer la línea celular era disponerde un volumen celular de
reservaparasucongelación.

Paracongelarlos hibridomas,éstos se recogieronutilizando unapipeta
pasteur de plástico estéril de los frascos de cultivo y a continuación, la
suspensióncelularsecentrifugóa400 gdurante5 minutos. Una vez tenninada
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la centrifugación, se eliminó el sobrenadantey el sedimento celular se
resuspendióenunasoluciónqueconteniaun 90 % de suerofetal bovino (CFS)
y un 10 % de dimetilsulfóxido (DMSO). La suspensióncelular con una
concentraciónde 5 x 106 células/mí, se alicuotó en criotubos, y éstos se
introdujeron en una caja de poliuretano, que se mantuvo en un arcón
congeladora -85’C. Posteriormente,los criotubos colocadosen pajuelas,se
introdujeronennitrógenoliquido (-1960C)parasuconservación.

III. 2. 3. 7. Obtención a gran escalade los anticuerpos monoclonales

Las célulasdel hibridomaproductorasde los anticuerposmonoclonales
específicosfrente a lascaseínasde la lechede vaca, se inocularonen un lote
de 10 ratones machos Balb/c de 10 semanasde edad, sensibilizados
previamentemediantela inoculaciónintraperitonealde 0,5 ml del Adyuvante
Incompletode Freund(AIF). Tres díasdespuésde la inoculacióndel AIF, se
inoculó intraperitonealmentea cada ratón 3 x 106 células del hibridoma
resuspendidasen 300 gí de un tampón fosfato salino estéril (PBS, pH 7,2).
Dos semanasdespuésde la inoculación de los hibridomas, se recogió el
líquidoascíticoproducidoen los tumores,y los anticuerpossegregadospor las
célulassepurificaronparcialmentepor precipitaciónconsulfato amónico.

III. 2. 3. 8. Tipificación de los anticuerpos monoclonales

La clasey la subclasedel anticuerpomonoclonalse detenninómediante
un ELISA sandwich,utilizando un inmunosuerocomercialobtenidoen cabra
frentea las inmunoglobulinasde ratón(Ig 01, Ig ~ Ig G

2b, Ig M e Ig A). En
estatécnica, en los pocillos de una placa de poliestirenose depositanlos
anticuerposcomercialesde cabra frente a las inmunoglobulinasde ratón. A
continuación,se añadea cadapocillo el anticuerpomonoclonalque sequiere
caracterizar.Posteriormente,los anticuerposquese hanquedadoancladospor
los de capturasedetectanal añadirun segundoanticuerpoobtenidoenconejo
de fonna inespecífica frente a todas las inmunoglobulinasde ratón. Este
anticuerpoestámarcadocon una enzimaque al reaccionarcon su sustrato
especifico,produceunareaccióncolorimétricaque permite la cuantificación
de la uniónantígeno-anticuerpo.

III. 2. 3. 9. Purificaciónparcialde los anticuerpos

La precipitación con sulfato amónico es uno de los métodos más
utilizadosparala separaciónde lasproteínasde unasolución acuosa.Cuando
seañadenconcentracioneselevadasde ionesamonioy sulfato,éstoscompiten
con las proteínasen su unión por el agua.De estaforma, las proteínasal
perdersu unión con las moléculasde agua,disminuyensu solubilidadlo que
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origina suprecipitación.La concentraciónde sulfato amónicomásconveniente
para precipitar anticuerposes del 50 %. Uno de los inconvenientesde
precipitar los anticuerposcon sulfato amónico es que los anticuerposasí
purificadosestáncontaminadospor otrasproteínasde alto pesomolecularque
quedanretenidasen los flóculosdelprecipitado.

La purificación parcial de los anticuerposmonoclonalesse realizó de
acuerdoa la técnica descritapor Harlow y Lane (1988). Paraello, 1 ml de
líquido ascítico se centrifugó a 3000 g durante 30 minutos. Una vez
centrifugadose recogió el sobrenadante,al que se añadió en agitación,un
volumen igual de unasolución saturadade sulfato de amonio4,1 M pH 7,4.
Seguidamente,la solución se mantuvo en reposoa 40C durante 12 h y se
volvió a centrifugar a 3000 g durante 30 mm para recuperar las
imnunoglobulinas precipitadas. Eliminado el sobrenadante, las
inmunoglobulinaspresentesen el sedimentose resuspendieronen 2 ml de un
tampónfosfato salino (PBS,de pH 7,2), y a continuación,se dializaronfrente
a PBS durante 12 h a 40C. Terminadala diálisis, las inmunoglobulinasse
alicuotaronenvialesde 2 mí, manteniéndosea -200Chastasu utilización.

III. 2. 3. 10. Determinación de la concentraciónde inmunoglobulinasdel
liquido asciticopurificado

Finalmente, para determinar la concentración del anticuerpo en el líquido
ascíticopurificado, seprocedióa medir la absorbanciadel mismo a 280 mii
utilizando el factor de conversióndescritopor Layne (1957), Harlow y Lane
(1988)y Peterson(1983),queestableceparalas Ig U, un valor de absorbancia
de 1,35, cuandola concentraciónproteicaesde 1 mg/ml.

El método para determinarla concentraciónproteica de una muestra
mediantela cuantificaciónde la absorbanciaa 280 ¡un, presentalas ventajas
frente a otros métodos convencionales,como el Lowiy o el Bradford
(111.2.3.1),de ser másrápidoy de no requerirla destrucciónde la muestra.La
técnicasebasaenmedir la absorbanciamáximadeunamuestraa 280nm, que
sedebeesencialmentea la presenciade tirosinay triptófano.

111.2.3. 11. Conjugación de los anticuerpos purificados con la
digoxigenina

La deteccióny cuantificaciónde un antígenoo anticuerpopor técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA), requierela utilización de anticuerposque están
conjugados a una enzima. Aunque la preparación de estos conjugados
generalmentese basa en la interacción covalente entre el enzima y el
anticuerpo(Nakaney Kawaoi, 1974>, en los últimos años se han utilizado
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otros sistemasde detecciónenzimáticosmássensibles.La conjugaciónde los
anticuerposa la biotina y su deteccióncon conjugadosde estreptavidinaha
sido uno de los sistemasmásutilizados (Bonnardy col., 1984). Sin embargo,
recientementesehanpropuestootrastécnicasque incrementanla sensibilidad,
y eliminan la inespecificidadde la señal,queen ciertoscasos,se asociabaal
sistemabiotina-avidina.En este trabajo, los anticuerposse conjugaron a la
digoxigeninasiguiendoel protocolosdescritopor Zischlery col., (1989). Los
anticuerposconjugadosa la digoxigeninasedetectaroncon los fragmentosde
la regiónvariablede anticuerposcomerciales(Fai), obtenidosen ovejafrentea
la digoxigeninay conjugadosaunaenzima.

La digoxigeninaes unamoléculade bajo pesomolecular. Debido a su
pequeñotamaño molecular, su unión con el anticuerpoes másestableque
cuandoéste se conjuga directamentecon una enzima.Además,el pequeño
tamañode la digoxigeninapermitequecadaimnunoglobulinaseunaa varias
moléculas de digoxigenina, y por consiguiente, facilita que a cada
inniunoglobulinaconjugadase unanvarios anticuerposanti-digoxigenina.De
estafonna,la estequiometríade la reacciónentrelos dos anticuerpospermite
detectarel antígenocon una sensibilidadmayor. La unión de la digoxigenina
conel anticuerpoesfácil de realizar,y presentala ventajade queel anticuerpo
no pierdela especificidadpor el antígeno.

En la conjugación de los anticuerpos se empleó un éster de la
digoxigenunadenominadoN-liidroxisuccinimidadigoxigenina-3-O-succinil-c-
aminocaproato,queseresuspendióen dimetilsulfóxidoaunaconcentraciónde
2 mg/ml. Seguidamente,los anticuerpospurificados se disolvieron en un
tampónPBS de pH 7,2, a una concentraciónde 1 mg/mi, y la solución de
digoxigenina se añadió a la del anticuerpo, en una relación molar
digoxigeninalanticuerpode 10:1. La mezclaresultanteseincubódurante2 h a
temperaturaambientecon agitaciónsuave.Paraeliminar la digoxigeninalibre
se empleóuna técnicade cromatografíade filtración en gel, utilizando una
columna de SephadexG-25. En primer lugar, se equilibró el relleno de la
columnacon 30 ml del tampón PBSy acontinuación,sedejó pasarla mezcla
digoxigenina-anticuerpo.La elución del anticuerpo conjugado y de la
digoxigeninalibre se hizo con el tampónPBS, recogiendofraccionesde 0,5
ml. Posterionnente,se midió la absorbanciade las fraccioneseluidasa 280
mn. La lectura de los valoresobtenidosdemostróla existenciade dos picos,
quesecorrespondíancon el anticuerpoconjugadoy la digoxigeninalibre. Los
anticuerpospurificadosy conjugadosse alicuotaronconservándosea -200C,
hastael momentode suutilización.
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111.2.4.OBTENCIÓN DE ANTICUERPOSPOLICLONALES

A diferencia de los anticuerpos monoclonales, los anticuerpos
policlonales son una mezcla heterogéneade anticuerposprocedentesde
muchos clones de linfocitos B, y por ello, reaccionanfrente a distintos
detenninantesantigénicos.Estos anticuerpos,se encuentranen el suero de
animalesde laboratorioqueestánsometidosa la exposicióncontinuadade un
antígeno,y por ello, su disponibilidadeslimitada.

El hechode quela afmidady la especificidadde estosanticuerpossean
variablessegúnlos lotesde animalesempleadosen la inmunización, obliga a
purificar los inniunosueros, mediante técnicas de purificación largas y
costosas.Sin embargo,el bajo costede su obtenciónhace en ciertoscasos
convenientesuobtención.

III. 2. 4. 1. Pautadeinmunización

Para la producciónde imnunosueros,se empleóun lote de 3 conejos
machosde razaneozeolandesa,de 2,5 Kg de peso.El Lote se inoculó con la
fracción j3-caseinade la lechede vaca,purificadapor FPLC segúnsedescribió
en el apanado111.2.1.2.

La inmunizacióncomenzócon la inoculaciónintradérmica,repartidaen
varios lugaresdel dorso, del antígeno(5 mg) emulsionadoen una mezclaa
partes iguales (0,5 mí) de Adyuvante Completo de Freund y de suero
fisiológico estéril(NaCí al 0,85% p/v). Las dosissiguientesseinocularonvía
intramuscular,duranteun periodo de 4 mesesa intervalos de 7 días(Tabla
111.2.), sustituyendo,a partir de la segundainyección,el AdyuvanteCompleto
deFreundporel Incompleto.

Antes de la primera inoculación del antígeno y para comprobar la
ausenciade reactividadde los animalesfrente a dicho antígenoutilizado, se
realizó una sangríainicial (se). Asimismo, a los 45, 66, 88 y 108 díasde la
primerainoculación,se realizaronsangríasparcialesde la arteriacentralde la
oreja, con e] fin deverificar la eficaciadel procesode inmunización.

Para comprobarla producciónde anticuerposfrente a las caseínasde
vaca, seutilizó la técnicadel ELiSA indirecto, empleandolos inmunosueros
procedentesde las sangríasparcialesrealizadasa los conejos.Los valoresde
absorbanciaobtenidoscon las muestrasde inniunosuero,demostraronque el
titulo de los sueros era suficiente para procedera la sangríafinal de los
conejos.
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lóbla 111.2. Pautade inmunizaciónde los conejospor
caseínade la lechedevaca

inoculaciónde la (3-

Días (3-caseína
(mg)

Inoculación
(mi)

SFE
(mi)

ACF
(mi)

AIF
(mi)

Sangría

0 5 ID 0,5 0,5 —

10 5 IM 0,5 — 0,5
31 5 IM 0,5 0,5
38 5 IM 0,5 — 0,5
45 5 IM 0,5 0,5
54 5 ID 0,5 — 0,5
59 5 IM 0,5 — 0,5
66 5 IM 0,5 — 0,5
73 5 IM 0,5 — 0,5
77 5 IM 0,5 0,5
88 5 IM 0,5 — 0,5 53
94 5 IM 0,5 — 0,5
101 5 IM 0,5 — 0,5
108 5 IM 0,5 — 0,5
111 — — — — SE

ID: Intradénnica
IM: Intramuscular

SFE: Suerofisiológico estéril
ACF: AdyuvanteCompletode Freund S~:
AIF: AdyuvanteIncompletodeFreund52:

5,:

Sangríainicial
Sangríadía45
Sangríadía66
Sangríadía88
Sangríadía 108
Sangríafinal

III. 2. 4. 2. Sangríafinal

A los 111 díasdel comienzodel procesode inmunizacióny una vez
comprobadoque el título de los inmunosueroserael adecuado,se efectuó la
sangríafinal de los animales. Para ello, se anestesiaronlos animales via
intravenosaen la vena marginal de la oreja con pentobarbital(35 mg/Kg de
peso).A continuación,se colocaronsobreuna mesaen posiciónde decúbito
supino, imnovilizándoles las cuatro extremidadesy seguidamente,se les
introdujo unaaguja(18G) enteel cuartoy el quinto espaciointercostalde la
región torácica. Cuandola aguja ya estabaen posición intracardiaca,se fue
recogiendoel plasma sanguíneoen tubos de vidrio hasta el desangrado
completodelanimal.
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III. 2. 4. 3. Obtencióny conservacióndel suero

La sangreobtenidasemantuvodurante3 h a temperaturaambiente,para
facilitar la formacióndel coágulo.A continuación,se separócuidadosamente
el coágulode lasparedesde los tubosconayudade unaespátulay semantuvo
a 40C durante18 h parafavorecersu retracción.El suerosetransvasóa tubos
de centrífugay secentrifugódurante20 mm a700g aunatemperaturade 40C.
El sobrenadanteobtenido,sefiltró a travésde un filtro de 0,45 ~m de tamaño
de poro, y se alicuotó previa adición de rAda de sodio (0,01 % p/v). Las
fraccionesalicuotadasen viales seconservaronencongelacióna -200C, hasta
el momentode su utilización.

III. 2. 4. 4. Purificaciónparcialde los inmunosueros

Se procedióapurificar los ininunosuerosobtenidosfrentea la [3-caseína
de la lechedevacamediante precipitación selectiva con sulfato amónico al
50 %, deacuerdoal protocolodescritoenel apartado111.2.3.8.

111.2.5.TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS

III. 2. 5. 1. TécnicadelELISA indirecto

En estatécnica,los antígenosde la muestrase fijan por adsorciónpasiva
a una superficieinerte (placasde poliestirenode 96 pocillos). Seguidamente,
se añadenlos anticuerposespecíficosque al reconoceral antígenoquedan
unidos a él. Despuésde un lavado que elimina las moléculasque no han
reaccionado,aquellosanticuerposquehanquedadounidosal antígenofijado a
la placase detectanpor un segundoanticuerpomarcadocon una enzima.Se
lava de nuevola placa,y seañadea continuaciónel sustratode la enzima,y
ambosal reaccionarproducenun compuestocoloreado.La intensidadde color
quese produceen la reacciónesproporcionala la concentracióndel antígeno
de la muestra.

Antígenos:

Como antígenosse emplearonlechesy quesoscuya procedenciase
indicaen el apartado111.1.3.1.

Se prepararondos tipos de mezclasde lechecruda, unade vaca/ovejay
otra de vaca/cabra,añadiendoa las leches de oveja o cabra cantidades
crecientesde lechesde vaca(0,5; 1, 2,5; 5, 10, 15, 25, 50, 75 y 100 %).

Asñnismo,se preparóunamezclavaca/ovejacon leche de oveja a la que se
añadíancantidadescrecientes(0,5; 1, 2,5; 5, 10, 15, 25, 50, 75, y 100 %) de
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lechesde vacacomercialestratadastérmicamente(pasteurizada,esterilizaday
UHT).

La identificación del origen animal de una leche en quesoshubiera
requeridouna elaboracióncontroladade los quesosa partir de las mezclas
lácteasque se hubieranpreparadopreviamente.Sin embargo,y dado que
carecíamosde la infraestructuranecesariapara su realización, se procedió a
prepararlas muestrasutilizando quesosadquiridosen centroscomerciales.
Comoestándaresse emplearonquesosgenuinoselaboradosa partir de leche
de vaca, oveja o cabra y, las mezclasseprepararonincorporandoen quesos
genuinosde oveja o cabra, cantidadescrecientesde quesosde vaca (0,5; 1,
2,5; 5, 10, 15, 25, 50, y 100 %). Los extractos de queso (25 g) se
homogeneizaronen500ml de tampónPBS,pH 7,2. Paraeliminar la grasa,los
homogeneizadosse filtraron por lana de vidrio, y posteriormente, se
alicuotaron en fracciones de 1 mí, manteniéndose a -200C hasta su
utilización.

Anticuerpos:

Seutilizaron los anticuerposmonoclonalesanti-13-caseínade la leche de
vacaobtenidosen ratonesy purificadosparcialmentemedianteprecipitación
selectivaconsulfato amónicoal 50 %.

Conjugado:

Se empleó un conjugadocomercial de anti-inimunoglobulinasde ratón
obtenidasenconejoy marcadasconperoxidasade rábano.

Tamponesy reactivos:

1.- TampónPBS

Secomponede:

NaCí 0,14 M
Na

2HPO4.12H20 8,1 mM
KH2PO4 1,5 mM
KCI 2,7 mM
pH 7,2
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2.- TampónPBST

Sepreparacomoel tampónPBSy se le añadeun 1 %de Tween20, si es
paradiluir los anticuerposy un 5 %, si esparalavarlasplacas.

3.- Sustrato

Se preparóresuspendiendoel ácido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina
sulfónico (ABTS), a unaconcentraciónde 1 mg/ml en un tampóncomercial
(Boebringer)queconteníaperboratosódico,ácido cítricoy Na2HPO4.

4.- Soluciónde tapizado

Sepreparóresuspendiendogelatinaal 1 % en el tampónPBS.

MetodologíadelELISA indirecto:

Los pocillos de unaplacade ELISA (Nunc) se sensibilizaroncon 100 ~il
del antígenocorrespondiente,diluido enPBS y la placase incubó durante1 h
a 37

0C, tras lo cual selavó 6 vecescon tampón PBST. A continuación,para
tapizarlaszonasdelpocillo en lasqueno sehubieraadsorbidoel antígeno,se
añadieronacadapocillo 200 gí de gelatinaal 1 % entampónPBS. La placase
mantuvo30 minutosa 370C y los pocillos se Javaron6 vecescon tampón
PBST paraeliminar el excesode gelatina. Seguidamente,seañadierona cada
pocillo 100 gí del anticuerpomonoclonalanti-caseínade leche de vaca,
diluido en tampónPBST y la placa se incubó en un agitadorde placasde
ELISA durante 1 hora a temperaturaambiente.Finalizadala incubación,los
pocillosselavaronde nuevo 6 vecescontampónPBSTparaeliminar aquellos
anticuerposque no hubiesenreaccionado.A continuación,se depositaronen
cadapocillo 100 gí del conjugadodiluido en tampón PBST, y de nuevo, la
placasemantuvoen el agitadordurante1 h a temperaturaambiente.Tras lavar
los pocillos 6 vecescon aguadestiladaparaeliminar los restosde conjugado
libre, seañadieronacadapocillo 100 jil del sustrato,manteniendola placaen
el agitador durante 15 minutos a temperaturaambiente. El color verde
resultantede la degradacióndel sustratopor la enzima,secuantificómidiendo
la absorbanciade cadapocillo a 405 nm en un lector espectrofotométricode
placasdeELISA.

En la pruebase realizaronlos siguientescontroles:
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- Controldel antígeno:gelatina+ anticuerpo+ conjugado+ sustrato

- Controldel anticuerpo:antígeno+ gelatina+ conjugado+ sustrato

- Controldel conjugado:gelatina+ conjugado+ sustrato

- Control del sustrato:gelatina+ sustrato

Si la absorbanciaa 405 mii de alguno de los controles era mayor de
0,150,el experimentoseconsiderabanulo.

III. 2. 5. 2. Técnica del ELISA indirecto utilizando el sistema de
amplificaciónbiotina-avidina

La diferenciaentreestatécnicay la técnicadel ELISA indirecto descrita
en el apartado111.2.5.1., radicaen el empleode anticuerposconjugadosa la
biotinay en sudetecciónpor un conjugadocomercialde avidinamarcadacon
unaenzima(111.2.3.11).El hechode conjugarlos anticuerposa la biotina para
su detecciónposteriorcon la avidina,sedebea la gran afinidad(10’~ M’) que
tienela avidina por la biotina. El complejoquese formapor la unión avidina-
biotinapenniteamplificar la sensibilidadde lasreaccionesinmunoenzimáticas
(ELISA). En una primera fase, el pequeñotamaño molecularde la biotina
favoreceque por cadaininunoglobulinase unan variasmoléculasde biotina.
Posteriormente,al contenerla avidina varioslugaresde unión con la biotina,
permitequepor cadaimnunoglobulinaconjugadaa la biotina se unanvarias
moléculasde avidína.Porconsiguiente,la estequiometríade la reacción(1: 4),
permitedetectarla moléculadelantígenoconunasensibilidadmayor.

Como antígenosse emplearonlas fraccionescaseinicaspurificadaspor
FPLC (111.2.1.2) que se caractenzaron parcialmente por SDS-PAGE
electroforesis(111.2.2.2).

En estatécnica,seutilizaron anticuerpospoliclonalesobtenidosen cabra
frente a las caseínasde vaca, purificados por cromatografiade afinidad y
biotinizadospor Rodríguezy col., 1993. Parasu desarrollo,se siguieronlos
mismos pasosy tiempos de incubación que los descritos para el ELISA
indirecto(111.2.5.1), conla únicadiferenciadeluso de un conjugadocomercial
de avidinamarcadaconperoxidasade rábano.
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III. 2. 5. 3. TécnicadelELISA competitivo

En estatécnica, el antígenose fija a una superficie sólida (placasde
poliestirenode 96 pocillos) a unaconcentraciónconocida.A continuación,se
añadeel antígenode la muestrao delpatrónjunto conel anticuerpoespecífico,
estableciéndoseunacompeticiónentreel antígenoañadidoy el fijado a la fase
sólida,en su unión por el anticuerpo.Cuantomayor seala concentracióndel
antígenode la muestra,másinhibida estarála unión del anticuerpoal antígeno
fijado a la superficie sólida. Depuésde un lavado que elimina todas las
moléculasque no hayan reaccionado,aquellos anticuerposque quedaron
unidos al antígenode la superficie sólida son reconocidospor un segundo
anticuerpomarcadocon unaenzima.A continuación,se añadeel sustratode la
enzima y ambos al reaccionar provocan la formación de un compuesto
coloreado. La intensidad de color que se produce en la reacción es
inversamenteproporcionala la concentracióndelantígenode la muestra.

Antígenos:

Paratapizarla superficiesólida de las placasse empleóuna [3-caseína
comercial de leche de vaca. Como muestras se utilizaron las mezclas
experimentalesde lechescrudasy quesosque sehan descritoen el apartado
111.2.5.1.

Anticuerpos:

Se utilizaron los mismos anticuerpos que en el ELISA indirecto

Conjugado:

Se empleó el mismo conjugadocomercial que en el ELISA indirecto
(111.2.5.1).

Tamponesy Reactivos:

El tampón PBS, el tampónPBST, el sustratoy la solución de tapizado
utilizados se prepararonde igual forma que los descritos en el apanado
111.2.5.1,

MetodologíadelELISA competitivo:

Los pocillos de unaplacade ELISA (Nunc) se sensibilizaroncon 200 ~±l
de una [3-caseínacomercialde leche de vaca, diluida en PBS y la placa se
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incubódurante1 h a 370C, tras lo cual se lavé 6 vecescon tampón PBST. A
continuación, para tapizar las zonas del pocillo en las que no se hubiera
adsorbidoel antígeno,seañadieronacadapocillo 200 u1 degelatinaal 1 % en
tampónPBS.La placasemantuvo30 minutosa 370Cy los pocillos se lavaron
6 vecescon tampónPBST paraeliminar el excesode gelatina.Seguidamente,
se añadierona cadapocillo 50 ~.ilde la muestraantigénicacorrespondiente
junto con 50 jtí del anticuerpomonoclonal anti-caseínade leche de vaca,
diluido en tampónPBST y la mezclasehomogeneizó,aspirandoy expulsando
el volumen líquido repetidasvecesconunapipetamulticanal.Posteriormente,
la placa se incubó en un agitador de placas de ELISA durante 1 hora a
temperaturaambiente.Finalizada la incubación, los pocillos se lavaron de
nuevo 6 vecescon tampónPBST para eliminar aquellosanticuerposque no
hubiesenreaccionado.A continuación,se depositaronen cadapocillo 100 ~tl
delconjugadodiluido en tampónPBST,y de nuevo, la placasemantuvoen el
agitadordurante1 h a temperaturaambiente.Tras lavar los pocillos 6 veces
con aguadestiladaparaeliminar los restosde conjugadolibre, seañadierona
cadapocillo 100 gí del sustrato,manteniendola placaen el agitadordurante
30 minutos a temperatura ambiente. El color verde resultante de la
degradacióndel sustratopor la enzima,secuantificómidiendola absorbancia
de cada pocillo a 405 tan en un lector espectrofotométricode placas de
ELISA.

En la pruebaserealizaronlos siguientescontroles:

- Controlsin 13-caseína:gelatina+ muestra+ anticuerpo+ conjugado+
sustrato.Si la absorbanciaa 405 mu de estecontroleramayorde
0,150, el experimentoseconsiderabanulo.

- Control sin muestraantigénica:[3-caseína+ gelatina+ anticuerpo+
conjugado+ sustrato.Esteesel valor máximodeabsorbanciay
mínimo de inhibición delanticuerpo.

III. 2. 5. 4. Técnicadel ELISA sandwich

En estatécnica,los anticuerposespecíficossefijan a una fasesólida y
actúancomoanticuerposde captuirade los antígenosproblema.Los antígenos
ancladossonreconocidospor un segundoanticuerpomarcadoconunaenzima.
La reacciónseponedemanifiestoporqueal actuarel enzimasobreel sustrato
se liberaun compuestocoloreado.
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Antígeno:

Comoantígenosseemplearonlos anticuerposmonoclonalesespecíficos
(IV.3).

Anticuerpos:

Como anticuerposde capturase utilizaron los anticuerposcomerciales
obtenidosencabrafrentea los distintosisotipos(Ig Gi, lg 62a, Ig GQb, Ig 03, Ig
M e lg A) de imnunoglobulinasde ratón. Los anticuerposde deteccióneran
anti-inmunoglobulinasde ratón obtenidasen conejo y marcadascon la
peroxidasade rábano.

Tamponesy reactivos:

Se emplearonlos mismosreactivosquese describieronen la técnicadel
ELISA indirecto (111.2.5.1),con la excepciónde la soluciónde tapizado,que
no seempleóen esteinmunoensayo.

MetodologíadelELISA sandwich:

Los pocillos de unaplacade ELISA (Nunc) se sensibilizaroncon 100 j~xl

de los anticuerpos de captura diluidos en un tampón PBS, pH 7,2,
manteniéndosela placa en incubación a 370C durante 30 minutos.
Transcurridoestetiempo, los pocillos se lavaron6 vecescon tampónPBST
para eliminar los anticuerposno adsorbidosa la placa. A continuación,se
añadierona cadapocillo 100 ktl de los antígenos,que en estecaso eran los
sobrenadantesde las placasde fusión celular (IV.3), diluidos en un tampón
PBS, y la placa se mantuvo en agitación durante30 minutosa temperatura
ambiente.Trasun nuevolavadocon PBST, sedepositaronen cadapocillo 100
jil de los anticuerposde deteccióndiluidos enun tampónPBST,y la placase
mantuvoenagitacióndurante30 minutosa temperaturaambiente.Finalmente,
tras lavar los pocillos 6 veces con agua destiladapara eliminar aquellos
anticuerposno adsorbidosa la placa,se añadierona cadapocillo 100 gí del
sustrato, manteniéndosela placa en agitación durante 15 minutos a
temperaturaambiente.El color verderesultantede la degradacióndel sustrato
por la enzima,se cuantificómidiendola absorbanciade los pocillosa 405 mii
enun lectorespectrofotométricodeplacas.
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III. 2. 5. 5. Técnica del ELISA sandwich utilizando el sistema de
amplificacióndigoxigenina-antidigoxigenina

En esta técnica, la superficie sólida (placas de poliestireno de 96
pocillos) setapizacon anticuerposquecapturanlas moléculasde antígenode
la muestra.Aquellos antígenosquedespuésde un lavado de la placa quedan
unidos a los anticuerposfijados a la fase sólida, son reconocidospor un
segundoanticuerpoconjugadoa un ésterde la digoxigeninadenominadoN-
hidroxi-succinimidadigoxigenina-3-O-succinil-E-anlunocaproato(111.2.3.11),y
el complejo fonnado es a su vez detectadopor un conjugadocomercialque
contiene los fragmentosvariables(Fdb) de los anticuerposanti-digoxigenina
obtenidosenovejay conjugadosa la enzimaperoxidasaderábano.Al añadira
continuación el sustratoespecíficode la enzima se forma un compuesto
coloreado y la intensidadde color de la reacción es proporcional a la
concentraciónantigénicade la muestra.

Antígenos:

Comoantígenosseemplearonlasmezclasexperimentalesdequesoscuya

preparaciónsedescribióen el apartado111.2.5.1.
Anticuerpos:

Como anticuerposde capturase utilizaron los anticuerpospoliclonales
anti-[3-caseínade la lechedevacaobtenidosenconejossegúnseha descritoen
el apartado111.2.4 y, purificadosparcialmentepor precipitaciónselectivacon
sulfato amomco.

Como anticuerpos de detección se emplearon los anticuerpos
monoclonalesanti-~-caseínade la leche de vaca obtenidos en ratones,
purificados parciahnentepor precipitación selectivacon sulfato amónico y
conjugadosa la digoxigenina.

Conjugado:

Seempleóun conjugadocomercialquecontienelos fragmentosvariables
(Kb) de los anticuerposanti-digoxigeninaobtenidosen oveja y, conjugadosa
la enzimaperoxidasade rábano(Boebringer).

Tamponesy reactivos:

Ademásde los descritosen la técnicade ELISA indirecto (111.2.5.1),se
utilizó un tampónTris-LICI 100 mlvi, NaCí 150mM, pH 7,5.
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Metodologíadel ELISA sandwich:

Los pocillosde unaplacade ELISA (Nunc) se sensibilizaroncon 100 u1
de los anticuerpospoliclonalesde capturadiluidos enun tampónPBS,pH 7,2,
manteniéndosela placaen incubación a 370C durante1 h. Transcurridoeste
tiempo, los pocillos se lavaron6 vecescon tampón PBST para eliminar los
anticuerposno adsorbidosa la placa. A continuación,se añadierona cada
pocillo 100 gí delantígenocorrespondientey la placasemantuvoenagitación
durante 1 h a temperaturaambiente.Tras un nuevo lavado con PBST, se
depositaronen cadapocillo 100 gí del anticuerpomonoclonal de detección
conjugadoa la digoxigenunay la placase mantuvoen agitacióndurante1 h a
temperaturaambiente.Despuésde otro lavadocon PBSTcuyo fm eraeliminar
aquellosanticuerposno adsorbidosa la placa,seañadieronacadapocillo 100
u1 del conjugadocomercialanti-digoxigenina-peroxidasadiluido en tampón
Tris-UCI, pH 7,5 y la placaseincubó 1 h enagitacióna temperaturaambiente.
Finalmente,traslavar los pocillos seisvecescon aguadestiladaparaeliminar
los restosde conjugadolibre, seañadierona cadapocillo 100 u1 del sustrato,
manteniendola placaenagitacióndurante30 minutosa temperaturaambiente.
El color verde resultantede la degradacióndel sustratopor el enzima, se
cuantificó midiendo la absorbanciade los pocillos a 405 ¡mi en un lector
espectrofotométricodeplacasde ELISA.

Los controlesrealizadosen cadaensayode ELISA sandwichfueronlos
siguientes:

- Controldelantígeno:anticuerpodecaptura+ anticuerpodedetección
+ conjugado+ sustrato.

- Controldel anticuerpodecaptura:antígeno+ anticuerpode detección
+ conjugado+ sustrato.

- Controldel anticuerpodedetección:anticuerpode captura+ antígeno
+ conjugado+ sustrato.

- Control sin anticuerpodecapturay sin antígeno:anticuerpode
detección+ conjugado+ sustrato.

- Control deconjugado:conjugado+ sustrato.

Controlde sustrato:sustrato.
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III. 2. 5. 6. Técnicade inmunobloting

La técnica del inmunobloting, está basada en la transferencia de
proteínas,desdeun gel de electroforesishaciaunamatriz, quegeneralmentees
unamembranadenitrocelulosa.La transferenciade antígenosproteicosa una
membranade papel,permiteconposterioridad,mediantela reaccióndedichos
antígenoscon ininunosueros,definir la especificidadde éstos anticuerpose
incluso purificar aquellos anticuerpos que demuestren ser altamente
específicosparaun antígenodado.

Esta técnicapresentanumerosasventajascon respectoa las técnicas
electroforéticashabituales(Gershoniy Palade,1983). Entre lasprincipales,se
encuentrael quelas membranasde papel semanejanmásfácilmentequelos
gelesde electroforesisy, además,lasproteínasretenidasen el papelestánmás
accesiblespara otros ligandos específicos. Asimismo las membranasde
nitrocelulosapuedenconservarsedurantemesesantesde su utilización. La
sensibilidad del inmunobloting es alta, pudiéndosedetectar proteínascon
ligandosespecíficosa muy bajasconcentraciones(ng/pg). Parasu realización
esnecesariodesarrollarfas siguientesoperaciones:

Pre-epuilibradodel Reí deelectroforesis

:

Pararealizarel pre-equilibrado,el gel de electroforesisse sumergeenun
tampón(“tampón de transferencia”).Con ello, seeliminan tanto las salesque
proceden del tampón de electroforesis,como otras que se forman en el
tratamientodesnaturalizantedel gel de electroforesis.Si no se eliminaranestas
sales, la conductividadeléctrica aumentaría,y la cantidad de calor que se
generaríadurantela transferenciaproteicaseríamuchomayor.

2.- Eluciónde lasproteínasdelgely adsorcióndeéstasaunamembranade
nitrocelulosa

:

La transferenciade lasproteínasdel gel de electroforesisa la membrana
de nitrocelulosa(0,45 um), se hizo por corriente eléctrica. Para realizarla
electroelución de las proteínas, primeramentese cortó la membranade
nitrocelulosasegúnlasdimensionesdel gel y acontinuaciónsesumergióen el
tampónde transferencia.Unavez quela membranaestababienembebidaen el
tampón, se colocó con ayuda de un pinzas sobre el gel de electroforesis,
evitandola formacióndeburbujasde aire quepudieranalterarla transferencia.
Seguidamente,sehizo un “sandwich” con el gel y la membrana,colocando
tanto por encimade la membranacomopor debajo del gel, dos almohadillas
tipo “Scotch Brite”. Posteriormente,el sandwichse introdujo en un soporte
plásticode materialno conductor,cenándolocon un segurodetal forma, que
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la uniónde la membranaal gel fueramuy firme. A continuación,el soportese
introdujo en unacubetade plásticoquepreviamentehabía sido rellenadacon
el tampón de transferencia.Antes de cenarla cubeta,se introdujo una ufla
magnética, colocándosela cubeta sobre una placa electromagnética.Esta
operaciónpermitió conducir la electricidad uniformemente.Finalmente,se
colocó la tapade la cubetay seconectóa la fuentedealimentación.

3.- Detecciónde lasproteínasadsorbidasutilizandoininunosueros
específicosmedianteunatécnicaimnunoenziimática

:

Unavez quela transferenciahabíaterminado,sedesconectóla fuentede
alimentacióny se extrajo la membranade nitrocelulosa del sandwich. A
continuación,la membranase sumergióen una bandejade plástico que se
habíarellenadocon un tampón de lavado, y se mantuvo durante30 mm a
temperaturaambienteen un agitador,renovandoel tampóna intervalosde 10
minutos, con el objeto de eliminar aquellasproteínasno adsorbidasa la
membrana,así como los restosque hubieranquedadodel gel. Despuésdel
lavado,seincubóla membranaenunasolucióndebloqueodurante1 h a 400C,
con la finalidad de eliminar uniones inespecíficas.Una vez bloqueadala
membrana, ésta se lavó de nuevo y se mcubó con el anticuerpo
correspondientedurante 1 h a temperatura ambiente en un agitador.
Transcurridoesetiempo, y despuésde lavar la membrana5 vecescon el
tampón de lavado, para eliminar aquellos anticuerposno adsorbidosa la
membrana,éstaseincubódurante1 h a temperaturaambienteen un agitador,
conun segundoanticuerpoquereconocíacomoantígenoal primer anticuerpo,
y queestabaconjugadoa unaenzima.Seguidamente,la membranaselavó 5
vecescon aguadestiladacon el objeto de eliminar los restosde conjugado
libre, y se incubóconuna soluciónde sustratoqueprecipitabasobreel papel.
La degradacióndel sustratopor la enzimadió lugara un compuestocoloreado,
quepermitió el reveladode la reacción.Una vez teñidala membrana,se lavó
conaguadestiladay sesecóparasuconservación.

Transferenciade las proteínasdesdeun gel de poliacrilamida con

dodecil sulfatodesodio (SDS)a una membrana de nitrocelulosa

Gel de poliacrilamida con dodecil sulfatodesodio (SDS)

La electroforesisse realizó siguiendoel método de Laemmli (1970),
comosehadescritoenel apartado111.2.2.1.

Para realizarla electroforesis,se emplearoncomomuestrasla fracción
caseiicaentera de la leche de vaca, así como los distintos componentes
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aislados(1~, k, a, y ct,1) de la caseínade la lechede vaca. Todaslasmuestras

fueronsuministradaspor unacasacomercial.

Tamponesy reactivos

Tampónde transferencia

Secomponede:

Tris-HCI 25 mM
Glycine 192 mM
Metanol 20% y/y

SDS 0,1%p/v
pH 8,3

Tampónde lavado<TBST

)

Contiene:

Tris-I-ICl 50 mM
NaCí 50 mM
Tween20 0,1 %v/v
pH 8,0

Solucióndebloaueo

Es una solución de seroalbúminabovina (BSA) al 1 % en el tampón

TBST.
Solucióndesustrato

Se preparóresuspendiendo0,6 mg de tetrahidroclorurode 3-3’-diamino-
benzidinaen un tampónTris-UCí 50 mM, pH 7,6, que conteniaun 0,1 % de
H202(30 % p/v). La soluciónsefiltró por un filtro de papel (WhatmanNúm.1)
antesde suutilización.

Anticuerpos

Se emplearonanticuerpospoliclonalesobtenidosen cabra frente a las
caseínasde vacay purificadospor cromatografiade afinidadpor Rodríguezy
col. (1993).
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Conjugado

Se empleó un conjugadocomercialde anti-inmunoglobulinasde cabra

obtenidasenconejoy marcadascon el enzimaperoxidasade rábano.

Metodología

La elución de lasproteínasserealizóesencialmentecomoseha descrito
en el apartado111.2.5.6, siguiendo las técnicasdesarrolladaspor Burnette
(1981)y por Gershoniy Palade(1982). La transferenciase realizóorientando
la membranadenitrocelulosahaciael ánodo,manteniendoel voltaje constante
a 60 V y fijando un máximo de intensidad de coniente dc 2 mA. La
transferenciaduró5 h.

Transferencia de las proteínas desde un gel de poliacrilanilda con
urea a una membrana de nitrocelulosa

Gel de poliacrilamida con urea

Se realizó la electroforesissegúnel métodode Akroyd (1968), como se

hadescritoenel apartado111.2.2.3.

Seemplearonlasmismasmuestrasqueen la transferenciadesdeel gel de

poliacrilamidacon sodiododecil sulfato<111.2.5.6.1).

Tamponesy reactivos

Tampóndetransferencia

Se componedeunasoluciónde ácido acéticoglacial al 0,7 % y/y quese

enfríaa 40C antesde suempleo.

Tampónde lavado(TBS~

Contiene:

Tris-HCl 10 mM
NaCí 0,9 % (p/v)
pH 7,4
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Solucióndebloqueo

Es una solución de seroalbúminabovina (BSA) al 1 % en el tampón
TBST.

Soluciónde sustrato

Se empleóla mismasoluciónde sustratoqueen la transferenciadesdeun

gel depoliacrilamidaconSDS(111.2.5.6.1.)

Anticuerpos

Se emplearonlos anticuerposmonoclonalesanti-[3-caseínade la lechede
vaca.

Conjugado

Se utilizó un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinasde ratón
obtenidasenconejoy marcadasconel enzimaperoxidasade rábano.

Metodología

La transferenciase realizó según lo descrito en el apanado111.2.5.6,
siguiendola técnicadesarrolladapor Towbin y col., (1979). Al efectuarsela
transferenciaen condiciones de pH ácido, se revirtió la polaridad de los
electrodos orientando la membranade nitrocelulosa hacía el cátodo. La
eluciónse realizómanteniendoel voltaje constantea 30 V, fijando un máximo
de intensidaddecorrientede 0,2 A. El procesoduró 16 h.

111.2.5.7.TECNICA DEL ELISA INDIRECTO EN PALETAS

La técnicadel ELISA indirecto en paletasesuna técnicarápida de fácil
realización,querequiereescasoinstrumentalparasu desarrollo.La técnicase
realizósiguiendoel métododescritopor Skerritty Hill (1991).

Antígenos:

Se emplearonlasmuestrasde mezclasde lechesy quesosquesehabían
preparadoexperimentalmente,segúnlo descritoenel apartado111.2.5.1.
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Anticuerpos:

Se utilizaron los anticuerposmonoclonalesanti-[3-caseina de la lechede
vaca.

Conjugado:

Se empleóun conjugadocomercial de anti-inmunoglobulinasde ratón
obtenidasenconejoy marcadasconla enzimaperoxidasade rábano.

Tamponesy reactivos:

El tampón PBSy el tampónPBST, se prepararonde igual formaquelos
descritosenel apartado111.2.5.1.

Seutilizaron dossustratosdistintos:

Soluciónde sustrato(ABTS

)

Se preparó resuspendiendoel ácido 2,2’-azuno-bis-3-etilbenzotiazolina
sulfónico (ABTS) a una concentraciónde 1 mg/ml en un tampónpreparado
comercialmente(Boebringer)que conteníaperboratosódico, ácido cítrico y
Na2HPO4.

Soluciónde sustrato(TMIB

)

La solución de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidinase obtuvo de
comercial(Boehringer).

Soluciónde tapizado

Se preparóresuspendiendoseroalbúnúnabovina (BSA) al 1 % en el
tampónPBS.

Seemplearondossolucionesde frenadodistintas:

Soluciónde frenadoparael ABTS

Es unasoluciónde fluoruro de sodio(NaF) al 2 % enaguadestilada.

Solucióndefrenadoparala TMB

una casa

Es unasolucióndeácido sulfúrico (H2S04) 1 M.
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MetodologíadelELISA indirecto en paleta:

Las paletasde poliestirenose introdujeron en criotubosde polipropileno
(Nunc), en los que se habíandepositado500 gí de la muestra antigénica
correspondiente.Se incubarondurante30 minutosa temperaturaambiente,y
en el transcursode esetiempo, seenroscarony desenroscaronlos taponesde
los criotubos,conobjetode facilitar la adsorciónde los antígenosa laspaletas.
Terminadala incubación, las paletas se lavaron cuidadosamentecon agua
corrienteevitandoinvertir los tapones.A continuación,paratapizarlas zonas
de laspaletasdondeno sehubieraadsorbidoel antígeno,seañadieron500 u1
de la solución de tapizadoa los criotubos, incubándoselas paletasen dicha
solución durante10 minutosa temperaturaambiente,traslo cual, se lavaron
con aguacorriente. Seguidamente,se incubaronlas paletascon 500 gí del
anticuerpomonoclonalantí-caseinade la leche de vacadurante15 minutosa
temperaturaambiente. Finalizada la incubación, las paletasse lavaron de
nuevocon aguadel grifo para eliminar aquellosanticuerposque no hubiesen
reaccionado.A continuación,se incubaronlaspaletascon500 u1 de conjugado
y semantuvierondurante15 minutosa temperaturaambiente.Tras lavar las
paletascon aguadel grifo para eliminar los restosde conjugadolibre, se
incubaron con 500 pl del sustrato.Despuésde incubarlas paletasen los
criotubos con el sustrato durante 30 minutos a temperaturaambiente, la
reaccióncolorimétricaresultantede la degradacióndel sustratopor la enzima
se detuvo con la solución de frenado. Una vez frenadala reacción, se
determinóvisualinentela presenciade leche de vaca en mezclaslácteasy
quesosde oveja, comparandolas muestrascon un control negativoque sólo
conteníalecheo quesode ovejay con un controlpositivo queconteníalecheo
quesodevaca(Figura111.3.).
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Paleta

1.- Antígeno(muestrade lecheo extractode
queso)adsorbidoa la paleta(500gí)

4r incubación30 mm, 200C

2.- Anticuerposmonoclonalesfrentea las
caseínasde vaca(500u1)

41 incubación15 mm.200C

3.- Conjugado
(500gl)

(anticuerpo ant¡ Ig G-peroxidasa)

4v incubación15 mm, 200C

4.- Adición del sustratoenzimático(500pi)

41
Apreciacióndelcolor(30 mm)

Figura III. 3. Pruebarápidaparala detecciónde la lechede vacaen mezclas

o

y—)
Criotubo

1.

~Ao

lácteasy enquesosutilizando anticuerposmonoclonales.
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IV. 1. PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LAS CASEÍNAS
DE LA LECHE DE VACA

El aislamientode las distintasfraccionescaseinicasde la lechedevacase
realizóapartir de un extractoliofilizado de la caseínaenterapor cromatografia
líquida de alta resolución (FPLC), siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 111.2.1.2. En la Figura IVí., se observan los cuatro picos
cromatográficosquese registraronal eluir la muestrade caseínaa travésde
unacolumnade intercambioaniónicofuerte (Mono Q HR 5/5). Estospicosse
identificaroncomo: ic-, 3-, ct2- y a,1-caseínas,al compararel perfil de elución
con los obtenidospreviamentepor el análisis de unos patrones internos
correspondientesa las fracciones caseinicassummistradaspor una casa
comercialQ-, [3-,a~- y cz~,-caseunas).

Para la separacióncromatográifica,se utilizó un flujo de elución de 1
mí/mm y un gradientesalino discontinuode O a 0,4 M, quepennitieseneluir
separadamentelas fraccionescaseíicasde la leche de vaca. Sin embargo,y
como se observaen la FiguraIV. 1., la separaciónentrelas fraccionesa,2- y
a,1-caseínasesincompleta.

Lasfraccioneseluidaspor la columnacromatográficasedializaronfrente
a aguadestilada,se liofilizaron, y su concentraciónproteicase determinóde
acuerdoal métododescritoen el apartado111.2.1.3.Paraello, seconstruyóuna
curva patrón con la fracción 13-caseínaaislada de la leche de vaca (Figura
IV.2.). La ecuaciónde la rectapatrónresultantede relacionarlos valoresde
absorbanciay lasconcentracionesdeproteínade los patronesfue:

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

El rendimientode proteínaobtenidofue el siguiente:1<-caseína= 182 ~xg,
[3-caseína 534,5 pg, a,2-casefna 74,8 gg y a,1-caseína 476 gg de
proteína/mg.

Las fracciones caseinicaspurificadas por FPLC, se caractenzaron
parcialmentemedianteelectroforesisen un gel de poliacrilamidacon sodio
dodecil sulfato (SDS),utilizando un aparatoPhastSystem(111.2.2.2).Como se
observa en la Figura IV.3., la migración de las caseínasen el gel de
electroforesisseestablecede acuerdoa supesomolecular,siendola fracción
de 1<-caseína(19 KDa) la quemigraamayordistanciadelorigen, seguidade la
[3-caseína(23,9 KDa), de la a,>-caseína(23,6 KDa) y de la ct~-caseina(25,2
KDa).
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Figura IV.i. Perfil de elución de las caseínasde la lechede vacaobtenidoal
fraccionar la caseínaenteraen sus componentesutilizando la
técnicade cromatografialiquida de alta resolución(FPLC). Para
la separación se utilizó una columna cromatográfica de
intercambio aniónico fuerte (Mono Q HR 5/5). Las fracciones
eluidasfueron: (1) 1<-caseína,(2) [3-caseína,(3) c&-caseina(4)
a~>-casema.
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Figura IV. 2. Rectapatrón para la determinaciónde la concentraciónde
proteínade las fraccionescaseinicaspurificadaspor el FPLC
siguiendo la técnica descrita por Markwell (1978).
Concentraciónde la proteína patrón ([3-caseína de leche de
vaca):(A) 10 gg/ml; (B) 25 gg/ml; (C) 50 gg/ml; (D) 75 gg/ml;
(E) 100 j~tg/mJ.
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Figura lvi 3. Migración electroforéticade las caseínasde la leche de vacaen
un gelde poliacrilamidaconSDS(12,5%), utilizando un aparato
PhastSystemt(A) a,>-caseína,(B) a,2-caseina,(C) [3-caseína,
(D) 1<-caseínay (E) caseínaentera.
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Los resultadosobtenidosen la electroforesisrealizadaconfirmaronque
lasfraccionesaisladaspor FPLC eranhomogéneas,con la excepciónde las Ur

caseínasya quelas bandasproteicasdel gel de electroforesisdemuestranque
la fracción identificadacomo ct~2-caseínacontiene,además,restosde [3-y ~ -

caseínas.Asimismo, la comparacióndel perfil electroforéticoobtenidoparalas
fracciones de caseína de vaca, aisladas por FPLC, con los resultados
publicadospor otros autores(Mikkelseny col., 1987),permiteverificar que la
distanciarecorridaen el gel por la a,1-caseínaes sensiblementeinferior a la
quele corresponderíaenbasea supesomolecular.Estehechoprobablemente
sedebea quela fracción 4 separadapor FPLC (Figura IV. 1.) e identificada
comoct~,-caseína,contieneademásrestosde a,,-caseuna.

IV. 2. CARACTERIZACIÓN INMUNOLÓGICA DE LAS CASEÍNAS
DE LA LECHE DE VACA

Las fracciones de la caseína de vaca purificadas por FPLC, se
caracterizaron inmunológicamente utilizando anticuerpos policlonales
obtenidos en cabra frente a las caseínas de vaca y una técnica
inniunoenzimáticade ELISA indirecto (111.2.5.2).Los anticuerpospoliclonales
utilizadossepurificaronpor cromatografiade afinidad,paraeliminar aquellos
anticuerposque reconocíana las caseínasde otras especiesanimales,y se
conjugarona la biotina por Rodriguezy col., (1993). Experimentosprevios
demostraronque la dilución óptima para el empleo de los anticuerpos
policlonalesespecíficosanti-caseínade vaca(1 mg/mI) era la 1:500 y la del
conjugadocomercialde estreptavidina-peroxidasa,la 1:1000.

Los resultadosobtenidosen la técnicadel ELISA indirecto desarrollado
en estetrabajo, demostraronquelos anticuerpospoliclonalesespecíficosantí-
caseínade vaca reconocíanintensamentela fracción [3-caseína,siendo los
valoresmáximosde absorbanciaobtenidospróximosa los alcanzadosfrentea
la caseínaenteradevaca(Figura IV.4.). La especificidadde estosanticuerpos
para reconoceral resto de lascaseínasfue enordendecrecientela siguiente:
[3-,1<-, a52- y a~1-caseínas.

Los resultados obtenidos con el ELISA indirecto desarrollado se
confirmaronutilizando unatécnicade inniunobloting.Paraello, inicialmente
serealizóunaelectroforesisen un gel de poliacrilamidacon SDS(111.2.2.1) y
una vez que las caseínasse habíanseparadoen el gel de electroforesis,se
transfirierona unamembranade nitrocelulosasiguiendoel protocolodescrito
en el apartado111.2.5.6. Finalizada la transferencia,las bandasde proteína
correspondientesa lasfraccionesseparadasde caseínasedetectaronutilizando
los anticuerpospoliclonales específicosantí-caseinade vaca. Experimentos
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Figura lvii 4. Caracterizacióninmunológicade las fraccionesaisladasde la
caseínade la leche de vaca por FPLC, utilizando anticuerpos
policlonalesespecíficosanti-caseínade vacay una técnica de
ELISA indirecto.(u) caseínaenterade vaca, (e) 13-caseína,(A) 1<-

caseína,(A) cx,2-caseína,(o) a~1-caseínay (o) caseínaenterade
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previosdemostraronquela dilución óptima parael empleode los anticuerpos
policlonalesespecíficosanti-caseínade vaca (1 mg/mí) y la del conjugado
comercialde anti-inimunoglobulinasde cabramarcadascon la peroxidasaera
la 1:2000, en ambos casos. La adición del sustrato de diaminobenzidina
permitió detectar en la membranade nitrocelulosalas bandascoloreadas
correspondientesa los lugaresde unión de los anticuerposa las fracciones
caseinicasseparadaspor electroforesis.Comoseobservaen la FiguraIV.5., la
bandamásintensacorrespondea la [3-caseína,seguidaenun ordendecreciente
de intensidadde color por las bandascorrespondientesa la 1<-caseínay a~-
caseínas.

La técnica de inmunobloting permitió confirmar los resultadosque
previamentese habíanobtenido con la técnicadel ELISA indirecto. De los
resultadosobtenidossededuceque la fracción 13-caseínaesla quepresentaun
mayor númerode epítoposespecie-específicos,al ser analizadafrente a los
anticuerpospoliclonalesespecíficosanti-caseínade vaca.

IV. 3. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
ESPECÍFICOS DE LAS CASEÍNAS DE LA LECHE DE VACA

Para la obtención de anticuerposmonoclonalesespecíficosde las
caseínasde la lechede vaca, se inmunizaronvarios lotesde ratoneshembras
de la estirpe Balb/c, con la fracción 13-caseínapurificada por FPLC. Las
inoculacionesintraperitonealesse realizaron semanalmentede acuerdo al
protocolodescritoen el apartado111.2.3.1.

A los 42 díasde la primerainoculación,se realizóunasangríaparcialdel
plexo retroorbitariode los ratonescon objeto de comprobarsi los animales
producíananticuerposfrente a las caseínasde vaca. En la Figura IV.6., se
representangráficamentelos valoresde absorbanciaobtenidosmedianteun
ELISA indirecto,utilizando los inmunosuerosextraídosde la sangríaparcial
realizadaa los ratones.Los resultadosconfirman la variación individual de la
respuestainmunológicade cadaanimal inmunizadocon la [3-caseínade vaca.
De los tresratonesdel lote analizado,el inmunosuerodel ratón 1, diluido a la
1:10.000, mostraba valores de absorbancia superiores a 2,0, y por
consiguiente,seconsideróqueel título del sueroerasuficienteparaprocedera
la sangríafinal del ratón. El ratóncuyo inmunosueropresentabael título más
alto, se eligió paraefectuarla fusión celularcon célulasde mielomade ratón
(P3X63-Ag8653) deacuerdoal protocolodescritoenel apartado111.2.3.2.

Dos semanasdespuésde la fusión celular y cuando los hibridomas
comenzabana servisiblesen lospocillos, seprocediómedianteunatécnicade
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Figura lES. Inmunobloting de las caseínasde vaca transferidas a una
membranade nitrocelulosa,utilizando anticuerpospoliclonales
específicosanti-caseínade vaca. (A) caseínaenteradevaca, (13)
a,-caseína,(C) [3-caseína,(D) 1<-casernay (E) a,> -casema.
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Dilución del Anticuerpo (xlOOO)

Figura lvii 6. Estimación,medianteun ELISA indirecto de la capacidadde los
inmunosuerosobtenidosen los ratones1 (e), 2 (o) y 3 (o), para
reconocerla caseínaenterade la lechedevaca(25 gg de caseína
por pocillo) a los 42 díasde la primerainoculación.Dilución del
conjugado de antí-inmunoglobulinasde ratón marcadas con
peroxidasa,1:1500.
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ELISA indirecto,a seleccionaraquéllosqueproducíananticuerposfrentea las
caseínasde vaca. Con esta técnica, se identificaron varios hibridomas
productoresde anticuerposquereconocíanlascaseínasde la lechede vaca.De
ellos, sólo el hibridomaAH4 reconocíaespecíficamentea lascaseínasde vaca,
sin presentarreaccionescruzadasfrentea lascaseínasde ovejay cabra(Tabla
IV. 1.). Asimismo, el hibridomaAH4 no presentabaningunareaccióncruzada
frentea las proteínassolublesmuscularesde la carne de vaca, cerdo, poíío y
caballo,ni frentea otras proteínas,comola proteínade soja, la seroalbúniina
bovinay la gelatina.

La identificación de la clase y subclasedel anticuerpo monoclonal
producidopor el hibridoma AFI4 se realizó medianteun formato de ELISA
sandwichsiguiendola técnicadescritaen el apartado111.2.5.4y utilizando un
conjugado de anti-imnunoglobulinasde ratón. Los resultados obtenidos
demostraronquelosanticuerpossegregadospor el hibridomaAH4 eranIg 61.

El hibridoma AH4 seclonó tresvecespor la técnicade dilución límite
descritaen el apartado111.2.3.5.Tanto el hibridomaaisladoinicialinentede las
placasde fusión celular como los hibridomasresultantesde las donaciones
sucesivas,se expandieronefectuandosubcultivoscelularesy se congelaron.
Asimismo, los hibridomasobtenidosen la segunday terceradonaciónse
inocularon en ratonesmachosde la estirpe Balb/c, con el fin de producir
ascitis en los ratonesy así recuperarel líquido generadoen la cavidad
abdominalde los animalesinoculados.Unavez inducidala ascitis, los líquidos
ascíticos se purificaron mediante precipitación selectiva con sulfato de
amonio.

Asimismo, seutilizó la técnicade imnunoblotingparaconfirmar quelos
anticuerposproducidospor el hibridoma AH4 reaccionabanespecíficamente
frente a las caseínasde vaca, sin presentarreaccionescruzadasfrente a otras
proteínashomólogas.Paraello, la caseínaenterade las lechesde vaca,oveja y
cabra,así comolasfraccionescaseinicasaisladasde la leche de vaca([3, 1<, U,

y ct,>) se separaronmediante una electroforesisalcalina en un gel de
poliacrilamida que contenía urea, de acuerdo a la técnica descritaen el
apartado 111.2.2.3. Una vez finalizada la electroforesis, las caseínas se
transfirierona unamembranade nitrocelulosay acontinuación,éstase incubó
con el anticuerpomonoclonalAH4 diluido 1:10.000, enun tampónTBS que
contenía un 1 % de BSA. Seguidamente,se añadió un conjugadode anti-
inmunoglobulínasde ratón obtenidasen conejo y marcadascon peroxidasa,
diluido 1:2000en un tampónlBS queconteníaun 1 % de BSA. Despuésde la
incubación, se adicionó la diaminobenzidinacomo sustratode la reacción
colorimétrica.La aparicióndebandascoloreadasen la membranade nitroce-
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Tablalvii. Valores de absorbanciaobtenidos en un ELISA indirecto para
determinar la especificidad del anticuerpo monoclonal A114
para reconocerdistintas proteinas

Anticuerpo monoclonal
(AH4)

Proteínas Absorbancia (405 nm)
Caseínasde vaca 2,124
Caseínasde oveja 0,007
Caseínasde cabra 0,040

Proteínasmuscularessolublesdevaca 0,032
Proteínasmuscularessolublesde cerdo 0,044
Proteínasmuscularessolublesdepoíío 0,001

Proteínasmuscularessolublesde caballo 0,064
Proteínade soja 0,027

Seroalbúminabovina 0,040
Gelatina 0,002
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lulosa, pennitiódetectarlos lugaresde unión del anticuerpomonoclonalAH4
a las fracciones caseinicas. La presencia de una banda coloreada
correspondientea la caseínaenterade la leche de vaca, demostróla ausencia
de reaccionescruzadasfrentea las caseínasde oveja y cabra(Figura IV.7.).
Asimismo, la visualización de bandascoloreadascorrespondientesa las
fracciones¡3- y x-caseinay la ausenciade reaccionescruzadasfrentea las a,-
caseínas, confirmaron los resultados obtenidos con la técnica del
inmunobloting utilizando anticuerpospoliclonales anti-caseinasde vaca
(FiguraIV 5).

IV. 4. ESTIMACIÓN DE LA CAPACIDAD DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL AH4 PARA RECONOCER A LAS CASEíNAS
DE LA LECHE DE VACA MEDIANTE UNA TÉCNICA DE
ELISA INDIRECTO

Mediantela técnicadelELISA indirectodescritaenel apanado111.2.5.1,
se determinóla capacidaddel anticuerpomonoclonalAH4, purificado del
líquido ascitico por precipitación selectiva con sulfato amónico, para
reaccionarfrentea lascaseínasde la lechede vaca.

En la Figura IV.8., se puede observar la elevadaespecificidaddel
anticuerpomonoclonalAI-14 frente a las caseínasde la leche de vacay en
ausenciade reaccionescruzadasfrente a las caseínasde oveja y cabra. Por
consiguiente,la utilización de este anticuerpomonoclonal en un fonnato de
ELISA indirecto, penniteincrementarde forma significativa los niveles de
sensibilidadque sehabíanalcanzadopreviamenteutilizando los anticuerpos
policlonalesespecíficosfrentea lascaseínasde vaca.

IV. 5. DETECCIÓN DE LECHE DE VACA EN MEZCLAS LÁCTEAS
POR TÉCNICAS INMUNOENZIMÁTICAS (ELISA)

El anticuerpomonoclonal AH4, específicofrente a las caseínasde la
lechedevaca,seutilizó en lastécnicasinmunoenzinmáticasde ELISA indirecto
y de ELISA competitivo, para detectary cuantificar la incorporaciónde
distintosporcentajesde lechedevacaenmezclaslácteasexperimentales.

IV. 5. 1. TécnicadelELISA indirecto

Los pocillosde unaplacade ELISA sesensibilizaronconleche crudade
vaca, oveja y cabra, diluida 1:50 en tampónPBS. Los resultadosobtenidos
(Figura IV».), demuestranque el anticuerpomonoclonal AH4 diferencia
específicamentela lechecrudadevaca,de las lechesde ovejay cabra.
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Una vez confirmadala capacidaddel anticuerpomonoclonalAH4 para
diferenciarla lechecrudade vacade las lechesde ovejay cabra,seprocedióa
cuantificarsuincorporaciónenmezclaslácteasmediantela técnicadelELISA
indirecto. Paraello, seprepararóunamezclade lechesde vacay ovejay otra
mezclade lechesde vacay cabra. Cadamezcla, se elaboróañadiendoa las
lechesde oveja y cabra,cantidadescrecientesde lechesde vacade distintas
procedencias.

Despuésde realizarnumerososensayospreliminares,se determinaronlas
condicionesóptimasdel inmunoensayoparadetectary cuantificarla lechede
vacaañadidaa las lechesde oveja y cabra,en el intervalo del O al 10 % de
incorporación(y/y). Los pocillosde lasplacasde ELISA sesensibilizaroncon
lasmezclasde lechesdiluidas a la 1:25 (y/y). A continuación,seañadieronlos
anticuerpos monoclonales (20 mg/mí) diluidos 1:4000 y el conjugado
comercial de anti-inmunoglobulinasde ratón conjugadasa la peroxidasa,
diluido 1:2000.

La ecuaciónde la recta(Figura IV. 10.), que relacionabalos valoresde
absorbanciacon el porcentajede lechede vaca(% V) añadidaa la lechede
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 determinaciónfue t 0,985, P < 0,0001. Debido a las
variacionesque se producenen los ensayosrealizadosen díasdiferentesy
entre laboratorios distintos, es aconsejablepreparar muestraspatronesde
composiciónconociday obtenerlos valoresde absorbanciajunto con los de
lasmuestrasproblema.Por consiguiente,señanecesarioobtenerunacurvade
referenciaresultantede medir los valoresde absorbanciademuestraspatrones
(con un contenidode leche de vacaconocido),cadavez que se desarrollael
imnunoensayo.El coeficientede variación(CV) de los valoresde absorbancia
paraunamuestrapatrónde lechede vacaenplacasde 96 pocillos, fue <5 %
para los resultadosintra-ensayoy < 10 % para los resultadosintemensayo,
obtenidosportécnicosespecializadosenel mismolaboratorio.

Cuandola lechedevacase incorporóa la lechede cabra,en el intervalo
de adición del O al 10 %, los valoresde absorbanciaobtenidosse ajustaron
medianteunaregresiónlineal (FiguraIV. 11.). La ecuaciónquerelacionabalos
valoresde absorbanciacon el porcentajede leche de vaca incorporadoa las
mezclas(% V) fue la siguiente:
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Figura IV JO. Detecciónde leche de vaca en leche de oveja mediante la
técnicadel ELISA indirecto.El anticuerpomonoclonalAH4 se
diluyó 1:4000 y el conjugado comercial de anti-
mmunoglobulinasde ratón marcadascon peroxidasa,1:2000.
Cadapunto de la gráfica representala mediade los valoresde
absorbancia obtenidos por duplicado en tres experiencias
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Figura IV Ji. Detecciónde leche de vaca en leche de cabra mediante la
técnicadel ELISA indirecto.El anticuerpomonoclonalAH4 se
diluyó 1:4000 y el conjugado comercial de anti-
inmunoglobulinasde ratón marcadascon peroxidasa,1:2000.
Cadapunto de la gráficarepresentala inedia de los valoresde
absorbanciaobtenidos por duplicado en dos experiencias
distintas,conmezclasde tresprocedenciasdiferentes.
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Absorbancia(405nm) = 0,160+ 0,115(% y),

siendo y el porcentaje de leche de vaca incorporado a la mezcla. El
coeficientede determinación,fue r2 = 0,992,P <0,0001.

IV. 5. 2. Técnicadel ELISA competitivo

En la técnicadel ELISA competitivo, se utilizaron las mismasmuestras
de leche cruda que sehabíanempleadoen el ELISA indirecto (111.2.5.1).En
estatécnica,las caseínasde vacacontenidasen lasmuestrasque seanalizan,
compitenen suuniónal anticuerpoconlascaseínasquetapizanlas placas.

La realización de numerososensayospreliminares, demostró que las
condicionesóptimaspara la deteccióny cuantificaciónde la leche de vaca
añadidaa las lechesde oveja y cabra, se obteníantapizandolas placasde
ELISA con la [3-caseínacomercial,auna concentraciónde 10 ¡.tg por pocillo.
A continuación,se añadieronlasmuestrasde leche crudadiluidas 1:25 en un
tampón PBS. Seguidamente,se añadió el anticuerpomonoclonal AH4 (20
mg/mí) diluido 1:2500 entampónPBSTy finalmente,el conjugadocomercial
de anti-inmunoglobulinasde ratónmarcadascon la peroxidasa,diluido 1:2000
en tampónPBST.

Los valoresde inhibición obtenidoscuandola leche de vacaseadicionó
a lechesde oveja y cabra, en el intervalo del O al 50 %, se muestranen las
FigurasIV.12. y IV.13.

El cálculode los valoresde inhibición fue el siguiente:

Inhibición = 100 - Absorbancia,

Absorbancia = Densidadópticade la muestra x 100
Valor máximode densidadóptica

Para obtenerlos valores de absorbancia,primero se calcula el valor
máximo de densidad óptica. Este valor se obtiene como resultadode la
reaccióndel anticuerpofrente a unamuestrade leche pura de oveja. En esta
muestra,al no contenercaseínasde vaca, no se estableceuna competencia
entre las caseínasde la muestray las caseínasque tapizanla placa por su
unión con el anticuerpo,quedandotodoslos epitoposde éstedisponiblespara
reaccionarconlascaseínasquetapizanla placa.

La Figura IV. 12., muestralos valoresde absorbanciaobtenidoscon 3
mezclaslácteasde ovejay vaca.,paraun intervalo de adición de lechede vaca



RESULTADOS 121

100

80

‘o
ej
.0

60

40

20

0

% sustitución de leche de oveja por leche de vaca

Figura lvi 12. Detecciónde leche de vacaen oveja mediantela técnicadel
ELISA competitivo. Cada punto de la gráfica representala
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del O al 50 % (y/y). Cada punto de la gráfica representala. media de los
duplicadosobtenidosal repetir el ensayoen tres días distintos. El nivel de
deteccióndel ensayofue del 0,5 % (y/y).

Los puntos de la gráfica se ajustaron por una regresión de tipo
logarítmico, ajustequetuvo comoexpresiónla ecuaciónmatemáticasiguiente:

Inhibición = 42,05 log (V) + 9,7976,

siendoy el porcentajede lechede vacade la mezcla. El coeficientede
detenninaciónfue r2 = 0,960, P <0,0001.Estaecuaciónmatemáticapennite,a
partir de los valoresde absorbanciaobtenidos,cuantificar el porcentajede
incorporaciónde lechedevacaañadidoa la lechede oveja.

En la Figura IV. 13., se muestranlos valoresde absorbanciaobtenidos
con3 mezclaslácteasdevacay cabra,paraun intervalode adición de lechede
vacadel O al 50 % (y/y). Cadapunto de la gráficarepresentala mediade los
duplicadosobtenidosal repetirel ensayoen tresdíasdistintos.

Los puntos de la gráfica se ajustaron por una regresión de tipo
logarítmico, ajustequetuvo comoexpresiónla ecuaciónmatemáticasiguiente:

Inhibición = 36,846log (V) + 31,029,

siendoV el porcentajede lechede vacade la mezcla.El coeficientede
determinaciónfue r2 = 0,979, P <0,0001.La ecuaciónmatemáticapermite,a
partir de los valores de absorbanciaobtenidos,cuantificar el porcentajede
incorporaciónde lechede vacaañadidoa la lechede cabra.

IV. 6. DETECCIÓN DE LECHE DE VACA, SOMETIDA A DISTINTOS
TRATAMIENTOS TÉRMICOS, EN MEZCLAS LÁCTEAS POR
LA TÉCNICA DEL ELISA INDIRECTO

Se prepararon3 mezclaslácteasde oveja y vaca, con un intervalo de
adición de leche de vacadel O al 50 % (y/y). La lechede vacapasteurizada,
esterilizaday UHT, seobtuvo deestablecimientoscomerciales(111.2.5.1).

Lasplacasse tapizaronconlasmuestrasde lechediluidas a la 1:25 en un
tampónPBS. A continuación,seañadióel anticuerpomonoclonal(20 mg/mí)
diluido 1:4000enun tampónPBSTy el conjugadocomercialde anti-inimuno-



RESULTADOS 123

100

80

‘o
ej 60

40

20

o
o

% sustitución de leche de cabra por leche de vaca

Figura IV 13. Detecciónde leche de vacaen cabra mediantela técnicadel
ELISA competitivo. Cada punto de la gráfica representala
mediade los valoresde inhibición (%) obtenidospor duplicado
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globulinasde ratónmarcadasconperoxidasa,1:2000.

En la Figura IV. 14., se muestranlos valoresde absorbanciaobtenidos
parael intervalo de adiciónde lechede vacaa lasmezclasdel O al 50 % (y/y).
Los resultadosfueronsimilaresa los obtenidosconlasmezclasde lechecruda.
Cadapunto de la gráfica representala mediade los valoresde absorbancia
obtenidospor duplicadoen tresexperienciasdistintas.

Los valores de absorbanciaobtenidoscon las mezclasque contenían
leche devacapasteurizadafueronligeramentesuperiores(8 %) a los obtenidos
con las mezclasque conteníanleche de vacacruda. Mientras quelos valores
de absorbanciaobtenidosconlas mezclaslácteasqueconteníanlechede vaca
esterilizada y UHT fueron ligeramente inferiores (15 %) a los que se
obtuvieronconlasmezclasde lechescrudas.

IV. 7. DETECCIÓN DE LECHE DE VACA EN QUESOS DE OVEJA
Y CABRA, POR TÉCNICAS INMUNOENZIMÁTICAS (ELISA)

Se emplearonlas técnicasdel ELISA indirecto, ELISA competitivo y
ELISA sandwich, para determinarla capacidaddel anticuerpomonoclonal
AI-14 paradetectarla lechedevacaen los quesosde ovejay cabra.

IV. 7. 1. Técnicadel ELISA indirecto

Dado que carecíamosde la infraestructuranecesariaparala elaboración
de formacontroladade los quesosa partir de lasmezclaslácteaspreviamente
preparadas,seprocedióa prepararlas muestrasutilizando quesosadquiridos
en centroscomerciales.Las mezclas de quesos se prepararonañadiendo
cantidadescrecientesde quesode vacaen quesosgenuinosde oveja y cabra
(111.2.5.1).

Después de ensayospreliminares, se detenninaronlas condiciones
óptimasdel inmunoensayoparadetectary cuantificarel % de quesode vaca
presenteen los quesosde ovejay cabra,enun intervalo de adición del O al 10
%. Las placasde ELISA sesensibilizaroncon las mezclasde quesosdiluidas
1:4000 (p/p) en un tampónPBS. A continuación,se añadió el anticuerpo
monoclonal AF{4 (20 mg/mí) diluido 1:50.000, en un tampón PBST y
finalmente, el conjugado comercial de antí-imnunoglobulinasde ratón
conjugadasa la peroxidasadiluido 1:2000.
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Figura IV 14. Detecciónde lechede vaca, sometidaa diferentestratamientos
térmicos, en leche de oveja mediantela técnicadel ELISA
indirecto. Cadapuntode la gráfica representala mediade los
valores de absorbancia obtenidos por duplicado en tres
expenenciasdistintas.Lastresmezclaslácteasempleadasen el
inmunoensayocontenianporcentajescrecientesde leche de
vaca: (e)pasteurizada,(o) fresca,(A) esterilizaday (o) UHT.
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En la FiguraIV. 15. se representanlos valoresde absorbanciaobtenidos
conmezclasde quesosqueconteníanquesode vacaen el intervalo de adición
del O al 10 %. Cadapuntode la gráfica representala mediade los valoresde
absorbanciaobtenidospor duplicado,en tres experienciasdistintasutilizando
mezclasde dos procedenciasdiferentes.Los puntosde la gráfica seajustaron
por unaregresiónlineal, obteniéndosela ecuaciónmatemáticasiguiente:

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

siendoV el porcentajede quesodevacapresenteenel quesode oveja.El
coeficiente de determinaciónfue r2 = 0,983, P < 0,0001. Esta ecuación
matemática, permite cuantificar a partir de los valores de absorbancia
obtenidos,el porcentajede quesode vacapresenteen el quesode oveja. Sin
embargo,la variabilidad del ensayoque se observaen distintos díasy entre
diferentes laboratorios, obliga a incluir en el inniunoensayo,patrones de
composiciónconocidajuntoconlasmuestras.El coeficientede variación(CV)
de los valoresde absorbanciaparaunamuestrapatrónde quesopuro de vaca
enplacasde 96 pocillos, fue <5 % paralos resultadosintra-ensayoy < 10 %
para los resultadosinter-ensayo,obtenidospor técnicosespecializadosen el
mismo laboratorio.

En la FiguraIV. 16., serepresentanlos valoresde absorbanciaobtenidos
con mezclasdequesosqueconteníanquesodevacaen un intervalo deadición
del O al lO %. Cadapuntode la gráficarepresentala mediade los valoresde
absorbanciaobtenidospor duplicadoen tresexperienciasdistintasutilizando
mezclasde dos procedenciasdiferentes.Los puntosde la gráfica se ajustaron
por unaregresiónlineal, obteniéndosela ecuaciónmatemáticasiguiente:

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

siendoV el porcentajede quesode vacapresenteen el quesode cabra. El
coeficiente de determinaciónfue r2 = 0,936, P < 0,0001. Esta ecuación
matemáticapermite cuantificar a partir de los valores de absorbancia,el
porcentajede quesode vacapresenteen quesode cabra.

IV. 7. 2. Técnicadel ELISA competitivo

Las mezclasde quesosanalizadosse prepararonañadiendocantidades
crecientesde quesode vaca a quesosgenuinosde oveja y cabra (111.2.5.1).
Despuésde ensayospreliminares,sedeterminaronlascondicionesóptimasdel
ininunoensayopara detectary cuantificar la incorporaciónde quesodevaca



RESULTADOS 127

E

‘oo

cg
cg
ej

cg
.0
3-
o
rt
.0

Figura IV 15. Detecciónde quesode vacaenquesode ovejapor la técnicadel
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de los valoresde absorbanciaobtenidospor duplicadoen tres
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Figura IV 16. Detecciónde quesode vacaenquesode cabrapor la técnicadel
ELISA indirecto. Cadapuntode la gráfica representala media
de los valoresde absorbanciaobtenidospor duplicadoen tres
experienciasdiferentes, con mezclas de dos procedencias
distintas.
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presenteen los quesosde oveja y cabra.Lasplacassesensibilizaroncon la 13-
caseínade vaca, a una concentraciónde 10 gg por pocillo. Seguidamente,se
añadieronlas muestrasde quesosdiluidas 1:500 en un tampón PBS para las
mezclasde vaca en oveja y 1:200 para las mezclasde vaca en cabra. A
continuación,se añadió el anticuerpomonoclonal AH4 (20 mg/mI> diluido
1/5000,en un tampónPBST y finalmente,seañadióel conjugadocomercialde
anti-imnunoglobulinasde ratónconjugadasa la peroxidasadiluido 1/2000.

En las Figuras IV. 17. y IV. 18., se representanlos valoresde inhibición
obtenidoscon mezclasde quesosqueconteníanleche de vacaen el intervalo
del O al 50 %. La Figura IV. 17,, muestralos valores de inhibición que se
obtuvieroncon las mezclasde quesosde vacay oveja. Cuandoen los quesos
genuinosde oveja hablaun 5 % de quesode vaca, se alcanzabanvaloresde
inhibición del 50 %. El ¡imite de detecciónde la. presenciadequesodevacaen
quesode oveja,fue del 0,5 % (p/p). Losvaloresde inhibición seajustaronpor
unaregresiónde tipo logarítmico, obteniéndosela ecuaciónsiguiente:

Inhibición = 32,52log (V) + 24,88,

siendoy el contenidode quesode vacaen quesode oveja. El coeficientede
determinación,fue r2 = 0,979, P <0,0001.

La FiguraIV. 18., muestralos valoresde inhibiciónqueseobtuvieroncon
las mezclasde quesosde vacay cabra. Cuandoen los quesosgenuinosde
cabrahabíaun 2,5 % de quesodevacasealcanzabanvaloresde inhibición del
50 %. El límite de deteccióndequesode vacaenquesode cabrafue del 0,5 %
(p/p).

Los valores de inhibición se ajustaron por una regresión de tipo
logarítmico,obteniéndosela ecuaciónsiguiente:

Inhibición = 28,54 log (V) + 40,13,

siendoV el contenidode quesode vacaen quesode cabra. El coeficientede
detenninaciónfue r2 = 0,927, P < 0,0001. Estas ecuacionesmatemáticas
permiten cuantificar a partir de los valoresde inhibición, el porcentajede
quesodevacapresenteenquesosdeovejay cabra.

IV. 7. 3. Técnica delELISA sandwich

Lasmezclasde quesosseprepararonañadiendocantidadescrecientesde
quesodevacaen quesosgenuinosdeovejay cabra(111.2.5.1).Para la realiza-



RESULTADOS 130

l00

80

‘o
ej
.0
.0

60

40

20

0

Figura IV 17.

50

Deteccióndequesodevacaenquesodeovejapor la técnicadel
ELISA competitivo. Cadapunto de la gráfica representala
mediade los valoresde inhibición (%) obtenidospor duplicado
en dos experiencias diferentes, con mezclas de dos
procedenciasdistintas.

o 10 20 30 40

% queso de vaca en queso de oveja



RESULTADOS 131

100

80

‘a
ej
.0

60

40

20

o

Figura IV J& Detecciónde quesodevacaenquesodecabrapor la técnicadel
ELISA competitivo. Cada punto de la gráfica representala
mediade los valoresde inhibición (%) obtenidospor duplicado
en dos experiencias diferentes, con mezclas de dos
procedenciasdistintas

3

o 10 20 30 40 50

% queso de vaca en queso de cabra



RESUlTADOS 132

ción de esta técnica, el anticuerpo monoclonal AH4 se conjugó a la
digoxigenina (111.2.5.5). La detecciónde los anticuerposconjugadosa la
digoxigeniina,seefectuóconlos fragmentosvariables(Fab)de anticuerposantí-
digoxigeninamarcadosconperoxidasa.

Después de ensayos preliminares, se determinaron las condiciones
óptimasdel inniunoensayoparadetectary cuantificarel contenidode quesode
vacapresenteenel intervalodel O al 10 %, en los quesosde ovejay cabra.Las
placasse sensibilizaroncon un anticuerpopoliclonal de capturaobtenidoen
conejo frente a la [3-caseínade vaca, diluido 1:2500 en un tampón PBS.
Seguidamente,se añadieronlasmezclasde quesosdiluidas 1:100 (p/p) en un
tampón PBST. A continuación, se añadió el anticuerpomonoclonal AFI4
conjugado a la digoxigenina, diluido 1:100 en un tampón PBST y los
fragmentosvariables(Kb> obtenidosfrentea la digoxigeninay marcadosconla
peroxidasadiluidos 1:1000.

En la FiguraIV. 19., se representanlos valoresde absorbanciaobtenidos
conmezclasde quesosqueconteníanquesode vacaen el intervalo de adición
del O al 10 %. Cadapuntode la gráfica representala mediade los valoresde
absorbanciaobtenidospor duplicadoen dos experienciasdistintas,utilizando
mezclasde dos procedenciasdiferentes.El ajustede los puntosde la gráfica
por unaregresiónlineal, dió lugara la ecuaciónmatemáticasiguiente:

Absorbancia(405mii) = 0,271 + 0,258 (% y),

siendoV el porcentajede quesode vacaen quesode oveja. El coeficientede
determinación,fuer2 0,970,P <0,0001

Los valoresde absorbanciaobtenidosal analizarlas mezclasde quesos
de vacay cabra,cuandoéstasconteníanquesodevacaen el intervalo del O al
10 %, aparecenen la Figura IV.20. Cadapunto de la gráfica representala
media de los valores de absorbanciaobtenidos por duplicado en dos
experienciasdistintas,utilizandomezclasde dosprocedenciasdiferentes.

El ajustede los puntosde la gráficapor unaregresiónlineal, dió lugar a
la ecuaciónmatemáticasiguiente:

Absorbancia( 405 mu)= 0,251 + 0,269(% y),

siendoV el porcentajede quesode vacaen quesode cabra.El coeficientede
determinaciónfue r2 = 0,995, P < 0,0001. Estas ecuacionesmatemáticas
permitencuantificar,apartir de los valores de absorbancia,el porcentajede



RESULTADOS ¡33

% queso de vaca en queso de oveja

Figura IV 19. Deteccióndequesode vacaenquesodeovejapor la técnicadel
ELISA sandwich.Cadapunto de la gráfica representala media
de los valoresde absorbanciaobtenidospor duplicadoen dos
experienciasdiferentes, con mezclas de dos procedencias
distintas.

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

E
0

Lo

cg
cg
ej
O
cg
.0
3-o
.0

8

e
eu

0,5

0,0
o 2 4 6 8 10



RESULTADOS 134

3,0

‘oo

cg
cg
ej

cg
.0
3-o
.0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

Figura IV 20.

10

Deteccióndequesodevacaenquesode cabraporla técnicadel
ELISA sandwich.Cadapuntode la gráfica representala media
de los valoresde absorbanciaobtenidospor duplicadoen dos
experiencias diferentes con mezclas de dos procedencias
distintas.

u

e

o 2 4 6 8

% quesode vaca en queso de cabra



RESULTADOS 135

quesodevacapresenteen los quesosdeovejay cabra.

IV. 8. DETECCIÓN DE LECHE DE VACA EN LECHE Y QUESO DE
OVEJA POR UNA TÉCNICA DE ELISA INDIRECTO EN
PALETAS

Se analizaron las mezclasde leches y quesosque se han descrito
previamente(111.2.5.1).Las paletasde los criotubossesensibilizaroncon las
mezclasde lechesdiluidas a la 1:10, en un tampónPBS. A continuación,se
añadióel anticuerpomonoclonalA144 (20 mg/mí)diluido 1:100 en un tampón
PBST. Finalmente,seañadióel conjugadocomercialde anti-inmunoglobulinas
de ratónmarcadasa la peroxidasadiluido 1:1000enun tampónPBST.Como
sustrato de la reacción colorimétrica se empleó una solución de
tetrametilbenzidina(TMB). Una vez transcurridos30 minutosde incubación
con el sustratoa 200C, se añadióuna solución de frenado(H

2S04 IM) para
detenerla reaccióncolorimétrica.

En la FiguraIV.2 1., semuestranlos resultadosobtenidosen la detección
de leche de vacaen leche de oveja. La reaccióncolorimétricaresultantede la
degradaciónenzimáticadel sustrato,permitió comprobara simple vista la
diferenteintensidadde color quesedesarrollóentreun control negativo(leche
de oveja) y las tres muestrasde leche de oveja que conteníancantidades
crecientesde lechedevaca(1, 5 y 25 %). Comosepuedeapreciaren la Figura
IV.2 1., esteensayopermitedetectarmezclasquecontienenun 1 % de lechede
vaca.

A continuación,se determinaronlascondicionesóptimasde estaprueba
rápidaen paletasparautilizarla en la detecciónde lechede vacaen quesosde
oveja.Laspaletasde los criotubosse sensibilizaroncon lasmezclasde quesos
diluidas 1:50 en un tampón PBS. A continuación,se añadió el anticuerpo
monoclonalAH4 (20 mg/mí) diluido 1:2000en un tampónPBST.Finalmente,
se añadióel conjugadocomercialde anti-irununoglobulinasde ratónmarcadas
a la peroxidasadiluido 1:2000 en un tampón PBST. Como sustratode la
reacción colorimétrica se empleó una solución de ABTS. Una vez
transcurridos30 minutosde incubacióncon el sustratoa 20

0C, seañadióuna
solución de frenado de NaF al 1 % (p/v) para detener la reacción
colorimétnca.

Enla FiguraIV. 22., semuestranlos resultadosobtenidosen la detección
de quesodevacaenquesode oveja.La reaccióncoloriimétricaresultantede la
degradaciónenzimática del sustrato, permitió comprobar visualmente la
diferenteintensidadde color quesehabíadesarrolladoentreun controlnegati-







RESULTADOS 138

yo (quesopuro de oveja),unamuestrade quesode oveja queconteníaun 5 %
(p/p) dequesode vacay un controlpositivo (quesopuro devaca).

En la Figura IV.23., se observanmuestrasde quesosde oveja que
contienencantidadescrecientes(0,5; 1; 2,5; 5; 10; 15; 25; 50 y lOO %) de
queso de vaca. La reacción colorimétrica resultante de la degradación
enzimática del sustrato, permitió comprobar a simple vista la diferente
intensidadde color quesehabía desarrolladoentreun control negativo(queso
puro de oveja) y el resto de las muestrasde quesosde oveja que contenían
cantidadescrecientesde quesodevaca. Como sepuedeapreciaren la Figura
IV.23., estapruebapermitedetectarmezclasquecontienenun 0,5 % de queso
devaca.
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V. 1. PURIFICACIÓN DE LAS CASEÍNAS DE LA LECHE DE VACA
POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICACIA
(FPLC)

Son varios los procedimientosquímicos que pueden utilizarse para
conseguirla separaciónde lasdistintasfraccionesde caseína.Sin embargo,de
ellos sólo las técnicascromatográficasproporcionanfraccioneshomogéneas
(LópezFandiño,1990).

Lasprimerasseparacionesde caseínaserealizaronpor croniatografiade
intercambioiónico (Swaisgood,1993),y debidoa la naturalezaanfóterade las
moléculasde proteína,era posibleempleartanto intercambiadoresaniónicos
comocatiónicosparasupurificación.

Muchosautoresconsiguieroninicialmenteaislar, identificary cuantificar
las caseinasde la leche utilizando como intercainbiadoriónico la DEAE-
celulosaen presenciade urea(Thompson, 1966; EI-Negoumy, 1975; Wei y
Whitney, 1985). El empleode ureacomoagentedisocianteen los tampones,
permitíadisgregarlas caseínasen subanidadesmáspequeñas.No obstante,los
intercambiadoresde celulosa presentabanlos inconvenientesde su baja
capacidady de que suspropiedadesde flujo no eran buenasa causade su
forma irregular.

Las técnicasde cromatografialíquida de alta eficacia(HPLC y FPLC),
permitieron realizar separacionesde proteínas más rápidas y con una
resoluciónmayorquelastécnicascromatográficasconvencionales(Barreforsy
col., 1985). Las técnicas de I-IPLC y FPLC descritas, emplean
intercambiadoresfuertes de mayor capacidadutilizando grupos sulfónicos
(intercambiadorescatiónicos)y gruposamino cuaternarios(intercambiadores
aniónicos). Se han empleado tanto intercambiadorescatiónicos (columna
Mono 5) apH 3,8, comointercambiadoresaniónicos(columnaMono-Q) en un
intervalo de valoresde pH de 5,0 hasta11,0 (St-Martin y Paquin, 1990). Sin
embargo, la columna Mono-Q a valores de pH entre 7,0 y 8,0, es
probablementela más efectiva para efectuaranálisis rutinarios(Andrews y
col., 1985).

En este trabajo, la separaciónde las caseínasde vaca se ha realizado
siguiendoel métododescritopor Davies y Law (1987). Paraello, se empleó
unacolunmaMono Q HR 5/5 a un valor de pH 7,0. El empleode tampones
con una concentraciónde urea (3,3 M) inferior a la de 8 M, utilizada
habitualmentepor otros autores,consiguemejorarla separaciónentrelas a~2-
caseínasy lascz,>-caseínas.Aunqueen el métodode Daviesy Law (1987), las
caseinassealquilabancon cisteaminay cistamina,enestetrabajo las caseínas
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seredujeroncon 13-mercaptoetanol.La alquilaciónprovocael bloqueode los
grupos tiol de la 1<-caseínay de las a~2-caseinas,mientras que con el ¡3-
mercaptoetanollos grupostiol se reducen.El pretratantientode las caseínas
tiene por objeto separarla 1<-caseínay las a~2-caseínasque poseenenlaces
disulfuro, de la 13-caseínay de las a,1-caseínas,consiguiéndosecon ambas
técnicasresultadosmuy sunilares.A pesarde quela técnicautilizadaen este
trabajo no consigue separarde forma completalas a,2-caseínasy las a~1-
caseínas(Figura IV. 1.), se consideró que los resultadosobtenidos eran
razonablementesatisfactoriosy similaresa los obtenidospor otros autores
(Andrewsy col., 1985; Daviesy Law, 1987>.

Recientementeseha descritounatécnicade HPLC por cromatografiaen
fase reversa,que permite la separacióncompletade las caseínasde cabra
(Jauberty Martin, 1992).Estemétodo penniteno sólo la separaciónentre las
a~1-casemasy las a,2-caseínas,sino queademáspermiteidentificar la mayoria
de las variantesgenéticasde todas las a,-caseínas.Asimismo, estos autores
señalanque esta técnica puede emplearsepara el fraccionamientode las
caseínasde ovejay cabra.

y. 2. CARACTERIZACIÓN PARCIAL DE LAS CASEÍNAS DE VACA
PURIFICADAS POR FPLC, POR ELECTROFORESIS EN GELES
DE POLIACRILAMIDA CON SDS UTILIZANDO EL APARATO
PHASTSYSTEM~

La tendenciamarcadade las caseínasaagregarseconstituyeel problema
fundamentala la. hora de abordarsu separación(López Fandiiio, 1990). Para
lograr una separaciónelectroforéticaefectiva de las caseínas,es necesario
incorporar en el gel de electroforesiscienos agentesque incrementan la
solubilidadde lasmismasy disminuyenla formacióndeagregados.

Entre los agentesquesepuedenutilizar para solubilizary disgregarlas
proteínasquevan a separarsepor electroforesis,seencuentranlos detergentes
que se incluyen tanto en la muestracomo en el gel de electroforesis.En la
separaciónelectroforéticaque se efectuóen este trabajo, se utilizó el sodio-
dodecil sulfato (SDS), siguiendo la técnica descrita por Laeintnli (1970)
medianteun aparatoPhastSystem

1M.El SDS es un detergenteaniónico que
rompe las interaccioneshidrofóbicas que se establecenentre las cadenas
proteicas provocando con esta desnaturalización,la disociación de las
proteínasen subunidadesmáspequeñas.Los complejos formados de SDS-
polipéptidomigrandurantela electroforesisengelesquecontienenSDShacia
el ánododeacuerdoasutamañomolecular.
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La separaciónelectroforéticarealizadaen este trabajo (Figura IV.3.),
permitió corroborarlos resultadosque se habíanobtenido previamenteen la
purificación por FPLC, demostrandoque las fracciones ¡3- y 1<-caseínasse
habíanseparadoa homogeneidady confirmandoque la resoluciónde las as-
caseínaseraincompleta.

En estetrabajoseempleóun gelde poliacrilamidahomogéneoal 12,5 %.

La resoluciónde lasproteínasen lastécnicaselectroforéticasesmayorcuando
se empleangeles discontinuos.Sin embargo,cuando se quieren fraccionar
proteínasde pesosmolecularesmuy próximos, está indicado el empleo de
gelesdepoliacrilamidahomogéneos.Parrisy col., (1990),handescritoquela
técnicade electroforesisen geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
utilizandogelesdiscontinuos,esunatécnicaeficazparaidentificar lascaseínas
de vaca. Otrosautoreshan descartadoel uso de las electroforesisengelesde
poliacrilamida(PAGE) unidimensionalesparala identificaciónde las caseinas
de cabra(Addeo y Mauriello, 1988), aduciendoque esta técnicano permite
una resolución completa de todos los componentesde la caseína. La
proximidadde los tamañosmolecularesy el escasomargende diferenciaenel
grado de ionizaciónde las caseínas,produciríansolapaniientosentre las a,2-
caseínasy las a,-caseínasy entre la 13-caseínay otras moléculas.Muchos
autores(Chianesey col., 1992, 1993) con objeto de evitar los erroresque se
producen con las electroforesisunidimensionalesen la identificación y
cuantificación densitométricade las caseínas,han empleado electroforesis
bidimensionales,combinandola primeramigraciónelectroforéticaen un gel de
poliacrilamida (PAGE) con una técnica de isoelectroenfoque. El
isoelectroenfoquepermitesepararlasproteínasengradientesdepH, enbasea
las diferenciasque existenen suspuntos isoeléctricos.Por consiguiente,la
movilidad electroforéticade las proteínas de la muestra en este tipo de
electroforesisbidimensionales,obedecea las diferenciasexistentesen la carga
eléctricay en el puntoisoeléctrico.

Una vez finalizada la electroforesis bidiimensional, el empleo de
anticuerpos policlonales específicos en las técnicas de imnunobloting,
permitenidentificar fraccionescaseinicascon una cargaeléctricao un punto
isoeléctricomuy próximos. En la actualidad,la electroforesisbidimensional
combinadacon el isoelectroenfoquey el imnunobloting,esprobablementela
técnicade separaciónelectroforéticade lascaseínasmásefectiva.No obstante,
la electroforesisen gelesde poliacrilaniida con SDS que se utilizó en este
trabajo, resultó adecuadapara caracterizarparcialmentelas fracciones de
caseínadevacaquesehabíanpurificadopreviamentepor FPLC.
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y. 3. CARACTERIZACIÓN INMUNOLOGICA DE LAS CASEÍNAS
PURIFICADAS POR FPLC UTILIZANDO TÉCNICAS
INMUNOENZIMÁTICAS <ELISA)

La especificidadde los anticuerpospoliclonalesfrente a un antígeno
varía con la respuestaindividual que presentacada animal hacia dicho
antígeno.Por tanto, para evaluarla ininunogenicidadde un antígenopueden
realizarsepruebasempíricasque consistenen inocularun extractoantigénico
en un animalpara detenninardespuésla concentraciónde anticuerposen el
inmunosueroobtenido(Harlow y Lane,1988).

Existen dos tipos de determinantesantigénicosen las proteínas.Los
determinantescontinuosson aquellos residuos aininoacidicosque se unen
secuencialimentepor enlaces peptidicos, mientras que los determinantes
discontinuosson los residuos aminoacídicoscuya posición adyacentees
consecuenciade la conformaciónespacialde la proteína.La localizaciónde
los determinantesantigénicosen lasproteínas(Otani, 1988a)puederealizarse
evaluandolos cambiosde la actividad inmunogénicaque provocanciertas
modificaciones químicas de los residuos aminoacídicos, o bien aislando
péptidos que tienen actividad ininunogénicade las proteínasoriginales,
mediantedegradaciónquímicao enzimática.Recientemente,algunosautores
hansintetizadopéptidosconactividadimnunogénica(Kobayashiy col., 1991).

Se han realizado numerososestudios sobre la antigenicidad de las
caseínasde la leche de vacapara localizar la actividad antigénicade la [3-
caseína(Otani y col., 1984a,b,c,d;1987a; 1988b), ~-caseína(Otaní y col,
1991a; 1992) y a,1-caseina(Otani y col., 1985a,b; 1986a,b; 1987b; 1991b).
Para ello se han obtenido fragmentospeptídicosmedianteuna degradación
enzimática y su antigenicidad, se ha evaluado mediante técnicas de
imnunoprecipitacióny deELISA empleandoanticuerpospoliclonales.

Los determinantesantigénicosque se encuentrantanto en la [3-caseína
como en la ct~1-caseínason principalmentede tipo continuo (Otani, 1988a;
Kobayashiy col., 1991), localizándoseen aminoácidosunidos por enlaces
peptidicos. Este hecho se demuestracuandolos péptidos resultantesde la
degradaciónquímicao enzimáticade la caseínaoriginal conservanla misma
capacidadde uniónal anticuerpoquela caseínaintacta.

Se ha identificado un número similar de determinantesantigénicos
(6:5:6) en cadauna de las fraccionesde la caseínade vaca ([3: 1<: ~ Sin
embargo,cuandoen estetrabajo seevaluóla antigenicidadde las caseínasde
vacapor medio de la técnicaimnunoenzimáticadel ELISA indirecto (Figura
IV.4.), la [3-caseínaera la fracción que presentabaun mayor número de
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epitoposreconocidospor los anticuerpospoliclonalesespecíficosanti-caseínas
de vaca.

Los estudiosrealizadossobrela antigenicidadde las proteínas,confirman
que el reconocimientode los determinantesantigénicoso epitopos es más
espacialquesecuencial.Atassi (1975) y Atassiy Lee (1978)detenninaronque
en lasproteínasglobulares,los lugaresdeunión a los anticuerposeranricos en
aminoácidosqueconteníanradicalespolares(lisina, arginina,ácido aspárticoy
ácido glutámico). A partir de estosestudios,otros autores(lvlopp y Woods,
1981)hanestablecidoquela presenciadeaminoácidospolaresen lasproteínas
tiene un valor predictivo para localizar las secuenciasque poseenactividad
antigénica.Los aminoácidosquecontienenradicalespolaresy los residuosde
prolina, son indicadoresde la actividadantigénicaya que son los residuos
aminoacídicosquequedanmayoritariamenteexpuestosen la superficiede las
proteínas(Harlow y Lane, 1988). Sin embargo,las secuenciaspolaresforman
enlacesiónicos intra e intermolecularesqueimpiden su interacciónposterior
con los anticuerpos. Por consiguiente,este criterio no es suficiente para
predecirla actividadantigénicade las proteínas.Además,dichaspredicciones
sehanestablecidoparalas proteínasglobulares,cuandoel comportamientoen
soluciónde las caseínasdemuestraqueposeenescasaestructurasecundariay
quesuconformaciónesabiertay desordenada,y no compactacomoen el caso
de lasproteínasglobulares(Sawyer,1993).

En la actualidad,la ausenciade modelos definitivos de ordenamiento
secundarioy terciariode lascaseínasno permitelocalizar, de forma puntualen
la secuencia,los lugaresde unión a los anticuerpos.Por tanto, no se puede
estableceruna correlación que permita predecir los lugares que poseen
actividadantigénicaapartir de la secuenciade aminoácidosde la proteína.

V. 4. CARACTERIZACIÓN DE LAS CASEÍNAS DE VACA
MEDIANTE UNA TECNICA DE INMUNOBLOTING

Para identificar y caracterizarlas proteínas separadaspor técnicas
electroforéticas se han utilizado anticuerposmonoclonalesy anticuerpos
policlonalespurificadospor cromatografiadeafmidad(Dunn, 1993).

La precipitaciónde las proteínasmedianteel empleode ininunosueros
específicosse denomina“imnunobloting?. Cuandoinicialmente se utilizaron
los geles de poliacrilamida donde se habían separadolas proteínas como
soportedela reaccióninmunológica,los resultadosno fueronsatisfactorios.Se
concluyóqueestadificultadsedebíaal pequeñotamañode los porosdelgel y
en consecuencia,fue necesariotransferirlas proteínasseparadasdesdeel gel
de electroforesishastaunamatriz inerte, quegeneralmenteesunamembrana
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de nitrocelulosa.Este procedimientoseha empleadoen este trabajo para la
caracterizacióninmunológicade lascaseínasde vaca. Unavezquelas caseínas
sesepararonenun gel depoliacrilamidacon SDS, serealizó la transferenciaa
unamembranade nitrocelulosa(0,45 gm) siguiendola técnicadescritaen el
apartado111.2.5.6. Considerandoque la eficacia de la transferenciadepende
del pesomolecularde la. proteína(Gershoniy Palade, 1983), se añadió un
detergente(0,1 % SDS) al tampónde transferenciacon el fin de facilitar la
elución de las caseínasdesdeel gel hasta la membranade nitrocelulosa
(Erickson y col., 1982). Asimismo, se incluyó el metanol (20 %) en la
formulacióndel tampónporqueaunquerestaeficacia a la transferenciade las
proteínasdesdeel gel de electroforesis(Gershoniy Palade,1982), aumentala
capacidadde unión de la mismaa la membranade nitrocelulosa(Burnette,
1981). Finalizadala transferenciade lasproteínasy con objetodebloquearlos
lugaresde la membranano ocupadospor las caseínas,ésta se incubó con
seroalbúminabovina (1 %). La detecciónde las caseínastransferidasa la
membranadenitrocelulosaserealizautilizandoun anticuerpoconjugadoauna
enzima,que al reaccionarcon un sustratoadecuadoda lugar al desarrollode
una reacción colorimétrica que pennite visualizar la interacciónantígeno-
anticuerpo. Sin embargo,la conjugacióndel anticuerpoa la enzima,puede
modificar las característicasdel anticuerpoy por tanto, esconvenienteutilizar
un método indirecto de detección(Dunn, 1993). En estetrabajo, la detección
de las caseínas,se efectuóempleandoanticuerpospoliclonalesobtenidosen
cabra y que se habían purificado por cromatografia de afinidad. Los
anticuerposse detectarona su vez por un segundoanticuerpoobtenido en
conejo frente a las ininunog<lobulinasde cabra y marcado con la enzima
peroxidasade rábano. La diaminobenzidinase utilizó como sustratode la
peroxidasadandolugar a unareaccióncolorimétricaquepermitió detectarlos
lugaresde uniónantígeno-anticuerpo.

Algunos autores(Reynolds,1970),handescritoqueel SDSdesnaturaliza
a los antígenosde forma irreversibleen las electroforesiscon gelesde SDS-
PAGE. El efectodesnaturalizantedel SDS, liinita lasaplicacionesde la técnica
del ininunoblotingcuandoseempleananticuerposmonoclonales,ya queéstos
reaccionanconun solo epitopode la moléculaantigénica,y por tanto, existela
posibilidadde que el efectodesnaturalizantequeproduceel detergentesobre
el antígeno,impida su reacciónposteriorcon el anticuerpo(Burnette, 1981).
Por el contrario, los anticuerpospoliclonales reaccionanfrente a muchos
epítoposde la. moléculaantigénicay la desnaturalizaciónproducidapor el SDS
no impediríasuunión conel antígeno(Ir{arlow y Lane, 1988).

A pesarde que la caracterizaciónde los anticuerposmonoclonalesestá
limitadapor la. sensibilidadde los epitoposantigénicosal SDS(Schuhy col.,
1992), otros autores(Kuzmanoffy col., 1990 a,b; 1991, Leung y col., 1991;
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Oudshoorny col., 1994), detenninancon efectividadla. especificidadde los
anticuerposmonoclonalesparareconocerlascaseínasy la a-lactoalbúininade
vacaseparadaspor SDS-PAGEelectroforesis.En estetrabajo, las caseínasde
vaca separadaspor SDS-PAGE electroforesis, se detectaronmediante la
técnicade imnunoblotingutilizando anticuerpospoliclonalesespecíficosfrente
a lascaseínastotalesde vaca. Los resultadosobtenidos,permitieronconfirmar
que la [3-caseínaera la caseínade vacaque presentabamayor número de
epitoposreconocidospor los anticuerpospoliclonalesespecíficosanti-caseínas
de vaca. Las bandas que se visualizaron en el canil de la membrana
correspondientea la 1<-caseínademostrabanque los anticuerpospoliclonales
presentabanreaccionescruzadasfrente adichafracciónde la caseínadevaca.
La reaccióncolorimétricacorrespondientea la interacciónde los anticuerpos
frentea lasas-caseínaseramásdébil al poseerun númeromenorde lugaresde
unióncon dichosanticuerpos.

V. 5. OBTENCIÓN DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
ESPECÍFICOS FRENTE A LAS CASEÍNAS DE VACA

El protocolo de inmunización y la especie animal empleadacomo
donantede linfocitos, son dos factoresimportantesparaconseguirunafusión
celularefectiva(Spitz, 1984). Parala obtenciónde anticuerposmonoclonales
se inmunizaronratonesde la estirpe Balb/c, que tienenun corto período de
gestación (21 días), y que alcanzan rápidamentela madurez sexual (6
semanas).

En este trabajo,serealizó la inniunizaciónde ratonesBalb/c mediantela
administraciónintraperitonealde un extracto liofilizado de la 13-caseínade
vaca. La inoculaciónperiódicade los animalescon la molécula antigénica,
indujo la formación de anticuerpospoliclonales. Utilizando una técnica de
ELISA indirecto, los valoresde absorbanciaobtenidosconfirmaron que la
concentraciónde los anticuerposen el suero se incrementóa medidaque se
repetía la administración del antígeno. Las inoculacionesrepetidas del
antígeno,no sólo producenelevadasconcentracionesde los anticuerposen el
imnunosuero,sinoqueda lugara quese establezcaunacompetenciaentrelos
linfocitos B. Comoresultadode estaselección,seproducela supremacíade un
limitado número de clonesde linfocitos productoresde anticuerposque se
caracterizanpor su elevadaafinidad por la molécula antigénica(Harlow y
Lane, 1988).

Aunqueexistenmuchosprotocolosde inmunización,no esrecomendable
acortarmucho los intervalos de tiempo existentesentre dos inoculaciones
sucesivas,ya que estosupondríala rápida destruccióndel antígenopor los
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anticuerposcirculantes.Conformea la pautade inmunizacióndescritaen el
apartado111.2.3.1,los ratonesseinmunizaronsemanalmente.

Algunos autores, han desarrolladouna técnica de inmunización que
consisteen inocular directamenteel antígenoen el bazo, con el fin de
inmunizar de forma adecuadaa los animales, sin necesidadde efectuar
inoculacionessucesivas del antígeno (Spitz, 1984; Gearing, 1985). Los
resultadosobtenidoscon estatécnica de inmunización, demuestranque la
concentracióndeanticuerposenel sueroesmenorquela de los inmunosueros
obtenidosen ratonesinmunizadosintraperitonealinente(Gearing, 1985). No
obstante,los anticuerposdemuestranunamayorespecificidadpor el antígeno.
Asimismo, el métodode inmunizaciónintraesplénicarequierela utilización de
concentracionesmuy pequeñasde antígeno (20 jig) para alcanzar una
concentraciónadecuadadeanticuerpos.

Actualmente,a pesar de que la inmunización de los ratoneses aún
esencialpara la obtención de los hibridomas productoresde anticuerpos
monoclonales,sehan propuestootras alternativasque recurrena las técnicas
de ingenieríagenética para obteneranticuerposespecíficos, sin que sea
necesarioinmunizaranimales(Winter y Milstein, 1991).

Los anticuerpospoliclonalesprocedende unapoblaciónheterogéneade
linfocitos B productoresde muchostipos de anticuerposcon afinidadesy
especificidadesvariables. La tecnología de obtención de los anticuerpos
monoclonales(Kóhler y Milstein, 1975), permitió inmortalizar “in vitro”
clones de linfocitos B que producíancantidadesilimitadas de anticuerpos
químicamenteidénticos(Lee y Morgan, 1993). Los anticuerposmonoclonales
presentanuna respuestauniforme y reproducible frente a la molécula
antigénicaempleadaen su obtención,y por ello, tienenun gran valor en el
desarrollo de ensayosdiagnósticos,a los que confiere gran especificidad,
reproducibilidady sensibilidad(Pellóny Hernández,1987). Sin embargo,la
producciónde anticuerpospoliclonalesrepresentaun coste menory pueden
ser más adecuadospara ciertas necesidades.Además, un inimnunosuero
policlonal sepuedepurificar conel objetode eliminar aquellaspoblacionesde
anticuerpos que disminuyen la especificidad del ininunoensayo (Lee y
Morgan, 1993).

Considerando la compleja composición de los alimentos y las
modificacionesmolecularesqueseproducenduranteel procesado,la selección
de un antígenoadecuadoes esencialpara producir los anticuerposque se
utilizarán en los inniunoensayos.Así, los cambiosde pH y de temperatura
afectana la conformaciónespacialde las proteínas,produciéndosela pérdida
de algunosepítoposantigénicosy la formaciónde otros nuevos(Paraf, 1992).
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Por ello, es necesarioprocedera la extraccióny purificación previa de las
proteínas de interés con el objeto de producir anticuerposfrente a su
conformaciónnativa.

Cuandose quierendetectarfraudes o adulteracionesen los alimentos
sometidosa tratamientosténnicos,lo másadecuadoes seleccionarantígenos
termoestables(Paraf, 1992).Lasproteínasséricaslácteassedesnaturalizancon
los tratan-úentosténnicosconvencionalesa los quesesometela leche(Calvoy
col., 1989), a diferencia de las caseínasque son termoestablesy cuya
imnunogenicidadno seve afectadapor los tratamientostérmicos(Rodríguezy
col., 1990). Por ello, enestetrabajose seleccionóla caseínade la leche como
posible inmunógeno para la obtención de anticuerpos monoclonales.
Posteriormente,se aislaron e identificaron los distintos componentesde la
caseínapor FPLC, seleccionándosela fracción [3-caseínapara inmunizarun
lote de ratones Balb/c, ya que los resultados que se habían obtenido
previamentepor lastécnicasde ELISA confirmaronqueéstaerala fracciónde
la caseínaque conteníaun númeromayorde epítoposantigénicosespecíficos
de la caseínade vaca. Seguidamente,la inmunizaciónde los ratonescon la
fracción[3-caseínaseleccionada,permitió obtenerun hibridomaqueproducía
anticuerposespecíficosfrente a las caseínasde vacay que no presentaban
reaccionescruzadasfrentea lascaseínasde las lechesde ovejay cabra.

En las fusionescelulares más eficaces, sólo un 1 % de las células
presentesoriginariamente se fusionan, y sólo 1 de cada io~, produce
hibridomasviables(Harlow y Lane, 1988). Por tanto, no es sorprendenteque
cornoresultadode la fusión celular se obtuvierasólo un hibridomaproductor
de los anticuerposmonoclonalesespecíficosfrente a las caseínasde vaca. Los
anticuerposproducidospor el hibridoma A84, no presentabanreacciones
cruzadasfrente a lasproteínassolublesmuscularesde la carnede vaca, cerdo,
caballoy poílo, y en consecuencia,estosanticuerpospodríanemplearseen la
detecciónde las caseínasañadidasa los productos cárnicos (Eriksson y
Malmheden, 1992). Una vez determinadala. especificidaddel anticuerpo,el
hibridomaseleccionadoseclonóvariasvecespor la técnicade dilución límite,
con el objeto de asegurarque los anticuerposprocediande un único clon de
células. Seguidamente,el anticuerpose identificó comouna Ig 61 utilizando
anticuerposcomercialesfrentea lasIg (3~, Ig (ita, Ig G2b, Ig G3, lg M e Ig A y
unatécnicade ELISA sandwich. El hibridomaresultantede la. donación,se
expandiómediantesubcultivoscelularesy el anticuerpomonoclonalse obtuvo
a gran escala,induciendoascitis en ratonesmachosBalb/c. Algunos autores
(Evans y Miller, 1988), consideranque la producción de anticuerpospor
ascitisenratonesesmenosefectivaquesuproducciónenbioreactoresde fibra
hueca. Esta técnica permite obtener de forma sencilla y a bajo coste,
densidadescelularesmás elevadas(> 10~ células/mí), concentracionesmás
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altas de anticuerposen los sobrenadantesy una mayor pureza de los
anticuerposextraídos(> 85 %).

Los anticuerposrecuperadosdel sobrenadantede cultivo o de los
líquidos ascíticos, puedenemplearsedirectamenteen los inniunoensayoso
bienpuedenpurificarsepor precipitaciónselectivacon sulfatode amonioy por
cromatografia de afinidad (Lee y Morgan, 1993). Generalmenteno es
necesariopurificar los anticuerposmonoclonales,aunquecuandose van a
conjugar a enzimaso se van a emplearpara otros fines, es necesanouna
purificación parcial (Goding, 1986). Los anticuerposproducidos por el
l¡ibridoma AH4 se purificaron parcialmentepor precipitaciónselectivacon
sulfato de amonio. Este métodoha sido empleadopor algunosautorespara
purificar los anticuerposmonoclonales(Leungy col., 1991; Moralesy col.,
1994).Otrosautores,hanutilizadola cromatografiade intercambioiónico para
purificar los anticuerposmonoclonales(Martín y col., 1991; Levieux y
Venien, 1994), o bien la cromatografiade afinidad (Nagauney col., 1988;
Garcíay col., 1994; Oudshoorny col., 1994>. La técnicade purificación por
precipitaciónselectivacon sulfato de amonio, secombinaen la actualidadcon
una precipitaciónprevia con polietilenglico! (PEG 6000) que elimina las
proteínasque quedan en los flóculos de precipitadocuando se empleael
método convencional.En este trabajo,unavez quelos anticuerpossehabían
precipitadocon sulfato amónico, se intentó procedera su purificación por
cromatografia de afinidad, empleando una columna cromatográfica de
Sepharosa4B activadacon CNBr que tenía como ligando de afinidad a las
caseínasde la leche de vaca. Los anticuerposmonocionalesantí-caseinade
vaca, retenidospor los antígenosligados a la columna, se eluyeron con
dietilamina a pH 11,5, siguiendola técnicadescritapor Rodríguezy col.
(1990). Sin embargo,medianteuna técnicade ELISA indirecto se confirmé,
quelos anticuerposcontenidosen el eluido de la columnahabíanperdidosu
especificidad.La elución de los anticuerposcon un tampón de pH elevado,
originó probablementeuna desnaturalizaciónirreversible de los mismos, lo
queexplicasupérdidadeespecificidad(Goding, 1986).

Finalmente,la concentraciónde Ig G en el líquido asciticopurificadopor
la técnicade precipitacióncon sulfato de amonio se detenninómidiendo la
absorbanciaa 280 nin. El resultadoobtenido(20 mg/mí), permitió confinnar
quela concentracióndel mismo estabadentrodel intervalo descritopor otros
autores(Goding, 1986).

Algunos autores han obtenido anticuerposmonoclonalesespecíficos
frente a las proteínasséricasde la leche(Kuzmanoffy col., 1990b; Levieuxy
Venien, 1994; Manager y col., 1994). Otros autores han obtenido y
caracterizadoanticuerposmonoclonalesfrentea lascaseínasde vaca(Nagaune
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y col., 1988; Feng y Cunninghant-Rundles,1989; Kuzmanoff y col., 1990a;
1991; Leung y col., 1991; Oudshoorny col., 1994), aunque ninguno ha
seleccionadoanticuerposquediferencienlascaseínasprocedentesde lechesde
especies distintas. El hibridoma Al-U produce anticuerpos capaces de
reconocerespecíficamentea las caseínasde vaca, sin presentarreacciones
cruzadasfrente a las caseínasde oveja y cabra(Figura IV.8.). Algunos de los
autoresqueobtuvieronanticuerposmonoclonalesfrente a las caseínasde vaca
(Kuzmanoffy col., 1990; 1991; Leungy col., 1991),seleccionaronhibridomas
frente a los componentesaisladosde la caseína(¡3, ic, a~ y a~1), y otros
<Nagauney col., 1988; Oudshoorny col., 1994), han obtenido anticuerpos
monoclonalescon el fin de localizar los epítoposantigénicosde las caseínas.
El objetivo de este trabajo era seleccionarun hibridoma productor de
anticuerposmonoclonalesespecíficosfrente a las caseínasde la lechede vaca
para detectary cuantificar la leche de vaca en mezclaslácteasy quesosde
ovejay cabra,utilizandoparaello técnicasininunoenzimáticas(ELISA).

y. 6. DETECCIÓN DE LECHE DE VACA EN MEZCLAS LÁCTEAS Y
QUESOS MADURADOS POR LA TÉCNICA DEL ELISA
INDIRECTO

Una vez obtenidoslos anticuerposmonoclonalesespecíficosfrentea las
caseínasde vaca, éstas se emplearonen las técnicasinmunoenzimáticas
(ELISA) para detectary cuantificar la leche de vacapresenteen mezclas
lácteasy en quesosmadurados.Paraque un inniunoensayoseaefectivo, se
debeelegirun métodoy un formato queseajustena lasnecesidadesde uso. El
ensayomásutilizado consisteen la unión a un soporte sólido, o bien de la
muestraantigénicaque se quiere cuantificar, o bien del anticuerpoque se
utiliza ensudetección(Rittenburgy Grothaus,1992).El empleode un soporte
sólido presentala ventajade permitir la separaciónfácil entrelos antígenosy
los anticuerposunidospor reaccionesespecíficasy los queno interaccionany
están libres. Esta separaciónse consigue de forma sencilla con lavados
intermediosde la placa.

Algunos autores(Levieux y Venien, 1994) afirmanque de los distintos
formatosde ELISA, la técnicadel ELISA indirecto es la menosprecisasí se
comparacon las técnicasdel ELISA sandwicho del ELISA competitivo. La
menorsensibilidadde la técnicadel ELISA indirecto, se debea la forma en
que se tapiza la superficie sólida de la placa, ya que se utilizan muestras
constituidaspor matricesbiológicas complejas,que ademásde contenerel
antígenode interés, incluyen un alto número de otras moléculas. En las
técnicas del ELISA sandwich y del ELISA competitivo para tapizar la
superficie sólida de las placas, se emplean anticuerposo antígenosde alta
pureza,circunstanciaque provocauna disminución de las interferenciasque
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afectana la capacidadde deteccióndel anticuerpo,y por consiguiente,mejora
la reproducibilidady especificidaddel inmunoensayo.

Sin embargo, el empleo de anticuerpos altamente específicos
(monoclonaleso policlonalespurificadospor la técnicade cromatografiade
afinidad), produce una disminución de las reaccionescruzadasentre los
anticuerposy otras moléculasde la muestra,hechoque permiteutilizar con
éxito la técnicadel ELISA indirecto parala deteccióny cuantificaciónde un
antígenoenunamuestraproblema(Harlow y Lane, 1988).

En la técnicadel ELISA indirecto que sedesarrollóen estetrabajo con
objetode detectary cuantificarla leche de vacapresenteen mezclaslácteasy
quesosmadurados(IV.5. 1, IV.6 y IV.7. 1), los pocillos de las placas de
poliestireno se tapizaroncon muestrasde lechesy quesosdiluidas en un
tampónde PBS a pH 7,2. Experienciaspreliminaresconfirmaroncuáleseran
las concentracionesde las muestras idóneas para obtener una buena
sensibilidaddel ensayo.Con estatécnicade ELISA indirecto, se alcanzóun
límite de deteccióndel 1 % de leche de vacaen lechesy quesosde oveja y
cabra.No obstante,mientraslas muestrasde lecheseemplearondiluidas a la
1:25, lasdequesoeraprecisodiluiríasa la 1:4000(p/v).

El empleode antígenosmásdiluidos en los inmunoensayosrealizados
para detectarla presenciade leche de vaca en quesosmadurados,puede
explicarse por la mayor concentración caseinica del queso y por la
conformaciónde lasmicelasde caseína.En la leche, la 1<-caseínaestásituada
predominantementeen la superficiemicelar(Leavery Thomson, 1993) y su
localizaciónesun factor de estabilidadde la. micelaqueevita quela [3- y las
a,-caseínasqueden expuestasa mteraccionarcon otras moléculas. Sin
embargo,durantela fabricacióndel quesoel cuajoproducela proteolisisde la
1<-caseína (Fox, 1989), haciendo que la 13- y las a~-caseinasestén más
accesiblesa la unióncon los anticuerpos.

Aunque existenmétodosenziimáticosque mediantereaccionesextensas
deproteolisiseliminan la antigenicidadde las caseínasde la leche(Mairnoud
y col., 1992), estudiosrealizadospor diversosautores(Visser y de Groot-
Mostert, 1977; Carreteroy col., 1992), han demostradoque la fracción 13-
caseínaes resistentea la acción proteolíticadesarrolladaduranteel periodo
madurativode los quesosde vaca, ovejay cabra,permaneciendosuactividad
intactaen un 50 % despuésde 6 mesesde maduración.Por consiguiente,los
resultadosobtenidoscon los ELISAs indirectos utilizados para detectarla
presencia de queso de vaca en quesosde oveja y cabra con grados de
maduraciónmáximosde4 meses,secorrespondenconlos resultadosdescritos
por otros autores.Estos resultadosconfirman que un grado de proteolisis
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moderadoen los quesos,no conlíevauna pérdidade antigenicidadde las
caseínas.

Los resultadosobtenidosen los ELISAs indirectos realizadoscon las
muestras de leche, demuestran que los valores de absorbancia
correspondientesa las mezclasde leche de vaca y cabra son ligeramente
superioresa los obtenidospara las mezclasde leche de vaca y oveja. La
distinta composiciónde la lechede vaca, oveja y cabra podríaexplicar estas
diferencias.A pesarde la variabilidadqueexisteen la composiciónde la leche
segúnel componentegenéticode cadarazau otrosfactoresambientalescomo
la estacionalidado la alimentación(Egany col., 1981), seha establecidoque
la concentraciónproteicade la leche de oveja es significativamentesuperior
(5,4 %) a la de las lechesde vacay cabra (3,4 %>. Por ello, en la leche de
ovejala capacidaddel anticuerpoparadetectarlascaseínasde la leche devaca
seve disminuidaconrespectoa la lechede cabra,dondela concentraciónde
proteínasy por tanto de moléculasque puedeninterferir en la reacción es
inferior.

Cuando se analizaron las mezclas de quesos, no se observaron
diferencias significativas en los valores de absorbanciaobtenidospara las
mezclasde quesosde vacay oveja con respectoa las mezclasde quesosde
vacay cabra. Este diferente comportamientoobservadoen los quesoscon
respectoa las lechespodría debersea que la leche de oveja contienemayor
cantidadde proteínassolublesquelas lechesde vacay cabra(Amigo, 1989)y
dado que la mayoríade las proteínassolublesse eliminan en el desuerado
durante la fabricación del queso, mientras que las caseínasprecipitan
formandola cuajada,la capacidaddel anticuerpoparadetectarlas caseínasde
vacaen quesosde oveja no difiere significativamentede la observadaen los
quesosde cabra.

Los resultadosque se obtuvieronen los ELISAs indirectoscon mezclas
lácteasqueconteníanlechesdevacacomercialestratadastérmicamentefueron
ligeramentedistintos a los observadoscon las lechescrudas. Cuandoen los
inmunoensayosse utilizaban muestrasque contenianleche pasteurizada,los
valores de absorbanciaeran ligeramente superiores(8 %) a los valores
obtenidoscon mezclaslácteascrudas,mientrasque en los casosen que se
emplearonlechesesterilizadaso lechesUHT, los valoresde absorbanciaque
se obtuvieron fueron ligeramente inferiores (15 %) a los observadosen
mezclasqueconteníanlechescrudas.

Algunos autores(Rollemay Brinkhuis, 1989; Leavery Thomson,1993)
han descritoquecuandola leche sesometea tratamientostérmicossuperiores
a los 70”C, existen cambios irreversibles en la conformaciónmicelar que
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conducena la pérdida de la estructurarígida de la micela. El aumento
progresivode la movilidad de la micelafacilitaría las interaccionesentre las
caseínasy lasproteínasdel suero,reduciéndosela accesibilidaddel anticuerpo
a los determinantesantigénicosde la caseína,hechoque explica la menor
inmunogenicidadde la. leche esterilizadaUHT. Las diferencias detectadas
entre la leche esterilizaday pasteurizadase debena que el mayor o menor
grado de desnaturalizaciónde las proteínas séricasy su asociacióna las
micelasde caseínaestácondicionadoa la severidady duracióndel tratamiento
térmico(Leavery Thomson,1993).

La técnicadel ELISA indirecto desarrolladaduranteestetrabajo con el
fin de detectary cuantificar la leche de vaca en mezclaslácteasy quesos
madurados, presenta ciertas ventajas con respecto a algunos métodos
cromatográficos,electroforéticose imnunológicosdescritospor otros autores.

La cromatografialíquida de alta resolucióncomolas técnicasde IIPLC
(Kaminaridesy Anifantakis, 1993) o FPLC (Haasnooty col., 1986) permiten
detectarla incorporaciónde leche de vaca a las lechesde otras especies,
utilizando como indicador a la a,~-caseínade la vaca, ya que ésta eluye
posteriormentea la a~1-caseinade las lechesde oveja y cabra en las mismas
condicionescromatográficas.Los límites de detecciónde la lechede vacaen
las mezclasanalizadasson del ordendel 1-2 %. Sin embargo,estastécnicas
sólo puedenemplearseenmezclaslácteasya quedurantela maduraciónde los
quesos,la a~1-caseínase degradarápidamente.Por consiguiente,las técnicas
cromatográficassólo puedenemplearseen los quesosde forma cualitativaen
funcióndel gradode maduracióndelmismo.

La cromatografiade gases(Iverson y Sheppard,1989) se basa en la
determinaciónde los ácidosgrasosparadiferenciarel origen específicode las
lecheso quesos,ya que los ácidosgrasosde cadenacortasonmásabundantes
en las lechesdeovejay cabraqueenía leche de vaca.Los límitesde detección
de lechedevacaenmezclaslácteasoscilanentreel 10 y el 20 %. No obstante,
estatécnicano permitedetectarleche de vaca en mezclaslácteaso quesos
elaboradosconlechesdesnatadas.

Las técnicaselectroforéticasempleadasen la detecciónde lechede vaca
enmezclaslácteasy quesosde oveja y cabrasebasanen la determinaciónde
las fraccionesde la caseína(Ramosy col., 1977; Moio y col., 1992) o de las
proteínasdel suero (Amigo y col., 1992) en gelesde electroforesis.El límite
dedetecciónde la lechedevacaenmezclaslácteas es aproximadamentedel
5 %. En los quesos,los perfileselectroforéticossoncomplejosy por tanto, los
resultadossondifícilesde interpretar.
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Dentrode lastécnicasinmunológicas,el ELISA indirecto desarrolladoen
estetrabajoparadetectary cuantificarla lechede vacaañadidaa las lechesy
quesosde oveja y cabra,mejorala sensibilidadde otros ELISAs indirectoso
de tipo sandwichqueempleananticuerpospoliclonalesespecíficosfrentea las
proteínasdel suero(Garcíay col., 1990, 1991) o las caseínasde la leche de
vaca(Rodríguezy col., 1990). Los nivelesde sensibilidadalcanzadoscon el
ELISA indirecto desarrolladoen este trabajo, son comparablesa los valores
obtenidospor otros autorescon otros ELISAs competitivos(Rolland y col.,
1993)o de tipo sandwich(Sauery col., 1991; Rodríguezy col., 1993; Levieux
y Venien, 1994).

La utilización de un anticuerpomonoclonal especifico en el ELISA
indirecto desarrolladoen este trabajo, permite alcanzarelevadosniveles de
especificidad y reproducibilidad. El ELISA indirecto presenta diversas
ventajasconrespectoa lastécnicascromatográficasy electroforéticascomoes
la sencillez de su realización,y el no requerir una gran especializacióndel
operarioquerealizael análisis(Hernándezy col., 1994).

y. 7. DETECCIÓN DE LECHE DE VACA EN MEZCLAS LÁCTEAS
Y QUESOS MADURADOS POR LA TÉCNICA DEL ELISA
COMPETITIVO

De los procedimientosde ELISA utilizados para la identificación de
especiesen mezclaslácteasy quesosmadurados,el ELISA sandwich y el
ELISA competitivo destacanpor su especificidady sensibilidad(Levieux y
Venien, 1994).

En el ELISA competitivodesarrolladoparadetectarla incorporaciónde
la leche devacaenmezclaslácteasy quesosmadurados,la placasetapizócon
una concentraciónconocida de [3-caseínade vaca que era la molécula
antigénicaque se había utilizado previamenteen la inmunizaciónde ratones
con el fin de obteneranticuerposmonoclonales(IV.3). La [3-caseínade vaca
adsorbidaen los pocillos de las placasde ELISA compite en su unión al
anticuerpocon la caseínade la muestraproblema. Los limites de detección
conseguidosconlos ELISAscompetitivosmejoraronlos valoresobtenidoscon
los ELISAs indirectos. Asimismo, los resultadosobtenidoscon los ELISAs
competitivosmejoranlos resultadosde otros autoresqueempleananticuerpos
policlonales frente a las caseínasy las proteínasdel suero de la leche
(Rodríguezy col., 1990; Garcíay col., 1990, 1991), y son siixnilares a los
obtenidospor Rolland y col., (1993) que utilizan anticuerpospoliclonales
frente ala a~1-caseínade vaca.
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Otros autoreshan obtenido anticuerposmonoclonalesfrente a la 1<-

caseínade vaca (Feng & Cunningham-Rundles,1989; Kuzmanoff y col.,
1990a),a,1-caseína(Kuzmanoffy col., 1991),a~2-caseína(Leungy col., 1991)
y [3-caseína(Nagauney col., 1988;Kuzmanoffy col., 1991; Oudshoomy col.,
1994). Sin embargo,enningunode los trabajospublicadospor estosautores,
se emplearonlos anticuerposmonoclonalesobtenidosen inmunoensayoscon
el objetode detectary cuantificarla lechede vacaenmezclaslácteasy quesos
madurados,y porconsiguiente,no sehaconfirmadola presenciao ausenciade
reaccionescruzadasentrelos anticuerposmonoclonalesproducidosfrentea las
caseínasdevacay lascaseínasdeovejay cabra.

Experimentospreliminaresconfirmaron que para optimizar el ELISA
competitivo en los quesosera necesariorealizaruna dilución mayor de las
muestrasy del anticuerpo con respecto a las leches. Este hecho puede
explicarseal igual queen el casode los ELISAs indirectos(V.6) por el mayor
contenido de proteina de los quesos y por la mayor accesibilidaddel
anticuerpoa lascaseínasdel quesodebidoa la accióndel cuajo. Estasrazones
explican que también se alcancen valores de inhibición similares con
cantidadesinferioresde lechede vacacuandoel análisisse realizaen quesos
con respectoalasmezclaslácteas.

Las diferenciasque se detectanen los ELISAs competitivosutilizados
paradetectarlechede vacaen las lechesy quesosde oveja con respectoa los
que se empleanpara detectarleche de vacaen lechesy quesosde cabra,se
explican al igual que en los ELISAs indirectos (V.6) por la mayor
concentraciónde proteínaquecontienela lechede oveja (5,4%) con respecto
a las lechesde vacay cabra(3,4 %). Portanto, a igual concentraciónde leche
de vacase alcanzannivelesde inhibición superiorescuandoéstase incorporaa
las lechesy quesosde cabra que cuandose añadea las lechesy quesosde
oveja. Estadiferenciasedebea queen las lechesy quesosde oveja la mayor
concentraciónde proteínasreducela capacidaddel anticuerpoparadetectarlas
caseínasde vaca.

En los ELISAs competitivosdesarrolladosparadetectarla leche de vaca
incorporadaa mezclaslácteasy quesosmadurados,se obtienebuenosniveles
de sensibilidad,especificidady reproducibilidad,con límites de deteccióndel
0,5 %. Asimismo la posibilidadde aplicarel inmunoensayoa las mezclasde
leches tratadas térmicamente y a los quesos madurados, aporta gran
versatilidada la técnica.La sencillezde su realizacióny el bajo costede cada
determinación,hacenquela aplicacióndelELISA competitivodesarrolladoen
este trabajo sea ventajosa con respecto a las técnicascromatográficasy
electroforéticas,especialmenteen programasoficiales de inspeccióny en la
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industriadondeesprecisoanalizarun elevadonúmerodemuestrasenun cono
intervalode tiempo.

V. 8. DETECCIÓN DE LECHE DE VACA EN QUESOSMADURADOS
POR LA TÉCNICA DEL ELISA SANDWICH

Como se ha descritoen el apartado111.2.5.4. en la técnicadel ELISA
sandwichel antígenopresenteen las muestrasproblemaes capturadopor los
anticuerposadsorbidosa los pocillosde unaplacade poliestireno.El antígeno
capturado es detectadopor un segundo anticuerpo. Por consiguiente,la
especificidadde un ininunoensayode tipo sandwichestádeterminadapor la
especificidad de los dos anticuerpos que intervienen en la reacción
inmunológica(Gosling, 1990).

Entrelos ensayosinmunoenzimáticos,los ELISAsdetipo sandwichy los
detipo competitivosonmásespecíficosquelos de tipo indirecto.No obstante,
la utilización de los de tipo sandwichconrespectoa los competitivos,presenta
la ventaja de que la reacción imnunológicaen los primeros, donde no se
estableceuna relación 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 espara ciertosautores(Harlow y Lane,
1988), el formato más específicopara detectary cuantificar antígenosen
muestrasproblema.

Parael desarrollode un ELISA de tipo sandwichse requiereun antígeno
queposeaal menosdosdeterminantesantigénicosquepuedanserreconocidos
simultáneamente(Gosling, 1990)y dos anticuerposqueseancapacesde unirse
a los dos determinantesantigénicos,sin que éstosse solapenen la molécula
antigénica(Harlow y Lane, 1988). Uno de los procedimientosmássencillos
queseutilizan en el desarrollode los ELISAs de tipo sandwich,consisteen el
empleo de dos anticuerposmonoclonalespara la captura y deteccióndel
antígeno(Amarasiri y Wilson, 1992). En el ELISA sandwichdesarrolladoen
estetrabajoparadetectary cuantificarla presenciade la lechede vacaen los
quesosmaduradosde ovejay cabra,seemplearonun anticuerpopoliclonal de
capturaobtenidoen conejofrentea la [3-caseínade la lechedevaca(111.2.4.)y
un anticuerpomonoclonalde detecciónobtenidoen ratonesfrente a la misma
fracciónde caseína(III.2.3.).

Se ha observadoque la. utilización en los ELISAs de tipo sandwich,de
anticuerpospoliclonalescomo anticuerposde captura,produceuna falta de
respuestade la reacción antígeno-anticuerpo(Amarisiri y Wilson, 1992).
Segúnestosautores,estefenómenose debea quela uniónde los anticuerpos
policlonales al antígeno, causa cambios de conformacióndel mismo que
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conducen a su desorción y falta de reconocimientoposterior por los
anticuerposde detección.Se ha establecidoquelas condicionesde desarrollo
de un ELISA de tipo sandwich(tiempos de incubación, tiemposde lavado,
concentracionesde los anticuerpos,etc) son esencialespara evitar estas
reaccionesdesfavorablescuyascausastodavíasedesconocen.

En el ELISA sandwich desarrollado para detectar y cuantificar la
presenciade quesode vacaen quesosmaduradosde oveja y cabra, seutilizó
un anticuerpomonoclonalde detecciónconjugadoa la digoxigenina.Para la
deteccióndel anticuerpomonoclonal,seutilizaronlos fragmentosvariablesFat,
de anticuerposobtenidosfrente a la digoxigenina.Dentro de los sistemasde
detecciónenziniáticos, el másfrecuenteconsisteen ía conjugación de los
anticuerposa la biotina y en su deteccióncon conjugadosde estreptavidina.
Sin embargo,en ciertoscasosel sistemabiotina-avidinaproduceunaactividad
enzimática débil y por consiguiente, los inmunoensayospresentanbajos
niveles de sensibilidad y reproducibilidad (Zischler y col., 1989). Esta
reducción de la actividad enziinática se explica por la tendenciade la
estreptavidinaa unirse de forma inespecíficaa la matriz sólida donde se
desarrollala reacción inmunológica. La experienciaobtenidapor algunos
autores (Zischler y col., 1989) con el sistema de detección enzimático
digoxigenina-antidigoxigenina,conflnna que los niveles de actividad
enzimáticaalcanzadossonmássatisfactorios.

Los niveles de sensibilidad alcanzados con el ELISA sandwich
desarrolladoenestetrabajoparadetectary cuantificarla presenciade lechede
vacaen quesosmaduradosde oveja y cabra,son comparablesa los obtenidos
por otros autores(Garcíay col., 1991; Rodríguezy col., 1993; Levieux y
Venien, 1994).

V. 9.DETECCION DE LECHE DE VACA EN LECHES Y QUESOS DE
OVEJA POR UNA TÉCNICA INMUNOLÓGICA RÁPIDA DE

ELISA INDIRECTO EN PALETAS

Las característicasprincipales de esta técnica inmunológica son la
utilización de tubosde polipropileno en lugar de pocillos de poliestirenopara
el desarrollode la reaccióninmunológicay el procedimientode lavado con
aguadelgrifo ensustituciónde los tamponesde lavado(Skerritty Hill, 1991).

Entre las técnicasimnunológicasrápidasdesarrolladaspara detectarel
origen específicode las lechesen mezclaslácteasy quesosse incluyen: la
inniunoprecipitación (Pinto, 1966), la inniunodifusión en geles de agar
(Durandy col., 1974), la inhibición de la hemaglutinación(Levieux, 1980) y
la inmunoelectroforesis(Radfordy col., 1981). Estastécnicas,medianteel
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empleode anticuerpospoliclonales,permitendetectarenun corto intervalo de
tiempo la incorporaciónfraudulentade lechesde vacao cabraa las lechesde
oveja. Más recientemente,se han desarrolladolas técnicasde inniunodoting
(Aranday col., 1988, 1993) que aplicadasa las lechesy quesos,permiten
obtener mayores niveles de sensibilidad que las técnicas de
inmunoprecipitación.Aunque todaslas técnicasdescritasson aplicablesa la
identificacióndel origen específicode las lechesen mezclaslácteasy quesos,
presentanel inconvenientede requerir la utilización de reactivosde vida útil
corta, de equipos más o menos costososy de la infraestructurade un
laboratorio(Garcíay col., 1989).

La necesidad de encontrar métodos analíticos rápidos, sencillos,
económicos,sensiblesy aplicablespara su utilización directa en centrosde
produccióne industriaslácteas,ha impulsadoen los últimos añosnumerosos
proyectosde investigaciónquepersiguenel desarrollode técnicasrápidasque
cumplan los objetivos trazados.La técnicadel ELISA indirecto en paletas
desarrolladaen este trabajo para la detecciónde leche de vacaen mezclas
lácteasy quesossebasóen el protocoloexperimentaldescritopor Skerritt y
Hill (1991). Estos autoresdesarrollaronuna técnicasingularpara detectar
gluten en la dieta de los enfermos celiacos mediante el empleo de un
anticuerpomonoclonal.Comoprincipalesventajasderivadasde la utilización
del anticuerpomonoclonal están su elevadaespecificidadsin que existan
reaccionescruzadasfrente a caseínasde otras especiesy su disponibilidad
ilimitada a lo largo del tiempo. Los nivelesde sensibilidadalcanzadosparala
detecciónde lechede vacaenmezclaslácteasy quesosesdel 1 %. La rapidez
y la facilidad de su realización,hacenque esta técnicaseaidóneapara ser
desarrolladaenprogramasoficiales de inspeccióny en lasindustriaslácteas.
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1.- La caracterizaciónelectroforéticade las caseínasde la leche de vacaen
gelesde poliacrilamidacon dodecilsulfato sódico(SDS-PAGE),demostró
que las distintas fracciones: K-, 13-, ct~2- y ct~1-caseínas,aisladaspor la
técnicade cromatografialíquida de alta resolución (FPLC), se habían
purificadoahomogeneidad.

2.- La caracterizaciónimnunológica de las distintas fracciones caseinicas
purificadas por FPLC, empleandoanticuerpospoliclonales específicos
anti-caseínasde vacay unatécnicaimnunoenzirnáticadeELISA indirecto,
confinnóquela fracción13-caseínaerala quepresentabaun mayornúmero
de epítoposespecie-específicos.La técnica de imnunobloting pennitió
confirmar los resultadosque previamente se habían obtenido con la
técnicadel ELISA indirecto.

3.- La utilización de la fracción 13-caseínade la leche de vaca, purificadapor
FPLC, como antigenoen la inmunizaciónde ratonesBalblc, permitió la
obtenciónde un hibridoma(AL-U) queproducíaun anticuerpomonoclonal
específico para las caseínasde vaca, que no presentabareacciones
cruzadasfrente a las caseínasde oveja y cabra ni frentea otrasproteínas
analizadas.

4.- El anticuerpomonoclonalAIrI4 se utilizó en la deteccióny cuantificación
de la leche de vaca en mezclaslácteas frescas y quesosmadurados
empleandola técnicadel ELISA indirecto. Con estatécnicay para una
incorporaciónde lechede vacadel O al 10 % en mezclaslácteasy quesos
deovejay cabra,el limite de detecciónconseguidofue del 1 %.

5.- Cuandoseutilizó el anticuerpomonoclonalAI14 y unatécnicade ELISA
indirecto, para la detección de leche de vaca sometida a distintos
tratamientostérmicos, los resultadosobtenidosdiferíande los alcanzados
conlechecruda.La incorporaciónde lechede vacaesterilizadao UHT en
las mezclascon leche de oveja reducía en un 15 %, los valores de
absorbanciaque sehabíanobtenidocon las mezclasde leche cruda. Sin
embargo,la incorporaciónde leche de vacapasteurizadaen las mezclas
con leche de oveja incrementabaen un 8 %, los valoresde absorbancia
obtenidosconlasmezclasde lechecruda.

6.- El anticuerpomonoclonal AH4 también se utilizó para la deteccióny
cuantificaciónde lechedevacaen mezclaslácteasy quesosmaduradosde
oveja y cabra empleando una técnica de ELISA competitivo. Los
resultadosobtenidosconestatécnicaconfinnaronqueen el intervalo del O
al 50 % de incorporaciónde leche devacaenmezclaslácteasy quesos,el
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límite de detecciónobtenido fue del 0,5 %, lo quemejorabalos valores
obtenidosconla técnicadelELISA indirecto.

7.- Parala deteccióny cuantificaciónde leche de vacaen quesosde oveja y
cabra se utilizó la técnicade ELISA sandwich. Como anticuerposde
capturaseemplearonlos anticuerpospoliclonalesespecíficosanti-caseinas
devacay comoanticuerposde detección,el monoclonalAH4 conjugadoa
la digoxigenina.Los resultadosobtenidosconfirmaronqueen el intervalo
del O al lo % de incorporaciónde quesode vacaen quesosde oveja y
cabra,el limite dedetecciónobtenidofue del 1 %.

8.- Finalmente, el anticuerpo monoclonal AH4 también se utilizó para
detectarla incorporaciónde lechede vacaen mezclaslácteasy quesosde
oveja y cabra empleandounatécnicade ELISA indirecto en paletas.Los
resultadosobtenidoscon estatécnicaconfirmaronque sin equipamiento
laboratorial y en un tiempo inferior a 1 hora, se alcanzabaun nivel de
detecciónde lechede vacaenmezclaslácteasy quesospróximo al 0,5 %.
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Confirmando con esta línea de investigación, otro de los objetivos
futurosde estetrabajo esla obtenciónde anticuerposrecombinantes.En 1989,
tres nuevas tecnologíasse habían desarrollado lo suficiente para superar
algunas de las limitaciones inherentes a la obtención de anticuerpos
monoclonales(Kóhler y Milstein, 1975; Kóhler y col., 1976). Estos avances
hacíanreferenciaa un mejorconocimientode la estructuray conformaciónde
las moléculasde anticuerpos,a la puestaapunto de la reacciónen cadenade
la polimerasa(PCR),y a unamejor comprensiónsobrela biologíamolecular
de virus y bacterias(Winter y Milstein, 1991; Chiswell y McCafferty, 1992;
Nyyssóneny col., 1993; Karu y col., 1994). Este progresoconjunto hizo
posible la amplificaciónde los genesquecodifican las regionesvariablesde
los anticuerpos,su inserción en fagémidos y su expresiónen levaduras,
insectos, plantas, hongosy Esclierichia coli. En los últimos años se han
desarrollado varios sistemasde donacióny expresión, pero de ellos la
utilización de fagémidosy suexpresiónen E. coli haresultadoseruna de las
más interesantes,por la facilidad de seleccionaranticuerposespecíficosy
porque los genes que los codifican pueden secuenciarsey sometersea
mutacióndirectaenel mismo vector(Little y col., 1993).

Los anticuerposrecombinantesobtenidospor manipulacióngenética,
presentanlas siguientesventajas(Marks y col., 1992; Lee y Morgan, 1993;
Matthewsy Burnie, 1994; Wintery col., 1994):

1 .- Ofrecenla posibilidadde prescindirde la imnunizaciónde animalesde
experimentacion.

2.- El procesode obtenciónesmásrápidoy económicoqueel seguidoen la
obtencióndeanticuerposmonoclonales.

3.- La habilidadde interaccionarcon epítoposqueno estánaccesiblesa las
moléculasconvencionalesde anticuerpos.

4.- Su capacidadpara ser inmovilizados en soportes como paletas o
mmunosensores.

5.- Otros grupos funcionales como péptidos, enzimaso toxinas pueden
expresarseconjuntamenteconlos anticuerpos.

6.- Permitenla obtenciónde reactivosde afinidady especificidadprecisas,
mediante la utilización de técnicas que modifican la estructura y
caracteristicasdel lugar de unión del anticuerpoconel antígeno(Kant y
col., 1994).



TRABAJO FUTURO 165

A partir de los anticuerposmonoclonalesobtenidosfrentea la caseínaj3
de la leche de vaca, se plantearáen un futuro próximo la obtención de
anticuerposrecombinantes.A grandesrasgos,el procedimientoa seguirseria
el siguiente:

1.- Extracción del ARN de los hibridomasproductoresde los anticuerpos
monoclonalesfrente a la 13-caseínade la lechede vacay purificacióndel
ARNm.

2.- SíntesisdelADN complementarioapartir delARN mensajero.

3.- Amplificación selectivade los genesquecodificanlas regionesvariables
de las cadenaspesadas(V1j y ligeras (VL) de los anticuerpos,utilizando
los cebadoresadecuadosy la técnicade la reacciónen cadenade la
polimerasa(PCR).

4.- Obtención de fragmentosEv ligadosen una sola cadenapolipeptidica

medianteun péptidode unióny quesedenominanfragmentosscFv.

5.- donaciónde los fragmentosscFv en un fagémido.

6.- Introducciónde los fagémidosrecombinantesen célulascompetentesde
E. cok y selecciónde los clones transfonnadospor su resistenciaa la
anipicilina.

7.- Secuenciación de los fragmentos polipeptídicos insertados en los
fagémidos.

8.- Expresiónde los fragmentosscFvde interes.

9.- Finalmente,utilizando diversastécnicasinmunoenziimáticas(ELISA) se
comprobarála capacidadde los fragmentos scFv producidos para
identificary cuantificarla presenciade lechede vacaen mezclaslácteas
y quesos.
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