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CAPITULO 1

EXPOSICIONGENERAL DEL

PROBLEMA A INVESTIGAR



U ExposiciónGeneral

Debidoa la estacionalidaddela producciónde las lechesdeovejay cabra,asícomoal
mayorpreciode las mismas,hasido frecuentela utilizaciónfraudulentadelechede vacaen
la fabricaciónde quesosde ovejay cabra.Igualmente,el aumentocrecientede la producción
de lechede cabra,asícomo su menorcosteen relacióna la de oveja, ha determinadosu
incorporaciónen los quesoselaboradoscon lechede oveja. En nuestropaís, tiene gran

interéspor tanto, no sólo la detecciónde lechede vaca,sinotambiénla delechedecabraen
los quesosde mezcla.El poderdeterminarla materiaprima (tipo de leche) quese ha

utilizadoenla fabricaciónde losquesostienegran importancia,no sóloparagarantizarla
genuidadde los quesoscon Denominaciónde Origen o los quesosfabricadoscon leches
puras,sinotambiénen la determinaciónde los porcentajesdelecheenlos quesosdemezcla
como, por ejemploel Ibérico, que requiereun mínimo de un 25% de leche de las tres
especies,ya que la legislaciónespañolaestablecenormasde composición,debiendo
declararel porcentajede los distintostipos de lecheempleadosen su fabricación.El tema

tiene gran repercusióneconómicaya que la ComunidadEuropeaesen estos momentos
excedentariaen la produccióndequesos,mientraslos paísescomunitariosexigenestrictos
controlesdecalidad,preocupandosobremanerala genuidadde losquesosdeovejay cabra.

Paraestablecerla procedenciaanimal de laslechesen mezclaslácteasy quesosse han

utilizado métodoscromatográficos(Prager,1989),electroforéticos(Ramosy col., 1985;
Addeo y col., 1989b) e inmunológicos,basadosen la utilizaciónde técnicascomo la de
inmunodifusiónen geles,recientementemodificadaen nuestro departamentobajo la

denominaciónde test de “COMIT” (García y col., 1989), inmunodifusión radial,
inmunoelectroforesisen cohete(Radfordy col., 1981), inmunoelectroforesiscruzada
(Elbertzhagheny Wenzel, 1987), contrainmunoelectroforesis(Bernhauery col., 1983),
inhibición de la hemaglutinación(Levieux, 1980)e inmunodotting(Aranday col., 1988).

El inconvenientede las técnicascitadasesquerequierenmaterialesy equiposcostosos,el
realizarlasrequieremucho tiempo o unagrancantidadde anticuerpospurificadosy, la
mayoríadeellas,sonsólocualitativaso semicuantitativas.

Actualmenteel desarrollode técnicasinmunológicasbasadasen la conjugación de

marcadoressensiblesa los anticuerpos,entrelas queseincluyenlas inmunoenzimáticas
(ELISA), constituyenunaalternativainteresantealas técnicasfísico-químicasde análisisde
alimentos.Lasventajasmássobresalientesdelas técnicasinmunológicasson:a) su elevada
sensibilidad,debidoal empleode marcadoresque potenciansu capacidadde detección,b)

elevadaselectividaddebido a la especificidadde las reaccionesantígeno-anticuerpo,c)
pequeñocostedelmaterialutilizado,en comparaciónconel de otrastécnicasy d) la rapidez

y posibilidadde automatizacióndel método,lo que permiteanalizarun númeroelevadode
muestrasen pocotiempo.
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ExposiciónGeneral

La mayoríade los métodosinmunoenzimáticosdescritospara la identificaciónde
especiesen mezclaslácteasy en quesos,utilizan anticuerpospoliclonalesfrente a las
proteínasséricasde la leche(Garcíay col., 1990; 1991),las caseínastotales(Rodríguezy
col,, 1990; 1993), inmunoglobulinasbovinas(Sauery col., 1991) o péptidossintéticos
(Rollandy col., 1993; 1995).Sin embargo,los inconvenientesasociadosala utilizaciónde
anticuerpospoliclonalesradicanen la disponibilidadlimitada de los mismos y en la
necesidadde purificarlosparaeliminar reaccionescruzadasy queposeanunaespecificidad
adecuada.Además,la purificaciónde los inmunosuerospor afinidades largay costosay
los anticuerpospurificadosconstituyenuna mezclade inmunoglobulinas,quepueden
variaren su afmidadporel antígeno.

Es porello,queel objetivoprincipal de nuestrotrabajohaconsistidoen la obtencióny

caracterizaciónparcialde anticuerposmonoclonalesespecíficosfrente a las caseínasde la
leche de cabra,con el fin de utilizarlos posteriormenteen el desarrollode técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA) quepermitanla deteccióny cuantificación de lalechede cabra
en mezclaslácteasfrescasy quesosmadurados.

No obstante,paraalcanzarel objetivo propuesto,debencumplirselos siguientes
objetivosparciales:

(1). Fraccionamientode las caseínasde la lechede cabrapor cromatografíalíquida
rápida (FPLC) y cromatografíade intercambioiónico, e identificación de las

fraccionesmásreactivasfrentea los inmunosuerosanti-caseínasde lechede cabra
(anti CC), purificadospor cromatografíade afinidad frente a los extractos
liofilizadosde caseínasdevacay oveja.

(2). InmunizaciónderatonesBalb/c,con la fraccióncaseinicamásinmunoreactivade
la leche de cabray fusiónde los linfocitos, extraídosdel bazode los ratones
mejor inmunizados,concélulasde mielomade ratón.

(3). Identificación de los hibridomasproductoresde anticuerposmonoclonalesy
donación,expansióny congelaciónde los específicosfrenteala lechede cabra,
asícomoidentificacióndela clasey subclasedelos anticuerposmonoclonalesde
interés.

(4). Produccióna gran escalade los anticuerposmonoclonalesespecíficosy

purificaciónde los mismospor precipitaciónselectivacon sulfato amónicoo
utilizandotécnicascromatográficasespecíficas.
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ExposiciónGeneral

(5). Utilización de los anticuerposmonoclonalespurificados para detectary

cuantificarla presenciade lechede cabraen mezclaslácteasfrescasy quesos
madurados,medianteel desarrolloy puestaa punto de diversastécnicas
inmunoenzimáticas(ELISA>.
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Introducción

11.1. LA LECHE

11.1.1. GENERALIDADES

Segúnel Reglamentode Centraleslecherasy otrasindustriaslácteas(B.O.E,,240 del
7 de Octubrede 1966) y el CódigoAlimentario Españolvigente,la lechese definecomo:
“El producto integro, no alteradoni adulteradoy sin calostros,procedentedel ordeño

higiénico, regular,completoe ininterrumpidodelashembrasmaanlferasdomésticassanasy
bien alimentadas’,indicandoqueestadenominaciónserefiereexclusivamenteala lechede
vaca;paradesignarlas lechesproducidaspor hembrasde otros animalesse indicaráel
nombredela especiecorrespondiente.

La lecheesdesdeel puntode vistaquímicoun sistemacomplejoformadopor2 fases
líquidasfísicamentehomogéneas:una faselipidica y una faseacuosaentrelas quese

repartenlos diversosconstituyentes.La composicióndo la lechedeterminasu calidad
nutritiva, suvalorcomomateriaprima parafabricarproductosalimenticiosy muchasde sus
propiedades.Los principalescomponentesde la lecheson el agua,lípidos, carbohidratos,
proteínas,salesy unagran lista de componentesmisceláneos,queseencuadranen cuatro
categorías:componentesespecíficosdel órganoy de la especie(la mayoríade lasproteínas
y de los lípidos), componentesespecíficosdel órganopero no de la especie(la lactosa),

componentesespecíficosde especieperono del órgano(algunasproteínas)y componentes
no específicos(agua,salesy vitaminas)(Jeness,1988).

11.1.2.DIFERENCIAS DE COMPOSICION DE LAS LECHES DE

VACA, OVEJA Y CABRA

La composiciónquímicadela lechevaría segúnla especieanimal.En la Tabla11.1.,

se muestrauna clasificaciónde los principalescomponentesde la leche. Es interesante
destacarqueademásdelas variacionesdebidasalaespecie,los distintoscomponentesde la

leche se encuentranen proporcionesvariablesdependiendode numerososfactoresy
condicionescomola raza,el estadofisiológico del animal(etapade lactación,edad,estado
nutricional,variacionesestacionales)y factoresambientales,si bienseconsideraque la
composicióny propiedadesdela lecheson cualitativamenteconstantes.

Laslechesde vaca,oveja y cabrasediferencianen algunascaracterísticas,unas

facilmenteobservablesy otrasrelacionadasconsusparticularidadesfísicasy químicas.La
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introducción

— leche de vaca es un líquido opaco, blanco mate, más o menosamarillentosegúnel
contenidoen p-carotenode la materiagrasa.Tiene un olor poco marcadoy su gusto es
agradabley dulzón(Assenat,1991).Teniendoen cuentaque la lechedevacaseconsidera,
si no comoreferencia,si comola másestudiaday conocida,las comparacionesentrelas

lechesde interésseestableceránespecialmenteconella.

11.1.2.1.LECHEDEOVEJA

La leche de oveja es de un color blanco nacarado,semejantea la porcelana.Su

opacidadesmayorquela de las lechesde vacay cabray su viscosidadesmayorquela de la
lechede vaca.La lechede oveja tieneun olor “sui géneris”,característicodel animalquela
producey pocomarcadoen la lecherecogidaen buenascondiciones.

La grasaes el componentede la lechede oveja que muestramayoresvariaciones.
Parkashy Jeness(1968)determinaronqueel diámetrodel glóbulograsoesde 3,30micras

en la lechedeovejay de4,55en la lechedevaca.El colorde la lechedeovejaes netamente

blanco,debidoa la pocapresenciade p-caroteno(Laxminarayanay Dastur,1968).Los
lípidos de la leche de ovejasecaracterizanpor su elevadocontenidoen ácidos grasos
saturadosde 6 a 12 átomosde carbono,con una proporciónparticularmenteelevadadel
ácidocaprílico,de 1,7 a 4% enpesode los ácidosgrasostotalesen la lechede oveja,frente

asóloel 1-1,8%dela lechedevaca.Lo mismosucedeconel ácidocáprico,de4a 11%en
la lechede ovejafrenteal 2,1-3,5%de la lechede vaca(Assenat,1991).

El análisisde los ácidosgrasos,revelaalgunasdiferencias,que parecequeson

especificasde la leche de oveja (Kuzdzal-Savoiey Kuzdzal, 1970). Los ácidos
comprendidosentreel mirístico (C14) y el pentadenoico(CiS) seencuentranen pequeña
cantidad,lo queseha consideradopordiversosautoresenla detecciónde posiblesfraudes.
El olory gustocaracterísticode la lechede ovejaestánesestrecharelaciónconel contenido
de ácidosgrasosde 6 a 12 átomosdecarbono.El aromaparticularde losquesosde lechede
oveja sedebeala composiciónde los lípidos de estaleche. En la lechede ovejaexisten
menostriglicéridosdecadenalargay másde cadenacortaqueen la lechede vacamientras
la proporciónde fosfolipidos dela lechede ovejapareceserligeramentemayoren la leche

de ovejaqueen la de vaca.Ya seha mencionadoque los quesosobtenidoscon lechede
ovejapresentan,la mayoríade ellos,característicasespecificasde sabory gusto, lo que
parecedebersefundamentalmentea la lipolisis del componentegraso.Losácidoscaprílicoy
cápricoseencuentranen la lechede ovejaen cantidadesrelativamenteimportantes,por lo

que es posible que influyan en esteproceso,bien como sustanciasactivas o como
precursoresde otrassustancias(Assenat,1991).

u
8
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La lechede ovejaesespecialmenterica en componentesqueseros.Es habitualdecir

que,paracantidadesde lecheidénticas,seobtienede mediados vecesmásde quesocon la
lechede ovejaquecon la devaca.La lechede ovejaproduceunacuajadaduray lapastaes,

en generalmásblanca,siendorelativamentedifícil la oposiciónde saboresamargos,lo que
seatribuyea la menorproporcióndecaseínasasrespectoala caseínatotal, Lo másnotable

encuantoa la composiciónde la lechede oveja,en comparaciónconla devacay cabra,es
queesunas2 vecesmásrica en grasay en nitrógenototal. Sucontenidoen lactosaesigual
o inferioral dela lechede vaca.

11.1.2.2.LECHEDE CABRA

La lechede cabraesde un color blancomate,debidoa queno contiene¡3-caroteno;
reciénordeñadatieneun olor neutro,aunquea vecesal final de la lactaciónseapreciaun
denominadocáprico.El sabordulzón esparticularde estaleche.La viscosidadde la leche
de cabraesmásbajaquela de vaca(Parkashy Jeness,1968). Comolas concentracionesde
grasay proteínasde la lechede cabrason inferioresa las de la lechede vaca,su valor

energéticoesmásbajo. En cuantoa suvalor vitamínico, la leche de cabrano contiene
carotenosy secaracterizapor laausenciao la presenciade unacantidadpequeñadevitamina
E.

Los glóbulosgrasosde la lechedecabrasonmáspequeñosqueen la de vaca,pero la
composicióny propiedadesde ambasmembranassonsimilares.Un 65%de los glóbulos
grasostienenun diámetroinferior a 3 micrasfrente aun 43% en la lechede vaca,conun

diámetro medio muy próximo al de la lechede oveja,de 3,5 micrasy de 3,3 micras
respectivamente.A igualdaddeconcentraciónde grasa,la lechedecabratieneun númerode
glóbulosgrasosdosvecesmayorquela lechede vacay un diámetromedioinferiorde3,53

micrasy de 1,99 micrasparala lechede vacay de cabra, respectivamente(Fahmiy col.,
1956).

Los triglicéridosrepresentanel 98,99%de los lípidosde la leche,siendolos monoy

diglicéridospocofrecuentes,representandoun 0,5% del total. La lechede cabratiene un
contenidoen ácidosgrasosprácticamentedoblequeel de la lechede vaca(16,6%frenteal
8%). El porcentajede ácidosgrasossaturadosvaríaentreel 65,9% y el 7 1,9%. Si se
estudianlos ácidosgrasosen funciónde la longitudde sucadenade átomosde carbonode
C4 a C12, la leche de cabra y la de oveja son similares, con un 20% y un 24%,
respectivamente,frenteal 14%de la lechedevaca.La diferenciaentrelaslechesde cabray
vacaseencuentraesencialmenteen la proporciónde los ácidosgrasosCS, CíO y C12, que

9
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para la leche de vaca y cabrason de 1,8 y 3,6%, de 4,0 y 3,2% y dc 8,7 y 4.7%,
respectivamente.

En la lechesedistinguendosgruposdecompuestosnitrogenados:las proteínasy las
sustanciasno proteicaso nitrógenono proteico(NNP),queen la lechedevacarepresentan,
respectivamente,el 95% y el 5%. La lechede oveja es pobreen NINP, siendoen esto
similar ala de vaca(6,8%). Porel contrario,en la lechede cabrala concentraciónde NNP
es máselevadaque en las otras dos, del orden del 8,7% (Mahieu y col., 1976, 1977;

Mohrand-Fehry Flamant,1983).

11.2. COMPOSICION PROTEICA DE LA LECHE

Lasproteínaslácteastienenunagran importanciaen la nutriciónhumanae influencian
el comportamientoy las propiedadesde los productosquelas contienen,por lo quesehan

estudiadoampliamente.La mayoríade los estudiosse han realizadoen la lechede vaca,
extrapolandolos resultadosa las demásespecies.La fracción proteicade la leche se
encuentraen la faseacuosa,bien en estadosoluble,constituidapor diferentespolimeros
proteicoshidrófilos (proteínasdel lactosuero)o bien en estadocoloidal, constituidapor
partículassólidas,en suspensión,quedifunden la luz y danun color blancoopaco(micelas
de caseína).Las micelasde caseínason complejosorgánicosconstituidospor proteínas
laxas y enmarafladas,mientrasque las proteínassolublesseencuentrancomocadenas
enrolladasy cerradas(Walstray Jeness,1987).

El grupo denominado“caseínas”constade 4 tipos de cadenaspolipeptidicas«sj,

«sa, f3 y c, ademásde algunosderivadosprocedentesde la proteolisisde estascadenas.El
95% de la caselnade la lecheseencuentraagrupadaen las micelasde caseínade 20-300

hm de diámetro,asociadacon iones calcio y fosfato. En el otro grupo de proteínas,
denominado“proteínasdel lactosuero”seincluyenla a-lactoalbúmina,la p-lactoglobulina,
la albúminaséricabovina,las inmunoglobulinas,las proteínasde la membranadelglóbulo

graso,los enzimasy otrasproteínasminoritariascomo transferrina,lactoferrmnay 132-
microglobulina(Tabla11.2.).

11.2.1. NOMENCLATURA DE LAS PROTEíNASLÁCTEAS

A lo largodelsiglo XIX y principios del actual,lasproteínasconocidasselimitaron a

las caseínasy a la «-lactoalbúminay p-lactoglobulina, aunqueposteriormentese han

lo
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Tabla 11.2. Clasificación y Distribución de las Proteínasde La
Leche de Vaca (30-35g/l)

1. CASEINAS (24-28¡ID

Caseínasa51 (l
2-lSg/l)

— Caseínas«52 (3-4 gIl)
Caseínas~ (9-11 gIl)
Caseina& JC (2-4 g/l)

2. PROTEíNASDEL LACTOSUERO

¡3 -Lactoglobulina (2-4 gIl)
«-Lactoalbúmina (0,6-1,7gIl)
Seroalbúminabovina (0,2-0,4gIl)
Inmunoglobulinas (0,5-1,8gil)

3. PROTEíNASDE LA MEMBRANA DEL OLOBULO GRASO

4. PROTEíNASMTNORITARIAS

Transferrina
Lactoferrina
Pz -Microglobulina
Glicoproteinas
Ceruloplasmina
Inhibidor de Tripsina
Quininógeno
Proteína ligantede Folato
Proteína ligante de Vitamina ~12

&ENZLfrIAS

Fuente:Whitney, 1988
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identificadoy caracterizadonumerosasproteínas.El Comitédela AsociaciónAmericanade
Ciencia de la Leche y ProductosLácteos (ADSA), ha desarrolladoun sistemade

clasificaciónde las proteínasde la lecheparasu nomenclaturay clasificación(Eigel y col.,
1984), incluyendolas proteínasminoritariasy los enzimas.Exceptoparala seroalbúniina
bovina, las inmunoglobulinasy las proteínasde la membranadel glóbulo graso, la
nomenclaturaempleadaen estaclasificaciónconsisteen una letra griega, con o sin
subíndice,que identificala familia deproteínas.Las variantesgenéticasseindicanporuna
letraarábigamayúscula,con o sin superíndicey las modificacionespost-craduccionales,se
indicanpor unanotaciónalfanuméricaseguidade la letraquedesignala variantegénica.

Un problemaimportanteparadenominaralas proteínaslácteas,deespeciesdistintasa
la bovina,esdeterminarsu homología.En biologíadondeel término homologíasignifica
ancestroscomunes,se dice que las proteínasde especiesdistintas son homólogassi
procedende un ancestrocomún. Otro criterio de homología es la existenciade
inmunoreactividadcruzada,por lo que las proteínashomólogasmuy próximasposeen
determinantescomunesy por lo tantoexhibenreaccionesinmunológicascruzadas,pero la
ausenciade reactividadcruzadano implica necesariamentela carenciade homología.La
homologíapuedededucirsede la función biológica y de la inmunoreactividadcruzada,

aunqueel criterio definitivo eshomologíaen la secuenciaaminoacídica(Swaisgood,1982).
Las caseínas,la cx-lactoalbúminay la ¡3-lactoglobulina,senombrande acuerdoa sus
homólogosen laespeciebovina,mientrasla albúminaséricaseidentifícapor sumovilidad
electroforética,inmunoreactividady su tamañomolecular. Las inmunoglobulinasse
identificany denominanpor su inmunoreactividady losenzimasseidentificany nombran
porsu especificidadbiológica.

Estáclaramenteestablecidoquela heterogeneidaddeunafamilia de proteínasde la

mismaespecie,derivade las modificacionespost-traduccionales(fosforilaciónincompleta
de las caseínas,glicosilaciónde la caseínaic, proteolisisparcialpor la plasmina)y del
polimorfismo genético.Todaslas proteínasde la lechepresentanpolimorfismo genético
(Martín, 1993);hastaahoratodaslas variantesconocidasdifieren en los radicalesionizables
y, originalmente,se detectaronpor variacionesen la migración electroforéticade las
proteínasde lechesde vacasdistintas.En la mayoríade los casos,la localizaciónde las

sustitucionessehaestablecidocontécnicasde secuenciaciónde los péptidosde interés.En
algunasde las proteínasde la lecheexistentambiénvariantesno genéticas,debido a

diferenciasen el númeroy localizacióndelos gruposfosfato y glicosilo, queseunena las
cadenaspolipeptídicasdespuésde la traducción.

12
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11.2.2.EL POLIMORFISMO GENETICO DE LAS LACTOPROTEINAS

El estudiode los determinantesgenéticosde las proteínasde la lechees relativamente

reciente,(Bonsing y Mackinlay, 1987; Rosen,1987; Mercier y col., 1991 y Mercier y
Vilotte, 1993).El polimorfismogenéticode las caseínassetraduceen la posibilidad,para
cadaunade ellas,de existir bajo diversasformasderivadasdela mismaforma original por
mutación.Estasvariantesdesignadaspor las letras A, B, C, etc., sediferencianentresipor
modificacionesmínimasen la estructurade las cadenaspolipeptidicasdondeporejemplo,

un aminoácidoesreemplazadopor otro. Sin embargo,.estaspequeñasmodificaciones
puedentraducirseen cambiosimportantesde sus propiedades:la sustituciónde un

aminoácidopor otro puedeacarrearunamodificación de las estructurassecundariao
terciariade la proteína.Las variantesgenéticaspuedenposeer,por tanto, implicaciones
interesantes.

En unapoblación,sehabla depolimorfismogenéticocuandoexisten,en un locusde
estructuradeterminada,al menos2 alelos.El polimorfismogenéticode las proteínasen
generaly de las lactoproteinasen particular, se detectapor electroforesisen gelesque

permitenla separaciónde2 formas de unamismaproteína(o 2 variantes)cuandodifierenen
sucargao su tamaflo, lo queocurrecomo consecuenciade mutacionesen las secuencias

codificantesde un gen (una partede los exones)y queno representanmásqueuna débil
parte(3 a 7% paralos genesde las caseínas)de la totalidaddel gen. El polimorfismo
observadoen unaproteínasolamenterefleja parcialmenteel polimorfismoexistenteanivel
genómico.Solamente3 mutacionesde cada4 originanla sustituciónde un aminoácidopor
otro. Además,alrededorde dosterciosde las sustitucionesde lasproteínasno modificansu
carganetay no puedenserreveladosporelectroforesis.Evidentemente,las mutacionesse
producenigual y estadísticamenteennúmeromáselevado,en las secuenciasno codificantes
de los genes(intrones,secuenciaspromotorasy reguladoras),queno sonidentificablespor
el análisisestructuralde la proteína,peroquepuedentenerun efectoconsiderablesobresu
síntesis,comoocurreen el casode lascaseínascaprinas(Martín, 1993).

Es, en la especiebovina, donde más se ha estudiadoel polimorfismo de las
lactoproteinas,porla importanciaeconómicade la lechede estaespecie.Sobreel repartoy
la frecuenciade las diversasvariantesgenéticas,sehanrealizadorecientementediversas

revisiones(Merciery Grosclaude,1992;Ng-Kwai-Hangy Grosclaude1992).
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11.2.2.1.ESTRUCTURAY LOCALIZACION DE LOS GENESOUE CODIFICAN
LAS CASEINAS

El fuerte vinculo existenteentrelos genesquecodifican las caseínas«si, y ¡3 fue

demostradoen 1964 por Grosclaudey col, (1964). Los estudiosmendelianossobreel
polimorfismo genéticode las caseínas(Grosclaudey col., 1964, 1965, 1978; Larseny

Thymann, 1966) permitieronestablecerque las caseínasseencuentrancodificadasen 4
genesestrechamenteligados.Estos4 locus secomportancomounaúnicaentidadgenética,
en la quela combinaciónde los alelos,casi indisociables,se denomina“haplotipo”. Estas

— observaciones,fin de la genéticaclásica,sehanconfirmadorecientementepor el análisisde
los fragmentosde ADN genómico,por electroforesisen gelesde agarosa(Threadgill y

— Womack, 1990; Ferreti y col., 1990). Estos autoreshan desarrolladoel mapa de un
fragmentode 250 a300 Kb (Figura 11.1.),que posicionalos 4 locusen el siguienteorden:

así,asz,13 y ic. Estos4 genessehanlocalizadoposteriormente,por técnicasde hibridación

“fn situ”, enel cromosoma4 de los bovinos,ovinosy caprinos(Hayesy col., 1993a).

Los genesque codifican las caseínassensiblesal calcio (asj, «82 y 13), poseenuna

organizaciónsimilar y dominiosestructuralescomunes,confirmandola hipótesisde un
origen filogenético común, como se desprendede la comparaciónde las proteínas
resultantesde su expresión (Gaye y col,, 1977). Un análisis más detalladoy su
comparacióninterespecifica,revelanuna organizaciónestructuralmuy conservada.Así,
independientementede la especieconsiderada,la unidadde transcripcióndel gen de la

caseína13 estáformada,invariablemente,por 9 exones,Las únicasdiferenciasnotables
derivandeltamañode algunosintrones,debidoala presenciade secuenciasrepetidas.

La determinaciónde la organizaciónestructuralde los genesdelascaseínas«si y «s2

es muy reciente (Koczan y col., 1991; Groenen y col., 1993). Sus unidadesde
transcripciónsecomponen,respectivamente,de 19 y l8exones.Sin embargo,la estructura
del gende la caseínaic bovinaessensiblementediferentede la de losgenesde las caseínas

sensiblesal calcio así,«82 y 13.

11.2.2.2.ESTRUCTURAY LOCALIZACION DE LOS GENESQUECODIFICAN
LAS PROTEIINASSERICAS

El gen quecodifica la «-lactoalbúminabovina y caprinase ha localizadoen el

cromosoma5 (Hayes y col., 1993 b), mientrasqueel cromosomaportador del gen
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especificode la ¡3-lactoglobulinase ha identificadoen el cromosoma11 (Hayesy Pctit,
1993). Lasunidadesde transcripciónde los genesquecodifican la «-lactoalbúmina(Villote
y col,, 1987) y la ¡3-lactoglobulina(Alexandery col., 1993)sonde un tamañorelativamente

pequeño(2 y 4,7 Kb respectivamente),comparadascon las lasde los genesespecíficosde
las caseínas,comprendidosentre8,5 kb paralacaseína¡3 (Bonsingy col., 1988) y 18,5 Kb

para la caseínaas’ (Groeneny col., 1993) (Figura11.2.).

11.2.3. MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES RESPONSA-

BLES DE LA HETEROGENEIDAD DE LAS PROTEíNAS

En algunasproteínaslácteas,existen tambiénvariantesno genéticasdebido a

diferenciasen el númeroy localizaciónde los gruposfosfatoy glicosilo que seunena las
cadenaspolipeptidicasdespuésde la traducción.Las modificacionespost-traduccionalesde
las queson objeto las caseínas(fosforilación,glicosilación y proteolisis>son,en parte,
responsablesde la multiplicidaddelos productosobservados.

Las principalesproteínasde la leche,las caseínas«si, «52, ¡3 y 1< asícomo las

proteínassolubles13-lactoglobulinay «-lactoalbúmina,sesintetizanenlos ribosomasunidos

al retículoendoplásmico,bajo la formade unapre-proteinaconunaextensiónsuplementaria
de 15 a 21 residuosaminoácidicosenla parteN-terminal.Estefragmento,o péptidoseñal,
permiteel pasoatravésde la membranalipoproteicadel retículoy despuéseseliminado.La
proteínalácteasintetizadamigra entonceshaciael aparatode Golgi, del queseliberanlas
vacuolasquecontienenproteínas,progresandohaciala membranaplasmáticadel acinus,
con la quesefusionan.Después,seabrenparavertersucontenidoen la luzdel acinusy dar
lugara la leche(Ribadeau-Dumas,1981).Duranteel desplazamientointracelularseproduce

la fosforilacióno la glicosilaciónde lasproteínasimplicadas,

Lasproteínasdellactosueropresentanunaestructuraglobularcompactamientrasque
porel contrario,la estructuratridimensionaldelas caseínasparecepermitirsu asociaciónen
partículasesféricasestructuradas,lasmicelas,en las cualesqueel ensamblajey la cohesión

estánaseguradosreversiblementepor las unionesfosfocálcicas.El carácterreversiblede
estaestructura,queasegurael transportebajo forma solublede los ionesfosfatoy calcio,
requiere la fijación covalente de grupos prostéticos. Estas modificaciones
post-traduccionales,realizadasenzimáticamenteen el aparatode Golgi, sonen granparte
responsablesdelafuerteheterogeneidadquecaracterizaalas caseínas.
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Cromosoma 4
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Figura IL 1. Estructura y localIzación de los genesque codifican
las caseínas(MartIn, 1993)

fr-lactoglobulina (4,7 Kb)
136 140 74 111 105 42 180

160 159 76

«-lactosibúmina(2 kb)

Caseínas 1<

330

Figura 11.2. Organización estructural de los genesquecodifican las dos
principales lactoproteinasséricas(MartIn, 1993)
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La fosforilaciónde lascaseínastienelugarpost-traduccionalmenteen el aparatode
Golgi, dondese han identificado los enzimascasein-quinasas(Hingham, 1979). La

comparaciónde los lugaresde fosforilación en varias caseínas,permiteconocerque la
fosforilación de las caseínasse encuentracatalizadapor una quinasaque reconoce
específicamentela secuenciatripeptidica Ser/Thr-X-A, dondeA representaun residuo

ácido,preferentementede tipo glutámico (Glu), raramenteaspárticoo un serín-fosfatoy la
X correspondea un residuoaminoacidicocualquiera(Mercier, 1981). Por otra parte,el
reconocimientode estasecuenciano essuficienteparadeterminarunamodificación,siendo

convenientequeestosresiduosesténaccesiblesparala interacciónconlas casein-quinasas,
es decir, expuestosen estructurasdesordenadascomosucedeen el casode lascaseínas,
mientrasqueestassecuenciasen la «-lactoalbúmina(Ser76) y ¡3-lactoglobulina(Ser 110),
seencuentranordenadasen suestructura.

Todaslas caseínasseencuentranfosforiladasen mayor o menorgradoy todos los
residuosfosforiladosse han identificado comoserna,exceptoen el casode la a51Dque

contiene,además,un residuofosfotreonilo.Los lugaresde fosforilaciénestándispersoso

concentradosen uno («si y 13) ó 2 («52) segmentoscortosde cadenaspolipeptídicas,para

formar los lugaresde fosforilación múltiple, conteniendode 3 a 5 residuosfosfoserilo
consecutivos.Estoslugaresde fosforilaciónmúltipleson los responsablesde la sensibilidad

al calcio delascaseínasa~¡, «82,y ¡3, y constituyen,verdaderamente,los puntosde anclaje

de los puentesfosfocálcicosqueunena lassubmicelasentresí. La familia de las caseínas

«82 tiene más variabilidaden cuantoa la extensiónde la fosforilación ya que su número

varíade 10 a 13 residuos(Brignon y col,, 1977).

El carácterhidrófilo de la caseínaK seencuentra reforzado por la glicosilación,lo que
contribuyeaincrementarla complejidaddel sistema,identificándoseal menos10 formas
diferentesen la especiebovina(Vreemany col., 1988) y, al menos,5 en la especiecaprina
(Addeoy col., 1988). La glicosilaciónde la caseínaic tienelugar probablementeen el

aparatode Golgi (Loucheaux-Lefebvrey col., 1978).

Comoconclusión,convieneseñalarquelas lactoproteinassesintetizanen formade
precursoresy que durantesu traducciónen el retículo endoplásmicolas cadenas
polipeptídicasson amputadasde su péptido señal (15-21 residuosaminoácidos).La
estructurade estospéptidosesextremadamenteconservada(Mercier y Gaye, 1980), en

particularen las caseínassensiblesal calcio (así, «sz y Ii). Por otra parte durante el
almacenamientodela lecheen refrigeración,amenudoseobservala apariciónde productos
de degradacióny de fraccionescaseinicasminoritarias:las caseínasy, R, S y TS que
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procedende la proteolisisde la caseína13 (Gordon y col., 1972) por la plasmina(Eigel y

col., 1979).

11.3. CASEINAS
-a

Es difícil definir las caseínasde forma que se incluyan todas las proteínasque
pertenecenaestaclasey seexcluyanlas demás,aunquela propiedadcomúndesu escasa
solubilidada pH4,6, sirve de baseparaunadefinición convenientey operativa.A estepH
precipitantodaslascaseínas,salvo algunosderivadosproteoliticos,mientrassusolubilidad

en estascondicionesesmuchomenorquela de cualquierproteínadel suero,lo quepermite
unanetaseparaciónentreunasy otras.Bajo el punto de vistade su composición,todaslas
cadenaspolipeptidicasde caseínatienen al menosun enlaceéster-fosfatopor molécula,
mientrasque ningunade las proteínasdel suero los tiene. Las caseínasrepresentanla

fracciónmayoritariade las proteínasde la lechey sedistinguenporunaseriede propiedades
estructuralescaracterísticasimportantespor lo querespectaasu comportamientoquímicoy
tecnológico(Jauberty Martín, 1992).La aptituddela lechea la coagulación,la reologiade
las cuajadasy ciertos comportamientosdel afinado, estándirectamenteligadoscon la

estructuray composicióndela miceladecaseína

Debidoasualto contenidoen fosfato,lascaseínasag¡, «5~ y ¡3 seunenfuertementeal

calcioy precipitanaconcentracionesde Ca2~superioresa6 mM. Sin embargo,la caseínaic,
con sólo un residuofosfato, essolublea elevadasconcentracionesde Ca2~y reacciona
hidrofóbicamentecon el restode las caseínas,llegandoaestabilizarhasta110 vecesel peso
de las caseínassensiblesal calcio, evitandosu precipitaciónmédiantela formaciónde

agregadoscoloidalesllamadosmicelas,

11.3.1. MICELA DE CASEíNA

Más del 95% de las caseínasde la leche se encuentranagrupadasen micelas,
formadaspor un 94% de proteínay un 6% de otrassustancias,principalmentecalcio,
fosfato, algo de magnesioy citrato. Las micelasson esféricas,de un diámetrode entre
30-50 nm y un tamañomolecularde unos108 daltons,formadaspor subniicelasesféricas
de unos 106 daltons,unidasmedianteenlacesdefosfatocálcico,interaccioneshidrofóbicas
y puentesde hidrógeno.Aunquela estructuraexactadelas submicelassedesconoce,uno
de los últimos modelos(Schmidt,1982), proponequelas caseínassensiblesal calcio, las

«si, «52 y 13, interaccionanhidrofóbicamenteformandoel núcleode la submicela,mientras
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quela caseínaic se localizapredominantementeen la superficie(Figura 11,3.).Cercade2/3
de la moléculade la caseínaic eshidrofóbicay reaccionahidrofóbicamenteconlas proteínas
del núcleode la submicela,mientrasquela regiónC-terminal,hidrofflica, seorientahaciael
exterior. Las submicelasse agregarían,de modo que aquellasmásricas en caseínaK se
concentranen la superficie.Secreequelasmicelasseestabilizanmedianteun potencial
eléctricoy porel impedimentoestéricoquecausanlos segmentosC-terminalesdela caseína

c, queimpidensuagregación.

11.3.2. CARACTERíSTICAS MOLECULARES DE LAS CASEíNAS

De las proteiinasalimentarias,las proteínasde la lechedevaca,sonprobablementelas
mejor caracterizadasquímica, física y genéticamente.Las caseínas,aunquecon una
estructuramenosordenaday másflexible que las típicasproteínasglobularesdel suero,

poseenunaestructurasecundariay terciaria.La estructuraprimaria de la mayoríade las
variantesgenéticasdecadaunadelas fraccionescaseinicasmayoritarias,se haestablecido,
bienpor secuenciaciónde la proteínao del DNA cromosómico(Swaisgood,1992).

La composiciónquímicade lasvariantesgenéticasmayoritariasde cadauna de las

caseínas,semuestraen la Tabla11.3.,de la quesededucequeunacaracterísticadiferencial
de las caseínasrespectode las proteínasglobularesdel lactosuero,es la presenciade
residuosde fosfoserinay un númeroelevadode residuosprolina. Asimismo, destacala

ausenciade residuosde cisteinaen las caseínasasíy 13. El conocimientode la composición

aminoacidicapermiteel cálculodeun númerode parámetrosfísico-químicos,comola carga
molecular,que semuestraen laTabla11.4. Otracaracterísticaque, además,esresponsable
de sus propiedadesfuncionaleses el carácteranfótero de sus estrucuturasprimarias

(Swalsgood,1982), fundamentalmentede las caseínassensiblesal calcio («si, «5~ y 13)
debidoa la fosforilacióny ala existenciade agrupamientosaniónicosde residuosde serma
y treoninaen susdominios polares,alternandocon secuenciashidrofóbascon pocos
residuoscargados,divididoscasipor igual entrecationesy aniones,por lo quela estructura
terciariade las caseínasestaríaconstituidapor dosdominios,uno hidrofóbicoglobular y

otro polar muy cargado(Swaisgood,1982).En cambio,el dominio polarde la caseína1<,

aunquefuertementeaniónico, no contienefosfoserina,por lo que estacaracterística
estructuralseríala responsablede las interaccionesconel calcio quedefinenla estructura
micelar.

Debidoaquela observacióndirectadela estructuradelascaseínasporcristalografía

conrayosX no esposible,se hanutilizado técnicasespectralesy algoritmospara predecir
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Tabla 11.3.Composición Química de las Variantes GenéticasMayoritarias

de las CaseínasSegúnsu Estructura Primaria

AMIINOACIDOS cL51B-8P «52A-I1P KB-IP ~3A
2-5P

Asp

Asn

Thr

Ser

SerP

Glu

Gín

Pro

Gly

Ala

Cys

Val

Met
Ile

Leu

Ty.r

Phe

Trp

Lys

His
Mg

Pyro GIu
Residuostotales’
Pesomolecular

Fuente: Swaisgood,1993

7

8

5

8

8

25

14

17

9

9

o

11

5

11

17

10

8

2

14

5
6
o

199
23,623

4

14

15

6
11

24

16

lo

2

8

2

14

4

11

13

12

6

2
24

3
6
o

207
25,238

3

8

14

12

1

12

14

20

2

15

2

11

2

13

8

9

4

1

9

3
5
1

169
19,006

4

5

9

11

5

19

20

35

5

5

o

19

6

lo

22

4

9

1

11

5
4
o

209
23,988

21



Introducción

Tabla11.4. CaracterísticasFísico-Químicasde las CaseínasSegún
su Composición

PROTEíNA CARGA apH 6,6 pH ISOIONICO

0(5¡

A-SP -21 4,94
B-8P -21,9 4,94
C-SP -20,9 4,97
D-9P -23,5 4,88

A-1OP -12,2 5,45
A-hP -13,8 5,37
A-12P -15,5 5,3
A-13P -17,1 5,23

[3
A3.5P -13,8 5,07
A2-SP -13,3 5,14
A’-5P -12,8 5,22
B-5P -11,8 5,29
C-4P -9,2 5,46

K
A-lP -3 5,61
B-1P -2 5,9

Fuente:Swaisgood,1993
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su estructurasecundariaa partir de su estructuraprimada.Los resultadosobtenidos
sugierenquela afirmaciónfrecuentede quelas caseínascarecendeestructurasecundariaes
incorrecta(Swaisgood,1982), Recientemente,tambiénse hanrealizadointentos para

predecirsuestructuraterciariaa partirde suestructuraprimariamedianteel desarrollode
modelosmoleculares(Kumosinskyy col,, 1991 a, 1991 b). Las estructurasobtenidas
sugierenquelos agrupamientosde residuossimilaresy la presenciade un grannúmerode
residuosde prolina uniformementedistribuidos,hacenque las estructurassecundariay

terciariade las caseínasseanabiertasy desordenadas.

La flexibilidad de la estructurade lascaseínasserefleja por su susceptibilidada la
proteolisis,lo cualoriginadramáticoscambiosfuncionales(Swaisgoody Catignani,1987).
La estructurade la caseína13 es aparentementeabiertay flexible en la región entreel

— N-terminaldel dominiopolary el C-terminaldeldominiohidrofóbico,por lo quela acción

de la plasminasobreestacaseína(Eigel, 1977, 1981) da lugar a las caseínasy y a las
proteasas-peptonasde la leche. Las caseínasy derivandel dominio hidrofóbico y son

extremadamenteapolares,extrayéndosecon solventesorgánicos(Reimerdesy Herlitz,
1979); por el contrario, la fracción proteasa-peptonaque deriva del dominio polarestá
altamentecargaday esmuy establet&micamente,

Lascaseínassensiblesal calcio tambiénsufrenproceolisispor proteinasasalcalinaso
neutras,produciendopéptidosamargos(Matoba y col., 1970; Minamiuray col., 1972;
Shinoday col., 1985),derivadosmayoritariamentedela regiónC-termina.lde la caseína3.
Por otra parte,en estudiosrecientessehanaisladopéptidosbloactivospor digestión“in
vivo” de lascaseínassensiblesal calcio (Loukasy col,, 1983; Meisel, 1986;Yoshilcaway

col,, 1986).Las interaccionesde las caseínasconel calcio sonnecesariasparala formación
delas micelas,mientrasquelos agrupamientosaniónicosde residuosde fosfoserinason los
lugaresde unión al calcio (Holt y Hukins, 1991). En consecuencia,la solubilidadde las
caseínasal calcio dependeráde la concentracióndecalcio y del númerodeagrupamientosde

estosresiduospor molécula,por lo queel ordende solubilidadserá«~1< «52 < 13 <K con

3, 2, 1 y O agrupamientos,respectivamente(Aoki, 1985; Swaisgood,1982). Tambiénse

hanevaluadolos efectosdel pH, temperaturay fuerzaiónica en la solubilidadde las
caseínasdetenninéndosequela solubilidaddelascaseínasen presenciadecalcio disminuye

cuandose incrementanla temperaturay el pH, y se incrementacon la fuerza iónica
(Dalgleishy Parker, 1980;Farrelíy col., 1988>.
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11.3.3. OBTENCION Y FRACCIONAMIENTO DE LAS CASEíNAS

Ya quesehanempleadonumerososmétodosanalíticosparael fraccionamientode las

caseínas,nuestropropósitono es hacerunarevisiónde todoslos métodosexistentes,sino
realizarunabrevedescripciónde los másutilizados.

Lascaseínastotales,que sonamenudoel materialdepartidaparael aislamientodelas
caseínasindividuales,puedenobtenersepor variosprocedimientos(McKenzie, 1971),

aunqueel métodomásutilizadoes la precipitaciónisoeléctrica,ajustandoel pH de la leche
desnatadaa 4,6 y 20 0C con HCI. La caseínade la lechetambiénpuedeobtenersepor
sedimentaciónde las micelas,centrifugandoa diferentestemperaturasen presenciao

ausenciade ionescalcio, o por precipitaciónsalinacon (NH
4)2 SO4ó Na2 504(Wake y

Baldwin, 1961).

11.3.3.1.METODOSDE SOLUBILIDAD DIFERENCIAL

Paraobtenerunao másde lasdistintasfraccionescaseinicasapartir de lascaseínas
totaleso de la lechedesnatada,se han desarrolladoun númerode métodosbasadosen su
diferentesolubilidad (Thompson,1971; Mackinlay y Walce, 1971>,Debido a las fuertes
interaccionesentre las caseínas,es necesarioutilizar un agentedisociante,siendo
históricamenteel másutilizado la urea.

Hipp y col, en 1952, desairrollarondos procedimientosque,posteriormente,sehan
utilizado, total o parcialmente,incorporadosa otrosmétodos.El primero,sebasaen la
diferentesolubilidadde las caseínasenetanolal 50%en presenciade acetatoamónicoy con
variacionesen la temperatura,pH y fuerzaiónica. El segundo,sebasaen la dispersiónde
las caseínastotalesen urea6,6M y la separaciónde las fraccionescaseinicaspordilución,
ajustedepH y, finalmente,la adiciónde sulfatoamónico.El orden de precipitaciónde las

caseínasen ambosmétodosesa, 13 y i’ caseínas.

La fraccióncaseinica«ssepuedeobtenersede la caseínatotal porprecipitacióncon

CaCl2 (Waugh y col., 1962), mientrasla caseínaic se obtienedel sobrenadantepor

precipitaciónconNa2SO4seguidoporreprecipitaciónal 50%deetanolconacetatoamónico

(Mckenziey Wake, 1961).Enla precipitaciónde las caseínasasí,también sehan utilizado

el ajustedel pH de unadispersióncaseinicaen urea(Zittle y Custer,1963; Foxy Guiney,
1972 ) y la adiciónde ácido tricloroacético(Swaisgoody Brunner,1962).
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1 2 3 4 5
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— m
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Figura 11.4. Separación de las caseínaspor electroforesis alcalina
en geles de poliacrilamida (Swaisgood,1982>. 1. Caseína
total c¿51-B, B-A y K-AB; 2. Caseína a51-BC; 3. Caseínaa52;
4. ic—A; 5. Caseínatotal tratada con quimosina
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El componentemayoritariodela caseína¡3 seobtieneporunamodificacióndel método
de la ureade Hipp y col. (Aschaffenburg,1963),en el quela caseínatotal sedispersaen

ureay seajustaa pH 4,6 precipitandoel gruesode las caseínasa~ y ~; el sobrenadantese

ajustaapH 4,9, sediluyeen urea 1M y secalientaa 300<2,precipitandola mayorpartede la

caseína¡3.

11.3.3.2.Ni fQDQStI~Q1E~EQR L¡~QS

La identificacióny, en muchoscasos,la nomenclaturadelas proteínasde la lechese

basaronoriginalmenteen su movilidad electroforética.Se handesarrolladodiversos
procedimientoselectroforéticosde fraccionamientoy purificación de las caseínas

(Thompson,1971;Mckenzie, 1971).El métodomásutilizadohasidoel dela electroforesis
alcalina con urea en geles de poliacrilarnida(Eigel y col, 1984 ; Swaisgood,1975;
Andrews,1981; Swaisgood,1982), dondelos patronestípicosobtenidosparalas caseínas
totalesy variasdelas fraccionessemuestranen la Figura11.4. y en la quedependiendode

la variantegenéticadela «si, ésta,puedeo no, resolversedela «52. Parala resolucióndela

caseína1<, lo máseficazesobservarel efecto de la quimosina en la muestra(Kim y col.,
1969), ya que esteenzimahidroliza específicamenteestaproteína.La caseína¡3 y sus

variantesgenéticastampocoseseparanbien porestemétodo,por lo quesusvariantesse
descubrierone identificaron por electroforesisácidacon ureaengelesde poliacrianiida
(Petersony Kopfler, 1966).

Lasúltimastendenciasen los métodoselectroforéticossedirigenhaciala técnicadel
isoelectroenfoque,por su mayor sensibilidad,precisióny repetibilidad(Trieu-Cuoty
Grippon, 1982).Utilizandoestatécnica,la separacióndependesólo del puntoisoeléctrico

de la proteínay no de sucargay tamalio. Los puntosisoeléctricosseextiendenen orden
crecientede pH 4,9 a 6,5 paralas caseínas«~¡, ¡3 y x, y de 6,7 a 8,0 paralas caseínasy.

Pearcey Zadow (1978) han modificado este procedimiento,utilizando un 5% de
poliacrilamidaen los geles,urea6M y un 2% de anfolitosenpresenciademercaptoetanol.

11.3.3.3.frI~ID~S..CEDMAI~EAU.CQS

Comosehadescritopreviamente,existenprocedimientosquímicosdeseparaciónde
lascaseínaspor diferenciasen susolubilidad,quepermitenobtenerfraccionesenriquecidas
respectoa las caseínasindividuales,pero solamentelas técnicascromatográficas
proporcionan fracciones homogéneas.La cromatografíade filtración en gel, cuya
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separaciónsebasaen el tamañode las moléculas,resultainsatisfactoriadebidoaquelos
pesosmolecularesde las caseínasson similares.Haasnoty col, (1987) emplearondos

columnasdefiltración en serieconun tampón 0,1 M Na2SO4+ 0,02 M H2P04,pH 6,8 y

urea6 M, obteniendodospicosde absorbanciaa 280nm, el primerode ellosconteniendo

las caseínas«st, ¡3 y -y, y, el segundo,conotroscomponentesno bien definidos.

Recientemente,las técnicasde cromatografíade intercambioiónico sehanutilizado
con éxito en la identificación,aislamientoy cuantificaciónde las caseínasindividuales,
permitiendola separaciónde moléculasque presentandotamañossimilares,difieren
ligeramenteen supuntoisoeléctrico.La naturalezaanfóterade las moléculasde caseínahace
posiblesu adsorcióntanto a intercambiadoresaniónicoscomocatiónicos.La elución se

consiguemodificandoel pH, la fuerzaiónica o ambos,empleandoun gradientelineal o
discontinuo.

Debidoa la tendenciade las caseínasa agregarse,debenutilizarseagentesdisociantes
comola ureay reductores(debidoala existenciade puentesdisulfuroenla caseínaic) como
el mercaptoetanol.Si bien la elución se consigue normalmenteincrementandola

concentracióndecloruroo de fosfato,Yaguchiy Rose(1971)describieroncuatrotipos de
eluciónquehan facilitadoel éxito de estatécnica: solucionestampónno disociativasy no

reductoras,solucionestampóncon ureasin agentesreductores,solucionestampónconurea
y 2-mercaptoetanoly solucionestampóncondimetilformamida.

11,3.3.3.1.Técnicas cromatográficasclásicas

Algunasseparacionessehan realizadoconsolucionestampónsinagentesdisociantes

ni reductores.No obstante,debidoa quela asociacióndelas caseínasesdependientede la
temperatura,Tarrasucky col. (1965),determinaronel efecto de la temperaturaen la
cromatografíade intercambioaniónico de las caseínasen columnasde Dietilaminoetil
(DEAE)-celulosa.Comoseesperaba,las caseínaseluyerona menoresconcentracionesde
NaCí a 4

0C que a 2512. También se han utilizado columnasde Trietilaminoetil
(TEAE)-celulosay DEAE-Sephadex(Igarashi y Saito, 1970; Gordon y col,, 1972).
Grovesy col. (1962) y Groves y Gordon (1969), consiguieronen una columnade
DEAE-celulosay empleandocomoeluyenteunasolución tampón no disociativay no

reductora,el aislamientode las caseínasy~, ~ y ¡3, de la caseínaenteraapH 8,3,

La cromatografíade intercambioaniónicoconureacomoagentedisocianteperosin
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agentesreductores,se ha utilizado también por numerososinvestigadoresen el
fraccionamientoo purificación de las caseínas.Ribadeau-Dumasy col. (1964)
cromatografiaroncaseínaenteraen DEAE-celulosacon ureaapH7 y un gradientede CíNa

de O a 0,6 M, obteniendocaseínasas y 3 de forma moderadamentepuras,perocon la

caseínax comoprincipal contaminante.El mismo procedimientoseha utilizado parala

separacióndelas diferentesvariantesde la caseínaa~¡ (Thompsony Kiddy, 1964) y en la

caracterizaciónde las caseínas¡3 (Tripathi y Gehrke ,1969> y las caseínasK (Tripathi y
Gehrke1970; Gordony col., 1972).

Otratécnicautilizadaparafacilitar el fraccionamientocromatográficodelas fracciones

caseinicas,comprendela reduccióny alquilaciónposterior de las caseínasantesde su
cromatografía.Ademásde la fuerte asociaciónde las caseínas¡3 y K, lo que dificulta su
separaciónduranteel fraccionamientocromatográfico(Swaisgoody Brunner, 1962), el
aislamientode las diferentescaseínasic constituyeun problemaespecialdebido a la
incorporaciónde cantidadesvariablesde residuosde ácidosiálico. La alquilaciónbloquea
los grupossulfhidrilo, lo que conpropósitoscromatográficosresultasimilara la reducción
de los gruposdisulfuro.

Rosey col. (1969) redujeronla caseínabruta con mercaptoetanol,alquilaronel
productoconiodoacetamidaen unacolumnade DEAE-celulosay eluyendolas caseínacon

un gradientecontinuo de NaCí en un tampón tris-citrato-urea,consiguieronseparary

cuantificarlas fraccionescaseinicasa~, ¡3 y K. Davies y Law (1977) modificaron este

procedimientoutilizando WathmanDEll, un intercambiadorde mayorcapacidaddeunióna
proteínasy mejorespropiedadescinéticasy eluyendolas caseínasconun gradientelinealde
ClNaen un tampóntris-HCI-urea,obtuvieronunaestimacióncuantitativade las principales
caseínasfraccionadas.

Otra alternativautifilizada en el fraccionamientode las caseínas,es el uso de

solucionestampóncon ureay mercaptoetanol(Hoaglandy col., 1971; Yaguchi y Rose,
1971; El-Negoumy, 1976). Thompson (1966) añadió mercaptoetanolal eluyente,
observandoqueen unacolumnade DEAS-celulosa,la caseínaK reducidaseseparabadelas
caseínasa5 y ¡3 a fuerzas iónicas bajas(0,005 M NaCí). Mercier y col. (1968) y

El-Negoumy(1976)emplearonestemismo métodovariandoloseluyentes,obteniendoun
fraccionamientosimilarde las diferentesfraccionescaseinicas.Creamer(1974),utilizó este

métodoparasepararla astAde lacaseínatotal queconteníalas variantesA y B. La variante

E se degradócon pepsinay la A se aisló de los productosde degradación,por
cromatografíaen columnacon DEAE-celulosaconun gradientede CiNa deO a0,5 M en un
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tampónde 4,5 M ureay pH 5,5,conteniendoun 0,1% de mercaptoetanol.La sustituciónde

la ureapor la dimetilformamidatambiénse ha utilizadopor diversosautores(Yaguchi y
Rose,1971;Mackinlayy Wake,1965) pero presentael inconvenientedequeliberavapores
muy tóxicos.

En los procedimientosdescritosanteriormente,seemplearongradientessalinosapH

constantedurantela eluciónde las fraccionescaseinicas,mientrasVreemany col. (1977)

demostraronunamejor separaciónde la caseínax en columnasde DEAE-celulosaconun
gradientede pH en el tampón de elución. Otro método utilizado ha consistidoen la

utilización de columnascromatográficasen sede.Wei y Whitney (1985) utilizaron un

procedimientoen serieparasepararla caseínaenteraen 5 fracciones(caseínasy, K, ¡3, a52 y

así), facilitando la obtenciónde cantidadesdel orden de gramosde las principales

fraccionesindividuales.

La cromatografíade intercambiocatiónicotambiénsehautilizado en la separaciónde
las diferentesfraccionescaseinicas,Annan y Manson(1969) utilizando columnasde

Sulfoetil-Sephadexcon un tampónformato, fraccionaronel complejo a~, utilizándose

también columnascon otras mareicescomolas de carboxy-metil-celulosa(CMC) y
carragenatopotásico(Kim y col., 1969,Kopfler y col,, 1969; Snoereny col., 1977).

11.3.3.3.2.Fraccionamientopor técnicascromatográficasde alta

resolución

Aunque los métodos de separacióndescritosanteriormenteposeenexactitudy
precisión,resultanlentosy requierendisponerde grancantidaddemuestra.Parasolucionar

esteproblemase ha recurridoa la utilización de la cromatografíalíquida de altaeficacia
(HPLC) y cromatografíalíquida rápida de proteínas(FPLC), utilizando columnasde
intercambioiónico. Estosprocedimientospermitensepararlas caseínasen pocosminutos,

medianteel empleode grandespresionesy requierenla aplicaciónde muy pocacantidadde

muestra,obteniendoresultadoscomparablesa laelectroforesisencuantoala resoluciónde
los componentesindividuales, con la ventaja de permitir su recuperaciónpara su

caracterizaciónulterior.

Entrelos soportescromatográficosempleadosdestacanlas columnasdeTSK-gel

DEAE-5PW(Humphreyy Newsome,1984; Vissery col., 1986),resistentesen un amplio
intervalooperativo(pH 2-12) ; columnasMono Q FPLC de cromatografíadeintercambio
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aniónico(Barrefordsy col., 1985; Andrewsy col., 1985; Dalgleish, 1985; Daviesy Law,
1987 y Guillou y col., 1987) y columnasde cromatografíade intercambiocatiónicoMono S

FPLC (Hollar y col., 1991). En la Tabla11.5.,seresumenlos métodosmásutilizadosen el
fraccionamientode las caseínas,utilizando técnicascromatográficasdeHPLC y FPLC.

Humphrey y Newsome(1984), utilizando columnasde intercambio aniónico
TSH-DEAE-5PWy Mono Q HR 5/5, consiguieronmejoresresultadosquelos obtenidosen

DEAE-celulosa(Merciery col., 1968)y en un períodode tiempomenor(1 horaparaTSK y
25 minutosparaMono Q, comparadoscon las 20 horasparala DEAE). La elución se

— realizó con un gradientelineal de CINa y las muestrasde caseínasedisolvieron en el
tampón inicial, despuésde adicionarditiotreitol o mercaptoetanol,para permitir su
disociacióny prevenirla agregacióncaseinica.UtilizandoestascondicionesAndrewsy col.
(1985) y Guillou y col. (1987), separaronademásde las caseínas«si. <152 y ¡3 , 5 ó 6

componentesde la caseínaK. Además,utilizando la columnaMono Q HR 5/5,Guillou y
col. (1987)separaronla varianteC dela caseína13 de las otrasvariantes(Al, A2 y B) y las
variantesA y B de la caseínaic, siendoel métodoempleadoreproducibleen lacuantificación
de las caseínasde la lechedevaca.

También es satisfactoriala separaciónde las caseínaspor cromatografíade
intercambio iónico en fase reversa(Barrefordsy col., 1985; Visser y col., 1986 y
Mikkelseny col., 1987), siendoposible con este métodounamejor resoluciónde las

caseínasa~¡ y «52 quecon la columnaMono Q (Vissery col., 1986), lo que también

sucedecuandoseutilizan columnasde interacciónhidrofóbica(Chaplin,1986).

Actualmente,el desarrollode nuevosintercambiadoresha hechoposiblerealizar
separacionescadavezmásrápidas,al mismo tiempoque permitenel tratamientode una
grancantidadde muestra.Ng-Kwai-Hangy Pelissier(1989) utilizando cartuchosde QAE

ZetaPrep250 consiguieronuna excelenterecuperaciónde las fracciones,aunqueno
resultaronmuy eficacesen la separaciónde lascaseínasa~ y a52 entresi. La creciente

introducciónde fasesestacionariasy eluyentequeposibilitanseparacionescadavezmás

rápidas,proporcionandofraccionesbien resueltasy puras respectode las caseínas
individuales,hacende la cromatografíade intercambioiónico el procedimientoidóneode

aislamientoy purificaciónde las diferentesfraccionescaseinicas,lo queposibilataráun
conocimientocadavezmásampliode suspropiedadesf~ico-químicas.
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11.4. TIPOS DE CASEíNAS

El grupo de proteínaslácteasdenominadocaseínas,consta de cuatro tipos de

polipéptidos: «si, «52, ¡3 y ic, ademásde algunosderivadosprocedentesde la proteolisisde

estascadenas,

11.4.1, CASEíNA a~’

Estacaseína,juntocon las caseínasas~y la [3,formanel grupode caseínassensibles

al calcio. La caseína«si es el componentemayoritarioen la lechedevaca,mientrasla

varianteB de estacaseínaha sido la primeracuyaestructuraprimariase haestablecido

(Mercier y col,, 1971,Grosclaudey col., 1973).Dicha estructura(Figura11.5.),constade
199 aminoácidosconun pesomolecularde 23.614daltonsy seencuentraformadapor das

regionespredominantementehidrofóbicas(restos 1-44 y 90-199) y una zonapolarmuy

cargada(45-89). Esrelativamentericaen fósforo,8 átomospormolécula,situándosetodos
menosunoen el segmento45-89y poseeun gran númerode residuosdeprolina (8,5%),

los cualesse encuentranuniformementedistribuidos a intervalos en los segmentos

hidrofóbicos,por lo queestaproteínapuedeconsiderarsecomounacadenapolipeptidica
laxay flexible, Estascircunstanciaspermiten la existenciade un numerode gruposno

polares,termodinámicamenteinestables,expuestosen la superficie,lo quedebidoa las
unioneshidrofóbicasprovocala asociacióno formaciónde polimeros (Creamery col,,

1982; Dosakay col., 1980; Kato y Nakai, 1980). Creamery col. (1981) y Herskovits
(1966)handeterminadoquela moléculade caseínaas~tiene aproximadamenteun 70%de

estructuradesordenada,con una pequeñaestructurasecundariaen forma de ahéliceo
estructura13. Estacaseínaessensibleal calcio al pH normalde la leche,pudiéndoseproducir
su precipitaciónacualquiertemperatura,de ahí la utilizacióndel subíndices.

En la actualidadseconocen5 variantesgenéticasde la caseínaa~ bovina: A, E y C

detectadaspor Thompsony col. (1962) y la varianteD detectadapor Grosclaudey col.
(1966), siendolas variantesB y C las másextendidas;la mutaciónresponsablede la

varianteF no seconocetodavía.El polimorfismo pareceserespecificode raza,con la
varianteB predominandoen lina 1~nn¿z y la C en fina j~~jg~ y fina gaanÉns(Thompson

1971,Grosclaudey col., 1974).En la Figura11.6.,semuestrael polimorfismogenéticode
las 6 lactoproteinasmayoritariasbovinas,observándosequeen la «sí las variantesC y D

no difieren de la B más que por la sustitución de un residuo aminoacidico aminado
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Figura 11.5.Estructura primaria de la caseína a51 13-SP bovina
(Withney, 1988)
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Delección: 14-26
192 Gly---Glu

rBK

Delección: 51-59
rD

rA1K
rA3

53Ala---ThrP

122 Ser---Arg

37 Glu---Lys
35 SerP---Ser

67 Pro---His

106 His---Gln

36 Glu---Lys
rE

148 Asp---Ala
136 Thr---Ile

97 His---Arg

155 Gly---Ser
E

l0Arg--~GIn
~:r A

68 Gly---Asp
118 Ala--Val

¡ 59 Gín--His

45 Glu---Gln

-~ A

c

D

Figura 11.6. PolImorfismo genéticode las 6 lactoprotefnasbovinas
(Martín, 1993)

cx -CnC
si

cx -CnC
si

-rA

j3-Cn A2

D

B

C

K
K-CflA

a-LaB

C

j3-LgB

36



Introducción

afectandorespectivamentea las posiciones192 Glu---Gly) y 53 Ala---ThrP(Grosclaudey
col., 1969; 1972) mientrasla varianteA secaracterizaporunadelecciónen un segmentode
13 aminoácidos(residuos14 a 26, Grosclaudey col., 1970),

En la leche existe una pequeñacantidad de péptidos, llamadoscaseínaX (El
Negoumy,1973),con mapaspeptídicosy pesosmolecularesidénticosalos producidospor

la plasminade la lechefresca sobrela caseínaa~¡ (Aimutis y Bigel, 1982),por lo que

dichospéptidosparecenser fragmentosde la caseínaa~¡, los cualesseencuentranen la

lechecomoresultadodela proteolisisde la caseína«si por la plasmina.

11.4.2. CASEíNA x52

Estafamilia de caseínasposee5 componentesconmovilidadeselectroforéticasentre
las de las caseínas«si y ¡3 y en la lechede vacasedesignaroniicialmentecomo«52, «s3,

«s4, «55 y a~ o caseínasminoritarias segúnsu movilidaddecreciente(Annany Manson,

1969,Whithney y col., 1976),aunquetrabajosposterioresindicaronquetodasellas tienen
la mismasecuenciaaminoacidicacondiferentesgradosde fosforilación post-traduccional
(Brignon y col., 1976; 1977).Debidoa estasmodificacionespost-traduccionales,Eigel y

col. (1984) las nombraroncomosigue «s2 («52. X 13P),~ («82- X 12P), «84 («52- X

1 1P), y «s6dÁas2. X 1OP), aunquepor su composiciónaminoacidicay el efectodel

mercaptoetanolsobresuspropiedadeselectroforéticas,la a~5 hasido identificadacomoun

dímero de los componenteshPy 12P, enlazadospor un puentedisulfuro (Hoaglandy

col., 1971).

La estructuraprimaria de la caseína«82A-llP (Figura11.7.), constade unacadena

polipeptídicade 207 residuosaminoacidicoscon un pesomolecularde 25.230daltons
(Brignon y col., 1977), conteniendo2 residuosde cisteinay 10, 11, 12 y 13 grupos
fosfato.Es la máshidrofílica de todaslas caseínasy tieneunaestructuradipolarmanifiesta
con las cargasnegativascercadel N-terminal y laspositivascercadelC-terminal.Una
pequeñaproporciónde estacaseínaaparececomo un dímerounido por puentesdisulfuro,

Suspropiedadesnosehaninvestigadocon la mismaprofundidadquelasde otrascaseínas,
perosin dudaliga fuertementeel calcio y esmássensiblea la precipitaciónporcalcio quela

así.A pH neutro y en ausenciade calcio seautoasocia,dependiendola asociaciónde la

fuerzaiónica; dichaasociación,comola de la caseínaasí,seequilibra rápidamentey a

medidaqueaumentasuconcentraciónoriginapolímerosdetamañocreciente.
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Figura 11.7. Estructura primaria de la caseína ~ A4iP bovina
(Witbncy, 1988)
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La caseínaa52parecemenospolimorfa que la «si y en los bóvidossólo sehan

detectado2 variantes,la A y la D. Lasmovilidadeselectroforéticasde algunasvariantesD
sonmenoresquelas bandascorvespondienesen la varianteA a pH 8,6 <Grosclaudey col.,
1978; 1979). LasvariantesA y D se han observadoen razaseuropeas(fin& taurus)y se

diferencianpor una deleccióninterna de un segmentode 9 residuosaminoacidicos
conteniendouno delos 2 sitios defosforilación múltiple deestacaseína.

11.4.3. CASEíNA fi

La secuenciaaminoacidicacompletade la caseína¡3 A
2 (Figura 11.8.) indica una

cadenapolipeptidicade 209 residuosaminoacidicoscon un pesomolecularcalculadode
23,983 (Ribadeau-Dumasy col., 1972, Grosclaudey col., 1973) con 5 fosfoserinas

(excepto en unavariante) y ningunacisteina.Además,dicha caseínaposeedominios
hidrofóbicosehidrofílicosclaramenteseparadosy esla caseínamás hidrofóbicaconuna
zonaN-terminalcargadanegativamentey el restode la cadena,sin carganeta,rica en
residuoshidrofóbicos.Estacaseínaconstade un componentemayoritario,con al menos
siete variantesgénicasy 8 componentesminoritarios, los cuales,son fragmentos
proteolíticosdel componentemayoritario.

En electroforesisalcalinaconurea,las variantesA’, A2, A3 migrancon la misma

movilidadperomásrápidamentequelas otrasvariantes,quelo hacenen el ordensiguiente:
B > D, E > C (Thompson1970, Voglino, 1972).Paradiferenciarlas variantesA, sus
movilidadesdebendeterminarseen electroforesisácidaconurea(Thompson1970; Kiddy,
1975),en el quelas variantesgénicassemuevenen el siguienteorden:C > E = D > A’ =E
> A2 > A3. Las variantesA son los polimorfos predominantesen todaslas especies,así

comoen las especiesdel génerolina investigados(Thompson,1971). LasvariantesA’, 13
y C sediferenciande las otras dos (A2 y A3), por unasustituciónHis---Proenposición67,
mientrasla variante13 secaracterizapor una sustitución Glu---Lys en posición 37, lo que
conlíevala no fosforilacióndel residuoSerma35. La varianteA3 secaracterizadaporuna
sustituciónHis---Gln, en posición 106, mientraslas 2 variantesmás repartidasen los
bovinos,son la A1 y A2.

La acciónde las proteinasassobrela caseína¡3 esmuy interesante:sesabedesdehace

algúntiempoqueun grupo decaseínasdenominadascaseínas~ correspondenaporciones
C-terminalesde la secuenciacaseinica[3, procedentesde la acciónde la plasminasobrela

caseína¡3 en las posiciones28/29, 105/106 y 107/108.Los fragmentosmás pequeños
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Figura ¡¡.8. Estructura primaria de la caseína ~ A2-SF bovina
(Withncy, 1988)
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resultantesde la escisiónaparecenen el sueroal precipitarla caseínapor un ácidoy forman
partedelo queseha llamadodesdehacemuchotiempo fracciónproteasa-peptonadel suero.
Los fragmentos1-10 y 1-107 se llamaroncomponentes5 del suero,el fragmento 1-28
componente8 rápidoy los 29-105y 20-107componente8-lentodel suero.

11.4.4, CASEíNAK

Estacaseínaporsucomposicióny las propiedadesque deellaemanan,es uno delos

componentesmásinteresantesde la caseínabruta.La familia dela caseína ic tal y comose
aislaen la leche,comprendeunamezclade polimerosunidospor enlacesdisulfuro,siendo
la única glicoproteinadel grupo.La forma nativapuedereducirsea un monómeroformado

por unacadenapolipeptidicade 169 residuosaminoacidicos(Figura 11.9.), con dos
residuosde cisteinaen las posiciones11 y 88 y uno de fosfoserinaen la posición 149 (y

algunasvecesen 127)y diversosgradosdeglicosilación.Supesomoleculares de 19,007
daltons.

La caseínaic es pobreen fósforo(0,2%),lo querepresentade 1 a2 átomosde fósforo

pormolécula.Porel contrario,sucontenidoen sermay treoninaeselevadoy esnotablela
presenciade cisteina.Estacaseínacomoseha mencionado,es la únicaquecontieneuna
fracción glucósido, formada por una o varias secuenciasde acetilgalactosamina-
galactosa-ácido-N-acetilneuramlnicoo siálico.Lassecuenciasgilcosidicascomienzancon
la uniónde la galactosaal grupohidroxilo de la treonina,siendocomúnla prolongaciónde
la cadenaglicosidicapor la uniónde otrosazúcaresala galactosa.SuextremoC-terminales

fuertementeaniónico,resultandoen unamoléculamuy anfipática.

La caseínaic, queimpide la precipitaciónde las otrascasefnasenpresenciade calcio,
juega un papel determinanteen el mantenimientode la estructurade las micelas.La
hidrólisisdel enlacePhe105-Met 106 (MacDonaldy Thomas,1970; Polzhofer,1972)por
la quimosina,escindela moléculaen dossegmentospeptídicos,la para-K-caseina(1-105>,
fragmentoN-terminal contienetodos los grupos fosfato y carbohidratosademásde las

sustitucionesgénicas,conunapartecentral rica en aminoácidosaromáticos(fuertemente
hidrófoba)y el caseinomacropéptido(fracción 106-169o 106-171 en el caso de la cabra),

rica en aminoácidosalcohólicosehidrófila y soluble.La reaccióndescritaconstituyela base
de la coagulaciónde la lechepor la renina,y por lo tanto,de la fabricacióndel queso.La

coagulaciónde la lechepor el cuajoo enzimasde origenfúngico dependede numerosos
factores(reenfriamiento,contenidoen iones calcio, riquezaen caseínas,etc.) y de la
tecnologíautilizada.
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156 140
— Thr — Ser — Thr — Pro — Tbr —~— Olía — Ala — Val — Olía -

Thr (varian A>
160

— C.lu — Val — Ile — Glu — Ser— Pro — Pro — Olía — Ile — Aun -

A

Figura 1L9. Estructura primaria de la caseína K B-1P bovina

(Withney, 1988)
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— De la caseínaic bovinaseconocen4 variantesgenéticasde las quelas másrepartidas

son la A y la B (Thompson,1970, Mackinlay y Wake, 1971),siendola varianteA la
— predominanteen la mayoríade las razas(Aschaffenburg,1968).Las variantesA y B se

diferencianpor 2 sustitucionesAsp---Adaenposición 148 y Thr---Ile en posición136,con
la última mutacionafectandoa un sitio deglicosilación.

La introducción de técnicaselectroforéticasmás resolutivascomo la del
isoelectroenfoque(IEF), ha permitidola detecciónde 2 nuevasvariantes:la C (Di Stasioy
Merlin, 1979)y la E (Erhardt,1989),cuyacaracterizaciónbioquímicaesreciente(Miranda
y col., 1993), las cualesdifieren, respectivamente,de las variantes13 y A por una

sustituciónHis---Arg en posición97 y otraGly---Seren posición 155.

¡¡.5. DIFERENCIAS EN LA COMPOSICION CASEINICA

DE LAS LECHES DE VACA, OVEJA Y CABRA

Segúnlas especies,la composiciónde la lechedifierecualitativay cuantitativamente,

segúnla especieanimalconsiderada.Se ha determinadoqueun litro de lechede vaca
contienecomotérminomedio32 gIl de proteína,quesedescomponenen 26 g decaseínas
(80%) y 6 g de proteínassolubles (20%), mientrasel contenidototal, así como las
proporcionesrelativasde cadacaseínasoncaracterísticasde la especie.Así, en la lechede
oveja las caseínasrepresentanel 83% y en la de cabrael 77 % de la proteínatotal, Las

caseínas«si, asz. ~3y 1< seencuentranen la lechede vacaen las proporciones4:1:4:1,

respectivamente,mientrasquelas lechesde oveja(2:2:5:1)y cabra(1:2:5:2)seconsideran
lechesricasen caseína¡3 (Assenat,1985; Remeufy Lenoir, 1986).La composiciónde la
fraccióncaseinicainfluencialascaracterísticasestructuralesy las propiedadesdelas micelas
y esresponsablede variacionesen suspropiedadestecnológicas(Remeufy col., 1989).

La informacióndisponiblesobrelas proteínasde las lechesde ovejay cabraesmás
limitada(Ramosy Juárez,1981; Anifantakis, 1986; Jeness1980; 1982; Amigo, 1989a),
aunqueel desarrollode la tecnologíadel DNA recombinanteha permitido dilucidar las
estructurasprimariasde las proteínasde la lechede la mayoríade las especies(Bonsingy
Mackinlay,1987). Los estudiosrealizadosconlascaseínasde la lechede vaca, ovejay

cabra(Assenat,1985; Onoy col., 1989)indican diferenciassignificativasen la distribución
de las diferentescaseínasde la leche,asícomoensumigraciónelectroforética,composición
aminoacidica,composiciónde minerales,númerode residuos,su comportamientoantela
proteolisisy en el nímerode variantesgenéticas.Enun estudiocomparativoefectuadoentre
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las lechesdevaca,oveja y cabra(Assenat,1991), seha determinadoque: 1) El porcentaje

de caseínas«~¡ y «52 esmáselevadoen la lechede ovejaqueenla de cabra:30,2%frente

al 12,6%,pero más bajo que en la lechede vaca,en la querepresentael 45,5%,2) en la
lechede oveja, las caseínas¡3 constituyencercadel 50%de lascaseínas,mientrasen la leche
de cabraconstituyenlos2/3 dcl porcentajetotal y 1/3 en la lechede vaca.

Las diferenciasobservadasen la composiciónde la fracción caseinicapermiten

explicar (Richardsony Creamer,1974),el que la composiciónde las micelasen las tres
especiesseasimilar, aunqueexisten diferenciasen el tamaño y distribución de las
submicelas.Las caseínasde la leche de cabracontienenun porcentajemenorde ácido
glutámico que la de vaca,que,porel contrario, poseemáshistidina, mientrasla mayor

concentraciónde mineralesy la menorhidrataciónde la micelade la lechede cabra,le
confierenuna débil estabilidadtérmica.Asimismo,el contenidodecalcio y fósforo de las
micelasde las tresespeciessonsimilaresy aunquela lechedeovejatieneun contenidoen

calcio algomayorquela lechede vaca,los contenidosde calcioy fósforode las lechede

cabray vaca,sonparecidos(Irlam y col., 1985).

Tambiénconvieneconocerquelalechede ovejaesespecialmentericaen componentes

queseros,yaqueesmásricaen caseínastotalesquela de vacay cabra(Assenat,1985). Es
habitualdecirque,paracantidadesde lecheidénticas,seobtieneunasdos vecesmásde

quesoconla lechede ovejaquecon la de vaca.La ¡echede ovejaproduceunacuajadadura
y la pastaes, en general,másblanca.Las diferenciasen las caseínasde la lechesde

diferentesespecies,influyen en el tiempode coagulaciónporenzimasy en la firmeza del
coágulo.Así, la lechede ovejacoagula1,56vecesantesquela lechede vacay la firmeza

delcoáguloes2 vecesmayor. Finalmente,el bajo contenidode caseínasdel grupo «sde la

lechede ovejaserelacionaconla casiausenciade saboresamargosen los quesosfabricados

conestaleche,lo que tambiénseobservaen la lechede cabra,conun contenidomuy bajo
decaseínas«s.

11.5.1. CASEíNA cz51

El contenido de caseína«~¡ de la leche de cabraes menorqueen la de vaca.

Richardsony Creamer(1975) fraccionarony analizaronlos componentesde la caseína

caprina,encontrandoqueel componentea~ caprinoteníamáshomologíaconel componente

«82 bovino que con el a~, por lo que sepensóqueestaúltima proteínaseencontraba
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ausentede la leche de cabra.Actualmentese conocepor estudioselectroforéticos
(SDS-PAGEalcalina) y de FPLC, que la variabilidadexistenteen la literaturasobre el
porcentajedeestacaseína(5%-25%de la proteínatotal), sedebeaqueen la cabrael locus

a~¡ esextremadamentepolimorfo y se encuentraasociadoa una variabilidad alélica

cuantitativa(Boulangery col., 1984; Grosclaudey col., 1987; Mahéy Grosclaude,1989;
Law y Tziboula,1992),con al menos7 alelosquesedistribuyenen 4 clasescuantitativas.
Tambiénseconocequelos alelos ~ A, B, C se encuentranasociadosa unatasaelevada

de caseínaa~¡ (3,6 g/por alelo), el alelo «~i E seasociaa una tasamedia(1,6 gIl, por

alelo),los alelos«si E y D seencuentranasociadosaunatasareducida(0,6g/l, por alelo)y

el alelo «si O confiereel fenotipo ‘nulo”, esdecir, quela lechede animaleshomocigotos

parael aleloO/O en el locusa~¡, carecede caseínaasí(Martín, 1993).

Asimismo, la variaciónen la cantidadrelativade caseína«sí de la lechede cabra,

origina unavariaciónconsiderablede las cantidadesrelativasde as2, ¡3 y x. Generalmente,

si el contenidode«~¡ seincrementa,el de la caseínaic tambiénesimportante;sin embargo,

si la muestracontieneasíEel contenidode caseínax se reduce,aumentandoel contenido

decaseína¡3, En la Tabla11.6.,se muestrala composicióncaseinicade las lechesde vaca,
ovejay cabradeterminadaporFPLC en columnasMono 8.

La estructuraprimariade las variantesde lacaseína«si caprinayaseconoce(Brignon

y col., 1989;1990).LasvariantesA, B, C y Esediferenciansóloen algunassustituciones

aminoacidicas,mientrasquela~ variantesD y E presentanalteracionesestructuralesmás
profundas,como 2 deleccionesenterasde 11 y 37 aminoácidos,respectivamente,
incluyendoel lugarde fosforilaciónmúltiple de estacaseína(Figura11.10.).La varianteA

sediferenciade la 13 por las sustitucionesPro---Leuen posición 16 y Glu---Glnen posición
77, las variantesC y E poseenun residuo lisina en posición 100 y un residuoalaninaen
posición 195, mientrasque los otros alelos presentan,respectivamente,en estas2
posicionesun residuoArg y uno Thr. La varianteC, se diferenciade las otras por la
presenciade un residuoisoleucinaen posición 8.

En la lechedeoveja sehandetectadoelectroforéticamentevarioscomponentesde la

caseína«~, algunosde los cualespuedenservariantesgenéticasy quese hanidentificado

comocomponentescaseinicosasí,asay as~; su composiciónen aminoácidosesidéntica

entresi (difierensóloen un grupo fosfato)y similara la «si bovina,perosediferenciande

éstaporsu mayorsensibilidadal calcio (Richardsony Creanier,1976>. Por otra parte, el
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‘a

Tabla 11.6. ComposiciónCaseinicade las Lechesde Vaca, Oveja y Cabra,
determinada por FPLC en Columnas Mono 5

VACA OVEJA CABRA

CASEINA % CASEINA TOTAL

a51 36,2 4,4-2,6
34,2

a52 10,2 5 - 19

40,8 50,4 42,2-64

1C 10,1 10,8 9,8-23,5

Mlnodtarias 2,8 4,6 6,9- 15

Fuente:Law y Tziboula, 1992
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64 Glu---Lys
62 SerP---Ser

cz-CnA K

a -CnC
sZ

~3

167 Lys---Ile

77 Glu---Gln

l6Leu---Pro

*‘~

B

C

A
Delección:59-69

Delección:59-95
B

100 Arg---Lys
195Thr---Ala

13-Cn A, B, O

tc-Cn A, B

a-La A, B

13-Le A, B

Figura iria Polimorfismo genéticodelas 6 lactoproteinascaprinas
(Martín, 1993)

D

F
8 His---Ile

>bY

E
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componente«82presenta11 residuosaminoacidicosdiferentesrespectode la variante

genéticaa~¡ B bovina,mientrasel componente«53 presenta12 residuosdiferentessi se

comparacon la mismavariante(Jeness,1982).

Al evaluarla acciónde la quimosinaen lacaseína«s¡ de las lechesde vacay cabra,

Addeo y col. (1988) determinaronque la «si bovinaes mássensiblea la acción de la

quimosinaque las «52 y ¡3, que la caseína«si de cabrasehidroliza cerca de la región

N-terminal (igual a la de vaca) y que los productosde degradaciónson igualesen ambas

caseínas;talesproductosseconocencomo péptidos«si-I, cuyaformaciónsedebea queel

enlacepeptidicoPhe(23)-Phe(24) de la caseína«s’ bovina,es tan lábil a la quimosina

comoel enlacePhe(23)-Val (24) de la caseínacaprina.

11.5.2. CASEíNA asz

La caseína«52 de la lechede cabraestambiénpolimorfa y seencuentraen mayor

proporciónqueen la lechedevaca.Suestructuraprimariasediferenciade la devacapor

unainserciónde un residuoAsnentrelos residuosIle 14 e Ile 15 de la caseína«52 bovina,

por lo quesu composiciónaminoacidicaesde208 aminoácidos(unomásqueen la bovina).
De estacaseínaseconocendos variantes,A y 13 detectadaspor Boulangery col, (1984)y
cuyo análisisbioquímicoindicaquelas sustitucionesaminoacídicasquelas diferencianson

unasustituciónGlu---Lys en la posición64, queafectaaun lugarde fosforilación(Ser62)
y unasustituciónLys---fle en posición167 (Bouniol y col., 1993).

11.5.3. CASEíNA 13

Es la proteínamayoritariade la lechede cabra,encontrándoseen mayorproporción

queen la lechede vaca. Suestructuraprimadasediferenciade la de vacaporunadelección
del dipéptidoPro 179-Tyr 180,destacandode la caseína¡3 caprina,queal contrarioquesu

homólogabovina, existebajo dos formas Pi y ¡32 (Richardsony Creamer, 1974),en
proporcionessensiblementeigualesy que no difierenmás que en el númerode residuos

fosforilados(6 parala ¡3¡ y 5 parala ¡32 ). Estacaseínaseha consideradomonomorfa

durantemuchotiempo, hastaqueDalíOlio y col. (1989)determinaronla existenciade un
alelo probablementenulo. Recientemente,Mahé y Grosclaude<1993) han detectadola

existenciade 4 alelosdiferentesdeestacaseína.
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La caseína¡3 de la leche de oveja, al igual que su homóloga caprina,tiene 2

componentescon la mismacomposiciónaminoacidica,quesólo sediferencianporquela Pi

tieneun grupofosfatomásquela ¡32 y esmássensiblea los ionescalcio (Richardsony col.,

1978),mientrassu secuenciaaminoacidicasediferenciade su homólogabovina en al
menos15 aminoácidos(Richardsony Mercier, 1979).De la lechede oveja tambiénsehan

aisladoproteínassimilaresa las ydela lechede vaca(Jeness,1982).

11.5.4. CASEINA ic

La caseínac caprinaconstade 171 aminoácidosfrentea los 169 de su homóloga

bovina,debidoala inserciónde un dipéptidoVal-Hisentrelos residuosThr-131 y Ser-132.

Los 2/3 de las diferenciasobservadasentrelas caseínasK bovinay caprina,selocalizanen

la zonaC-terminalde la moléculacorrespondienteal caseinomacropéptido(bovino 106-169
y caprino 106-171), esdecir,en la regiónmáshidrófila de la moléculaqueseliberaen la

coagulaciónenzimáticade lalecheporla quimosina(Figura11.11.),

Seconocendos variantesgenéticasde la caseínac caprina,quesediferencianporuna
sustituciónlocalizadaen la porciónN-terminal de la molécula(para-K-caseina)y quese
denominanA y B poranalogíacon las variantesbovinas(Di Luccia y col., 1990).Además,
debidoa la glicosilación de estacaseína,Addeo y col. (1988) identificaronal menos5
formas diferentesen la especiecaprina. Alais y Jolles (1967), encontraronalgunas

diferenciasen la caseínaic ovina en relacióna la bovina, tanto en la composición
aminoacidica,comoen el gradóde glicosilación;sin embargoambascompartenel papel
estabilizadorde la estructuramicelar.

Las para-K-caseinasde vaca, ovejay cabrasehansecuenciadocompletamente,con

diferenciasen la posiciónde algunosaminoácidosen la de entrevaca-oveja,vaca-cabray
oveja-cabra(Tabla11.7.). La sustituciónde aminoácidosen las para-ic-caseinasbovina,
caprinay ovina,principalmenteen la posición 19 (Seren bovinay Asp en ovino) haceque
la carganegativaaumentede la bovinaa la caprina,siendointermediaen la ovina, lo que

permitediferenciarlaspor isoelectroenfoque(Amigo, 1989a).La estructuracorrespondiente
delenlacesensibleala quimosinaseencuentraconservadoen las3 especies(Merciery col.,
1976).
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NH
2

COOH

Figura fUl. Comparación de las secuenciasaminoacídicas de las
caseínas wc Bovina y Caprina (Martín, 1993)
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11.6. OTRAS PROTEINAS LÁCTEAS

11.6.1. PROTEíNAS DEL LACTOSUERO

El términoproteínasdel sueroseempleaparadesignaraquellasproteínassolublesa

pH 4,6 y 20 0C, que se caracterizanpor ser proteínasglobulares sujetas a la
desnaturalizaciónpor calor. No obstante,tambiénse incluyen bajo esta denominación
fragmentosde la caseína¡3, como las proteosas-peptonas5, 8-lentoy 8-rápido,queson

establesal calory seencuentranformandopartedelas micelasdecaseínaal pH normalde la
— leche(Eigely col., 1984).Lasproteínasmássignificativasde estegrupo:«-lactoalbúmina,

¡3-lactoglobulina,seroalbúminae inmunoglobulinassonproteínasglobularesdebidoa la

distribuciónuniformede susrestospolaresy no polares,a la ausenciade fósforoy asu
bajo contenidoen prolina. Estascaracterísticas,unidasa un alto contenidoen cistina,
cisteinay metionina,hacenqueseanmásinestablestérmicamentequelas caseínasy que al
calentarla lechepierdensolubilidad(Walstray Jeness,1987).Las proteínascitadasno

estánsometidasa las modificacionespost-traduccionalesque sufren las caseínas
(glicosilacióny fosforilación),aunqueseconocenvariantesgenéticasde la «-lactoalbúmina
y la ¡3-lactoglobulina(Grosclaude,1988).

La separaciónde los componentesindividualesde las proteínasdel suero,serealizó
originalmentepor fraccionamiento,debidoadiferenciasde solubilidady por cristalización.
Actualmente,los métodosde fraccionamientopreferidos,tanto con fines analíticoscomo
preparativos,sonlos decromatografíade filtración en gelesy deintercambioiónico.

11.6.1.1.¡3-LACTOGLOBULINA

La ¡3-lactoglobulinapor suscaracterísticasestructuralesy su aptitud parafijar el
retinol, pareceserqueestaríaimplicadaen el transportede esteprecursorde la vitaminaA
haciaunosreceptoressituadosen la superficiede las célulasde las vellosidadesintestinales
(Papiz y col., 1986; Monacoy col., 1987>. Es la proteínasolublecualitativamentemás

importante,ya queseencuentraen la lechea una concentraciónde unos3 gIl, tiene 162

aminoácidosy un pesomolecularde 18,277 daltons(Grosclaudey col,, 1976), con 5
cisteinasque le permiten crearpuentesdisulfuro (-S-S- ) intra o intermoleculares,que
estabilizanla dimerizaciónde estaproteínaal pH normalde la leche. La uniónentrela
caseínaic y la ¡3-lactoglobulinade la lechecalentada,sedebeaun enlacedisulfuroentreestas
dosmoléculas.En la [3-lactoglobulinasehandetectado4 variantesgenéticas,seconoceque
la varianteB sediferenciade la C porunamutaciónen la posición59 (Gln---His); de la D
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por unasustituciónen la posición45 (Glu---Gln) y de la varianteA por dosmutacionesen
las posiciones64 (Gly---Asp) y 118 (Ala---Val).

11.6.1.2.rt-LACTOALBUMINA

La cz-lactoalbúminaintervieneen la síntesisdela lactosa,al modificar la actividadde
la galactosiltransferasa,permitiendoquela uridín difosfato (UDP)-galactosaconla glucosa

origine la lactosa(Ebnery Brodbeck,1968; Rood y Thomas, 1980).Estaproteínase
encuentraen la lechede vacaan unaconcentraciónde 0,7 gIl. La varianteB constade 123
aminoácidos,de los que 8 soncisteinas,queforman 4 puentesdisulfuro y tieneun peso
molecularde 14, 174 da]tons.La varianteA difiere de la E por unasustituciónaminoacidica

en la posición10 (GIn en la A y Arg en laR).

11.6.1.3.ALBUMINA SERICA BOVINA

Estaproteína,uno de los componentesmayoritariosdel suerosanguíneo,quese
sintetizaenel hígadoy llegaa la lechepor lascéllulassecretorassuponesolamenteel 1,2%,
aproximadamente,de las proteínaslácteastotales,siendoidénticaen todaslaspropiedadesa
la albúminadel suerosanguíneo(Polis y col., 1950). Su estructuraprimariaconstade 582

aminoácidosconun pesomolecularde 66,267dalbons(Brown, 1975; Reedy col,, 1980).
Se desconocela funciónespecíficaquepuedadesempeñaren la glándulamamaria,y es
pocolo quesesabede sucomportamientoen la lechey en losproductoslácteosasícomo
de suposibleinfluenciaen las propiedadesdeestosalimentos.

11.6.1.4. INMI.I=1QGLOIIIILIN¿S

Estasproteínasno sonespecificasdela secreciónláctea,puestoquesesintetizanpor
los linfocitos B(Ribadeau-Dumas,1981)y setransportanpor la sangrea todoslos fluidos
del cuerpo. Todas las inmunoglobulinasson glicoproteinas,que son monómeroso
polimerosdeunamoléculade cuatrocadenasformadapordoscadenasligeras(20,000peso
molecular) y doscadenaspesadas(50,000-70000)unidaspor puentesdisulfuro(Butíer,
1974; Lascelles,1977).Lasprincipalesinmunoglobulinasenla lechesonla IgM, la IgA y
la IgO,queesla mayoritaria(Guidry y col., 1980),
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11.6.2. PROTEíNAS DE LA MEMBRANA DEL GLOBULO GRASO

Los glóbulosgrasosde la lecheestánrodeadosde unafina membrana(King, 1955>,

formadaporuna mezclacomplejadelípidos y proteínasy aunquealgunasde estasproteínas
son enzimas,es todavíadifícil estimarla proporciónde componentesenzimáticosy no
enzimático. Dichos glóbulos contienen un 50% de proteína, lo que supone,
aproximadamente,un 1% del total de la proteínade la leche.Las proteínasde la membrana
del glóbulo graso son difíciles de resolvery separaranalíticamente,porqueinteractúan
fuertementeentresi y con los lípidos; la mayoríason insolubles.

11.6.3. PROTEíNAS MINORITARIAS

En la lecheexisten pequeñascantidadesde dos proteínasligantesde hierro: la

transferrinay la lactoferrina,quesoncadenaspolipeptídicassencillasde pesomolecularde
600 a 700 daltonsy que ligan dos moles de hierro por molécula (Jeness,1982). La
transferrinapareceseridénticaa la existenteen el plasmasanguíneoy su pesomoleculares
de 75,000a 77,000daltons(Leger y col., 1977), mientrasla lactoferrinatieneun peso
molecular,que varíasegúnlos autores,de 77,000a93,000daltons(Leger y col., 1977).
Ambasproteínassonsignificativamentediferentes,tantoen sucomposiciónaminoacidica

comoinmunológicamente(Gordony col,, 1963).

Otras proteínasminoritariasdel suero de la leche son la familia de las M-I
glicoproteinasaisladaspor Bezkorovainy (1965; 1967) de la leche y el calostro;una
proteínaligante de cobre sedetectablepor inmunodifusión(Hansony col., 1967); un

inhibidor de la tripsinaencontradoen el calostro(Laskowskiy Laskowski,1950; 1951);un
quininógenoaisladodelsuerode la lechepor Leachy col. (1967) y una proteínaligantede
folato (FBB), aisladade la lechede vaca(Saltery col., 1972).

11.6.4. ENZIMAS

En la lechesehandetectadonumerososenzimas,asociadosa las micelasdecaseína,a
los glóbulosgrasoso a los leucocitos,mientrasotrosseencuentrandispersosen el suero.

Una descripciónmásdetalladade los mismospuedeencontrarseen Walstray Jeness
(1987). En el caso que nos ocupa, merecedestacarseque la actividad del enzima
xantln-oxidasaes 10 vecessuperiorenla lechede vacaqueenla decabra,por lo queesta

característicasehaempleadoparadiferenciarlas lechesdeambasespecies(Amigo, 1989a).
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11.7. QUESOS

Segúnel RealDecreto503/1086del 21 de febrerode 1986(B.O.E., 14/11111986),los
quesossedefinencomo: “El productofrescoo madurado,sólido o semisólido,obtenido
porseparacióndel suerodespuésdela coagulaciónde la lechenatural,de la desnatadatotal
o parcialmente,de la nata,del suerode mantequillao de unamezclade algunoso de todos
estosproductos,por la accióndel cuajou otroscoagulantesapropiados,con o sin hidrólisis
previadela lactosa”. Asimismo,seentiendeporquesofundido: “El productoobtenidopor
molturacióny/o mezcla,fusión y emulsióncontratamientotérmicode unao másvariedades
de quesocon o sin la adiciónde agentesemulgentes,de lechey productoslácteosy deotros
productosalimenticios”.

11.7.1. CLASIFICACION DE LOS QUESOSESPAÑOLES

Españaes un paísde contrastesque sin dudase reflejanen sucultura, susgentesy

como, expresióngastronómica,en susquesos.De la complejidadde la elaboraciónde los
quesosy de los factoresaconsideraren la descripciónde los mismos,es comprensibleque
resultedifícil establecerunaclasificacióngeneralde todoslos tipos dequesos.

Por ello, existenvarioscriteriosparasuclasificación.Unamodalidadmuy extendida
es la basadaen el tipo de lecheutilizadaen suelaboración,por lo quepuedehablarsede
quesode vaca,oveja o cabra.Sin embargo,el criterio de clasificaciónmásaceptadoes
aquelqueseestableceen funciónde su maduración:quesosfrescosy quesosfermentados,
maduroso curados.

La legislaciónespañola,conscientede la dificultad de los criterios de clasificación
pero a suvez considerandonecesarioestablecerunasnormasmínimasde regulacióndela
calidad,haestablecidounaclasificaciónbasadaen uno de los componentesdel mismo:el

contenidograso.Siguiendoestecriterio, la legislaciónespañolalos clasificalos quesosde
la forma siguiente:a) Extragraso:contenidoen grasasobreextractosecocomomínimo del

60%; b) Graso:contenidograsomínimodel 45%sin llegaral 60%; c> Semigraso:mínimo
del 25% sin llegar al 45%; d) Semidesnatado:mínimo del 10% sin llegar al 25% y e)
Desnatado:menordel 10%.

De entre los numerosossistemasde clasificaciónde los quesos,queobedecena
criteriosdistintos,nosotrosvamosaseguirunaclasificacióncomercial(Herrero, 1992) por
serprácticay sencilla(Tabla11.8).

55

m



Introducción

Tabla11.8. QuesosEspalioles

TIPODE QUESO ESPECIEPRODUCTORA

VACA OVEJA CABRA MEZCLA

Fr~cos Burgos
Villalón

Alicante
Cádiz

Camerano
Murcia

Cassoleta
La Nucia

Mató
Pido

Pornia
TeneHfe

Cantabria(D. O.)
AI’uega’l Pitu
Ulloa o Arzda

Cebreiro
Del León
Pasiego
La Selva
TeUlla

Vidiago

La Bureba
Cáceres

Torta delCasar

Semicuradosv
curados

Benasque
Casin

Mahón(D. O,)
San Simón

Valle deArán

Anso-Hecho
Castellano

Idiazába](D. O.)
Manchego(1). 0.)

Oropesa
Pedroches

Roncal<D. O.)
La Serena

Serrat
Zamorano

Acebuche
Albarracín

Alhamade Granada
Aracena
Bu elles

Conejero
Gata.Hurdes

Ibores
Majorero
Montsec

Murcia al vino
Balmero
Quesallía

SienaMorena
Tiétar

Vaidetejo

AhumadodeAliva
La Calahorra

Genestosode la Gomera
C}razalema
Herreno

Mallorquín
Peflamellera
Tronchón

Ibérico
Hispánico

De la Mesta

Azules
esreciales

Cabrales(D. O. ), Gamonedo,La Peral,Picón,Valdeón,La Armada,IJrbMs, CremasdeQueso
Azul (Valdeón),Cremasdecoagulaciónlácticacono sin sabores,con especias,etc,
sabores,conespecias,etc.

D.O. : DenominacióndeOrigen

Fuente:Herrero,1992
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Babia
Laclana
Garrotxa
Máiaga

La Vera

Beyos
Flor deGula

Quesuco
Servilleta
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11.7.1.1.OUESOS DE ESPAÑA CON DENOMINACION DE ORIGEN Y

GENERICA

Paraprotegernuestrosproductosy asegurarla calidadde los quesos,en Españase
han creadolas “Denominacionesde Origen”, definidassegúnley25/1970ensuartículo 69
como: “Se entiendepor denominaciónde origen el nombregeográficode la región,

comarca,lugaro localidadempleadoparadesignarun productoprocedentede la respectiva
— zona,quetenga cualidadesy caracteresdiferencialesdebidosprincipalmenteal medio

naturaly a su elaboración”,De estadefinición sedesprendequeha de existir una doble
— conexión entreel nombregeograficoconstitutivo de la denominaciónde origen y el

producto diferenciadopor ella. Por tanto, esenombregeográficoha de empleasepara
designarquesosproducidosexclusivamenteen la región o comarcaquele da nombrey,

además,dicho quesodeberáposeerdeterminadascualidadesy caracteresquehan de ser
debidasprincipalmenteaesemedio geográfico.Esquemáticamente,sepuededecirquelos
criterios generalesa teneren cuentaparael reconocimientoy reglamentaciónde una
denominaciónde origen son: a) La existenciade un queso conocidopor el nombre
geográficodesuregiónde procedencia;b) La delimitación de unazonade producción;c) El

empleode unos métodosde produccióny elaboracióntradicionalesy locales;d) La
presenciaen el quesode unoscaracteresdiferenciales,ligadosa la zonade produccióny a
los sistemasde elaboraciónlocales,y e) Unsistemade controly garantíasuficiente.

Paraasegurarel cumplimientode estoscriterios,cadadenominaciónde origenestá
reguladapor un Reglamento,aprobadopor la ComunidadAutónomacorrespondientey

ratificadopor el Ministerio deAgricultura,Pescay Alimentación.Estereglamentoestablece
la composicióny fundamentodel ConsejoRegulador,queesel órganointerprofesional
encargadodelcontroly la defensadela denominaciónde origen.En la Tabla11.9,, hemos
recogidolos quesosde EspañaconDenominacióndeOrigeny Genérica.

11.7.2.LA LECHE PARA LA FÁBRICACION DEL QUESO

La lechede todoslos mamíferospuededestinarseala produccióndequesos,peropor
razonespuramenteprácticas,la leche de los mamíferosdomésticosha dominadola
producciónquesera.La fuenteprimariadependedela zonade producción,yaquemientras
la lechede vacadominala producciónen las zonasllanas,en laszonasde montaftaseutiliza
la lechedeoveja o de cabraen la producciónde quesos.Aunqueexistendiferenciasde
composiciónde la leche dependiendode la especieproductora,lo que puedeafectarla
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Tabla 11.9. Quesos EspaflolesconDenominaciónde Origeny Genérica

QUESO ZONA LECHE ORDEN
MINISTERIAL

Navarra(valledeRoncal)

Menorca

Cabralesy algunaslocalidades

dePeflameranaAlta

Cantabria,exceptolascuencas
hidrográficasde Urdóny Cervera

CiudadReal, Albacete,Cuenca
y Toledo

PaísVasco

Zamora

ComarcadeLa Serena

Oveja (Rasay Lacha)

Vaca(crudao pasterizada)

Mezcla (vaca,ovejay cabra)

Vaca(Frisonapasterizada)

Oveja(Manchega)

Oveja(Lachay Carranzana)

Oveja (Chorray Merina)

Oveja(Merina), lechecruda
o pasterizada

Picón-Bejes-Tresvijo

QuesucosdeLi¿bana

ComarcadeLiébana Bovina(Tudanca,PardoAlpina
y Frisona);Ovina (Lacha);Caprina

(Pirenaicay Cabrade los Picos

deEuropa>

Fuente:IndustriasLecheras,1993

Roncal

Mahón

Cabrales

Cantabria

Manchego

Idiazábal

Zamorano

La Serena

11/3/91

24/11/93

29/6/90

29/10/85

21/12i84

30/11/93

6/5/93

14/4/9 3

6/10/87
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calidaddel quesoproducido,en muchosaspectoslas lechestienenmuchoen común.Las

dos formasmayoritariasde proteínasde la leche (caseínasy proteínasdel suero)son

esencialesen la fabricacióndel quesoy, de estasdos, la fracción caseinicaes la más

importante.Lascaseínasno sólo representanaproximadamenteel 70-80%de las proteínas

de la lechesinoque,además,forman la matrizde la cuajadaqueseray en última instanciael
quesopor si mismo. Sólo si el queso procedede lechesometidaa ultrafiltración o a
tratamientosseverosde calor, las proteínasdel suero se consideranuna fracción
importante.En el primercaso,las proteínasséricasquedanatrapadasduranteel procesado
de la leche,mientrasqueen el segundosondesnaturalizadasy se adsorbenen la superficie
de las caseínas(Robinson,1995).

La fraccióncaseinicaconstade cuatrotipos de proteínasy cadaunade ellasesuna
fosfoproteinadiferente,La presenciade residuosfosforilados es importantepor dos
razones:a) influencialos puntosisoeléctricosalrededorde pH 4.5-5.0,y b) los residuos
fosforiladospuedenunirsea los ionescalcio. Lasmoléculasde caseínapermanecenaisladas

o combinadascon ionescalcio o fosfatocálcico,formandolas llamadasmicelasdecaseína.
Estoscomplejoscontienenmiles de unidadesde caseínay la partecentralde los mismos

estáformadapor caseínasay ji, mientrasque en la superficieseencuentrala caseínai<

(Dalgleishy col., 1989). Es la presenciade la caseínaic haciael exteriorde lasmicelas,lo

queimpidequelasay ji caseínasformenagregadosy precipitenespontáneamente.

Por otra parte,cuandoseproducela coagulaciónde la lechedurantela fabricaciónde

queso,el enzimaquimosina,presenteen el cuajo,escindela caseínac, dejandoa lasotras

caseínasdesprotegidas.Corno consecuencia,las micelas comienzana agruparseen
presenciade ionescalcio. El efectode esteenzimasobrelas otrascaseínasesdespreciable
en un períodode tiempo corto, pero en quesosconun periodode maduraciónlargo las
caseínasay ji puedenserhidrolizadasporenzimasproteoliticos,presentesen el cuajo con
la quimosina.Estaacciónpuedeserimportanteen relaciónconel desarrollodelsabor(Fox,

1989),lo quetambiéndependede la especielechera.En la lechede vaca,las caseínasa5j y

ji son loscomponentesmayoritarios,peroen la lechede ovejay decabralas dosformasde

caseínaji son las principalesfraccionesy, ambas,son diferentesa la caseínaji dela leche

de vaca,Asimismo,la caseínaas2seencuentraen mayorproporciónen las lechesdeoveja

y cabraqueen la devacay estasdiferenciaspuedenserimportantesen el saborde un queso
determinado.Cuandoen la legislaciónde los quesosse utiliza sólo la coagulaciónácida,
comosucedeenla Indiay Sudaméricala caseínaic permaneceintactay es lainestabilidadde
las caseínasalrededorde su punto isoeléctricolo quedeterminasu precipitación.El

resultadoesun gel blandomanipulableparamodificar las propiedadesorganolépticasdel

59



Introducción

— productofinal. La naturalezade las caseínasesimportanterespectode la fuerza(resistencia)

del gel; lascaseínas¡3 quedominanen la lechedecabra,originanun gel másfuerteque el
obtenidocon la lechede vaca(Robinson,1995).

E-

El otro componentemayoritario de los quesoses la fracción lipidica, en la que
algunosvalorestípicosdeestafracciónen las diferentesespecieslecherasson: lechedevaca

3,5-5,0%,lechede oveja 5,8-9%y lechede cabra2,8-6,5%(Tamimey col., 1991).La

fracciónlipidica estáformadamayoritariamentepor triglicéridos, aunquelos ácidosgrasos
libresestánampliamenterepartidospor la leche, Durantela fabricacióndel queso, los
lípidos de la lechesonretenidosjunto con las proteínas,por lo queen los quesosde pasta

duraalrededordel 45%de los sólidostotalescorrespondeala grasa,mientrasel restoson
proteínasconnivelesbajosde lactosay salesminerales.Aunquela mayoríade la lactosase
pierdeconel suerodurantela fabricacióndelqueso,estedisacáridoesesencialdurantelos
primerosestadiosde la fabricaciónquesera,ya queesteazúcaresutilizadopor loscultivos

iniciadoresen la producciónde ácido láctico.La lactosasoporta,al menosen parte,el

crecimientode los mohos,levadurasy bacteriasasociadasconla maduraciónde variedades
queserascomoel Erie, asícomoel de las bacteriasformadorasde gas en los quesoscon
ojos. Algunos minerales,como el calcio y el fósforo, son tambiénesencialesen la
coagulaciónde la lechey los ionescalcio en particularjueganun papel importanteen la
agregacióndelas micelasdecaseína,lo quehacequeel quesoseaunafuenteexcepcionalde
calcio enla dieta(Robinson,1995).

11.7.3. COMPORTAMIENTO DE LAS PROTEINAS LACTEAS

DURANTE LA FABRICACION DEL QUESO

Las diversasfasesde elaboraciónde los quesosinfluyen decisivamenteen la
estructuray conformaciónde las próteinasde la lechey, en particular,de las caseínas.
Durantela transformaciónde la lecheen queso,ocurreunadeshidrataciónen la quela grasa

y las proteínasse concentrande 6 a 10 veces, dependiendode la variedad. La
deshidrataciónseconsiguemedianteuna coagulaciónácidao isoeléctricade la caseína,

aunquela mayoríade los quesosmaduradosprocedende unacoagulaciónenzimática
producidaporel cuajo. La proteolisis,ademásde ejercerun papelfundamentaldurantela
manufactura,seconsiderapor muchosautorescomo el procesomásimportanteen el
desarrollodel sabory la texturadel queso,conla excepciónde los quesosazulesy algunas
variedadesitalianas,en los quepredominala lipolisis y la oxidaciónde los ácidosgrasos,

aunquela proteolisistambiénesimportante(Fox, 1989).
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11.7.3.1.COAGULACION

La coagulaciónconsisteen la conversiónde la lechelíquidaen un gel, lo que sedebe
a la rupturadel equilibrio coloidalen el queseencuentranlas partículasde fosfocaseinato
cálcico,lo queoriginaqueprecipitenlas micelasde caseínay formenun gel tridimensional
queretienegrasa,agua,sales,etc.La coagulaciónpuedeserpor acidificación(coagulación
ácida)o por la acciónde enzimascoagulantes(coagulaciónenzimática)(López-Fandiflo,
1992).

La coagulaciónácidaseproducepor unadisminuciónprogresivadelpH de la leche,
debido al ácido láctico originado por la degradaciónmicrobiana de la lactosapor las
bacteriaslácticaso porla adicióna la lechede un ácidomineralu orgánico.El descensodel
pH disminuyela ionizaciónde los radicalesácidosde lascaseínas,conun desplazamiento
progresivodel calcio y del fosfato inorgánico de las micelas hacia la faseacuosa
(lactosuero)y unadesmineralizaciónde las mismasaPH menoresde 5. La salidadel calcio
y del fosfato, seacompafladeuna desintegraciónde la estructuramicelar(Brule y Lenoir,

1990),La temperaturaóptimadel procesoesde 200Cy la velocidadde acidificacióndebe
serprogresiva,si sedeseaobtenerun coáguloliso y homogéneo.

La coagulaciónenzimáticala realizanmuchosenzimasproteoliticos,pero el quese
utiliza másfrecuentementeesel cuajode rumianteslactantes(cabritos,ternerosy corderos)
cuyo principio activo mayoritarioesla quimosinao renina.La coagulaciónde la lecheporel
cuajoseconsideraun procesoconstituidopor dos etapas.La primeracomprendela ruptura
enzimáticade la caseínaic en para-ic-caseinay péptidos.La caseínaic se hidroliza por la
rupturadel enlacePhelO5-MetlO6,queesel mássusceptibleala hidrólisispor proteinasas

ácidasquecualquierotro dentrode las proteínaslácteas;secreeque, la estructuraquelo
rodeaes tambiénimportanteparauna rupturaeficaz por los enzimasproteoliticos (Fox,
1989). La ruptura de este enlacedivide a la proteínaen dos partesmuy diferentes,la
para-tc-caseina(1-105), ligeramentecatiónicaapH 6,6, hidrofóbica,pero solubley que

poseeuna estructurasecundariarelativamenteestabley lo que se conocecomo
caseinomacropéptidoo glicomacropéptido(GMP), polar,pocoestabley quecontienetodas
las modificacionespost-translacionalesy genéticas;su contenidoenaminoácidosy azúcares
lo hacenfuertementepolar, porlo quedifundehaciala faseacuosa,eliminándoseduranteel

desueradocon el suero de quesería(Swaisgood,1982>. La hidrólisis de la caseínaic
dependede muchosfactorescomoel pH, la fuerzaiónica, la temperatura,el gradode
glicosilacióno el tratamientotérmicodela leche.
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La segundaetapaderivadequela proteolisisde la caseínaic reduceel potencialzetay

la estabilizaciónestéricadelas micelasdecaseína.La pérdidadelcaseinomacropéptido,que
poseela mayorpartede la carganegativade la molécula,conviertela superficiedela micela,
dondepermanecela para-K-caselnaen unazonamuy hidrofóbica.Cuandoel 85% de la
caseínaic se ha hidrolizado,las micelascomienzana agregarsey gelificaren presenciade
calcio y a temperaturassuperioresa los 200C(Dalgleish,1987).

La cuajadaenzimáticaes de consistenciablanda,gelatinosa,flexible, elástica,
compacta,casi impermeabley expulsael sueroal fraccionaría.La cuajadaidóneaes,en la
mayoríadelos casos,la queposeepropiedadesintermediasentreel cohguloenzimáticoy el

ácido. La producciónde ácido láctico por las bacteriasdel fermentotiene numerosas
repercusiones(Amigo, 1989b):proporcionael pH adecuadoparala accióndelcuajo,facilita
la expulsióndel suero (lo que determinael nivel de humedaddurantela maduración);
mantienelos nivelesde cuajoresidualen al cuajaday controla,también,los de la plasmina
retenida;confierea la cuajadaciertascaracterísticasfísicasde las quedependela textura
final, controla el crecimientomicrobiano e influye en la actividadde los enzimasque
participanen la maduración.

11.7,3.2.MADIIR¿CIQN

Los procesosproteolfticosque tienen lugar durantela maduración,ademásde

contribuir al gusto y aromadel queso,potencianel saboral favorecerla liberaciónde
compuestossápidosdurantela masticación.Por otra parte,determinanel desarrollode la

textura,debidoa la rupturadela mallade caseínay al aumentodepH queoriginan a través

de la formaciónde amoniaco(Figura11.12.).En el quesoviene la actividadproteolitica
determinadapor los agentesproteoliticospresentes(bacteriasdel fennentoy susenzimas,
proteasaslácteasnativas,enzimasexógenosañadidoscomocoagulantesy las proteasas
producidaspor las bacteriascontaminantes)y por las condicionesfísico-químicasdel
proceso de maduración (relación sal-humedad,temperatura, pH, potencial de

óxido-reduccióny el contenidode calcio) (López-Fandiflo,1992).

11.7.3.2.1.Acción del cuajo

Durantela maduraciónde los quesos,el agentecoagulanteenzimáticohidrolizalos

enlacesPhe23-Phe24o Phe24-Val25de la asl,dando lugar al péptidoa
5~-I (Creamery

Richardson,1974; Hill y col., 1974), cuyaconcentraciónaumentacon la edaddel queso
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— (Creamery Richardson,1974),aunquesimultáneamentesufredegradacionesposteriores
por el cuajo u otrasproteasas,llegandoincluso a desapareceral final de la maduración

(Reville y Fox, 1978).En el casode la quimosina,las otras fraccionescaseinicasresultan
másresistentesa la proteolisis,destacandodosfactores(Visser, 1981): la especificidaddel

enzima(que atacafundamentalmentelos enlacesLeu-X y Phe-X) y la accesibilidaddel
enlacepeptidico. El nivel de NaCí inducela agregaciónde la caseína¡3 y reducela
disponibilidaddelos enlacesde estaproteínasensiblesala quimosina.lo queen el casode

la caseínaasí, dependede su grado de entrecruzamientopor la formaciónde enlaces

disulfuro. Tanto la czs2 comola para-ic-caseina,son resistentesa la quimosina(Greeny

Foster,1974).El tipo decoagulanteutilizadoposeegran importancia,sobretodo en lo que
respectaala texturadelqueso(Birkkjaery Johnk, 1985).

11.7,3.2.2.Proteasasnativasde la leche

De modonatural, la lechecontieneunaproteasaalcalinay, en menorproporción,una
proteasaáciday aminopeptidasas,peroes la proteasaalcalinao plasmina,la queejerceuna
actividadpredominante.En la lechefresca,la plasminaseencuentraasociadaalas micelas
de caseína,disociándosea medida quedisminuyeel pH (Richardsony Elston, 1984).

Cuantomenoresel pH duranteel desuerado,menosplasminaquedaráretenidaenel queso.
La plasminaes la responsablede la rupturainicial de lascaseínas,sobretodo en quesos
cuyacuajadasecalienta,inactivándoseel cuajo(Matthesson,1981). En casi todoslos tipos
de quesosse acumulanimportantescantidadesde caseínasy, lo que es indicativo de la

actividad de la plasmina, aunqueesteenzimaes particularmenteactivo en aquellas
variedadescuyo pHaumentadurantela maduración(Trieu-Cuoty Oripon, 1982).El hecho

de queel péptido «81-1 seencuentreen todos los tipos de quesosdurantelas primeras

etapasde la maduración,inclusoen aquellosen los queel cuajoesinactivo, seatribuyeala

acciónde la proteasaácidadela leche,cuyaespecificidadhacialas caseínasessimilar a la
del cuajo (Kaniinogaway col., 1980).

11.7.3.2.3.Proteasasde las bacteriaslácticas

Lasbacteriaslácticasejercenunaactividadendopeptidásica,fundamentalmentesobre

la caseínaji (Vissery de Oroot-Mostert,1977), aunquetambiénactúansobrela asíy su

principalproductode degradación,el péptidoasí-I (Desmazeaudy col., 1976), aunqueesta

actividad es poco significativa en relación con la del cuajo. En cuanto a los
microorganismosno constituyentesdelcultivo iniciador,los mohosdel géneroPenicillium

63



Introducción

ejercenuna actividad intensay liberan tanto péptidos de bajo pesomolecularcomo
aminoácidos(Desmazeaudy Zevaco,1979).En quesosde pastablanda,comoel Brie o el
Camembert,Penicillium camemberil producedos endopeptidasasexocelularesque

degradanprofundamentelas caseínas«sí y ¡3, alternándosesu importanciaa lo largode la

maduración(Trieu-Cuoty col., 1982a y b). En el casodelos quesosazules,la accióndela
proteasaácida de Penicillium roqueforti es dominante,degradandofuertementelos
péptidos,y liberandoelevadascantidadesdeaminoácidosqueseencuentranen la pastade

estosquesos.

11.7.4. DEGRADACION DE LAS PROTEíNAS DEL QUESO

La degradaciónde las principalescadenaspolipeptidicasqueoriginanpéptidosde

tamaflo molecularintermedioy alto, seconocecomo proteolisisprimaria (Grappiny col.,
1985) y afectafundamentalmenteal desarrollode la texturadel queso.El conjuntode
reaccionescatalizadaspor las exopeptidasasde los microorganismosquecomplementanla
acciónde las proteinasas,dandopéptidosde cadenacortay aminoácidos(Ranky col.,

1985), sedenominaproteolisissecundaria.El metabolismode los aminoácidosda lugar,
mediantereaccionesenzimáticasy químicas,a la apariciónde sustanciasaromáticasvolátiles
y sápidasno volátiles. En la Figura11.13.,seesquematizanlas transformacionesquesufren

las caseínasdurantela maduracióndelqueso.

Numerososinvestigadoreshan evaluadola proteolisisde las diferentescaseínas
durantela maduraciónde los quesos(Calvo y col., 1992a;1992b),observandoqueel nivel

de las«sí disminuyemásdel 80%durantelasprimeras5 semanasde maduración,mientras

quela hidrólisisdela caseínaji esmáslenta,lo queconfirmalasdiferenciasenla estabilidad

de las caseínasa~y ji (Lay y col., 1991).Carreteroy col. (1992)estudiandoel efectode la

maduraciónen las proteínasdel lactosuerodel quesode cabra determinaronque la
ji-lactoglobulinano es sensiblea la proteolisismientrasquela «-lactoalbúminay la
seroalbúminasedegradandurantela maduración.

64



Introducción

LACTOSA

ácido láctico( ácidoacético
diacetilo
acetaldehido
etanol
ácido propiónico

PROTEíNAS

péptidos
aminoácidos
aminas
comp. azufrados

LíPIDOS

4
cetonas
lactonas
aldehidos
ácidosgrasos

tioésteres

QUESO

Figura 11.12. Vías principales de formación del aroma
-(Law, 1984)

CASE~NA
cuajo 4< ~ Floral0y20
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(Law, 1987)
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11.8. TECNICAS ANALíTICAS EMPLEADAS PARA

DETERMINAR EL ORIGEN ESPECIFICO DE LA

LECHE Y DERIVADOS LÁCTEOS

Para garantizarla calidadde la lecheutilizadaen la elaboraciónde quesos,cuya
denominaciónde origenincluye comoexigenciaquela materiaprima seade lasespecies
oveja,cabrao vaca,sonnecesariastécnicasanalíticasprecisasquepermitandetectarbajos
niveles de mezcla. En los últimos aflos, sehan conseguidoavancesimportantesen la
metodologíaempleadaparadiferenciarmezclasde lechede diferentesespecies,aunque

quedamuchotrabajoporrealizarparadisminuir los márgenesde errory lograrunamayor
sensibilidady rapidezde los ensayos.En este trabajo se revisaránalgunosmétodos
empleadosen la diferenciaciónde mezclasde lechede las especiesvaca,ovejay cabra,
mientrasen la Tabla11.10.,se resumenlos métodosanalíticosmásrecientes.

11.8.1. METODOS CROMATOGRAFICOS

Tradicionalmente,la cromatografíaen capafina y en fasegaseosa,han sido las

técnicasmásampliamenteutilizadas en el análisis de los componentesde la leche,
fundamentalmentede la fracción lipidica. Actualmenteel desarrolloespectacularde las
técnicasde cromatografíalíquida de alta eficacia(HPLC) hanmejoradolos resultados
obtenidos.Los métodoscromatográficospresentan,frentea las técnicaselectroforéticas,la
ventajade suposibleutilizaciónen losquesosmuy madurados,ya quesalvo enlos quesos
maduradosconmohos,sonescasaslas modificacionesqueexperimentala grasaduranteel
procesode maduración(Ramosy col., 1977). Sin embargo,estosmétodoscarecende

utilidadcuandoseempleacomoadulterantela lechedesnatada.

La cromatografíaen fasegaseosaseha utilizadoparadeterminarlos ácidosgrasosde
la grasa total o de las fraccionesde mayor interés,así como unaserie de relaciones

porcentualesentrelos diversosácidosgrasos(Benassi,1963; Lotito y Cucurachi,1967;
Palo, 1975;Kuzdza.l-Savoiey Kuzdzal, 1970; Ramosy col., 1977;Gattusoy Fazio, 1980;
Smeyers-Verbekey col., 1977). Iversony Sheppard(1989), utilizando estatécnicahan
detectadola presenciadelechede vacaen mezclascon la deovejao cabra,en proporciones
próximasal 10%. El estudiode los triglicéridospor técnicasHPLCy el análisisdealgunas
fraccionespor cromatografíaen fasegaseosahanmostradodiferenciasentrelas lechesde
vaca,ovejay cabra(Barron y col., 1990), quequizáen un futuro podríanutilizarseen la

identificacióny cuantificaciónde estasmezclas.

66



Introducción

QN00QNa1~04
044)
d

ioCo1-.
4.,

4)
‘a‘O‘au

‘oQN 00
QN

—
—

‘—
,

-4
—

o
o

u>
1

jio‘fi4
,

4
<

‘O

•0
Eo4
-.

‘a04

o

Co
‘a

~
o

t

‘S
.S

‘O04e
j

4>
‘a

ouCoo4-.ECoo4)

044)

C
o

ou

044)

‘O‘ao1-4>Co

1804‘5

‘piou1

‘o
oc

0
0

QN
QN

—
——o

4)
uo4.,

‘e‘e4<ouo3-04ou4>4)
‘aE‘o•1

o4)a4>3-

4

‘o04ej044>ou04

“5

ou

Co3-04oz4>
‘a‘a

0
4

~
~

E
~‘>

rn
ti

67

E

u
,

4>•1u
,

4><a>

u
,

4>4>u
-

4>4>4.>
‘a<u>

4.>
P

C<u>

4.>1~4>aP
C<u4>

-Iu‘0‘ca-4u

‘piEouciiouE<jiooo(-4
U

—
4—

—
—

—
—

-



Introducción

ocQ
N

o
c

‘o
—

-%
oc

-~
—

oc
QN

0
0

4.>
<ji

—
N

u.]
QN—

42
o

-
‘-“

u
g

4)
N

o
.•4

4.>
4>

-4

o
o

o
4,

4-.
Co

4)
4)

‘e

zu.]
~

.~

o
‘~

~
o

4)
—‘4>

o

‘pi
zx~

o041-3-
0

o
4-.

04
4.>

II’,
o

cii
04

“a
‘o

‘ji
‘~

i.
o

“5
-~

E
r

~
“5

rs
4

>
-~

u
~

4<
Z

.~“5
‘O

.4
¿

m
~

.
Q

E
~

¿
—

o
1

—
~

—
,

o
~4,

cd
O

~

-
~

68



Introducción

Aunqueen el campode las proteínasen generaly de las lácteasen particular, la
cromatografíade filtración en geles y la cromatografíade intercambio iónico en

DEAE-celulosase han utilizado ampliamentepara aislar y fraccionarproteínas,estas
técnicasno sehanutilizadoen la identificacióndel origende la leche.Sin embargo,durante

la última décadala cromatografíalíquida de alta eficacia(HPLC) ha destacadopor su

facilidad, rapidezy exactituden el análisisde muchoscomponentesorgánicos.Por ello,
Kaisery Krause(1985)utilizando la técnicade HPLC en fasereversademostraronquelos
cromatogramasde los péptidostrípticos (derivadosde la acciónde la tripsinasobrela
caseína)erandiferentesen los quesosde vaca,cabra,ovejay búfala,indicandoqueconeste
métodosedetectala adiciónde un 1% de lechede vacaen quesosde cabra,aunqueen su

estudiono se hacereferenciaala maduraciónde losquesosempleados.

Hasnooty col. (1986) utilizando tambiéntécnicasde HPLC detectaronun 2-4% de
lechede vacaen quesosdeovejay cabra,empleandocomoindicadorde las mezclaslácteas

la caseína«si bovina y en el casode quesosmadurados,el péptido a~i-I, aunqueen este

caso el indice detecciónfue del 10%. Frutos y col. (1991), han utilizado la técnicade
HPLCen fasereversaparasepararlasproteínasdel suerode la lechede vaca,ovejay cabra;
la identificacióny cuantificaciónde las p-lactoglobulinaspermitió identificaradicionesdel
2% en un tiempo muy corto. Kaminaridesy Anifantakis (1993) utilizando la técnicade
HPLC concolumnasde intercambioaniónico, realizaronun estudiocomparativode la

separaciónde las caseínasde las lechesde vaca,ovejay cabra,indicandoquela eluciónde

la caseínaasí bovina sucedemástardequela de sushomólogasovinay caprinabajo las

mismascondicionescromatográficas,por lo quela cantidadde lechede vacaadicionadaen
lasde ovejay cabrapodríacalcularsedeterminandoel áreade la fraccióncromatográficade

la caseínaasíbovina, utilizando unacurvastandar.

11.8.2. METODOS ELECTROFORETICOS

De los métodosfísico-químicosutilizadosen la detecciónde mezclasde lechede

diferentesespecies,las técnicaselectroforéticaspuedenconsiderarselas másadecuadas,ya
quepresentanlimites de sensibilidadcomparablesa los de los métodosbiológicosy no
requierenreactivosespeciales,aunquecomo contrapartidadebenutilizarseequipos

sofisticados.Los métodoselectroforéticossehan utilizado tantopara la separaciónde las
caseínas,como paralasproteínasséricas.

La separaciónde las caseínaspor técnicaselectroforéticases la técnica más

recomendableya queesta fracción no se afectapor los tratamientostérmicos.De esta
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manera,Aschaffenburgy Dance (1968) por electroforesisde las caseínasen gelesde

poliacrilamidaobservaronquela caseína«s~ bovinapresentabamayormovilidad quesus

homólogasovinay caprinay utilizaronestamayormovilidad paradetectarla presenciade
nivelespróximosal 2% delechede vacaen mezclascon las deovejay cabra.loqueha dado
lugara la realizaciónde otrosestudiosconel mismofin (Pierrey Portinann,1970; Ramosy

col., 1985).En Españaestatécnicaseutiliza comométodooficial en la detecciónde leche
de vacaen mezclascon lechede oveja,teniendocomolímite de detecciónun 2% (iB.O.E.,
301X/1991,Figura¡1.14.). Sin embargo,esta técnicano es válida parael análisis de
mezclasen quesosmadurados,ya quela degradaciónde las caseínascomoconsecuenciade
la proteolisisque tienelugardurantela maduracióndelqueso,hacequela sensibilidaddel
métododisminuyay la interpretaciónde los resultadoscuantitativosseamásdifícil.

El estudiode las proteínasdelsueroporelectroforesisen gelesde pollacrilamidatiene
la ventajade queestasproteínasno sedegradandurantela maduracióndel queso,aunque

tieneel inconvenientede quepuedenverseafectadaspor el tratamientotérmico.Amigo y
col. (1986; 1989) se han basadoen la diferente movilidad electroforéticade las
¡3-lactoglobulinasbovina,ovinay caprinaengelesde poliacrilamida,paradetectarmezclas
del 1-2% en los quesosmadurados.La ¡3-lactoglobulinabovinaposeemayormovilidad

electroforéticaquela «-lactoalbúminay las ¡3-lactoglobulinasovinay caprina.Los mismos
autores(Amigo y col., 1991), tambiénhanevaluadoel efectode distintos parámetros
tecnológicossobrela detecciónde la lechedevacautilizandoel procedimientocitado; el

método es válido para la deteccióny cuantificacióndel 1% de lechedevacaen quesos,
incluso empleandocomoagentecoagulantecuajovegetal.Durantela fabricaciónindustrial
del queso,la lechesesometeá temperaturasde pasterizacióny este tratamientopuede
desnaturalizarlasproteínasdel suero,lo quepuedealterarlos resultadosobtenidosen la
determinacióncuantitativade la lechede vaca.Calvo y col. (1989),hanevaluadoel efecto

del tratamientotérmico en los quesos~determinandoquetemperaturasde 9O~(2durante30

segundosno afectanala determinaciónde lechede vacaen lechedeoveja o cabraporeste
método.

La electroforesisde las proteínasséricasen gelesde poliacrilamidaes el método
oficial en Españaparala determinaciónde la lechede vacaen la de ovejao cabray parala
determinaciónde lechede cabraen la de oveja(la p-lactoglobulinacaprinapresentauna
menormovilidadelectroforéticaquela «-lactoalbúminay la ¡3-lactoglobulinaovina),siendo

en amboscasosel límite de deteccióndel 2%. Tambiénes un métodooficial parala
deteccióndela lechedevacaen el quesode ovejao cabray parala deteccióndela lechede
cabraen el quesode oveja, teniendocomo limite de detecciónun 3% <B.O.E., 30/X/91,
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Figura 11.15.).

En los últimos años,la técnicadel isoelectroenfoque(IEF) ha reemplazadoala de la

electroforesisen gelesde poliacrilamida.El IEF consisteen una electroforesisen un
gradientede pH (3,5-9,5)conun granpoderde resolucióny en la quelos componentesse

separanpor diferenciasen su punto isoeléctrico. Addeo y col. (1986) basándoseen las
diferenciasen la secuenciade las para-K-caseinasbovina,caprinay ovina,y utilizando la
técnicadel isoelectroenfoquehandetectadola presenciasimultáneade lechede vaca,ovejay
cabra,en mezclaslácteasy quesosmaduradosen concentracionespróximasal 0,5%,
utilizando nitratode platacomoreactivode tinción. En generalestemétodoesválido parael
control, tantode lalechecomodel quesomadurado;sinembargo,si seintentacomprobarla
genuidadde un queso muy proteolizado,como el de Roquefort, puedenobtenerse
resultadoserróneospor sobreestimación,ya que algunospéptidosformadosdurantela
maduraciónpuedentenerel mismopuntoisoeléctricoquela para-ic-caseínabovina(Addeoy

col., 1989ay b). Krausey Belitz (1985>,handescritola detecciónde porcentajesdel 1-2%

de lechede vacaen mezclasde oveja y cabrapor electroforesisde las caseínasy~. Sin

embargo,en los quesosmaduradoslos péptidosformadosconel mismopuntoisoeléctrico

de la caseínabovinaY2, puedeninterferir en sudeterminación.Estopuederesolverseconel

tratamientodelqueso,previo al análisis,conplasminabovina,lo queoriginala hidrólisisde

las caseínasy y permiteuna mejor separaciónde las caseínasbovinas12 de los péptidos

descritos.El métodotambiénesválido en la identificaciónde mezclasde lechede vacay

búfala,en el quesoMozzarella(Addeoy col,, 1989b>. El procedimientomejora en su
sensibilidady tiempo de análisisutilizandogelesultrafinos, preparadoscomercialmentey
realizandola electroforesisy tinción delos gelesen un equipo“Phast-System”(Pharmacia).
Estemétodohasido recomendadorecientementepor la CEEcomométodode referenciaen
la deteccióndecaseínasde la lechede vacaen quesosde oveja(Diario de lasComunidades

Europeas,N0 174/23-32de 20/3/1992).

La técnicadel ISPtambiénseha utilizado en el análisisde las fraccionesséricasde la
leche.Ruiz y Santillana(1986)utilizando gelesde poliacrilamidaconun gradientede pH de

3,5-9,5consiguenun limite de detecciónde un 3% de lechede vacao cabraen la de oveja,
utilizando las prtotelnasséricascomolas indicadorasde la sustitución.Con estemismo
métodoRispoil y col. (1991),concluyenquela determinacióncualitativay cuantitativadela
lechedevacaes aplicableen quesosmuy proteolizados,como el de Roquefort.Moio y col.
(1990) proponenla utilización gelespequeñosde poliacrilamidacon ureay el sistema
‘Phast-System”,comoun métodorápidode detecciónde lechede vacaenla lecheo quesos

de oveja, cabra y búfala o quesos.Ortín y col. (1992a)analizandopor1SFlas proteínas
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Figura1114. Separaciónde las caseínasde la lechepor electroforesis
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séricasde quesoscon mezclasde lechede vaca,ovejay cabra,determinanporcentajesde
sustitucióndel 5-40% con unagran precisión.Estosautoresdescribenqueen los quesos
frescosy de cortamaduración,fabricadosconmezclasde lechede oveja,cabray vaca, la
técnicadel ¡EF en microgelesde poliacrilamidade capamuy fina (Phast-System),es un
métodoanalíticofácil y rápido,si bien los mediosprecisosson decosteelevado,con una
resolucióne identificaciónsegurasde las proteínasséricasespecificaspresentesen las
mezclasde leche. Los mismosautores(Ortin y col,, 1992b),utilizan este métodopara

determinarlos puntosisoeléctricosde las caseínasK de oveja, cabra y vacay en la
cuantificaciónde mezclasbinariasy terciariascon las proteínasindicadorasteñidascon el
nitrato de plata, concluyendoque, como las caseínasic en los quesosse degradana
para-K-caseinasy estasno sedegradandurantela maduracióndelquesoni seafectanporel
tratamientotérmico,representanun marcadorpotencialde las mezclasde lechesen los
quesos,considerandoaceptableslos resultadosobtenidos.

De lo expuestoes posibleconcluir, quedel estudiode las para-K-caseinaso las

caseínasy por ¡EF, o del estudiode las p-lactoglobulinaspor electroforesisen gelesde
poliacrilamidao IEF, utilizando nitratode platacomoreactivode tinción, permitedetectar
nivelesmuy bajosde lechede las especiesvaca,ovejay cabraen mezclaslácteasy quesos
madurados.

11.8.3.METODOS INMUNOLOGICOS

La investigacióny desarrollo de las técnicas inmunológicascomotécnicasanalíticas
comenzóhaceaproximadamente25 años,empleándosesobretodoen el diagnósticoclínico
parael análisisde hormonas,medicamentosy marcadorestumorales(Rittenburg,1990>.En
la última década(8-10 años), sehanutilizado conéxito en la industria alimentariaen la
deteccióny cuantificaciónde antibióticos,pesticidas,microorganismos,micotoxinas,
hormonas,adulterantesy componentesnaturalesde los alimentos(Samarajeeway col.,
1991; Oazzazy col., 1992), aunquesu mayor desarrollose ha producido durantelos
últimos cinco años. Estastécnicasposeenfrente a otras técnicasfísico-químicaso

biológicas,las ventajasde su sensibilidad,bajocoste,especificidad,rapidezy la ausencia
de equipos instrumentalescomplejos (Rodríguez y Juárez, 1995). Además, la

disponibilidadde “kits” comercialesahorratiempoy elimina la necesidadde analizarlas
muestrasenlaboratoriossofisticados(Míen, 1990; Saniarajeeway col., 1991),por lo que
sediferenciande otras técnicasen que su tecnologíaresideen lasmoléculasy no en los
equiposde detecciónutilizados.
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Todoslos métodosinmunológicospretendenla visualizaciónobjetivade la interacción

específicaentreun antígenoy su correspondienteanticuerpo.Por antígenoseentiendetoda
sustanciaa la queseuneun anticuerpoespecificoen los lugaresreactivosde la molécula
antigénica,denominadosepitopos.El términoinmunogenicidadserefiereala capacidadde
un antígenoparainducirla formaciónde anticuerpos,lo que dependeentreotros factoresde

su pesomolecular,su composiciónquímicay su capacidadparaser reconocidocomo
extraño por el organismoreceptor. Un buen inmunógeno deberátener al menos

3.000-5.000daltonsparainducir unabuenarespuestainmunemientraslas sustanciascon
menosde 1000 daltons(haptenos),puedenconvertirseen inmunógenassi se conjugan
previamentea moléculasvehiculadoras(carriers).

Los anticuerposqueutilizadosen las técnicasinmunológicasson de dos tipos:
policlonaleso monoclonales.Losanticuerpospoliclonalesseobtienende ratones,conejos,
ovejas, cabras o caballos, mientras los monoclonalesse obtienen de ratones.La
especificidadde un inmunoensayodepende,en granmedida,deltipo de anticuerpoutilizado
(Hefle, 1995). Sn la Tabla 11.11. secomparanalgunascaracterísticasasociadasa la
obtenciónde ambostipos de anticuerpos.

Para la obtención de anticuerpospoliclonales, los animales se inmunizan
periódicamentecon los antígenosde interés (Figura 11.16.). Las inmunoglobulinas
resultantessedetectanen la sangre,aproximadamenteunao dos semanasdespuésde la
primera inyección,mientrasla concentraciónde anticuemosen el sueropuedellegar a
superarla de 1 mg/ml. Cuandoel animalalcanzael título de anticuerposdeseado,seobtiene
el suerosanguíneo.Unapreparaciónde anticuerpospoliclonalespuedecontenerhasta50
proteínasdiferentes,ademásde las de interéspor lo que paraobtenerinmunosueroscon
unaconcentraciónelevadade inmunoglobulinasespecificas,éstosdebenpurificarsepor
técnicasde precipitaciónselectivao porcromatografíade afinidad(Hefle, 1995;Gazzazy
col., 1992).

Sí ratónesel animalde elecciónen la obtenciónde anticuerposmonoclonalesy desde

que en 1975 KtShler y Milstein desarrollaranla metodologíaparasu obtención,sehan
utilizado con éxito en los inmunoensayos.Los ratonesse inmunizanconel antígenode
interésy cuandosedetectaun título suficientede anticuemospoliclonalesenel suero,el

animalsesacrifica.Loslinfocitos seaislandel bazoy sefusionanconcélulasinmortaleso
mielomasquecrecenindefinidamentecomocultivoscelulares.Lascélulasresultantesdela
fusióndenominadashibridomas,adquierenla capacidaddesobrevivir “in vitro” de la célula
de mielomay la de produciranticuerposespecíficosdellinfocito hiperinmune.Cuandolos
hibridomascrecencomocultivoscelulareslos anticuerposse secretanal medio de cultivo
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Tabla 11.11.Característicasde Interés de la Producción de Anticuerpos
Monoclonalesy Policlonales

CRITERIO MONOCLONALES POLICLONALES

Purezadel AntfEenn No essignificativa

Inicialmentealtos

Significativa

Bajos

Ikm~c~ilrin

CQnh1m~iñn

2-3 meses

l~25í.tg/mla

0,5-5mgimíb

1-2 meses

>lmg/ml

Reactividadcruzada

Afinidad

Ninguna

Homogéneos

Alguna

Heterogéneos

a. Sob¡tnadantede los hibridoniascultivados

b. Liquido ascítico

Fuente:Hefle, 1995
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+
Inyecciones repetidas

+
EREER

Obtención del suero del animal

+

Purificación de las Inmunoglobulinas del suero

Figura 11.16. Producción de anticuerpos policlonales

Inmunización del animal con
la mezcla antígeno-adyuvante
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mientrasquecuandose inoculan en la cavidadperitonealde los ratonesinducen la

producciónde liquido ascítico(Figura11.17.).Debidoa queunacélulahíbridaprocedede
una célula de bazo que secretaun único tipo de inmunoglobulinas,los anticuerpos
monoclonalessonquímicamenteidénticosy homogéneosen suestructuray especificidad,
por lo que por su purezay su fácil obtenciónson idóneospara su utilizarlos en los
inmunoensayos(Hefle, 1995).Los hibridomaspuedenalmacenarseen nitrógenolíquidoo
en congelacióna ~g5O durantelargosperíodosde tiempo y recuperarlasmás tardepara
produciranticuerpos(producciónilimitada de anticuerpos).

Los adyuvantesson preparacionesque incrementanla inmunogenicidadde los

antígenosy se utilizan tanto en la producciónde anticuerpospoliclonales como
monoclonales,siendoestimuladoresno específicosde la respuestainmuney la mayoría
formanun depósitoque protegeal antígenode un rápido metabolismoy destrucción,

permitiendola utilizaciónde pequeñascantidadesde inmunógeno.El másutilizadoesel
adyuvantede Freundsqueconsisteen unaemulsiónagua-aceiteque contienecélulas
inactivadasde Mycobacteriumtuberculosis y comoingredienteactivo un péptidode su
pared celular que estimula el sistemainmune del animal inespecificamente.Otros

adyuvantesutilizadosson las salesde aluminio,polimerosno iónicos,péptidospoliinéricos
y otros(Hefle, 1995).

Lastécnicasinmunológicasbasadasenlas reaccionesde precipitaciónentreproteínas

delsuero,y anticuerposespecíficossehanutilizado ampliamenteen la identificaciónde la
especieanimalde la lecheen mezclaslácteasy quesosmadurados(Ramosy Juárez,1986;
García,1991; Rodríguez,1992),por lo queen estetrabajosedescribiránescuetamente

para centrarnos, posteriormente,en el desarrollo y utilización de las técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA) queporsermásrecientesy eficacesy porconstituirun soporte

experimentalfundamentalen el desarrollode este trabajo investigador,merecenuna
menciónespecial.

11.8.3.1.TECNICAS CLASICAS

La Inmunoprecipitaciónen Medio Liquido desarrolladapor Pinto (1966) fue la
primeratécnicainmunológicaempleadaen la detecciónde lechesde diversasespecies

animalesenmezclaslácteas,siendoeficazen las lechescrudasy pasterizadas,perono en
las lechesesterilizadas,en polvo y condensadas,dondeno es posibleobservarla reacción
deprecipitación,yaquelos precipitadossonpocoaparentesy desaparecenrápidamenteuna
vezformados.
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En 1974, Durandy col, utilizando la técnicade InmunodifusiónDoble en gelesde
agarosa,consiguierondetectarun 2,5% de lechede vacaen la de cabray oveja. Este
métodosencillo tieneel inconvenientede queessemicuantitativo,aunquela proteolisisdel
quesono influye en el resultadosiendoun métodotodavíaempleadoen las queserías.
Actualmente,los inmunosuerosse obtienencomercializados,siendoutilizadosporalgunos
investigadoresen diferentestipos de queso(Ramosy Juárez,1986). Utilizando esta

técnica,Oomboczy col. (198la) detectaronhastaun 5% de lechede vacaen la deoveja.

En nuestroDepartamento,Garcíay col. (1989) han desarrolladoun test (COMIT)
parala identificacióndelechede vaca(3-100%)en la deoveja.El ensayoutiliza anticuerpos
policlonalesfrentea las proteínasséricasde la lechedevaca.La diferenciamássignificativa
con las técnicasde inmunodifusiónconvencionales,radicaenquelos reactivosutilizadosse
distribuyenembebidosen discosde papeldefiltro liofilizados, lo quepermitela difusión de
su contenidopor el gel. Además,los gelesposeenun colorantey una concentración
adecuadade polietilenglicol, lo quepermite unamejor visualizaciónde las lineas de
precipitaciónAntígeno/Anticuerpo.

En Españala técnicade InmunodifusiónRadial,desarrolladapor Levieux(1977),es

unatécnicaoficial en la deteccióndelechede vacaen mezclaslácteasy de lechedecabraen
lechede oveja, siendosu limite de deteccióndel 1% (B.O.E,, 30/X/1991),utilizándoseen

la lechecrudao la pasterizadaa740C,durante30 minutos,aunquealgunosinvestigadores
tambiénla han utilizadoenla identificación de mezclaslácteasen quesosmadurados
(Barbosay Gon9alvez,1985;Amigo y col., 1989).Calvo y col. (1989)evaluandoel efecto

de los tratamientostérmicosen la determinaciónde la lechedevacaen mezclascon la de
ovejay cabra,determinaronque, temperaturasde pasterización(740C,30 segundos)no

afectanla determinacióncuantitativade las proteínasséricasutilizando el método
electroforéticoo el de inmunodifusión,mientrasel calentamientodela lecheatemperaturas
de 9ffC durante30 segundos,sólopermitela detecciónde lechede vacacon el método
electroforético.Amigo y col. (1989),comparandoel métodoelectroforéticoen gelesde

poliacrilamidaconel de la inmunodifusiónradial en la detecciónde las lechesdevacay
cabraen quesosmadurados,determinaronqueel métodoelctroforéticoeramásfiable. Los
mismosautores(Amigo y col., 1992), comparandoel métodoelectroforético,el de

isoelectroenfoquey el dela inmunodifusiónen la deteccióndelechede vacay cabraenel
queso Serrade Estrela,concluyeronque los resultadosobtenidospor electroforesise
isoelectroenfoqueeransimilares,mientrasque,conla inmunodifusiónseobteníanfalsos

negativos.
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Utilizando la técnicade la Inhibicidn de la Hema2lutinación,Levieux (1980),
consiguedetectarhastaun 1% de lechede vacaen la de cabra.La combinaciónde las

técnicaselectroforéticascon las inmunológicasha dado lugar a las técnicasde

Inmunoelectroforesisen Cohetee InmunoelectroforesisCruzada.La primeradeollas fue
utilizadaporRadfordy col. (1981) en la deteccióndeun 1-5% de lechede vacaen lechede

cabray, la segunda,por ElbertzhagenyWenzel(1982, 1987>quedetectaronun 0,1-0,2%
de lechede vacaen quesosde ovejao cabra,utilizandoun inmunosuerofrentealas caseínas
y proteínasdel suerode la lechede vaca. Krausey col. (1988),utilizando estamisma
técnicae inmunosuerosanticaseinasde la leche de vaca, han detectadoun 0,1-0,2%de
lechede vacaen lechey quesosde ovejay cabra,señalando,queni la maduraciónde los

quesosni los tratamientostérmicosmodificanla sensibilidaddel método.

Bernhauery col. (1983) utilizando la técnicade ~i iw.sin~msiñhandetectadoun
0,1-1%de lechede vacaen la de cabray oveja y un 0,1-2%de la mismalecheen los
quesosmadurados.No obstante,la sensibilidaddel métodovaríacuandola lechese somete
a tratamientostérmicosmayoresquela pasterizacióny cuandoen la maduraciónde los
quesosseproduceunaproteolisisintensa.

11.8.3.2.

Los inconvenientesasociadosa la utilización de las técnicasdescritas,es que
requierenmuchotiempoo unagrancantidaddeanticuerpospurificadosy que la mayoría
sonsólocualitativaso semicuantitativas.El desarrollode las técnicasinmunoenzimáticas
(ELISA) ha supuestounaalternativainteresantea los métodosconvencionalesutilizadosen
la identificación de leche de diversasespeciesanimales,debido a su especificidad,

sensibilidady sencillez.

La utilizaciónen las técnicasinmunológicasde marcadoresqueseconjuganaunode

los componentesde. la reacción, permite detectar y cuantificar los complejos

antígeno-anticuerpoformados.Estos marcadorespuedenser radioisótopos,enzimas,
moléculasfluorescenteso luminiscentesy bacteriófagos(Gazzazy col., 1992).Lastécnicas
másutilizadassonel radioinmunoensayo(RIA) y el enzimoinmunoensayo,siendoYalow y
Berson(1959) los primerosquesescribieronun método deRíA para la detecciónde la
insulina; sin embargo,debidoalos inconvenientesasociadosala utilizaciónde marcadores
radioactivos,éstosse sustituyeronpor enzimasiniciando el desarrollode las técnicas

inmunoenzimáticas(Engvally Perhnann,1971;VanWeemuny Schuurs,1971).

so



Introducción

Los enzimoinmunoensayospuedenser de dos tipos: homogéneosy heterogéneos.En
los homogéneos,la actividaddel marcadorenzimáticoestámoduladapor la interacción
antígeno-anticuerpoy no se requierela separaciónde los reactivos,aunqueestetipo de
ensayosno seutilizan normalmenteen el análisisde alimentos.Los heterogéneosrequieren
la separaciónde los complejos antígeno-anticuerpode los componenteslibres y la
inmovilizacióndeuno de los componentesde la reacciónaunafasesólida,lo quefacilita la
separaciónde los componenteslibres. La mayoríade las técnicasinmunoenzimáticas

(ELISA) utilizadasen el análisisde los alimentosson heterogéneas.

En las técnicasELISA el antígenoo el anticuerpose fijan a un soportesólido,
generalmenteplacasde poliestireno,polivinilo, polipropileno o nylon, quepermitensu
adsorciónpasivay la eliminaciónde los compuestoslibres mediantelavado (Clark y
Sngvall, 1980). En algunasaplicaciones,como fase sólida se utilizan membranas,
generalmentede nitrocelulosaa las queseunenlas proteínasmedianteenlaceshidrofóbicos,
denominándoseestetipo de ensayocomo “Inmunodotting”. A diferenciade estatécnica, la
del “Inmunoblotting’, esuna técnicaquecombinala separaciónpreviadelasproteinaspor
electroforesisy sutransferenciaaunamembranade nitrocelulosa,en la quelos antígenosde
interésseidentificanpor un ELISA.

En cuanto al enzimautilizado en la conjugación al antígenoo anticuerpoes

convenientequeestépurificado,queseaactivo,fácil de obtenery que al reaccionarconel
sustratoorigine un producto fácilmenteobservabley cuantificable.Los enzimasmás
utilizadosconestefin sonla peroxidasade rábano,la p-galactosidasa,la glucosaoxidasay
la fosfatasaalacalina(Voller y col., 1986),

La eleccióndelsustratodelenzimaestambiénimportanteen las metodologíasELISA.

Sí sustratodebeserestabley soluble,antesy despuésde su degradación.El enzima
peroxidasade rábano,uno de los másempleados,utiliza comosustratoel peróxido de

hidrógenoy comodonantesde hidrógenola 0-fenildiamina(OPD),el ácido2, Vazino-di
(3-etil-benzotiazolina)sulfónico (ABTS), el ácido 5-aminosalicílicoy la 3, 3’ 5,

5’-tetrametilbenzidina.En el casode la p-galactosidasa,el sustratomásutilizado es el
o-nitrofenil-13-D-galactopiranósido(O-NPG) y para la fosfatasaalcalinael p-nitrofenil
(P-NPP)(Tyssen,1985). Los compuestosdonantesde hidrógeno,al oxidarseen presencia
del sustrato,originancompuestoscoloreadoscuantificablesespectofotométricamente.
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11.8.3.2.1. Irimunodotting

Setratade una técnicainmunoenzimáticaquevisualizalasinteraccionesAg/Ac enun
papel de nitrocelulosa.El antígenoseabsorbeenestesoportey seponeen contactoconel
anticuerpo;en casode correspondencia,los anticuerposunidosal antígenosedetectancon
un segundoanticuerpoobtenidofrenteal anteriory conjugadoconun enzima.La reacción
se visualizaal añadirel sustratodel enzima,por lo que en el papel de nitrocelulosase
desarrollanmanchascoloreadasdeintensidadvariable.

Aranday col. (1988) utilizando esta técnicay un inmunosueroanti-caseinasde la
lechede vacadetectanun 0,1% de lechede vacaenla deoveja. Estemétodotambiénseha
utilizado en los quesos,aunquelos resultadosson sólo seniicuantitativos.García (1990)

empleandoesta técnicay un inmunosueroanti-proteinasséricasde la lechede vaca,
consiguenla detecciónde un 3% de lechedevacaen la de oveja.Calvo y col. (1989)han
utilizado tambiénel inmunodottingy anticuerpospoliclonalesfrentealas caseínasbovinaso

frentealas inmunoglobulinasde especie,paradetectarla presenciade lechede vacaen la de
ovejacon indicesde deteccióndel 0,1%.Recientemente,Aranday col. (1993)hanutilizado
estemétodoparadetectarla presenciadelechede cabrao vacaen lechesy quesosde oveja.

11.8.3.2.2.Inmunoblotting

Estatécnicacombinala electroforesiscon las técnicasinmunoenzimáticas,basándose

en la transferenciaelectroforéticade las proteínasseparadaspor electroforesisa una
membranasintética,dondelosantígenosde interéssedetectanporun ELISA Indirecto.

Mojo y col. (1992) combinando la técnica del isoelectroenfoquecon un
inmunoblottingen Phast-Systemy utilizandoanticuerpospoliclonalesfrentea la II-caseína

bovina,consiguenla detecciónde un 5% de lechede vacaen quesosRoquefortde 10 díasa
5 mesesde maduración.

11.8.3.2.3.TécnicasELISA

SíSLISA es elmétodoinmunológicomásampliamenteutilizadoenel análisisde los
alimentosdebidoa su bajo costey rapidez,facilidad de utilizacióny posibleautomatización,
permitiendoel análisisde un gran númerode muestrasen un corto espaciode tiempo
(Míen, 1990).Dichas técnicassebasanen la fijación del antígenoo delanticuerpoen un
soportesólidoy en la visualizaciónobjetivadela interacciónantígeno-anticuerpomediante
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la conjugaciónde uno de los componentesde la reaccióncon un enzima.Los métodos

inmunoenzimáticos(ELISA) permitenel diseñode diversasvariantesmetodológicas,de las
quelas másutilizadassonel ELISA indirecto,sandwich y competitivo.

En la técnicadel ELISA Indirecto (Figura11.18.), el antígenosefija por adsorción

pasivaa unasuperficieinerte(a); acontinuaciónseadicionanlos anticuerposespecíficos,
quereconocenal antígeno(b) y seunenaél formandoun complejoquesedetectamediante
la incorporaciónde un segundoanticuerpomarcadocon un enzima(c). La reacciónse

visualizaporqueel enzima,al actuarsobreel sustrato(d), liberaun compuestocoloreado.

Unaconsideraciónimportanteacercade esteformatoesquedurantela fijación del antígeno
por adsorciónpasivaala placa,éstepuedesufrir cambiosestructuralesquesi afectanalos
epitopospuedenhacerlesirreconociblesparalos anticuerpos(Reile, 1995)

En la técnica del ELISA Sandwich (Figura 11.19.), el anticuerpoespecifico
— (anticuerpode captura)sefija auna fasesólida(al) y a continuaciónseañadeel antígeno

problema,el cualescapturadoporel anticuerpofijado (b). El complejoanticuerpo-antígeno

sedetectageneralmenteconel mismo anticuerpomarcadocon un enzima(c) (anticuerpode
detección).Finalmente,se añadeel sustrato(d) y el compuestocoloreadoliberadopor el
enzima,permitevisualizarla reacción.Comoanticuerposdecapturay de detecciónpuede
utilizarseel mismoanticuerpoo dostipos diferentesde anticuerpos,comouno policlonal y
otro monoclonal.Estaúltimacombinaciónincrementala sensibilidaddelensayoyaqueel

policlonal reconoceepitoposdiferentesen el mismoantígeno.

El ELISA Competitivopuedeserdirecto(cuandosemide la cantidadde anticuerpo)o

indirecto(si semideel antígeno),siendoesteúltimo esel másutilizadoen los alimentos.En
la técnicadel ELISA Competitivo (Figura 11.20.), el anticuerpo(directo) o el antígeno
especifico(indirecto) se fija a unasuperficieinerte (1), y, a continuación,seañadeel
antígenoo el anticuerpomezcladocon la muestraproblema,con un segundoanticuerpo
marcadoconun enzima(2a). Utilizandocomocontrolotropocillo carentede muestra(2b) y

trasadicionarel sustrato(3ay 3b), se observala diferenciadecolorentreambospocillos, lo
querefleja la concentraciónde antígenodela muestraproblema.

En los últimos años, se ha comprobadoque el complejo avidina-biotinaes un
mediadormuy útil y versátilen unagran variedadde aplicacionesanalíticas,incluidaslas
técnicasinmunoenzimáticas(Wilchek y Bayer, 1988).Utilizandolas propiedadesde este
complejoesposibleamplificar las reaccionesinmunoenzimáticasdebidoala elevadísima

afinidad (l0’~ M1) de la avidinapor la biotina y a la granestabilidadde la interacciónno
covalente.En el casodelELISA Indirecto(Figura11.21.),despuésdefijar el antígenoa una
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1. Antígenoadsorbidoal pocitio
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ínrxoducción

superficiesólida (a), seañadenlos anticuerposespecíficosde la reacciónconjugadoscon la
biotina(b) y, acontinuación,el complejoantígeno-anticuerposedetectaconun conjugado
de avidina-enzima(o), en lugardelas anti-inmunoglohulinasdela especiede la que procede
el anticuerpounidoal enzima.La reacciónsevisualizaporqueel enzima,al actuarsobreel
sustrato(d), liberaun compuestocoloreado.

La mayoríade los métodosinmunoenzimáticosdescritosen la identificación y
cuantificaciónde la lechede diversasespeciesanimalesen mezclaslácteasy en quesos
madurados,utilizan anticuerpospoliclonalesfrente a las proteínasdel suerode la leche
(Garcíay col., 1990; 1991)o frente a las caseínastotales(Rodríguezy col., 1990; 1993),
inmunoglobulinasbovinas(Sauery col., 1991)o péptidossintéticos(Rollandy col., 1993;
1995). En nuestroDepartamento,se poseeunaamplia experienciaen la obtenciónde
reactivosy en el desarrollode técnicasinmunoenzimáticas(ELISA) enla diferenciaciónde
la lechede diversasespeciesanimales.Así, García(1990)utilizando un ELISA Indirecto y
anticuerpospoliclonalesfrente a lasproteínasdelsuerode la lechede vaca,ovejay cabra,
neutralizadoso purificadosporcromatografíade afinidad,detectóun 1% de lechede vacay
cabraen la de oveja,mientrascon la técnicadelELISA Sandwichdetectóy cuantificóel
1-30%de sustituciónde lechede ovejapor la de vacay cabra.

Posteriormente,Rodríguez(1992),utilizando un ELISA Indirecto y anticuerpos

policlonalesfrente a las caseínastotalesbovinas, ovinas y caprinas,neutralizadoso
purificadosporcromatografíade afinidad,detectóy cuantificóla presenciade un 1 al 50%
delechede vacaen las lechesy quesosde ovejay cabray la sustituciónde un 1 al 25% de
leche o quesode oveja por la de cabra. Asimismo, utilizando la técnicadel ELISA
Sandwichle fue posibledetectary cuantificarun 0,1 al 25 % de lechede vacaen lasleches
y quesosde ovejay cabray del 1 al 100% de lechedecabraen las lechesy quesosde oveja.

No obstante,algunos inconvenientesasociadosa la utilización de anticuerpos

policlonalesradican en la disponibilidad limitada de los mismosy en la necesidadde
purificarlosparaeliminarreaccionescruzadasy que poseanunaespecificidadadecuada,
Además, la purificación de los inmunosuerospor afinidad es larga y costosay los

anticuerpospurificadosconstituyenunamezclade inmunoglobulinasquepuedenvariaren
suafinidadpor el antígeno,lo querepresentaun problemaalargoplazo.

Recientemente,Rolland y col. (1993), han desarrolladoun ELISA Competitivo
utilizandoanticuerpospoliclonalesfrenteaun péptidosintético del fragmento140-149de

la caseínacx~ bovina,detectandoy cuantificandodel 0,125%al 64%de lechede vacaen
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lechede ovejay del 0,5 al 15% en quesos.Dichosanticuerpospoliclonaleshanmostrado
tambiénsu utilidad en la detecciónde leche de vacaen la leche y los quesosde cabra
(Rolland y col., 1995).

Asimismo,el desarrollode la tecnologíadela obtenciónde anticuerposmonoclonales
(Kñhler y Milstein, 1975), ha proporcionadoel medio adecuadopara la producción

continuadade anticuerposespecíficosde actividadbiológicaconociday especificidad
determinada,lo que ha permitido la obtenciónde anticuerposmonoclonalesfrente a las
diferentescaseínasbovinas(Feng y Cunningham-RundleSS,1989; Kuzmanoff y col.,
1990a,1990b, 1991; Leung y col., 1991; Nagauney col., 1988; Oudshoorny col., 1994),
peroqueno sehanutilizado en la identificacióndelorigen de la lechede diversasespecies

animales.No obstante,Levieux y Venien (1994) han obtenidoanticuerposmonoclonales
frentea la p-lactoglobulinabovinay utilizando técnicasELISA, hanconseguidola detección
de lechedevacaenlechede cabrau ovejaen cantidadesde 1 partedelechede vaca/100.OO0
partesdelechede cabrau oveja.

En nuestroDepartamentosehan obtenidoanticuerposmonoclonalesfrente a la
caseinap de la lechede vacapurificadapor FPLC (Anguitay col., 1995),queutilizadosen

un ELISA Indirectohanpermitidola deteccióny cuantificaciónde un 0,1-10%delechede
vacaen la lechede ovejay cabra(Anguitay col., 1995).El mismo anticuerpomonoclonal

se ha empleadoen una técnica ELISA de paletas(inmunostick)para la deteccióny
cuantificacióndel 1% de lechede vacaen la de ovejay del 0,5% en quesosmadurados
(Anguita y col., 1995).
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Materialy Métodos

111.1. MATERIAL GENERAL

111.1.1.MATERIAL DE LABORATORIO

Todas las disolucionesacuosasse prepararonen aguadestiladaobtenidaen un

destiladorlPobel mod.706 y desmineralizadaen un intercambiadoriónico Set?mod.
R-600.(l)

Laspesadasordinariasseefectuaronen balanzasmonoplatoii4~p4fla mod. Ex -3000A

y EW-600 A. En las pesadasde precisiónseutilizaron balanzasanalíticasaa~~ya mod.
ER-120A. Paraequilibrarlas muestrasacentrifugarseutilizó unabalanzabiplato ‘Cobos”
mod. 28.

Las centrifugacionesse realizaronen centrífugas ‘Sorvall” RG-513,equipadascon
rotores 55-34 y OSA. Las microcentrifugacionesse efectuaronen unaBiofuge A de
alHeraeusaa mod. Christ.

Los pHlmetrosutilizadosfueron Crison’ mod. Digit 501, aRadiometer~mod. 28 y
aMetrohm?mod. 654.

Lasesterilizacionesserealizaronen autoclaves‘Selecta’ mod.AutotesterG y 43-O.
La esterilizacióndel materialde vidrio se efectuópor calor secoen unaestufa de aire

forzado Heraeusamod. KFTU-K.

Parala pasterizaciónde las lechesseempleóun bañotermostático Bunsen’ mod.
EA- 12.

Las determinacionesespectrofotométricassellevaron a cabo en espectofotómetros
aKontronamod. Uvilcon 820 e iHitachial mod. U-2000de doblehaz, registrándoselos

resultadosen unaimpresoratérmicaUvilcon LS-4B yenun registradorUvilcon 21.

Lashomogeinizacionesdelas muestrasserealizaroncon ayudade homogeinizadores
alCajworffila mod. Stomacher4~Jy a5~~~j~a Omno-mixer17106.

Las liofilizaciones se realizaronen un aparatoTeruzzi-Mevilsamod. TP-3 con
superficieútil de cargade 0,3m2,dotadode equipode registro,dispositivode termovacioy
programador.
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Lasmuestrassefiltraron en diversosmodelosdefiltro “Whatman’t y sedializaronen
membranasde diálisis“Serva” mod.Visking dialysistubing,type27/32.

La cromatografíade intercambioaniónicose realizóen unacolumnade “Bio-Rad”
mod. 2,5 x 37 cm. y las fraccionescromatográficasse recogieronen un colectorde

fracciones“LKB Broruma”mod.Helirac,

Parala cromatografíade intercambiocatiónicoseutilizó un equipode “Pharinacia”,
compuestode una columnamod.XK26/20, unabombaperistálticamod.P-1 y un colector

de fraccionesRedifrac.

La cromatografíalíquida rápidade proteínasse(FPLC) serealizó en un FPLC de
“Pharmacia”,provisto de una unidadde controlmod. LCC-500Plus,dos bombasde alta
presiónP-500,un inyectorMV-7, un monitormod. Uy-Mil, un registradormod. Reo2,
unacolumnaMono Q HR 5/5 y un colectorautomáticode fraccionesmod.FRAC-100.

Los tamponesutilizadosen las diferentescromatografiassefiltraron a vacioutilizando
bombaseléctricas“Eyela” mod. A-38 y filtros de “Millipore” de 0,22 y 0,45 iim y,
posteriormente,sesonicaronen un bailo delimpiezaporultrasonidos“Selecta”.

Las muestrasy reactivosse conservaronen arconesde congelación“Kelvinator”

mod. ACK-55 y “Liebherr”, así como en frigoríficos “Liebherr” y “Kelvinator” mod.
AKR-20 y en un armariofrigorífico “Kelvinator” termostatadoa 4 ±1 0C, construidopor

unafirma local.

En las incubacionesseutilizaronestufas“Heracus” mod. KB-500 y “Selecta’ mod.

Termotronic338,termostatadasa la temperaturadeseada.

Laselectroforesisen gelesde poliacrilamidacondodecilsulfatosódico(SDS-PAGE),
se realizaronen un Phast~SystemTMde “Pharmacia”queseutilizó conjuntamenteconun
Phast~Transfer’rMde la mismafirma paralos inmunoblottings.

La obtenciónde anticuerposmonoclonalesserealizó en unasalaestérilcon una
antesala,lámparasde luz ultravioletaen los techos,unaunidadde aire acondicionado
‘Interdinet” y un filtro de aire positivo“Telstar”. Además,ensu interiorseencontrabanima

campanade flujo laminar“Teistar” mod. AV-lOO, un incubador‘Heraeus”mod.6000con

controladorde temperaturay CO
2, un microscopio“Nikon” mod. TMS, unacentrífuga

“Heraeus”Megafuge1.0 y un bailo termostatado“Grant” mod. W 14. El gasutilizadopara

92



Material y Métodos

en el incubadorfue CO2de calidadN-40 de alto gradode purezay comercializadopor la

SEO.El materialde plásticoestéril utilizado fue de las marcas“Nunc” y “LabSystem”.

Las células de mielomay los hibridomasseconservaronen un arcón congelador

“Sanyo” ultralow mod. MDF-392 y en bombonasdeN2liquido mod.CDB 35 y CDB 18.

Las placasde ELISA utilizadasen los ensayosinmunoenzimáticosfuerondela marca

‘Costar’ mod. 3590de 96 pocillos. Su agitaciónse realizó en un agitadorde placasde
ELISA marca“WalIac”, mod. 1296.001Plateshakey parasu lecturaseutilizó un lector

espectrofotométrico“TitertekMultiskanPlus,versión 1.4’.

Comomaterialgeneraldelaboratorioseutilizaronpipetasy micropipetasautomáticas
de la marca“Gilson” modelosp-SOOO,p-l000, p-200y p-20, asícomo pipetasmulticanales
“Labsystem”y ‘Titertek”, agitadores,mecherosde gas,termómetros,jeringuillas,hojasde
bisturí, etc. El materialde vidrio empleadoen las experienciasdescritasfuesiemprede la
marca“Pyrex”.

111.1.2.MATERIAL BIOLOGICO

111.1.2.1.ANIMALESflEEXPEBMtIENIACIQN

En la obtenciónde anticuerpospoliclonalesseemplearonconejosmachosde raza
Nueva Zelanda, de 3-3,5 Kg. de peso, mantenidosen el animalario de nuestro
departamentoy alimentadoscon dietade mantenimientoparaconejosy aguapotable~4
liN~m.

Parala obtenciónde anticuerposmonoclonalesseemplearonratonesBalb/cde ocho
semanasde edad,alimentadoscon dieta de mantenimientorata-ratóny aguapotable~

libutum.

111.1.2.2.ORIGENDE LAS MUESTRAS

Enestetrabajosehanutilizado las siguientesmuestras:

A) Muestrasde lechecruda

L.e~k..d~sÉm: tuvo tresprocedenciasdiferentes.Lechede cabradela razaSerrana,
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suministradapor la empresa“QueseriasLuxtor” de Móstoles (Madrid), lechede cabrade

crucede autóctonasconMurciana,procedentede unagranjadiplomadade Talaverade la
Reina (Toledo) y lechede cabrade razaGranMezcla,procedentedeunagranjadiplomada

de Fuenlabrada(Madrid).

L~b~x~iñ: leche de oveja de la raza Manchega,procedentede unagranja
diplomadadeBenavente(Zamora).

l~~.dkx~a:lechede vacadela razaFrisona,procedentede la empresa“Queserias
Luxtor” de Móstoles(Madrid).

Las muestrasde lechese recogierondirectamentedel tanquede refrigeracióny se

transportaronal laboratorio en botellasde vidrio estériles,quese introdujeron en un
recipienteherméticoisotermoqueconteníahielo en bolsasimpermeables.

B) Muestrasde quesos:Se adquirieronen diversoscentroscomercialesde Madrid:

Qja~sn..4~sÉta: se utilizaron tres tipos diferentesdependiendodel períodode
maduración,siendoestosun quesofresco de origen francés,otro tierno de la marca

“Garrotxa” y otro, con seismesesde maduración,procedentede la provinciadeCáceres.

Qu~sa4~nx~.ja:De denominaciónde origen “Roncal” (O. M., 11/3/91 y B.O.E.,
14/3/91).

Qu~sask..xna: De denominaciónde origen “Mahón4’ (O. M., 5/7/85 y B.O.E.,

24/6/85).

C) Célulasde Mielotna

Las células de mieloma de la línea celular P3X63-Ag 8.653 fueron cedidas
generosamenteporel InstitutoLLorente(Madrid).

111.1.3.PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productosquímicosy biológicosutilizadosen estetrabajofueronsuministrados

por algunade la siguientesfirmas: “Merck”, “Sigma”, “Bio-Rad”, “Oxoid”, “PhM~acia”
“Difco”, “Panreac”,“Dako” y “Fluka” y “Boehringer”. Los mediosde cultivo utilizados
durantela obtencióny producciónde anticuerposmonoclonalesfuerondela marca“Gibco”
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y ‘Boehringer”

111.2. METODOS

111.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

De lasmuestrasdelechede cabra,vacay oveja,transportadasa nuestroDepartamento
en condicionesde refrigeración,seprocedióa la preparacióndelos extractosantigénicos

correspondientes.

111,2.1.1.OBTENCIONDE LAS CASEINAS

Parala obtenciónde los extractosantigénicosdenominadoscaseínas
cabra(CC), caseínasde la lechede oveja (CO) y caseínasde la lechede
procediócomosedescribea continuación(Figura111.1.).

1) Desnatadodela lechecrudapor centrifugacióna 13.000g durante
4 0C,y filtración de las mueastraspor un filtro con lanade vidrio.

de la lechede
vaca(CV), se

10 minutos a

2) Precipitaciónde las caseínaspor calentamientode la lechedesnatadaa 37 0C,

seguidode acidificaciónde la mismahastaun pH de 4,6 conHCl 0,2 M. En el casode la
lechede cabra,la lechedesnatadase calentóa 45 0C y se acidificó hastaun pH de 4,47
(puntoisoeléctricode las caseínasde la lechede cabra).

3) Mantenimientode la lechea 40 oc durante30 minutos y centrifugaciónde la
muestraa6000 g durante30 minutos,barasepararlascaseínasprecipitadas.

4) Lavadode las caseínasprecipitadasdurantetres vecescon aguadestilada,para
eliminarlasproteínasresiduales.

5) Liofilización y mantenimientodelascaseínasa-200C, hastasu utilización.

El contenidoproteico de los extractosantigénicosobtenidos,determinadopor el

procedimientodescritoenla sección111.2.2.,fue:

- CC: 753 ¡.tg de proteína/mgde extractoliofilizado.
- CO: 730~.tgdeproteína/mgdeextractoliofilizado.
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flitraeián por ana de ‘~4drio

Oaieritamiento a 45O~

Awcrad&, á&M (pH=4,47; L~2M/cO

Carnervacldn (4000/30)
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Figura ¡¡LI. Esquema de trabajo en la obtención de las caseínasde
la leche de cabra
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— - CV: 620 gg de proteína/mgdeextractoliofilizado.

El contenidode caseñuspor ml de lecheutilizadafue de 13,9mg en la decabra(CC>,
de 21,9mg en la de oveja(CO) y de 18,5 mg en la de vaca(CV).

111.2.1.2.MF7CT AS 1 .ArYRA.~

Seprepararon3 mezclasexperimentalesdelechecrudade cabra/ovejay 3 mezclasde
lechecrudadecabra/vaca,dependiendode la procedenciadela lechedecabra.Asi la mezcla
1 serealizócon la lechede cabrade la razaSerrana,la mezcla11 con la lechedecabradela
razaautóctona-Murcianay la mezclam con lalechedecabradela razaGranMezcla,como

serefleja acontinuación:

Mezcla1 Serrana Manchega Frisona
Mezcla11 Autóctono-Murciana
Mezclam OranMezcla

Asimismo,la lechecrudade cabrasesometiótambiéna los tratamientostérmicosde

pasterizacióny esterilización.La pasterizaciónserealizócalentandola lechede cabraa62
0C durante30 minutosen un bailo deaguatermostatado,mientraslaesterilizaciónserealizó
manteniendolas muestrasde leche en un autoclavea 121 0C durante20 minutos,
Posteriormente,seprepararon6 mezclasexperimentalesdelechedecabrapasterizada/oveja
y /vaca,y delechedecabraesterilizada/ovejay /vaca.

En todos los casos,la lechede la especiecitadaen segundolugarsesustituyópor la
primeraen los porcentajesde sustitucióndel: 0,0,125,0,250,0,500,0,750, 1,2,5,5,10,
15, 25, 50, 75 y 100%.

Lasmuestrasresultantesserepartieronen alícuotasde 1 ml y seconservarona-20 oc
hastael momentodesuempleo.

111.2.1.3.MEZCLAS DE OUESOS

Se utilizaron trestipos de quesode cabradependiendodel períodode maduración
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— (fresco, tierno y madurado),quese mezclaronconquesosde ovejay vacaparala obtención
de seismezclasexperimentalesdequesosdecabra/ovejay cabra/vaca.

Cahm ~eia

Mezcla1 Fresco Roncal Mahón
Mezcla11 Tierno

Mezcla111 Madurndo

Parala obtenciónde los extractosantigénicosde quesoseutilizaron 25 granosde

quesopuro o de la mezclacorrespondiente,quesehomogeneizaronen 250 ml de tampón

fosfatosalino (PBS) depH 7,2 en el stomackery que,posteriormente,sefiltraron por lana
de vidrio.

Igual queen las mezclaslácteas,losquesosde la especiecitadaen segundolugarse
sustituyeronpor los de la primera,en los porcentajesdel 0, 0,25,0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15,

25,50, 75 y 100%.Lasmuestrasse repartieronen alícuotasde 1 ml y seconservarona-20
0C hastael momentodesu empleo.

111.2.2.DETERMINACION DE LA PROTEíNA

El contenidoproteicode los extractosantigénicosy de las fraccionescaseinicas

purificadas,sedeterminóutilizando la técnicade Lowry modificadapor Markwe]I y col.,
(1978).

Lowry en 1951,desarrollóun métododeparala cuantificaciónde proteínasbasadoen
la utilizacióndel reactivode Folin-Ciocalteau,empleadogeneralmenteparadetectargrupos
fenélicos.Estemétodoesmássensiblequeel de Biuret y esútil parala detecciónde 10 p.tg
y 100 ~g proteína/mlde muestra.La técnicase basaen la cuantificacióndel color

desarrolladoal poneren contacto las proteínascon los reactivosqueposteriormentese
detallan.El desarrollodelcolor sedebea unacombinaciónde reacciones:

a) En condicionesalcalinas,el cobre (Cu2~) forma un complejo con los enlaces
peptídicosdelas proteínas(reacciónde tipo Biuret) reduciéndoseaCu~.

b) El Cu~, junto con la tirosina y el triptófano, reaccionacon el reactivo de
Folin-Ciocalteau,originandoun compuestoinestablequelentamentesereduceparadar
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lugaral reactivomolibdeno-tdngsticode color azul. La intensidaddel color dependedel

contenidoen tirosinay triptófanode lasproteínas.

Debido a que esta técnicasebasaen la reactividadde los gruposfenolesde las
proteínas,es necesarioobtenerlos resultadosde una curvapatrón construidaen cada

tfl

ensayo.En nuestrocaso,comoproteínastandarparaconstruirla curvapatrónseempleóla
fraccióncaseinicap comercial(Sigma)de la lechedevaca.

- SoluciónA: Na2CO3al 2%, NaOH al 0,4%, dodecilsulfato sódico(SDS) al 1% y

tartratosódicopotásico(NaKC4H4O6)(4H20)al 0,16%en aguadestilada.

- SoluciónB: CuSO4(5H20) al 4% en aguadestilada.

- SoluciónC: Seobtienemezclando100 volúmenesde la soluciónA con 1 volúmen
de la soluciónB.

- SoluciónD: Reactivocomercialde Folin-Ciocalteau,dlluido en aguadestiladaen la
proporción 1:1 (y/y).

~ocedimiento

:

A 1 ml de la muestraquecontengaentre10 y 100jig de proteínasele añaden3 mIde
la soluciónC, se agUay sedejaen reposoa temperaturaambientedurante10 minutos.A
continuación,se adicionan0,3 ml de la soluciónD, seagita y la mezclasemantienea
temperaturaambientedurante45 minutos.Finalmente,el aumentode la absorbanciaa 660

nm se mide con referenciaa un blancopreparadode la mismamanera,pero con agua

destilada.

111.2.3.FRACCIONAMIENTO DE LA CASEINA DE LA LECHE DE
CABRA POR CROMATOGRAFíA DE INTERCAMBIO
IONICO

La cromatografíade intercambiojónico esunatécnicaampliamenteutilizada en la
separaciónde los componentesproteicosde la leche.EstatCcnicapermitela separaciónde
moléculasque, presentandotamañossimilares, difieren ligeramenteen su punto
isoeléctrico.La separaciónpor cromatografíade intercambio iónico se basaen las

interaccionesquetienenlugarentrelasmoléculasde solutoy los ligandosinmovilizadosen
unamatrizcromatográfica.Esteprocesoserealizaen dos fases:la primeracomprendela
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aplicación de la muestraionizada y la adsorciónde los ionesal intercambiador;en la
segundafase,loscomponentesadsorbidosporel intercambiadorsoneluidosselectivamente
de la columna,ocurriendosu separaciónen función de susdistintasafinidadeshaciael
mismo.

Un intercambiadoriónico consistede una matriz insoluble,a la cual queseunen
covalentementegruposcargadosasociadoscon contraionesmóviles. El tipo de grupos
cargadosdeterminala clasey fuerzadel intercambiadorcon intercambiadorescargados
positiva o negativamente.Los primerossedenominanintercambiadoresaniénicosy los
segundoscatiónicos.Los términos,fuertey débil, serefierenala extensióndela variación
de la ionizaciónconel pH.

111.2.3.1.CROMATOGRAFIA LIOUIDA RAPIDA DE PROTEINAS(EPLO

La cromatografíalíquida rápidade proteínas(FPLC),sediferenciade las técnicas
clásicasde cromatografíade intercambioiónico en columnaabiertaen la naturalezadela
faseestacionaria,quedebepermitir mayoresvelocidadesde flujo y soportarpresiones

elevadass.

En estetrabajoseutilizó un equipoautomatizadode FPLC de Pharmacia,consistente

en:una unidaddecontrol, 2 bombasde altapresión,un inyector,un monitor deUV a 280
nm, un registroy un colectorautomáticodefraccionesLKB Frac-l00.La columnautilizada
fue la MonoQ HR 5/5 (Pharmacia)queesun intercambiadoraniónicofuertebasadoen una

resmahidrofílica cuyogrupofuncional enel gel es-CH2-N~(CH3)3.El fraccionamientode

las caseínasde la lechede cabraserealizó segúnel métododescritopor Daviesy Law
(1987) para el fraccionamientode las caseínasbovinas(Figura 111.2.), con ligeras

modificaciones.

111.2,3.1.1.Preparaciónde la caseína

Se tomaron10 mg de la caseínaliofilizada de lechede cabra(CC) quesedisolvieron
en 10 ml del tampón Bis-tris-propano-HCl5 mM conteniendo3,3 M urea (tampón
cromatográfico)y seagitarondurante5 minutosa 20

0C.A continuación,seajustéel pHde
la muestraa7,0y seañadieron10 111 de 2-mercaptoetanol14 mM, traslo que semantuvo
en agitacióndurante1 horaa 20 oc en la oscuridada temperaturaambiente,Finalmente,
estasoluciónsefiltró porun filtro de 0,22gm de tamañode poro (GV Millipore).
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111.2.3.1.2.Fraccionamiento

— La columnaseequilibrócon2,5 ml de 5 mM Bis-Éris-propano-HCl(BTP) pH 7,0,

seguidosde 3 ml de BTP conteniendoCINa 1 M y dcnuevo,5 ml de BW. A continuación,
seinyectaron200gí de la soluciónde caseínaqueseeluyeronen un gradientediscontinuo
de CíNa en tampóncromatográficode O a 0,4 M, quesealcanzócomo seespecificaa
continuación:a los 2,5 ml de elución, 0,10 M; a los 9 mí, 0,11 M; a los 14 mí, 0,22M; a
los 17,5 mí, 0,23M; alos 20,5mí, 0,25M, a los 22,5mí, 0,28 M; alos 29 mí, 0,295M y

a los 35 ml 0,40M.

El fraccionamientodelas caseínasserealizóatemperaturaambientey conun flujo de

1 ml/mm. El eluatoserecogió,segúnel perfil cromatográfico,enfraccionesde 1 ml quese
dializaronexhaustivamentedurante48 horasy seliofilizaron. La concentraciónde proteína
de las muestrassedeterminésegúnel métododescritoenel apartado111.2.2. identificando
las proteínaspresentespor electroforesisen gelesde poliacrilamidacon dodecil sulfato

sódico(SDS-PAOE),en un equipoautomatizadoPhast~SystemTMdela maneradescritaen
el apartado111.2.4,1.

111.2.3.2.CROMATOGRAFíA DE INTERCAMBIO ANIONICO CON DEAE-ET
1 w
188 424 m
544 424 l
S
BT


CELULOSA

Las caseínasde lechede cabrase fraccionaronpor cromatografíade intercambio

aniónico débil en unacolumnade dietil-amino-etil-celulosa(DEAE-celulosa),segúnel
métododescritoporMerciery col. (1968)parael fraccionamientode lascaseínasde la leche
de oveja.

11L2.3.2.l. Preparaciónde la celulosay relleno de ¡a columna

Para ello se emplearon21 g de DEAS-celulosa(Sigma D-8257), que se

resuspendieronen aguadesionizada,sefiltraron y lavaronconNaCí 0,5 M y NaOH0,1 M
hastaun pH básico;conaguadesionizadahastapH neutroy conHOl 0,75M hastaun pH
ácido.Finalmente,el soportecromatográficoselavóconaguadestiladahastaqueel filtrado
quedólibre de HCl, depositándoloen unacolumnadevidrio de Bio-Rad(2,5 x 37 cm), que
seequilibrócon 2 litros de tampónimidazol-HCl0,02 M, pH 7,0. Como germicida,se

añadioazidasódicaal 0,01%y la columnasemantuvoa40 Chastasu utilización.
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111.2.3.2.2.Preparaciónde la caseína

Separtió de 1 g de caseínaliofilizada de cabra(CC) sedisolvió en25 ml del tampón
imidazol-HCl 0,02 M, con urea 3,3 M y un 0,1% de 2-mercaptoetanol,pH 7,0. Esta

soluciónsedializó frentea 500 ml del mismotampóndurante24 h a 4 0C.

111.2.3.2.3.Fraccionamiento

Immediatamenteantesde su uso la columna se lavó con 1 litro de tampón
cromatográfico (imidazol-HCl 0,02 M, conteniendourea 3,3 M y un 0,1% de
2-mercaptoetanol,pH 7,0),traslo cual la solución de caseínase depositóen la parte

superiorde la columna.Cuandola muestrapenetróen el lechocromatogrífico,sehicieron
pasar150 ml de tampóncromatográfico,seguidosdeun gradientecontinuode NaCí de O a
0,3 M en 2,5 litros del mismo tampón. El fraccionamientode las caseínasserealizó a
temperaturaambienteconun flujo del tampóndeeluciónde 2 mí/mm.

El eluldo se recogióen fraccionesde 20 ml y la absorbanciade las mismasse
determinóespectrofotométricamentea 280 nm. La mezcladelas fraccionescromatográficas
de interésserealizósegúnlosdatosdelperfil cromatográfico,y las fraccionesresultantesse
dializaronexhaustivamentedurante48 horas,seliofilizaron y congelaron.

111.2.3.3.CROMATOGRAFíA DE INTERCAMBIO CATIONICO EN UNA
MATRIZ DE S-SBPHAROSEFAST-FLOW

Lascaseínasde la lechede cabratambiénsefraccionaronen unacolumnacon una
matrizde S-SepharoseFastFlow, queesun intercambiadorcatiónicofuerte conun soporte

de agarosacon los gruposfuncionales-CH
2-S03-.La técnicaserealizóesencialmentede la

maneradescritaporJauberty Martín (1992)(Figura111.3.).

111.2.3.3.1.Preparaciónde la matriz y relleno de la columna

Seemplearon225 ml de S-SepharoseFastFlow (Pharmacia)hidratada,con los que
serellenóunacolumnade vidrio de Pharmacia(XK 26/20)y seequilibré con700ml de un
tampóncromatográficoque contenía0,064 mM dithiothreitol (UIT), 75 mM formato

sódicoy 7,5 M urea,pH 4,0. Comogermicidaseañadióazidasódicaal 0,01%.
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111,2.3.3.2.Preparaciónde la caseína

Se tomó 1 g de caseínaliofilizada de lechedecabra(CC) quesedisolvió en 25 ml de
un tampónquecontenía0,8mM Dr!’, 25 mM formatosódicoy 7,5 M urea,pH 4,0. Esta

soluciónsedializó frentea 250 ml del mismotampón,durante2 horasa24 C.

111.2.3.3.3.Fraccionamiento

La muestracon las caseínassedepositóen la partesuperiorde la columnay cuando

penetróen el lecho cromatográficosehicieron pasar100 ml del tampóncromatográfico,

seguidosporun gradientecontinuode NaCí de O a0,3 M en2 litros delmismotampón. La
elución se efectuóa temperaturaambiente,con un flujo de 2 ml/mm conla ayudade una
bombaperistáltica.

El eluido se recogióen fraccionesde 20 ml y la absorbanciade las mismasse
determinóa 280 nm en un espectrofotómetro.La mezclade las fraccionescromatográficas

deinterésserealizósegúnlos datosdelperfil cromatográficoy las fraccionesresultantesse
dializaronexhaustivamentedurante48 horas,se ajustó su pH a 7,0, seliofilizaron y se

determinésuconcentraciónde proteínasegúnel métododescritoenel apartado111,2.2.

Unavez obtenidoel contenidoproteicode las fraccionescaseinicasresultantes,se
caracterizaronelectroforéticamente(SDS-PAGE) en un equipo automatizado
Phast~SystemTMde la maneradescritaen el apartado111.2.4.1,

111.2.4.CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES CASEINICAS
PURIFICADAS

Las fraccionescaseinicaspurificadaspor FPLC y cromatografíade intercambio

catiónicosesometieronaelectroforesisen gelesdepoliacrilamidacondodedilsulfatosódico
(SDS-PAGE)paraidentificarlasproteínaspresentesen las muestrasdeinterés.

111.2.4.1.ELECTROFORESISEN PRESENCIA DE AGENTES DESNATU-ET
1 w
180 177 m
538 177 l
S
BT

RALIZANTES (SDS-PAGE

)

El dodecilsulfato sódico (SDS)es un detergenteque,comootrosagentescomo el
mercaptoetanoly el calor, intervieneen la disociaciónde las proteínasen subunidades.
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Todaslassubunidadespolipeptídicasposeenla mismacantidadde SDS porunidadde peso
(1,4 g SDS/gde proteína)confiriendoa las cadenaspolipepUdicasunacarganegativapor lo

— que todos los polipéptidos tendrán,por lo tanto, la misma densidadde carga y, su
separaciónse realizaráen función de su tamaño.De esta forma, cuando el complejo
SDS-proteinasesometea electroforesisen un gel depoliacrilamidacon SDS,su velocidad
de migración vendrá determinadaprincipalmentepor la masa de la partícula
SDS-polipéptido,segúnel principio de exclusiónmolecular.El campoeléctrico,en este

caso,sólosuministrala fuerzaimpulsora.

La electroforesisen gelesde poliacrilamidacondodecil sulfatosódico(SDS-PAOE),

serealizó empleandoun equipode electroforesisPhast~System’~M(Pharmacia),dotadode
unaunidadde separacióny control y otra unidadde tinción. Paraello seutilizarongeles
comercialespolimerizados(PhastGel Homogeneous20) y tiras de tampón (PhastGel
SDS)dePharmacia.

Descripcióny composicióndel PhastGelRomo2eneous20 (Pharmacia~

Rangodeseparación 2 - 150 KDa
Dimensiones(mm) 43 x 50 x 0.45
Material Acrilaniida

Gel deconcentración
Longitud (mm) 13
Composición(%T,%C) 7/ 3

Gel de resolució n

Longitud (mm) 32

Composición(%T,%C) 20/2
Tampón O,112Macetato,0,112M

Tris, pH 6,4

Siendo% T = g acrilamida+ g bisacrilamida¡ 100 ml de soluciónx 100y
% C = g bisacrilamida/ % T.

Descripcióny composicióndelas tiras de tampónPhastGel SDS(Pharmacia

’

Dimensiones(mm) 41 x 10 x 6
Material 3 % AgarosaIEF
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Tampón 0.20M Tricina, 0,20M

Tris, 0,55 % SDS, pH 8,1

111.2.4.1.1.Preparaciónde las muestras

Las muestrascon las caseínassedisolvieronen un tampónquecontenía10 mM

Tris-ClH, 1 mM EDTA, pH 8,0, 2,5 % SDS, 5% 2-mercaptoetanoly 0,01% azul de
bromofenol.Lasmuestrasse calentaronhastaebullición durante5 minutosy seenfriaron
durante1 horaa temperaturaambienteantesde depositar5 ¡±1decadasolución(10 gg de
proteína)en elextremocatiónicodelgel.

111.2.4.1.2.Electroforesis

Una vez colocadaslas muestras,las condicionesprogramadasen el equipo
automatizadoPhast-System~’fueronde 250 voltios, 10 miliamperios,3 watios,durante90
voltios/horaa 15 0C, segúnel manualde instruccionesdel equipo ( Pharmacia,nota de

aplicaciónn0 111).

111.2.4.1.3.Teñido y desteñidodel gel

Terminadala electroforesis,los gelessetiñerony destiñeronautomáticamenteen la

unidadde tinción con CoomassieR-350 (PhastGel Blue R) durante40 minutosa50 0C,
siguiendolas condicionesdescritasen el manualde instrucciones(Pharmacia,nota de
aplicaciónn’4 200). La composiciónde las diferentessolucionessedescribeacontinuación

Soluciónde Unción
PhastGelBlue R 0,1 %
Metanol 30%
Agua destilada 10%

Esta solución debe filtrarse por papel (Whatman n’4 1) antes de su uso.

Soluciónde Fijación

Glicemí 5%

Acido Acético 10%
Aguadesfilada 85%
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La solución final de Unción seobtuvo mezclandola solución de tinción con la
soluciónde fijación al 50% (y/y).

Solucióndecolorante

— Metanol 30%

Acido acético 10%
— Agua destilada 60%

— 111.2.5.CARACTERIZACION INMUNOLOGICA PARCIAL DE LAS
FRACCIONES CASEINICAS PURIFICADAS

a

Lasfraccionescaseinicasdela lechede cabraobtenidasporFPLC y cromatografíade
intercambio catiónico, se caracterizaronimmunológicamenteutilizando la técnicaa
immunológicadel ELISA Indirectodescritaen el apartado111.2.8.1.

a

La fracción caseinicaa5~ de la leche de cabra purificadapor cromatografíade

intercambiocatiónico resultóser la fracción más inmunógenay por estarazón, se ha

utilizadoenla obtenciónde AnticuerposPoliclonalesy Monoclonales.

a 111.2.6.PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

— III.2.6.l.EE.QI.XKQLOfl~j.1,&1L¿frllZACIQN

— Parala produccióndeanticuerpospoliclonalesseemplearon2 conejosmachosde la
razaNuevaZelanda,de 3-3,5 Kg. depeso.La inmunizacióndelos animalessereallzócon

a 1,3 mg del extractoantigénico emulsionadosen unamezclaa partesiguales(0,5 mí) de

AdyuvanteCompletodeFreundy de soluciónsalinaestéril.Las inoculacionesserealizaron

durantetresmesesaintervalosde sietedías,sustituyendo,a partirde la segundainyección
el AdyuvanteCompletode Freundporel Incompleto.La víadeinoculaciónelegidaparala
primeradosisfue la intradérmica,repartidaen varioslugaresdela espaldadel animalprevia

— depilación de la zona.Esta vía serepitió unavez al mes, siendolas restantesdosis
administradaspor víaintramuscular.

u

111.2.6.1.1.Comprobación de la Inmunización

e
Antesde la primerainoculacióny paracomprobarla ausenciadereactividadde los
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animalesfrente al antígenoutilizado, se realizó unasangríainicial con extracciónde la
sangrede la venamarginalde la orejade los animales.Asimismo,cada15 díasserealizaron
sangríasparcialesparaverificar la eficaciadel procesode inmunización,determinandola
reactividadde los inmunosuerosutilizando la técnicadel ELISA Indirectodescritoen el

apartado111.2.8.1.

111.2.6.1.2.SangríaFinal

A los 115 díasde comenzadoel procesode inmunizacióny unavezcomprobadoque
el titulo de los inmunosueroserael adecuado,seefectuéla sangríafinal de los animalespor
punciónintracardiaca,recogiéndoseaproximadamente150ml de sangrede cadaanimal.

111.2.6.1.3.Obtención y conservacióndel suero

La sangreobtenidasetrasvasélentamentea tubosde ensayolimpios y semantuvo

durante 1 hora a temperaturaambientepara facilitar la formación del coágulo. A
continuación,seseparécuidadosamenteel coágulode las paredesdelos tubosconayudade
unaespátulay semantuvoa 4 0C para favorecersu retracción.El suero resultantese
trasvasóa tubos de centrífugaestérilesy secentrifugódurante10 minutosa 2000 g auna
temperaturade 4 0C.El sobrenadanteobtenidosedistribuyóen fraccionesde 2 ml alasque
se añadióunasoluciónde azidade sodioal 0,01% comoagenteconservador.Losvialesse
mantuvieronen congelacióna -20 ‘4C hastael momentode suutilización.

111.2.6.2.PURIIFICACION PARCIAL DE LOS INMUNOSUEROS

Los inmunosuerosobtenidossepurificaronparcialmenteporprecipitaciónselectiva
con sulfatoamónico.

111.2.6.2.1.Precipitación de las inmunoglobulinascon sulfato

amónico

La precipitaciónde las proteínascon sulfato amónicoesuno de los métodosmás
utilizadosparala separaciónde las proteínasde unasolución.El métodosebasaen quelas
proteínassolublesformanpuentesde hidrógenoconlas moléculasde aguaatravésde sus

grupospolares,por lo quecuandoseañadenconcentracioneselevadasde ionesfuertemente
cargadoscomoel sulfatoy el amonio,estoscompitenconlasmoléculasde agua.Así, las
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proteínasal perdersu uniónconlasmoléculasde agua,disminuyensusolubilidad,lo que
origina su precipitación.La concentracióna la cual precipitacadaproteínadependede
numerososfactorescomoel númeroy la posiciónde los grupospolares,el pesomolecular
de la proteína,el pH de la solución y la temperaturaa la cualse realizala precipitación.
Además, la concentraciónde sulfato amónico necesariapara precipitar las

inmunoglobulinasvaria con la especieanimal de la que proceden,aunquela más
convenienteen la mayoríade los casosesunasolución al 50% (p/v) (Harlow y Lane,
1988).

La precipitaciónde las immunoglobulinasde los inmunosuerosobtenidosfrenteala
fraccióncaseinicaas2 de la lechede cabra,serealizó segúnel protocolodeHarlow y Lane

(1988),quesedescribea continuación:

- Centrifugar5 ml de sueroa3000 g durante30 minutos.
- A lossobrenadantesobtenidossele añadieron,gotaa gotay en agitación,5 ml de

una soluciónsaturadade sulfato amónico (76,1 g de (NH4)2 504en 100 ml de agua

destilada)cuyo pH se habíaajustadoa 7,4 con NaOH lN immediatamenteantesde su
empleo.

- La mezclaresaltantesemantuvodurantetodala nochea4
0C y secentrifugóa3000

g durante30 minutospararecuperarlasinmunoglobulinasprecipitadas.
- Eliminadoel sobrenadante,las inmunoglobulinasdel sedimentoseresuspendieron

en 2,5 ml de tampón fosfato salino (PBS, de pH 7,2) y, a continuación,se dializaron
durante 16 horas a 4 ‘4C con tres cambios de PBS. Finalizada la diálisis, las
inmunoglobulinassedistribuyeronen alícuotasde 2 ml manteniéndosea -20 oc hastasu
utilización.

111.2.7.OBTENCION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

La obtenciónde hibridomasproductoresde anticuerposde especificidaddefinida,se

describióporprimeravez por K6hler y Milstein en 1975. La técnicaconsisteen fusionar
célulassecretorasde anticuerposdel un bazode los animalesinmunizadosconcélulasde
mieloma(untipo decélulaB tumoral)de ratón.Lascélulassecretorasaportanal híbrido la

capacidadde producciónde anticuerposespecíficosparael antígenoutilizado en la
inmunizacióny las célulasde mieloma,la posibilidaddeun crecimientocontinuo ‘iii vitro’.
Estatécnicapermite,en principio, inmortalizarcualquierade los linfocitos B condistinta
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especificidad,de un ratóno de humanosrespectivamente,de formaquesecretenen tornoa
l0~ moléculasde anticuerpopor segundo,fuera del control de elementosdel sistema
inmunedistintosde los que tieneel propio hibridoma.Los anticuerposproducidospor las

célulashíbridaso hibridomasrecibenel nombrede anticuerposmonoclonales(Acm).

111.2.7.1.PROTOCOLODE INMUNIZACION

En la obtenciónde Ac~ frente a la fraccióncaseínaas~de la lechede cabra,se

emplearonratonesBalb/c de ocho semanasde edad.La inmunizaciónde los ratones

comenzócon la inoculaciónintraperitonealde la caseínaas2(0,1 mg) emulsionadosen una

mezclaa partesiguales(0,1 mí) de AdyuvanteCompleto de Freundy de soluciónsalina
estéril.Las inoculacionesserealizarondurante2 mesesamtervalosde 7 días,sustituyendo,

a partir de la segundainyecciónel AdyuvanteCompleto de Freundpor el Incompleto.

Cuatrodíasantesde la fusión,al ratónconun título mayorde anticuerpossele inyectaron
intraperitonealmente0,1 mg de la fraccióncaseinicaa5~ disueltosen 0,2 ml de solución

salinaestéril.

111.2.7.1.1.Comprobaciónde la inmunización

Durantela inmunizaciónde los ratonesserealizaronvariassangríasparciales,paralo

cual,seextrajosangrede la basede la colade los ratonesmedianteincisión perpendicularal
eje mayor,la cual fue recogida¡Sor capilaridad.De la sangreobtenidaseobtuvoel suero
resultante,cuyareactividadfrenteal antígenode interéssedeterminóutilizandola técnica
delELISA Indirectodescritoen el apanado111,2.8.1

111.2.6.2.MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONESEMPLEADAS

Mediode cultivo completo(CRPMD

a £arXLni

RPMI-1640sin glutamina(Gibco) 100

L-Glutamina(lOOx) (Gibco) 1
SolucióndePenicilina-Estreptomicina(Gibco) 1
SueroFetalBovino (Gibco) 15
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Las botellasde suerofetal bovino se mantuvierona 56 ‘4C durante30 minutospara
inactivarel complemento.

Medio decultivo sin suero

Es mediodecultivo completo(CRPMI) perosin suerofetal bovino,

Medio de cultivo comníetosuplementadocon hipoxantina.aminopterinay timidina

(HAT-CRPMI~

Contienemediode cultivo completosuplementadoconun 2% del medioBAT (50 x,
Gibco)

Medio de cultivo completo suplementadocon hipoxantinay timidina £ELCEEMI=

Contienemediode cultivo completosuplementadoconun 2 % del medioNT (50 x,
Gibco)

fi~Jj~~jR Hl £Bt5ehringerMannheimBiochemica)

El medio BM~CondimedR Hl constade una mezclacompleja de factores de
crecimientoy citoquinas,los cualesestimulanel crecimientodelos hibridomasdespuésde
la fusión y duranteel clonaje.Utilizado comosuplemento,evita la necesidadde utilizar
célulasacondicionadorasde los mediosdecultivo empleados,Seañadeal 10% a los medios
de cultivo de los hibridomasCRPMI, HAT-CRPMI y HT-CRPMI.

Solucionesde Unción

Célulasde Mieloma: Se tiñen conunasolucióndetripán azulal 2%en aguadestilada.

Linfocitos: Setiñen conunasoluciónde tripán azul al 0,2% enaguadestilada.

El azul tripán es un colorantevital quetiñe de azul las célulasno viables,por lo que
éstasno debensercontadas.

Mezcladecongelación

Consisteen unasoluciónde dinietil sulfóxido (DM50, Merck) al 10%en suerofetal
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a de terneradescomplementado.

a 111.2.7.3.OBTENCION DE LOS HIBRIDOMAS

Para la obtención de los hibridomas,se procedió a la fusión de los linfocitos
a

esplénicosde los ratonesinmunizadoscon las célulasde mieloma.

a
111.2.7.3.1.Obtención de los linfocitos esplénicos de los

ratones inmunizados
a

Parala obtenciónde los linfocitos esplénicosseprocedióa la extraccióndel bazodel

— animal mejor inmunizado.Tras el sacrificio del animal por dislocacióncervical, sele
sumergeal mismo en un bañode alcohol al 70% parasu desinfeccióny secolocaen

posicióndedecúbitolateralizquierdo,paracon las tijerasy pinzasestérilesescindirprimero
la piel y luegoel peritoneo.La piezaanatómicaextraídasedepositóen unaplacade Petri
quecontenía10 ml del mediodecultivo sin sueroy conunahojadebisturíestérilsediminó
la grasaexistenteparaevitarquelos adipocitosdistorsionenla imagende los linfocitos o de
los hibridomasal microscopio,al mismotiempo queserealizaronpequeñoscortesen el
bazo.Realizadaestaoperación,el bazoserecogiócon unapipetaPasteurestérildeplástico

y secolocósobreunamalla estérilsituadasobreun vasode precipitados(tambiénestéril),
paramacerarloconel émbolode unajeringuilla de5 ml.

— Los linfocitos suspendidosen el medioserecogieronconunapipetaPasteurdeboca

anchay se transfirierona un tubo de centrífuga,centrifugándolosa 1500 rpm durante5
minutos. El sedimentoresultantese lavé con 10 ml del medio de cultivo sin suero,

estimandosuconcentracióncelularmedianterecuentoconel hemocitómetrode Neubauery
— tinción contripán azul (Figura111.4.).

• 111.2.7.3.2.Células de mielonia

— Utilizamos la líneacelularP3X63-Ag 8,653,quesoncélulasdemielomade ratones
Balb/c, conmutacionesquemactivanel enzimahipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa

(HGPRTj y que tienen las siguientescaracterísticas:crecimientocontínuo in XLIIQ
dividiéndoseen las condicionesóptimasde cultivo cada24 horas,altaeficaciadedonación,

alta eficiencia de fusión con los linfocitos de ratón y que no producencadenasde
* inmunoglobulinaspor simismas.Estascélulasdebendescongelarseunos15 díasantesde

la fusiónparasuaclimatacióny paracomprobarla viabilidad celular,posible existenciade
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Dislocación cervical

4

Centrifugación <1.500 rpm, 5’>

4

Recuento de linfocitos

Figura 111.4. Obtención de los linfocitos esplénicos de los ratones
inmunizados

Bazo (10 ml RPMI)

Maceración
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contaminaciones,etc.

111.2.7.3.3.Mantenimientoy propagaciónde las células

Separtió de un vial de célulasde mielomacongeladasen nitrógenoliquido, con una
densidadcelularde 5 x 106células/ml.Rápidamenteseintrodujo el vial enun bañoa 37 oc
y, unavez descongelado,seresuspendiéen 20 ml delmedio de cultivo completoconayuda

de unapipetaestéril. Estanuevasuspensióncelularserepartióen 2 frascosdecultivo de 75
cm2(dependiendode la densidadcelular)y los frascosserellenaronconun volúmensimilar

o ligeramentesuperiordel mediode cultivo completo.Los frascosseincubaronen posición
horizontala 37 0C en unaatmósferasaturadade humedady conun 5% de CO

2y lascélulas

de mielomase subcultivaroncada48 horas.

111.2.7.3.4.Preparaciónde las células para la fusión

En el momentode realizarla fusión, esconvenienteque lascélulasde mielomase
encuentrenen la fasedecrecimientologarítmico,por lo quesesubcultivaronel díaanterior

a la misma.

El mismo día de la fusión, las célulasde mielomaserecogieronde los frascosde

cultivo y sedistribuyeronen tubos de centrífugaestériles,centrifugándolasa 1500 rpm
durante5 minutosy resuspendiendoel sedimentoen medio de cultivo sin suero para
lavarlasdosvecespor centrifugacióna 1500rpm durante5 minutos.Despuésde lavarlas

célulasseeliminó el sobrenadantey el sedimentose resuspendióen 10 ml del medio de
cultivo sin sueroparadeterminarsu concentracióncelular.

111.2.7.3.5.Preparacióndel agentefusionante

La fusióncelularesun procesopoco frecuentede maneraespontánea,por lo quese
requierela utilizaciónde agentesquepromuevanla fusión de las células.Actualmente,el

polietilenglicol (PEO)esel agentefusionantemásutilizadoporqueproporcionaresultados
reproduciblesy unaeficaciadefusiónelevada.El PEGfusionalasmembranasplasmáticas
de las célulasde mielomay de los linfocitos adyacentes,formandounaúnicacélulacon2 o
másnúcleos.Estascélulasmultinucleadasrecibenel nombrede heterocariontes,pudiéndose

fusionarlos núcleosenla siguientedivisióncelular,presentandoentonceslascélulashijas
aumentadasudotacióncromosómica.Enestetrabajo,comoagentefusionanteutilizamosel
PEO de Pm 1.500 (B¿5ehringerManheimGmbH), quepreviamentea su uso secalenté
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durante1 minutoen un bañoa 37 0C.

111.2.7.3.6.Fusión celular

El protocoloutilizadoparala fusióncelularfue el siguiente:

- Lasconcentracionesde célulasutilizadasen la fusión, seajustaronde modoquela
proporciónfinal entrelos linfocitosesplénicosy lascélulasde mielomafuesede 5:1.

- La mezclacelularse centrifugóa 1500 rpm durante5 minutosy el sedimentose
resuspendióen 10 ml del mediode cultivo sin suero.El lavadode las célulasserealizados

vecesmás.

- Despuésde eliminarcompletamenteel sobrenadante,el pelletcelularseliberadela
pareddel tubo conpequeñosgolpecitos,introduciendoel tubo de centrífugaen un bañoa
37 0C, traslo cualse procedióa realizarla fusión celularañadiendo1 ml de PEO,gota a

gotay agitando,durante1 minuto.

- Transcurridoestetiempo,el PEGsediluyó lentamentey enagitaciónconmediode

cultivo sin suero:
- Se añade1 ml delmedio decultivo sin suerodurante1 minuto
- Seañaden3 ml del mediodecultivo sin suerodurante3 minutos

- Seañaden16 ml delmediodecultivo sin suerodurante6 minutos

- Unavez diluido el PEO,las célulasseincubarondurante15 minutosa 37 0C y un

5% de CO
2y sesedimentaronpor centrifugacióna 1500rpm durante5 minutos

- Una vez eliminado el sobrenadante,lascélulas seresuspendieronen 50 ml del
medio HT-completo (HT-CRPMI) suplementadocon un 10 % de BM-Condimed,

distribuyendola suspensióncelularen alícuotasde 100 lfllpocilloen placasde 96 pocillos.
Finalmente,las placasseincubarona 37 oc en unaatmósferasaturadadehumedadcon un

5% deCO2

111.2.7.4.

Unavez concluidala fusióncelularentrelos linfocitos y lascélulasdemíeloma,es

posiblela existenciade fusionesmieloma-mieloma,linfocito-linfocito y mieloma-linfocito,
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presentandoesteúltimo dos subpoblaciones,una secretoray otra no secretorade
anticuerposespecíficos. Como se pretende la supervivenciade los híbridos
linfocito-mieloma,esnecesarioestablecerunaprimeraseleccióna partir del medio de

cultivo.

111.2.7.4.1.Medio selectivo

Estaselecciónseefectúaañadiendoal medio de cultivo componentescomo la
aminopterinadel medioBAT que bloqueala síntesisde novo de los nucleétidos.De esta
maneralas célulasdeficientesen el enzimaHPGRT,estoes, los híbridosniieloma-mieloma
y las célulasde mielomano fusionadas,muerencuandoestecompuestoseencuentraen el
medio de cultivo. El segundotipo de híbridosformados,los híbridoslinfocito-linfocito y
los linfocitos no fusionadossoncélulasquemuerennaturalmentetras7-10díasdecultivo.

— El tercertipo de híbridos,esdecir el mieloma-linfocitosobreviveen el medio selectivo
BAT, puesla célulade mielomale aportala capacidaddereproducirsede formailimitada,
mientrasel linfocito aportael enzimanecesario(HGPRT) parala síntesisde nucleótidos,
utilizandola rutade salvamento.Además,el mediodecultivo HAT incorporahipoxantinay
timidinacomo nucleótidosderefuerzoala rutade salvamento.

A las 24 horas de realizadala fusión comenzóla selecciónde los hibridomasde

interésañadiendo100 ¡II/pocillo del medioHAT (HAT-CRPMI) quebloqueael crecimiento
del mielomaparental.Tras mantenerloshíbridosformados7-10díasen estemedio,seda
por finalizadaestaprimeraetapade selección.

Parael mantenimientode loshibridomas,seha seguidola siguientepauta:

- El cambiodemediode las placasde fusiónse realizócada48 horas
- Los seisprimeroscambiosserealizaronconel medioHAT-CRPMI para realizarla

seleccióndelos híbridosmieloma-linfocito
- Los tressiguientescambiosserealizaronconel medioHT-CRPMI
- LoscambiosposterioresserealizaronconmediocompletoCRPMI
- Aproximadamentecadadoscambiosde medio,seañadió al medio de cultivo el

componenteBM-Condimedal 10%

111.2.7.4.2.Pre-selección de los hibridamos productores de
anticuerpos de interés

Los procesosde fusión y selecciónson clavespara el éxito en la producciónde
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hibridomas.Paraseleccionarlos híbridosde interés,esnecesarioanalizarel sobrenadante
de los pocillos de las placas,y si a estole unimosqueesnecesarioefectuaresteensayoa
distintostiemposdurantela producciónde los Acm podemosdecirquela detecciónde los

hibridomasproductoresde anticuemosconstituyeuna de las partesmáslaboriosasdel
proceso.Es imprescindible,por tanto,disponerparaello de unatécnicasencilla,rápiday

económica.

Existen unagran variedadde métodospararealizarla selecciónde los hibridomas
productoresde anticuerposmonoclonalesde interés,pero como norma general,debe
elegirseel mismométodoparael quevaya aserutilizadoel Acm y utilizarprocedimientos

quepermitananalizargrandescantidadesdemuestras.En nuestrocaso,la técnicautilizada
ha sidoel ELISA Indirectodescritoen el apartado111.2.8,1.,utilizandocomoantígenoslas
caseínasdela lechede oveja,vacay cabra.

111.2.7.5.CLONACION DE LOS HIBRIDOMAS DE INTERES

Una vez seleccionadoslos híbridos productoresde los anticuerposde interés,se
procedióa su donaciónpor dilución límite. El clonajees importante,porquereduceel
riesgode un sobrecrecimientode las célulasqueporhaberperdidocromosomasimplicados
en la síntesisde inmunoglobulinas,sehantrasformadoen no secretorasy, por estarazón,

poseenunavelocidadde crecimientomayor.

La donaciónseefectuéporel métodode dilución límite, paralo cualsetomó una
alícuotadel contenidodel pocillo positivo y sedeterminósuconcentracióncelular.A las

célulasse les añadióel medio completo-BATo mediocompleto-HT,dependiendodel
estadiodela fusión, pararealizardilucionesseriadasala mitadquesesembraronen placas
de 96 pocillos. Se partió de unaconcentracióncelulardeunas800 células/200gl/pocillo
hastallegara unadensidadcelular de 0,5 células/200¡II/pocillo. El clonaje se repitió 3

veces.

111.2.7.5.1,Expansiónde los clones

Despuésde la donaciónde los hibridomaspositivos,seprocedióa la expansiónde

los mismosy ala obtenciónmasivade Acm parasuposterioranálisisy caracterización.La

expansiónde los hibridomasseefectuémediantesubcultivodelasplacasde96 pocillosa
placasde48 pocillos,a placasde 24 pocillos, aplacasde 6 pocillosya frascosde cultivo de
25 cm2y de 75cm2.
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111.2.7.5.2.Conservaciónde los clones

Los clonesseconservaronpor duplicadoen congelacióna -80 0C y en N
2 liquido

paraqueno perdieransuviabilidad. Paraello sedeterminéla concentracióndelascélulasde
los frascosde cultivo medianterecuentoen el hemocitémetrode Neubauery tinción con
tripán azul y, posteriormente,lascélulassecentrifugarona 1500rpm durante5 minutosy
sedistribuyeronencriotubosaunaconcentracióncelularde 5x10

6 células/mlen unamezcla
de congelacióncompuestade un 90% de suero fetal bovino y un 10% de DMSO. La

congelaciónen N
2 serealizólentamente:el contenedorcon los criotubossesometiódurante

unashoras a la acción de los vaporesde N2liquido para,posteriormente,introducirlos

totalmenteenel contenedor.

111.2.7.6.PRODUCCIONDE Ac11, EN GRAN ESCALA

La producciónde Acm en grandescantidadesserealizó mediantedos sistemas

diferentes,el cultivo de hibridomasy la induccióndeascitis.

111.2.7.6.1.Cultivo de los hibridomas

Los cultivos de los hibridomasserealizaronen frascosde cultivo Nunc de75 cm
2~ El

sobrenadantede los frascosse recogiócada2 ó 3 días,sustituyéndolopormediofresco,el
medio de cultivo completoCRPMI + 10% BM-condimed.El crecimientocelularcontinuó
hastala recolecciónde, aproximadamente.50 ml de sobrenadantequese repartió en
alícuotasde 2 ml y secongeléa-20 0C hastasuutilización.

111.2.7.6.2.Producción de líquido escítico

Parainducirla ascitis,los ratonesBalb/csesensibilizaronmediantela administración

de 0,5 ml de pristane(2, 6, 10, 14 tetrametildecanoico)y, transcurridos7 días, se les
inoculéporvíaintraperitonealunaconcentracióndecélulasde los hibridomasdeinterésde

1x106en0,5 ml dePBSestéril.La recoleccióndellíquido asciticode los ratones,serealizó
a los 15 díasde la inoculaciónporpunciónintraperitoneal.El líquido asciticorecogidose
incubé 1 horaa 37 0(2 y todala nochea 4 0C; posteriormente,secentrifugóa 3000 rpm
durante10 minutosy el sobrenadanteseconservéen alícuotasde 1 ml a-20o(2~

Los anticuerpospresentesen los sobrenadantesde los cultivos celularesy de los
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líquidosascicicos,sepurificaronpor precipitaciónconsulfatoamónicocomosedescribeen

el apartado111.2.6.1.

111.2.7.7.CARACTERIZACION ISOTIPICA DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES

La clasey subclasede los Acmespecíficosfrentea lascaseínasde la lechede cabra,se

determinaronpor un ELISA Indirecto, utilizando un inmunosuerocomercial de conejo
frentea lasinmunoglobulinasIgOl, IgG2a, IgG2b, 1g03,IgM e IgA deratón,utilizando

un Kit comercialde Sigma.

111.2.7.8.DETERMINACION DE LA CONCENTRACIONDE PROTEíNA DE

LQSANTICUEEEQ&MQNDCLONALES

Paraello, separtió de 1 ml de los sobrenadantesy líquidosasciticos,leyendola
absorbanciade las muestrasresultantesa 280 nm segúnlo descritopor Harlow y Lane

(1988).

111.2.7.9.ESPECIFICIDAD

La especificidadde los Acm de interés,se evaluóparaobservarla existenciade

reaccionescruzadasconcaseínasde otrasespeciesanimalescon los queel epitopodiana

pudieraserconfundido.

En la determinaciónde la especificidadde los Acm se utilizaron dos pruebas

inmunológicas:un ELISA Indirectoy la técnicadeInmunoblotting.En el ELISA Indirecto
los anticuerposmonoclonalesseenfrentarona un extensopaneldeantígenosqueincluían

lascaseínasde la lechecrudade cabra,ovejay vaca;proteínasmuscularessolublesde vaca,

caballo, poíío y cerdo y las proteínasde gelatina,soja y seroalbúminabovina. La
metodologíautilizadasedescribeen el apartado11.2.8.1.

En la técnicadelinmunoblottingel anticuerpomonoclonalB2B 11(2 seenfrentóalas

caseínastotalesde las especiesde lechede cabra,oveja y vaca,ademásde hacerlofrentea
las fraccionespurificadasporcromatografíade intercambiocatiónicodela lechedecabra.
La metodologíaempleadasedescribeen el apartado111.2.8.4.
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111.2.7.10.CONJUGACIONDE LOS ANTICUERPOSPURIFICADOSCON LA

BJOTINA

El marcajede los anticuerpospor conjugacióncon la biotina esuna técnicamuy
simple y exitosa. La biotinizaciónno poseeningún efectoadversoen el anticuerpoy las
condicionesde unión son suaves.Los anticuerposbiotinizadosse detectanutilizando

estreptavidinao avidina;ambasmoléculassontetravalentesy lossitiosadicionalesde enlace

puedenutilizarse para incrementarel tamañodel complejo de deteccióny, por tanto, la
fuerzadela señal.

La mayoríade las biotinizacionesserealizan utilizando un éstersuccinamidade
biotina.El acoplamientoseproducea travésde gruposaminolibresen el anticuerpou otra
proteína,normalmente,de la lisina. Si un grupoaminolibre formapartede un lugardela
proteínaquees esencialpara su actividad(paraun anticuerponormalmenteel sitio de

combinacióncon el antígeno),la biotinizaciónconel ésterdesuccinamidapuededisminuir
la actividaddela proteína,y deberánutiizarseotrosmétodosde marcaje.Parael marcajede
nuestrosanticuerposcon la biotinaseprocediócomosigue:

- Se preparóuna solución de N-hidroxysuccinamidabiotina en DM50 a u~a
concentraciónde 1 mg/ml.

- Los anticuerpospurificadosse disolvieronen un tampónboratosódico(0,1 M, pH
8,8) a unaconcentraciónde 1 mg/ml.

- La solucióndebiotinaseañadióa la delanticuerpo,enunaconcentraciónde 25-250
~gde éster/mgdeanticuerpo,mezclandobienlas solucionesqueseincubarontodala noche

atemperaturaambiente.
- A la mezclaanteriorde biotina/anticuerpo,sele añadieron20 gl/250gg deésterde

unasolución 1 M de NH4Cl. La mezclase incubó durante10 minutos a temperatura

ambiente.
- La biotinalibreseeliminó dela mezclapor diálisisde la mismadurante16 horas a

4
0C frentea PBS.

- Los anticuerposconjugadossecongelaronen alícuotasde 1 ml a -20 0C hastael
momentodesuutilización.
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111.2.8. TECNICAS INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

111.2.8,1.TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

En estetrabajosehanutilizado dos variantesde la técnicadel ELISA Indirecto. La
primeraes un ELISA Indirecto clásicoqueempleaun conjugadocomercialde anticuerpos
anti-especieunidos al enzimaperoxidasade rábano,mientrasla segundaes un ELISA

— Indirectoutilizando el sistemadeamplificaciónbiotina-avidina.Estatécnicasediferenciade
la primera,en quelosanticuerposespecíficosseconjuganconla biotina (biotinización)y la
deteccióndeestecomplejoserealizaconun conjugadocomercialdeavidinao estreptavidina

marcadaconun enztma.

La técnicadel ELISA Indirectosebasaen quelos antígenosfijados a unasuperficie
inerte son reconocidospor los correspondientesanticuerposespecíficosy el complejo
formadosedetectaporun segundoanticuerpomarcadoconun enzima,quereconocecomo

antígenosa los anticuerposespecíficos.La reacciónesvisible porqueal actuarel enzima
sobreel sustratoseliberaun compuestocoloreado.

a) M~

En el desarrollodeestetrabajosehanempleadounagranvariedaddeantígenos:

- Caseínasde la lechecrudadecabra,ovejay vaca,obtenidascomosedescribeen el
apartado111.2.1.1.

- Fraccionescaseinicaspurificadaspor FPLC y cromatografíade intercambio
catiónico.

- Extractoscárnicosquecontienenlas proteínasmuscularessolublesde cerdo,

caballo,po11oy vaca
- Proteínasde gelatina,sojay seroalbúminabovina.
- Lechescrudasy calentadasde cabra,ovejay vaca.
- Mezclaslácteas,preparadascomosedescribeen el apartado111.2.1.2.

- Quesosfrescos,tiernosy maduradosdecabra,ovejay vaca.
- Mezclasexperimentalesdequesos(apartado111.2.1.3.)

b) Anticuerpos

Seutilizarontambiénvariosinmunosueros:
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- Los anticuerposespecíficosanticaseinasde la leche de cabra,purificados por
cromatografíade afinidadfrentea losextractosliofilizados de las caseínasde las lechesde
oveja y vaca y, posteriormente,biotinizados (obtenidospreviamenteen nuestro
Departamentopor Rodríguezy col., 1991).

- Los anticuerposanti-caseinaas2de la lechedecabraobtenidospor la inmunización

de conejosy purificadosparcialmenteporprecipitacióndelas inmunoglobulinasconsulfato
amónico.

- Los Anticuerposmonoclonalesfrenteala caseínaa5~ de la lechede cabraobtenidos

por inmunizaciónde ratonesBalb/cy fusiónposteriorde los linfocitos del bazoconcélulas
de mieloma.Estosanticuerposseemplearonparcialmentepurificadosporprecipitacióncon
sulfatoamónico,sin biotinizary tambiénbiotinizados.

Conjugado

En la deteccióny cuantificaciónde los anticuerposmarcadosconbiotina, seempleé

un conjugadocomercialdeestreptavidina-peroxidasaderábano.

En la deteccióny cuantificaciónde los anticuerpossin biotinizar, seemplearonun

conjugadocomercialanti-inmunoglobulinasde conejoobtenidasen cerdoy marcadasconel
enzimaperoxidasade rábano(anticuerpospoliclonales)o de anti-inmunoglobulinasde ratón
obtenidasen cabramarcadasconperoxidasade rábano(anticuerposmonoclonales).

d) Tamponesy Reactivos

1.- TampónPBS de pH 7,2

Secomponede: NaCí 8,0 g
Na2HPO4.12H20 2,9 g

KH2PO4 0,2 g

KCI 0,2 g

Aguadestilada 1 L

2.- TampónPBST

Sepreparacomoel tampónPBSy sele añadeun 15% deTween20.
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3.- Sustrato

El sustratoempleadofue el ácido 2-Wazino-bis-3-etilenbenzotiazolinasulfónico
(ABTS) (BLiehringerManheim),comercializadocomo tabletasquecondenenel ABTS y que
sedisuelvenen un tampónquecontieneperboratosódico,ácidocítrico y fosfato disódico.

4.- Soluciónde tapizado

Gelatinaal 1% en tampónPBSde pH7,2.

e) Metodolo2iadel ELISAIndirecto

Los 96 pocillos de unaplacade ELISA (Costar3590)sesensibilizaroncon100 gí de
las muestrasantigénicascorrespondientesdisueltasen tampónPBS y la placase incubó
durante1 horaa 37 0C, traslo cualselavó 5 vecescon tampónPBST.A continuación,para
tapizarlaszonasdel pocillo en las queno sehubieraadsorbidoel antígeno,seañadierona
cadapocillo 200gl de gelatinaal 1% en tampónPBS.La placasemantuvo30 minutosa 37
0(2 y los pocillos selavaron5 vecescon tampónPBSTparaeliminarel excesode gelatina.

Posteriormente,seañadierona cadapocillo 100gí delanticuerpocorrespondientediluidos
en tampónPBSTy la placaseincubóen un agitadorde placasde ELISA durante1 horaa
temperaturaambiente.

Finalizadala incubación,los pocillos selavaronde nuevo5 vecescon tampónPBST

paraeliminar los restosde anticuerpoque no hubieranreaccionado.Seguidamente,se
depositaronen cadapocillo 100 ¡tí delconjugadodiluido en tampónPBSTy, de nuevo,la
placase mantuvoen el agitadordurante1 hora a temperaturaambiente.Traslavar los

pocillos 5 vecescon aguadestiladaparaeliminar los restosdel conjugadolibre, se
añadiieronacadapocillo 100jil delsustrato,manteniendola placaen el agitadordurante20
minutosa temperaturaambiente.El color verderesultantede la degradacióndel sustrato,se

cuantificó midiendo la absorbanciade cada pocillo a 405 nm en un lector
espectrofotométricode placasdeELISA.

En la pruebaserealizaronlos siguientescontroles:

- Controlde antígeno:gelatina+ anticuerpo+ conjugado+ sustrato
- Controlde anticuerpo:antígeno+ gelatina+conjugado+ sustrato
- Controldeconjugado:gelatina+ conjugado+ sustrato
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Si la absorbanciaa 405 nm de alguno de los controlesera mayor de 0,150, el

experimentoseconsiderabanulo.

111.2.8.2.TECMCA DEL ELISA SANDWICH

En estatécnica,los anticuerposespecíficossefijan a unafasesóliday actúancomo
anticuerposde capturade los antígenosproblema.Los antígenosancladosson reconocidos

por los mismosanticuerposconjugadoscon la biotinay el complejoformadosedetectacon
un conjugadocomercialde estreptavidina-peroxidasa.La reacciónseponede manifiesto,
porqueal actuarel enzimasobreel sustrato,seilberaun compuestocoloreado.

a) Mti~enos

Comoantígenosseemplearonlas mezclasde lechecrudascon los porcentajesde
sustitución indicadosenla sección111.2.1.2.

b) Anticuerposdecapturay dedetección

Seemplearondossistemasdiferentes:

Captura Detección

1.- Ac. monoclonales Ac. policlonales
2.- Ac. policlonales Ac. monoclonales

Co~u2ado

Se emplearonel conjugadocomercialde antiinmunoglobulinasde conejoo el de
antiinmunoglobulinasde ratón,segúnel anticuerpodedetecciónempleado.

e) Tamponesy reactivos

Ademásde los descritosen la sección111.2.8 d, seutilizó el tampóncarbonato-
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bicarbonatode pH9,6 cuyacomposiciónesla siguiente:

- Tampóncarbonato-bicarbonatode pH 9,6

Na2CO3 2,93 g

NaHCO3 2,93 g

Agua destilada iL

e) MetodoloeladelELISA Sandwich

Los pocillos de unaplacade ELISA (Costar3590)sesensibilizaroncon 100 ktl de
los anticuerposdecapturacorrespondientesdiluidosen tampóncarbonato-bicarbonatode

pH 9,6 y la placaseincubódurante1 hora a37 o(2~ Transcurridoestetiempo, los pocillos
selavaron5 vecescon tampónPBSTparaeliminarlos anticuerposno adsorbidosala placa.
A continuación,paratapizarlaszonasdelpocillo en las que no sehubieranadsorbidolos
anticuerpos,seañadieronacadauno de ellos200 ¡tI degelatinaal 1% entampónFRS. La
placasemantuvo30 minutosa37 0(2 y los pocillos selavaronde nuevo5 vecescontampón

PBSTparaeliminarel excesode gelatina.Posteriormente,seañadierona cadapocillo 100
¡U del antígenocorrespondientediluidos en tampón PBST y la placa semantuvoen
agitacióndurante1 hora a temperaturaambiente.Tras un nuevolavadocon PBST, sc

depositaronen cadapocillo 100¡II del anticuerpode deteccióncorrespondientey la placase
mantuvoen agitacióndurante1 horaatemperaturaambiente.Despuésde otro lavadocon
PBST,seañadieronacadapocillo 100 pl del conjugadodisueltoen PBSTy la placase
incubó unahoraen agitacióna temperaturaambiente.Finalmente,traslavarlos pocillos 5
vecescon aguadestiladaparaeliminar los restosdel conjugadolibre, se añadióacada

pocillo 100 111 del sustrato,manteniendola placa en el agitadordurante20 minutosa
temperaturaambiente.El colorverderesultantedela degradacióndelsustratoporel enzima,

se cuantificó midiendo la absorbanciade los pocillos a 405 nm en un lector
espectrofotométricode placasdeELISA.

En la pruebaserealizaronlos siguientescontroles:

- Control de antígeno:anticuerpodecaptura+ gelatina+ anticuerpode
detección+ conjugado+ sustrato.

- Controldel anticuerpode captura:gelatina+ antígeno+ anticuerpode

detección+ conjugado+ sustrato.
- Controldelanticuerpode detección:anticuerpodecaptura+ gelatina+

antígeno+ conjugado+ sustrato.
- Controlde conjugado:gelatina+ conjugado+ sustrato.
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111.2.8.3.TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

En estatécnica,el antígenoespecíficosefija aunasuperficieinerte,y, acontinuación,
seañadenel anticuerpoespecificocon la muestraproblema(de concentraciónantigénica
desconocida)quecompetirácon el antígenoadsorbidopor el anticuerpoespecífico.El
ensayosecuantificapor la concentraciónde conjugadocomercialqueseuneal complejo
anticuerpo-antígenoadsorbido.Comocontrol seutilizan pocillos sin la muestraproblema,

cuantificandola diferenciade absorbanciasentrelos pocilloscon la muestraproblemao sin
ella ambos,quees indicativa de la concentracióndel antígenode interésen la muestra
problema.

a) AnU~enos

En estatécnicasehanempleadotresformatosantigénicosdiferentes:

1.- Lechecrudadecabra
2.- Caseínastotalesde la lechede cabra (CC)

3.- Caseína as2 de la leche de cabra purificada por cromatografíade intercambio

catiónico

Seempleóel anticuerpomonoclonalB2B liC purificadoporprecipitaciónconsulfato

amónico.

Las muestrasproblemautilizadascomprendieronlos diferentesporcentajesde
sustituciónde lechedeovejay vacapor la de cabra,asícomolasde sustituciónde quesos
de ovejay vacaporel de cabra,

Corn~u2ado

Como conjugadose utilizó uno comercial de anti-inmunoglobulinasde ratón

obtenidasen cabra,marcadoconel enzimaperoxidasade rábano,

d) Tamponesy reactivos
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Seemplearonlos utilizadosen la técnicadel ELISA Indirectodescritosen la sección

111.2.8.1 d.

e) Metodolo~iadel ELISAComnetitivo

Los pocillos de unaplacade ELISA (Costar3590)se sensibilizaroncon 106¡II de la
muestraantigénicacorrespondientey la placaseincubó todala nochea4O(2~ A la mañana
siguiente,traslavar5 veceslas placasconPBSTy paratapizarlas zonasde los pocillos en
las queno sehubieraadsorbidoel antígeno,seañadieronacadapocillo 200 ¡fi de gelatinaal
1% en tampónPES.La placase mantuvodurante30 minutosa 37 0(2 y los pocillos se
lavaronde nuevo 5 vecescon tampónPBST paraeliminar el excesode gelatina. A
continuación,se añadierona cadapocillo 50 ¡U del anticuerpomonoclonaly 50 ¡tI de la
muestraproblema,diluidos en tampónPBSTy la placasemantuvoen agitacióndurante1
hora a temperaturaambiente.Despuésde otro lavado de los pocillos con PBST para

eliminar las proteínasque no se hubieranunido,se añadierona cadapocillo 100 ¡tI del
conjugadocomercialdiluido en tampónPBSTy, de nuevo,la placaseincubóenagitación
durante1 horaa temperaturaambiente.Finalmente,traslavarlos pocillos 5 vecesconagua
destiladaparaeliminarlos restosdelconjugadolibre, seañadieronacadapocillo 100 ¡tI del
sustrato,manteniendola placaen el agitadordurante20 minutosatemperaturaambiente.El
colorverderesultantede la degradacióndelsustratoporel enzima,secuantificómidiendola

absorbanciadecadapocillo a405 nm en un lectorespectrofotométricode placasdeELISA.

En la pruebaserealizaronlos siguientescontroles:

- Control de antígeno:gelatina + anticuerpo+ muestraproblema+
conjugado+ sustrato.

- Control del anticuerpo: antígeno+ gelatina + muestraproblema +

conjugado+ sustrato.
- Control de la muestraproblema: antígeno+ gelatina+ anticuerpo+

conjugado+ sustrato.
- Controlde conjugado:gelatina+ conjugado+ sustrato.

111.2.8.4.IECIiIC&DELINMLINQBLQJ2INfl

La identificacióndel epitopo o epitoposreconocidospor nuestroanticuerpoen los

antígenosdeinterés,serealizóutilizandola técnicadel inmunoblotting.Estatécnicaconsiste
en la transferenciaelectroforéticade proteínasseparadaspor electroforesis,de un gel de
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poliacrilamida a una membranasintética, seguidade un método inmunológico de
identificaciónde las proteínasde la membrana.El inmunoblottinges un método muy
sensiblede identificaciónde proteínasespecíficasen unamezclaantigénicacomplejay tiene
muchasaplicacionesen la detección,identificacióny caracterizaciónde proteínas,asícomo
de visualizacióndelas interaccionesproteína-proteína.

La transferenciaelectroforéticade las proteínasde los gelesde poliacrilamidaa las

membranasdenitrocelulosa,sc realizóutilizandoun equipoautomatizadoPhast~Transfer’IM
de Pharmacia(semi-dry electrophoretictransfersystem), dotado de dos unidades
independientes:el separadordel gel y la cajade electrodosutilizadoconjuntamenteconla
unidad de separacióny control del Phast~SystemTM.El equipo automatizado
Phast-Transfer’~transfierelas proteínasde unamanerarápiday reproducible;ademásla
utilizaciónde gelesde poliacrilamidapequeños,combinadoscon la transferenciasemiseca,
minimizan la cantidadde reactivosy tamponesutilizadosen otrossistemasde transferencia
de proteínas.

1- Separaciónelectroforéticade lasproteínas

La separaciónelectroforéticadelas proteínasserealizóen gelesdepoliacrilamidacon
SDS utilizando un equipo automatizadoPhast~SystemTMde Pharmaciay siguiendola
técnicadescritaen el apartado111.2.4.Como muestrasantigénicassedepositaronen el gel
lascaseínastotalesdela leche decabra,ovejay vaca,ademásdelas fraccionescaseffiicasde
la lechede cabraobtenidasporcromatografíade intercambiocatiónico.Seutilizarondos
gelesidénticos,uno de loscualesse tiñó de la maneradescritacomoenel apartado111.2.4.
y, el otro, seutilizó en la transferenciade las proteínasaunamembranadenitrocelulosa.

2- Transferenciade las proteínasdel ael de poliacrilamida la membranade

nia~biQ5a

Unavez realizadala electroforesis,las proteínaspresentesen el gel depoliacrilamida
se transfirieron a una membranade nitrocelulosade 0,45 ,xm, utilizando el equipo
automatizadoPhast-Transfer”~’.Lascondicionesprogramadasparala transferenciafueron
20 V, 25 mA, 5 V a 15 0(2 de temperaturay durante15 minutos.El tampónde transferencia
utilizadoconsistióenunasolución25 mM tris, 192 mM glicina,20 % metanol,de pH 8,3.

3- Inmunoidentificaciónde lasproteínasen la membranadenitrocelulosa

Terminadala transferenciaelectroforéticadelasproteínas,se procedióala realización

129



Material yMétodos

de un ELISA Indirectosobrela membranade nitrocelulosa.

a) Antígenos

Como antígenosse emplearonlas proteínasseparadaselectoforéticamentey
transferidasa la membranade nitrocelulosa.

Se empleó el anticuerpomonoclonal B2B 11(2 parcialmentepurificado por

precipitaciónconsulfatoamónico.

ConjuEado

Se utilizó un conjugadocomercialde anti-inmunoglobulinasde ratón obtenidasen
cabray marcadasconperoxidasade rábano.

d) Tamponesy Reactivos

1.- TampónTris salino (TBS), pH 7.5

Secomponede: NaCí
Tris
Aguadesionizada

29,24 g
2,42 g
1 L

2.- TampónTBST

Sepreparacomoel tampónTBSy sele añadeun 0,05% de Tween20.

3.- Sustrato

Comosustratoseutilizó la diaminobenzidina(Sigma)disueltaen tampónTris-HCI
50 mM de pH 7,6(6 mgde dianiinobenzidina/10 ml tampón).Estasolucióndebefiltrarse
por papelde filtro Whatmann0 1 y, en el momentode la adicióna la membrana,sele

añaden100 ¡tí deH
202/10 ml de tampón.

4.- Soluciónbloqueante
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Seroalbuminabovina al 1% en tampónlBS de pH7,5.

e) Metodolo2íadelELISA Indirectosobremembranade nitrocelulosa

Terminadala transferenciaelectroforética,la membranade nitrocelulosase lavó

durante10 minutosen tampónlBS paraeliminarlos posiblesrestosde gelquepudieran
quedar.A continuación,seañadióa la membranala soluciónbloqueanteen tampónIBST y
semantuvodurante30 minutosatemperaturaambienteenun agitadorde placasdeELISA,
tras los quese volvió a lavar durante10 minutosen tampónTBST. Posteriormente,la
membranaseincubóconel anticuerpomonoclonalB2B lIC diluido (1/1000)en tampón
TBST durante1 hora, en agitacióny a temperaturaambiente.Finalizadala incubación,la
membranase lavé de nuevo con TBST y se le añadióel conjugadocomercial de
anti-inmunoglobulinasde ratóndiluido en TBST manteniéndoseen el agitadordurante1
horaa temperaturaambiente.Tras lavarla membranaconaguadestilada,la especificidaddel
anticuerpomonoclonalB2B 1 lC sobrelas proteínasde la membranade nitrocelulosa,se

visualizóañadiendoel sustrato.
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Resultados

IV.1. FRACCIONAMIENTO DE LA CASEíNA DE LA

LECHE DE CABRA POR CROMATOGRAFíA DE

INTERCAMBIO IONICO.

El fraccionamientode la caseínatotal de la lechedecabra,serealizó de la manera
descritaen la sección111.2.3.deestamemoria.

IV.1.1. CROMATOGRAFíA LíQUIDA RÁPIDA DE PROTEíNAS

(FPLC)

El fraccionamientode la caseínatotal de la lechede cabrapor cromatografíalíquida
rápidade proteínas(FPLC) en unacolumnaMono Q MR 5/5, utilizando un gradiente

discontínuode CINa de O a0,4 M, semuestraen la FiguraIV.1. Los resultadosobtenidos
indican la separaciónde la caseínatotal en tres fraccionesmayoritarias(1, 2 y 3), bien
separadas,queporcomparaciónconel perfil de eluciónde las caseínasde la lechede vaca

(Daviesy Law, 1987), seidentificaroncomocaseínaic (1), ¡3(2) y as (3) respectivamente.

Las fraccionesindividualesintegrantesde las tresfraccionesmayoritariasse mezclaron,
dializarony liofilizaron, determinandosu concentracióndeterminósu concentraciónde
proteínasegúnel método descritoen el apartado11.2.2.de estamemoria,resultandolo

siguiente:

- Fracciónn0 1:128¡tg de proteína/mgdeextractoliofilizado.
- Fracciónn0 2:115¡tg de proteína/mgde extractoliofilizado.
- Fracciónn0 3: 260 gg de proteína/mgdeextractoliofilizado.

Conocidala concentraciónde proteínade las fraccionesresultantes,sedeterminéel
rendimientoproteicopor gramodecaseínaliofilizada decabra(CC), quefue de 50 mgpara

la fracción n0 1, 55 mg para la fracción n0 2 y 130 mg parala fracción n0 3. Una vez
determinadala concentracióndeproteínadecadafracción,serealizóla identificacióndelas
proteínaspresentesen las mismas,por electroforesisde las fraccionesen geles de

poliacrilamidacondodecilsulfatosódico(SDS-PAGE),utilizandoel equipoautomatizado
Phast~SystemTM.

IV. 1.1.1.CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LAS FRACCIONES
CASEINICAS PURIFICADAS POR FPLC

La separacióneidentificacióndelas proteínasintegrantesdelas fraccionescaseinicas
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Resultados

purificadasporFPLC, utilizando la electroforesisde SDS-PAGE,se muestraen la Figura
IV.2. Los resultadosobtenidossugierenque las proteínasdel primer pico eluido (1)
contienenla caseínaic, la segundafracción (2) conteníala caseína¡3 y la tercera(3) la

fraccióncaseinicaas( asi y as2).Estosresultadosconfirmanlos obtenidosdel perfil de

elucióne indicanunaseparaciónaceptablede las caseínasx, ¡3 y ct5, purificadas,aunquela

separaciónentrelas caseínasa5~ y a52 resultaincompleta.

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

En la FiguraIV.3. seobservael fraccionamientode la caseínatotal de la lechede

cabra,por cromatografíadeintercambioaniónicoconDEAE-celulqsay un gradientelineal
de CíNade O a 0,3 M. Lascaseínaseluyeronen 5 fraccionesdistintas,no bien separadas,

por lo queseconcluyóqueestatécnicacomúnmenteutilizadaparael fraccionamientodelas
caseínasbovinasy ovinas(Mercier, 1968), no permite unaseparaciónadecuadade las
cuatrocaseínascaprinas.

IV.1.3. CROMATOGRAFíA DE INTERCAMBIO CATIONICO EN

UNA MATRIZ DE S-SEPHAROSE FAST-FLOW

La figura IV.4. el fraccionamientode 1 g de caseínacaprina,por cromatografíade
intercambiocatiónicoen unacolumnaconunamatriz de S-SepharoseFast-Flow,utilizando

un gradientelineal de CíNa de O a0,3 M. Los resultadosobtenidosindican la separaciónde
la caseínatotal en cinco fraccionesdiferentes (1, 2, 3, 4 y 5), que se dializaron
exhaustivamente,seliofilizaron y sedeterminósuconcentraciónde proteínamedianteuna
modificacióndel métododeLowry (Markwell y col., 1978), descritoen el apartado111.2.2.

Elcontenidoproteicode las fraccionesfue el siguiente:

- fracción 1: 526 ¡tg deproteína/mgde extractoliofilizado
- fracción2: 44 ~.tgde proteína/mgde extractoliofilizado

- fracción3: 9 ¡tg deproteína/mgdeextractoliofilizado
- fracción4: 503 ¡tg deproteína/mgde extractoliofilizado
- fracción5: 461 ¡tg de proteína/mgdeextractoliofilizado

El rendimientoproteicopor gramodecaseínaliofilizada decabra(CC), fuede462mg
parala fracción n

0 1, 9,3 mg parala fracción n0 2, 2,5 mg parala fracción n0 3, 123 mg

para la fracción n0 4 y 91 mg para la fracción n0 5. La identificación y pureza de las
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CC CO Fi F2 F3

Figura ¡11.2. Electroforesls SDS.PAGE.PhastSystenlTMde las caninas de la leche de
cabra rracclonadas por FPLC en geles de pollacrilamida al 20%. Línea
CC, caseínas totales de la leche de cabra; línea Co, caseínas totales de
la leche de oveja; línea FI, fraccIón 1 (caseína ic); línea F2, fraccidn 2
(caseína ¡3); línea F3, fraccIón 3 (caseínacz5).
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Resultados

proteínasde las fracciones,sedeterminó por electroforesisde las mismasen gelesde
poliacrilamidacondodecilsulfato sódico(SDS-PAGE),utilizandoel equipoautomatizado

Phast-System”’~’.

IV. 1.3.1. CARACTERIZACION ELECTROFORETICADE LAS FRACCIONES

CASEINICAS PURIFICADAS POR CROMATOGRAFIA DE

INTERCAMBIO CATIONICO

Los resultadosde la caracterizaciónelectroforéticade las fraccionescaseinicas

obtenidaspor cromatografíadeintercambiocatiónico,semuestranen la FiguraIV.5. Estos
resultadosconfirmanlosobtenidosporLaw y Tziboula(1992)y sugierenque la fracción 1

contienela caseína¡3 completadela lechedecabra,por lo queno seconsiguióla separación-a
de las dosformas de estacaseína(Pi y ¡32)~ probablementedebidoa quela únicadiferencia

entreellasesel gradode fosforilación(6 gruposfosfatoen la Pi y 5 en la ¡32) y, por lo

tanto,la diferenciadesuspesosmolecularesesmuy pequeña.La fracción2, quemigré por

encimade la caseína¡3 de acuerdoconsu menorpesomolecular,conteníala caseínaic. La
fracción 3, conteníapequeñasbandasproteicasno identificadasy queno seutilizaron en

análisisposteriores.La fracción4, conteníala caseínaasíconresiduosde lascaseínas¡3 y ic

y, finalmente,la fracción 5 conteníamayoritariamentela caseínaa5~, migrandopor encima

de la bandade la caseínaa5¡, deacuerdocon supesomolecularligeramentemayor. En esta

últimafracción tambiénsedetectaronbandasde proteínaconun pesomolecularinferior al

de la caseínaas2, que probablementeseanfraccionesminoritarias de la caseínaa5,

identificadaspreviamenteporGrosclaudey col. (1987).

IV.2. CARACTERIZACION INMUNOLOGICA PARCIAL

DE LAS FRACCIONES CASEINICAS PURIFICADAS

Unavez separadaslas fraccionescaseinicasde la lechede cabra,empleandodiversas
técnicascromatográficasy una vez identificadas las proteínasde las fracciones
electroforéticamente,la siguienteetapade este trabajo consistióen la caracterización
inmunológicade las mismasmedianteun ELISA Indirecto. El ensayoutiliza anticuerpos

policlonalesobtenidosen conejofrentea la caseínatotal de la lechedecabra (and-CC),
purificadosporcromatografíade afinidaden unacolumnaconteniendocaseínasdela leche
de cabra inmovilizadas(CC) y, posteriormente,biotinizadosy neutralizadosfrente a los
extractosliofilizados de las caseínasde la lechedevaca(CV) y oveja(CO) (Rodríguezy

col., 1991).
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CC F5 F4 F3 FZ FI

Figura ¡11.5. Electroforesls 8DS~PAGE~PhastSystCmTM de las caseínas de la leche do
cabra fraccionadas por cromatografía de intercambio catlónlco en geles
de pollacrilamida al 20%. Línea CC, caseínas totales de la leche de
cabra; línea Fi, fracción 1 (caseína ~) ; línea F2, fracción 2 (caseína
1c); línea 3, fracción 3 (bandas difusas de proteína); línea F4, fracción 4
<caseína a5j, con caseínas ¡3 y c>; línea F5, fracción 5 (caseína a8~¡~
mayoritarIamente).
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Paradeterminarlas concentracionesadecuadasde los componentesdel ensaye,se
realizaronnumerososexperimentos,como antígenosse emplearon,ademásde las
fraccionespurificadaspor FPLC y cromatografíade intercambiocatiónico,lascaseínas
totalesde la lechede vaca(CV), oveja(CO) y cabra(CC) a diferentesconcentraciones(O a
20 gg de proteínaen tampón PBS). Como conjugado,se utilizó uno comercial de

Streptavidina-peroxidasa.Lasdilucionesde trabajo óptimasde los inmunosuerosfueronde
1/1000 (y/y) en tampónPBST,mientrasquela del conjugadofue la 1/3000(y/y) en tampón

— PBST.

Los resultadosobtenidosse muestranen las Figuras IV.6. y IV.7., donde se
muestranlos valoresdeabsorbanciaa 405 nm decadaunadelas fraccionespurificadas,así
comode las caseínastotalesutilizadascomoantígenosy de los quesedesprendequelos
inmunosuerosanti-CC reconocenmuy poco a las caseínasde la leche de oveja (CO),

observandolos mismos resultadosfrente a las caseínasde la leche de vaca(CV) (no se
— muestranlos datos).Los valoresde absorbanciamásaltosseobtuvieroncon la fracción3

(caseínacts) purificadapor FPLC (Figura IV.6.), fracción 5 (caseínaas2)purificadapor

cromatografíade intercambiocatiónico(Figura IV.7.) y con la caseínatotal de cabra(CC)
(Figuras IV.6. y IV.7.). La caseína«~i purificadapor cromatografíade intercambio

catiónico (Figura IV.7.) mostróvaloresde absorbanciamásbajos quela fracción «82

purificadapor el mismo método. Las fraccionescaseinicasjc y 13 obtenidaspor FPLC
(Figura IV.6.) y por cromatografíade intercambiocatiónico(Figura IV.7.), obtuvieron

unosvaloresde absorbanciamuchomásbajoso, lo queeslo mismo,mostraronmuy poca
inmunoreactividadfrenteal inmunosueroespecificodelas caseínasde la lechede cabra.

Se puedepor tanto, afirmar que la fracción 5 de la lechede cabra (caseínaa82),

obtenidapor cromatografíade intercambiocatiónicoes la másinmunoreactivafrente al
inmunosueroespecificoanti-CC, probablementeporque es la fracción con un mayor
númerode epitoposespecíficosde las caseínasde la lechede cabra.Estafracciónseutilizó

en la inmunizaciónde conejosparala obtenciónde anticuerpospoliclonalesy, de ratones
Balb/c, comoprimerpasoen la obtencióndeanticuerposmonoclonalesespecíficosfrentea

las caseínade la lechedecabra.

IV.3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

Parala obtención de los inmunosuerosseemplearonconejosqueseinmunizaroncon

la caseínacts2de la lechede cabra,purificadapor cromatografíade intercambiocatiónico.

Antesde comenzarel protocolodeinmunización,alos conejosselesextrajounamuestrade
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Concentración de caseína(¡xg)

Figura IV.6. ELISA Indirecto de las fracciones caseinicas purificadas por FPLC,
utilizando anticuerpos blotinizados específicos frente a las caseínas
totales de la leche de cabra (anti-CC). Fracción 1 (A,case(na K),
fracción 2 (A , caseína ¡3), fracción 3 ( o , caseína cts), caseínas totales
de oveja (O ) y caseínas totales de cabra ( •

5 10 15 20

Concentración de caseína(gg)

Figura ¡Vi. ELISA Indirecto de las fracciones caseinicas purificadas por
cromatografía de intercambio catiónico, utilizando anticuerpos
biotinizados específicosfrente a las caseínastotales de la leche de cabra
<anti-CC). Fracción 1 (A, caseína ¡3), fracción 2 (A, caseína c), fracción
4 6<, caseína «si con residuos de ¡3 y ‘O, fracción 5 (o, caseína
«52), caseínas totales de oveja (O ) y caseínastotales de cabra (• ).
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sangrey el suero obtenidose analizó por la técnicadel ELISA Indirectofrente a los
extractosantigénicosde interés(CC,CV y CO); despuésde comprobarqueningunode los
conejospresentabareactividadinmunológicafrente a dichosextractosantigénicos,los
animalesseconsideraronaptosparasu inmunización,

Durantela inmunizaciónde los conejos,se realizaron tres sangríasparcialespara
comprobarsi producíananticuerposfrentea las caseínasde cabra,asícomoparadetectarsi
existíano no reaccionescruzadasconlas caseínasde otrasespeciesanimales.En la sangría

parcial, efectuadaa los 48 díasde la primerainoculación,ya se detectóuna reacción
inmunológicasignificativadelos inmunosuerosanti-casefnaas~frente a susrespectivos

extractosantigénicos.En las sangríasrealizadasa los 68 y 80 días, se apreció un
incrementosignificativo de la respuestainmunológicade losconejosfrentealos extractos
antigénicosde interésy, por ello, a los 115 díasde iniciar el procesode inmunizaciónse

efectuóla sangríafinal.

Los inmunosuerosprocedentesde la sangríafinal se purificaronparcialmentepor
precipitaciónconsulfatoamónicoy empleandoun ELISA Indirecto,seeva]uósupotencial
de discriminarlas caseínasde la lechedecabra,vacay oveja,utilizandocomo antígenos20

gg de las caseínastotalesde estasleches,los inmunosuerospurificadosa diferentes
diluciones(1/1000a 1/64000 y/y en tampónPBST)y, comoconjugadouno comercialde
anti- inmunoglobulinasde conejoobtenidasen cerdoy conjugadasal enzimaperoxidasade
rábanoala dilución 1/1500(y/y) en tampónPBST.

En la tablaIV.l. se muesttala actividaddel inmunosueroobtenidodeconejosfrente

a la fracción quecontienela caseínaa5~ de la leche de cabra,observándoseque los

anticuerposutilizadosreconocenatodoslos extractosantigénicosy por tanto son incapaces

de discriminarlas caseínasdela lechedecabrade las de vacay oveja.

IV.4. OBTENCION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS

MONOCLONALES

Parala obtenciónde anticuerposmonoclonales,comenzamosla inmunizaciónde

ratonesBalb/cdeocho semanasde edad,conla caseínaas~de la lechedecabrapurificada

porcromatografíade intercambiocatiónico.Comoen el caso de los conejos,a los ratones
seles extrajounamuestrade sangreantesde comenzarla inmunizacióny el sueroseanalizó

porun ELISA Indirectofrentea 20 ~.tgde losextractosantigénicosCC, CV y CO. Ninguno
de los animalesmanifestó¡tactividadinmunológicafrenteadichosextractos,por lo que se
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Tabla IV.1. Actividad del inmunosueroobtenido de conejosfrente a
la caseína de la lechede cabra, utilizando un ELISA
Indirecto

DILUCIONES
INMUNOSUERO

CABRA

1/1000
1/ 2000
1/4000
1/8000
1/ 16000
1 1 32000
1/64000

2,854*
2,824
2,598
1,907
1,416
0,951
0,579

CASEINAS TOTALES
(20gg)

VACA

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

QYEJA

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

* Densidadópticaa405 ¡mi
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consideraronaptosparasu inmunización.Durantela inmunizacióndelos ratonestambiénse
realizaronsangríasparciales.En la primerade ellas,efectuadaa los 25 días,ya seapreció
inmunoreactividadde los animalesfrentea las CC, incrementándoseéstaen la segunday
tercerassangrías,realizadasa los 40 y 55 días respectivamentedel comienzode la
inmunización,por lo queprocedimosa realizarla fusióncelulara los 60 díasde la primera
inoculación.

IVA.1. FUSION CELULAR

El bazodel ratónconel título mayordeanticuerposfrentea lascaseínasde la lechede

cabra(FiguraIV.8.), seutilizó parala fusión de los linfocitos conlas célulasde mieloma
(P3X63-Ag 8.653). A las24 horasde realizadala fusión secomenzóla selecciónde los
hibridomasconel medioHAT y, alos 7 días,ya seobservabanlos primeroshibridomasal
microscopio.A los 15 días,seevaluóla capacidadde los sobrenadantesdelos hibridomas
parareconocera las caseínasde la leche de cabramedianteun ELISA Indirecto. Las
condicionesdeesteensayopreliminarfueron:

- Antígeno:20 ~.tgdelextractoantigénicoCC/pocillo
- Anticuerpo:sobrenadantesdecultivo delos hibridomas(dilución 1/1)

- Conjugado:uno comercialde anti-inmunoglobulinasderatónobtenidodeconejoy
marcadoconel enzimaperoxidasade rábanoala dilución 1/1500(vIs’) en tampónPBST

De este estudiodeterminamosque la eficiencia de la fusión celular (número de
pocillos quemostrabancrecimientode hibridomas/númerototal depocillos utilizados)fue
mayordel 50%.Asimismo,de 400 pocillos quemostrabancrecimientode hibridomas,el
25%producíananticuerposfrentea las caseínasde la lechede cabra.

IV.4.2. SELECCION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES DE
INTERES

Los sobrenadantesde los hibridomasseanalizarontambiénmedianteun ELISA

Indirecto frente a los extractosantigénicosCO y CV (20 .tg), para determinarsu

especificidad.Estesegundoestudiodeterminóla existenciade 8 lIneascelularesque
producíananticuerposespecíficosfrente a las caseínasde la lechede cabra y queno
reconocíaninmunológicamentea las caseínasde las lechesde vaca y oveja. Estos 8
hibridomasfuerondonadospor dilución limite, hastaobtenerlos subclonesestabilizados

denominados:A1H 11H (A1H), B2B liC (B2B), C2H 1lH (C2H), C6C70 (C6C),CXI
2A (CXI), F4E2E (F4E) y A6F SD (A6F).
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Porotra parte, la posibleinmunidadcruzadade las 8 lineascelularesproductorasde
anticuerposmonoclonalesfrentea lascaseínasde la lechede cabra,seexaminómedianteun
ELISA Indirecto, enfrentandolos sobrenadantescelularesa 20 .tg/pocillo de diferentes
extractosantigénicos(Tabla IV.2.). De los resultadosobtenidos,se deduceque los
anticuerposmonoclonalesanalizadosson monoespecificosparalascasefnasde la lechede
cabra y no reconocenotras proteínascomo las caseínasde la leche de vaca y oveja,

extractoscárnicos (de cerdo, vaca, caballo y pollo), proteínade soja, gelatina y
seroalbúminabovina.

Estas 8 lineascelulares fueronseleccionadasparala producciónen granescalade

anticuerposmonoclonalesfrentea lascaseínasdela lechede cabralo quesellevó acabode
dos formas diferentes.Por una parte, se expandieronlas lineas celularesmediante

-a

subcultivoscelularessucesivosde placasde 96 pocillos aplacasde 48, 24 y 6 pocillos y a

frascosde cultivo de 25 y 75 cm2, hastaobteneraproximadamente50 ml de los
sobrenadantes.Al mismo tiempo, 2 lineas celulares (B2B y C2H) se utilizaron en
induccióndetumoresasciticosen ratonesBalb/c, recogiendounos2 ml deliquido ascÉtico

de cadalíneacelular.

IV.4.3. CARACTERIZACION ISOTIPICA DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES SELECCIONADOS

La caracterizacióninmunológicade la clase y subclasede los 8 anticuerpos

monoclonales,sereajizó utilizando un Kit comercialde Sigmaconun antisuerocomercial
de conejo y medianteun ELISA Indirecto. Los resultadosobtenidosindicaronque 6
hibridomassecretabananticuerposIgGl, mientrasotros 2 (AlH y F4E) secretabanIgM.

IV.4.4. ACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
SELECCIONADOS, FRENTE A LAS CASEíNAS DE LA

LECHE DE CABRA UTILIZANDO UN ELISA INDIRECTO

Paradeterminarla especificidady reactividadde los 8 anticuerpos monoclonalesde
los sobrenadantesde las lineascelularesy de los líquidosasciticos,sedesarrollóun ELISA

Indirecto,enel quelas condicionesdelensayofueron:
- Antígeno:20 ¡.tg delas caseínasdela lechedecabra(CC)/pocillo
- Anticuerposmonoclonales:los sobrenadantesde las 8 lineas celularesy los 2

líquidosasciticosadiferentesdiluciones(1/8000a 1/12800)(y/y) en PBST
- Conjugado:uno comercialdeanti-inmunoglobulinasderatónobtenidasdeconejoy

marcadascon la enzimaperoxidasade rábano,ala dilución 1/1500(vIs’) en PBST.
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En la FiguraIV.9. se muestranlos resultadosobtenidosy de su análisisesposible
afirmarquede los 8 anticuerposmonoclonalesobtenidosde los sobrenadantesde las lineas
celulares,3 de ellos (B2B, Bl2B y C2H) son los másreactivos(1/3200B2B, 1/1600
E 12B y 1/1600C2H), mientrasquede los 2 líquidosasciticosobtenidos,el B2B (1/10000)
fue el de mayoractividad.De estaforma, nuestrotrabajocontinuécon la seleccióndelos 3
anticuerposmonoclonalesquemostrabanla mayor reactividadinmunológicaa partir de los

sobrenadantescelulares(B2B, E12B y C2H) y unodel liquido ascÉtico(B2B).

Los tresanticuerpos¡nonoclonalesseleccionadosse purificaronparcialmentepor
precipitacióncon sulfato amónicoy sedeterminósu concentraciónde proteína,segúnel
métododescritoporHarlow y Lane(1988), obteniendolossiguientesresultados:

Anticuerpo ¡nonocional Concentración de proteína(mg/mi)

Liquido Ascitico B2B 0,49

SobrenadanteC2H 0,99
SobrenadanteB12B 0,98

SobrenadanteB2B 1,19

Unavez purificadosy paradeterminarsi la purificaciónparcialpor sulfatoamónico
hablainfluido en suactividadinmunológica,realizamosun ELISA Indirectocon lasmismas
condicionesque el realizadocon los anticuerpossin purificar (Figura IV.9.). De los
resultadosde la FiguraIV.10~, se compruebaquelos resultadosobtenidoscon los
anticuerposmonoclonalessin purificar y purificadossonlos mismos,lo quesignificaque
supurificaciónparcialporsulfatoamónicono reducesu actividad.

El siguientepaso fue la determinaciónde la actividad de los 4 anticuerpos
monoclonalesseleccionados,frentea la lechecrudade cabra.Paraello serealizóun ELISA
Indirectoutilizandocomoantígenolechecrudadecabraala dilución 1/200(y/y) entampón
PBS, los sobrenadantesde cultivo y el liquido asciticoa diferentesdiluciones(1/800a
1/12800.vIs’ en tampónPBST) y el conjugadode anti-inmunoglobulinasde ratón a la
dilución 1/1500(y/y) en PBST. De los datosobtenidos(FiguraIV. 11.), sedesprendeque
de los 4 anticuerposmonoclonalesestudiados,los másinmunoreactivosfrente al extracto
antigénicode la lechecrudade cabra fueronel sobrenadantedelcultivo y el líquidoascitico

del hibridomaB2B. Por estarazón,el Acm B2B presenteen el sobrenadantedel cultivo

celulary enel liquido ascitico,fue seleccionadoparacontmuarconél nuestrotrabajo.
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IV.4.5. DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD Y ACTIVIDAD

DEL ANTICUERPO MONOCLONAL B2B

En la Tabla IV.3. se muestranlos valores de absorbanciaa 405 nm del Acm B2B,

procedentetanto del líquido asciticocomo delsobrenadantedel cultivo celulara diferentes
diluciones (1/800a 1/12800,y/y en tampónPBST), frente a las caseínasde la lechede
cabra,ovejay vaca(20 gg/ l00~.ñ en tampónPHS)y frenteala lechecrudadecabra,oveja
y vaca(dilución 1/200 v/s’ en tampónPBST).De los resultadodobtenidos,sededuceque
la especificidaddel anticuerpomonoclonaldel sobrenadantecelular,frentea lascaseínasy
la lechecrudade cabra,es mayorquela quepresentaen el liquidoascitico,Debidoa esta
mayorespecificidad,elegimosel sobrenadantecelulardelcultivo del hibridomaB2B, para

continuarnuestrotrabajodeinvestigación.

Debido a queel objetivo de nuestrotrabajoeradetectarla lechede cabra,tanto en
mezclasfrescascomoen quesosmadurados,el siguientepasoen nuestrainvestigación

consistióen evaluarla actividad del Acm B2B frente a la lechede cabrasometidaa los

tratamientostérmicos depasterizacióny esterilización(dilución 1/200y/y en tampónPBS).
De los resultadosde la TablaIV.4., sededucequela actividaddelAcm B2IB frentealaleche

cruda,pasterizaday esterilizadade cabrafue prácticamentela misma,lo queindicaquela
actividaddedicho anticuerpomonoclonalesconstantefrentea las diferentestemperaturas
de procesadodela lechedecabra.

Finalmente,la especifidaddel Acm B2B frente a las caseínasde la lechede cabra,

ovejay vaca,asícomofrente alas caseínas([3, ic, asiy as2)dela lechedecabrapurificadas

por cromatografíade intercambiocatiónico(20 gg/lOOp.l en PBS),sedeterminópor la
técnicade inmunoblotting.La dilución del Acm B2B empleadafue la 1/1000 (y/y) en

tampónPBST.De los resultadosobtenidos(Figura IV.12.), sededucequeel Acm B2B es

monoespecificofrenteala caseínaaszdela lechedecabra.

Debidoala especificidaddel Acm B2B purificado,frentea la caseínade la lechede

cabra,sedecidióutilizarloenla deteccióny cuantificaciónde la presenciadelechede cabra
en mezclaslácteasfrescasy quesosmadurados,medianteel desarrolloy puestaa puntode
técnicasinmunoenzimáticas(ELISA) adecuadas.
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IV.5. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE

CABRA EN MEZCLAS LACTEAS, UTILIZANDO

METODOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA)

El Acm B2B parcialmentepurificadoporprecipitacióncon sulfato amónico,se utilizó

en las técnicasde ELISA Indirecto, Sandwichy Competitivoparadeterminarla presenciade
la lechede cabracruday de la sometidaa tratamientosténnicosen mezclaslácteascon
lechesfrescasde ovejay vaca.

Comosedescribeen la sección111.2.1.2.de estamemoria,seutilizarontres mezclas
experimentalesindependientesde lechede cabraen lechede oveja,y de lechedecabraen
lechede vaca,dependiendodel origende la lechede cabra.De cadamezcla,serealizaron6
ensayosindependientespara,posteriormente,realizarestudiosestadísticosutilizando el
programa‘Statview’ y representarlos valoresmediosobtenidosen forma de rectapatrón.

Cadapunto de la recta patrón representa,por lo tanto, la media de los valoresde
absorbanciaa405 nm de lasseisexperienciasindependientesrealizadasconcadamezcla.

IV.5.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE CRUDA DE

CABRA EN LA LECHE CRUDA DE OVEJA

A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

Las concentracionesóptimas de los reactivos utilizados en los ensayos,se
determinarontrasvariasexperienciaspreliminaresy siguiendola metodologíadescritaenel

apanado111.2.8.1.de estamemoria.Los resultadosobtenidosindicaronquela diluciónmás

apropiadadel Acm B2B erala 1/1000(y/y) en tampónPBST, mientrasquela del conjugado

de antiinmunoglobulinasderatónobtenidasdeconejoy marcadasconel enzimaperoxidasa
de rábanofue la 1/1500 (y/y) en tampón PBST. Como antígenose utilizaron las tres
mezclaslácteasexperimentalesrealizadasa la dilución 1/25 (vIs’) en tampónPBS,conlos
porcentajesde sustituciónde 0,0,5,1,2,5,5,10y 15% de lechecrudade ovejapor leche
crudade cabra.

La FiguraIV.13., muestralos valoresmediosde la absorbanciaa405 nm,de las tres

mezclasexperimentalesprocedentesde 6 ensayosdiferentes.Utilizando estatécnicay los
reactivosdescritos,esposiblecuantificarla sustituciónde un 0,5 aun 15%de lechecruda

de ovejapor lechecrudade cabra,mediantela ecuación:A405= 0,3505+ 0,1138 x, cuyo

155



Resultados

coeficientede regresiónfue de r2= 0,996 y el coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 —

0,996 (p= 0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde lechede cabrapor lechede
oveja. Aunquela rectapatrónnos permitecuantificardel 0,5 al 15% de sustitución,los
valoresde absorbanciapara los porcentajesde sustituciónmenores(0,5-2,5%) son
pequefiosy poco significativos,por lo que decidimosintentarmejorarestosresultados
utilizando otratécnicainmunoenzimática.

B. TECNICA DEL ELISA SANDWICH

En la desarrollode estatécnicainmunoenzimáticase utilizaron varios modelos

experimentales.El primerode ellos utilizabael inmunosueroanti-CCobtenidode conejosy
el Acm B2B, ambospurificadosparcialmentepor precipitacióncon sulfato amónico,del

queserealizarondos variantes,unaque teníacomoanticuerpode capturaal Acm B2B y

comoanticuerpode detecciónal inmunosueroanti-CCy, otra,enla queseinvirtieron las

posiciones,es decir, como anticuerpode capturael inmonusueroanti-CC y como
anticuerpode detecciónel monoclonalB2B. Los resultadosobtenidos(no mostrados),
indicaronqueestesistemade ELISA Sandwich,no discriminabala lechede cabrade la

lechede oveja.

Parael segundomodelo,utilizamosdos anticuerposmonoclonales(B2B y B 12B) y
comoen el casoanterior,serealizaronvariosexperimentosintercambiandolasposiciones
de los anticuerposde capturay de detección.Los resultadosobtenidos(no mostrados),de
estesegundomodelotampocopermitierondiscriminarentrelas lechesde cabray oveja,ya
queinclusola lechede ovejasin nadade cabramuestraunaabsorbanciaa405 nm de 0,5 y
0,6, no existiendodiferenciasentrelos porcentajesdemezclamásbajosy los másaltos.

Losresultadosde las experienciasdescritasen esteapartadopermitenconcluir quelas
técnicasdelELISA Sandwichdesarrolladosno mostraronsu utilidad en la detecciónde
lechede cabraen la de oveja.

C. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Dadala ineficaciadel ELISA Sandwichy con el fin de mejorarlos resultados

obtenidoscon la técnicadel ELISA Indirecto,seprocedióal desarrolloy puestaa puntoun
ELISA Competitivo.

En primer lugar, se determinaronlas concentracionesidóneasde los reactivos
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utilizadosen los ensayos.Despuésde variosensayospreliminares,seestablecieronlas
condicionesóptimasde trabajo,quefueron:

- AnUg~nQ: comoantígenoseutilizaron 20 gg/podilo de las caseínastotalesde cabra
liofilizadas (extractoantigénicoCC>.

- Mu~s¡rna.prnbkmx las tresmezclasdelecheexperimentalesrealizadas,a la dilución
— 1/200en tampónPBST (y/y) en tampónPBSTen los diferentesporcentajesde sustitución

de lechede ovejapor lechede cabra.

-.~.njkjj~r.pa: el monoclonal B2B, parcialmente purificado por precipitación con
sulfatoamónicoa la dilución 1/1000(y/y) en tampónPBST.

- Cm~jjag¡dQ: uno comercialde anti-inmunoglobnlinasde ratónobtenidasdeconejoy
conjugadasal enzimaperoxidasade rábano,diluido ala 1/1500(y/y) en tampónPBST.

Los resultadosobtenidoscon el ELISA Competitivo (FiguraIV.14.) semuestranen
funcióndel % de Inhibición, calculadoapartir de los valoresde la absorbanciaobtenidosa
405nm, de la siguientemanera:

B (valor de la A405 en cadapunto)

96 A405 = x 100

B0 (valor dela A«)5 del0% de mezcla)

96 Inhibición= 100 - 96 A405

Losestudiosestadísticosserealizarondel mismo modo queen el ELISA Indirecto,
por lo quecadapuntode la gráfica representala mediadelporcentajede inhibición de seis
experienciasdistintas,concadaunadelas tresmezclasexperimentales.Conestatécnicaes

posibledetectary cuantificarla sustituciónde un 0,25%a un 15 % delechede ovejapor
lechede cabra,utilizando la ecuaciónde regresiónlogarítmica:log A405= 0,0383 - 0,3831
log x, cuyo coeficientede regresiónfue de r

2= 0,976y el coeficientede regresiónajustado
Adj. r2 = 0,970(p= 0,0001), siendox el porcentajede sustituciónde lechede oveja por
lechede cabra.

Comparandoestosresultadoscon losobtenidosconel ELISA Indirecto, se observa
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Figura IV 14. Detecciónde leche cruda de cabra en leche de oveja, utilizando
la técnica del ELISA Competitivo. Cada punto de la gráfica
corresponde a la media de los resultadas de 6 experiencias
diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.
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Resultados

quela técnicadel ELISA Competitivopermitedetectary cuantificarporcentajesde mezcla
muchomds bajos, ya queparasustituciónesdel 0,25% se apreciaya un porcentajede
Inhibición superioral 25%, de lo quesededucequela sensibilidadde esteensayoesmucho
mayorqueel del ELISA Indirecto.

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

En estatécnicael Acm E2B parcialmentepurificadopor precipitacióncon sulfato

amónico,seconjugóa la biotinay la deteccióndelos anticuerposbiotinizadosunidosasus
antígenosespecíficos,se realizó empleandoun conjugadode comercialestreptavidina-
peroxidasa.Conel fin de ponera puntoestatécnicaserealizaronnumerososexperimentos,

aunquelos resultadosobtenidos(no mostrados),indicaronquela biotinizacióndel Acm

B2B originabauna disminuciónde suactividadparareconocerla lechedecabraen mezclas
lácteas,por lo quesedecidióutilizar las técnicasdelELISA Indirectoy Competitivocon los
anticuerpossin conjugarcon la biotinaen el restode la investigación.

IV.5.2.DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE CRUDA DE

CABRA EN LA LECHE CRUDA DE VACA

A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

La metodologíay los reactivosempleadosen la deteccióndelechecrudade cabraen la

lechecrudadevaca, fueronlos descritosen la secciónIV.5,1.A. La dilucióndel Ac~ fuela

1/1000y la del conjugadola 1/1500.Comoantígenose utilizaron las tres mezclaslácteas
experimentalesa la dilución 1/25 (y/y) en tampónPBS,con los porcentajesde sustitución
de 0,0,5, 1,2,5,5,10y 15% de lechecrudade vacaporlechecrudade cabra.

En la FiguraIV. 15. semuestranlos valoresde la absorbanciaa405 mu obtenidoscon
las tres mezclasexperimentalesutilizadas.Cadapunto de la gráfica correspondea los
valoresmediosde los resultadosde seisexperienciasindependientes.De los resultados

obtenidos,sededucequela técnicadelELISA Indirectopermitedetectarla sustituciónde un
0,5 a un 15%de lechede vacaen lechecrudadecabra,utilizando la ecuaciónderegresión

lineal: A405= 0,4211 + 0,1122x, cuyo coeficientede regresiónfue de r
2= 0,981 y el

coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,977 (p= 0,0001), siendox el porcentajede

sustitucióndelechede vacanpor lechedecabra.
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B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Con objeto de mejorar los resultadosobtenidoscon el ELISA Indirecto, para

pequeñosporcentajesde lechecrudade vacapor lechecrudade cabra,se procedióa la
puestaa puntode un métodode ELISA Competitivo.Paraello, seemplearonlas diluciones

de antígeno,anticuerpoy conjugadodescritosen la secciónIV.5.l.C. Las muestras
problemafuerontres mezclaslácteasexperimentalescondiversosporcentajesde sustitución
de lechefrescade vacapor lechecrudade cabraala 1/200enPBST (vis’).

La figura I’V.16. muestrala relaciónentreel porcentajede Inhibición dela absorbancia
a 405 nm y el porcentajede sustituciónde la leche,calculadosapartir de 6 ensayosconlas
3 mezclas lácteas independientes. La absorbancia se relaciona con el porcentaje de
inhibición comose describeen el apartadoIV.5. 1.C.y con el porcentajede sustitución

(0,25-15%),mediante la ecuaciónde regresión logarítmica:log A~5= 0,4290- 0,3360log
x, cuyo coeficientede regresiónfue der

2= 0,975y el coeficientede regresiónajustadoAdj.
= 0,970 (p= 0,0001),siendox el porcentajede sustitucióndelechede vacapor lechede

cabra.

Con los resultadosobtenidosesposibledecirque,al igual queocurríaen la detección
de lechecrudade cabraen lechede oveja,el ELISA Competitivomejorasensiblementela
deteccióny cuantificaciónde lechecrudade cabraen lechedevaca.

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

Paradeterminarla posibleinfluenciade los tratamientostérmicosen la deteccióny
cuantificacióndela lechedecabraen la lechede oveja,las muestrasde lechecrudade cabra

de la procedenciaquese indicaen la sección111.1.2.2.,sesometierona los tratamientos
térmicosde pasterizacióny esterilizacióndescritosen la sección111.2.1.2.

Posteriormente,seprepararonlas tresmezclasresultantesdecadatratamientotérmico
(lechepasterizadade cabra/lechecrudade ovejay lecheesterilizadade cabra/lechecrudade
oveja),las cualesseanalizaronpor las técnicasdel ELISA Indirectoy ELISA Competitivo.
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Figura ¡V.1S. Detección de leche cruda de cabra en leche de vaca, utilizando
la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la gráfica
corresponde a la media de los resultados de 6 experiencias
diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.
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A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

Utilizandoel ELISA Indirectodescritoen la secciónIV.5.l.A., seanalizaronlas tres
mezclasquecontenían0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10 y 15%de sustituciónde lechecrudade oveja
/lech epasterizadade cabra y de las otras tres mezclascon los mismosporcentajesde

sustituciónlechecrudade oveja/de lecheesterilizadade cabra.

LasFigurasIV. 17. y IV. 18. muestranlos resultadosdel ELISA Indirecto, para la
deteccióny cuantificaciónde porcentajesde sustitución del 0,5 al 15% de lechecrudade
oveja por lechepasterizada(IV.17.) o esterilizada(IV.l8.) de cabra.Lasecuacionesde
regresiónlineal, calculadasa partir de seis ensayosindependientescontres mezclaslácteas
experimentalesdistintas,fueronlas quesedescribenacontinuación.

En el caso de la lechepasterizada:A405= 0,131 + 0,4583 x, cuyocoeficientede

regresiónfue de r
2= 0,983 y el coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,979 (p=

0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde lechede oveja por lechepasterizadade
cabra.Parala lecheesterilizada:A~

5= 0,3208+ 0,0955x,cuyo coeficientede regresiónfue

de r
2= 0,966y el coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,960(p= 0,0001),siendoxci

porcentajede sustituciónde lechede ovejapor lecheesterilizadadecabra.

Con los resultadosobtenidospodemosafirmarqueel ELISA Indirectoutilizadoenla

deteccióndelechepasterizadao esterilizadade cabraen lechede oveja,permitecuantificar
porcentajesde sustitucióndel 0,5 al 15%.

En la FiguraIV. 19. semuestranlos valoresde absorbanciaconel ELISA Indirecto,

parala deteccióny cuantificaciónde porcentajesde sustituciónen el rangodel 0,5 al 15%
de lechedeovejapor lechecruda,pasterizadao esterilizadade cabra.De ellossededuce,
quela sensibilidaddel ELISA Indirectoparadetectarla presenciade lechepasterizadade
cabraen la de ovejaesincluso mejorqueparala lechecruda,disminuyendoligeramenteen

las mezclascon lecheesterilizada.

B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Las mezclasde lechepasterizaday esterilizadade cabraconlechecrudade oveja,
tambiénse analizaronmediantela técnicadel ELISA Competitivodescritoen la sección
IV.5.1.C.
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Figura ¡‘¿.18. Detección de leche esterilizada de cabra en leche de oveja,

utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.
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Figura ¡‘¿.17 Detección de leche pasterizada de cabra en leche de oveja,
utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.
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Resultados

Para las mezclascon leche pasterizadade cabra (Figura IV.203, la ecuaciónde
regresiónlogarítmicaobtenidaparaporcentajesde sustitucióndel 0,25 al 15% fue: log

A405= -0,0545 - 0,3807 log x, cuyo coeficientede regresiónfue de r
2= 0,976 y el

coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,971 (p= 0,0001), siendox el porcentajede
sustituciónde lechede ovejapor lechepasterizadade cabra,

En el casode las mezclascon lecheesterilizada(Figura IV.21.): log A
405= - 0,01~0-

0,4044log x, cuyo coeficientede regresiónfue de r
2= 0,983y el coeficientede regresión

ajustadoAdj. r2 = 0,980 (p= 0,0001), siendox el porcentajede sustitución de lechede
ovejapor lecheesterilizadadecabra.

La representaciónde los porcentajesde inhibición obtenidosen la deteccióny

cuantificaciónde la sustitución del 0,25 al 15% de leche de oveja por leche cruda,
pasterizadao esterilizadade cabrasemuestranen la FiguraIV.22. La sensibilidadde]
ELISA Competitivono resultaafectadapor los tratamientostérmicosalosquesesometela
leche,aunquecomoen el ELISA Indirecto, en el casode la lecheesterilizadadisminuye
ligeramente.En cualquiercaso,la sensibilidaddel ELISA Competitivoes mejor que la del
ELISA Indirecto, al igual queocurríaen la detecciónde la lechecrudadecabraen la leche

de oveja.

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

Comoen el casode la lechede oveja, serealizaronmezclasde lechepasterizada/

esterilizadade cabraen lechecrudade vaca,con unosporcentajesde sustitucióndel 0,
0,5, 1, 2,5, 5, 10, y 15% de una lechepor otra, que seanalizaronpor las técnicasdel
ELISA Indirectoy Competitivo.

A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

La metodologíaempleada,asícomolasconcentracionesde los reactivosutilizados,

fueronlasmismasquelasdescritasenla secciónW.5.l.A.

En el caso de la leche pasterizada(Figura IV.23.), la ecuaciónobtenidaparala
cuantificaciónde los porcentajesde sustitucióndeI 0,5 al 15% de lechede vacapor leche
pasterizadadecabrafue: A

405= 0,1246+0,4838x, cuyo coeficientede regresiónfuede r
2=
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Figura ¡‘¿.20. Detección de leche pasterizada de cabra leche de oveja,
utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.
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Figura 11/21. Detección de leche esterilizada de cabra enleche de oveja,

utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
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Resultados

0,988 y el coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,986(p= 0,0001), siendo x el
porcentajede sustitucióndelechedevacapor lechepasterizadade cabra.

Parala lecheesterilizada(FiguraIV.24.), la ecuacióndecuantificacióndel 0,5 al 15

% de sustituciónfue la siguiente:A
405= 0,0966+ 0,2577x, cuyo coeficientede regresión

fuede r
2= 0,993 y el coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,992 (p= 0,0001),siendo

x el porcentajede sustituciónde lechede vacapor lecheesterilizadadecabra.

Los resultadosobtenidoscoincidenconlos delas mezclascon lechedeoveja,por lo

quee] ELISA Indirectoutilizado parala detecciónde lechepasterizadao esterilizadade
cabraen lechede vaca,permitecuantificarporcentajesde sustitucióndel 0,5 al 15%. En la

— FiguraIV.25., secomparanlos valoresde absorbanciaobtenidoscon la técnicadel ELISA

Indirectoparala detecciónde lechecmda,pasterizaday esterilizadade cabraen lechede
vaca. En estecaso,seobservaunagrandisminucióndela absorbanciaconlecheesterilizada
debido,probablemente,aunamayor desnaturalizaciónde las caseínasa la temperaturade
esterilización,mientrasquecon la lechepasterizadalos valoressonsimilaresalos obtenidos
conla lechecruda.

B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Lasmezclasde lechepasterizaday esterilizadade cabraconlechecrudade vaca,se

analizaronmedianteel ELISA Competitivodescritoenla secciónIV.5.1.C.

En la FiguraIV.26. se représentanlos resultadosobtenidosparalas mezclascon leche

pasterizada,siendola ecuaciónde regresiónlogarítmica obtenidapara la deteccióny

cuantificaciónde porcentajesde sustitucióndel 0,5 al 15%la siguiente:log A
405= 0,0480-

0,3465log x, cuyo coeficientede regresiónfue de r
2= 0,974y el coeficientede regresión

ajustadoAdj. r2 = 0,970(p= 0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde lechede vaca
por lechepasterizadadecabra.

Y paralas mezclasconlecheesterilizada(FiguraIV.27.): log A
405= 0,0697 - 0,2991

log x, cuyo coeficientede regresiónfue de r
2= 0,978y el coeficientede regresiónajustado

Adj. r2 = 0,974(p= 0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde lechedevacapor

lecheesterilizadadecabra.

La representaciónde los valoresdel % de inhibición obtenidosparala sustituciónde
un 0,25 aun 15% de lechede vacapor Lechecruda,pasterizaday esterilizadade cabrase
muestranen la FiguraIV.28. De ellasededuceque, la sensibilidaddel ELISA Competitivo
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Figura ¡1/23. Detección de leche pasterizada de cabra en leche de vaca,
utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.
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Figura 131.24. Detección de leche esterilizada de cabra en leche de vaca,
utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.
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Figura 11/26 Detección de leche pasterizada de cabra en leche de vaca,
utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.

80

70

O

1
60

50

40

30

20 o
% Sustitución Lechede Vaca/Esterilizadade Cabra

Figura 11/27. Detección de leche esterilizada de cabra en leche de vaca,
utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes con 3 mezclas lácteas distintas.
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Resultados

no resultaafectadapor los tratamientostérmicosalosque sesometela leche,permitiendo
la deteccióny cuantificaciónde la sustituciónde lechede vacapor la de cabratratada
térmicamente,convaloressimilaresa los obtenidosparala lechecrudadecabra,inclusoen

el casodela lecheesterilizada.

IV.6. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE

CABRA, EN QUESOS MADURADOS DE OVEJA Y

VACA, UTILIZANDO METODOS INMUNOENZIMA-

TICOS (ELISA)

En los trabajosdesarrolladosparala deteccióny cuantificaciónde lechedecabraen

quesosmaduradosde ovejay vaca,seempleóel Acm B2B especificode lascaseínasde la

lechede cabray parcialmentepurificadopor precipitaciónconsulfatoamónico,asícomolas
técnicasinmunoenzimáticasdel ELISA Indirectoy Competitivo.El procedimientoseguido

fue similar al descritocon las mezclaslácteas,utilizándosetres tipos de quesode cabra,
fresco,tierno y madurado,paradeterminarsi el reconocimientodelas caseínasde la leche

de cabraporel Acm B2B, sevelaafectadapor las transformacionesquesufrenlas caseínas

durantela maduracióndelqueso.

Lasmezclasserealizaronconquesosde oveja(Roncal)y vaca(Mahón),maduradosy
con Denominaciónde Origen, paraasegurarel origen y la genuidadde laslechesutilizadas

en sufabricación.

IV.6.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN QUESOSMADURADOS DE OVEJA

Serealizarontres mezclasexperimentales(MI, MII y MIII) quecontenían0, 0,250,
0,5, 1, 2,5, 5,10, 15 y 25% desustituciónde quesode oveja (Roncal)porquesode cabra
fresco (MI), tierno (MII) y madurado(MIII) dela maneradescritaen la sección111.2.1.3.
de estetrabajo.Cadamezclaseanalizóen 6 ensayosindependientes,conlos queserealizó
un estudioestadísticoutilizando el programaStatview,representandolos valoresmedios

obtenidosen formade rectapatrón.Cadapunto de la rectapatrónrepresentapor lo tanto,la
mediade los valoresde absorbanciaa 405 nm de las seisexperienciasindependientes
realizadasconcadamezcla.
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A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

En primer lugar, se determinaronlas concentracionesidóneasde los reactivos

utilizadosen losensayos,siguiendola metodologíadescritaen el apartado111.2.8.1.de esta
memoria,encontrándoseque eran las mismaspara las tres mezclasy resultandoque la

dilución óptima del Ac1~ B2B era la 1/2000 (y/y) en tampónPBST, mientrasque la del

conjugadoanti-inmunoglobulinasderatónerala 1/1500(y/y) en tampónPBST.

Comoantígenosseemplearonlas 3 mezclasexperimentalesde quesosquecontenían
0, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15 y 25% de quesode cabraen mezclacon el de oveja, a la
dilución 1/1600 (y/y) en tampónPBS.

La FiguraIV.29. muestralos resultadosde la sustituciónde quesomaduradode oveja
(Roncal)porquesofrescode cabra(MI). Cadapuntorepresentala mediade la absorbancia

deseisexperienciasdistintas.Laecuaciónresultanteparala deteccióny cuantificaciónde
quesofrescode cabraen quesomaduradode oveja, fue de: log A405= -0,4533 + 0,5003

log x, con un coeficientede regresiónde r
2= 0,992y el coeficientede regresiónajustado

Adj. r2 = 0,990 (p=O,O00l),siendox el porcentajede sustituciónde quesode ovejapor
quesofrescode cabra.

A continuación,seanalizóla mezclaquesomaduradode oveja(Roncal) conqueso

tierno de cabra(Garrotxa)en (MII). Los resultadosobtenidosconestamezclase muestran
en la FiguraIV.30., cuyaecuaciónparael rangode sustitucióndel 0,25 al 25%fue de: log

r
A

405= -0,4639 + 0,5763 log x, con un coeficiente de regresión de r
2= 0,991 y el

coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,989 (p=0,000l),siendox el porcentajede
sustituciónde quesodeovejaporquesotiernode cabra.

Los resultadosobtenidosal analizarla terceramezclaexperimental(MIII), utilizando

comoquesode cabrael madurado(Cáceres),semuestranen la FiguraIV.31. En estecaso,
la ecuaciónresultanteparael rangode sustitucióndel 0,25 al 25% de quesomaduradode

ovejapor quesomaduradode cabrafue:log A
405= -0,4486 + 0,50867 log x, con un

coeficientede regresiónde r
2= 0,945y el coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,936

(p=0,OOO1), siendox el porcentajede sustituciónde quesode ovejaporquesomadurado
de cabra.

Finalmente,en la FiguraIV.32. semuestrala absorbanciaa405 nm de lasmuestras
con los porcentajesde sustitucióndel0,25al 25% del quesomaduradode oveja (Roncal)

porel quesofresco, tierno (Garrotxa)y madurado(Cáceres)decabra.De ellase deduce,
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Figura 11/29. Detección de queso fresco de cabra en queso madurado de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Indirecto. Cada punto
de la gráfica corresponde a la media de los resultados de 6
experiencias diferentes.
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queutilizando la técnicadel ELISA Indirectodescritoesposibledetectary cuantificarla

presenciade lechede cabraen quesomaduradode oveja, observándosediferenciasen la
absorbanciaa 405 nm segúnel períodode maduracióndel quesode cabrautilizado, Sin
embargo,al igual queel casode las mezclaslácteas,las diferenciasson menoresen los
porcentajesdesustituciónmenores(0,25-5%).

B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

Para la deteccióny cuantificaciónde quesode cabra en quesode oveja, se ha
desarrolladoy puestoa punto, ademásdel ELISA Indirecto previamentedescrito,una

técnicade ELISA Competitivo.

Despuésde variosensayospreliminares,seestablecieronlas condicionesóptimasde

trabajo;quefueronlas mismasparalas tresmezclas:

- Anlig~im: comoantígenoseutilizaron20 ~tg/pocillode las caseínastotalesde cabra
liofilizadas (extractoantigénicoCC>.

- Mu~Za&umbkmn: los diferentesporcentajesde sustituciónde quesode ovejapor
quesode cabra,delas tresmezclasexperimentalesrealizadas(MI, 11,111),ala dilución 1/50
(y/y) en tampónPBST.

-..Anikn~wQ: el monoclonalB2B, parcialmentepurificadopor precipitacióncon
sulfatoamónico,ala dilución 1/1000(y/y) entampónPBST.

- £Qnjug¡dn:el comercialde anti-inmunoglobulinasde ratónobtenidasde conejoy
conjugadasal enzimaperoxidasade rábano,diluido ala 1/1500(y/y) en tampónPBST.

Los resultadosobtenidosutilizandola técnicadelELISA Competitivosemuestranen
función del porcentajede Inhibición, calculadode la maneradescritaen la sección
IV.5.l.C. Los resultadosobtenidosse analizaronde la maneradescritaen el ELISA
Indirecto, por lo que cadapunto de la gráfica representala media del porcentajede
inhibición de seis experienciasdistintas realizadascon cadauna de las tres mezclas

experimentales.

La FiguraIV.33. muestraque,con los resultadosobtenidosutilizandoestatécnica,es

posibledetectary cuantificarla sustituciónde un 0,25 a un 25% de sustituciónde queso
maduradode oveja (Roncal)por quesofrescode cabra(MI), mediantela ecuación:log
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A405= 0,1203 - 0,3855 log x, cuyo coeficiente de regresión fue de r
2= 0,983 y el

coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,980 (p= 0,0001), siendox el porcentajede

sustituciónde quesomaduradode oveja porquesofrescode cabra.

Siguiendola mismametodología,paraporcentajesde sustitucióndeI0,25 al 25%de
quesomaduradode oveja (Roncal) por quesotierno de cabra(Garrotxa)(MII) (Figura

IV.34.), seobtuvo la ecuación:log A
405= 0,1321 - 0,3539log x, cuyo coeficientede

regresiónfue de r
2= 0,981 y el coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,978 (p=

0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde quesomaduradode oveja por queso
tierno decabra,

Asimismo,parala deteccióny cuantificaciónde porcentajesde sustituciónen el rango

del 0,25 al 25% de queso maduradode oveja (Roncal) por queso maduradode cabra

(Cáceres)(MIII) (Figura IV.35.), la ecuaciónobtenidafue: log A
405= 0,1787 - 0,3344log

x, cuyo coeficientede regresiónfue de r
2= 0,962y el coeficientederegresiónajustadoAdj.

= 0,956 (p= 0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde quesomaduradode oveja
porquesomaduradode cabra.

En la FiguraIV.36. seobservanlos porcentajesdeinhibición obtenidoscon las tres
mezclasparalos distintosporcentajesde sustitución.De los resultadosobtenidos,utilizando

la técnicadel ELISA Competitivo,es posibleafirmar quedicha técnicaes válidaen la
deteccióny cuantificaciónde la sustituciónde quesode ovejapor quesodecabraenel rango

de 0,25 al 25%, mejorandolos resultadosobtenidoscon el ELISA Indirecto y que las
variacionesresultantesdel períodode maduracióndel quesode cabraempleado,son
mínimas.

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

Comoen el casode los quesosde oveja,seutilizaron3 mezclasexperimentalesde
quesomaduradode vaca(Mahón)conlos quesosdecabrafresco(MIV), tierno (Oarrotxa)
(MV) y madurado(Cáceres)(MVII), de la maneradescritaen la sección111,2.1.3,De cada
mezclase realizaron6 ensayosindependientesrealizandoel estudioestadísticode los
resultadosexperimentalesde la maneradescritaen el apartadoIV.6.1.
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Figura 11/33. Detección de queso fresco de cabra en queso madurado de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
punto de la gráfica corresponde a la media de los resultados
de 6 experiencias diferentes.
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Figura ¡1434. Detección de queso tierno de cabra en queso madurado de
oveja, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
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A. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

El inmunosueroy el conjugadofueronlos mismosquelos descritosen el apartado
IV.6.1.A. La dilución másidóneade los antígenosutilizados(los diferentesporcentajesde

sustituciónde quesode vacapor quesode cabrafresco, tierno y maduradoen quesode
vaca)fuela 1/800.

En las figuras IV.37., IV.38. y IV.39. se muestranlos valoresde absorbancia

obtenidosparalos porcentajesde sustitucióndel 0,25 al 25% de vacamaduradopor los
— quesosde cabrafresco, tierno y madurado.Con la metodologíaempleada,el ELISA

Indirectoesválido parala deteccióny cuantificaciónde porcentajesde sustitucióndel 0,5al
25%de quesodevacaporquesode cabra.Lasecuacionesresultantesen cadacasofueron:

(a).- Mezcla de queso maduradode vaca(Mahón)/quesofresco de cabra(MIV):

logA405= -0,4312 + 0,574Iog x, con un coeficientede regresiónde r
2= 0,993, un Adj.

r2= 0,992 (p= 0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde quesode vacapor queso

frescodecabra.

(b).- Mezclade quesomaduradode vaca(Mahón)/quesotierno decabra(Garrotxa)

(MV): log A~
5= - 0,4591 + 0,5728log x,conun coeficientede regresiónde r

2= 0,989,un

Adj. r2= 0,987 (p= 0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde quesode vacapor
quesotierno decabra.

(c).- Mezcla de queso maduradode vaca (Mahón)/quesomaduradode cabra
(Cáceres)(MVI):log A

405= - 0,5007+ 0,5639log x, con un coeficientede regresiónde

r
2= 0,964, un Adj. r2= 0,958 (p= 0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde queso

de vacaporquesomaduradode cabra.

En la FiguraIV.40. se muestranlos valoresde absorbanciaobtenidosconlas tres
mezclas,observandoquelos valoresprocedentesdela MVI (quesomaduradode cabraen

quesomaduradode vaca,)sonmenoresque los delasotrasdosmezclas,

B. TECNICA DEL ELISA COMPETITIVO

En estatécnica,seutilizaronel antígeno,el inmunosueroy el conjugadoalas mismas

dilucionesquelas descritasen la secciónIV.6.2.B. Las muestrasproblemafueron los
diferentesporcentajesde sustitución (del 0,25 al 25%) de las 3 mezclasexperimentales
realizadas(quesomaduradode vaca(Mahón)/(quesofresco,tierno (Garrotxa) y madurado
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(Cáceres)de cabra),ala dilución 1/50.

En la Figura IV.41. se muestranlos resultadosobtenidospara porcentajesde

sustitucióndel 0,25 a 25%parala mezclaquesomaduradode vaca/quesofrescode cabra

(MIV), con la siguienteecuación:log A405= 0,1247 - 0,4724log x, cuyo coeficientede

regresiónfue de r
2= 0,943 y el coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,933 (p=

0,0001),siendox el porcentajede sustituciónde quesodevacaporquesofrescodecabra.

En el caso de la mezclaquesomaduradode vaca (Mahón)/quesotierno de cabra
(Garrotxa)(MV) los resultadosseobservanen la FiguraIV.42., y la ecuaciónobtenidafue:
Iog A

405= 0,1868 - 0,3651 log x, cuyo coeficientede regresiónfue de r
2= 0,979 y el

coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,976 (p= 0,0001),siendox el porcentajede
sustituciónde quesodevacaporquesotierno decabra.

Asimismo, la relaciónobtenidaentreel porcentajede Inhibición y losporcentajesde

sustituciónen el rango0,25al 25%, de quesomaduradode vaca(Mahón)/quesomadurado
decabra (Cáceres)(MVI) semuestranen la FiguraIV.43. y la ecuaciónobtenidafue: ]og

A
405= 0,2156 - 0,7330 log x, cuyo coeficiente de regresiónfue de r

2= 0,941 y el

coeficientede regresiónajustadoAdj. r2 = 0,931 (p= 0,0001), siendox el porcentajede
sustituciónde quesode vacaporquesode cabra.

Finalmente,en la FiguraIV.44. semuestranlos valoresdeabsorbanciaobtenidoscon

las tres mezclasde quesode vaca/quesode cabra.De los resultadosobtenidossededuce
que,la técnicadel ELISA Competitivomejorala deteccióny cuantificacióndel quesode
cabraen quesode vacaparavaloresde sustituciónbajosy, además,mientraslos valores
obtenidosparalas mezclasconquesotierno y maduradoson prácticamenteiguales,los

obtenidosparala mezclaconquesofrescosonmáselevados.
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Figura ¡1/41. Detección de queso fresco de cabra en queso madurado de
vaca, utilizando la técnica del ELISA Competitiva. Cada
punto de la gráfica corresponde a la media de los resultados
de 6 experiencias diferentes.
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Figura ¡1/42. Detección de queso tierno de cabra en queso madurado de
vaca, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
punto de la gráfica corresponde a la media de los resultados
de 6 experiencias diferentes.
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Detección de quesomadurado de cabra en queso madurado de
vaca, utilizando la técnica del ELISA Competitivo. Cada
punto de la gráfica corresponde a la media de los resultados
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Figura ¡1/44. Detección de queso fresco (O), tierno (@) y madurado (El) de
cabra en queso madurado de vaca, utilizando la técnica del
ELISA Competitivo. Cada punto de la gráfica corresponde a
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VA. OBTENCION, FRACCIONAMIENTO Y PURIFICA-

ClON DE LAS CASEíNAS DE LA LECHE DE CABRA

Comoseha señaladoen la exposicióndel problemaa investigar,el objetivo de este
trabajoconsistíaen la obtenciónde anticuerpospoliclonalesy monoclonalesfrente a la
fraccióncaseinicamásinmunoreactivade la lechede cabra,parasu posteriorutilizaciónen

el desarrollode técnicasinmunoenzimáticas(ELISA), que permitan la deteccióny
cuantificacióndelechede cabraen mezclaslácteasfrescasy en quesosmadurados.

La especificidadde un inmunoensayoviene en gran partedeterminadapor el
inmunógenoutilizado en la producciónde los anticuerpos.En la selecciónde un antígeno
debenconsiderarsecaracterísticastalescomopesomolecular,estructuratridimensionaly

solubilidad (Rittenburgy Grothaus,1992). La mayoríade las técnicasinmunológicas
descritasparala identificaciónde lechesde diferentesespeciesanimalesen mezclaslácteas,
empleananticuerpospoliclonalesobtenidosdeconejosfrentealasproteínasdel suerodela
leche,las caseínastotales,inmunoglobulinaso péptidossintéticos(Aranday col., 1988;

1993; Calvo y col., 1989; Rodriguezy col., 1991; 1994; Garcíay col., 1993; 1994;
Rollandy col., 1993; 1995).

Algunos investigadoreshanevaluadola antigenicidadde las proteínasde la lechede

vacacon el objeto de eliminar los problemasalérgicosderivadosde su utilización en
preparadosalimenticiosparaniños.May y col. (1982),determinaronquelasproteínasdel

suerodela lechede vacaeranmásantigénicasquelas caseínas,aunquecuandola lechese
sometea tratamientostérmicos,las proteínasdel suerosedesnaturalizany disminuyesu
antigenicidad(Kishlaw y col., 1982; Heppell y col,, 1984; Heppell, 1985). AsImismo,
Mahmoud y col. (1992), hanestudiadoel efecto de la hidrólisis enzimáticasobrela
antigenicidaddelas caseínas,conel fin de utilizarla en preparadosalimenticiosparaniños,

determinandoquecuandoseharealizadoel 10%de la hidrólisis enzimáticaseproduceuna
disminución muy fuerte de la antigenicidadde las caseínas,que no se reduce
significativamenteduranteel restode la hidrólisis.

Los métodosinmunológicosque utilizan anticuerpospoliclonalesfrente a las
proteínasdel suerolácteo,presentanel inconvenientede queestafracciónesmássensibleal

calor quelas caseínas(Calvo y col., 1989; Law y col., 1992),pudiendooriginar falsos
negativoscuandoen las mezclasdelecheo quesosseutilizan lechestratadastérmicamente
(Saniarajeeway col., 1991). Además,aunquelas proteínasdel suero de la lechesufren
pocas modificacionesdurantela proteolisisdel queso (Amigo y col., 1991) no son
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componentesesencialesde éste,encontrándosesóloen pequeñasproporcionesdependiendo
del tipo procesoempleadoen la fabricacióndel queso(Ndftez y ccl., 1989; Ramosy
Juárez,1984)

Aunque la antigenicidadde las caseínases pobre, produciendotítulos bajos de
anticuerposen los animalesde experimentación(Levieux, 1977; Radford y col., ¡981;
Aranday col., 1988; Garcíay col., 1989; Gazzazy col., 1992), los inmunoensayosque

— utilizan anticuerposfrente a la caseínatotal de la lecheofrecenventajas,debidoa quesu
inmunoreactividadno resultaafectadapor los tratamientostérmicosde la lechey sólo
disminuye ligeramente,durantela maduracióndelqueso(Ramosy Juárez,1984; Rolland
y col., 1993; Pérezy col., 1992).De estamanera,dichosanticuerposse hanutilizadocon
éxito para la detecciónde adulteracionesen mezclasde leche fresca, pasterizaday
esterilizada,asícomo en quesos(Aranday col., 1988;Rodríguezy col., 1990).

Aunquelos inmunosuerosobtenidosfrenteala caseínatotal de la leche,soneficaces
en la deteccióny cuantificaciónde adulteracionesen mezclaslácteasfrescasy quesos
madurados,en estetrabajo sepropusoutilizar fraccionespurificadasde la caseínade la
leche de cabra en La obtenciónde anticuerpospoliclonalesy monoclonales.Aunquela
tecnologíade producción de anticuerposmonoclonalesno requierela utilización de

antígenosaltamentepurificados,la utilizaciónde proteínaspurificadasdeberíaproducirun
mayorrendimieñtoen la obtenciónde los anticuerposmonoclonalesde interés;además,
debidoa quela comparaciónde las estructurasprimariasde lascaseínasde las especies
bovina,caprinay ovinarevelaunagransimilitud, especialmenteentrelas caseínasovinasy
caprinas(Jauberty Martin, 1992),consideramosmuy importantela obtencióndeextractos

antigénicospurificadosparala obtencióndeanticuerposmonoclonalesespecíficosfrentea
lascaseínasde la lechede cabra.Portanto,como pasoprevio de los demás,seprocedióal

fraccionamiento,aislamientoy purificaciónde las caseínasa5~, «S2, ¡3 y ic de la lechede

cabra,ya queéstasno seencuentrandisponiblescomercialmente.

En la sección11.3.3. de estamemoria,seresumenlas técnicasanalíticasutilizadas

tradicionalmenteparael aislamiento,identificacióny cuantificaciónde lascaseínas.También
seindicaque,de todasellas,la cromatografíadeintercambioiónico esla másadecuadaal
permitirla separaciónde moléculasquepresentandotamaflossimilares,difieren ligeramente
en cuantoa su punto isoeléctricoproporcionando,además,la obtenciónde fracciones

caseinicashomogéneas.

En el fraccionamientoy purificaciónde las caseínasde la leche,sehanutilizado tanto
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la cromatografíade intercambio jónico clásicaen columna(Thompson,1966; Mercier y
a

col., 1968; Richardsony Creamer,1974; 1976; Rosey col., 1969; El-Negoumy, ¡976;
Davies y Law, 1977; Wey y Withney, 1985; Cayot y col., 1992), como las técnicas

— cromatográficasde alta resolución:cromatografíalíquida de alt.a eficacia (HPLC) y

cromatografíalíquida rápida de proteínas(FPLC) (Humphrey y Newsome,1984;
Barrefordsy col., 1985,Andrewsy col., 1985;Haasnoty col., 1986; Daviesy Law, 1987;

Guillou y col., 1987;St- Martin y Paquin,1990;Collin y col., 1991;Hollard y col., 1991,
Leavery Law, 1992; Syv~ioja, 1992;Kaminaridesy Anifantalds,1993). La mayoríadelos

trabajossehanrealizadoconlechede la especiebovina,siendomásescasaslas referencias
acercadelfraccionamientodelas caseínasdela lechedeoveja(Merciery col., 1968;Addeo

a

y col., 1992; Law y col., 1992) y cabra(Richardsony col., 1973; Addeo y col., 1978;
Mikkelseny col., 1987; Dalí’ Olio y col., 1988;Jauberty Martín, 1992; Law y Tziboula,

1992).

Richardsony col, (1973) y DallOlio y col. (1988), determinaronque el
fraccionamientode las caseínasde la lechede cabraes másproblemáticoqueel de lasotras

especies.Utilizandola técnicade HPLC en fasereversaconunacolumnaLichrosobRP-8y
un sistemade tamponesvolátil, Mikkelsen y col. (1987) consiguieronla separación

completade las caseínasde la lechede cabraen cuatrofraccionesdiferentes( a5j, a5~, 13 y

ic). La utilización de tamponesvolátiles, tiene la ventaja de que es fácil aislar los

componentespuros, libres de sales,simplementepor liofilización de las fracciones
individuales.

Dadoel carácteranfóterodelas caseínasde la leche,estaspuedensepararseporFPLC

en columnasMono 5 (intercambiadorcatiónico) a pH 3,8 o en columnasMono Q
(intercambiadoraniónico) a pH 5-11. Sin embargo,pareceser que el intervalo de pH
cercanoala neutralidad(7-8) esel máseficazen la separaciónde lascaseínas(Andrewsy
col., 1985). En este trabajo,el fraccionamientode las caseínasde la lechede cabra,se
realizó esencialmentesegún la técnicadescrita por Davies y Law (1987) para el
fraccionamientode lascaseínasde la lechede vacamedianteFPLC en unacolumnaMono
Q HR 5/5. Paraello la caseínatotal de cabra se disolvió en un tampón 5 mM

bis-tris-propanoconteniendo3,3 M ureacomoagentedisociantey 14 mM 2-mercaptoetanol

comoagentereductorde los grupos-8-5-.La separaciónserealizóa un flujo de lmI/min y
conun gradientediscontinuodeCINa de O a0,4 M. Comoseobservaen la FiguraIV.1., la
caseínacaprinaeluyóen tresfraccionesmayoritariasque,seguidamente,secaracterizaron
porelectroforesisen gelesdepoliacrilamidacondodecilsulfato sódico(SDS-PAGE)en un

equipo automatizadoPhast-System.Los resultadosde la electroforesis(Figura IV.2.),
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indicaronque la fracción 1 correspondíaa la caseínaic, la fracción 2 a la caseína13 y la

fracción3 a la caseínacz5 (as¡ y as2),corroborandoel perfil de elución obtenidopor Davies

y Law (1987)enel fraccionamientode las caseínasbovinas.Estemétodopermiteunabuena
resoluciónde las caseínasK y 13 caprinas,pero los resultadosobtenidoscon la fracción

caseinicaag sugierenqueel fraccionamientofue incompleto,ya quelascaseínasasl Y ~s2

eluyende la columnaMono Q a la mismaconcentraciónsalina,coexistiendoambasen la
mismafraccióncromatográfica.

Conel objeto de obtenerunamejor resoluciónde las caseínascaprinasasi y ~

procedimosal fraccionamientode las caseínasde la lechede cabrapor cromatografíade
intercambio aniónico en columnacon DEAE-celulosa,basándonosen los resultados
positivospreviamenteobtenidosconestatécnica,parael fraccionamientode las caseínas
bovinasy ovinas(Merciery col., 1968,López-Pandino,1992).Brevemente,1 g de caseína
liofilizada de cabrase disolvió en un tampón0,02 M imidazol-HCL, con3,3 M ureay un
0,1 % de 2-mercaptoetanol,eluyendolas fraccionesde caseínaen un gradientecontinuode
NaCídeO a 0,3 M y un flujo de 2 ml/mm.Lascaseínasdela lechedecabraeluyeronen 5

fraccionesdiferentes(Figura IV.3.), no bien separadas,por lo queseconcluyóqueeste
métodono ofrecíaresultadosaceptables.

Losresultadoscitadospreviamentecoincidenconlos deJauberty Martin (1992), los
cualessugierenque la cromatografíade intercambioaniónicoempleandolas condiciones
utilizadasparael fraccionamientode las caseínasbovinas,no permitela separaciónde las
cuatrocaseínascaprinas,mientrasquela cromatografíadeintercambiocatiónico,produce

unosresultadossatisfactorios.Es porello, quela caseínade la lechede cabrasefraccionó
por cromatografíade intercambiocatiónicoen unacolumnaconunamatriz de S-Sepharose
Fast-Flow,que es un intercambiadorcatiónico fuerte. Paraello 1 gramo de caseína

liofilizada decabrasedisolvió en un tampón25 mM formatosódicoconteniendo0,8 mM
ditiotreitol comoagentereductory 7,5 M ureacomoagentedisociativo a un pH 4,0, que

trassueluciónen un gradientecontinuode 0 a0,3 M deNaCí,originó la separaciónde la
caseínaen 4 fraccionesdistintas (Figura IV.4.) queunavez dializadasy liofilizadas se
caracterizaronpor electroforesisSDS-PAGEen un equipo automatizadoPhastSystem
(Figura IVi.). El ordende elución de las cuatro caseínasmayoritariasfue: fracción 1,
caseina¡3; fracción 2, caseínac; fracción 3, material proteínicodifuso en cantidades

vestigiales;fracción 4, caseínaasl con residuosde las caseínas13 y K y fracción 5,

mayoritariamentecaseínaa5~. De la caracterizaciónelectroforéticade las fracciones

caseinicas,sededucequelas fraccionesic y 13 seencuentranbienpurificadas,mientrasque

enla fracción4 seencuentramayoritariamenteala caseínacx5¡ y enla fracción5, la caseína
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tL52.

Comométodode purificaciónde caseínas,la cromatografíadeintercambiocatiónico
presentaun grannúmerode ventajasrespectoa otrosmétodosalternativos.Lacapacidadde
la resmaes alta, asícomo el flujo, permitiendofraccionargrandescantidadesde caseínas
rápidamente.Además,las caseínasindividuales eluyeron en picos razonablemente

separadosminimizandoasí las contaminacionesde los componentesindividualesen las
fraccionesresultantes.Estemétodopodríautilizarseanalíticamente,utilizandounacolumna
Mono 5 HR 5/5 equivalentea la S-SepharoseFast-Flow,pero segúnJauberty Martin
(1992) presentaríalimitaciones: trabajara pH 4,0 cercanoal punto isoeléctricode las

caseínascaprinasrequiereel uso de tamponescon una ¡nolaridadelevadadel agente
disociante(al menos7,5molA urna),lo cualgeneraríaunaaltapresiónen lacolumnadebido
al incrementode viscosidaddel tampón;por otra parte, los resultadosobtenidoscon la
cromatografíade intercambioaniónicoen una columnaMono Q HR 5/5, no son muy
reproducibles(Collin y col., 1991).

Law y Tziboula(1992)determinaronla dificultadde separarlascaseínascaprinasasí

y as2 a pH alcalino,debidoa las diferenciasen la carganetanegativadesusvariantes,no

obstante,utilizandounacolumnaMono 5 HR 5/5 deintercambiocatiónico,conun tampón
6 M ureay un pH de 5, consiguieronel fraccionamientode las caseínascaprinasen 5
fraccionesdistintas,Segúnestosautores,la técnicade FPLC conmatricesde intercambio

catiónico es un método rápido,automatizado,queesaplicablea las caseínasbovinas,
caprinasy ovinasy puedeutilizarsecuantitativamentepara determinarlas cantidades
relativasdecaseínasen relacióncon las propiedadesdela leche.

Recientemente,Kaminaridesy Anifantalds(1993) realizaronun estudiocomparativo

dela separaciónde las caseínasbovinas,ovinasy caprinasmediantela técnicadeHPLC en
un intercambiadoraniónico fuerte (P.L-SAX 811 1000A). Lascaseínasde las lechesde
cabra y oveja presentaronperfilescromatográficossimilares,pero considerablemente
diferentesa los de las caseínasbovinas.Conestatécnica,seconsiguela separaciónde la

caseína13 caprinaen susdoscomponentesPi y Pi, pero las caseínasa5eluyenjuntasde la

columna.Estosautoressugierenqueun gradientede NaCí másdébil en la zonade elución

de la caseínaa5 permitiría, probablemente,la separaciónde esta fracción en sus dos

componentes(asly a52).Porotra parte,el estudiocomparativopermitiódeterminarquela

caseínaaM bovinaelula de la columnamástardequesushomólogasovinay caprinabajo

las mismascondicionescromatográficas,por lo queestemétodo podríautilizarsepara

192



Discusión

determinarla adición delechede vacaa lasde ovejay cabra.

De los resultadosobtenidos en nuestro trabajo, podemosconcluir que la

cromatografíade intercambiocatiónicopermitela separaciónsatisfactoriade las caseínas
caprinas,bienutilizando la cromatografíaclásicaen columnao las modernastécnicasde
FPLC. Las técnicasFPLC tienenla ventajade serrápidas,segurasy fácilesde realizar,
peropresentanel inconvenientede la obtenciónde pequeñascantidadesde proteína.

— V.2. CARACTERIZACION INMUNOLOGICA PARCIAL

DE LAS FRACCIONES CASEINICAS PURIFICADAS

Una vez obtenidaslas diferentes fraccionescaseinicasde la leche de cabra,el
siguientepasoconsistióen caracterizarlasinmunológicamente,conel objetode determinar
cualde ellaserala másinmunoreactivay utilizarla comoinmunógenoparala obtenciónde

anticuerpospoliclonalesy monoclonalesen los animalesdeexperimentación.

El grupo investigadorde Otani y col, (1986)ha realizadonumerososestudiospara
determinarla estructuraantigénicay localizaciónde los determinantesantigénicosde las
caseínasde la lechede vaca.La técnicasebasaen la hidrólisisde las caseínasen fragmentos
peptídicosde tamañovariableque, posteriormenteseenfrentanmediantetécnicasde

inmunodifusióny ELISA a anticuerpospoliclonalesobtenidosde conejosfrentea las

caseínasa~, 13 y ic. La caseína«~ tendría6 determinantesantigénicos,asociadosal menos

uno de ellos con cadaunade las regionespeptidicas1-54, 124-135 y 136-196y, dos de
ellos,en la región61-123.La caseína¡3 tendríatambién6 determinantesantigénicosensu
molécula,asociadosal menosuno de elloscon cadauna de las regionespeptidicas1-25,
26-60,61-93,94-102,103-109,110-140y 157-185(Otani y col., 1988),mientrasque la
caseínaic tendría 5 determinantesantigénicos,tresde ellos asociadosa las regiones
peptídicas1-95 y 107-169y, al menosuno a la región96-106(Otani y col., 1991).Estos

autoresdeterminarontambiénqueeltamallomolecularmfrimo de lascaseínasde lalechede

vacaparaoroginarproblemasderivadosde su inmunogenicidad,estadacomprendidoentre
3.000y 5.000daltonay queun pequeñonúmerode aminoácidosson críticosparasuunión
conlos anticuerpos(Otani y col., 1990; Kobayashiy col., 1991). Sin embargo,no seha
realizadoningúnestudiosimilar en el casode lascaseínasdela lechede cabra.

En nuestrotrabajo,las caseínasde la lechede cabrapurificadaspor cromatografía
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líquida rápida de proteínas(FPLC) en unacolumnaMono Q HR 5/5 (as, 11 y iO y por

cromatografíade intercambiocatiónicoen unacolumnacon unamatriz de S-Sepharose

Fast-Flow (asl, a5~, 13 y ic), se enfrentaronmediantela técnicadel ELISA Indirecto a

anticuerpospoliclonalesobtenidosde conejo(anti-CC)y específicosde la lechede cabra
(Rodriguezy col., 1991).De los resultadosobtenidos(FigurasIV. 6. y IV. 7.), sededuce

quela fracción quecontienela caseínaas~purificadapor cromatografíadc intercambio

catiónico en una columna con una matriz de S-SepharoseFast-Flow,es la más
inmunoreactiva,probablementeporqueesla fraccióncon el mayor númerode epitopos

específicosde las caseínasde la lechedecabra.

V.3. ORTENCION DE INMUNOSUEROS FRENTE A LA

CASEíNA a52 DE LA LECHE DE CABRÁ

Como ya seha comentadopreviamente,parael desarrollode un inmunoensayo
puedenutilizarsedos tipos de anticuerpos:policlonalesy monoclonales.Ambossehan
empleadocon éxito en el desarrollode técnicasinmunolc5gicas,aunquelos anticuerpos
monoclonalesproveende un gradoextra de especificidadquepuedeser necesarioen
algunoscasos.La sensibilidady especificidadrequeridas,el tipo de inmunoensayoautilizar
y el volUmende sueronecesario,sonalgunosde los factoresqueinfluyen en la obtención
de uno u otro tipo de anticuerpos(Rittenburgy Grothaus,1992).

V.3.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

En la obtenciónde anticuerpospoliclonalessepuedenutilizar diversos animales,

siendolas especiesmáscomunesel conejo,el cobaya,la rata,el ratón(Harlow y Lane,
1988). La utilización de animalesgrandescomo cerdos,carneros,machoscabríosy
caballos,permitenla obtenciónde elevadascantidadesde sueroy son los animalesde
elección en la produccióncomercial de anticuerpos(Rittenburg, 1990; Rittenburgy
Grothaus,1992).Esimportanteconocerquela inmunogenicidaddeun antígenoaumentaal
hacerlola distanciafilogenéticaentrela especieque lo poseey la receptora.Porrazones
prácticas,los conejosson los animalesmásempleadosen la obtenciónde anticuerpos
policlonalesdebidoa sufácil manejoy mantenimiento,generanun volUmen aceptablede

suero(500mí) y respondenaunagrancantidadde antígenos(Harlow y Lane, 1988).
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El métodoy el protocolode inmunizacióninfluencianel tipo de anticuerpoproducido
a

y la intensidaddela respuesta.El númeroy la frecuenciade las inmunizaciones,la cantidad

de antígenoinyectado,la ruta de inmunizacióny el tipo de adyuvanteempleado,son
factores a consideraren la inmunizaciónde los animales(Rittenburg, 1990). Los
adyuvantesson preparacionesque aumentanla inmunogenicidadde un antígenoy se
utilizan tanto en la producción de anticuerpospoliclonalescomo monoclonales.El

adyuvantede Freundses el de eleccióncuandosedisponede poco inmunógeno,si se
tienengrandescantidadeso el compuestoes muy inmunogénico,sedebenutilizar otros,
debidoa queéstepuedeoriginar reaccionesde hipersensibilidad(Harlow y Lane, 1988;
Hefle, 1995).

En nuestrotrabajo,los conejosseinmunizaroncon la fracciónqueconteníala caseína

aszde la leche de cabra,purificadapor cromatografíade intercambiocatiónico y el

adyuvantede Freund’s. Una vez obtenidoslos inmunosueros,los anticuerposse
purificaronpor precipitaciónselectivaconsulfato amónico,quees un métodosencillo,
económico,aplicablea grandesvolúmenesde suero y útil para la concentracióny
purificaciónde anticuerposde cualquierespecie.Además,la purificaciónparcial de los
inmunosuerospor precipitacióncon sulfatoamónico,protegea las inmununoglobulinas
frente a sudesnaturalización,inhibe el crecimientomicrobianoy reducelasinteracciones
inespecificasentre los anticuerposy otras sustanciascuya superficie poseeuna

configuraciónmolecularsimilara la de los epitoposdel antígeno.

Los resultadosobtenidosal enfrentarel inmunosueroanti-caseinaas~ dela lehede

cabraobtenidode conejos,conlos extractosliofilizados de las caseínasde la lechede vaca,
oveja y cabramediantela técnicadel ELISA Indirecto(TablaIV. 1.), demostraronqueeste
inmunosueroreconoceno sólo las caseínasde la especiefrente a la queseobtuvo sino
también las de las otras dos especies.Dicha reactividadcruzadase debea que los
anticuerpospoliclonalespuedenreconocerepitoposen las mismasproteínasde especies
cercanasy puedeeliminarsepor purificaciónde los inmunosueros(Gazzazy col., 1992).

En nuestrodepartamento,se hanobtenidoanticuerpospoliclonalesespecíficosfrente

a las caseínasde la lechede cabray vaca(Rodríguez,1992) y frente a las proteínasdel

suerode la lechede vacay cabra<García,1990),mediantepurificaciónporcromatografía
de afinidad.Paraello, los inmunosuerossepurificaron en unacolumnaquecontenía
Sepharosa4B-CN?Br,cuyo ligandode afmidaderael extractoantigénicoliofilizado frenteal
quese hablanobtenidoy, posteriormente,seneutralizaroncon las proteínasantigénicas
liofilizadasde la lechedelas especiesheterólogas,o bien,sepurificaronporcromatografía
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de afinidad en tres columnasde Sepharosa4B-CNBr, conteniendolas dos primeraslas
proteínaslácteasde las especiesheterólogasy, la última, lasde la lechede la especiefrentea
la que se obtuvo el inmunosuero.Sin embargo,el procesode purificación de los
inmunosuerosparaobtenerlos correspondientesanticuerposespecíficosesmuy largo y

costoso.Ademáslos anticuerposespecíficospurificados, constituyenuna mezclade
inmunoglobulinas,quevaríanen su afinidadpor los distintosdeterminantesantigénicosy
poseenunarespuestainmunológicadistintadependiendodel lote animaldel queprocedan.

V.3.2. ORTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

El suerodeun animalinmunizadocontienemuchasclasesdiferentesde anticuerposy
la composicióndel inmunosuerovaríadependiendodel tiempo de inmunizacióny de la
intensidaddela respuestainmune.Un problemafrecuenteesla obtenciónde inmunosueros

conpropiedadesdiferentesobtenidosde animales de la mismaespecie.Por otraparte,para
obtenerinmunosuerosactivos,las inmunoglobulinasdebenpurificarseutilizando técnicas
químicasy bioquímicasde purificaciónlargasy costosas(Gazzazy col., 1992).

La obtenciónde anticuerposhomogéneosde especificidaddefinida,fue durante
muchotiempoel objetivo de muchosinvestigadores,quesealcanzóconel desarrollode la

tecnologíade producción de hibridomas. Desdeque en 1975 KÓhler y Milstein
desarrollaronla metodologíaparala obtenciónde anticuerposmonoclonales,éstossehan
utilizado con éxito en los inmunoensayos.Las característicasmás relevantesde estos
anticuerposson su homogeneidad,su especificidadpor un epítopo determinadoy la
capacidadde obtenerlosen cantidadesilimitadas <Harlow y Lane, 1988).Los anticuerpos
monoclonalesderivandeunaúnicacélulaquesecretainmunoglobulinas,procedentede un

hibridomaformadopor la fusión deun linfocito delbazodeun animalinmunizadocon un
tipo especialdecélulatumoral, generalmentecélulasde mieloma.Los hibridomasadquieren
la capacidadde produciranticuerposespecíficosdel linfocito hiperinmuney debidoa que
procedende unaúnicacélula de bazoquesecretaun sólo tipo de inmunoglobulinas,los
anticuerposmonoclonalesson químicamenteidénticosy manifiestanla mismaespecificidad.
Cuandoloshibridomascrecen,secretanal medio de cultivo anticuerposo seinyectanenla
cavidadperitonealde los ratonesparaproducir liquido ascitico.Lascélulasde bibridoma
puedenconservarsedurantelargosperíodosde tiempoen nitrógenoliquido y recuperarlos,

mástarde,paraproducirmáscantidadde anticuerpos(Rittenburgy Grothaus,1992).

Las fusionespuedenrealizarseentrecélulas de la mismaespecieo de especies

distintas,peroel númerode hibridomasviablesincrementaconsiderablementesi ambas
célulasprocedende la mismaespecieanimal.El ratón es el animal de elecciónpara la
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producciónde anticuerposmonoclonalesdebidoa su fácil manejo,son baratosde obtenery
respondera menorescantidadesde antfgenoqueotrosanimalesdelaboratorio.Además,se

prefierela utilizaciónderatonesBalb/c, debidoaquela mayoríade las líneasde mielomade
ratónexistentesprocedende estaestirpe,y de estamaneralos hibridomasBalb/cx Balb/c,
sedesarrollanen la cavidadperitonealderatonesde la mismaestirpe.

Los mielomasson célulastumorales induciblesen ratonesmediantela inyección
intraperitonealde aceitemineral.Losprimerosmielomasseobtuvieronde ratonesBalb¡c

porPotter (1972).Estascélulaspuedensecretaranticuerposy, porello, las lineasutilizadas
paralas fusionescelularessehanseleccionadoparaquecarezcandeestafunción.También
hasidodecisivaenla preparacióndehíbridos,la obtencióndelíneasde mielomacarentesde
algunode los enzimasnecesariosparala síntesisde nucleótidospor la “ruta de salvación’
(Littefield, 1964), comola hipoxantina-guanosina-fosforibosi]transferasa(HGPRT) o la
timidin-quinasa(TK). Con mielomasHGPRT o TK-’ se puedenrealizar fusionesy
eliminar lascélulasno fusionadascon compuestosque bloqueanla ‘síntesisde novo’t del
DNA comola aniinopterina,el metotrexato,o la azaserina,afladidasal mediodecultivo. La

aminopterinay el metotrexatobloqueantanto la síntesisde purinascomo depirimidinas,por
lo quedebensuplementarseconhipoxantinay timidina. La azaserinasolamentebloqueala

síntesisdepurinasy sesuplementaconhipoxantina(Harlowy Lane, 1988).

Utilizando la tecnologíade obtenciónde hibridomas,se han obtenidoanticuerpos
monoclonalesfrentea cadaunade las fraccionescaseinicasde la lechede vaca(Nagauney

col., 1988; Feng y Cunningham-Rundles,1989; Kuzmanoffy col., 1990; Kuzmanoffy
col., 1991a;1991b; Leungy coL, 1991;Oudshoorny col., 1994),conel fin de estudiarsu
regulaciónhormonaldurantela lactogénesis,suestructuray conformación,paraevaluarsus
interaccionescon otrasproteínasy paracaracterizardiferentespartesde su moléculaen

relacióna su antigenicidad.Recientemente,Levieux y Venien (1994) han obtenidodos
anticuerposmonoclonalesespecíficosde la 13-lactoglobulinay handesarrolladoun ELISA

Competitivo paradetectary cuantificarla presenciade lechedevacaen lechede oveja.
Hastaahora,sólo sehan obtenidoanticuerposmonoclonalesfrente a componentesde la
leche de vaca,paraevaluarlosposteriormenteen la detecciónde lechede vacaen lechede

oveja. Sin embargo,no se han descrito anticuerposmonoclonalesfrente a ningún
componentede la leche de cabra,constituyendoésteotro de los objetivosde nuestro

trabajo.

Por tanto, parala producciónde anticuerposmonoclonalesfrente ala lechedecabra
procedimosa la inmunizaciónde ratoneshembrasBalb/c con 100 ¡.ig de la fracciónque
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— contienela caseína«82 de la lechede cabra obtenidapor cromatografíade intercambio

catiónico,utilizando el adyuvantede Freundal igual que en de la inmunizaciónde los
conejos.Unavez quesedesarrollóunabuenarespuestainmune(FiguraIY.8.), procedimos

a la fusiónde lascélulasdel bazo(linfocitos) del animalmejor inmunizadocon célulasde
mieloma en fase de crecimientoexponencial,utilizando como agentefusionanteel

polietilenglicol(PEO).Sehandescritovariaslineascelularesde célulasde mielomaeficaces
en la obtenciónde hibridomas:NSl-A4/1, FO, P3-X63Ag8,X63Ag8.653,Sp 2/O Ag 14,
peroen nuestraexperienciala líneaX63 AgS.653(Keameyy col,, 1979)esla máseficiente
con el protocolo de fusión y selecciónutilizado en nuestrolaboratorio.Estalínea se
caracterizaporqueno secretaningunainmunoglobulinaal mediodecultivo y esHGPRTt

En teoría, la fusión celular puedeocurrir espontáneamente,pero estoes poco
frecuentepor lo quese requierela utilización de agentesquepromuevanla fusióncélular,
talescomo el virus Sendai,lisolecitina o PEO. Actualmente,tambiénse utiliza como
inductordela fusióncelular la electrofusión,basadaenel la aplicaciónalas célulasde una

corrienteeléctricapor lascélulas,duranteun breveperíodode tiempo.Otrosprocedimientos
utilizadosen la obtenciónde anticuerposmonoclonales,sonla transformacióndelas células
productorasde inmunoglobulinascon el virus de Epstein-Barr,dondeel DNA del virus
transformalas célulasnormalesaportándolesel crecimientocontinuoy la transfeccióncon
DNA procedentede oncogenes(Sch6nherry Houwink, 1984).Fue,sin embargo,en 1975

cuandoPontecorvodemostróque el PEO, un poderosoagentefusionante de los
protoplastosde las plantassuperiores,podía utilizarse con éxito en las células de

mamíferos,La fusión conPEOesel métodode elecciónen la obtenciónde hibridomas,
permitiendounaaltareproducibilidady frecuenciadefusión.En condicionesapropiadas,es
entre 100 y 300 vecesmás eficazqueel virus Sendai,incrementandola frecuenciade
híbridosviables(Ooding, 1986).

En nuestro trabajo, tras mezclar las células en la proporción adecuada(5:1,
linfocito:mieloma),afladimosel PEOal sedimentocelulardejándoloactuarduranteun cierto

tiempo y frenando,a continuación,la reacción.Posterionnente,sembramoslascélulasen
un medio de cultivo duranteun díaparaailadira, continuación,el mediode cultivo selectivo
HAT que contienehipoxantina,aminopterinay timidina-glicina. La axninopterina,un
análogodel ácidofólico, bloqueala síntesisde novo” delDNA impidiendoel crecimiento
de las célulasde mielomano fusionadasalos linfocitos,mientrasquelos linfocitos delratón
inmunizadosólosobreviviránunosdíasen el cultivo “in vitro’. Cuandoel tamañode los
hibridomasobservadosen los pocillos esde 1-2 mm de diámetro,lo queen nuestrocaso
sucedióa los 15 días,se valora en el sobrenadantela presenciade los anticuerposde
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interés,seguirel métodoelegidoparala selecciónde los hibridomasespecíficos.

Existenunagran variedadde métodosquepermitenla selecciónde los hibridomas
productoresde anticuerposespecíficos,perocomo normageneral,debeelegirseel mismo
métodoparael quevaya a ser utilizado el anticuerpomonoclonaly, si es posibleusar
procedimientosquepermitananalizargrandescantidadesde muestra.Los métodosmás

utilizadosson el enzimainmunoensayo(ELISA) o el radio inmunoensayo(RIA) si se
requiereuna alta sensibilidad,la inmunofluorescencia,si se convienelocalizar una

determinadaestructuracelular y la inmunoadsorciónen papel de nitrocelulosaen la
identificaciónde anticuerposmonoclonalesespecíficospara unaproteínacon unamasa

moleculardefinidadentro de unamezclacompleja.En nuestrocaso,utilizamos como
métodode selecciónun ELISA Indirecto,enfrentandolos sobrenadantesdecultivo de los
hibridomasa las caseínastotalesde la lechede cabra,determinandounaeficienciade fusión
muy alta, mayor del 50%, mientras(el 25% de los hibridomasobservadosproducían

anticuerposmonoclonalesfrentea las caseínasde la lechede cabra).

Paradeterminarcuántosde los hibridomasproductoresde anticuerpos,producían
anticuerposespecíficosfrentea la lechede cabra,enfrentamoslos sobrenadantesde cultivo
de los hibridomasa 20 gg de los extractosantigénicosde caseínasde la lechede vaca,
oveja y cabra,extractoscárnicosconteniendoproteínasmuscularessolubles(de cerdo,
vaca,caballoy pollo), proteínadesoja, gelatinay seroalbúminabovina,mediantela técnica
del ELISA Indirecto. Ocho de las lineascelulares,denominadasA1H, B2B, B12B, C2H,
C6C, C70,F4Ey A6F fueronmonoespecificasparala lechede cabra(TablaIV.23.

La caracterizaciónisotípicade la clasey subclasede los anticuerpos,determinóque6

lineascelularesB2B, Bl2B, C2H, C6C, C7G y A6F eranproductorasde IgOl, mientras
quedosdeellas A1H y F4Eeranproductorasde IgM.

Una vez identificadoslos hibridomaspositivos,el siguientepasoconsistióen la
donaciónde estasocholineascelulares,ya queel pocillo positivooriginal suelecontener
másdeun clon o hibridoma.Existen dosmétodosdeclonaje,en medio semisólidoo por

dilución limite (Goding, 1986). En nuestrotrabajo, Realizamosel segundodeellos que
consisteen sembrarun númeropequeñode célulaspor pocillo (10,5, 2 o 1), evaluandola
presenciade anticuerposmedianteel ELISA Indirecto, y seleccionandolos pocillos
positivoscon la menordensidadcelularparaclonarlosde nuevoaunamenordensidad
celular.Normalmente,la donaciónse repitetres veceshastaobtenerel hibridomaauna
concentraciónteóricade 1 o 0,5células/pocillo.Se consideraqueun hibridomaestádonado
y estabilizadocuandoal menosel 95% de los pocillos, son positivosen el ensayode
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selección.Una vez que los hibridomasse donarony estabilizaron,se expandieron
gradualmentey, tan prontocomo fue posible,secongelarony conservaronen nitrógeno
liquido.

La producciónde grandescantidadesde anticuerposmonoclonalespuederealizarse
recogiendoel sobrenadantede cultivo delos hibridomaso mediantela inducciónde tumores

asciticosenratonesBaIb/c. La concentraciónde anticuemosespecíficosen el sobrenadante
del medio de cultivo oscila entre10 y 100 gg/ml. Si se requierenmayorescantidadesde
anticuerpos,los hibridomasse inoculan en la cavidad peritonealde ratonesHalb/c,

previamenteinducidoscon 0,5 ml de pristaneparafacilitar suconcentraciónen el liquido
ascitico.La concentraciónde anticuemosmnoclonalesespecíficosen el líquido ascitico
puedeserde 1-10mg/mí, esdecir 1000vecesmásconcentradosqueene!cultivo celular

(Goding, 1986). Por otra parte, en la mayoría de los inmunoensayosse prefiere la
utilización del sobrenadantedel cultivo celular, debido a que éste no se encuentra
contaminadoconniveleselevadosde otrosanticuerposy su concentraciónessuficientepara
la realizaciónde la mayoríade los ensayos(Harlow y Lane, 1988>.Por ello, cadalínea

celularseexpandióhastaobteneraproximadamenteunos50 ml desobrenadantedel medio
de cultivo y dos lineascelulares(B2B y C2H) seeligieron parala producciónde líquido
asciticoen ratonesBalb/c.

Los anticuerposmonoclonalesde los sobrenadantesdelmedio de cultivo delasocho
lineascelularesdescritasy de los dos líquidosasciticos,seanalizaronfrente a20 gg de las

caseínasdela lechedecabramedianteun ELISA Indirecto.En la FiguraIV.9 .semuestran
los resultadosobtenidos,de los quesededucequeno todostienenla mismaafinidadpor las
caseínasdela lechede cabra,Los anticuerposmonoclonalesquemostraronmayoractividad

(sobrenadantesde cultivo de las lineascelularesB2B, Bl2B y C2H y del líquido aseitico
B2B) sepurificaronparcialmentepor precipitacióncon sulfato amónicoy, de nuevo, se
determinósuactividadmedianteun ELISA Indirectofrente a las caseínasde la lechede
cabra(Figura IV.10.). De los resultadosobtenidos,se observaque la purificación por

sulfato amónicono afectóla actividadde los tres anticuemosmonoclonales,ya que los
resultadosfueronsimilaresa los obtenidosconlos mismosanticuerpossinpurificar.

Comoel objetivoprincipal de estetrabajoconsistíaen la utilizaciónde anticuerpos
monoclonalesen la detecciónde leche de cabraen mezclaslácteas,evaluamoslos
anticuemosmonoclonalesseleccionadosfrente a la lechecrudade cabra (1/200),para
determinarsu reconocimientomedianteun ELISA Indirecto. Los resultadosobtenidos

(FiguraIV.11.), indicaronqueel Acm B2B presentetantoen el sobrenadantedel mediode

u
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cultivo comoen el liquido ascitico,erael quemostrabaunamayorreactividad.Asimismo,

el Acm B2fl (sobrenadantedel cultivo celulary liquido ascitico) tambiénseenfrentóala

lechecruday caseínasde las especiesvaca,cabray oveja,medianteun ELISA Indirecto.
En la tabla IV.3. se muestranlos resultadosobtenidos,en los quese observaque la
especificidaddel sobrenadantedel cultivo celular esmayorque la del liquido ascitico,

probablementedebidoa queentreun 2 y un 10 % de los anticuerposdel liquido ascítico
procedende] ratóny no de lascélulasdehibridoma(Harlow y Lane, 1988).Porúltimo, se

realizóotro ELISA Indirecto paradeterminarla respuestadelAcm B2B (sobrenadantedel

cultivo celular),frente a lechede cabrasometidaa diferentestratamientostérmicos.Los
resultadosobtenidos(TablaIV.4.), confirmaronquela antigenicidadde lascaseínasde la
lechede cabrano resultaafectadapor los tratamientostérmicos,comoyasecomentóen la
secciónV.1. deestetrabajo.

Finalmente,la especificidady la posible reactividadcruzadadel Acm B2B, se

analizaronpor la técnicadel Inmunoblotting.Estatécnicacombinala resoluciónde las
proteínasen un gel de electroforesiscon la especificidadde su detecciónpor un método
inmunoenzimático(ELISA) y sepuedeutilizarparadeterminarmuchascaracterísticasde un

antígenoproteicocomoson,su presenciay concentración,el pesomolecularde la cadena
polipeptidicay la eficiencia de su purificación. El factor que determinael éxito en la
utilizaciónde estatécnicaesla naturalezade los epitoposreconocidospor los anticuerpos.
La mayoríade las técnicaselectroforéticasincluyenla desnaturalizaciónpor el calorde la

muestraantigénica,por lo quesólo los anticuemosquereconozcanepitoposresistentesala
desnaturalizaciónpodrán unirsea ellos. La mayoría de los anticuerpospoliclonales
contienen,al menos,algunos anticuerposde este tipo, pero muchosanticuerpos
monoclonalesno podránreaccionarcon antígenosdesnaturalizados.La sensibilidadde un

inmunoblottingdependedel métodode detecciónutilizado y la ventajade la utilizaciónde
anticuerposmonoclonalesresideen la especificidadde susinteracciones.Otro problema

cuandose utilizan anticuerposmonoclonales,es la posibilidad de detectarreacciones
cruzadasconotrospolipéptidos,debidoa queun epitopopuedeestarformadoporcuatroo
cinco aminoácidosy cabela posibilidadde la existenciade la mismasecuenciaen otro
polipétido (Harlow y Lane, 1988). Aunqueexisten una gran variedadde técnicasde
inmunoblotting, las másutilizadasse basanen la transferenciaelectroforéticade las
proteínasa membranasde nitrocelulosa(Towbin y col., 1979;Burnette,1981).

Enla FiguraIV. 12. seobservaqueel Acm B2B reconocesólolascaseínasdelaleche

de cabray no las de ovejay vaca.Asimismo, tambiénreconocelas caseínaspurificadaspor

cromatografíade intercambiocatiónicocorrespondientesa la fracciónquecontienela
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caseína«52 y la quecontienela caesinactsl. La razónde quedicho anticuerporeconozca

tambiéncaseínaspresentesenla fracciónquecontienela caseína«sj, esquedichafracción,

comoseapreciaenla electroforesis,seencuentracontaminadacon lascaseínas~ 13 y K.

Las bandasminoritariasreconocidas,seatribuyena variantesgenéticaso productosde

degradacióndela caseína«52.En definitiva, los resultadosobtenidosconfirmanqueel Acm

B2B esmonoespecíficodela caseína«52 de la lechedecabra.

V.4. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE

CABRA EN MEZCLAS LACTEAS, UTILIZANDO

METODOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA)

La deteccióny cuantificaciónde un anticuerpoo de un antígenopor técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA), requierela utilizaciónde conjugadosenzima-protelfltDeesta

sedividenen métodosdirectose indirectossiel anticuerposeconjugaa un enzima(directo)
o bien el complejoantígeno-anticuerpoesreconocidopor un segundoanticuerpomarcado
conun enzima(indirecto).Estesegundoanticuerposuelenseranti-inmunoglobulinasfrente
al primeroo la utilizaciónde la proteínaA. Unavariaciónimportantedeestosdos métodos

consisteen la conjugacióndel anticuerpocon moléculaspequeñas,como la biotina,
detectándoseentoncesla uniónantígeno-anticuerpoporcompuestoscomola estreptavidina.
El métododirectoessencillode realizary requieremenostiempoqueel indirecto,aunque

su sensibilidades menor, disponiendode la ventajade la existenciade conjugados
comerciales de enzima-anticuerpo y de que el primer anticuerpono sufre ninguna
modificación. Parala mayoríade las aplicaciones,los métodosindirectosson los más
utilizados.

En este trabajo, hemosutilizado el método indirecto detectandolos complejos
antígeno-anticuerpoformados,conun conjugadocomercialde anti-inmunoglobulinasde
ratónobtenidasdecabray marcadoconel enzimaperoxidasade rábano(Dako). Enel caso

de los anticuerposconjugadosa la biotina, utilizamos un conjugadocomercial de
estreptavidinamarcadaconperoxidasade rábano(Dako).

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

Existen muchas variantes de las técnicas inmunoenzirnáticas, aunque las más
utilizadas son el ELISA Indirecto, Sandwich y Competitivo. En nuestro trabajo, la primera
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técnicaqueutilizamosfue la del ELISA Indirectoclásicoyaqueesla mássencillade todas
en lo queserefiereala obtencióny preparaciónde los reactivosutilizadosy asudesarrollo

en cuatroetapas,con lo que el tiempo requeridoparasu realizaciónesmuy pequeño(4
horas)(Figura11.18.)

En la realizacióndel ELISA Indirectoseutilizó el AcmB2B parcialmentepurificado

consulfatoamónicoy un conjugadocomercialde antiinmunoglobulinasde ratónmarcadas

conel enzimaperoxidasade rábano.Comoseobservaenla FiguraIV. 13., la respuestadel

Acm B2B frentea porcentajescrecientesde lechede cabraenlas mezclaslácteas,fue lineal,

originandounarectade regresiónquenospermitedetectary cuantificarde un 0,5 aun 15%

de adición de lechedecabraen lechede oveja mediantela expresión:y= 0,3505+ 0,1138
x, conun coeficientede regresión(r2) de 0,996,un coeficientede regresiónajustado(Adj.
r2) de 0,996y un valorde p=O,000l.El coeficientede regresiónajustadoesel parámetro

estadísticomásadecuadocuandoel númerode muestrasdelqueseparteno esmuy grande.
De la expresiónAdj. r2= 0,996 (p=O,000l),sededucequeexisteunarelaciónestadística
adecuadaentreel porcentajede lechede cabraexistenteen las muestrasy la absorbanciade

dichasmuestras.

Sin embargo,si los valores de sustituciónde leche de oveja por leche de cabra
superanel 15%, la fiabilidad del ensayoseríaescasa,ya que a partir de estevalor los
valoresde las absorbanciasno seincrementanconel porcentajede sustitución.Portanto,en
los ensayosprocuramosajustarlasconcentracionesde los reactivosparaquefueraneficaces

enla detecciónde un 0,5 a un 15%de sustituciónde la lechede oveja por la de cabra.No
obstante,porcentajesde sustituciónsuperioresal 15%sonpocofrecuentesen la industria
lácteaya quecorrespondena volúmenesqueoriginan productosde característicasmuy
distintasa las del productooriginal, con modificacionesen parámetrosque se aprecian

organolépticamente.La respuestainmunológicalineal obtenidaen los inmunoensayoses
frecuente, dependiendode la afinidad del anticuerpo por el antígenoy de las
concentracionesde los reactivosque intervienenen el ensayo.La respuestalineal es
preferiblecuandoel antígenode interésseencuentraen grandescantidadesen lasmuestras
problema,aunqueparadetectarla presenciadecantidadespequeñasdel antígenobuscadose

prefierela respuestalogarítmica.

La técnicadelELISA Indirectoclásicodesarrolladaessencillay rápida,peropresenta
el inconvenientede suvariabilidadinterna,posiblemente,comoconsecuenciade queno

siempreseadsorbeen lasplacasla misma cantidadde antígeno.Además,resultapoco
eficazenla deteccióny cuantificacióndecantidadespequeñasdesustituciónde lechede una
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especieanimal por otra.Otra característicaa consideraren la utilizaciónde esteformato
ELISA esque las sustanciasadsorbidasa los pocillospuedenexperimentaralteraciones

estructuralesderivadasde su unióny los epitoposmásinmunógenosserian inaccesibles
parasureconocimientoporel anticuerpo.

El ELISA Sandwiches el métodomásutilizado en la deteccióny cuantificaciónde

antígenos,debido a su gran especificidady sensibilidad(Harlow y Lane, 1988). Su
especificidadsedebea la utilizacióndeanticuerposespecificos(anticuerposdecaptura)que
seadsorbena los pocillos de la placade ELISA capturandolos antígenosde la muestra
frentea la queseobtuvieron.Al añadirlos anticuerposdedetección,estosno seencuentran
con unamezcla heterogéneade antígenossino con los específicosdela muestraaanalizar,
por lo queseunirána ellosmásfácilmente(Figura11.19.).La mayorventajade estatécnica
esque el antígenoutilizado no necesitade una purificación previay, además,al no
encontrarsedirectamenteadsorbidoa los pocillos de la placaseencontraráen su forma
nativa, eliminando lasposiblesalteracionesconformacionalesquepuedenocurrir en el

ELISA Indirecto(Hefle, 1995).El mayorinconvenientede estatécnicaradicaenqueno
todoslos anticuerposson válidos paraproporcionarlos resultadosdeseablesy querequiere
la utilizaciónde dosanticuerposquepuedenserdosanticuemosmonoclonales,o bien,un
anticuerpomonoclonaly un otro policlonal.

En primer lugar, realizamosel ELISA Sandwich utilizando el Acm B2B y el

anticuerpopoliclonal anti-caseinasde la leche de cabra obtenido de conejos,ambos
purificadospor precipitaciónselectivacon sulfato amónicoy ambosutilizados como
anticuerposde capturay de detección.Los resultadosobtenidos(no mostrados),indicaron
queesteensayono eraválido en la deteccióndelechede cabraenlechede ovejaya quelas
absorbanciasde las muestrasproblema,con lechedecabrao sin ella, eran iguales.Esto
parecedeberse,probablemente,a quelos anticuerpospoliclonalesutilizadosno estaban
purificadospor cromatografíadeafinidady por lo tanto reconocíantantoalascaseínasdela
leche de cabracomo a las de la leche de oveja ya que, al ser especiesmuy próximas,

contienenepitoposcomunes.

En segundolugar, parael desarrollode esta técnicautilizamos dos anticuerpos

monoclonalesobtenidosfrentea la caseína«52 dela lechede cabra(IB2B y Bl2B), aunque

los resultadosobtenidosfueronsimilaresa los descritospreviamente.En estecaso,el

problemaresideen queel ELISA Sandwichdebeutilizar dosanticuerposmonoclonalesque

reconozcanepitoposdiferentesy, posiblemente,alejadosdel mismo antígeno,ya que si
estono ocurre,seproduciráun solapamientoentreambosy no seráposiblela unión de
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ambosanticuerposal mismoantígeno.En definitiva, el ELISA Sandwichtal y comoseha
realizadoen estetrabajo,no permiteladeteccióny cuantificaciónde la lechede cabraen la

de oveja.

Como ya se ha comentado,el ELISA Sandwiches el método de elecciónen la
deteccióny cuantificaciónde antígenosde interés,perosi no se encuentrandisponiblesdos
anticuerposmonoclonalesque reconozcanepitoposdiferentesde un mismoantígenoo de
anticuerpospoliclonalespurificadospor cromatografíade afinidad,el siguienteensayode
elecciónes el ELISA Competitivo (Harlow y Lane, 1988; Hefle, 1995). El ELISA
Competitivoseha utilizadocon éxito en el análisis de moléculaspequeñastales como
pesticidas,toxinas, hormonasy tambiénen la deteccióny cuantificaciónde algunas
proteínascomola soja(Rittenburg, 1990). Estatécnicatiene dos variantes,basadasen la
deteccióndel anticuerpoo del antígeno,siendoestaúltima la másutilizadaenla deteccióny
cuantificaciónde componentesy contaminantesdelosalimentos.En este sistema,una
muestraantigénicapurao parcialmentepurificada,seadsorbealos pocillos de las placasde
ELISA, mientrasla muestraproblemaconteniendounaconcentracióndesconocidadel
antígenoseañademezcladaconel anticuerpo.El antígenoexistenteenla muestraproblema

competiráconel antígenoinmovilizadoenel pocillo por la unión conel anticuerpoy, cuanto
mayorseala concentraciónantigénicaen la muestraproblema,menorserála cantidadde

anticuerpoqueseuniráala fasesólida.Elcomplejoantígeno-anticuerpode la fasesólidase
detectapor la adiciónde un conjugadode anti-inmunoglobulinasde ratónobtenidode otra
especieanimalmarcadoconun enzimay la cantidadde color observado,esinversamente
proporcionalala cantidadde antígenoexistenteen la muestraproblemao standar(Figura
11.20.).

La realizaciónde estatécnicarequierela utilización de anticuerposmonoclonales,
específicosparaque el antígenoadsorbidoy el de la muestraproblemacompitanpor el
mismo lugarde unióncon el anticuerpo.Pararealizarla cuantificaciónla absorbanciade
cadamuestrasedivideporla absorbanciaobtenidacon un controlnegativo(sin muestra
problema)y semultiplica por 100dandoel porcentajedeabsorbancia,quecuandoseresta

de 100 obtenemosel valor denominado% de Inhibición (secciónIV.5.l.C.).

Otracaracterísticadeestetipo de ELISAesla convenienciadeutilizarantígenospuros
o parcialmentepurificados.Paradotaral ensayode mayorsensibilidad,utilizamos como
antígenoadsorbidoal pocillo, las caseínastotalesdela lechede cabray comoanticuerpoel

Acm B2B parcialmentepurificado por precipitaciónconsulfato amónico.El complejo

antígeno-anticuerposedetectócon un conjugadocomercialde anti-inmunoglobulinasde
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ratónobtenidasde cabray marcadasconel enzimaperoxidasade rábano.

Los resultadosobtenidosse han descritoen la secciónIV.5.l.C. de estetrabajo,en
los queconvienedestacarquela respuestainmunológicaobtenidaes de tipo logarítmico,a

diferenciade la linealobtenidaconel ELISA Indirecto.Estetipo de respuestaespreferible
en la deteccióny cuantificaciónde concentracionespequeñasdel antígenode interés.Así,
(FiguraIV.14.) seapreciaqueparaunasustitucióndel 0,25%de lechede ovejapor leche
de cabra,el porcentajede inhibición obtenidoessuperioral 25%,por lo queestatécnicaes
mássensibley específicaquela del ELISA Indirectoclásico,Sin embargo,al igual quecon
la técnicaanterior, a partir de valoresde sustituciónsuperioresal 15% el ensayono es

adecuado.La ecuaciónresultantede la deteccióny cuantificaciónde un 0,25a un 15 % de
lechede ovejapor lechedecabra,fue la siguiente:log A405= 0,0383- 0,3831 log x, con un

coeficientede regresión(r
2) de 0,976, y un coeficientede regresiónajustado(Adj r2) de

0,970y un valor de p=O,OOOI.

Por tanto,al igual quesucedíaconel ELISA Indirecto, la correlaciónexistenteentreel

incrementode absorbanciay el porcentajede sustituciónde lechede ovejapor lechede
cabra,estambiénmuy elevada.Por otra parte,al contrarioque en el ELISA Indirecto, lo
queseadsorbeenlos pocillos esunaconcentraciónconocidadeanticuerposespecíficos,en
lugarde unamuestraantigénicadiluida, por lo que la variabilidadintra e interensayos
disminuyeconsiderablemente.De lo expuesto,podemosconcluirque parala deteccióny
cuantificacióndel0,25 al 15%delechedecabraenlechede oveja, el ELISA Competitivo
es el métododeelección,debidoa sugransensibilidad.

La conjugaciónde los anticuerpospurificadoscon la biotina y su deteccióncon]a

estreptavidina,puedeamplificarla respuestainmunológicae incrementarla sensibilidadde
las técnicasinmunoenzimáticas(ELISA). Esto se debe, a que al encontrarselas
inmunoglobulinasunidas a muchas moléculas de biotina, el conjugado de
estreptavidina-peroxidasaencuentramáslugaresde anclajealos anticuerpos,quecuandose
utiliza comoconjugadolos anticuerposanti-inmunoglobulinasde especiemarcadasconel
mismoenzima.Porestemotivointentamosdesarrollary ponera puntoun ELISA Indirecto

en el que el Acm B2B se conjugó con la biotina. Sin embargo,en nuestrocaso la

biotinizacióndel Acm B2B en lugarde amplificar la respuesta,provocóunadisminuciónen

sucapacidadde reconocimientode las caseínasde la lechede cabra.Esteresultadopuede
debersea que para la conjugaciónutilizamos un ésterde la biotina, denominado
biotinil-N-hidroxisuccinimida(BHNS), que reaccionaconel anticuerpoa travésde los
gruposamino libresde lasproteínas,normalmentelos del aminoácidousina.Si la unión
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con el anticuerpose realiza a través de aminoácidosesencialesparala actividad del

anticuerpo(los lugaresdecombinaciónconel antígeno),la biotinizaciónpuededisminuiro
destruir la actividadde éste(Harlow y Lane, 1988).

De los resultadosobtenidos,se deducequecon la utilización del Acm B2B y las

técnicasdel ELISA Indirecto y Competitivo empleadasen este trabajo,es posiblela
deteccióny cuantificaciónde la sustitucióndela lechede ovejapor lechede cabra,teniendo
comolimite máximo un 15% de sustitucióny comolimite inferior un 0,5% (Indirecto),
mientrasen la deteccióny cuantificaciónde porcentajespequeñosde sustitución,el ELISA
Competitivoesel métodomássensibley fiable.

V.4.2. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE CRUDA DE

CABRA EN LECHE CRUDA DE VACA

La deteccióny cuantificaciónde lechecrudade cabraen mezclascon lechecrudade

vaca,serealizóutilizandoel Acm 132B purificadoparcialmentepor precipitaciónselectiva

consulfatoamónicoy las técnicasinmunoenzimáticasdelELISA Indirectoy Competitivo.

Del análisisde lasmezclasexperimentalesde lechey utilizando la técnicadelELISA
Indirecto(Figura IV. 15.),obtuvimosunarespuestalineal en la deteccióny cuantificación

del 0,5 al 15% delechede cabraen lechede vacay cuyaecuaciónfue la siguiente:A405=

0,4211 + 0,1122x, con un coeficientede regresión(r
2) de 0,981, y un coeficientede

regresiónajustado(Adj. r2) de 0,977y un valor de p=O,OOOl.Utilizando la técnicadel
ELISACompetitivo,la representacióngráficade la relaciónentreel porcentajede inhibición
y los de sustitucióndel 0,25 al 15% de leche de vacapor lechede cabra,originó una

respuestalogarítmica(FiguraIV.16), cuantificablemediantela ecuación:logA
405= 0,4290-

0,3360log x, conun coeficientede regresión(r
2) de 0,975,y un coeficientede regresión

ajustado(Adj r2) de0,970y un valorde p=0,000l.

Debido a la analogíaexistenteentrelas lechesde oveja y cabra,se pensóquesu

diferenciaciónseríamásdifícil queenel casodela lechede vaca,aunquelos resultadosque
sedescribenenestaseccióndeterminaronque lacuantificacióndelechedecabraenlechede
oveja(FigurasIV.13. y IV. 14.),esigual de precisaquecuandoel métodoseutiliza enla
deteccióny cuantificaciónde la lechedecabraen lechede vaca(FigurasIV.15. y IV. 16.).

Por tanto, podemosafirmar quetantoel ELISA Indirecto (deteccióndel 0,5 al 15%)

comoel Competitivo(deteccióndel 0,25al 15%),desarrolladosen estetrabajo,permitenla
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deteccióny cuantificaciónde la sustituciónde lechede vacaporla decabra.

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

Comoya seha comentadoen la secciónV. 1., las caseínasde la lechepresentanuna

elevadatermoestabiidad.Puestoqueutilizamosla caseínaas2de la lechede cabraparala

produccióndel Acm B2B, consideramosde interésanalizarla influenciade los tratamientos

térmicosenla capacidadde reconocimientode esteAcm por lascaseínasfrentealas quese

obtuvo. En una primera aproximación,enfrentamosel Acm B2B a la lechecruda,

pasterizaday esterilizadade cabra,determinandoqueésteeratermoestable(TablaIV.4.).

No obstante,permanecíapor determinarla capacidaddereconocimientode esteAcmparala

leche de cabra sometidaa los diferentestratamientostérmicos de pasterizacióny
esterilización,en mezclascon lechede ovejay vaca.

El tratamientotérmico de la lecheoriginacambiosen la estructurade la micela de

caseínay en, un principio, las caseínasic y as2se asociana la p-lactoglobulina.Si el

tratamientotérmico es más intenso,se producencambiosen los aminoácidosde las
caseínas,como la pérdida de fosfato de los radicales fosfoserina, la formación de
lisoalaninay la apariciónde productosde la reacciónde Maillard. Cuandoel tratamiento
térmicose prolongaa temperaturaselevadas,sepuedeproducirunaligeraproteolisisdelas
caseínascomolo indicael incrementoen los nivelesde proteasa-peptonay de nitrógenono
proteicode la leche(Law y col., 1994).

En la deteccióny cuantificaciónde la lechedecabratratadatérmicamenteen mezclas
con leche de oveja, utilizamos las técnicasinmunoenzimáticasdel ELISA Indirecto y
Competitivo.Los resultadosobtenidossehan descritoen la secciónIV.5.3., obteniendo
con el ELISA Indirecto, tanto para la leche pasterizada(Figura IV.17.) comoparala
esterilizada(FiguraIV.18.) de cabra,unarespuestalinealcon unaecuaciónquenospermite
detectarla presenciadel 0,5 al 15% de lechepasterizada(Adj. r2= 0,979,p=O,O00l) o
esterilizada(Adj. r2= 0,960,p=O,000l)de cabra,en la lechede oveja.

En la FiguraIV.19. semuestranlos resultadosobtenidosconel ELISA Indirecto,
parala deteccióny cuantificacióndelechecruda,pasterizaday esterilizadadecabraen leche
de oveja. En ella se aprecia,quelos valoresde absorbanciaobtenidoscuandola lechede
cabrasesometeapasterizaciónson superioresalosobtenidosconla lechecruda,mientras
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quecon la lecheesterilizada,los valoresde absorbanciadisminuyenrespectode los dela

lechecruda.

Recientemente,Law y col. (1994) estudiandolos cambiosestructuralesde las

caseínassometidasa tratamientostérmicos,han determinadoque éstossolamentese
producencuandola lechesecalientadurante5 minutosa temperaturassuperioresa 110 0C.

Por tanto, la pasterizaciónde la leche(62 0C, 30 minutos)no afectadaa la estructurade las
caseínas.El que los valoresde absorbanciaseanmásaltosquecon los de la lechecrudase
debe,probablemente,aqueconel calorla cadenaproteínicasevuelve máslaica (seabre
más)y los epitoposquedaríanmásexpuestosparasureconocimientopor el anticuerpo.Por
el contrario, la esterilizaciónde la leche (121 0C, 20 minutos), provocacambios
estructuralesen las moléculasde caseína,lo que dificulta el reconocimientode sus
correspondientesepitopospor el anticuerpo.

La utilizacióndelELISA Competitivo,permitió la obtencióndedosecuacionesparala
útilies en la deteccióny cuantificacióndel 0,25 al 15%de sustituciónde lechede ovejapor
leche pasterizadade cabra (Figura IV.20., Adj. r2= 0,971, p=O,OOOl) o por leche

esterilizadade cabra (FiguraIV.21., Adj. r2= 0,980,p=O,OOOl). Las diferenciasquese
observancon respectoal ELISA Indirecto (Figuraslvii. y IV.l8.), son las quese
observaronen el caso de la leche cruda (secciónV.4.l.). El ELISA Competitivo

proporcionaunarespuestalogarítmicaquenospermitedetectary cuantificarla presenciadel
del 0,25%delechepasterizadao esterilizadadecabraen la lechede oveja.

La representaciónde los porcentajesde inhibición obtenidospara la lechecruda,

pasterizaday esterilizadade cabra,semuestranen la FiguraIV.22. Comoen el casodel
ELISA Indirecto, se aprecian diferenciasen los valores de los tres tipos de lecheaunque
éstassonmínimascomparadascon las obtenidascon el ELISA Indirecto.Estosresultados
confirmanla mayorsensibilidaddel ELISA Competitivoen la deteccióny cuantificaciónde
la presenciade lechecruda,pasterizadao esterilizadadecabraen la lechede oveja.

V.4.4. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO EN LA

DETECCION Y CIJANTIFICACION DE LECHE DE CABRÁ
EN LECHE CRUDA DE VACA

La deteccióny cuantificación de lechepasterizadao esterilizadade cabra en mezclas

con leche cruda de vaca, se realizó utilizando el Ac~ B2B purificado parcialmente por

precipitación con sulfato amónicoy las técnicasinmunoenzimáticasdel ELISA Indirecto y
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Competitivo.

Los resultadosobtenidosutilizandola técnicadel ELISA Indirectosemuestranen las

figuras IV.23. y IV.24. En amboscasosseobtuvo unarespuestalineal, lo quepermite
detectary cuantificarde un 0,5 % a un 15 % de sustituciónde lechede oveja por leche
pasterizadade cabra( Adj. r2= 0,986p=O,OOOl)o por lecheesterilizadade cabra(Adj. r2=

0,992 p=O,OOOl) (Figura IV.20.). En la figura IV.25. se comparan los valores de
absorbanciaobtenidoscon los tres tipos de lechede cabrautilizadaen las mezclaslácteas.
Comosucedíaen el casode las mezclascon lechede oveja, los valoresde absorbancia
cuandose utiliza la lechepasterizadadecabrasonmayoresquecon la lechecruda,mientras
quecon la lechede cabraesterilizadalosvaloresde absorbanciadisminuyen.

La respuestaque seobtiene al utilizar el ELISA Competitivoen la deteccióny

cuantificaciónde lechepasterizada(Figura IV.26.) o esterilizada(FiguraIV.27.) de cabra

en lechede vacafue del tipo logarítmico.Las ecuacionesobtenidaspermitendetectary
cuantificarla presenciadel 0,25 hastael 15% de lechepasterizada(Adj. r2= 0,970,

p=O,OOOl) y esterilizada(Adj. r2= 0,974,p=0,000l)en la lechedevaca. La comparación
de la relaciónentrelos porcentajesde inhibición y los porcentajesde sustituciónobtenidos

parala lechecrudade cabrao la sometidaa pasterizacióno esterilización(FiguraIV.28.),
permitecomprobarqueexistendiferenciasen los valoresde inhibición (lechepasterizadade
cabra>lechecrudadecabra> lecheesterilizadade cabra),pero estassonmenoresquelas
obtenidasconutilizarel ELISA Indirecto.

V.5. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE

CABRA EN QUESOS MADURADOS DE OVEJA Y

VACA, UTILIZANDO METODOS INMUNOENZIMA-
TICOS (ELISA)

El empleode las técnicasinmunológicasdelELISA Indirectoy Competitivo en la
deteccióny cuantificaciónde lechedecabraen lechede ovejay vaca,dieronresultadosmuy
satisfactorios,por lo queseprocedióautilizrlasen la deteccióny cuantificaciónde la leche

de cabraen losquesosmaduradosde ovejay vaca.
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V.5.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN QUESOSMADURADOS DE OVEJA

Comoantígenosseutilizaronlas tres mezclasde quesosrealizadasconquesofresco,
quesotierno y quesomaduradode cabraen quesode oveja.El objetivo eradeterminarsi el

reconocimientodela lechede cabraporel Ac~ B2B semodificabapor loscambiosde las

caseínasdurantela maduracióndelos quesos.La primeratécnicautilizadafue la del ELISA
Indirectoclásicoy los resultadosse muestranen las FigurasIV.29., IV.30. y IV.31. En los

trescasos,la respuestadel Acm B2B a la presenciacrecientede lechedecabraproduceun

incrementologarítmicode la absorbanciaentrelos porcentajesdel 1 y 25%desustitución

del quesode ovejapor los decabra.Lasecuacionesde regresiónobtenidasmostraronun
coeficientede regresiónlinealsuficientementeelevadoy significativo (quesofresco : Adj.
r2= 0,990, p=O,OOOl; quesotierno: Adj. r2= 0,989,p=O,OOOl;quesomadurado:Adj. r2=
0,936,p=O,00Ol),comoparaafirmarquetambiénen estecasoexisteunagrancorrelación
entreel aumentode absorbanciay el del porcentajede sustitucióndel quesode ovejapor

quesode cabra.

Cuandose comparanlos resultadoscorrespondientesa las tresmezclas(Figura
IV.32.), seapreciaquelos valoresde absorbanciaobtenidosson ligeramentesuperioresen
la mezclaconquesofrescoqueconquesotierno. Asimismo,los valoresde absorbancia
obtenidoscon el quesomaduradoquecon el quesotierno. Por tanto, pareceser queel
reconocimientode las caseínasdecabraporel Acm B2B en el casode las mezclasdequesos

resultaafectada(dependiendodel períododemaduracióndelqueso),aunquelas diferencias
encontradasson muy pequeñas.La respuestalogarítmica obtenida,contrastacon la
respuestalineal observadaen la detecciónde leche de cabraen lechede oveja (Figuras

IV. 19.) y puededeberseala mayordificultad delAcm B2B parareconocerlas caseínasdela

lechedecabra,enunamuestraantigénicamáscomplejacomoesel queso.

Los resultadosobtenidosal utilizar la técnicadel ELISA Competitivo(FigurasIV.33.,
IV.34. y IV.35.), permitieronla obtenciónde ecuacionesde regresiónconbuenosindices

de correlación(quesofresco : Adj. r2= 0,980, p=O,O0Ol;quesotierno: Adj. 9= 0,978,
p=O,OOOl;quesomadurado:Adj. r2= 0,956,pmO,0001),parala deteccióny cuantificación

del 0,5 al 25%de dequesode cabraen quesode oveja.Enla FiguraIV.36., seobservaque
las diferenciasentrelos porcentajesde inhibición obtenidosparacadaunade lasmezclas,
sonmenoresquelosobtenidosal utilizarel ELISAIndirecto.

Por lo tanto,parala deteccióny cuantificacióndel 0,5% al 25% dequesodecabraen
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quesode oveja, el ELISA Competitivoesel métodode elecciónporsumayorsensibilidad.

V. 5.1. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LECHE DE CABRA
EN QUESOSMADURADOS DE VACA

Paradeterminarla capacidadde reconocimientodelAc~ B2B delquesofresco,tierno

y maduradodecabraen mezclasconquesode vaca,seutilizó primerola técnicadelELISA

Indirecto. Al relacionarlos porcentajesde absorbanciaobtenidoscon los porcentajes
crecientesdesustituciónde quesode vacapor quesofresco(Figura IV.37., Adj. r2= 0,993,
p=O,OOOl),quesotierno (Figura IV.38. Adj. r2= 0,989, p=O,O00l) y queso madurado
(Figura IV.39. Adj. r2= 0,958,p=O,OOOl) de cabra y comosucedióen las mezclascon
quesode oveja,seobtuvounarespuestalogarítmica.De los resultadosobtenidossededuce
queestatécnicapermitela deteccióne identificacióndel 1 al 25% de quesode cabraen

quesode vaca. Lasdiferenciasobservadascuandosecomparanlas tresmezclas( Figura
IV.40.), son escasas.

Con la técnica del ELISA Competitivo (Figuras IV.4 1., IV,42. y IV.433, se
consiguiódetectary cuantificardel 0,5 al 25% de quesode vacapor el de cabra y la
correlaciónde los resultadosobtenidosseconsideróadecuada(quesofresco: Adj. r2=
0,933, pmO,OOOl;quesotierno: Adj. r2= 0,976, p=O,OOOl; queso madurado:Adj. r2=
0,931,p=O,OOOl).Además,lasdiferenciasobservadasenlos porcentajesde inhibición de
las tres mezclasson mínimas(FiguraIV.44), al igual quesucedíacon el quesode oveja,

por lo quela técnicadel ELISA Competitivo esla másadecuadaparala deteccióny
cuantificaciónde la sustitucióndel 0,5-25%dequesodevacaporel de cabra,

V.6. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE ESTE

TRABAJO CON LOS DE OTROS INVESTIGADORES

Enla introduccióndeestetrabajo,serevisanlos principalesmétodosdisponiblespara
la identificacióny cuantificaciónde la lechedediversasespeciesanimalesen mezclaslácteas

frescasy quesosmadurados.La mayor partede los estudiosdesarrolladosserefierena la
detecciónde lechede vacaen la de ovejay cabra.Sin embargo,enlos paísesmediterráneos,
la detecciónde lechedecabray su determinacióncuantitativaen lechey en quesosde oveja,

poseeunaenormeimportanciaeconómica.Debido a la gran analogíaentrelas lechesde
oveja y cabra,sudiferenciaciónesmásdifícil queen el casode la de vaca,aunqueno por

ello handejadode desarrollarsediversastécnicasanalíticas.
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Así, Assenat(1967) fraccionandolas caseínaspor electroforesisen geles de
poliacrilamida,detectaun 2% de lechede vacaen la de oveja,señalandoquedadala

similitud de las caseínasa5 de las lechesde cabray oveja, esta técnicasólo permitela

deteccióny cuantificaciónde lechede cabraen la de ovejaparaporcentajesdesustitución
superioresal 30%. La identificacióny cauntificaciénde las proteínasdel suerode la leche
por electroforesisen gelesde poliacrilamida(Amigo y col., 1989),permitela deteccióndel
1-2% de lechede vacao de cabraen quesosmaduradosdeoveja.Estatécnicaes oficial en
España(B.O.E., 300(191)para la detecciónde lechede cabraen la de oveja (limite de
deteccióndel2 %) y de lechede cabraenel quesode oveja(lffiúte de deteccióndel 3%).

Ruiz y Santillana (1986) separandolas proteínasdel suero de la leche por
isoelectroenfoqueen gelesde poliacrilamida,detectany cuantificandesdeun 3% de lechede
cabraen la de oveja.Ortin y col. (1992ay b) desarrollandola mismatécnicaen un equipo
automatizadoPhast-System,determinanporcentajesdel 5 al 40%de lechede vaca,cabray
oveja en quesosde mezclay de maduracióncorta, con unagran precisión.Asimismo,
evaluandoel puntoisoeléctricode la caseínate de la lechede las tresespecies,concluyen
que las para-te-caseínasconstituyenun marcadorpotencialy podríanutilizarse en la
identificacióny cuantificaciónde la lechede vaca,ovejay cabraenmezclasde quesos.No

obstante,a pesarde susensibilidad,los métodoselectroforéticospresentanel inconveniente
de un costeelevadoy de requerir muchotiempoparacompletarlos análisis.

En cuantoa los métodosinmunológicos,uno de los primeros empleadosen la
detecciónde la lechedecabraen mezclaslácteas,fueel dela inmunoprecipitaciónen medio
liquido (Pinto, 1966),enel queémpleandoinmunosuerosanti-proteinassanguíneasde la
lechede cabra,neutralizadascon las proteínassanguíneasde las especiescon las que
presentabareaccionescruzadas,se consiguela deteccióndeun 5%de lechede cabraen la
de oveja. Sin embargo,el métodono esválido cuandola lechesesometea temperaturas
superioresa las de pasterización.De los métodosinmunológicos,el de la inmunodifusión
radial (Levieux, 1977)esel quemássehaempleadoen la deteccióny cuantificaciónde la
lechede cabraen mezclaslácteas,con un limite de deteccióndcl 1%, peroestemétodo
presentala limitación de queen las lechessometidasa tratamientostérmicossuperioresa
75

0C durante30 segundosdebeaplicarseun factor de corrección, lo mismo queen los
quesos.Amigo y col. (1989),al compararla inmunodifusiónradial de las proteínasdel
suerode la leche,conla electroforesisen gelesde poliacrilamidade las mismasproteínas
indican queambosmétodospermitenla deteccióny cuantificaciónde lechede cabraen

mezclaslácteasy en quesoselaboradoscon lechede oveja,sibien,el métodoelectroforético
cuantificamejor la composiciónreal de la mezclaqueel inniunológico.A pesarde sus
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limitaciones,la inmunodifusiónradiales un métodooficial parala detecciónde lechede
cabraen la de ovejacon un limite de deteccióndel 1% (B.O.E., 30/X/91).La técnicadel
inmunodottingempleandoinmunosuerosanti.inmunoglobulinassanguíneasde cabra
obtenidasde carneros ha sido utilizada por Pérezy col. (1992), como un método

‘cualitativo’ en la deteccióndelechedecabraen la de oveja.

Garcíay col. (1993; 1994 ) empleandoun inmunosueroanti-proteinasséricasde la
leche de cabra,han desarrolladoy puestoa punto dos métodosinniunoenzimáticos
(ELISA), Indirectoy Sandwich,quepermitenla deteccióny cuantificaciónde un 1% de
lechedecabraenlechede oveja.El inconvenientede ambosesqueel inmunosuerodescrito
no permitela deteccióny cuantificacióndela lechede cabraen los quesosmaduradosde

oveja, ya que las proteínasséricasson muy sensiblesa los tratamientostérmicosy se
encuentranen concentraciónespequeñasen los quesosmadurados.Por estemotivo,
Rodríguezy col. (1991;1992) utilizaroninmunosuerosfrentea las caseínasde la lechede

cabrapurificadospor cromatografíade afinidad, biotinizadosy neutralizados,parasu
utilizaciónen diversastécnicasinmunoenzimáticas.Así, utilizandoun ELISA Indirecto
detectany cuantificande un 1 aun 25% de lechedecabraenlechey quesosmaduradosde
oveja. Si el sistemautilizado es un ELISA Sandwich, es posible la deteccióny
cuantificaciónde un 1 a un 100% de lechede cabraen la lechey quesosde oveja. Sin
embargo,la purificaciónde los anticuemospoliclonalespor afinidadeslargay costosay su
disponibilidadeslimitada.

De lo expuestosobrelas técnicasempleadasen la deteccióny cuantificaciónde la
leche de cabra en leche y quesosde oveja, puede concluirseque las técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA) desarrolladasen este trabajo, poseenuna sensibilidad

adecuada.Empleandoel Acm B2B especificode las caseína«52 de la lechede cabra,la

técnicadel ELISA Indirectopermitela deteccióny cuantificaciónde la sustitucióndel0,5 al
15%de lechedeoveja por lechede cabray del 1 al 25% de sustitucóndequesode oveja
por queso de cabra.no obstante,conel ELISA Competitivo desarrollado,el rangode
deteccióny cuantificaciónde la lechede cabrase ampliadel 0,25 al 15%en las mezclas
lácteasy del 0,5 al 25% en los quesos.Además,estosmétodosofrecenfrente a los
descritospreviamente,las ventajasde disponerde unafuente ilimitada de anticuerpos,
requierensolamentecuatro(Indirecto)o 5 (Competitivo)horasparasurealización,sucoste
económicoespequeñoy permitenanalizarun grannúmerode muestrasenunasólaplacade
ELISA.

Debidoala escasainformaciónexistentesobreel desarrollodetécnicasanalíticaspara
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detectary cuantificarla presenciade lechede cabraenlechey quesosde vacay comosehan

obtenidoresultadossimilaresa los descritoscon la lechede oveja,esposibleconcluirque
los métodosinmunoenzimáticos(ELISA) desarrolladosen este trabajo, son también
adecuadosparala deteccióny cuantificaciónde la lechedecabraen lechey quesosde vaca.

a
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Conclusiones

— 1. De los métodoscromatográficosempleadospara el fraccionamientode las
caseínasde la lechede cabra,que hansido los de cromatografíalíquida rápida

— (FPLC) de intercambioaniónico,cromatografíade intercambioaniónico con
DEAE-celulosay cromatografíade intercambiocatiónico en unamatriz de
S-SepharoseFast-Flow,la cromatografíade intercambiocatiónicoes la que ha
permitido una mejor separaciónde las caseínasen sus cuatro componentes
mayoritarios(«si,«5~, ~ y te).

-o

2. La caracterizacióninmunolégicaparcial de las fraccionescaseinicaspurificadas

— por cromatografíalíquida rápida(FPLC) de intercambioaniónicoy cromatografía
de intercambiocatiónicoen unamatriz de S-SepharoseFast-Flow,utilizando
anticuerpospoliclonalesespecíficosde la lechede cabray un ELISA Indirecto,

indicó quela fracciónqueconteníala caseínaas~ obtenidaporcromatografíade

— intercambiocatiónicoera la fracciónmásinmunógena,probablementeporquees
la queposeeel mayornúmerode epitoposespecíficosde las caseínasde la leche

decabra,

-o

3. El bazodel ratóninmunizadocon la fracciónqueconteníala caseína«52 de la
-o

lechede cabray quemostrabael mayortitulo de anticuerposfrentea lascaseínas
de la lechede cabra,seutilizó parala fusión de los linfocitos con células de

— mieloma.La eficaciade la fusióncelularfue mayordel 50%: de400pocillos que

mostrabanhibridomas,el 25% producíananticuerposmonoclonalesfrentea las
• caseínasdela lechedecabra,

— 4. La metodologíade producciónde hibridomaspermitió la identificación y

selecciónde 8 lineas celularesproductorasde anticuerposmonoclonales
específicosde la lechede cabra,denominados:AlH, B2B, B12B, C2H, C6C,

F4Ey A6F.

• 5. Los estudiosrealizadospara evaluar la actividady especificidadde los 8

anticuerposmonoclonalescitadosindicaronque, el ACm B2B procedentedel

• sobrenadantedelcultivo celulareramonoespecificofrenteala caseína«s2 de la

lechedecabra, ademásde mostrarla mayorreactividadfrenteadicha leche.

u
6. La especificidaddel Acm B2B procedentedel sobrenadantedel cultivo celular

frentea lascaseínasy a la lechecrudadecabrafue mayorquela presentadapor el

mismo Acmexistenteen el liquido ascitico,por lo queseseleccionópara su
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utilizaciónposterioren la deteccióny cuantificaciónele lechede cabraen mezclas
lácteasy quesosde diversos tipos, empleandotécnicasinmunoenzimáticas
(ELISA).

7. De las técnicasinmunoenzimáticasdesarrolladasen estetrabajo,que fueronun
ELISA Indirecto, Sandwichy Competitivo, así como un ELISA Indirecto
utilizando el sistemade amplificaciónbiotina-avidina,el ELISA Competitivo
resultóserel máseficaz y sensibleen la deteccióny cuantificaciónde lechede
cabraen mezclaslácteasy quesos.

8. Utilizando el Acm B2B y la técnicadel ELISA Indirecto,esposibledetectary

cuantificarporcentajesde sustitucióndel0,5 al 15%delechede ovejao vacapor
lechede cabray del 1 al 25% dequesode ovejao vacapor quesode cabra.Sin
embargo,la sensibilidaddel métodoesinsuficienteparadetectarconcentraciones
menores.

9. Utilizandoel Acm B2B y la técnicadel ELISA Competitivo,esposibledetectary

cuantificarporcentajesde un 0,25%aun 15% de sustituciónde lechedeoveja o
vacapor lechede cabray del 0,5 al 25%de quesode ovejao vacaporquesode
cabra.La sensibilidaddel métodorecomiendasuempleocuandolos porcentajes
desustituciónde las lechesde ovejao vacapor la decabrasonpequeños.

1 0. La deteccióny cuantificaciónde lechede cabra utilizando el Acm B2B y el

ELISA Competitivo,no resultaafectadasignificativamentepor los tratamientos
térmicosdepasterizacióny esterilizaciónalosquesesometelalechede cabra,ni

por los diferentesperíodosde maduraciónde los quesosde cabrautilizadosenla
preparaciónde lasmezclasdequesos.
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Los resultadosde este trabajo indican queel empleode anticuerposmonoclonales

obtenidosfrente a la fracciónquecontienela caseínaas2 de la lechede cabra,permitenel
reconocimientode epitoposespecíficosde las caseínasde la lechede cabra.Asimismo,
medianteel desarrollode técnicasinmunoenzimáticas(ELISA) adecuadas,estosanticuerpos

monoclonalessonútilesen la deteccióny cuantificaciónde lechedecabraen mezclaslácteas
-o

y quesosmaduradoscon lechesde otrasespecies.

— Debidoaque el empleode anticuerposmonoclonalespresentael inconvenientede la
inestabilidadgenéticade los hibridomasproductoresde los mismos,asícomode supobre

— viabilidad celulary de la posibilidadde su pérdidacuandosealmacenany conservana
temperaturasbajas,unade las alternativasfrentea esteproblema,consisteen la obtencióny

— producciónde anticuerposrecombinantesutilizando técnicasde Biología Molecular,
basadasen la donaciónde las inmunoglobulinaso anticuerposde interésen vectores
genéticosadecuadosy en suexpresiónen bacteriasgenéticamentemodificadas.

-o

Estosavancescombinanla capacidaddeexpresarproteínasdecélulascucariontesen

— bacteriasconel aislamientoy amplificaciónde los genesquecodificanlas regionesvariables
de los anticuerpos,mediantela reacciónen cadenade la polimerasa(PCR)y consistemas

— deselecciónquepermitenla identificacióny aislamientode los anticuerposde unaforma
mássencillay rápidaque la seguidaen la seleccióndelos anticuerposmonoclonales.Las
ventajasde la utilización de bacteriasgenéticamentemanipuladasen la síntesisde
anticuerpos,son obviasen lo quese refierea la estabilidadgenéticade estafunción, al
almacenamientoy conservaciónde las bacteriasa temperaturasmenoresy a su facilidad de

0 transporte,sin los problemasde viabilidad y modalidadcelular propios de las células
cucariontes.

0

Los anticuerposrecombinantes,obtenidospor manipulacióngenética,presentan

• varias ventajascon respectoa los anticuerposmonoclonalescomoson: 1) el tiempo
necesarioparasuobtenciónesmenor;2) mayorcapacidadparalocalizarepitoposqueson

inaccesiblespara las grandesmoléculasde inmunoglobulinas;3) la posibilidad de
producciónde fragmentosfusionadosa un enzimao acualquierotra proteína,conuna
funcióncomplementariaala del reconocimientodelantígeno;4) la posibilidaddeprescindir
de la inmunizaciónde animalesde experimentacióny 5) permitenla obtenciónde reactivos

de afinidady especificidadprecisas,mediantela utilización de técnicasquemodificanla

• estructuray característicasdel lugarde unióndel anticuerpoconel antígeno.

Comotrabajofuturoseríaconvenientela utilizacióndeestametodologíaparaasegurar
la estabilidadgenéticadelos hibridomasyaexistentes.Porello, seproponela utilizaciónde
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los hibridomasgeneradosen estetrabajoen la obtenciónde anticuerposrecombinantes
frente a las caseínasde la leche de cabra,parasu utilización posterioren la deteccióny
cuantificaciónde lechedecabraenmezclaslácteasy quesos.Paraconseguiresteobjetivo,
esconvenienteseguirel siguienteesquemade trabajo:

1. Extracción del mRNA de los hibridomas de interés y obtencióndel DNA

complementario.

2. Amplificación de los genesde las inmunoglobulinasde interés,empleando
cebadoresadecuadosy la reacciónen cadenade lapolimerasa(PCR).

3. Clonacióndelas secuenciasVH (cadenapesadade la regiónvariable)y VL (cadena

ligeradela regiónvariable)responsablesdelreconocimientoantigénicodelos Acm

producidos,en en los vectoresgenéticosadecuados.
-o

4. Introduccióndel vectorenhospedadoresbacterianosadecuados,comocélulasde

— E. ~di genéticamentemodificadas,que permiten la expresióny secreciónal
exteriorde las cadenaspeptídicasquereconocenalos antígenosde interés.
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