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CAPITULO |

EXPOSICION GENERAL DEL PROBLEMA
A INVESTIGAR



3N

La diversidad de climas y la compleja y variada orografia del territorio
espafol, unido a 1a diversidad cultural, a una cabana ganadera rica en razas
lecheras autéctonas y a una extensa tradicion quesera, constituyen las bases en
las que se asienta una amplia produccidn de quesos, aunque muy pocos poseen una
produccion y comercializacion apreciables. A medida que la cabana bovina se ha
especializado y se han implantado medidas de mejora genética en el ganado ovino
y caprino, la produccién y el consumo de leche y, paralelamente, el de queso, han
aumentado. Este fendmeno es aun mas patente desde nuestro ingreso en la
Comunidad Europea, 10 que ha originado una diversificacion de la oferta de
derivados lacteos en el mercado, debido no solamente al incremento de quesos
importados sino, también, a la irrupcion de variedades queseras espanolas cuyo

consumo se circunscribia a 1os mercados regionales o locales.

Ante esta situacién, 1as industrias queseras espaholas necesitan potenciar
la calidad de sus productos para competir mejor tanto en el mercado interior
como en 105 exteriores. En este sentido es de destacar la labor realizada en 10s
ultimos afos por la Administracion, ocupandose de potenciar 105 productos con
"Denominaciones de Origen” y "Denominaciones Genéricas de Calidad". Asi, poseen
ya denominacion de origen 10s quesos como el Manchege, Honcal o [digzabal
elaborados con leche de oveja, Mghdny Cantabria, con leche de vaca, y (ara/es,
que contiene leche de vaca, oveja y cabra, mientras gue entre 10S que poseen
denominacion genérica puede citarse al de £/épang, elaborado con leche de vaca,
oveja y cabra, ampliandose cada aho la lista de quesos acogidos a estas
denominaciones, que en 1989 s610 representaban un 3,6 % de 1a produccion total
(MAPA).

Ademas de 10S quesos acogidos a denominaciones especificas, en 1os que 12

leche procede de explotaciones inscritas en su correspondiente Consejo



Reguiador, no debe olvidarse que la mayor parte de los quesos consumidos en
Espana son elaborados con mezclas de leche de vaca, oveja y cabra. Asi, de las
mas ge 170.000 Tm de quesos producidos en 1989, e} 56,6 % procedian de leche de

vaca y sus mezcias y el 24,8 % de leche de oveja y de sumezcla con la de cabra
(MAPA),

Asimismao, 1a Norma de calidad para quesos v quesos fundidos (BOE num. 292
del 6 de diciembre de 1985), sefnala en su apartado 12.1 que en el etiquetado de
105 quesos debera senalarse: "El nombre de 1a especie 0 especies animales de 1as
que procede la leche empleada por orden decreciente de proporciones” y, gue “en
los registros oficiales correspondientes debera declararse el porcentaje de los

distintos tipos de leche utilizados en la fabricacidon de los diferentes tipos de
quesos”,

Considerando 10 expuesto en el parrafo precedente, asi como que el precio de
1a leche de vaca es inferior al de 1as leches de ovejay cabra, se hace tentadora la
utitizacion de la primera en mayor cantidad de la declarada, ast como su
incorporacion fraudulenta en la fabricacion de quesos elaborados exclusivamente
con leche de oveja o cabra. Por ello, seria de un gran interés econémico y
comercial el disponer de métodos analiticos eficaces que permitan detectar y
cuantificar las leches de diferentes especies, tanto en la leche natural como en
105 productos derivados. De esta manera, podria detectarse el fraude antes de la
fabricacion del queso, y a la vez controlar 1a calidad del producto elaborado.

Para establecer la procedencia animal de una leche en mezclas lacteas y en
quesos se han utitizado métodos cromatograficos, electroforéticos e
inmunolégicos. Los meétodos cromatograficos se basan, por lo general, en la
determtnacton y cuantificacion de los acidos grasos asi como de una serie de



reiaciones entre 1os mismos (lverson y Sheppard, 1989). Los métodos
electroforéticos se basan en la determinacion de la movilidad de las caseinas o
de 1as proteinas del suero en geles de poliacrilamida (Ramos y col., 1980; Ruiz y
Santillana, 1986; Amigo y col., 1987; Addeo y col., 1989). Entre los métodos
Inmunologicos utilizados conviene senalar 105 de inmunodifusion radial (Levieux,
1977), inhibicion de la hemagiutinacion (Levieux, 1980), inmunoelectroforesis
(Radford y col., 1981; Bernhauer y col,, 1983, Elbertzhagen, 1987), e inmunodotting
(Aranda y col., 1988). De los métodos analiticos desarrollados, 1os reconocidos
como métodos oficiales de analisis de 1a leche y productos lacteos son los de la
electroforesis de las caseinas o de las proteinas del suero en geles de
poliacrilamida y el de la inmunodifusion radial (BOE num. 260 del 30 de Octubre
de 1991). 1 inconveniente de 1as técnicas citadas es que requieren materiales y
equipos relativamente costosos, el realizarlas requiere mucho tiempo 0 una gran
cantidad de anticuerpo purificado y la mayoria son sélo cualitativas o

semicuantitativas.

En los ultimos ahos el desarrollo de métodos inmunoldgicos basados en la
conjugacion de marcadores sensibles (1s6topos, enzimas, etc.) a i0s anticuerpos,
entre 10s que se incluyen 1os inmunoenzimaticos (ELISA), permiten alcanzar
niveles elevados de sensibilidad y especificidad, constituyendo una alternativa
interesante a otras tecnicas quimicas convencionales en el analisis de alimentos.
Las ventajas mas sobresalientes de 105 métodos inmunoenzimaticos son: a) su
elevada sensibitidad, debido al empleo de marcadores que potencian la capacidad
de deteccion, b) su elevada selectividad dada la especificidad de las reacciones
que se llevan a cabo (antigeno-anticuerpo), ¢) 1a posibilidad de automatizacion
del metodo, 1o que permite analizar un numero elevado de muestras en poco
tiempo y d) el pequeno coste de} material instrumental utilizado en comparacion
con el de otras tecnicas.



En nuestro Departamento se posee ya una amplia experiencia en la
diferenciacion de carne de distintas especies animales en mezclas carnicas
frescas utilizando técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) (Martin y col, 1986,
19883, 1988b, 1988c) vy, recientemente, se ha desarrollado un método ELISA
indirecto y sandwich que permite la deteccion de leche de vaca en 1a de oveja
(Garcia y col, 1990, 1991), utilizando anticuerpos policlonales frente a las
proteinas del suero de la leche de vaca. Las limitaciones del método citado son
las de su ineficacia cuando se utilizan leches tratadas térmicamente, debido a la
inestabilidad térmica de las proteinas séricas, asi como cuando se utilizan
muestras de guesos madurados, pues durante su fabricacion se eliminan 1a mayor
parte de las proteinas del suero, permaneciendo solo cantidades vestigiales de
1as mismas en €l producto final.

Es por ello que se ha considerado conveniente obtener 105 reactivos
inmunoldgicos y desarrollar 1as teécnicas inmunoenzimaticas (ELISA) apropiadas,
para detectar y cuantificar la presencia de leche de vaca en la leche frescay en
105 quesos madurados de oveja y cabra, asi como ia presencia de leche de cabraen
la leche fresca y en 105 quesos madurados de oveja. Para ello se han obtenido
anticuerpos policionales frente a las caseinas de la leche de las especies
animales de interes, ya que al ser las caseinas proteinas térmicamente estables
Yy, @ su vez, componentes mayoritarios del queso, la técnica desarrollada puede
emplearse tanto en la determinacion de aduiteracion en las leches frescas como

en 1as calentadas, asi como en 105 correspondientes quesos madurados.

No obstante, para alcanzar 105 objetivos descritos es necesario desarrollar
los siguientes objetivos parciales:

I La obtencion y aistamiento de las caseinas de la leche de las especies



animales sometidas a analisis (vaca y cabra).

.La tnmunizacién de antmales de experimentacién con 105 extractos
antigénicos citados.

. E1 analisis, mediante inmunodifusion en geles de agarosa, de 10S inmMunosueros
obtenidos, para comprobar si éstos reconocen a caseinas de la leche de

especies animales distintas de aquella frente a la que se obtuvieron.

.La obtencién de anticuerpos especie-especificos de los inmunosueros
procedentes de la fase anterior, mediante su neutralizacién con caseinas
liofilizadas de aquellas especies animales con las que dan reacciones
cruzadas, o bien sometiéndolas a cromatografia de afinidad por
columnas de Sepharosa 4B-CNBr ligadas a caseinas liofilizadas de cada especie

animai,

. Finalmente, los {nmunosueros neutralizados o purificados se emplearan,
utitizando  diversas  tecnicas  Inmunoenzimaticas  (ELISA)  para
detectar y cuantificar la presencia de leche de vaca en mezclas lacteas
frescas y en quesos madurados de oveja y de cabra, asi como para poner de
manifiesto la presencia de leche de cabra en mezclas lacteas frescas y en
quesos madurados de oveja. Finalmente se estudiara la influencia de diversos
tratamientos térmicos industriales de la leche en la deteccion de

las caseinas en mezclas lacteas.



CAPITULO H

INTRODUCCION



La leche y el queso son dos productos alimenticios de gran valor nutritivo.
En el caso de 1a leche, baste sefalar que constituye el unico alimento ingerido
durante 1a lactancia; ademas es un complemento indispensable en ia alimentacion
de los jévenes debido a su digestibilidad y a su contenido energético y de
proteinas y minerales. Del valor nutritivo del queso basta decir que para elaborar
un kilogramo de producto se requieren de 4 a 5 1itros de leche de ovejay de 8 a
10 litros de leche de vaca o cabra. E1 valor bioldgico de sus proteinas, su
contenido en minerales y en aminoacidos esenciales, asi como su gran

digestibilidad, lo convierten en el alimento apto para todas las edades.

Del total de 1a leche de vaca producida en Espana, mas del 80% se destina al
consumo humano como leche liquida, mientras el resto se destina a la elaboracion
de derivados lacteos, entre los que se incluye el queso. Por el contrario, las
leches de cabray oveja se utilizan esenctalmente en la fabricacion de quesos. En
Espafia se producen muchos tipos de quesos debido a las diferencias de sus
regiones y a 10s aspectos geograficos, climaticos, agrondmicos, historicos y
culturales. Tanto el origen como la composicién de la leche influyen en las
caracteristicas del queso obtenido. Asi, 1a leche de cabra origina un queso de un
aroma mas manifiesto y picante que el procedente de leche de vaca, debido

principalmente a que su grasa presenta un mayor contenido de los acidos caproico

(Cgl, caprilico (Cg) y caprico (Cyg). Por otro lado, su escaso contenido en

B-caroteno origina unos quesos mas biancos que 105 de 1a leche de vaca. La ieche

de cabra posee un color blanco mate, olor fresco caracteristico y sabor neutro,
aungue tras su conservacion en refrigeracion adquiere un sabor espectal {Le Mens,
1985).



La leche de oveja posee un color blanco nacarado como la porcelana, un oior
caracteristico y una viscosidad mas elevada que 1a de la leche de vaca. Debido a
SuU mayor rigueza en componentes queseros (vease pag. 23), produce un coagulo
mas firme y un mayor rendimiento en 1a fabricacion de quesos (Assenat, 1985).
Los quesos elaborados con leche de oveja poseen un aroma caracteristico, ya que
contiene seis veces mas acido caprilico que 1a de vaca y dos veces mas que la de
cabra, mientras gue su contenido en acido caprico es Ia mitad que el de la leche

ge cabra. Al igual que la leche de cabra, presenta un escaso contenido de

B-caroteno, por 10 que 105 quesos son Mas blancos que 105 de vaca.

La teche de vaca posee un contenido variable de §-caroteno, que fluctia con
la época del afio, raza y alimentacion, por 1o que el color natural de los quesos

resultantes varia desde el pajizo al amarillo manzanilla (Kosikowski, 1985).

En 1as paginas que siguen se estudian, de forma resumida la composicion
guimica vy caracteristicas de 1a leche y del queso, tncidiendo mas en las
propiedades de 1as caseinas, por ser las proteinas de mayor interés en este
trabajo.
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I1.A. COMPOSICION QUIMICA DE LA-LECHE

Segun el Regilamento de Centrales lecheras y otras industrias lacteas (BOE,
nam. 240 del 7 de Octubre de 1966) y et Codige Alimentario Espafiol vigente, la
leche se define como: "El producto integro, no aiterade ni adulterado y sin
calostros, procedente del ordefo higiénico, regular, completo e ininterrumpido de
l1as hembras mamiferas domésticas sanas y bien alimentadas”. También se sehala
que esta denominacion se refiere exclusivamente a la leche de vaca, para
designar 1as leches producidas por hembras de otros animales se indicara el
nombre de la especie correspondiente.

La composicion de 12 leche determina su calidad nutritiva, su valor como
materia prima para la obtencion de derivados lacteos y muchas de sus
propiedades. En 1a tabla li.1 se muestran 10s porcentajes aproximados de 10s
principales componentes de la leche. La leche es un Tiquido comple]jo en el que sus
componentes se encuentran en diferentes estados fisicos. Asi, la grasa,
constituida fundamentalmente por triglicéridos, se encuentra emulsionada vy, las
proteinas, entre las que destacan las caseinas,estan en forma de suspensidn
coloidal, mientras que 10s azucares, principalmente 1a lactosa, muchas sales, las
vitaminas hidrosolubles y las sustancias nitrogenadas no proteicas estan en
solucion. E1 agua es el componente mayoritario y actUa como solvente y medio de
dispersion. La grasa emulsionada y las proteinas coloidales dispersan la luz

incidente y proporcionan a ia leche su color blanco caracteristico.

Las sustancias citadas se encuentran en la leche en proporciones variables,
dependiendo de 1a raza, estado fisiolégico del animal y factores ambientales, si
bien se considera que la composicion y propiedades de l1a leche son

cualitativamente constantes.



TABLA 11.1. Composicibén aproximada de 1a leche

Cormponente Contenido medio (g/Kg)
Agua 860
Lactosa 46
Proteina total 33
Grasa

- triglicéridos 38

- fosfolipidos 0,3
Minerales

- Ca 1,3
-P 0,9
- Na 0,4
-K 1,5

Fuente: walstra y Jenness (1987)
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A1, PROTEINAS

La leche de vaca cohtiene 30-35 ¢/1 de proteinas, de las que
aproximadamente el 80% son caseinas (24-28 g/1), proteinas que forman
complejos esféricos con sustanclas inorganicas, conocidos como micelas. Casi
toda la caseina de 1a leche esta en las micelas y su principal caracteristica es
que precipita a un pH de 4,6. Bajo el nhombre de caseinas se incluyen cuatro tipos

de cadenas polipeptidicas, ®g1, Qg0 B y x, ademas de algunos derivados

polipeptidicos procedentes de 1a protedlisis de estas cadenas. Las proteinas gque

permanecen en solucidon a pH 4,6 (5-7 g/kg) se denominan proteinas del suero,

entre las gue se incluyen a-lactalbumina, B-lactoglobulina, albimina sérica
bovina, inmunoglobulinas y péptidos de bajo peso molecular, procedentes de 1a
hidrélisis de algunas caseinas a 10s que se denomina fraccidn proteosa-peptona.
En la leche hay otras proteinas como 1os enzimas y otras menores que se
encuentran en el suero tacteo, y también en la membrana de 1os glébutos grasos.
La tabia 11.2 recoge 1a concentracion aproximada de 1as proteinas mayoritarias de

l1a leche.

HA T Caseinas

La obtencion de las caseinas de 1a leche se consigue por precipitacion
1soelectrica de 1as mismas a pH 4,6. Pero 1a separacion de una mezcla de caseinas
en sus componentes moleculares necesita de procedimientos mas complejos,
como la electroforesis en geles de poliacrilamida o, mejor, por cromatografia de
intercambio iénico. Para disminuir 1as interacciones entre las distintas
moléculas de caseina se utiliza la urea y 10s compuestos que rebajan los enlaces

disulfuro.
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TABLA 11.2. Concentracidn de las proteinas de 1a leche

Concentraciénen  Porcentaje de la

la leche (g/kg) proteina total (p/p)

Proteina total 33 100
Caseina totat 26 79,5
Proteinas del suero 6,3 19,3
Proteinas de 1a membrana

del globulo graso 0,4 1,2
Caseina ag 10 30,6
Caseina Ugo 2,6 8,0
Caseina p 9,3 28,4
Caseinay 0,8 2,4
Caseinax 3,3 10,1
a-lactalbumina 1,2 3,7
B-Lactoglobutina 3,2 9,8
Seroalbumina sanguinea 0,4 1,2
Inmunoglobulinas 0,7 2,1
Varias 0,8 2,4

Fuente: walstra y Jennes, 1987,
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Las caseinas no poseen una estructura secundaria muy organizada,
observandose solamente estructuras de a-hélice y 1aminas B de pequefia tongitud.
El gran numero y la distribucton uniforme de 10s restos de prolina evitan una
conformacion secundaria empaquetada densa y ordenada, por 1o que su
conformacion se parece mucho a 1a de 1as proteinas globulares desnaturalizadas.
Los cuatro tipos de caseinas difieren en la distribucion de la carga y en la
tendencia a agregarse en ausencia 0 en presencia de iones Ca?*. Todas las
caseinas muestran polimorfismo genético, debido a pequefias diferencias en 10s
aminoacidos de su secuencia, mientras que algunas caseinas presentan variantes
no genéticas, debido a diferencias en el numero y iocaiizacion de 10S grupos
fosfato y glucosilo.

1. Tipos de caseinas

Los cuatro tipos principales de caseinas son las agy, @gp, B Y K, cuyas

proptedades se indican en ia tabta 11.3.

a) Laseinag oy

La cadena polipeptidica de esta proteina consta de 199 restos
aminoacidicos con una estructura dipolar muy marcada, que se caracteriza por
dos regiones predominantemente hidrofébicas (restos 1-44 y 90-199), y otra
zona polar (45-89) muy cargada. Estudios recientes (Swaisgood, 1982) de su
estructura han descubierto un cierto numero de estructuras g y giros g, que le

proporcionan una conformacion globular relativamente estable.

Englobados en el termino caseina A, hay una pequefia cantidad de péptidos
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TABLA 11.3. Propledades de 1as caseinas.

Caseinas

Propiedad ag-B ago-A B-A xk-B
Peso molecular 23614 25.230 23.983 16.023
Restos/molécula

Aminoacidos 199 207 209 169

Prolina 17 10 35 20

Cisteina 0 2 0 2

-5-5- 0 ? 0 ?

Fosfato 8 (R > i

Carbohidrato 0 0 0 +
Hidrofobicidad

(kJd/res) 49 4,7 5,6 5,1

Carga

% restos/mol 34 36 23 21

carganeta/resto  -0,10 -0,07 -0,06 -0,02

distribucién irregular irregular muy irreguiar  muy irregular
Asa0 10,1 14,0 4,5 10,5

Fuente: Walstra y Jennes, 1987.
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que proceden de 1a hidrolisis de la caseina wgy por 1a accién de la plasmina,

proteasa originaria de 1a leche. También se ha comprobado que a temperaturas

altas, 1a caseina Qg es mas sensible a la proteolisis por el cuajo que 1a caseina

B, mientras que a temperaturas bajas ocurre lo contrario. Otra propiedad a
destacar de la caseina &gy €5 que a un pH proximo a 7 liga unos 8 moles de Ca?*

por mol, y que se agrega y precipita a concentraciones de cal* muy bajas (7mM),

b) Laseina aen

Esta caseina posee 207 restos aminoacidicos y una estructura dipolar
mamfiesta, cuyas cargas negativas se concentran cerca del N terminal y las
positivas cerca del C terminal. £s 1a mas hidrofilica de 1as caseinas y aunque sus

propiedades no se han estudiado con tanta profundidad como en las otras

caseinas, se sabe que liga fuertemente el CaZ+ y que es incluso mas sensible a 1a

precipitacion por Ca2* que la caseina Qg 1.

c) Casgina

Su molécula contiene 209 restos aminoacidicos, de naturaleza anfipatica,
dotados de una Cabeza Cargada negativamente y una cola neutra, siendo la mas
hidrofobica de las caseinas, Una de sus principales caracteristicas es que su
sensibiligad a 1a proteolisis por el cuajo depende de la temperatura. Liga

fuertemente S moles de 632+ por mol de caseina.

Las caseinas y proceden de 1a rotura de 1a caseinap en las posiciones 28/29,
1057106 y 107/108 por el enzima plasmina. Los fragmentos mas pequeiios se
detectan en el suero durante la precipitacién acida de tas caseinas y forman parte

de la fraccion del suero llamada proteosa-peptona. Los fragmentos 1-103 vy
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1-107 se denominaron componentes S del suero, el fragmento 1-28 componente
8-rapido y 1os fragmentos 29-105 y 29-107 componentes 8-lentos, mientras que
los fragmentos C ferminales 29-209, 106-209 y 108-209 se denominaron

caseinas yy, yo ¥ ¥, respectivamente.

d) Caseinax

Esta caseina se diferencia de las otras por su gran sensibilidad a la
quimosina, su escasa afinidad por el calcio y por su naturaieza glicoproteica, lo
que se traduce en una estructura heterogénea. Al poseer s6l0 un grupo
fosfoserina, en la posicién 149, su capacidad de ligar Ca?+ es menor que 12 de las
otras caseinas. A pH neutro liga 2 moles de Ca2* por mol de proteina, pero se
diferencia claramente de las otras caseinas por su solubtiidad en un amplio rango

de concentraciones de lones C32+.

Su estructura primaria revela la existencla de una region NH, terminal

(1-109), de caracter hidrofébico, y una regién COOH terminal (106-169), de
naturaleza hidrofilica. La fraccion glucidica comprende N-acetil-galactosamina,

galactosa, y acido N-acetil-neuraminico, asociados en forma de mallas. La
caseina x, aistada de )a leche, comprende una mezcla de polimeros unidos por

enlaces disulfuro formando subunidades que poseen de 3 a 8 mondmeros. Estas
subunidades sufren una transformacion posterior a particulas de unos 650.000

2+

daltons, fenomeno que es insensible a la concentracion de Ca y a la

temperatura.

La caseina x estapliiiza a 1as caseinas Qg Y p rrente a la precipitacion por

Ca 2% Esta capacidad se pierde cuando la quimosina hidroliza 1a molécula por el
enlace Phe (105)-Met (106), ortginando un fragmento N-terminal denominado
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paracaseina x, y un fragmento C-terminal llamado casein-macropéptido. Esta
reaccion, que conduce a la coagulacion de la leche en la fabricacion del queso, se

estudiara detenidamente mas adelante.

2. Estructura de la micela de caseina

En 1a leche sin enfriar casi toda la caseina se encuentra en forma de
particulas esféricas, denominadas micelas, de un diametro de 0,02-0,30 um, que
comprenden de 20 a 150.000 moléculas de caseina. Las micelas de caseina
tambieén contienen materia inorganica, principalmente fosfato calcico, asi como
pequefias cantidades de otras proteinas como 105 enzimas lipasa y plasmina, y
parte de la fraccion proteosa-peptona.

Sobre la estructura de ia micela se han formulado numerosas hipotesis. El
modelo propuesto por Schmidt (1982), se apoya en observaciones efectuadas con
el microscopio electronico en leches privadas de fosfato calcico coloidal y
descalcificadas por dialisis. Segun este autor, la micela de caseina estaria
formada por subunidades, mas 0 menos esfericas, de naturaleza exclusivamente
proteica y de composicion variable (tabla 1i.4), asociadas entre si mediante
elementos minerales (calcio, maghesio y fosfato). La estructura de 1as
submicelas no es uniforme, como se muestra en la figura th.1. £51as subunidades
micelares poseerian un interior de naturaleza hidrofébica, debido a las porciones
apolares de 1as caseinas y una cubierta polar debida de una parte a los residuos

fosfoserina de 1as caseinas agy, ®go Y B, Y, de otra, a la cadena COOH terminal

de la caseinax.

Las submicelas se agregan entre si mediante el fosfato calcico coloidal que
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TABLA 11.4. Composicién de 1as micelas de caseina

Componente Contenido (g/ 100 g de micelas)
Caseina ag; 35,6
Caseina ags 9,9
Caseina p 33,6
Caseinax 11,8
Casefnay,R, Sy TS * 2,3
Caseina total 93,3
Caicio 2,87
Magnesio 0,11
Sodio 0,11
Potasio 0.26
FosTato tnorganico 2,89
Citrato 0,40
Material inorganico total 6,6

* procedentes de 1a degradacién de la caseina B

Fuente: Schmidt, 1982
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Moiéculas de casefna-k

[

Grupos PO
- p 4

Nucleo hidrofébico
o Racimos de Cag (POu)s

A: subunidad micelar
B8: micela

Figura Il. 1. Estructura de 1a micela de caseina.

Fuente: Schmidt, 1982
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actua como agente cementante; la presencia de radicales fosfoserina en el
exterior de las submicelas favorece esta asociacién; los radicales fosfoserina
poseen una gran afinidad por el calclio y por el fosfato calcico. De no existir
caseina x, gue actUa como cololde protector, 1a agregacion continuaria hasta la
formacion de un gel o un precipitado. Este efecto se debe a 1a porcién C-terminal

hidrofilica de la caseina x; el crecimiento micelar se detiene cuando en la

superficie de la micela predominan mayoritariamente 1as caseinas x, Cuyas zonas
polares se protegen en la fase acuosa, creando alrededor una aifombra de un

espesor minimo de S nm.

Las submiceias que poseen poca casefna x, 0 que carecen de ella, se
localizan en el interior de la micela, mientras que las ricas en caseina k se
encuentran en el exterior. Este modelo estructural ofrece una respuesta
satisfactoria a las diferencias de tamafho de ias micelas, asi como a las
refaciones entre dimensiones de 1as micelas, carga mineral y riqueza de caseina
K. En efecto, se ha demostrado gue las micelas grandes son mas ricas en fosfato
calcico, mientras 1as pequefias 10 son en caseina k. Las micelas de caseina son
muy estables, aunque entre los factores que influyen en su estabilidad pueden
citarse la composicion salina, el descenso del pH, los tratamientos térmicos y la

deshidratacion, factores muy importantes en el proceso de elaboracion del queso.

3. Diferencias de composicién entre 1as caseinas de tas leches de vaca, oveja y

cabra

Como se observa en 12 tabla 1.5, el porcentaje de caseina respecto de la
proteina total de ia leche es muy similar en las tres especies, oscilando entre un
79 y un 83%. No ocurre 1o mismo con el contenido de las distintas fracciones
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TABLA 11. 5. Contenido de caseinas de las leches de vaca, cabra
y oveja.

Componente Vaca Cabra Oveja

% Caseinas en leche 2,69 2,3¢ 450

% Casefnas respecto a
protetna total 79,5 @ 82,7 ¢ 82,40

% Caseinas respecto a
caseina total

g 455" 12,6 " 30,2°
B 330 75,30 47,10
Y 9,40 8,10 7,3
X 6,8 3,90 15,40

Fuentes:

(a) walstra y Jennes, 1987.
(b} Assenat, 1985,

(c) Le Mens, 1985
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caseinicas, cuyas diferencias han senalado distintos investigadores (Assenat,
1985, Ono y cols., 1989).

La mayoria de 10s estudios realizados revelan que la leche de cabra tiene un

contenido de caseinas ag senstblemente inferior al de las de vacay oveja, por el

contrario, posee una mayor proporcion de caseinas p. No obstante, se observan

diferencias en 105 resultados de investigadores distintos, debidas probablemente
a variaciones en las condiciones experimentales, en el estado de lactacion e,

Incluso, a factores individuales. Asi por ejemplo, Assenat (1985) sefala que la

leche de cabra posee un 12,6% de caseinas ag respecto de la caseina total,

mientras que Ono y cols. (1989) dan valores de un 50,5%. Por 1o que concierne a

la caseina B, segun dichos autores los valores son, respectivamente, 73,3% y

43,2% de la caseina total.

De los datos de la tabla [1.5 pueden extraerse 1as siguientes conclusiones:

a) La leche de oveja es mas rica en caseinas que las de vaca y cabra. Este
hecho explicaria el mayor rendimiento de 1a leche de oveja en 1a produccion de
queso frente al de las leches de vaca o cabra; o 10 que es 1o mismo, empleando
cantidades idénticas de leche de cada una de ias tres especies, 1a mayor cantidad
de queso se obtiene con 1a leche de oveja (Assenat, 1985). Esta circunstancia, en
lenguaje comun, se expresa diciendo que la leche de oveja es rica en

"componentes queseros” y que produce un “"coagulo mas firme”.

b) E1 porcentaje de caseinas ag , respecto de la caseina total, es menor en

las leches de cabra y oveja, especialmente en 1a primera, siendo 1a leche de vaca
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Ja que posee un mayor contenido de estas casefnas. Debido a que las casefnas ag

son mas sensibles a 1a proteolisis por el cuajo que la p (Swaisgood, 1982), 1a
baja proporcién de estas caseinas en 1as leches de cabra y oveja, explicaria la
casi ausencia de sabores amargos en 105 quesos madurados elaborados con la

leche de estas especies (Assenat, 1985).

c) La leche de cabra presenta un contenido de caseinas B notablemente

superior al de las de vaca y oveja, mientras que la de vaca es la que tiene menor

proporcién de estas caseinas.

d) E} contenido de caseinas y, procedentes de la hidrélisis de la caseinas B,
es similar en las tres especies estudiadas, mientras que la proporcion de
caseinas k, respecto a la caseina total, es mayor en ia leche de oveja, stendo la

gde cabra la leche mas pobre en estas caseinas. Conviene sefialar gque los

contenidos relativos de las distintas fracciones caseinicas estan muy
influenciados por factores individuales y raciales y también por la fase de
lactacion de las hembras. Davies y Law (1977) han observado que, en 1as vacas de
la raza Ayrshire, las concentraciones minimas de caseina P Se encontraban

frecuentemente en las fases inicial y final de la lactacion, mientras sucedia 1o

contrario con el contenido de caseinas x y y. Respecto de la caseina a. ¢, SUS

st
valores relativos apenas varian por el estado de lactacion, mientras que las
concentraciones de caseina ag, tendian a ser mayores al comienzo de |a
lactacion. Los mismos autores han comprobado que al aumentar la edad del animal
y el numero de lactaciones el contenido de caseinas B disminuye, mientras

aumenta la concentracién de caseinasx yy.
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Una vez establecidas las caracteristicas generales de las caseinas de la
leche, conviene establecer las diferencias mas significativas entre las caseinas
de a leche de vaca, ovejay cabra.

a) Qagginaaﬂ
Las caseinas ag de la leche de vaca se han estudiado en profundidad,

conociéndose la existencia de cinco variantes, designadas con letras mayusculas
(A, B, C, Dy E), debidas a polimorfismos genéticos; y otras dos que dependen de su

nivel de fosforilacion. Por el contrario, se dispone de pocos datos sobre las

caseinas xg | de otras especies animales (Jennes, 1982).

Las caseinas ag de la leche de cabra se encuentran en menor proporcién que
las de la vaca, y de sus dos componentes, 1a ag| abunda menos que la ago. El
componente mayoritario esta mas relacionadoe con la caseina ag, bovina que con

ia Qg1 si bien las proporciones de caseinas ey Y Ugo varian significativamente

en 10s animales considerados individualmente.

En 1a leche de oveja se han detectado varios componentes de caseina ag, de

10s que algunos podrian ser variantes genéticas. Los componentes hasta ahora

descritos son tres, y se han denominado Qg Ao Y Ag3 5 el primero se encuentra
en menor proporcion que 10s otros dos. El componente ago presenta 11 residuos
aminoacidicos diferentes respecto a la variante genética ag-B bovina; mientras

que el componente g3 presenta 12 residuos diferentes st se compara con la
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misma variante (Jennes, 1982).

Aschaffenburg y Dance (1968) observaron que la caseina ag) de vaca

presentaba una mayor movilidad electroforética que las de cabra y oveja, cuyos

indices de migracion son similares. Basandose en 1a movilidad electroforética de
la caseina g de cabra en geles de poliacrilamida-agarosa, Addeo y Maurielio
(1988) clasificaron a 1a leche de esta especte en cuatro grupos. Los tres primeros

se denominaron agi-rapido, agy-lento y agy-rapido-lento; y el cuarto,
procedente de animales en los gue no se pudo detectar la caseina wgy, fue

denominado Qg -nada o cero.

Asimismo, cuando los autores citados evaluaron 1a accion de 1a quimosina en

la caseina agy de las leches de vaca y cabra concluyeron que la caseina ag
bovina es mas sensibie a la accién de ia quimosina que ias caseinas ago Y B, que
la caseina ag de cabra se hidroliza preferentemente cerca de ia region
N-terminal (igual que la caseina gy de vaca) y que los productos de degradacion

son iguales en ambas caseinas; tales productos se conocen como péplidos o),

cuya formacion se debe a que el eniace peptidico Phe (23)-Phe (24) de la caseina

ac) bovina, es tan 1abil a la quimosina como el enlace Phe (23)-val (24) de la

caseina ®g caprina.

b) Caseina o 52

En la leche de vaca estas caseinas se denominan "caseinas ag minoritarias”,
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0 tambien caseinas ago, &g, gy Y Qe CONStan de una cadena polipeptidica de

207 aminoacides con 2 residuos de cisteinay 10, 11, 12 y 13 grupos fosfato,
respectivamente. Tambien es frecuente que presenten, al menos, un enlace

disulfuro.

Como ya se ha mencionado, en la leche de cabra abundan mas las caseinas

ago que 1as caseinas Gy

c) CaseinasPyy

La caseina p de la leche de vaca posee 209 aminoacidos, con 5 residuos de
fostoserina (excepto en una variante) y carece de cisteina. En la cabra y en la
oveja hay dos variantes de estas caseinas que se diferencian por su grado de

fosforilacidn; 1as caseinas p de 1a leche de cabra poseen ia misma cadena

polipeptidica, en cambio los dos componentes de 1a caseina g de la leche de ove)a

difieren también en su composicion de aminoacidos (Jennes, 1982).

Las caseinas y se originan en la proteolisis de ia caseina p que realiza el
enzima plasmina. De 1a leche de oveja también se han aislado proteinas similares

a las caseinas y de 1a leche de vaca. Algunas caseinas y de 1a leche de vaca son
termoiabiles y menos solubles a 25 ¢C que a 3 oC. Para detectar ia presencia de

leche de vaca en el queso de oveja se ha utilizado como indicador la diferente

migracién exhibida por las caseinas y bovinas y ovinas, al separarlas por

1soelectroenfoque (Krause y col., 1982).

d) Caseinasx

Se conoce ya la secuencia aminoacidica de 1as caseinas x de 1as leches de
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vaca, oveja y cabra, asi como ia de sus respectivas paracaseinas x (Jennes,

1982). La diferencia de estructura observada entre las paracaseinas x bovina y
ovina la utilizaron Addeo y c01.(1984), y otros investigadores (Maurtello y col,
1989; Addeo y col., 1990), para detectar la presencia de leche de vaca en el queso
de oveja, mediante el isoelectreenfoque en geles de poliacriiamida. £1 método se
basa en la diferencia de 1os puntos isoeléctricos de ambas caseinas, debido
principalmente a 10s restos de aminoacidos en 1as posiciones 19 (Ser en la bovina
y Asp en 1a ovina) y 90 (Ala en la bovina y Asp en 1a ovina), 10 que determina una

carga neta positiva en 1a paracaseina x bovina, que emigrara hacia el catodo, y
una carga neta negativa en ia ovina, que emigra hacia el anodo. En 1a tabla i1.6 se
muestran 1as diferencias mas significativas en estructura primaria de las

paracaseinas x bovina, ovina y caprina.

Tambien se ha demostrado que son mayores las diferencias en la secuencia

de caseinomacropeptidos de 1as leches de vaca, oveja y cabra que entre las

paracaseinas k (tabla t1.7), si bien el enlace sensible a 12 quimosina es el mismo
en 1as tres especies (Phe 105-Met 106).

ferenci ] | ' i

La estructura y composicion de las micelas de caseina de la leche de las
tres especies las han estudiado muchos investigadores, si bien las conclusiones
mas significativas se deben a Richardson y col. (1974), quienes demostraron que
las diferencias mas significativas radicaban en el tamafo y distribucién de las
submicelas, mientras que el contenido de minerales no presentaba diferencia

significativa alguna entre las tres especies.
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TABLA [l. 6. Diferencias en 1a estructura primaria de las

paracaseinas x bovina, ovina y caprina.

Aminoacidos en 1as posictones n?

8 10 19 46 65 73 80 82 90 94

Vaca Pro Arg Ser Lys Ala lle Ser Thr Ala Thr
Oveja Arg Cys Asp Arg Vval Thr Pro Ala Asp Ala
Cabra Pro Cys Asp Arg Val Thr Pro Thr Asp Thr

Fuente: Amigo, 1989.
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TABLA 11.7. Diferencias en 1la secuencia de los casein
macropéptidos de las especies bovina, ovina vy
caprina.

Aminoacidos en las posiciones n?
| Z 3 4 5 6

Vaca 45 45 27 29 16 0

Oveja 43 37 0 - - -

Cabra 45 38 5 0 - -

Fuente: Jennes, 1982
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Respecto al tamano de las micelas, 10s investigadores citados observaron al
microscopio electronico que las leches de oveja y de cabra presentaban mayor
numero de micelas pequefas que la de vaca. Otra caracteristica de la leche de
cabra fue la presencia de algunas micelas de gran tamano, incluse mayores gue
1as bovinas, ademas estas micelas contenian mas material electrodenso que las
micelas grandes de 1a jeche de otras especies. Observaron igualmente que todas
las micelas se componian de subunidades de un tamano similar en las tres

especies y que cada micela contenia un maximo de 1000 subunidades.

En la tabla {1.8 se muestra la concentracion de cationes de la leche
desnatada, y los contenidos de calcio y fosfato de 1as micelas y del suero lacteo.
Como puede apreciarse las concentraciones de sodio y magnesio de la leche
desnatada son parecidas en 1as tres especies, mientras que 10s niveles de potasio
son mayores en la leche de cabra, y 10s de calcio en 1a de oveja. El alto contenido
de calcio de la leche de oveja, se debe seguramente a su mayor contenido de
caseinas. Asimismo, el contenido de calcio y fosfato inorganico de jos
sedimentos de caseina es similar en la leche de ias tres especies; por el
contrario, su contenido en el suero es mayor en la leche de oveja. Estos valores
concuerdan con los de Irlam y col. (1985) para las caseinas de cabra y vaca,
estos investigadores también observaron unos contenidos de caicio y fosforo
parecidos en las caseinas de ambas especies.

A1 2. Proteinag del suero

Reciben este nombre un conjunto de sustancias nitrogenadas que no
precipitan cuando el pH de la leche se lleva a 4,6, que corresponde con el punto
isoeléctrico de l1as caseinas, por ello se les denomina también “proteinas

50lubles”. Representan aproximadamente el 20 % del total de l1as proteinas de la
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TABLA Il. B.Distribucién de algunas

sales

en 1a leche

desnatada, en 1as micelas de caseina y en el suero

lacteo de las especies bovina, ovina y caprina.

Componente Vaca Oveja Cabra
Sedimento de caseings
(g/ 100 g de leche desnatada) 3,22 6,09 3.00
Concentracion do cationes
en 1a Jeche desnatada (mM)
Na 20 11,6-19,4 11,2137
K 39 35,1-39,5 48,1-56,2
Ca 34 45,1-56,3 27,0-30,8
Mg 5 6.,0-8,1 3,7-4,5
Contenido de Ca v fosfato
1norganico en las micelas
{ mmoles/g de sedimento)
Ca 0,613 0,704 0,726
fosfato 0,300 0,366 0,360
Conteni fosfat
inorganico en el suerg
{ mmoles/1 de suero)
Ca 31,7 60,2 34,7
fosfato 23,1 34,8 23,1

Fuente: Richardson y col.,,

1974,
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leche vy su principal caracteristica es que tienen estructura globular y que se
desnaturalizan por el calor, excepto 1a fraccion proteosa-peptona. Las principales

proteinas del suero de 1a leche sorr a-lactaibimina, B-lactogiobuiina, aibumina
sérica bovina, inmunoglobulinas, microglobulina po, lactoferrina y trasferrina y

1a fraccién proteosa-peptona.

a) a-Lactalbumina

Tiene un peso molecular de 14.176 daltones y una cadena de 123
aminoacidos con 4 puentes disulfuro. Se conocen dos variantes genéticas de esta
proteina, la Ay 1a B; esta Ultima es la unica detectada hasta la fecha en 1a leche
de las razas bovinas europeas. Su secuencia de aminoacidos y su estructura son
semejantes a las de ta 1isozima, Hgando fuertemente dos atomos de calcio, cuya

eliminacion convierte a la a-lactalbimina en mas sensible a la desnaturalizacion

por el calor.

b) B-Lactogiobulina

Tiene un pese molecular de 18363 daltones y una cadena de 162
aminoacidos. La posesion de un grupo tiol libre es muy importante en 10s cambios
gue ocurren en la leche durante el catentamiento, pues esta implicado en las
relaciones con otras proteinas, especialmente caseina x y a-lactalbimina. La B-
lactoglobulina es un dimero de dos subunidades monoméricas que no estan unidas

covaientemente.

¢) Albuming sérica bovina

Esta proteina, sintetizada en el higado, es uno de los componentes
mayoritarfos del suero sanguineo y supone aproximadamente el 1,2 % de las
proteinas de la leche. Tiene un peso molecular de 66.267 daltones y una cadena de
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582 aminoacidos. Se admite que la albimina sérica aislada de 1a leche es idéntica
a la de 1a sangre, aunque se desconoce la funcion especifica que desempena en la
glandula mamaria,

d) {nmunoglobulipas
Son las proteinas mas termolabiles del suero de la leche, estando
constituidas por dos tipos de cadenas polipeptidicas: ligeras (L) y pesadas (H). En

la leche y en el calostro de vaca, oveja y cabra, las inmunoglobulinas mas

abundantes son 1as de la clase G, especialmente 1a 196, y la 1g6 A

e) Microglobulina ﬁz
Esta proteina consta de 100 aminoacidos y posee un peso molecular de

11.800 daltones. Se encuentra en diversos liguidos organicos y en las membranas

de varios tipos de células.

M Lactoferrina y transferring

Son dos proteinas ligantes de hierro ( unos dos moles de hierro por mol de
proteina). La lactoferrina no solamente se encuentra en la leche, sino también en
las mucostdades lacrimal, bronquial, salival, renal y endométrica y su peso
molecular, segun diversos investigadores (Walstra y Jennes, 1987), es de 77.000
a 93.000 daltones. La transferrina es una proteina del plasma sanguineo de un
peso molecular de 75.000 a 77.000 daltones. Tanto 1a una como la otra, son largas

cadenas polipeptidicas senciitas de 600-700 aminoacidos.

@) Eraccion proteosa-peptona
Electroforéticamente se detectan cuatro componentes principales: el

componente 3, que deriva probablemente de 1a membrana del glébulo graso y los
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componentes S, 8-rapido y 8-lento, que derivan de l1a proteolisis enzimatica de la

caseina p.

h) Qtras proteinas del suero de 1a leche
Constituyen un grupo de glucoproteinas acidas entre las gue merece citarse

ta glucoproteina ay acida, que no se detecta en la leche de vaca, pero si en la

leche y calostro humanos y en el calostro de la leche de vaca. En este grupo
también se encuentran otras protefnas interesantes como las Higantes de folatos

(FBP,).

HoA 1. 3. 0tras proteinas.

S0n las proteinas de la membrana del globuto graso y diversos enzimas. La
membrana del globulo graso contiene un 50 % de proteina, 1o que supone el | % de
ja proteina total de 1a leche. Algunos componentes son enzimas, pero todavia es
dificii estimar 1a proporcion de componentes enzimaticos y no enzimaticos. Las
proteinas de la membrana del gidbuto graso son diffciles de establecer vy de
separar analiticamente, porgue interaccionan fuertemente entre si y con 10S
lipidos.

En la leche se detectan unos 50 enzimas, entre 10s que predominan I1a
xantin-oxidasa, lactoperoxidasa y ribonucleasa. Se ha comprobado que la
actividad gel primero es 10 veces superior en la leche de vaca que en la de cabra;
esta caracteristica se ha empleadp para diferenciar 1as leches de ambas especies
(seccion 11 €. 1. 1). En cuanto a 105 0tros dos enzimas, Si bien su concentracion es

mayor en }a leche de vaca, todavia no se han puesto a punto metodos eficaces que

permitan distinguir 1as leches de vaca, ovejay cabra (Amigo, 1989).
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. A 2 LIPIDOS,

La leche contiene aproximadamente un 3,9 % de grasa, variando su cantidad y
composicion con la alimentacion, raza, fase de lactacion, etc. Los triglicéridos
son los componentes mayoritarios de la grasa de la leche y, por tanto, los
principales responsables de sus propiedades. Los diglicéridos suelen encontrarse
en forma de1,2-diglicéridos, mientras los monoglicéridos son predominantemente

2-monogticéridos. De 10s acidos grasos de 1a leche, merecen destacarse entre 10S

saturados, el acido miristico (C,4), el palmitico (Cyg) y el estearico (Cyg) vy,

entre los insaturados, destaca el acido oleico (C, g:1), Que representa el 30-35 %

del total de los acidos grasos. Es interesante mencionar que 1a leche de cabra

posee casi el doble de proporcién de los actdos capritico (Cg), caprico (Cyq) Y

ladrico (CQ), gue 1a leche de vaca (Le Mens, 1085).

La grasa de la leche se encuentra formando una emulsién constituida por
pequenos glébulos esféricos de diametro variable, entre 2 y 10 um, rodeados de
una membrana fosfolipidica cuya estructura y composicion no estan bien
definidas. Esta membrana actua impidiendo que los globulos grasos se fusionen y
formen una capa continua en la superficie de la leche y protege a la grasa de ia
accion de los enzimas. La concentracion de gidbulos grasos de diametro inferior a
3 it es mayor en |a leche de cabra (65 %) que en 1a de vaca (43 % XLe Mens, 1985),

1o que determina un desnatado mas lento en 1a primera, que en 1a segunda.
1. A 3 CARBOHIDRATOS.

El carbohidrato mayoritario de la leche de casi todas las especies es la

lactosa, cuya concentracion en la leche de vaca es de unos 45 a 30 g/litro. En las
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leches de oveja y cabra el contenido de lactosa es el mismo que en la de vaca,
Otros carbohidratos que se encuentran en la leche son la glucosa y galactosa
libres, ademas de oligosacaridos neutros y acidos, asi como glucoproteinas vy

lipidos con moléculas de carbohidratos.

1A 4 SALES

Bajo la denominacion de sales se incluyen aquellas sustancias que se
encuentran en la leche como iones de bajo pesc molecular. Destacan entre los
cationes los siguientes: sodio (17-28 mmol/Kg), potasio (31-43 mmol/Kg), calcio
(26-32 mmol/Kg) y magnesio (4-6 mmol/Kg) y, entre los aniones: cloruro (22-34
mmol/Kg), fosfato (19-23 mmol/Kg) y citrato (7-11 mmol/Kg),.

La mayor parte de las sales se encuentran en solucion en el suero de la
leche, otra porcion forma parte de las micelas de caseina, en donde estan en
forma de fosfato calcico coloidal, y una cantidad pequena se une a 10s globulos
grasos. Las sales son las principales responsables dei estado fisico-quimico de 1a
leche, influyendo en 1a conformacién y estabilidad de ias proteinas.

HoA S QTROS COMPONENTES

En 1a leche hay también muchos otros componentes en concentraciones muy
pequeias, como algunos gases, alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos,
ésteres, compuestos azufrados, hormonas, vitaminas y sustancias nitrogenadas
no proteicas, siendo estas dltimas Ias mas importantes. Los compuestos
nitrogenados no proteicos representan, aproximadamente, un 6 % del nitrégeno
totai (Wwalstra, 1987), siendo la urea el componente mayoritario; su

concentracion supera los 100 mg/Kg pudiendo alcanzar los 600 mg/Kg.
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11.B. CARACTERISTICAS GENERALES DE 1 0S5 QUESQOS

Segin la Norma de Calidad para quesos y quesos fundidos destinados al
mercado interior (BOE num, 292 del 6 de Diciembre de 1985), se entiende por
queso "el producto fresco o maduro, solido o semisélido, obtenido por separacion
del suero despues de ia coagulacion de 1a leche natural, de la desnatada total o
parcialmente, de 1a nata, dei suero de mantequilla o de una mezcla de algunos o de
todos estos productos por 1a accion del cuajo u otros coagulantes apropiados, con
0 sin hidrolisis previa de la lactosa”. Asimismo, se entiende por queso “el
conseguido mediante técnicas de elaboracion que comprendan la coagulacion de la
leche y/o materias obtenidas de 1a leche y que den un producto final que posea las
mismas caracteristicas del producto definido en el parrafo anterior y, siempre
que 1a relacion entre la caseina y las proteinas séricas, sea igual o superior a 1a

de la leche”.

Il.B. 1. LLABORACION DEL QUESO

Con independencia de que la fabricacidn sea artesanal o industrial, en la
eiaboracion del queso se consideran las siguientes etapas: recepcion vy
tratamiento de 1a leche, coaguiacion o cuajado, desuerado, salazon y maduracion o

afinado.

a) Becepcion y tratamiento de g Jeche

La leche, sea natural ¢ pasterizada, debe ser de buena calidad bacteriologica,
En Espana, 1a pasterizacion es obligatoria para quesos con periodos de maduracion
inferiores a 60 dias. La leche destinada a la obtencién de quesos no debe sufrir
tratamientos térmicos intensos, ya que estos alteran 1as proteinas y dificultan Ia

coagulacion. Antes de 1a pasterizacion 1a leche se limpia por centrifugacion.
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Cuando la leche se encuentra entre 28-34 oC, se le anaden los cultivos
inicladores, cuya composicion microbiana varfa segun el tipo de queso. Otras
operactones que sufre la leche durante esta fase son la adicioén de cloruro calcico
para favorecer su coagulacion, la de colorantes autorizados en los quesos que lo

requieren, de leche en polvo, si se desea aumentar el extracto seco, etc.

b) Coaguiacion o cuajado

Consiste en 1a floculacion de las micelas de caseina, que forman un gel
compacto, al precipitar del liquido de dispersion constituido por el suero. Los
mecanismos que intervienen en la formacion del coagulo difieren segin ei método
de precipitacion de la caseina seguido: por acidificacion (coagulacion acidal, o

por la accion de enzimas coaguiantes (coagulacion enzimatica).

La coagulacion actda se produce por una disminucion progresiva del pH de 1a
leche, debido al acido lactico, originadoe por la degradacion microbfana de la
lactosa que llevan a cabo las bacterias lacticas, o bien originada por la adicion
directa a la leche de un acido mineral u organico. El descenso del pH disminuye la
ionizaciéon de los radicales acidos de las caseinas, lo que se traduce en una
desmineralizacion progresiva de las micelas. Al alcanzarse el pH de 4,6, que
corresponde al punto isoeléctrico de 1as caseinas, se produce su precipitacion a
causa de su profunda desorganizacion estructural, mientras que el fosfato calcico
micelar permanece disuelto en el lactosuero.

Los factores que mas inciden en la coagulacidén acida de la leche son la
temperatura y la velocidad de acidificacién. La temperatura Optima es la de 20

2C, mientras que a temperaturas menores de 5 2C no se produce floculacion de las
caseinas; 1a velocidad de acidificacion debe ser progresiva si se desea obtener un
coagulo 1150 y homogéneo.



40

La coagulacion enzimatica la realizan muchos enzimas proteoliticos, pero el
que mas frecuentemente se utiliza es el cuajo de rumiantes lactantes (cabritos,
terneras y corderos), cuyo principio activo mayoritario es Ia quimosina. También
se conoce como renina o fermento Lab. El mecanismo de coagulacion comprende
dos fases: 1a primaria o enzimatica y la secundaria o de coagulacion. En la fase
primaria la quimosina escinde 1a caseina k situada en el exterior de 1as micelas,
hidrotizando el enlace Phe (105)-Met (106); el segmento 1-105 resultante se
denomina paracaseina x qué permanece en 1a micela, mientras el segmento
106-169 se denomina caseinamacropéptido, que es soluble en e} suerc. Como
consecuencia de esta ruptura, la caseina x pierde su capacidad estabilizante
frente al calcio, 10 que unido a que su repulsion esta muy disminuida, permite 13
formacion de enlaces intermicelares durante 1a fase secundaria. Este proceso de
agregacion de las micelas no comienza hasta que se ha hidrolizado el 85-90 % de

la caseinak.

La velocidad de floculacion de 1as micelas de caseina se ve afectada por
varios factores, entre 1los que Se incluyen concentracién de caseina «x,
temperatura, pH, y sobre todo concentracion de iones Ca?* Las leches que
contienen mayor proporcion de caseina x coagulan mas lentamente, ia
temperatura optima de coagulacion es la de 40-42 oC, el pH optimo 55 vy la

concentracion optima de fones Ca2* 1a de 1,5-2 mM o superior (Walstray Jennes,
1987).

¢) Desuerado
Se denomina desuerado al conjunto de dos operactones: la sinéresis y 1a
eliminacion del lactosueroc. La sinéresis consiste en la contraccion del coagule y

la expulsion del lactosuero como consecuencia de ia formacion de enlaces entre
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l1as micelas de caseina. Este fendmeno es mas o menos intenso dependiendo del
tipo de coagulo. Un gel lactico o acido deja escapar rapida y espontaneamente una
cantidad importante de lactosuero, pero la contraccion de las micelas, es decir,
12 sinéresis propiamente dicha, es débil o nula. En el gel lactico 1as micelas de
caseina se encuentran desmineralizadas, formando una red de mallas
extremadamente finas; en consecuencia la cantidad de agua ligada es elevada, y al
someterlo a una accion mecanica se desmorona y desintegra en una multitud de

pequenas particulas.

En el gel enzimatico la situacién es diferente. Los nudos de la red estan
constituidos por micelas de fosfoparacaseinato calcico, proporcionando una
mayor rigidez y compacidad debido a su elevada carga mineral. Esta firmeza
aumenta con el tiempo debido a ta formacion de enlaces hidrofobicos y puentes
disulfuro. Por tanto, al principio el gel enzimatico es casi impermeable pero con
el tiempo expulsa lactosuero con facilidad, lo que se favorece mediante
operaciones mecanicas como el cortado o troceado, gue aumentan la superficie de

exudacion.

Para la eliminacion del lactosuero se recurre a acciones de tipo mecanico y
a la regulacion de la temperatura. E] desuerado de la cuajada de tipo lactico es
dificil, lo que contrasta con la del coagulo enzimatico que es mas facil. Los
tratamientos mecanicos utilizados en queseria son el troceado, 1a agitacion y el
prensado (wWeber, 1990). E} troceado o cortado tiene la finalidad de aumentar 1a
superficie de exudacion del lactosuero, dividiendo la cuajada en granos cuyas
dimensiones Optimas varian con cada tipo de queso. La agitacion acelera y
completa el desuerado renovando la superficie de exudacion del suero, mientras
que el prensado, aparte de eliminar las Ultimas porciones de lactosuero, confiere

al queso su forma definitiva. La temperatura ejerce una influencia importante v
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compleja en el desuerado y, en general, su elevacion aumenta 1a expulsion de
suero. Los valores 6ptimos oscilan entre los 35 y 55 C, dependiendo del tipo de
queso.

d) Salazon

El cloruro sédico adicionado a 10Ss quesos ejerce una triple funcion: completa
el desuerado al favorecer et drenaje de la fase acuosa, inhibe el desarrolio de
microorganismos y aporta al queso un sabor caracteristico. La salazén o salado se
realiza en seco o por inmersién en salmuera, siendo este Gitimo método el mas

utilizado por sus ventajas, como son una salazén mas regular, menor gasto en

mano de obra y una organizacion mas racional del trabajo.

e) Maduracion o afinado

En sentido estricto, la fabricacion del queso termina con el desuerado de 1a
cuajada, aungue son las fases de maduracion, afinado o acabado las que confieren
a 105 quesos las caracteristicas especificas de cada tipo. En 10s llamados quesos
frescos, su fabricacion termina tras el desuerado, mientras el resto de los
guesos sufren una maduracion mas 0 menos pronunciada, destinada a desarrollar

Su sabor al mismo tiempo que se modifica su aspecto, textura y consistencia.

La maduracion de los quesos es un fendmeno bioguimico complejo y, a
menudo, mal conocido. En general puede afirmarse que durante la misma se
producen tres hechos principales: la fermentacion de 1a lactosa, la hidrolisis de
la grasa y la degradacion de las proteinas. Los enzimas son muy importantes en ia
maduracion de 105 quesos y proceden de tres origenes: enzimas naturales de la
leche, enzimas adicionados como coaguiantes, y 10s enzimas de los
microorganismos iniciadgores (Choisy y col.,, 1990). Entre los enzimas naturales de
la leche merecen citarse una l1pasa, que suele encontrarse asociada a 1as micelas



43

de caseina y que presenta escasa termorresistencia; proteasas como la plasmina
y una proteasa acida de termorresistencia relativamente alta y otros enzimas,
como la fosfatasa alcalina que se destruye a temperaturas de pasterizacion y la
acida que es muy termoestable.

Los enzimas coagulantes, como el cuajo y sus sustitutos de origen
microbiano o vegetal, son endopeptidasas del grupo de 1as carboxilproteasas que
poseen una doble actividad: actuan de forma muy especifica sobre la caseina x,
segun se ha sefialado y, ademas ejercen una hidrélisis generalizada en las
proteinas de la leche. Los enzimas producidos por 10s microorganismos durante ia
maduracion de 10S quesos son muy variados. Entre ellos destacan 1os producidos
por: bacterias lacticas, micrococos, levaduras y mohos. Los enzimas lipoliticos
son producidos principalmente por levaduras y mohos y, en menor medida, por

algunos estafilococos y bacterias psicrotrofas.

Finalmente, en 1a tabla 1.9 se muestran la composicion y 1as caracteristicas
de 1as variedades de quesos espanotes mas representativos.

Las distintas fases de elaboracidn de 1os quesos, influyen decisivamente en
la estructura y conformacion de las proteinas de ia leche y, en particular, de 1as
caseinas. Pero sin duda, la que presenta una mayor importancia es 1a coaguiacion,

constituyendo este mecanismo el principio basico de 1a obtencion del gueso.



TABLA 11. 9. Composicion y caracteristicas de las principales

variedades de quesos espanoles.

Especie de Ceracteristicas D

Procegdencia Tiempo de
Nombre delaLeche® Tipo Maduracion ES (%) MG/ES (%) pH  CiNa (&)
Alicants ¢ fresco - 40 37 - -
Burgos Yy/o0  fresco - 46 o2 594 (054
Cabrales  V,0,C maduradc >3m 50-58  45-5%5 - 2-3.5
Cantabria ¥ madurado min 1 sem 52 50 - -
Castetlano 0 madurado >3 m 63,8 52,9 5,27 -
|diazabal 0 madurado min2m 62.5 48,86 51-55 2
|bores C madurado min2m 62,9 55,9 5-5.7 3-4
Mahon Y madurado 2m 57,31 90,9 5,42 -
Malaga C fresco - 42-48  50-54 52-56 1,9-25
Manchego 0 madurado minlm minSS  min50 S.1-58 max 2,3
Roncal 0 madurado >Z2m 60,65 93,55 >3 -
San Siman ¥ madurado  min 10 d 54 45 5-555 1,3
La Serena 0 madurado Im 67,95 53,58 5,41 2,07
Tetilla ¥ madurado min 1 sem 40-60 40-55 5-555 1,5-2
Yillalon Oy/oV¥ fresco - 68,63 53,15 - 2,94
Zamorano 0 madurado min6m 64,49 90,81 2,62 -

(@) V: vaca, O: ove}a, C: cabra

(D) ES: extracto seco, MG: materia grasa

Fuente: Catalogo de quesos de Espana (MAPA, 1990).
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H.B. 2. 1. Durante 1a coagulacion

Como ya se ha indicado hay dos tipos de coagulacion de ia leche: la aciday la
enzimatica. £n la coagulacion acida, el descenso del pH origina una disminucion de
la ionizacion de 10s radicales acidos de 1as caseinas, 10 que provoca una caida del

potencial de superficie y en consecuencia, disminuye la capacidad secuestrante
de las caseinas ag y B, mientras aumenta la hidrosolubilidad de las sales

calcicas. Consecuentemente hay un desplazamiento progresivo del calcio y del
fosfato inorganico, de 1as micelas hacia la fase acuosa, y una desmineralizacion
de las mismas que es total a pHs menores de 3,0. Dado el papel preponderanie del
calcio y del fosfato en la estructura micelar, su salida se acompafa de una
desintegracion de 1as micelas (Brule y Lenoir, 1990). A valores de pH entre 5,7y
5,8, las subunidades micelares todavia se mantienen parcialmente asociadas
entre s mediante enlaces fosfocalcicos, mientras que a valores de pH proximos
al punto isoeléctrico de las caseinas (4,6) se produce una neutralizacion de la
carga y una disminucién importante de la hidratacion de las caseinas lo que

determina su insolubilizacion.

La coagulacién enzimatica se caracteriza porque la quimosina escinde el
enlace Phe (105)-Met (106) de 1a casefna k, enlace particuiarmente 1abil debido a
la naturaleza de los amincacidos implicados, a la presencia de una serina
adyacente y a la de radicales hidrofobicos. De esta manera, la caseinax se separa
en dos fragmentos desiguales, uno que permanece dentro de la micela y que posee
un marcado caréacter basico e hidrofébico y, otro, que es de caracter acido e
hidrofilo, que se s;epara de la micela pasando al suero.

Las diferencias mas significativas entre Ia coagulacién lactica y Ia
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enzimatica, estriban en la estructura de ambos geles y en la mineralizacion de
las caseinas, como se sehfalaba en la seccién (1. B. 1. b, 1o que determina a la vez
5U consistencia y su capacidad de retencidon de suero. En el gel lactico, ias
caseinas se encuentran desmineralizadas y formando una fina red de mallas entre
1as gue se encuentra el lactosuero, que contiene el calcio miceiar disuelto. Por el
contrario, en el gel enzimatico la caseina se encuentra en forma de
fosfoparacaseinato de calcio y formande una red tridimensional, cuya rigidez
esta asegurada por 1a presencia del fosfato caicico coloidal, encontrandose el
lactosuero retenido en 10S poros de esta red.

ft. B. 2. 2. Durante e] desuerado

Las proteinas del codgulo retienen una cantidad importante de agua. En el gel

enzimatico, la capacidad de retencion de agua de 1a paracaseina x resultante esta
disminuida, debido a que el caseinmacropéptigo contiene una proporcién de
radicales polares hidrofilos mayor que el resto de ias caseinas. Asi, la capacidad
de sorcién de agua de la paracaseina x es un 10 % inferior a la de la caseina
micelar (Hardy, 1990). Por el contrario, en una pasta lactica, la cantidad de agua
fijada por las proteinas del coagulo es de 4 a 5 veces mayor que la retenida en
una enzimatica. También conviene senalar que 1as caseinas de la cuajada retienen
menos agua que las proteinas del lactosuero; por ejemplo, un coagulo
anormalmente rico en proteinas de lactosuero desuera tenta y dificilmente,
Finalmente, la estructura de las micelas también modifica la intensidad del
desuerado. En las leches cuyas micelas de fosfocaseinato calcico son muy
peguefas, 12 eliminacidn del suero es lenta, mientras que cuando las micelas son

grandes, s rapida.
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H. B. 2. 3. Durante la madyracion

La proteolisis que acaece durante 1a maduracion de 105 quesos no solamente
determina su sabor, sino también su aspecto y textura Dada la complejidad
bioguimica de las sustancias nitrogenadas del queso y la gran variedad de agentes
proteoliticos gue intervienen en su maduracion, es comprensible que sean muchos
105 productos metabélicos acumulados en 1os quesos durante la maduracion,

citaremos entre ellos péptidos, aminoacides, aminas, amoniaco, SH2, acidos

volatiles, aldehidos, cetonas, etc. Cada tipo de queso posee un espectro de

proguctos degradativos que 10s expertos se esfuerzan en precisar,

No obstante, 1a proteolisis de 10s quesos no siempre es uniforme. Asi, en 10s
de pasta firme y dura con predominio de flora lactica, la degradacion es uniforme
en toda 1a masa, mientras que en 10s quesos de pasta blanda, que poseen una
microflora superficial abundante, la degradacion es mas intensa en la superficie

que en el interior.

Utilizando técnicas electroforéticas, se ha comprobado que 1as caseinas mas

sensibles a la proteolisis son 1as caseinas ag, seguidas de las caseinas B y de

sus productos de degradacion (caseinas yy, ¥p ¥ ¥3); se han encontrado indices de
correlacion positivos entre tiempo de maduracién y concentracion de productos
de la degradacion de Jas caseinas ag y B (Hassan y Ei-Deeb, 1988). Esta

observacion ha sido confirmada mediante técnicas de cromatografia Ifquida de
alta resolucion (HPLC), observandose un aumento notable de la concentracion de
caseinas y entre 1as dos y las diez semanas de maduracion (Christensen y col,,
1989).
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Los componentes nitrogenados generalmente aumentan durante 1a
maduracion de los quesos, tanto en forma de nitrogeno solubie como de nitrogeno
no proteico. En este sentido es de destacar la intensa actividad proteolitica
detectada en 10s quesos azules, debido a la accion de 1os enzimas producidos por
mohos del genero Leniclilium ( £ _camembertl y 2 roguefort/). En la tabla 11.10
se muestran los contenidos de nitrogeno soluble, nitrégeno no proteico, tirosina,
triptéfano y aminoacidos libres de quesos azules de 1, 2 y 3 meses de
maduracion; como puede observarse estos componentes aumentan mucho durante

Ja maduracion (Alonso y col,, 1989).

Por lo que se refiere a los quesos de tipo Manchego, destaca el trabajo de
Martin-Hernandez y col. (1989), quienes estudiaron la evolucion de las fracciones
nitrogenadas de tres iotes de gueso, elaborados con una mezcla de leches de vaca,
ovejay cabra, madurados durante 25 dias y conservados en refrigeracion durante
el periodo de comercializacion estimado (25 a 90 dias). En 1a tabla II. 11 se
muestran 105 indices de maduracion en forma de nitrogeno soluble (NS) y
nitrogeno no proteico (NNP) de este queso. Estos resultados indican que se trata
de una proteolisis media, en comparaciéon con los valores obtenidos con 10s
quesos azules (tabla I1.10),

Las modificaciones experimentadas por las proteinas durante la maduracion
ejercen una influencia considerable en los caracteres organolépticos del queso
como aroma y textura. Se conoce que la consistencia del gueso disminuye

progresivamente durante su maduracion, si bien este proceso depende de tres

variables: humedad, pH y degradacion de las caseinas Q.
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TABLA 1l. 10. Contenido de

nitrégeno

soluble, nitrégeno

no proteico, tirosina, triptéfano y aminoacidos

libres de quesos azules madurados durante 1, 2 y

3 meses.
Maduracion
Componente @ 1 mes 2 meses 3 meses
NS (% NT) 43,13 66,56 82,08
NNP (% NT) 8,50 43,14 61,26
Tirosina (% ES) 0,41 1,14 1,52
Triptofano (% ES) 0,14 0,36 0,48
Aminoacidos libres (% ES) 0,50 7,96 8,25

(a) NS: nitroégeno soluble, NNP: nitrégeno no proteico, NT: nitrogeno total, ES:

extracto seco.
Fuente: Alonso y col., 1989.
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TABLA 11, 11.

Indices de maduracién de 1os guesos Manchegos A,

B y C, elaborados con una mezcla de leche de vaca,

ovejay cabra, después de 25 dias de maduracion y

durante su conservacion hasta los 90 dias.

Dias

Quesos 2@

NS(% NT) NNP(% NT) NS(% NT) NNP(R NT) NS(% NT) NNP(% NT)

25
45
80
75
90

14,80
18,75
20,16
22,69
23,23

3,99

0,99

9,64
12,5
12,73

18,40
23,91
27,01
28,06
28,73

7,16
10,26
12,33
13,99
14,25

17,91
23,39
24,18
24,94
25,06

4,37
6,73
8,60
10,39
11,58

(@) NS: nitrégeno soluble, NNP: nitrégeno no proteico, NT: nitrogeno tota!

Fuente: Martin-Hernandez y col., 1988.
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1. C. METODOS PARA IDENTIFICAR EL ORIGEN ESPECIFICO DE LA LECHE
ENMEZCLAS LACTEAS Y EN QUESOS FRESCOS Y MADURADOS

Para garantizar 1a genuinidad de 105 quesos elaborados con leche de una sola
especie animal ¢ de varias, es imprescindible disponer de métodos analiticos que
detecten y cuantifiguen la posible sustitucion de una leche por otra. A pesar de
que han sido muchos los trabajos realizados con este fin conviene profundizar en
esta linea para disminuir 10s margenes de error de tales métodos y también para
lograr una mayor sensibilidad y rapidez de 10s ensayos.

En 1a revision de los métodos analiticos utilizados en la diferenciacion de
mezclas de leche, se ha seguido basicamente el esquema desarrollado por Ramos
y Juarez (1984),

H. C. 1. METODOS QUIMICOS

1.C. 1. 1. Determinacion de 1a xantina-oxidasa,

El método es consecuencia del trabajo de Monget y col. {1979), quienes para
detectar 1a leche de vaca en mezctas de leche y en 105 quesos frescos de cabra
propusieron un test colorimétrico basado en la reaccién de la xantina-oxidasa
con el azul de tetrazol. El método se basa en que la leche de vaca posee una
actividad xantina-oxidasa 10 veces mayor que la de cabra (Jennes, 1982). Las
limitaciones de esta técnica son la termosensibilidad del enzima, por 10 que el
método no es valido en leches pasterizadas a mas de 76 °C durante 20 segundos y
su hidrdlisis durante la maduracion de 10s quesos, por 1o que s010 es utilizable en

105 quesos frescos.
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H.C.1. 2. [ndices de 13 grasa

Se determinan utilizando técnicas analiticas que permiten evaiuar la
concentracion de determinados acidos grasos. Los indices de la grasa mas
utilizados son los de refraccidn, de Reichert-Meissl (acidos grasos volatiles
solubles), de Polenske (acidos grasos voiatiles insolubles) y de Kirchner. En la
tabla .12 se muestran los valores medios de estos indices con sus fluctuaciones
en 1a grasa de 10s quesos de vaca, cabra y oveja No obstante, ninguno de ellos
permite detectar sustituciones de una leche por otra menores del 15-20 %, por 10
que carecen de utilidad practica sobre todo en el caso de gue se utilice como

adulterante leche desnatada.

HoCo1. 3 Relacion Ca/Ma.

Utilizando la espectrometria de absorcion atomica, Pollman (1984) encontrd
que habia algunas diferencias en la relacién calcio/magnesio de 105 quesos
elaborados con leche de oveja y vaca, siendo sus valores medios respectivos 17,2
y 23,3. No obstante, el método no esta todavia bien normalizado y 1as diferencias
sefialadas no son suficientemente significativas para detectar la incorporacion a

las mezclas de bajos porcentajes de cualquiera de ambas leches.

It.C. 1. 4 Determinacién del B-caroteno,

En 1939, Kuzdzal-Savoie desarrollo un meétodo de deteccton de leche de vaca
en la de cabra, basandose en el escasisimo contenido de p-caroteno de la (ltima.
Le Mens en 1985 propuso que se aprovechara esta diferencia para detectar la

presencia de leche de vaca en 10s quesos de cabra, puesto que, como se ha dicho,
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TABLA 1l. 12. Caracteristicas fisico-quimicas reglamentadas de
13 grasa de 1a leche de vaca, cabra y oveja.

Leche de

Indices Vaca Cabra Oveja

Indice de refraccion a 40 eC 1,4540-1,4557 1,4520-1,4545 1,4530-1,4557

Indice de Reichert-Meiss] 26-32 21-28 26-32
Indice de Polenske -4 5-9 5-8
Indice de Kirchner 19-27 14-21 19-27

Fuente: Norma de calidad para quesos y quesos fundidos destinados al
mercado interior (BOE nim. 292 del 6 de Dictembre de 1985),
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la concentracion de B-caroteno de la leche de cabra es tan pequeha, gue su

presencia en las mezclas con leche de vaca es dificiimente detectable.

1. C. 1.5 Determinacion de 1a yriding.

Hicks v col. (1985) propusieron que la concentracion de este nucledsido en la
leche de cabra (30-40 yg/ml), podria utilizarse como indicador de ia autenticidad
del producto; también desarrollaron un método para detectar la sustitucion
fraudulenta de 1a leche de cabra por la de vaca, basado en que 10S niveles
normales de uridina de ia leche de esta dltima especie no son detectables. Sin
embargo, para determinar con mayor precision el contenido de uridina en 1as
leches frescas y procesadas de ambas especies deben realizarse estudios

adicionales.

. C. 2 ETOD0S CROMATOGRAFICOD,

Las técnicas cromatograficas se han utilizado mucho para estudiar la
fraccion lipidica y extractos tisulares, incluida la leche, asi como las proteinas y

aminoacidos de diversos liquidos.

I C. 2. 1. Proteinas v aminoacidos,

Las técnicas cromatograficas no se han empleado mucho en 1a diferenciacion
de leches de mezClas lacteas, a pesar de su gran utilidad para la caracterizacion
bioquimica de las proteinas de 1a feche.

No obstante, la utilizacién de estas técnicas para estudiar las mezclas
iacteas tiene un futuro prometedor, como 1o demuestran 10s trabajos de Kaiser y
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Krause (19853), quienes con técnicas HPLC, comprobaron que los cromatogramas
de los péplidos tripticos (derivados de la caseina por accion de la tripsina) eran
distintos en 10s quesos de vaca, cabra, oveja y bufala. Asi, en el cromatograma de
1as caseinas del queso de vaca, observaron un pico con un tiempo de retencion (tr)
de 60 minutos, mientras que en el de cabra el pico mas importante tenia un tr de
80 minutos. Al aumentar el porcentaje de leche de vaca en el queso de cabra, se
vio que aumentaba el péptido de tr de 60 minutos al mismo tiempo que disminuia
el de tr de 80 minutos. Los investigadores citados afirman que con este método

se detecta 1a adicion de 1% de leche de vaca en e} queso de cabra.

Haasnot y col. (1986) han empleado técnicas de cromatografia liguida rapida
(FPLC) con columnas de intercambio idnico anidnicas para detectar la presencia

de leche de vaca en las leches y quesos de oveja y cabra; como indicador
utilizaron caseina a.y de leche de vaca. En 1as mezclas de leche y en 1os quesos
frescos el limite de deteccion fue de un 2-4 % de leche de vaca, mientras que en

105 quesos madurados, debido a que 1a caseina Qg bovina se degrada raptdamente

durante 1a maduracion, debe empiearse como indicador caseina “sl": producto de

la descomposicion de aquella. En este caso, el limite de deteccion fue de
alrededor del 10 %, dependiendo del grado de maduracién.

1. C. 2 2. Deteccion, caracterizacion v cuantificacion de 10s acidos grasos,

Para Ja determinacion de la calidad y genuinidad de la grasa de ia leche se
han desarroilado técnicas cromatograficas en fase gaseosa. ES Interesante
destacar 'as posibilidades que presenta el empleo de columnas capilares, tanto
para acortar el tiempo de analisis como para detectar mezcias de leche de vaca,

ovejay cabra.
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Las diferencias mas significativas en la composicién de acidos grasos de la

leche de las tres especies citadas, son el mayor contenido de acidos capréico
(Cg), caprilico (Cg), caprico (Cyq) y Taurico (Cy,) en las de cabra y oveja. No

obstante, estas diferencias no son significativas debido al amplio margen de

variacion de 1as mismas, tanto por factores genéticos como ambientales.

Algunos investigadores han propuesto el estudio de algunas relaciones de
acidos grases de menor intervalo de variacion, para detectar mezclas de leches,
tanto en tas leches frescas como en 10s quesos. Smeyers-Verbeke y col. (1977)
han realizado un analisis estadistico lineal de los datos cromatograficos
procedentes de 15 acidos grasos, sefalando que s610 es posible detectar un 10 %
de leche de diferente origen (vaca, oveja o cabra) en mezclas de dos origenes

distintos. Los acidos grasos cuyas relaciones o indices se investigaron fueron los

Ca0 C141:C16 Cia ¥ Gy

Ramos v col. (1977) utilizando la cromatografia en fase gaseosa y basandose

en los indices o relaciones entre los acidos grasos Cys/Cy 4.1, C10/Cio.10 C12/C10

y Cy4/Cyq, detectaron hasta un 7 % de leche de vaca en quesos elaborados con

mezclas de leche de vaca/oveja,. No obstante, si 1a grasa ha sufrido oxidacion
S010 pueden utitizarse 10s dos ultimos, puesto que 105 acidos de 105 dos primeros
ndices pueden encontrarse alterados.

Mas recientemente, (verson y Sheppard (1985 y {989) han propuesto Ia
utilizacion de la relacion entre los acidos caprico y laurico (Cy4/Cy,) para

detectar 1a adicion de leche de vaca a 1os quesos de cabra y oveja. Estos autores

encontraron unos valores de 1,16, 0,45 y 0,58 en los indices Cm/C]2 de los
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quesos de vaca, cabra y oveja, respectivamente. El limite de deteccion no bajd del
10 % de sustitucion. En 1989 Prager observo que 1as leches de cabra y oveja
podian distinguirse de la de vaca, utilizando 1os indices de los acidos grasos
Cyo/Cg, C14/Cg, C16/Ca, C12/Ch0: C14/Cigs C1/Chg ¥ Cyg.4/Cyg. CUy0S valores

fueron significativos en la leche de oveja, lo mismo que los indices Cw/CS,

Cig1/Cg ¥ C18/C1O en la de cabra; estos indices permitian la deteccidn de 13

adulteracion de 10s quesos de oveja y cabra con leche de vaca pero Prager (1989)

no sefala cual fue el nivel de deteccion.

I1.C. 2. 3. Determinacion de triglicéridos.

Aungue por cromatograrfa en fase gaseosa se han obtenido buenas
separaciones de 10s triglicéridos de 1a grasa de la leche, 1a técnica no se ha
aplicado a la deteccién de mezclas de jeches, Barron y col. (1990) analizaron ios
triglicéridos de 1as leches de vaca, ovela y cabra por HPLC y cromatografia en
fase g@aseosa. Dichos autores sefialaron que, de un total de 116 especies
moleculares de triglicéridos con unos nimeros de particion (NP) entre 22 y 30, el
grupo principal en ias tres especies era el que presentaba un NP de 46, y que 1as
diferencias cuantitativas mas significativas se detectaban en aquelios
triglicéridos con unos NP de 34, 38, 42 y 48,

1. C. 3. METODOS ELECTROFORETICOS.

Estos métodos permiten 1a separacion de 1as diferentes proteinas de una
mezcia en diversos t1pos de geles, por 10 que han utiiizado en el estudio de ias
mezclas lacteas,
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t. C. 3. 1. Electroforesis de 1as caseinas en geles de poliacrilamida.

En 1967 Assenat, empleando la electroforesis en geles de poliacrilamida,
_detecto la presencia de un 2 % de leche de vaca en las de cabra y ove fa, basandose

en 1a mayor movilidad electroforética de 1as caseinas g de 1a primera. Debido a

la simtiitud de las caseinas a. ovina y caprina, no es posible la deteccion de

leche de cabra en 1a de oveja por debajo de un 30 & de aduiteracién. En el caso de
10s queses madurados, el método no se considerd sequro, debido a la degradacion
de las caseinas durante la maduracion, por 10 que s6lo pudo detectarse dicha

adulteracion a partir de un 20 % de sustitucion .

Basandose también en 1a movilidad electroforética de la caseina Qg de vaca,

Pierre y Portmann (1970) detectaron un 1,5-2 % de leche de vaca en 1a de cabra y
un 5-10 % en 10s quesos frescos. Posteriormente, Pierre (1977) estudi6 los
factores gue influyen en la precision de este método, como composicion de 1as
caseinas, pasterizacion, ultrafiltracion y accion del cuajo. Dicho investigador

concluyo que la varfacién del contenido de caseina ag de 12 leche de cada animal

origina una imprecision del 26 %, gue se reduce aun 10 % en las mezclas de leche.
En Francta la electroforesis en geles de poliacrilamida se utitiza como método

oficial de analisis de 10s quesos de cabra (Pierre y Portmann, 1970},

Basandose en la movilidad de la caseina agy de vaca en geles de

pohiacrilamida, Ramos y col. (1977) han descrito la deteccién de un 5 % de leche
de vaca en la de oveja. En 10s quesos madurados de tipo Manchego, la deteccion de
leche de vaca presenta dificultades debido a ia degradacion proteolitica de dicha
caseina durante 1a maduracion, por 10 que s610 era posible un limite de deteccién
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del 10 %. No obstante, se puede detectar dicha adulteracion debido a 1a aparicion
de caseina g1, procedente de 1a degradacion de la caseina ag; durante la

maduracion de 1os guesos. Utilizando el mismo método, estos mismos
investigadores describieron en 1980 una deteccion del 2,5 % de leche de vaca en

la de cabray de un 3 % en los quesos frescos de cabra.

Con el método descrito también se puede diferenciar ia leche de vaca de 1a
de bafala. Addeo y col. (1981), utilizando la electroforesis en gel de

poltacrilamida y la electroforesis en geles mixtos de poliacrilamida-agarosa

(ambos en presencia de urea y mercaptoetanol), diferenciaron las caseinas og 1, B

y k de 1as dos especies, obteniendo unos niveles de deteccion del 5 % de leche de
vaca en 1a de bufala En 1990 Chianese y col. mejoraron el nivel de deteccién de
leche de vaca en el queso Mozzarella elaborado con leche de bufala, mediante
electroforesis bidimensional (combinacion. de 12 electroforesis en geles de

poliacrilamida con 1isoelectroenfoque en el mismo gel). De esta manera se
Consigue una mejor resolucion de 1a caseina agy de 1as dos especies, asi como de

sus productos de degradacion. En estas circunstancias el limite de sensibilidad
fuedeun 2,5 %.

I, C. 3. 2. Llectroforesis de 1as proteinas del suero en geles de poliacrilamida,

Amigo y col. (1986), comparando la movilidad electroforética de Ia
B-lactoglobulina Ay B de la leche de vaca frente a la de oveja, detectaronunS %

de leche de vaca en el queso de oveja. En la cuantificacién utilizaron el indice

B-lactogiobulina B/albumina sérica bovina; asimismo, observaron que la

B-lactoglobulina permanece inalterada durante el proceso de degradacion del
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gueso. Posterformente, Amigo y col. (1987) mejoraron el limite de deteccion de

la leche de vaca en ia de oveja, mediante la utilizacion de la B-lactogiobulina A

Como patron interno,

La diferenciacion de 1as leches de vaca y de bufala con esta técnica es

problematica, como demostraron en 1979 Addeo y col. Estos investigadores
observaron que las movilidades electroforéticas de la a-lactalbUmina y de la
B-1actoglobulina de 1a leche de bufala eran idénticas a las de 1as variantes Ay B

de 1a p-lactogiobulina de la ieche de vaca.

1. C. 3. 3. |sgelectroenfogue.

Esta técnica diflere de 1a electroforesis convencional, en que 1a separacion
de las proteinas se produce en un gradiente de pH. Cuando se establece un campo
eléctrico, 1as proteinas migran sequn su carga eléctrica, pero en un gradiente de
pH pierden su carga neta Cuando la proteina alcanza su punto isoeléctrico (carga
neta cero), cesa su migracion y precipita. Por lo tanto, en el {EF la separacion
proteica depende solo del punto isoeléctrico de las mismas y no de su tamano y

carga.

Utilizando 1a técnica descrita, Krause y col. (1982) detectaron un 1-2 % de
leche de vaca en 1a leche y quesc de oveja y cabra. Dichos investigadores
utilizaron como indicador las caseinas y de la leche de vaca, que presentan un

punto isoelectrico distinto de ias de cabra y oveja. Addeo y col. (1989) estudiaron

la degradacion de 1a caseina B en caseinas yp y y3 mediante 1a adicién de plasmina

a quesos Mozzarella elaborados con mezclas de leche de vaca y bufala Tras el
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tratamiento con plasmina, 1as caseinas Yo V ¥3 resultantes se detectaron en un

intervalo de pH de 5-8, distinguiéndose faciimente 1as procedentes de ieche de
vaca de las de bufala. Con este método se puede detectar hasta un | % de leche de

vaca en el queso de bufala.

Posteriormente Addeo y col. (1990) utilizaron ia misma metodologia para
detectar 1a leche de vaca en el queso de oveja, logrando una sensibilidad del 1 %.
Como tiempo optimo de incubacién con 1a plasmina aconsejaron 60 minutos y
también recomendaron la utilizacion de una curva de calibracion obtenida con
muestras de queso que contenian porcentajes conocidos de leche de las dos

especies.

Las diferencias en la secuencia de las paracaseinas x bovina y ovina
determinan diferencias en sus puntos isoeléctricos 1o que permitié a Addeo y col.
(1984) detectar hasta un S % de leche de vacé en el queso Pecorino, utilizando el
tsoelectroenfoque en un gradiente de pH de 2,5-9. Para verificar 1a utilidad del
método anterior en guesos en 105 que se produce una intensa proteolisis durante
la maduracién, Mauriello y col. (1989) estudiaron la migracién de las
paracaseinas k bovina y ovina en el queso Roquefort, constguiendo detectar hasta
un 5 % de leche de vaca. No ohstante, este método s610 es valido en quesos con un
mes de maduracién, ya que en los de 4-5 meses debido a 1a intensa degradacion
proteica, es imposible detectar la banda correspondiente a la paracaseina k
bovina. Recientemente, Addeoc y c¢ol. (1990) utilizando la técnica de
isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida con un gradiente de pH de 7-10 y
tifiende 1as protefnas con una solucién de nitrato de plata, en lugar de emplear l1as
tinciones clasicas con azul de Coomasie 6G-250 6 R-250, han mejorado ia

sensibilidad de esta técnica que les permite detectar hasta un 0,5 % de leche de
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vaca en la leche y queso de oveja.

Finalmente, en l1a determinacion cuali y cuantitativa de mezclas binarias y
ternarias de leche de vaca, cabra y oveja, algunos investigadores han utilizado
las proteinas séricas como indicadores en el isoelectroenfoque en geles de
poliacrilamida con un gradiente de pH de 3,5-9,5 (Ruiz y Santillana, 1986). La
preparacion de la muestra es mas sencilla, ya que las proteinas séricas son
solubles y no precisan de una extraccion previa, como las caseinas. EI limite de
deteccion conseguido fue de un 3 % de leche de vaca 0 cabra en la de oveja. Rispoli
y Saugues (1989) recuperando el suero de quesos fabricados con mezclas de leche
de vaca y ovejay analizando las proteinas séricas por IEF en un gradiente de pH
de 4-6, detectaron hasta un 5 % de leche de vaca en 10s quesos de oveja, siempre

que el periodo de maduracion no fuese superior a 105 4 meses.

. C. 4 METODOS INMUNOLOGICOS,

Los métodos inmunologicos, gue se basan en la visualizacion objetiva de la
interaccion entre un antigeno y su correspondiente anticuerpo, son muy
interesantes en 1a identificacion y deteccidn de las mezclas de leche de diversas
gespecies animales debido a su sensibilidad y especificidad. A continuacion

estudiaremos las tecnicas inmunologicas, utilizadas o en desarrolio, para la
diferenciacion de mezclas de leche.

1. C. 4 1. [pmynopreci

El método fue desarrollado por Pinto (1966} para identificér la presencia de

leche de vaca, bufala, cabra y oveja en mezclas lacteas, alcanzando niveles de
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deteccion de un S % Los inmunosueros se obtuvieron de conejos que se
inmunizaban con proteinas sanguineas de cada una de las especies productoras de
1a leche. Al observarse reacciones cruzadas entre i0s inmunosueros de una
especie con las leches de las demas especies, fue necesario neutralizarios con
las proteinas sanguineas de las especies con las gue daban estas reacciones. La
reaccion de precipitacion tenia lugar en tubos capilares en los que se depositaba
la muestra de leche y el inmunosuero. No se observaron diferencias significativas
al emplear leche cruda o pasterizada, pero las leches esterilizada, en polvo y
condensada no inducian ta reaccion de precipitacion.

1. C. 4 2 |nmunodifusion en geles de agargsa.

Aunque existen muchas variantes de esta técnica, conviene considerar ia
inmunodifusion doble y ta radial. En 1a primera, desarrollada inicialmente por
Quchteriony (1948), el antigeno y el anticuerpo se colocan en pocitlos
individuales desde los que difunden el uno hacia el otro a traves dei gel. En caso
de correspondencia, se forman complejos antigeno-anticuerpo visualizables al
originar bandas de precipitacion. En la sequnda, desarroliada por Levieux (1977),
uno de los reactivos, el antigeno o el anticuerpo, se incorpora directamente al
gel, mientras el otro se coloca en un pocillo desde el cual difunde e interacciona
con el presente en el gel.

a) \nmunodirysion doble.

Durand y col. (1974) han empleado este método para establecer la presencia
de leche de vaca en las de cabra y oveja. El inmunosuero se obtiene frente a las
proteinas solubles del suero sanguineo bovino, y se neutraliza con proteinas del

suUero sanguineo de cabra o de oveja para evitar reacciones cruzadas. La técnica
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consiste en colocar el inmunosuero neutralizado en un pociilo central excavado en
el agar y las muestras de leche en pocillos equidistantes. Tras 18-24 horas de
incubacion de las placas a 37 9C se observan las bandas de precipitacion
formadas. Asi se puede detectar ]a presencia de hasta un 2,5 % de leche de vaca
en las de oveja y cabra Esta técnica con los reactivos correspondientes se

comercializa actuaimente con los nombres de "Brebitest” y "Capritest”.

Gombocz y col. (1981) han empleado esta técnica en 1a deteccion de leche de
vaca en la de oveja, utilizando como anticuerpos los inmunosueros producidos
frente a las caseinas de vaca, neutralizados con proteinas de leche de oveja. De
esta manera es posible detectar hasta un 5 % de leche de vaca en la de oveja;

tambien se utiliza esta técnica en la deteccidon de leche de vaca en quesos.

En nuestro Departamento, Garcia y col. (1989) han desarrollado un test de
identificacion de leche de vaca (COMIT) en la de oveja, mediante inmunodifusion
en geles de agar. Se trata de una modificacion de la técnica de Mageau y col.
(1984), empleada en la deteccion de carne de bdvido en mezclas carnicas frescas.
La diferencia mas significativa con las teécnicas de inmunodifusion
convencionales radica en que 1os reactivos utilizados en el ensayo (inmunosuero
anti-proteinas sericas de leche de vaca y mezclas lacteas de referencia) se
distribuyen embebidos en discos de papel de filtro tofilizados al mismo tiempo
que los discos gque contienen las muestras problema, en la superficie de las
placas de agar, lo que permite l1a difusion de su contenido por el gel. Ademas los
geles poseen un colorante y una concentracion adecuada de polietilengticol, 1o que
permite una mejor visualizacion de las lineas de precipitacion
antigeno-anticuerpo. Mediante esta técnica se puede detectar hasta un 3 % de
leche de vaca en 1a de oveja.
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b} Inmunodifusion radial

Esta técnica, desarrollada por Levieux (1977), se ha empleado en la
deteccion de leche de vaca en mezclas lacteas frescas y en quesos madurados. En

este caso, los anticuerpos, constituidos por inmunosueros obtenidos de machos

cabrios frente a la inmunoglobulina G, purificada de calostro de vaca, se

incorporan al gel, mientras las muestras de leche se depositan en pocillos
practicados en este. De esta forma se detecta hasta un | % de leche de vaca en la
de cabra u oveja. Para detectar la presencia de leche de vaca en {05 quesos
madurados deben establecerse correcciones de acuerdo con su extracto seco
total. Actuaimente 1a descripcion de 1a tecnica y los reactivos correspondientes
se comercializan bajo los nombres de CV-test (deteccion de leche de vaca en la
leche vy quesos de cabra u ovefa) y BC-test (deteccion de leche de cabra en la
leche y quesos de oveja). Han sido varios los investigadores que 1a han utilizado
en la identificacion de mezclas lacteas en quesos madurados (Barbosa vy

Gongalves, 1985; Amigo y col.,, 1989).

1. C. 4 3. inmunoturbidimetria.

El método se basa en medir Ja turbidez de los complejos antigeno-anticuerpo
y presenta dos variantes: espectrometria (medida de la absorbancia de la
solucion) y nefelometria (medida de la luz dispersa por las particulas). El
analisis turbidimétrico permite establecer la capacidad precipitante de distintos

INMUNQSUEros.

Ultimamente, el metodo se ha automatizado con la utilizacion de
analizadores centrifugos. El inmunosuero se disuelve en polietilenglicol para

acelerar la formacion de complejos inmunes; esta misma sustancia se empiea
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para preparar las diferentes diluciones de la muestra antigénica a evaluar. La
mezcla se somete a centrifugacion y, durante ta misma, se mide su absorbancia a
290 nm cada 10 segundos.

Gombocz y col. (1981) han utilizado esta técnica en la determinacion de
caseina bovina en el queso de oveja, asi como de gliadina, proteina de sofa y
ovoalbumina en diversos alimentos. No obstante, el método no se ha utilizado

rutinariamente en la diferenciacion de leches de distintas especies.

li.C. 4 4. [nhibicion de 1a hemaglutinacion.

Con esta técnica, Levieux (1980) ha detectado hasta un uno por mil de leche

de vaca en la de cabra. £l inmunosuero utilizado aglutina 1os hematies de gallinas

sensibilizadas con inmunoglobulinas G; (igG,) de calostro de vaca Si el

inmunosuero se incuba con una muestra de leche aduiterada con leche de vaca, 1as

IgG, de esta Ultima neutralizan su actividad, por 1o que al anadir los globulos

rojos sensibtiizados no se produce aglutinacion.

. C. 4.5 [nmunoelectroforesis.

La técnica se basa en la distinta movilidad de los reactivos inmunologicos al
someterlos a un campo eléctrico (electroforesis) y en la capacidad de los
complejos antigeno-anticuerpo de precipitar en los geles (inmunodifusion). De tas
variantes de esta técnica las mas utilizadas son la inmunoetectroforesis en

cohete y 1a inmunoelectroforesis cruzada o de dos dimensiones.
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a) lnmungelectroforesis en cohete.

Consiste en la migracion electroforética de los antigenos de tas muestras en
un gel de agarosa que contiene 105 correspondientes anticuerpos. Los complejos
antigeno-anticuerpo se desplazan hasta su punto de equivalencia y las lineas de
precipitacién convergen dando 1a imagen de un cohete. Radford y col. (1981),
utilizando esta técnica, detectaron un 1-5 % de leche de vaca en la de cabra.

b) Inmunoelectroforesis Cruzada

Se trata de una electroforesis de las muestras de la ieche en un gel de
agarosa, que mas tarde se incorpora a otro gel que contiene el inmunosuero,
realizando a continuacion una sequnda electroforesis en sentido perpendicular al
de l1a primera. De esta manera, al migrar los antigenos por el gel que contiene 10s
anticuerpos, se forman los inmunocomplejos precipitables.

Elbertzhagen (1982; 1987) ha utilizado este método en la deteccién de leche
de vaca en quesos de ovejay cabra. Detectd niveles de hasta 0,1-0,2 % de leche de
vaca en 10s quesos de oveja o de cabra. Krause y col. (1988), con fa misma tecnica
y con inmunosueros anti-caseinas de leche de vaca, han detectado 0,1-0,2 % de
leche de vaca en 1a leche y quesos de oveja 0 cabra. Ademas, sefialan que ni 1os
tratamientos térmicos ni la maduracién de 1os quesos modifican la sensibilidad

del método.

. C 4 6 Electrosinéresis.

Esta tecnica se basa en la electroenddsmosis, fendomeno por el que aigunas
proteinas cargadas negativamente se desplazan hacia el catodo al someterias a la
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accion de un campo eléctrico. La causa de este efecto es 1a carga neta negativa
del agar de soporte. Puesto que 1as moléculas de agar estan inmovilizadas, el
liguido del ge! asume una carga positiva y se desplaza hacia el catodo, afectando
a todas las moléculas suspendidas en el gel pero en especial a las
inmunoglobulinas gamma. Cuando 1as proteinas antigénicas de la muestra se han
separado por electroforesis, se deposita el inmunosuero en un pocitio
longitudinal, practicado en el gel en sentido paraielo a la direccion de la
migracion. Los componentes antigénicos difunden desde sus lugares de migracion
encontrandose con el anticuerpo que ha difundido desde el pocillp, formandose

complejos antigeno-anticuerpo que precipitan en e} gel.

Bernhauer y col. (1983) utilizando este método han detectado un 0,1-1 % de
leche de vaca en la de cabra u oveja, y un 0,1-2 % en 105 quesos. No obstante, 1a
sensibilidad del metodo varia cuando 1a leche se somete a tratamientos térmicos
mayores que 1os de pasterizacion, y cuando durante 1a maduracion de los quesos

se produce una proteolisis intensa.

I. C. 4. 7. Métodos inmunoenzimaticos (ELISA).

Los métodos inmunoenzimaticos, conocidos como ELISA (Enzvme-Linked

imroynosorbent Assays) permiten visualizar objetivamente la formacion de los
compliejos antigeno-anticuerpo, mediante la conjugacion de uno de los

componentes con un enzima y l1a inmovilizacion de! otro en un soporte, Los
enzimas mas utilizados son la peroxidasa de rabano, ¢lucosa oxidasa,
B-galactosidasa y fosfatasa aicalina (Voller y col.,, 1980). En ia inmovilizacion
del antigeno o anticuerpo se utilizan placas de nylon, poliestireno, polivinilo ¢
polipropileno. Las variantes mas conocidas de esta técnica son el ELISA indirecto,

el competitivoy el sandwich.
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En el ELISA indirecto (Figura Il. 2) los antigenos se inmovilizan en una
superficie inerte (1); los anticuerpos especificos reconocen la estructura
antigénica de los primeros y se unen a ellos formando un complejo (2) que se
detecta mediante un segundo anticuerpo marcado con un enzima 0 con un
conjugado de Proteina A-enzima (3). La reaccion se visualiza porque el enzima, al

actuar sobre e} sustrato, libera un compuesto coloreado (4).

En la técnica del ELISA competitivo (Figura il. 3) el anticuerpo especifico se
inmoviliza sobre una superficie inerte (1), anadiendo posteriormente un
conjugado enzima-antigeno (2a) de concentracion conocida mezclado con la
muestra problema. Como control se utiliza otro pocillo al que no se le anade la
muestra (2b). Después de anadir el sustrato (3ay 3b), la diferencia de color entre
ambos pocillos es indicativa de la concentracion de antigeno de 1a muestra

problema.

En el ELISA sandwich (Figura il. 4), el anticuerpo especifico (Ac de captura)
se inmoviliza en una fase solida (1) a la que posteriormente se le anade el
antigeno problema, el cual es capturado por el anticuerpo inmovilizado (2). El
antigeno anclado puede ser reconocido por el mismo anticuerpo marcado con un
enzima (33 (Ac de deteccion), o por un anticuerpo frente al primero marcado con
un enzima. Finalmente se anade el sustrato (4) y el compuesto coloreado
originado como consecuencia de la accion enzimatica permite visualizar la

reaccion.

Las técnicas inmunoenzimaticas presentan maltiples ventajas en el analisis

de alimentos, debido a su especificidad, sensibilidad y sencillez. Estas
metodologias ya han demostrado su eficacia al permitir detectar la presencia de

carne de diversas especies animales en mezclas carnicas frescas (Jones vy
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t. Antigeno adsorbido al pocilio

2. Anticuerpos especificos que reconocen

N al antigeno

3. Antiinmunoglobulinas o Proteina A,
E-[;:b-e
h conjugadas a un enzima, que reconocen
al complejo antigeno-anticuerpo

4. Adicidn del sustrato enzimatico

Figura !1. 2. Esquema de la técnica del ELISA indirecto.
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Figura [1. 3. Esquema de 1a técnica del ELISA competitivo,
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. l 1. Anticuerpo adsorbido al pocilto
2. Antigeno capturado por anticuerpos
um especificos

3. Anticuerpos especificos marcados con un
enzima que reconocen al antigeno anclado

g WE 4. Adicion del sustrato enzimatico

Figura |l. 4. £squema de la técnica del ELISA sandwich.
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Patterson, 1986). En nuestro Departamento estamos realizando un amplio
proyecto de investigacion con estas técnicas para identificar la presencia de
carne de una determinada especie animal en mezclas carnicas diversas, para ello
utilizamos tanto anticuerpos policlonales como monoclonales (Martin y coi,
1686, 19883, 1988b, 1988c, 198%9a, 198%D).

De la misma manera, dichas técnicas nos han pemitido identificar el origen
de las leches de diversas mezclas lacteas. Asi, Garcia y col. (1990, 1991) han
detectado un 1 % de leche de vaca en la de oveja mediante un ELISA indirecto y
sandwich, en 10s que se utilizan inmunosueros anti-proteinas séricas de leche de
vaca. No obstante, estas técnicas fallan en 105 quesos madurados, tanto por la
inestabilidad térmica de 1as proteinas del suero, como por su €scaso contenido en
el producto final. Para obviar este inconveniente y con el objeto de detectar y
cuantificar 1a presencia de leche de vaca y de cabra en la leche fresca de ovejay
en los correspondientes quesos madurados, se ha realizado este trabajo de

investigacion, en el gue se utilizan inmunosueros anti-caseinas de leche de vaca
y de cabra.

l. C. 4 8. inmunodotting,

En esta técnica inmunoenzimatica el antigeno se adsorbe en un papel de
nitrocelulosa. Posteriormente se deposita en el papel el inmunosuero de interés,
y en el caso de que exista correspondencia, los anticuerpos unidos al antigeno se
detectan con un segundo anticuerpo obtenido frente al anterior y conjugado con un
enzima. Al anadir el sustrato especifico del enzima, se produce una reaccion
coloreada, que produce en el papel manchas de intensidad mayor ¢ menor segun

sea la concentracion de antigeno.
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Aranda y col. (1988), han utilizado esta técnica en la deteccion de leche de
vaca en 1a leche y en el queso de oveja. Para ello utilizaron un inmunosuero
anti-caseinas de leche de vaca oblenido de conejos y mas tarde purificado en
columnas de Sepharosa-4B unida a caseinas de la leche de ovefa. La reaccion
antigeno~-anticuerpo en el papel de nitrocelulosa se detectdé mediante un
conjugado comercial anti-inmunogiobulinas de conejo, obtenidas de cabra, y
unidas al enzima peroxidasa de rabano. Dichos investigadores describen la

deteccion de hasta un 0,1 % de leche de vaca en 1a de oveja.

Con esta técnica, Garcia (1990) ha detectado hasta un 3 % de leche de vaca
adicionada a la de ove ja empleando como antigenos el suero de 1a leche ¢ 1a leche
desnatada; con 1a leche entera el nivel de deteccion fué del S %. Como anticuerpos
utilizé un inmunosuero anti-proteinas séricas de leche de vaca, purificado por
una columna de Sepharosa-4B unida a proteinas liofilizadas del suero de leche de
vaca y, neutralizado posteriormente con proteinas séricas de leche de oveja y de
cabra. No obstante, aunque la técnica permite detectar la sustitucion de una leche
por ofra, su cuantificacion es problematica, ya que 1as manchas del papel
empalidecen en pocos minutos y 1a apreciacion de su intensidad es subjetiva,



CAPITUWO I

MATERIALES Y METODOS
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H1. A. MATERIAL,

L A 1. MATERIAL DE LABORATORIO,

En 1a preparacién de 1as soluciones acuosas se empleé agua destilada en un
aparato Afora (1) y desmineralizada en un intercambiador "Seta” mod. R-600.

Las pesadas ordinarias se realizaron en balanzas monoplalo "Sauter” mod.
S-1000. En las pesadas de precision se utilizaron balanzas analiticas "Sartorius”
mod. 2443 y "Microwa" mod. 6620,

Las mediciones de pH se realizaron con pHmetros "Crison” mod, Digit. 501 y
"Radiometer” mod. 28,

Las homogeneizaciones de las muestras se realizaron en un triturador de
cuchillas "Sorvall” Omni-mixer 17106.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada "Sorvall”
RC-3E, equipada con rotores S5-34y GSA,

En 1as incubaciones se utilizaron estufas "Heraeus” mod. KB-500 y "Selecta”

mod. Termotronic 338, termostatadas a la temperatura deseada.

(1) Lo cita de marcas de aparatos, reactivos, etc., no significo que la autora lss recomiende con

preferencia a otras marcas del mercado.
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Las esterilizaciones se realizaron en un autoclave "Autester” 437-G y las
incubaciones y tratamientos térmicos, que requerian un control mas preciso de 1a
temperatura, se efectuaron en banos de agua provistos de termostatos "Selecta”
mod. Tectron y un termometro digital "Crison” mod. 620/3.

En 1a Hlofilizacién de las muestras se wutilizé un liofilizador
"Terruzzi-Mevilsa” mod. TP-3 con superficie Gtil de carga de 0,3 m®, dotado de

registro, dispositivo de termovacio y programador.

Las muestras y reactivos Se conservaron en arcones congeladores
"Kelvinator” mod. ACK-55, asi como en frigorificos "Aspes” y "Kelvinator” mod.
AKR-20 y en un armario frigorifico "Kelvinator” termostatado a 4 +1 ¢C.

El material de vidrio empleado en 1as experiencias que aqui se describen fue

siempre del tipo "Pyrex”.

Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un
espectrofotometro "Kontron® mod. Uvikon 820, registrandose los resultados en

una impresora térmica Uvikon [.5-48.

Las pipetas y micropipetas automaticas utilizadas fueron de la marca
"Gilson" modelos p-5000, p-1000, p-200 y p-20 que dispensan volumenes de 1-5
mi, 100-1000 ul, 20-200 il y 2-20 Wl respectivamente. £n el llenado de los
pocillos de las placas de ELISA se utilizé una pipeta multicanal "Titertek”, que
dispensa un volumen de 50~200 ul.

Las cromatografias se realizaron en columnas de "Pharmacia” modelo C
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16/40. Las fracciones cromatograf fcas se recogieron en un colector de fracciones
"LKB Bromma” mod. 2212 Helirac.

En la dlalisis de las muestras se utilizaron membranas “Serva” mod. 27/32.

Las placas de ELISA utilizadas fueron de la marca "Costar” mod. 3590. Las
agitaciones de las mismas se realizaron en un agitador de placas de ELISA marca
wallac, mod. 1296.001 y para su lectura se utilizé un lector espectrofotométrico

“Titertek Multiscan Plus, version 1.4".

1. A 2 MATERIAL BIOLOGICO,

1. A 2. 1. Qrigen de 1as muestras.

Las leches de vaca, ovejay cabra se obtuvieron por mediacién de la Sociedad
Cooperativa Castellana de Ganaderos de Campo Real (Madrid). Para garantizar su
procedencia, se recogieron directamente de los tanques de ordefic de las
explotaciones de origen. Las razas de las vacas, ovejas y cabras productoras
fueron 1a Frisona, Manchega y Murciano-Granadina, respectivamente. Los gquesos
de vaca, oveja y cabra utilizados en la preparacion de mezclas se adquirieron en
distintos comercios de la localidad, siendo todos ellos de "Denominacién de
Origen” o de procedencia conocida y garantizada.

1. A. 2. 2. Chtencidn de 10s inMunQsueros.

En la obtencién de los inmunosuercs se emplearon conejos machos blancos

de 3-3,5 Kg de peso, de 1a raza Nueva Zelanda del animalario del Departamento de
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Cirugia Experimental del Hospital Militar Central "Gomez Ulla” de Madrid.
Asimismo, se inmunizaron dos machos cabrios de unos 33 Kg de peso explotados

de forma tradicional en una ganaderia de las afueras del pueblo de El Pardo
(Madrid).

Il A 3. PRODUCTOS Y REACTIVOS,

Los productos quimicos y biolégicos utilizados en las experiencias descritas
en este trabajo fueron suministrados por alguna de las siguientes firmas:

"Merck”, "Sigma”, "Bio-Rad", "Nordic", "Pharmacia”, "Difco” y "Fluka".

(1. B. METODOS,

1. B. t. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ANTIGENICOS.

Tanto l1a leche cruda de vaca, como las de oveja y cabra se transportaron a
nuestro Departamento en condiciones de refrigeracién y, seguidamente, se
procedio a la obtencion de los extractos antigénicos segun el protocolo que se
describe a continuacion. Los extractos antigénicos se denominaron CV (caseinas

de leche de vaca), CC (caseinas de leche de cabra) y CO (caseinas de leche de
ovejal.

Para la obtencion de 105 extractos se realizaron las siguientes operaciones:

1. Desnatado de 1a leche por centrifugacion a 13.000 ¢ durante 10 minutos a
4 °C, seguido de filtracion por 1ana de vidrio.
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2. Calentamiento de la leche desnatada a 37 eC y precipitacion de las
caseinas por acidificacién de la leche con HC! 0,2 M hasta un pH de 46.
Conservacién de la leche a 40 °C durante 30 min sequida de centrifugacion a
6.000 ¢ durante 30 min para separar las caseinas precipitadas. Las caseinas se
Javaron tres veces con agua destilada para eliminar las proteinas séricas

residuales.

3. Las casefnas lavadas y recuperadas como queda dicho se liofilizaron y

mantuvieron en un desecador a -20 ¢C hasta su utilizacion.

Para 1a obtencidn de las caseinas de leche de cabra, 1a leche desnatada se
calento a 45 °C y se acidificod hasta un pH de 4,47 (punto isoeléctrico de las

mismas) para asi precipitarlas convenientemente.

El contenido proteico de los extractos de caseinas, determinado como se

describe en la seccidn siguiente fue:

- CV: 733 ug de proteina/mg de extracto liofilizado.
- CC: 730 g de proteina/mg de extracto liofilizado.
- CO: 620 pug de proteina/mg de extracto liofilizado.

El rendimiento de las caseinas liofilizadas por mi de leche utilizada fue de
18,5 mg en la de vaca (CV), de 13,9 mg en la de cabra (CC) y de 21,9 mg en 1a de
oveja (CO).
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1. B. 2. DETERMINACION DE LA PROTEINA,

En 1a determinacién del contenido proteico de los extractos antigénicos, de
los inmunosueros y de otros reactivos, se uttlizé el método de Bradford (1976),
cuyos componentes son comercializados por "Bio-Rad". La técnica se basa en la
variacion que experimenta la absorbancia maxima del Azul Brillante de
Coomassie G-250 entre 465 y 595 nm, al unirse a 1as proteinas. Por su sencillez,
rapidez y estabilidad esta sustituyendo al método tradicional de Lowry y col.
(1951), con la ventaja adicional de que se encuentra libre de muchas de las
interferencias que limitan el Ultimo método.

El meéetodo de Bradford presenta dos variantes dependiendo de la
concentracion de la proteina de la muestra: el procedimiento estandar y el
microensayo. El1 primero permite medir entre 20-140 g de proteina (200-1400
ug de proteina/ml) y, el segundo, entre 1-25 g de proteina/mi. En ambos casos
es hecesario extrapolar 105 resultados a una curva patron que se construye para
cada ensayo. Como proteina estandar se utiliza la sercalbumina bovina (1500 ug
de proteina/mi). E1 reactivo coloreado consta de un 0,06 % de Azul Brillante de
Coomassie G-250 en una solucién que contiene un 66,6 % de acido fosférico y un

33,3 % de metanol.

En el método estandar se procede como sigue:

a) A partir de una serie de tubos que contienen alicuotas de C,1 mi de agua
destilada y entre 20-140 ug de proteina (seroalblmina bovinaj se prepara una
recta patron. Se diluye la muestra en el mismo volumen de agua destilada (0,1 mi)

y 5€ prepara un blanco con agua destilada.
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b) Afadir a cada alicuota S mi del reactivo coloreado, previamente diluido S
veces en agua destilada y agitar tos tubos. A los S minutos de la reaccion y, como
maximo, hasta una hora de iniciada, se determina la absorbancia de 105 tubos a
595 nm. Transcurrida una hora desde que se inicid 1a reaccion, la estabilidad dei
complejo proteina-colorante disminuye, pudiendo formarse precipitados.

En el microensayo 1os pasos a seguir son basicamente 105 mismos, pero el
volumen de 1as alicuotas es menor y la concentracion de proteina de 1a muestra

para construir la recta patron debe estar comprendida entre 1y 25 ug/ml.

1. B. 3. OBTENCION DE LOS INMUNGSUEROS.

Los inmunosuercs frente a las caseinas de leche de vaca (anti-CV) se
obtuvieron de conejos y machos cabrios, mientras que 1os obtenidos frente a las

caseinas de leche de cabra (anti-CC), procedian de conejos.

1. B. 3. 1. Pauta de inmunizacion de 10s conejos.

Se emplearon ocho conejos, distribuidos en lotes de cuatro animales. Al lote
A se le Inoculo el extracto antigénico CV y al B el extracto antigénico CC.

La inmunizacion de 10s conejos comenzo con 1a Inyeccion subcutanea, en

varios lugares de la espalda, del extracto antigénico (8 mg de proteina) disuelto

en 2 mi de agua destilada y desionizada, cuyo pH se ajusté a 7,4 con Na,COz 1 M,

y se emulsiond con 0,5 ml del Adyuvante Completo de Freund (Difco). Se aplicaron
12 dosts de recuerdo, a intervatos de 7 dias, preparadas de 1a forma descrita,
pero sustituyendo el Adyuvante Completo de Freund por el Incompleto.
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A 10s 90 dias se sacrificaron 10s animales, se recogi¢ su sangre en tubos de

ensayo 1impios y se obtuvo el suero de 12 manera siguiente:

- Dejar coagular la sangre durante una hora a temperatura ambiente.

- Separar cuidadosamente el coagulo de las paredes de 10s tubos con ayuda

de una espatula y mantenerlo a 4 ¢C para favorecer 1a retraccion del mismo.

- Trasvasar el suero a tubos de centrifuga limpios y centrifugar a 800 ¢
durante 30 min a 4 ¢C.

- Recoger el sobrenadante, distribuirlo en viales, afadir unas gotas de azida
sodica al 0,01 % y conservarlos a -20 2C hasta el momento de su uso.

1. B. 3. 2. Pauta de inmunizacién de 10s machgs cabrios.

Se emplearon dos animales, que se inocularon con el extracto antigénico CV.
La inmunizacion comenzé inyectando por via intramuscular, en las cuatro

extremidades, el extracto antigénico (12 mg de proteina) disuelto en 1 ml de agua

destilada y desionizada, se ajustael pH a 7,4 con Na,COz | My se afade como

emulsionante 1 ml de Adyuvante Completo de Freund. Las dosis de recuerdo, una
vez por semana y durante 14 semanas, se prepararon de la misma manera, pero
sustituyendo el Adyuvante Completo por el Incompleto de Freund.

A la decimoguinta semana de inmunizacion se realizé una sangria final de un
litro de volumen, obteniendose el suero correspondiente siguiendo el mismo

proceder que con la sangre de los conejos.
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Tanto en los conejos como en Jos machos cabrios se realizaron 3 sangrias
parciales para comprobar el grado de inmunizacion de los animales. La
especificidad y potencia de los inmunosueros se determind por inmunodifusion en
geles de agarosa siguiendo 1a técnica de Ouchteriony (1G48).

[11. B, 4. TECNICAS INMUNOLOGICAS.

1. 8.4 1. [nmunodifusion en geles de agarosa.

Esta técnica, realizada de la manera descrita por Ouchterlony (1948),
permite visualizar la interaccion entre antigenos y anticuerpos tras su difusion
en un medio semisélido (agarosa). Si existe correspondencia entre ambos se
formara una linea de precipitacion cuya posicion dependera del coeficiente de
difusion de los antigenos y anticuerpos, de sus respectivas concentracionesy del
tiempo de reaccion.

a) Preparacion del gel de agarosa.

El gel se elabora inmediatamente antes de utilizario; se prepara agarosa
(Oxoid) al 1 %, en una solucién acuyosa de CINa al 0,85 % que contiene como
conservador un 0,01 % de azida de sodio. Una vez disuelta 1a agarosa en la

solucion salina, se calienta con agitacion hasta ebullicion y a continuacion se
ahade 1a azida de sodio.
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b) Preparacion de 1as placas de inmunodifusion.

Se utilizaron portaobjetos de vidrio de 7,5 x 5 ¢m, gue se situaron en una
mesa niveladora, depositando en cada uno de ellos 6 ml de la solucion de agarosa
caliente. Una vez solidificada, se realizaron en la agarosa siete cortes con ayuda
de moldes metalicos de seccion circular: uno central, de 12 mm de diametroy 6
periféricos de & mm de diametro, dispuestos en forma de roseta y separados 7
mm del corte central. Seguidamente, y con ayuda de una aguja, se retiraron
cuidadosamente 105 discos de agarosa cortados con los moldes metdlicos con 10
que se dispuso de siete pocillos o excavaciones,

c) Lienado de los pocillos e incubacion de las placas.

Una vez preparadas las placas de inmunodifusion, con ayuda de una
micropipeta automatica, se depositaron en cada pocillo periférico 50 ul de la
solucion antigénica a analizar y en el pocillo central 150 yl del inmunosuero

correspondiente.

A continuacion las placas se colocaron en bandejas que se introdujeron en
una cubeta gue contenia de 5 a 10 ml de una solucion de azida de sodio al 1 %. De
esta forma, ademas de tnhibir el crecimiento microbiano, se mantenia la humedad
de la cubeta que, por Ulitimo, se tapaba y se mantenia asi durante 18-24 horas a
37 ¢C.

d) Lavado, secado y tincion de los geles.

Finalizada 1a incubacion, las placas se lavaron en una solucion salina al 0,85
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% durante 48 horas a temperatura ambiente, cambiando diartamente tres veces la
solucién lavadora; el Uitimo lavado se realizd con agua destilada. Después se
secaron las placas con una tira de papel Whatman n? | que se depositaba en su
.superficie, procurando eliminar 1as burbujas de aire que se forman entre el gel y
papel; el secado se completa en una estufa a 37 oC.

Una vez secas, las placas se tiferon durante 2 horas con una solucién al 1%
de Azul Brillante de Coomassie G-250 en una mezcla de metanol/acido acético
(9/1) (v/v). Posteriormente se lavaron durante 30 minutos con solucidn acuosa de
acido acético al 5 % que, por (ltimo, se arrastré con lavados repetidos de agua
destilada.

1L B, 4. 2. Purificaction de 1os inmunosuergs por técnicas de cromatografia de

inidad,

La cromatografia de afinidad es una variante de 1a de adsorcion, en donde 1a
molécula a purificar se adsorbe de forma reversible y especifica en una sustancia
(ligando), inmovilizada en un soporte insoiuble (matriz). Aunque la primera
aplicacion de esta técnica tuvo Jugar en 1910, no adquirié importancia hasta que
Axen y col. (1967} demostraron que las moléculas que contenian grupos amina
primarios podian unirse a matrices de un polisacarido activadas con cianuro de
bromo. Asi se inicié el empleo de la cromatografia de afinidad como técnica
rutinaria de separacion y 1a activacién con cianuro de bromo como método mas

conveniente de unidn de 10s ligandos.

En este trabajo se ha utilizado como soporte insoluble la Sepharosa-4B8

activada con cianuro de bromo (Sepharosa 4B-CNBr). Esta matriz permite la
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rapida inmovilizacion de 1os ligandos que poseen grupos amino, el acoplamiento
de una cantidad conocida de ligando y la presencia de multiples puntos de unién
para el mismo (Axeny col., 1967).

Cuando un tnmunosuero circula por una matriz insoluble que posee grupos
reconocibles por los anticuerpos a purificar, estos se adsorben al ligando y se
retienen en la columna. Para eluirlos, hay que cambiar 1a fuerza idnica, el pHo la
constante dieléctrica de la fase movil.

[11. B. 4. 2. 1. Acoplamiento de los ligandos a 1a matriz de Sepharosa
4B-CNBr.

Se prepararon tres columnas de afinidad cuyas matrices se acoplaron en
cada caso a un ligando diferente concretamente a caseinas liofilizadas de leche
de vaca (CV), de cabra (CC) y de oveja (CO).

Para el acoplamiento del ligando a 1a matriz insoluble se procedio segun 1as
directrices_recomendadas en el manual de "Affinity Chromatography”, editado por
Pharmacia. Para ello, en una solucion 1 mM de HCl se rehidrataron durante 15
minutos 10 gramos del liofflizado de Sepharosa 4B-CNBr. El gel resultante se
lavd a continuacion con la misma solucion en un embudo de vidrio poroso del n2 4.
En el lavado se emplearon 200 ml de HC] por gramo de polvo liofilizado; el HCI
protege a 10s grupos reactivos que se hidrolizarian a pH alto. Una vez eliminado el
HC1, Ia porcion gelificada retenida en el filtro tenia un volumen aproximado de 35

mi. E1 gel se lavo después con el tampén de acoplamiento compuesto de NaHCO5

0,1 My NaCl 0,5 M (pH 8,3).
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El gel activado se trasvasod a un vaso de precipitados que contenia el ligando
(5 mg de proteina del extracto antigénico correspondiente por ml de gel
hidratado) disuelto en 100 mi del tampon de acoplamiento. La mezcla de gel
activado y de ligando se mantuvo 2 horas a temperatura ambiente, agitandola
manualmente de cuando en cuando, ya que con agitacion magnética el gel podria

fragmentarse.

Posterformente, se separé por filtracion el tampon de acoplamiento de 1a
mezcla y ésta se mantuvo 2 horas a temperatura ambfente en 150 mi de giicina
0,2 M (pH 8), para bloguear 105 grupos reactivos que ho fueron ocupados por el

extracto antigénico.

Después y para eliminar el extracto antigénico no ligado, se lavo el gel,
primero con un tampon de NaHCO; 0,1 M (pH 8,3) vy después con el de CHz.COONa
0,1 M (pH 4), ambos con NaCl 0,5 M. La mezcla matriz-1igando se mantuvo inmersa

en el tampbn de acetato durante 1S minutos, antes de abadirle el tampdn de

bicarbonato. Esta operacidon se repitié cuatro veces.

Finalmente, 1a matriz de Sepharosa 4B-extracto antigénico, se lavo con el
tampén fosfato salino (PBS, pH 7,2), se le adicioné azida de sodio al 0,01 %, y se
mantuvo a refrigeracion a 4 2C en dicho tampén hasta el momento de su empleo.

i1l. B. 4. 2. 2. Condiciones de trabajo.

La cromatografia de afinidad se llev6 a cabo en una camara termostatada a 4
+ 1 eC
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El contentdo de las columnas se equilibré con tampén fosfato salino (PBS, de
pH 7,2) que contenia azida de sodio 0,01 % y como tampon de elucion del material
que habian retenido, se empled una solucién de dietilamina 0,05 M de pH 11,5. E}
mismo tampon de elucion se utilizé para regenerar las columnas tras la
purificacion de cada una de las fracciones de inmunosuero; posteriormente, 1a

matriz de las columnas se equilibré con 100 ml de tampén PBS.

El eluato de las columnas se recogid coh un colector de fracciones,
ajustando a 90 gotas (= © ml) el volumen de cada fraccion. El contenido proteico
de las fracciones se evalud midiendo en un espectrofotémetro su absorbancia a
280 nm.

1Ht. B. 4. 2. 3. Purificaciéon por inmunoadsorcién del inmunosuero
anti-CV obtenido de cone jos.

Este inmunosuero contiene anticuerpos frente a las caseinas de 1a leche de
vaca (anti-CV). Para aislarios del inmunosuero total, se pas6 Unicamente por la
columna de Sepharosa 4B-CNBr acoplada a las caseinas liofilizadas de vaca (CV).
De esta manera 10s anticuerpos gue reconocen como antigenos a dichas caseinas
quedan retenidos en la columna, mientras que permanecen en el eluato los

anticuerpos inespecificos. Los anticuerpos especificos anti-CV, se eluyen

posteriormente de la columna con tampén de elucion.

Para la elucion, se depositaron en la columna citada 5 ml del inmunosuero
anti-CV diluido en 10 ml del tampon PBS de pH 7,2 que contiene Tween 80 al 0,5
%. Cuando este volumen penetro en el lecho cromatografico, se recogieron

alicuotas de 6 ml de eluato y cuando su absorbancia a 280 nm se hizo cero, se
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procedié a elulr los anticuerpos adsorbidos a la columna con tampén de
gietilamina 0,05 M de pH 11,5, Cuando de nuevo se hizo cero la absorbancia de 1as

fracciones recogidas, 1as alicuotas que tenian una absorbancia mayor de 0,1 se

mezclaron y se ajusto el pH de la mezcla a 7,4 con tampon de NaH,PO,H.0. A

continuacion se dializd 1a mezclal 6 horas a 4 eC, frente al tampédn PBS de pH 7,2,
con azida de sodio 0,01 % Tras cambiar varias veces este tampon y, una vez
finalizada la dialisis, se procedid a la liofilizacién del inmunosuero purificado,
determinando su contenido proteico por el microensayo de Bradford (seccion {1
B. 2). El inmunosuero liofilizado se guardd en viales de vidrio que se mantuvieron
a -20 oC hasta el momento de su empleo. La purificacion se repitié cinco veces
para alcanzar la concentraciéon necesaria de anticuerpos purificados anti-CV

obtenidos de conejos.

itl. B. 4. 2. 4. Purificacton por inmunoadsorcién del inmunosuero
anti-CV obtenido de machos cabrios.

Para alslar 1os anticuerpos anti-CV del tnmunosuero total primero se
precipitaron las inmunoglobulinas con sulfato amoénico al 50 %, para mas tarde
purificarlas pasandolas por tres columnas de Sepharosa 4B-CNBr acopladas a 10s
ligandos CC, COy CV.

{) Precipitacidon de 1as inmunoglobulinas con sulfato aménico.

La precipitacién con sulfato aménico es uno de los métodos mas utilizados
para la separacién de las proteinas de una solucion y, en particular, se emplea
para la separacion de los anticuerpos o inmunoglobulinas del inmunosuero total.

El método se basa en que 1as proteinas solubles forman puentes de hidrogeno con
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las moléculas de agua a través de sus grupos polares; cuando se afaden
concentraciones elevadas de iones fuertemente cargados como amonio o sulfato,
estos compiten con las moléculas proteicas por el agua De esta manera las
proteinas al perder su unidn con las moleculas de agua disminuyen su solubilidad
10 que origina su prectpitacion.

La concentracion de sulfato amoénico necesaria para precipitar las
inmunoglobulinas varia con la especie animal de que proceden. No obstante, la
mas conveniente en 1a mayoria de 105 casos es la solucién al S0 % (Harlow y Lane,
1988).

En Ja precipitacion de las inmunoglobulinas del inmunosuero anti-CV de

machos cabrios, se procedié como sigue (Harlow y Lane, 1988).

- Se centrifugaron 10 mi del inmunosuero a 3000 ¢ durante 30 minutos y el

sobrenadante se trasvaso a un vaso de precipitados.

- Se le anadieron gota a gota, agitando al mismo tiempo, 10 ml de sulfato

amonico saturado (761 gramos de (NH,),SO, en un litro de agua destilada) cuyo pH

se habia ajustade a 7,4 con NaOH | N Inmediatamente antes de su empleo.

- La mezcla se mantuvo en reposo una noche a 4 oC, tras lo cual se volvié a
centrifugar a 3000 g durante 30 minutos para recuperar ias inmunoglobulinas

precipitadas.

- Etiminado el sobrenadante, 1as inmunoglobulinas que se encuentran en el

sedimento se resuspendieron en S ml de tampdn fosfato salino (PBS, pH 7,2), y a
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continuacion se sometieron a dialisis por membrana.

- La dializacion frente a tampdn PBS tuvo lugar durante 16 horas a 4 C; el
tampdn se cambid varias veces para eliminar el sulfatc amoénico residual.

- Finalizada 1a didlisis, las inmunoglobulinas asi obtenidas se distribuyeron
en alicuotas de S ml, manteniéndose a -20 ¢C hasta su utilizacién. E1 proceso se
repitio cinco veces para obtener una cantidad razonable de inmunoglobulinas para
su purificacion posterior.

Para comprobar que 1as ipmunoglobulinas anti-CV se encontraban en el
sedimento, tanto éste como el sobrenadante se sometieron a un ELISA indirecto
frente al extracto antigénico CV. La falta de respuesta del sobrenadante indico

gue no hay inmunoglobulinas en los sobrenadantes.

2) Purificacion por tres columnas.

Tres columnas de afinidad que contenian los extractos antigénicos CC, COy
CV, se dispusieron en escalera y se conectaron entre si por este orden (véase

Figura tfl. 1).

Para purificar 1as inmunoglobulinas anti-CV, obtenidas como se indica en el
apartado anterior, se procedié como sigue: Se depositaron en la primera columna
> ml de una solucion (20 mg/m1) de inmunoglobulinas, en 10 mi de tampén PBS, de
pH 7,2 adicionado de Tween 80 al 0,5 %. Cuando estos 15 m] habian penetrado en

el lecho cromatografico se conecté la primera columna con el depdsito de tampon

PBS gue contenia azida de sodio al 0,01 % y 1a ultima columna se conectd con  un
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PBS
pH 7,2

Dietilamina 0,05 ™
pH 11,5

colector

Figura fi1.1. Columnas de Sepharosa 48-CNBr que contienen extractos antigénicos
CC, CO y CV, utilizadas para purificar por inmunoadsorcion el

inmunosuero anti-CV.
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colector de fracciones, cuyo volumen de salida se ajustd a & ml por fraccion
recogida. A continuacion se determind 1a absorbancia a 280 nm de 1as fracciones
eluidas y cuando €sta se hizo cero, se eluyd la Ultima columna con tampdn de
dietilamina 0,05 M de pH 11,5 para arrastrar ios anticuerpos anti-CV retenidos a
ella. Los anticuerpos asi recuperados, se concentraron, dializaron y liofilizaron
de la manera descrita en la seccion ll. B. 4. 2. 3 y se mantuvieron a -20 2C hasta
el momento de su empleo. Para alcanzar la concentracion necesaria de
anticuerpos especificos anti-CV se repitio diez veces la purificacion por tres
columnas.

11l. B. 4. 2. 5 Purificacion por inmunoadsorcion del inmunosuero

anti-CC obtenido de conejos.

Los anticuerpos especificos anti-CC se recuperaron del inmunosuero total
siguiendo dos procedimientos distintos: a) pasando el inmunosuero s61o por la
columna de afinidad que contenia el extracto antigénico CC, y b) precipitando 1as
inmunoglobulinas con sulfato amoénico y purificandolas mas tarde por tres

columnas.

1) Pyrificacién por una columna.

Para la purificacion del inmunosuero anti-CC por una columna, se empleé 13
gue contenia como ligando de afinidad extracto antigénico CC. La metodologia
utilizada fue la descrita para la purificacién del inmunosuero anti-CV obtenido de

conejos por una columna (véase seccion |11. B. 4. 2. 3)
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2) Precipitacion de las inmunoglobulinas con sulfato amonico.

Se realiz6 siguiendo el protocolo de Harlow y Lane (1988) ya descrito en la
seccion 1. B. 4. 2. 4. 1, si bien el proceso de precipitacion se repitid cinco veces.
La eficacia de la precipitacion de 1as inmunoglobulinas se comprobd con un ELISA
indirecto empleando como anticuerpos tanto el precipitado, como el sobrenadante
de la segunda centrifugacion del inmunosuero y como antigeno el extracto CC.
Comprobada la ausencia de inmunoglobulinas en el sobrenadante, 1as presentes en

el sedimento se purificaron por tres columnas.

3) Purificacidn por tres columnas.

Las columnas se conectaron de la manera descrita en }a seccion [11.B. 4. 2. 4.
2, pero colocando en Ultimo lugar la gue contenia el extracto antigénico CC. Las
inmunoglobulinas precipitadas se purificaron siguiendo el mismo proceder que
con el inmunosuero anti-CV obtenido de machos cabrios; ia purificacion también
se repitié diez veces hasta alcanzar la concentracion necesaria de anticuerpos

para experiencias posteriores.

11 B. 4. 3. Confugacion de Jos anticuerpos purificados a 1a biotina.

La biotina es uno de los 12 factores hidrosolubles que forman el compiejo
vitaminico B y debido a su pequefio tamafio molecular, su unidn con el anticuerpo
es mas estable que cuando éste se conjuga directamente con un enzima (Yoikeny
col., 1983). La union de 1a biotina con el anticuerpo, ademas de ser facil de
realizar, presenta la ventaja de que el anticuerpo sigue manteniendo la

especificidad por el antigeno. Se ha comprobado que la avidina, proteina
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antibacteriana de 1a clara de huevo, posee una gran afinidad por la biotina (10'°
M™); en ello se basa la deteccién inmunoenziméatica con un compuesto comercial

de avidina conjugada a un enzima, la llamada biotina conjugada a los anticuerpos.

Los anticuerpos anti-CV y anti-CC, purificados por inmunoadsorcién, se
conjugaron con un éster de ta biotina, el N-hidroxi-succinimida
biotinamidocaproato siguiendo 1a técnica de Bonnard y col. (1984), ligeramente

modificada.

La bfotina se une a 105 anticuerpos por sus grupos amino libres; se procedié
como sigue: Se preparéd una solucion del ester de 12 biotina en dimetilsulféxido a
una concentracion de 1 mg/ml. Los anticuerpos purificados se disolvieron en
tampon PBS de pH 7,2, a una concentracion entre 1y 3 mg/ml y la solucién de
biotina se anadié a a de anticuerpos en un exceso molar de S0; se agita 1a mezcla
y Sse deja en reposo 2 horas a temperatura ambiente. La biotina libre se elimina
por dialisis (16 horas a 4 2C) de 10s anticuerpos biotinizados frente al tampén
PBS. Finalmente los anticuerpos conjugados fraccionados en alicuotas de 0,1 mi,
se conservaron a -20 2C hasta el momento de su utilizacion.

111, B. 4. 4 Neutralizacion de 10s inmunosueros

La neutralizacidon o blogqueo es un procedimiento sencillo para eliminar las
reacciones cruzadas de 105 anticuerpos con proteinas de otras especies. Con el fin
de neutralizar la actividad que frente a las caseinas de ia leche de otras especies
presentaban los anticuerpos de 10s inmunosueros anti-CV y anti-CC, purificados
por una sbla columna, se incubaron con los extractos antigenicos frente a los que
ortginaban reacciones cruzadas.
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Se procedié como sigue: Los inmunosueros antt-CV y anti-CC conjugados a la
biotinay convenientemente dilufdos en tampon PBST se incubaron 16 horas a 4 eC
con una cantidad adecuada (determinada experimentalmente en cada caso) de 10s
extractos antigéenicos liofilizados frente a los que producian reacciones cruzadas.
Finalizada la incubacion esteos inmunosueros neutralizados se utilizaron

directamente en la técnica del ELISA indirecto.

La neutralizacion de los anticuerpos anti-CV se realizd diluyéndolos en una
solucion de tampén PBST que contenia extractos antigenicos CC y CO a una
concentracion de 0,557 y 0,876 mg/ml, respectivamente. Agitada enérgicamente
la mezcla, se mantuvo durante 16 horas a 4 °C tras lo que ya pudo usarse en el
ELISA indirecto.

La neutralizacion de los anticuerpos anti-CC se hizo de un modo similar, si
blen en este caso se utilizaron los extractos antigénicos CV y CO, a una
concentracton de 0,738 y 0,876 mg/ml de tampén PBST, respectivamente. Los
mejores resultados se obtuvieron cuando la mezcla de caseinas-anticuerpos se
incubd 2 horas a 37 2C, y se mantuvol6 horas a 4 eC. Una vez centrifugada a 2000

g durante 10 minutos, ya pudo utilizarse en el ELISA indirecto desarrollado.

Hi. B. 4. 5 Técnicas inmunoenzimaticas.
I11. B. 4. 5. 1. Técnica del ELISA indirecto.
En este trabajo se ha utilizado una variante del ELISA indirecto clasico que

emplea un sistema de amplificacion avidin-biotina. Como se ha sepalado en la

seccion 111, B. 4. 3, la avidina tiene una gran afinidad muy elevada (10" M~ por
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la biotina por 1o que el complejo avidin-biotina se utiliza para amplificar las
reacciones inmunoenzimaticas (ELISA). Esta amplificacion se debe a que la

avidina contiene en su molécula cuatro lugares de unién con la biotina.

La diferencia entre esta técnica y la del ELISA indirecto clasico {seccion 1.
C. 4 7), estriba en gue 10s anticuerpos especificos se conjugan con la biotina
(biotintzacton) y la deteccion del complejo antigeno-anticuerpo/biotina se
realiza con un conjugado comercial de avidina marcada con un enzima,

1) Antigenos,

Como antigenos se emplearon leche entera y extractos de queso, cuya
procedencia se indica en la seccion I1l. A 2. 1. También se prepararon mezclas
experimentales de leches y quesos, de vaca/oveja, vaca/cabra y cabra/oveja, con
unos porcentajes de sustitucionde 0, 1,5, 10, 15, 25,50y 100 Z.

En la preparacién de los extractos antigénicos de queso se utilizaron 25
gramos de queso puro o de la mezcia correspondiente que se homogeneizaron en
200 ml de tampon PBS de pH 7,2, Las muestras se diluyeron después en el mismo
tampoén hasta una concentracion de 1/5. Se distribuyeron en alicuotas de 200 uly
se mantuvieron a -20 °C hasta el momento de su utilizacion. Las mezclas de
quesos de vaca/oveja, vaca/cabra y cabra/oveja, se prepararon Con quesos Cuyos

periodos de maduracién eran iguales.

Las mezclas de leches de vaca/oveja, vaca/cabra y cabra/oveja, se
prepararon con leche cruda de estas especies cuyos porcentajes de sustitucion

eran los anteriormente senalados. Las muestras se repartieron en alicuotas de
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200 piy se conservaron a -20 °C hasta el momento de su empleo.

2) Anticuerpos,

Se utilizaron los anticuerpos anti-CV y anti-CC, obtenidos de conejos y
purificados por inmunoadsorcidén en una sola columna (secciones H1. B. 4. 2. 3 y
1. B. 4 2. 5. 1). Antes de emplearlos en el ELISA indirecto, se conjugaron a la
biotina y se neutralizaron como se describe en las secciones 1. B. 4. 3y 11.B. 4
4

3) Conjugado.

Como conjugado se empled el preparado comercial de ExtrAvidina-
peroxidasa de rabano (Sigma).

4) Tampones y reactivos.

a. Tampon PBS de pH 7,2.

Cloruro sodico.................... OO OO RO 8 ¢
Hidrégeno fosfato disoédico 12-hidrato.......c... 2,9¢
Dihidrogeno fosfato potasico......ncnn, 0,29
ClOPUPO POLASICO..ccovvvrirrresrin e 0,29

LTI [oEo 1R L o - .
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b. Tampén PBST.

Se prepara como el tampon PBS y se le anade un S % de Tween 20,
c. Tampobn acido citrico-fosfato de pH 3,9.

a. Preparar una solucion 0,1 M de acido citrico monohidratado (21,01 g/1).
b. Preparar una solucion 0,2 M de hidrogeno fosfato disodico (28,4 g/1).
¢. Mezclar 1as dos soluciones hasta obtener el pH deseado.

d. Sustrato.

El sustrato empleado fue el acido 2-2-azino-bis-3-etil-benzotiazolina
sulfénico (ABTS) (Sigma). Se preparan dos soluciones: de ABTS en agua destilada
(15 mg/ml) y otra de acido L(+) ascorbico (10 mg/m}), también en agua destilada.
Después, se prepara la mezcla siguiente:

Tampon de acido citrico-fosfato de pH 3,9, i0 ml
Solucion de ABTS (15 MQ/MID...cocrrcnnrnscerseeniccsrrericnnns 0,40 ml
Solucion de acido ascorbico (10 MG/MD.ieecens 2,66 i
AgUa 0Xigenada (30 B P/V) . ironresveinenes e 2l

e. Solucién de frenado.

- Fluoruro sodico (NaF) al 2 % en agua destilada.
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f. Solucion de tapizado.

- Gelatina al 1 & en tampén PBS.

5) Metodologia del ELISA Indirecto.

En todos 10s ensayos se procedié como se describe a continuacion: Los
pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se sensibilizaron con 100 pl del
extracto antigenico correspondiente (leche cruda o queso), diluido en tampdn PBS
de pH 7,2; la placa se incubd durante 30 minutos a 37 ¢C. Finalizada la incubacién
y, para eliminar el extracto antigénico no adsorbido en 10s pocillos, se lavaron 5
veces con tampdén PBST de pH 7,2 y, seguidamente, se secaron al aire. Para
tapizar las zonas en 1as que no se adsorbidé el antigeno, se anadieron a cada
pocillo 200 W1 de una solucion de gelatina al 1 % en tampdn de PBS. La placa se
mantuvo 30 minutos a 37 eC y los pocillos se lavaron 5 veces con tampén PBST

para eliminar el exceso de gelatina,

A continuacién, se ahadieron a cada pocille 100 ul del anticuerpo
biotinizado y neutratizado (anti-CV o anti-CC), diluido en tampon de PBST y la
placa se mantuvo durante una hora en agitacion a temperatura ambiente. Los
anticuerpos especificos no fijados al extracto antigénico y los complejos
antigeno-anticuerpo, formados en la neutralizacion, se eliminaron lavando de
nuevo fa ptaca con tampon PBST. Una vez seca 1a placa, se depositaron en cada
pocillo 100 pi del conjugado comercial ExtrAvidina-peroxidasa diluido en tampon

PBST. La placa se mantuvo en agitacion durante 30 minutos a temperatura

ambiente, tras lo cual los pocillos se lavaron 5 veces con agua destilada para

eliminar los restos del conjugado 1ibre.
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Finalmente, tras secar la placa, se anadieron a cada pocillo 150 ul del
sustrato dejandola en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
reaccion enzima-sustrato se freno anadiende a cada pocitio S0 pi de NaF a3l 2 %.
El color azul-verdoso, resuitante de la degradacion del sustrato por el enzima, se
cuantificé midiendo la absorbancia de cada pocillo a 405 nm en un lector

espectrofotométrico de placas de ELISA.

En la prueba descrita siempre se realizaron, ademas, 10s siguientes

controles:

a. Control del antigeno: gelatina + anticuerpo + conjugado + sustrato
b. Control del anticuerpo: antigeno + gelatina + conjugado + sustrato
¢. Control de} conjugado: conjugado + sustrato

Sien alguno de los controles la absorbancia a 405 nm era mayor de 0,150, el

experimento se consideraba nulo.

Itl. B. 4. 5. 2. Técnica del ELISA sandwich.

En esta técnica, los anticuerpos especificos se inmovilizan en una fase
sélida actuando como anticuerpos de captura de los antigenos problema. Los
antigenos anclados son reconocidos por 10s mismos anticuerpos conjugados a la
biotina y, el complejo formado, se detecta con el conjugado comercial de
ExtrAvidina-peroxidasa. La reaccién se pone de manifiesto porque al actuar e)
enzima sobre el sustrato se libera un compuesto coloreado.
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1) Antigenos.

Se emplearon los mismos antigenos que en el ELISA indirecto (seccion I11. B,

45 1. 1)

2) Anticuerpos de captura.

Como anticuerpos de captura se utilizaron los anti-CV obtenidos de machos
cabrios y los anti-CC procedentes de conejos, que habian sido purificades por

cromatografia de afinidad en tres columnas (secciones lI1.B. 4.2. 4 2y {Il. B. 4

2.5.3).

3) Anticuerpos de deteccidn.

Los anticuerpos de deteccion utitizados fueron 10s mismos que 1os de

captura pero conjugados a 1a biotina como se describe en 1a seccion |11, B. 4. 3.

4) Conjugado.

Se empled el conjugado comercial de ExtrAvidina-peroxidasa (Sigma).

5) Jampones v reactivos.

Ademas de los descritos en la seccion 111. B. 4. 5. 1. 4, se utilizé el tampdn

carponato-bicarbonato de pH 9,6, cuya composicion es 1a siguiente:
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Tampon carbonato-bicarbonato de pH 9,6.

Bicarbonato SOAICO. ... 293¢
Carbonato SOAICO.....cocirnre e 1,59¢

agua destilada.........niconiininene, 1]

6) Metodologia del ELISA sandwich

Los pociilos de una placa de ELISA se sensibilizaron con 100 pl de 105
correspondientes anticuerpos de captura (anti-CV o anti-CC), dituidos en el
tampon carbonato-bicarbonato de pH 9,6, incubandose 1a placa durante una hora a
37 °C, Transcurrido este tiempo y, para eliminar los anticuerpos de captura no
adsorbidos a los pocillos, estos se lavaron S veces con tampon PBST vy

seguidamente se secaron ai aire,

Para tapizar las zonas en las que no se adsorbieron anticuerpos, se
ahadieron a cada pocillo 200 ul de gelatina al 1 % en PBS. La placa se mantuvo 30
minutos a 37 2C y los pocillos se lavaron de nuevo con tampon PBST para eliminar

el exceso de gelatina,

A conttnuacién, se anadieron a cada pocillo 100 ul del antigeno (leche o
queso) diluido en tampén PBST y la placa se mantuvo durante una hora en
agitacion a temperatura ampiente. £1 antigeno no capturado por 10s anticuerpos se
elimino lavando de nuevo la placa con tampén PBST. Una vez seca, se depositaron
en cada poctllo 100 pt del anticuerpo correspondiente conjugado a la biotina y
disuelto en tampon PBST; 1a placa se mantuvo en agitacion durante una hora a

temperatura ambiente. Después de lavada con PBST y, una vez seca, se anadieron a
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cada pociilo 100 i) del conjugado ExtrAvidina-peroxidasa disuelto en PBST y se
mantuvo una hora en agitacion a temperatura ambiente.

Después de lavada la placa con agua destilada y, para visuaiizar la reaccion,
se adicionaron a cada pocillo 150 p! de la solucion del sustrato y se sometid a
agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez frenada la

reaccion con 50 il de NaF al 2 %, se ley0 la absorbancia de 1os pocillos a 405 nm

en un lector espectrofotométrico de ptacas de ELISA.

Los controles realizados en cada prueba del ELISA sandwich fueron los

siguientes:

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

b. Control del anticuerpo de captura: gelatina + antigeno + anticuerpo de

deteccion + conjugado + sustrato

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

d. Control del conjugado: gelatina + conjugado + sustrato.

Si 1a absorbancia a 405 nm era mayor de 0,150 en alguno de los controles, el

experimento se consideraba nulo.
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V. A. DIAGRAMA ESQUEMATICO DEL TRABAJO DESARROLLADO.

Los resultados descritos en este trabajo se obtuvieron siguiendo 1as pautas
de trabajo que se muestran en las Figuras IV. 1y V. 2.

Como se ve en la Figura IV, 1, para la deteccion de 1a leche de vaca en las
mezclas de leche fresca y en 105 guesos madurados de oveja y cabra, tuvieron que
obtenerse Inmunosueros frente a las caseinas de leche de vaca (anti-CV).

Después de comprobarse por inmunodifusion que el inmunosuero anti-CV
obtenido de conejos producia reacciones cruzadas con las caseinas de ovejay
cabra, se purificé por una columna de afinidad gue contenia como ligando el
extracto antigénico CV, Posteriormente, los anticuerpos anti-CV purificados
pasandolos por una columna se conjugaron a la biotina y se neutralizaron con las
caseinas liofilizadas de cabra y oveja; estos anticuerpos se emplearon en la
deteccion de leche de vaca en las mezclas de leche fresca y en 105 quesos
madurados de ovejay cabra.

De otra parte, el tnmunosuero anti-CV obtenido de machos cabrios se
purifico pasandolo por tres columnas de afinidad, después de precipitadas las
inmunoglobulinas de! inmunosuero total con sulfato amonico.

Los anticuerpos especificos anti-CV, obtenidos de la manera descrita, se
emptearon como anticuerpos de captura y de deteccién en el desarrolio y puesta a
punto de un ELISA sandwich, para detectar 1a presencia de leche de vaca en las
mezctas de leche frescay en los quesos madurados de ovejay cabra.
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Leche de Vaca

1

casefnas (CV)

4 N\

inmunizacion cone jos inmuntzacion machos cabrios
inmunosuero anti-CV inmunosuero anti-CV
[ ] I
1 |
"I A\l
inmunodifusion inmunodifusion
purificacion por una columna precipitacion de las inmunoglobulinas
1 con sulfato amonico
conjugacion a la biotina ificaci r
neutralizacion / conjugacion aia
biotina
l AC de captura 1
ELISA indirecto Ac de deteccion
ELISA sandwich

Figura IV. 1. Diagrama esquematico del trabajo desarrollado en ia deteccién de
leche de vaca en las mezclas de leche fresca y en 10s quesos madurados de oveja
y cabra.
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Leche de Cabra

}

caseinas (CC)

v

inmunizacion cone jos

v
inmunosyereo anti-CC
v
inmunodifusion
yrificacion por una columna precipitacion de 1as inmunoglobulinas
l con sulfato amonico
conjugacion a la blotina rificaci rtr n
neutralizacion AC de captura conjugacion a la
1 biotina
ELISA indirecto 1
l AC de deteccidn
ELISA sandwich

Figura tVv. 2. Diagrama esquematico del trabajo desarrollado en 1a deteccion de

leche de cabra en 13s mezclas de leche frescay en 105 quesos madurados de oveja.
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La Figura IV. 2 es un diagrama del trabajo desarrollado para la deteccion de

leche de cabra en las mezclas de leche fresca y en 10s quesos madurados de oveja.

Para obtener inmunosuero anti-CC se emplearon caseinas liofilizadas de
leche de cabra en 1a inmunizacidon de los conejos. Este inmunosuero, se purificd
pasandolo por una columna que contenia como ligando extracto antigénico CC; los
anticuerpos anti-CC, asi purificados, después de conjugados a la biotina y de
neutralizados, se emplearon, como ya se ha dicho, en el desarrollo y puesta a
punto de un ELISA Indirecto para detectar la presencta de leche de cabra en la
leche frescay en 1os quesos madurados de ove ja.

Los anticuerpos anti-CC de este mismo inmunosuero se purificaron
pasandolos por tres columnas y se emplearon, segun se ha dicho, en el desarrollo

y puesta a punto de un ELISA sandwich con l1a finalidad antes sefnalada.

IV. B. RO E LOS
I N} VERSAS

SPECIES A LOS ANI XPERIMENTACION.

fV.B. 1. ANALISIS DE LOS INMUNOSUEROS DE CONEJOS.

En 1a obtencién de los inmunosueros se emplearon 8 conejos, distribuidos en
lotes de 4 animales. Et Tote A se tnmunizd con caseinas 1fofilizadas de vaca (CV)
y el lote B con casefnas de cabra (CC),

Como es costumbre, antes de iniciar la inmunizacion, se les extrajo a los

conejos una muestra de sangre, que se analizé por inmunodifusion en geles de
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agarosa frente a los extractos antigénicos Hofilizados CV, CCy CO. Puesto que no
se detecto ninguna linea de precipitacion antigeno-anticuerpo, todos los animales
se consideraron aptos para su inmunizacion.

Durante el periodo de inmunizacién de 10s animales se les realizaron tres
sangrias parciales, para comprobar si producian anticuerpos frente a las caseinas
inoculadas, asi como para detectar si existian 0 no reacciones cruzadas con las

caseinas de otras especies animales.

En la sangria parcial numero 1, efectuada a los 30 dias de la primera
inoculacién, ya se detectaron bandas de precipitacion entre los inmunosueros y
sus respectivos extractos antigénicos, asi como reacciones cruzadas con los
extractos antigénicos de otras especies animales. La inmunizacion finalizo a los
90 dias de su nicto, momento en el que se sacrificaron los conejos. Como
muestran la Tabla IV. 1 y 1as Figuras V. 3 y IV. 4, al analizar los inmunosueros
obtenidos frente a tos distintos extractos antigenicos se observa que:

1. Cuando el inmunosuero anti-CV se enfrenta al extracto antigenico CV,
aparecen 3 bandas de precipitacién, mientras que frente a los extractos CCy CO

s610 produce 2 bandas de precipitacion.

2. Cuando el inmunosuero anti-CC se enfrenta al extracto antigénico CC, se
observan 3 bandas de precipitacion, frente al CV 2 y otras 2 frente al CO.

En todos los casos, la dilucién del extracto anttgénico mas conveniente
correspondio a 1a que contenfa SO mg del antigeno liofilizado por ml de agua
destilada, ya que sus lineas de precipitacion se presentaban mas nitidas.
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TABLA 1V.1. Bandas de precipitacién detectadas por
inmunodifusion en geles de agarosa, al enfrentar los
inmunosueros anti-CV y anti-CC de las sangrias
finales de conejos y el anti-CV de machos cabrios,
con los extractos antigénicos CV, CC y CO.

N de bandas de precipitacion frente
a los extractos de:

Inmunosuero cv cC co
Anti-CV

de conejos 3 2 2
Anti-CC

de conejos 2 3 2
Anti-Ccv

de machos cabrios 2 0 |




t13

Figura V. 3. Lineas de precipitacion observadas al someter a inmunodifusion en
geles de agarosa el inmunosuero anti-CV de conejos, frente a los
extractos antigenicos CV, CCy CO.
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Figura 1V. 4. Lineas de precipitacién observadas al someter a inmunodifusion en
geles de agarosa el tnmunosuero anti-CC de conejos, frente a 10s
extractos antigénicos CC, CVy CO.
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IV.B. 2. ANALISIS DE LOS INMUNOSUEROS DE MACHOS CABRIOS.

Al fgual que en el caso de 10S conejos, antes de comenzar la inmunizacion de
los animales se comprobé gque su suero sanguineo no producia reacciones de
precipitacion frente a los extractos antigénicos CV, CC y CO, por lo que los dos
machos cabrios utilizados se consideraron aptos para su inmunizacién con las
caseinas Hofilizadas de leche de vaca (CV).

Ourante ia Inmunizactén de ios animales se reaiizaron tres sangrias
parciales. En la primera, efectuada a las S semanas de 13 primera inoculacion, ya
se observaron bandas de precipitacién; no obstante, conviene destacar que,
contrariamente a los inmunosueros de conejos, el numero de bandas de
precipitacion observadas fue menor. El inmunosuero anti-CV de 1a sangria final
efectuada a las !5 semanas, originaba 2 bandas de precipitacion frente al
extracto antigénico CV, una frente al CO, y ninguna frente al CC (Tabla IV. }).

En este caso 1a dilucion mas conveniente del extracto antigénico fue 1a que
contenfa 25 mg del extracto antigénico lofilizado por ml de agua destilada.

IV. C. PURIFICACION DE 105 INMUNOSUEROS ANTI-CV Y ANTI-CC POR
CROMATOQOGRAFIA DE AFINIDAD.

Los resultados obtentdos por inmunodifusion en geles de agarosa,
demostraron que los inmunosueros anti-CV y anti-CC de conejos y el anti-CV de
machos cabrios, producian reacciones cruzadas con caseinas de especies
animales distintas de las que se finocularon. En consecuencia, dichos
inmunosueros no podrian utitizarse con fiabilidad para detectar el origen
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especifico de la leche de mezclas lacteas y de quesos madurados a no ser que se
procediese a su purificacion.

V. C. 1. PURIFICACION |NMUN QANTI-CV

Con la purificacion se pretende recuperar del inmunosuero total los
anticuerpos que reconocen a las caseinas de leche de vaca. Para ello, el
inmunosuero anti-CV se pasé por una columna de afinidad que contenia como
ligando el extracto antigenico CV. Los anticuerpos gue 10 reconocen son retenidos
en la columna y postertiormente eluidos.

En la Figura tV. 5 se muestra la absorbancia a 280 nm, de las fracciones
eluidas tras depositar una alicuota del inmunosuero anti-CV en 1a columna cuyo
ligando era la caseina de leche de vaca; como eluente de los anticuerpos
adsorbidos se empleé un tampoéon de dietilamina 0,05 M de pH 11,5 Los
anticuerpos de interés se localizaron en el segundo pico cromatografico. La
concentracion de proteina de los anticuerpos purificados y Hofilizados fue de 10
Hg/mg de polvo liofitizado.

Los anticuerpos anti-CV asi purificados se resuspendieron en agua destilada
(5 mg de polvo ltiofilizado/ 150 Wl de agua) y se sometieron a inmunodifusion en

geles de agarosa frente a ios extractos antigénicos CV, CC y CO. Se apreciaron
tres bandas de precipitacion, una frente a cada extracto (CV, CCy CO).

V. C. 2 PURIFICACION DEL [NMUNOSUERO ANT{-CV DE MACHOS CABRIOS.

Como se ha descrito en la seccion (1. B. 4 2. 4, para purificar el
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Figura V. 5. Purificacion del inmunosuero anti-CV de conejos, pasandoto por una
columna de Sepharosa 4B-CNBr que contiene como ligando de
afinidad extracto antigénico CV. La flecha indica el cambio del
tampdn PBS por el de elucion (dietitamina 0,05 M de pH 11,5).
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inmunosuero  anti-Cv de machos cabrios primero se precipitaron Ias
inmunoglobulinas del inmunosuero total con sulfato amonico y mas tarde se
purtficaron por cromatografia de afinidad en tres columnas.

tv.C. 2. 1. Precipitacion de 1as tnmunoglobulinas con sulfato aménico.

Las inmunoglobuhinas anti-CV de machos cabrios se separaron del
Inmunosuero total por precipitaciébn con una solucion saturada de sulfato
amonico, siguiendo basicamente el protocolo descrito por Harlow y Lane (1988).
Para verificar la eficacia de este proceso, tanto el sedimento, como el
sobrenadante de los inmunosueros precipitados se sometieron a un ELISA
indirecto para comprobar 1a presencia de inmunoglobulinas de cabra. Las
concentraciones Optimas de los reactivos utilizados en el ensayo fueron las
sigulentes:;

- Antigenos: soluclones de caseinas 1ofilizadas de vaca (18,4 mg/ml), oveja
(21,9 mg/m1) y cabra (13,98 mg/ml) en tampon PBS, diluidas 1/10 (v/v) en el
mismo tampon.

- Anticuerpos: sedimentos y sobrenadantes de 10s inmunosueros
precipitados, obtenidos segun se describe en la seccion [Il. B. 4 2. 4. 1, en

tampoén PBST diluidos 1/250 (v/v).

- Conjugado: anti-inmunoglobulinas de cabra obtenidas de conejo vy

conjugadas a la peroxidasa (Sigma), diluidas en tampon PBST 1/500 (v/v).

- sustrato: solucién de ABTS preparada como se describe en 1a seccion tl. B.
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45 1.4

Una vez realizado el ELISA indirecto en las condiciones descritas, se midi
la absorbancia a 405 nm de los pocillos que contenian el sedimento de 105
inmunosueros precipitados frente a las caseinas de vaca, oveja y cabra; tal
absorbancia fue de 2,471, 2,372 y 2,395, respectivamente. Por el contrarfo, 1as
absorbancitas de los pocilios que contenfan el sobrenadante fueron,
respectivamente, 0,072, 0,073y 0,071,

Estos resultados indican que 1a precipitacion de las inmunoglobulinas era la
correcta y que no ocurrian pérdidas en el sobrenadante. No obstante, y como se
esperaba, las inmunoglobuiinas precipitadas no diferenciaban ias caseinas de

vaca de las de oveja o de cabra, por 10 que se purificaron mas tarde por
cromatografia de afinidad.

IV. C. 2. 2. Purificacién por tres columnas.

Para separar de las inmunoglobutinas precipitadas del tnmunosuero totat,
135 que reconocian como antigenos a las casefnas de cabra y oveja, se procedi6 a
su purificacion por tres columnas de afinidad que contenian los extractos
antigenicos CC, COy CV. Se siguto la metodologia descrita en la seccion 1. B. 4.
2.4 2 de este trabajo,

En 1a Figura V. 6 se muestra la absorbancia a 280 nm de [as fracciones
eluidas. 1 contenido proteico de los anticuerpos purificados fue de 16 ug de
proteina/mg de polvo liofitizado.
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Absorbancia a 280 nm

Fraccién (n%)

Figura 1V. 6. Purificacion  de  los  anticuerpos  anti-CV  de  machos
cabrios, pasandolos por tres columnas de Sepharosa 4B-CNBr que
contienen como ligandos de afinidad extractos antigénicos CC,
CO y CV. La flecha indica el cambio del tampdn PBS por el de
elucion (dietilamina 0,05 M, pH 11,5).
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La especificidad de los anticuerpos anti-CV purificados se determind con un
ELISA indirecto frente a las caseinas de vaca, cabra y oveja, en condiciones
similares a las descritas en la seccién 1V. C. 2. 1. En este caso, la dilucién dptima
de 10s antigenos fue la 1/200 y la de los anticuerpos 1a 1/100. La absorbancia a
405 nm de los pocillos que contenian 1as caseinas de vaca, oveja y cabra, fue,
respectivamente, de 2,415, 0,071 y 0,069,

En consecuencia, los anticuerpos anti-CV de machos cabrios, precipitados
con suifato amoénico y purificados por tres columnas, se consideraron aptos para

su utilizacion como anticuerpos de capturay de deteccién en la técnica del ELISA
sandwich.

V. C. 3 PURIFICACION DEL [NMUNOSUERO ANTI-CC DE CONEJOS,
Se realizd pasandolo por una columna, cuando iba a utilizarse en el ELISA

indirecto, o bien por tres columnas (después de precipitar las inmunoglobulinas

con sulfato amonico) cuando se destinaba al ELISA sandwich.

(v.C. 3. 1 Byrificacién por Una columna.

Se realizo de 1a manera descrita en la seccién IV, C. 1, pero utilizando una

columna de afinidad que contenia como ligando extracto antigénico CC.

Las absorbancias a 280 nm de las fracciones eluidas fueron similares a 1as
de la Figura IV. 5; 1a concentracion de proteina de 10s anticuerpos purificados y
Hofilizados fue de 16 pg/mg de polvo liofilizado.
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Una fraccidn de los anticuerpos anti-CC purificados se resuspendié en agua
destilada (5 mg de polvo lofilizado/150 W1 de agua), analizandose por
inmunodifuston en geles de agarosa frente a los extractos antigénicos CC, CV y
CO; se observo una banda de precipitacién frente a cada uno de estos extractos.

1v. C. 3. 2 Precipitacién de 1as inmunoglobulinas con sulfato amoéntco.

Para 1a precipitacion de 1as inmunoglobulinas del inmunosuero anti-CC de
conejos, se siguio 1a pauta descrita para el inmunosuero anti-CV de machos
cabrios (seccion V. C. 2. 1). La eficacia del proceso de precipitacién se comprobd
con un ELISA indirecto; como conjugado utilizamos uno comercial que contenia
anti-inmunoglobulinas de conejo, de origen caprino conjugadas a peroxidasa de
rabano (Sigma); se utilizo diluido 1/1000 en tampdn PBST.

IV.C. 3. 3. Purificacion por tres columnas,

Las inmunoglobulinas precipitadas que reconocian como antigenos a 1as
caseinas de ovejay vaca, se eliminaron pasando el inmunosuerc correspondiente
por tres columnas de afinidad cuyos ligandos eran, respectivamente, los
extractos antigenicos CO, CV y CC. La absorbancia a 280 nm de las fracciones
eluidas de 1a Ultima columna, fueron iguales a las de la Figura |V. 6. En este caso
el contenido proteico de los anticuerpos purificados fue de 8,44 ug de proteina
por mg de poivo liofilizado.

Los anticuerpos anti-CC purificados también se analizaronh por un ELISA
indirecto para comprobar si diferenciaban las caseinas de cabra de las de vacay

oveja. En un ensayo realizado como el descrito en la seccion V. C. 2. 2, se vi6 que
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1as diluciones optimas de 105 antigenos y del anticuerpo fueron, respectivamente,
de 17100 y de 1/50. Asimismo, la absorbancia a 405 nm de los pocitlos que
contenian 1as caseinas de cabra, oveja y vaca fue, respectivamente, de 2,403,
0,068 y 0,074,

IV. D. DETECCION DE LECHE DE VACA EN LA LECHE FRESCA Y EN 105
QUESOS  MADURADOS DE  OVEJA  POR  TECNICAS
INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

Para la deteccién y cuantificacion de la leche de vaca en las mezclas de
leche fresca y en 10s quesos madurados de oveja, se utilizaron anticuerpos

purificados como sigue:

a) En el ELISA indirecto; anticuerpos anti-Cv de conejos, purificados
pasandoios por una columna, gue se conjugaron con la biotina y se neutralizaron

con caseinas de cabray oveja.

b En el ELISA sandwich; anticuerpos anti-CV de machos cabrios,
precipitados con sulfato amonico, purificados pasandolos por tres columnas y
conjugados © no a la biotina (anticuerpos de deteccion y de captura
respectivamente).

V. O 1. DETECCION DE LECHE DE VACA EN A LECHE FRESCA DE OVEJA POR LA
TECNICA DEL ELIOA INDIRECTO,

Se utilizaron, como antigenos, leches crudas de vaca y de oveja;, como

anticuerpos los anti-CV de conejos (1 mg/ml), y como conjugado 13
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ExtrAvidina-peroxidasa de rabano (Sigma).

Primero se determinaron las dilucicnes optimas de reactivos que

intervienen en el ensayo, segun el protocolo descrito en 1a seccion H1.B. 4. 5. 1.

Tras varios ensayos se vio que 1as concentraciones de extractos antigénicos
CC y CO mas idoneas para 1a neutratizacion de los anticuerpos anti-CV eran las de
0,557y 0,876 mg/ml de tampén PBST, respectivamente.

Las diluciones de trabajo del inmunosuero neutraltzado y del conjugado, se
dedujeron de 10s resultados de las pruebas que se resumen en las Tablas IV, 2y
IV. 3. Los resultados obtenldos indican que 105 anticuerpos anti-CV neutralizados
detectan 1a leche de vaca en 1a de oveja cuando se utilizan diluidos 1/200 (véase
Tabla V. 3) y el conjugado correspondiente se encuentra a una dilucién de 1/3000
(Tabla tVv. 2). Las diluciones de las leches de vaca y oveja empleadas estuvieron
comprendidas entre 1/500y 1/64000.

La eficacia de 1a neutralizacion o blogueo de los anticuerpos anti-CV
purificados por una columna se muestra en la Figura IV. 7. De esta experiencia,
realizada con concentraciones decrecientes de leches de vaca, oveja y cabra, se
concluye gue 10s anticuerpos anti-CV sin neutralizar no diferencian la leche de
vaca de las de oveja y cabra. Con los anticuerpos neutralizados, la dilucioén de
antigeno mas adecuada para la deteccion de 1as leches de estas especies es la de
172000,

Finaimente, se utilizo el ELISA indirecto para detectar la presencia de leche
de vaca en mezclas experimentales que contenfan 0, 1, 5, 10, 15,25,50y 100 %
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TABLA IV. 2. ELISA iIndirecto para la deteccion de leche de vaca en
la de oveja. Determinacion de la concentracion
idonea de conjugado con los anticuerpos anti-CV

neutralizados y diluidos 1/200.

Diluciones del conjugado:
Diluciones de l1a 171500 173000
leche de vaca

U oveja Vaca Oveja Vaca Oveja
1/500 2,567 0,416 2,523 0,467
1/1000 2,547 0,385 2,475 0,309
1/2000 2,551 0,372 2,493 0,283
1/4000 2,531 0,376 2,467 0,287
1/8000 2,454 0,367 2,404 0,278
1716000 2,499 0,369 2,334 0,281
1/32000 2,384 0,349 2,154 0,293

1/64000 2,141 0,374 1,715 0,287
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TABLA IV. 3. ELISA indirecto para la deteccién de leche de vaca en
la de oveja. Determinacién de la concentracién
idénea de los anticuerpos anti-CV neutralizados, con
el conjugado a 1a dilucién 1/3000.

Diluctones de 10s anticuerpos

anti-CV

Diluciones de 1a 1/200 1/400

leche de vaca

uoveja Vaca Ovela Vaca Ovela
1/500 2,523 0,467 1,889 0,334
171000 2,475 0,309 1,902 0,253
1/2000 2,493 0,283 1,933 0,253
174000 2,467 0,287 2,031 0,248
178000 2,404 0,278 1,955 0,244
1716000 2334 0,281 1,763 0,233
1/32000 2,154 0,293 1,330 0,251

1764000 1,715 0,287 1,002 0,198
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Figura IV. 7. Evaluacion de 10s anticuerpos anti-CvV, neutralizados y sin
neutralizar, para diferenciar 1as leches de vaca (), oveja (A )y
cabra (4p), medtante un ELISA indirecto. Inmunosuero a 1a dilucion
17200, sin neutralizar (simbolos llenos), y neutralizado (simbolos
vacios). Diiucion del conjugado 173000,
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de leche de vaca en la de oveja En la Figura 1V. 8 se muestran los resultados
obtenidos; cada punto representa !a media, con la correspondiente desviacion
estandar, de seis experiencias diferentes. Con esta técnica y con los reactivos

descritos, se puede detectar 1a sustitucion de un 1-50% de leche de vaca(V)en la
de ovela, mediante la ecuacion:

Ages= 0,224+ 0,035 (BV)

cuyo coeficiente de correlacion es r = 0,992,

IV.D. 2. DETECCION DE LECHE DE VACA EN LOS QUESO
LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO,

El inmunosuero y el conjugado utilizados fueron los mismos que los
descritos en el apartado antertor. Como antigenos se emplearon queso de vaca, de
ovejay de sus mezclas, preparados de 1a manera descrita en la seccion tl. B. 4. 5.
1.1 de este trabajo.

Las concentraciones mas idoéneas de los extractos antigénicos CC y CO,
utilizadas en la neutralizacion de los anticuerpos anti-CV, fueron iguales gue las
descritas en la seccion anterior. Asimisme, 12 dilucion mas apropiada del

conjugado ExtrAvidina-peroxidasa de rabano fue también la de 1/3000.

Los resuitados de la Tabla V. 4 indican, que 1a dilucién optima para la
utilizacion en el ELISA indirecto de los anticuerpos anti-CV, purificados por una
columna, biotinizados y neutralizados es la de 1/200.
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Figura V. 8. Deteccion de leche de vaca, en mezclas lacteas experimentales de
ovejasvaca, por la técnica del ELISA indirecto, empleando como
antigenos las mezclas de leche diluidas 1/2000 y como tnmunosuero
los anticuerpos anti-CV, purificados por una columna, biotinizados,
neutralizados y diluidos 1/200. Dilucion del conjugado 1/3000. Cada
punto de la grafica corresponde a 1a media y desviacién estandar de

105 resultados de seis experiencias diferentes.
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TABLA IV. 4. ELISA indirecto para la deteccioén de leche de vaca en
el queso de oveja. Determinacion de la concentracién
idonea de anticuerpos anti-CV neutralizados, con
el conjugado a la dilucién 1/3000.

Diluciones de tos anticuerpos anti-CV
Diluciones de 1o0s 1/100 1/200 17400
extractos de queso

de vaca o de oveja Vaca Oveja Vaca Oveja Vaca Oveja
1/100 2,538 0,581 2,922 0,395 2,205 0,330
1/200 2,335 0,561 2,486 0,312 2,155 0,330
1/400 2,437 0,673 2,467 0,309 2,136 0,304
1/800 2,534 0,677 2,486 0,392 1,994 0,329
1/1600 2,475 0,661 2,304 0,410 1,581 0,347
173200 2,495 0,668 1,984 0,400 1,184 0,377
1/6400 2,415 0,579 1,481 0,402 0,862 0,391
1/12800 2,011 0,584 1,063 0,434 0,594 0,393

1/25600 1,350 0,555 0,736 0,427 0,415 0,402
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En la Ftgura IV. G se muestra la especificidad de los inmunosueros
neutralizados y sin neutralizar para diferenciar los extractos de guesos de vaca,
oveja y cabra, empleando extractos antigénicos a diluciones comprendidas entre
17100 y 1/25600. De 10s resultados obtenidos se deduce que la dilucion de
extractos antigénicos mas apropiada para diferenciar el queso de vaca de los de
oveja y cabra es la de 1/400. También se aprecia en la misma figura, que el
inmunosuero sin neutralizar es incapaz de diferenciar los extractos de gueso de
las tres especies animales sefaladas.

Una vez determinadas experimentalmente las condiciones optimas del
ensayo, se procedi¢ al analisis de mezclas experimentales de quesos de oveja que
contenian O, 1, 5, 10, 13, 25, 30y 100 % de queso de vaca. En la Figura 1V. 10 se
muestran los valores medios de la absorbancia a 405 nm de dos mezclas
experimentales de quesos de vaca y oveja, procedentes de 6 experiencias
diferentes. Como puede apreciarse, con la técnica y los reactivos descritos es
posible cuantificar la sustitucién de un t a un 50 % de queso de oveja por el de

vaca (V), mediante la ecuacién:

A= 0,271 + 0,045 (RY)

cuyo coeficiente de correlacién es r = 0,997

IV.D. 5 DETECCION DE LECHE DE VACA EN LA LECHE FRESCA DE OVEJA POR LA
TECNICA DEL ELISA SANDWICH,

Para la deteccidn y cuantificacion de 1a leche de vaca en las mezclas de

teche fresca y en 1os quesos madurados de oveja, se ha desarrollado y puesto a
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Figura Iv. 9. Evaluacton de los anticuerpos anti-CV, neutralizados y sin
neutralizar, para diferenctar 1os quesos de vaca (M), oveja (A)y
cabra (@), mediante un ELISA indirecto. Inmunosuero a la dilucion
17200, sin neutralizar (simbolos llenos), y neutralizado (simbolos

vacios). Dilucion del conjugado 1/3000.
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Figura IV. 10. Deteccion de leche de vaca, en mezclas experimentales de quesos
vaca/oveja, por l1a técnica de} ELISA indirecto, empieando como
antigenos los extractos de quesos diluidos 1/400 y como
inmunosuero 10s anticuerpos anti-CV, purificados por una columna,
biotinizados, neutralizados y dfluidos 1/200. Dilucion del
conjugado 1/3000. Cada punto de 1a grafica corresponde a {a media
y desviacién estandar de los resultades de seis experiencias
diferentes con dos mezclas de quesos distintas.



134

punto, ademas del ELISA Indirecto previamente descrito, una técnica de ELISA
sandwich que utiliza los anticuerpos de captura y deteccion descritos en la

seccion V. D.

Para desarrollar un ELISA sandwich que permita alcanzar el objetivo
descrito, primero deben determinarse ias diluciones dptimas de 1os anticuerpos
de captura y deteccion, de los antigenos y del conjugado, siguiendo el protocolo
descrito en 1a seccidn Ill. B. 4 5. 2. De acuerdo con estos ensayos y como se
muestra en la Tabla IV. 5, se encontré que en [as condictiones de nuestro trabajo
la dilucion mas apropiada de jos anticuerpos de captura (1 mg de proteina/ml) y
de 105 de deteccion (1,05 mg de proteina/mi) era la de 1/500.

Asimismo, los resuitados de 1a Tabla (V. Sy Figura IV. 11 indican que la
dilucton mas adecuada del antigeno para diferenciar la leche de vaca de las de

oveja y cabra correspondia a la 1/400. La dilucion ¢ptima del conjugado
ExtrAvidina-peroxidasa fue ia de 1/3000.

Establecidas 1as concentraciones optimas de los reactivos que intervienen
en el ELISA sandwich, se procedid a evaluar la presencia de leche de vaca en dos
mezclas lacteas experimentales cuyos porcentajes de sustitucion de leche de
ovejapor ladevacaeran0;0,1;0,5; 1;2,5;5, 10, 15, 25,50 y 100 %.

La Figura tV. 12 muestra la capacidad de los anticuerpos de captura y de
deteccion, para detectar y cuantificar la presencia de leche de vaca en mezcias
lacteas experimentales con leche de oveja. Con esta técnica y con los reactivos

descritos se puede cuantificar la sustitucion de un 0,1 a un 25 % de leche de
oveJja por 1a de vaca (V), mediante Ia ecuacion:
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TABLA IV. 5. ELISA sandwich para la deteccién de leche de vaca en

la de oveja. Determinacion de

la concentracion

idonea de anticuerpos especificos anti-CV, con
el conjugado a la dilucién 1/3000.

Diluciones de los anticuerpos de deteccion

17500

171000

Anticuerpos de captura

Diluciones de

la leche de vaca 17250 1/500 1/1000 17250 1/500 1/1000
17100 1,509 1,598 1,110 0,622 0,833 0,680
1/200 1,714 2,214 1,685 0,648 1,449 0,776
17400 2,199 2,408 1,900 1,072 1,480 1,064
1/800 2,043 2,162 2,192 0,867 1,367 0,778
1/1600 1,099 1,233 1,140 0,493 0,795 0,485
1/3200 0,393 0,574 0,394 0,201 0,292 0,132
176400 0,095 0,060 0,060 0,065 0,061 0,062
1/12800 0,072 0,060 0,061 0,060 0,059 0,060




TABLA V. 5. (continuacidn).
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Dituciones de los anticuerpos de deteccion

17300

171000

Anticuerpos de captura

Diluciones de

1a leche de oveja 1/250 1/500 1/1000 1/250 1/500 1/1000
17100 0,081 0,069 0,067 0,064 0,061 0,064
1/200 0,080 0,069 0,070 0,067 0,065 0,065
1/400 0,082 0,071 0,065 0,073 0,066 0,065
17800 0,075 0,070 0,064 0,063 0,063 0,060
171600 0,075 0,066 0,068 0,064 0,062 0,067
1/3200 0,074 0,066 0,068 0,066 0,060 0,063
1/6400 0,068 0,065 0,062 0,061 0,060 0,060
1712800 0,070 0,064 0,061 0,067 0,065 0,063
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Figura tv. 11. Evaluacion de los anticuerpos anti-CV, de capturay deteccion, para
diferenciar la leche de vaca ([0) de las de oveja (A)y cabra (O)
por un ELISA sandwich. Anticuerpos de captura y de deteccion a ia
dilucion 1/500. Conjugado 1/3000.
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Figura V. 12, Deteccion de leche de vaca en 1a de oveja, por la técnica del ELISA
sandwich, empleando como antigenos mezclas de leches
diluidas 1/400 y como inmunosueros anticuerpos anti-CV, de
captura y de deteccidn, a 1a 1/500. Dilucién del conjugado 1/3000.
Cada punto de la grafica corresponde a la media y desviacion

estandar de 10s resyltados de seis experiencias diferentes.
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Ages = 0,963 + 0,454 In (BV)

cuyo coefictente de correlactonesr = 0,980.

V. D. 4 DETECCION D LECHE DE VACA EN LOS QUESOS MADURADOS DE OVEJA POR
LA O CARTLELISA SANDWICH,

Se utilizaron 1os mismos anticuerpos y conjugado descritos en la seccion
anterior. Como antigenos se emplearon extractos de quesos de vaca, de ovejay de

sus mezclas, obtenidos de 1a manera descrita en la seccion 1. B. 4.5. 1. 1.

Primero se determinaron 1as dijuciones oOptimas de los anticuerpos de
capturay deteccion que intervienen en el ensayo. De los resultados de la Tabla 1V.
& se deduce que en la deteccién de leche de vaca en los quesos madurados de
oveja, utilizando la técnica del ELISA sandwich, ta dilucion Optima  del
anticuerpo de captura es 1a de 1/500, y 1a de los anticuerpos de deteccion la de
1/1000. La dtlucion dptima de conjugado es la de 1/3000.

De los resultados de 1a Tabla IV. 6 y de 1a Figura IV. 13 se deduce que 12

dilucion déptima de los extractos de queso es lade 1/10.

Con los mismos reactivos y a las diluciones antes establecidas, se procedio
a la deteccion de leche de vaca en mezclas experimentales de queso de oveja que
contenian 0;0,1;0,5; 1, 2,5;5, 10, 15, 25,50 y 100 % de queso de vaca. La Figura
V. 14 muestra los resultados obtenidos. Empleando la ecuacion:
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TABLA 1V. 6. ELISA sandwich para la deteccidn de leche de vaca en

queso de ovela. Determinacién de 1a concentracién
idébnea de anticuerpos especificos anti-CV, de
captura y de deteccién; conjugado a una dilucién de
173000.

Dlluciones de 10s anticuerpos de deteccitn

1/200 171000
Anticuerpos de captura

Diluciones de los 17500 11000 1/500 171000
gxtractos de queso

de vaca u oveja Yaca Oveja Veca  Oveja Yaca Oveja Yaca Ovala
1710 2570 0,260 2523 0,163 2547 0,140 2,250 0,063
1/20 2,530 0,290 2550 0,071 2531 0,153 2,380 0,070
1740 2,591 0,271 2561 0,078 2,580 0,130 2,330 0,069
1/80 2,582 0,284 2430 0,090 2,143 0,100 1,623 0,067
i/160 1,920 0,247 1,230 0,081 1,053 0,110 0,631 0,068
17320 0,972 0,250 0,473 0,103 0,451 0,103 0,230 0,065
1/640 0512 0,223 0,230 0,091 0,276 0,101 0,157 0,063
1/1280 0,440 0,251 0,311 0,090 0,193 0,120 0,063 0,06}
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Figura 1V. 13, Evaluacion de los anticuerpos anti-CV, de captura y de deteccion,
para diferenciar los quesos de vaca (), oveja (A) y cabra (),
mediante un ELISA sandwich. Diluciones. anticuerpos de captura
17500, de deteccton 1/1000y del conjugado 1/3000.
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Figura (V.14 Deteccion de leche de vaca en el queso de ovefa, por la técnica
del ELISA sandwich, empleando como antigenos extractos de
quesos diluidos 1/10 y como inmunosueros anticuerpos de
captura diluidos 1/500 y anticuerpos de deteccidn diluides 1/1000.
Diluciéon del conjugado 1/3000. Cada punto de la grafica
corresponde a la media y desviacién estandar de los resultados de

seis experiencias diferentes con dos mezclas de quesos distintas.
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A405

=0,718 + 0,384 In (%V)
cuye coeficiente de correlacion es r = 0,953 puede cuantificarse la sustitucion de

un 0,1-25 % de queso de oveja por el de vaca (V).

Cada punto de 1a grafica corresponde a la media y desviacton estandar de los
resuitados de seis experiencias diferentes con dos mezctias de quesos distintas.

IV. E. DETECCION DE LECHE DE VACA EN [A LECHE FRESCA Y EN
LOS  QUESOS MADURADOS DE CABRA, POR. TECNICADS
INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

En la deteccion y cuantificacion de la leche de vaca en la fresca y en los
guesos madurados de cabra, se utilizaron tos anticuerpos anti-CV descritos en l1a
seccion IV. Dy purificados por una o tres columnas. La metodologia empleada fue
esencialmente la misma que se describe en las secciones IV.D. 1, IV.D. 2, IV.D. 3
y tV. D. 4, para la deteccion de leche de vaca en la leche fresca y en 10s quesos

madurados de oveja.

IvV. £ 1 DETECCION DF LECHE DE VACA EN LA LECHE FRESCA DE CABRA POR
LATECNICA DEL ELISA INDIRECTO,

Las diluciones optimas de 1os reactivos que intervienen en el ensayo fueron
las mismas que las utilizadas en 1a seccién V. D. 1. Los anticuerpos anti-CV de
conejos, purificados por una columna, biotinizados y neutraltizados, se emplearon

a la dilucidn 1/200, mientras que la diluciéon del conjugade de

Extravidina-peroxidasa de rabano fue la de 1/3000. La dilucidén mas adecuada de
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antigenos (leche de vaca 0 cabra) para detectar 1a presencia de leche de vaca en
1a de cabra por la técnica del ELISA Indirecto, fue 1a de1/2000.

En la Figura 1V. 15 se muestra la absorbancia a 405 nm de dos mezclas
experimentales de leche de cabra que contenian 0, 1,5, 10, 15, 25,50y 100 % de
leche de vaca. Cada punto de la grafica corresponde a la media y desviacion
estandar de los resultados de seis experiencias diferentes con dos mezcias
lacteas distintas. De los resultados obtenidos se deduce que el ELISA indirecto
permite detectar 1a sustitucion de un 1-25 % de leche de vaca (V) en la de cabra,

utilizando 1a expresion;

Agos = 0,269 + 0,076 (BV)

cuyo coeficlente de correlacton es r = 0,996.

tv. £ 2 DETECCION OF LECHE DE VACA ENLOS QUESOD MADURADOS DE CABRA POR
LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO,

Se emplearon las diluciones de anticuerpos, conjugado y extractos
antigénicos descritas en la seccion {V. D. 2. Como antigenos se emplearon
extractos de queso de vaca, de cabra o de sus mezclas preparados de 1a manera

descritaen laseccion 1. B. 4. 5. 1. 1.

Utilizando los reactivos descritos se desarrolld un ELISA indirecto para el
analisis de mezclas experimentales de quesos de cabra que contenian O, 1, 5, 10,
15, 25,50y 100 % de queso de vaca La Figura IV. 16 muestra los resultados de 1a
absorbancia a 405 nm de dos mezcias experimentates de quesos; los datos
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Figura 1V, 15, Deteccion de leche de vaca en la de cabra, por 1a técnica del ELISA
indirecto. Los anticuerpos anti-CV, purificados por una columna,
biottnizados y neutralizados, se emplearon diluidos 1/200, las
mezclas de leche a la dilucién 1/2000 y el conjugado a2 la 1/3000.
Cada punto de la grafica corresponde a la media y desviacién

estandar de 1os resuitados de seis experiencias diferentes.
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Figura V. 16. Deteccién de leche de vaca en el queso de cabra por la técnica del
ELISA indirecto, empleando como antigenos extractos de queso
diluidos 1/400 y como inmunosuero los anticuerpos anti-CV
dfiuidos 1/200. Dilucién del conjugado 1/3000. Cada punto de la
grafica corresponde a la media y desviacion estandar de los
resultados de seis experiencias diferentes.
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corresponden a & experiencias diferentes. De 10s resultados obtenidos se deduce
que es posible cuantificar la sustitucidn de un 1- 25 % de queso de cabra por el de
vaca, mediante 1a ecuacién:

Agos = 0,244 + 0,067 (% V)

cuyo coeficiente de correlacion es r = 0,996.

IV.E. 3. DETECCION DE LECHE DE VACA EN LA LECHE FRESCA DE CABRA POR
LATECNICA DEL ELISA SANDWICH

Para la deteccion de la leche de vaca en la fresca y en los quesos de cabra,
se desarrolld ademas del ELISA indirecto descrito un ELISA sandwich.

Como inmunosueros se emplearon anticuerpos anti-CV, de captura y
deteccion, obtenidos de la manera descrita en 1a seccion 1V. D. 3. Recordemos
brevemente que estos anticuerpos proceden de machos cabrios y que fueron
precipitados con suifato aménico, purificadoes por tres columnas y blotinizados o
no (anticuerpos de detecciény de captura). Asimismo, los reactivos para el ELISA
sandwich se emplearon a las mismas concentraciones que en la seccidn citada:
1as mezclas de leche a la dilucion 1/400, los anticuerpos de capturay deteccion a
1a 17500y el conjugado a ta 1/3000.

Posteriormente se evalué la presencia de leche de vaca en dos mezclas
lacteas experimentales cuyos porcentajes de sustitucion de leche de cabra por la
de vaca fueron de 0; 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5, 10, 15, 25,50y 100 %.
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En la Figura IV. 17 se muestran las absorbancias a 405 nm de las dos
mezclas lacteas analizadas; seis veces cada una de ellas. En este caso, la

ecuacion para cuantificar la sustitucion del 0,1 al 25 % de leche de cabra por 1a
de vaca (V) fue:

Agos = 0,902 + 0,431 1n (% V)

con un coefictente de correlaciéon der =0,971.

IV. E. 4 DETECCION DE LECHE DE VACA EN LOS QUESQOS MADURADOS DE CABRA POR
LATECNICA DEL ELIOA SANDWICH,

Los extractos antigénicos (quesos de vaca, de cabra ¢ de sus mezclas), el
conjugado y tes anticuerpos de captura y deteccion se utilizaron a las siguientes
diluciones: 1/10, 1/3000, 1/500y 1/1000.

Con 1o0s reactivos descritos se desarrolld un ELISA sandwich que permitio
detectar y cuantificar la leche de vaca de dos mezclas experimentales de gueso
de cabra gque contenian 0; 0,1, 0,5; 1; 2,5; 5, 10, 15, 25, 30 y 100 % de queso de
vacaDe 1os resultados de la Figura IV. 18 se deduce que se puede detectar la

sustitucion de un 0,1-25 % de queso de cabra por el de vaca (V), utilizando la
expresion:

Ags = 1,071 + 0,372 In (V)

que presenta un coeficiente de correlacion de r = 0,973,
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Absarbancia a 405 nm

% sustitucioén de leche de cabra por 1a de vaca

Figura 1V. 17. Deteccion de leche de vaca en la de cabra, por la técnica de! ELISA
sandwich, empleando como antigenos mezclas de leche diluidas
1/400 y como inmunosueros anticuerpos anti-CV, de captura y
de deteccidn, a 1a 1/500. Dilucion del conjugado 1/3000. Cada punto
de la grafica corresponde a la media y desviacion estandar de los
resultados de seis experiencias diferentes con dos mezclas lacteas

distintas.
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Figura IV, 18. Deteccion de leche de vaca en el gueso de cabra, por ia técnica del
ELISA sandwich, empleando como antigenos extractos de queso
diluidos 1/10 y como inmunosueros anticuerpos de captura diluidos
1/500 y de deteccion a la dilucion 1/1000. Dilucidén del conjugado
1/3000. Cada punto de la grafica corresponde a la media vy
desviacion estandar de los resultados de seis experiencias
diferentes con dos mezclas de quesos distintas.
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IV. F. DETECCION DE LECHE DE CABRA EN LA LECHE FRESCA Y EN LOS
QUESOS  MADURADOS  DE~ OVEJA, POR  TECNICAS
INMUNOENZIMATICAS (ELISA)

En la deteccion y cuantificacion de 1a leche de cabra en la leche fresca y en

105 quesos de oveja, se emplearon dos tipos de ELISA:

a) ELISA indirecto: Se emplean anticuerpos anti-CC de conejos, puriftcados
por una columna, conjugados a 1a biotina y neutraiizados con caseinas de vacay

oveja.

b) ELISA sandwich: Utiliza anticuerpos anti-CC de conejos, precipitados con
sulfato amonico, purificados por tres columnas y conjugados ¢ no a la biotina
(antfcuerpos de deteccton y anticuerpos de captura).

IV.F. 1 DETECCION DE LECHE DE CABRA EN LA LECHE FRESCA DE OVEJA POR LA
[SA |

Siguiendo el protocolo descrito en la seccién IlIl. B. 4 5. 1 y con un
procedimiento similar al desarrollado en la seccion V. D. 1, se determinaron las
concentraciones idéneas de los reactivos que intervienen en el ensayo. En 1a
neutralizacion del inmunosuero anti-CC se utilizaron 0,738 mg del extracto
antigénico liofilizado de caseinas de vaca (CV) y 0,876 mg del extracto
liofilizado de caseinas de oveja (CO) por ml de tampdn PBST; se operd de la

manera descrita en la seccion [I1. B. 4. 4.

De los resultados de la Tabla IV. 7, se dedujo que 1a dilucion mas adecuada
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TABLA IV. 7. ELISA indirecto para la detecci6n de leche de cabra
en 1a de oveja. Determinacion de 13 concentracién
idébnea de anticuerpos anti-CC neutraltzados, con
el conjugado a la ditucion 1/3000.

Diluciones de los anticuerpos anti-CC
Diluciones de 1a 1/200 1/400 1/800
leche de cabra

uoveja Cabra Oveja Cabra Oveja  Cabra Oveja
17100 2,580 0,280 1,853 0,153 1,450 0,213
1/200 2,571 0,213 1,814 0,240 1,437 0,203
17400 2,520 0,231 1,883 0,153 1,465 0,171
1/800 2,510 0,210 1,734 0,180 1,227 0,170
171600 2,365 0,183 1,443 0,167 1,083 0,150
173200 2,273 0,217 1,293 0,160 0,932 0,178
1/6400 2,050 0,209 1,327 0,136 0,863 0,154

1/12800 1,513 0,200 0,873 0,158 0,719 0,150




153

de los anticuerpos anti-CC neutralizados (concentracién de proteina de 1,25
mg/ml}, era la de 1/200 y ta de antigeno (Jeche cruda de cabra o de oveja) la de

1/800. Como conjugado se empled ExtrAvidina-peroxidasa de rabano a la ditucion
de 1/3000.

En la Figura IV. 19 se observa la eficacia de los anticuerpos anti-CC
neutralizados con las caseinas liofilizadas de vaca y oveja, que contrastan con
los anticuerpos sin neutralizar que no diferencian ia leche de cabra de las de
ovejay vaca. La Figura 1V, 20 muestra 1a capacidad del inmunosuero descrito para
detectar y cuantificar la leche de cabra en mezclas lacteas experimentales con
leche de oveja que contiene un 0, 1, 5, 10, 15, 25,50 y 100 % de leche de cabra.
De 105 resultados obtenidos, se deduce que la ecuacion que permite cuantificar la
sustitucion de un 1 a un 25 % de leche de oveja por la de cabra (C), es la

siguiente:;

Agss = 0,193 + 0,081 (% C)

con un coeficiente de correlacion de r = 0,999.

V. F. 2. VEJA POR
LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO,

Para la deteccidn de leche de cabra en el queso de oveja (véanse Tabla IV. 8
y Figura IV. 21), se utilizaron como diluctones de trabajo las siguientes:
extractos antigénicos 1/25, inmunosuero anti-CC neutralizado 1/100 y conjugado
1/3000.
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Figura |V. 19 Evaluacion de los anticuerpos anti-CC, neutralizados y sin
neutralizar, para diferenciar las leches de cabra (@), oveja (A)y
vaca (), mediante un ELISA indirecto. Inmunosuero a la dilucion
1/200, sin neutralizar (simbolos Tienos), y neutralizado (simbolos
vacios). Dilucion del conjugado {/3000.
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Figura V. 20. Deteccion de leche de cabra en 12 de oveja, por la técnica del ELISA
indirecto, empleando como antigenos 1as mezclas de leche diluidas
17800 y como inmunosuero 10s anticuerpos anti-CC diluidos 1/200,
Dilucion del conjugado 1/3000. Cada punto de la grafica
corresponde a 1a media y desviacion estandar de los resultados de

seis experiencias diferentes.
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TABLA {V. 8. ELISA indirecto para la deteccién de leche de cabra

en el queso de oveja. Determinacion de Ila
concentracion 1dénea de anticuerpos anti-CV
neutralizados, con el conjugado a 1a 1/3000.

Diluciones de 10s anticuerpos anti-CV

Diluctones de 10s 1/30 17100 17200 1/400
extractos de queso

de cabra u oveja cesbra oveja cebra oveja cabra oveja cabra oveja
1725 2,624 0,712 2,351 0,310 2,131 0,148 1,759 0,301
1/50 2,578 0,639 2,232 0,284 1,787 0,102 1,384 0,351
1/100 2,588 0,549 2,006 0,283 1,689 0,144 1,328 0,366
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Figura IV. 21. Evaluacién de los anticuerpos anti-CC, neutralizados y sin
neutralizar, para diferenciar los quesos de cabra (@), oveja (A)y
vaca (), mediante un ELISA indirecto. Inmunosuero a la dilucion
17100, sin neutralizar (simbolos 11enos), y neutralizado (simbolos
vacios). Dilucidn del conjugado 1/3000.
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Enlas Figuras (V. 21 y IV. 22 puede apreciarse la eficacia de los anticuerpos
anti-CC neutralizados para diferenciar 10s quesos de cabra, oveja y vaca, asi
como para detectar concentraciones crecientes de queso de cabra en el de ove|a,
a unos porcentajes de: 0, 1, 5, 10, 15, 25, 50 y 100 % de sustitucion. De los
resultados obtenidos se deduce que 1a sustitucion de un 1-25 % de queso de oveja

por e] de cabra (C), se cuantifica utilizando la ecuacion:

Aggs = 0,265 + 0,072 (% 0)

con un coeficiente de correlacion de r = 0,998.

V. F. 3. DETECCION DE LECHE DE CABRA EN LA LECHE FRESCA DE OVEJA POR (A
IECNICA DEL ELIOA SANDWICH,

La deteccién y cuantificacion de leche de cabra en la leche frescay en los
quesos madurados de oveja también se llevo a cabo con un ELISA sandwich que
emplea como anticuerpos de capturay deteccion los descritos en la seccion V. F,

Utilizando el protocolo experimental descrito en la seccion I11. B. 4. 5. 2, se
determinaron primero las concentraciones oOptimas de los reactivos que
intervienen en el ensayo; correspondian a la difucion {/2000 para el anticuerpo
de captura, a la 1/500 para el anticuerpo de deteccién, a la 1/400 para el
antigeno (leche cruda) y a l1a 1/3000 para el conjugado ExtrAvidin-peroxidasa.
(Tabla V. 9.y Figura IV. 23). De 1a Figura IV. 23 también se deduce la eficacia de
105 anticuerpes descritos para diferenciar la leche de cabra de las de oveja y
vaca,
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Figura IV. 22. Deteccitn de leche de cabra, en mezcias experimentales de quesos
de cabra/ove ja, por 1a técnica del ELISA indirecto; se emplean como
antigenos extractos de quesos diluidos 1/25 y como
inmunosuero anticuerpos anti-CC, purificados por una columna,
biotinizados, neutralizados y diluidos 1/100. Dilucion del
conjugado 1/3000. Cada punto de la grafica corresponde a la media
y desviacion estandar de los resultados de seis experiencias
diferentes con dos mezclas de quesos distintas.
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TABLA 1V, 9. ELISA sandwich para 1a deteccion de leche de cabra
en la de oveja. Determinacion de 1a concentracion
fdénea de anticuerpos especificos anti-CC, con el
conjugado a 1a dilucién 1/3000.

Diluciones de los anticuerpos de deteccion
1/500 171000

Anticuerpos de captura

Diluciones de 171000 1/2000 1/1000 1/2000

la leche de

cabra U oveja cabra oveJo cabré ovela cabra oveja cabra oveja
1/100 2,230 0983 1,478 0579 1,273 0,469 0835 0,261
1/200 2,154 0815 1,390 0593 1,089 0350 0,762 0,222
1/400 2,080 0691 1359 07340 1,130 0320 0,777 0,164
1/800 1,837 0639 1,110 0,379 1,073 0,279 0,641 0,143
171600 1,560 0,449 0,835 02318 0920 0234 0,634 0,137

143200 0,894 0516 0634 0350 0669 0,163 0317 0,102
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Figura IV. 23. Evaluacion de los anticuerpos anti-CC, de captura y de deteccion,
para diferenciar la leche de cabra () de las de oveja (A) y vaca
(0D, por un ELISA sandwich. Anticuerpos de captura a ta dilucion
172000 y de deteccion ala 1/300. Conjugade diluido 1/3000.
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Posterformente, se evalud a eficacia del ELISA sandwich para detectar la
presencia de leche de cabra en la de oveja. En la Figura 1V. 24 se muestra la
absorbancia de dos mezclas experimentales de leche oveja/cabra, que contenian
0,1,5,10, 15,25, 50 y 100 % de leche de cabra. De los resultados obtenidos se
deduce que la ecuacion que cuantifica la sustitucion de un 1-100% de leche de
oveja por la de cabra (C), es 1a siguiente:

Ags = 0,379 + 0,008 (% C)

con un coeficiente de correlacion de r = 0,995,

tV.F. 4 DETECCION DE LECHE DE CABRA EN LOO QUESOS MADURADOS DE OVEJA POR
LA TECNICA DEL ELISA SANDWICH,

Se utilizaron los anticuerpos y el conjugado descritos en la seccion anterior,
De los resuitados de varias experiencias preliminares, se dedujo que las
concentraciones Optimas de los reactivos del ensayo eran ta 1/1000 para los
anticuerpos de captura, 1a 1/500 para los anticuerpos de deteccién, la 1/50 para
los antigenos (extractos de queso de cabra y de oveja), y la 1/3000 para el
conjugado.

Asimismo, en 1a Figura V. 25 se muestra 1a eficacia de los anticuerpos
anti-CC, de captura y deteccion, para diferenciar el queso de cabra de los de

ovejay vaca a dituciones de los antigenos comprendidas entre 1/25y 1/25600.

Posteriormente con los reactivos utilizados a las dituciones senaladas, se
procedi¢ a 1a detecctédn de leche de cabra en mezclas experimentales de queso de
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Figura V. 24 Deteccién de leche de cabra en la de oveja, por ta técnica del ELISA
sandwich, empleando como antigenos las mezclas de leches
dilutdas 1/400 y como inmunosueros ios anticuerpos anti-CC de
captura a la 1/2000 y los de deteccién a la 1/500. Dilucidn del
conjugado 1/3000. Cada puntc de la grafica corresponde a 1a media

y desviacion esténdar de los resultados de seis experiencias

diferentes.
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Figura IV. 25. Evaluacion de 10s anticuerpos anti-CC, de captura y de deteccion,
para diferenciar 1os quesos de cabra (), oveja (A) y vaca (O),
mediante un ELISA sandwich. Dilucion de 10s anticuerpos de captura
171000, de los de deteccion 1/500 y del conjugado {/3000.



165

oveja. La Figura {V. 26 muestra los valores medios de la absorbancta a 405 nm de
dos mezclas experimentales de queso cabra/oveja, con una sustitucién del 0, 1, 5,
10, 15, 25, 50 y 100 % de queso de oveja por el de cabra. De los resultados
obtenidos se deduce que la sustitucion de un 1-100 % de queso de oveja por el de
cabra (C) se cuantifica mediante 1a ecuacion:

Ages = 0,424+ 0,007 (% C)

con un coeficiente de correlacion der=0,991.

IV. G. INFLUENCIA DE| TRATAMIENTO TERMICO EN LA DETECCION,

MEDIANTE TECNICAS INMUNOENZIMATICAS (ELISA) DE LECHES DE
VACAY CABRA EN LAS FRESCAS DE CABRAY OVEJA,

Para determinar 1a posible influencia de los tratamientos térmicos en la
deteccion y cuantificacion de las leches de diferentes especies animales en
mezclas lacteas diversas, se adquirieron del mercado muestras de leche
pasterizada, esterilizada y UHT de 1as leches de interés. Ya que la leche de cabra
no se comercializa normatmente de esta manera, l1as muestras de leche cruda de
esta especie, de l1a procedencia que se indica en la seccion It A 2. 1, se

sometieron en nuestro laboratorio a distintos tratamientos térmicos.

IV.G. 1. IRATAMIENTOD TERMICOS APLICADQD,

La teche de vaca pastertzada, esterilizada y UHT, se obtuvo comerciaimente,

mientras la leche cruda de cabra se calenté a 62 ¢C durante 30 minutos
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Figura 1V. 26. Deteccidn de 1a leche de cabra en el queso de oveja, por la técnica
del ELISA sandwich; como antigenos se emplearon los extractos de
quesos diluidos 1/50 y como inmunosueros los anticuerpos de
captura a una dilucion de 1/1000 y los de deteccion a la 1/500.
Dilucion del conjugado 1/3000. Cada punto de la grafica
corresponde a la media y desviacion estandar de tos resultados de

seis experiencias giferentes con dos mezclas de quesos distintas.
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(pasterizacion), a 121 °C durante 20 minutos (esterilizacion) y 140 °C durante 4

segundos (tratamiento UHT). La pasterizacion se realizé en un baho de agua
termostatado, la esterilizacion en un bano de glicerina termostatado y el

denominado "UHT" en un bafo de glicerina a 140 eCy con las muestras de leche en

capilares de vidrio.

Posteriormente, se prepararon las mezclas experimentales de leche de
vaca/oveja, de vaca/cabray de cabra/oveja, con unos porcentajes de sustitucion
de 0, 1,5, 10, 15, 25,50 y 100 %. En todos ios casos ia leche de 1a especie citada
en sequndo Tugar se sustituyo por la primera (vaca en 105 dos primeros casos y

cabraen el tercero).

NCIA TRATAMIEN TERM! NLADET
DE VACAEN LA DE OVEJA MEDIANTE UN ELISA INDIRECTO.

Uttlizando el ELISA indirecto descrito en la seccion tV. D. 1., se analizaron
tres mezclas de leche de oveja que contenian, respectivamente, 0, 1, 5, 10, 15,
25, 50y 100 % de leche pasterizada, esterilizada o UHT de vaca. En el ensayo se
Inciuyd una mezcla de teche cruda de vaca/oveja con 10s mismos porcentajes de

sustitucion.

De los resultados de la Figura IV. 27 se deduce que 1a sensibilidad del ELISA
tndirecto para detectar la presencia de leche de vaca en la de oveja, no se afecta

por tos diversos tratamientos térmicos a 105 que se somete la leche de vaca.
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Figura 1V. 27. Deteccion de leche de vaca cruda (O), pasterizada (W), esterilizada
(A) o UHT (A) en 1a de oveja, por la técnica det ELISA indirecto.
Dilucién de las mezclas: leche 1/8000, inmunosuero 1/200 vy
conjugado 1/3000.
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IV.G. 3. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS EN LA DETECCION DE LECHE
VACA A VEJA, MEDIANT

Las mezclas de leche descritas en la seccion anterior, también se analizaron
con el ELISA sandwich descrito en la seccién IV. D. 3. de este trabajo.

Los resultados se muestran en 1a Figura IV. 28. De ellos se deduce que la
sensibilidad del ELISA sandwich para detectar 1a presencia de leche de vaca en la
de oveja, disminuye a consecuencia de los tratamientos térmicos a los que se
somete 1a leche de vaca. También se observa que la disminucién de la absorbancia
de las muestras se ve influenciada por la intensidad del tratamiento térmico
recibido; la disminucion de la absorbancia es menor en la leche de vaca
pasterizada que en 13 esterilizada y que en 1a sometida a tratamiento UHT, debido
probablemente a una mayor desnaturalizacion de las caseinas durante dichos

tratamientos y posiblemente a 1a mayor sensibilidad del ELISA sandwich frente
al indirecto.

IV. G. 4. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS EN LA DETECCION DE LECHE
v MEDIANTE UN A INDI

Las mezclas de leches cruda, pasterizada, esterilizada y UHT de vaca y de

cabra se analizaron mediante el ELISA tndirecto descrito en la seccion I1V. E. 1. de
este trabajo.

Los resultados obtenidos indican que 1as mezclas lacteas se comportan como
indica la Figura IV. 27, por ello en este trabajo no insistimos mas en este
aspecto. Como se aprecia, la sensibilidad del ELISA indirecto para detectar la
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Figura IV. 28. Deteccion de leche de vaca cruda ([1), pasterizada (l), esterilizada
(AYy UHT (&), por 1a técnica del ELISA sandwich. Dilucion de las
mezclas de leche 1/400, de 105 aniicuerpos de captura y de
deteccion 1/500 y del conjugado t/3000,
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presencia de leche de vaca en la de cabra no se ve afectada por los diversos

tratamientos térmicos a los que se somete la leche de vaca.

IV. G. 5. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS EN LA DETECCION DE LECHE
A |ANT ANDWICH,

Las mezclas de leche cruda, pasterizada, esterilizada y UHT de vaca en las
de cabra, se analizaron mediante el ELISA sandwich descrito en la seccion IV. E.
3. de este trabajo.

Los resultados obtenidos mostraron un comportamiento de las mezclas
lacteas similar al observado en la Figura 1V, 28, Jo gue indica que como sucedia
en la deteccion de leche de vaca en la de oveja, la sensibliidad del ELISA
sandwich para dtectar la leche de vaca en la de cabra se reduce
significativamente como consecuencia de los diversos tratamientos térmicos a

los que se somete la leche de vaca

IV. G. 6. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS EN LA DETECCION DE LECHE
ABRA EN LA DE OVEJA, MEDI

En la Figura |V. 29 se muestran los resuttados obtenidos al analizar con el
ELISA indirecto, descrito en la seccion IV. F. 1., mezclas de leche de oveja que
contentan un O, 1, 5, 10, 15, 25, 50 y 100 % de leche cruda, pasterizada,
estertlizada o UHT de cabra.

De i0s resultados obtenidos, se deduce gue la deteccion y cuantificacion de
1a leche de cabra en la de oveja por el método ELISA indirecto, no se ve muy
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Figura IV. 29. Deteccion de leche de cabra cruda (), pasterizada (@),
esterilizada (A) o UHT (&) en 1a de oveja, por la técnica del ELISA

indirecto. Dilucién de 1as mezclas de leche 1/80Q0, del inmunosuero
17200 y del conjugado 1/3000.
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afectada por 1os distintos tratamientos térmicos a 1os que se somete ia leche de
cabra.

V. 6. 7. INFLUENCIA DE LOD TRATAMIENTOD TERMICOD EN LA DETECCION DE [ECHE
DE CABRA EN [ A DE OVEJA, MEDIANTE UN ELIOA SANDWICH,

Las mezclas de leche descritas en la seccidén anterior, se analizaron

mediante el ELISA sandwich descrito en 1a seccion IV. F. 3. de este trabajo.

Los resultados obtenidos seé muestran en la Figura IV, 30. Como ya se ha
mencionado, 1a sensibilidad del ELISA sandwich para detectar la leche de cabra en
la de oveja disminuye significativamente como consecuencia de los diversos

tratamientos térmicos a que se somete la leche de cabra.
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Figura IV. 30. Deteccion de leche de cabra cruda (<), pasterizada (@),
esterilizada ( A ) y UHT (A}, por la técnica del ELISA sandwich.
Ditucién de 1as mezclas de leche 1/400, de los anticuerpos
de captura 172000, de los de deteccidn 1/500, y det conjugado
173000,
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V. A. OBTENCION DE 105 INMUNOSUEROS,

V. A 1. EXTRACTOS ANTIGENICOS,

El empleo como antigenos de las proteinas para la obtencion de
inmunosueros es muy convenlente debido a sus propiedades inmunégenas y, en
particular, de 1as que poseen un elevado peso moiecular. Entre las proteinas
empleadas en la obtencion de inmunosueros para identificar las leches de
diversas especies animales en mezclas lacteas (seccion I1f. C. 4.), deben citarse
las del suero sanguineo (Pintc, 1966, Durand y col, 1974) y, sobre todo, las
inmunogiobulinas G (Levieux, 1977; Bernhauer y col,, 1983). No obstante las mas
comunmente utilizadas han sido 1as de la leche, tanto las proteinas del suero
(Elbertzhagen y Wwenzel, 1982, Garcia y col., 1989, 1990 y 1991}, como las
caseinas (Gombocz y col., 1981; Elbertzhagen, 1987; Krause y col., 1988; Aranda y
col., 1988).

A pesar de que, como han senfalado algunos autores (Aranda y col, 1988;
Ramos, 1989), la antigenicidad de 1as proteinas del suero es mayor que la de las
caseinas, la eleccion de estas Gltimas como antigenos para la obtencion de
anticuerpos presenta las ventajas derivadas de su termoestabilidad (Ramos y
Juarez, 1984)y de ser las proteinas mayoritarias de} queso. Debido a ello, se han
obtenido inmunosueros anti-caseinas de las especies animales de interés para
detectar y cuantificar la presencia de leche de diversas especies animales en
mezclas lacteas diversas, tanto frescas como tratadas térmicamente, y en

quesos magurados.
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V. A2 ANALISIS POR INMUNODIFUSION EN G DE _AGAROSA, DE LOS
INMUNOSUEROS ANTH-CV Y ANTI-CC,

La eleccion de conejos para 1a obtencién de Inmunosueros presenta las
siguientes ventajas: Su capacidad de respuesta a una gran variedad de antigenos,
el volumen relativamente elevado de suero obtenibie, y el pequeno espacio

requerido para el mantenimiento de 1os animates (Garvey y col., 1977).

Aungue en lfneas generales, 1a inmunogenicidad de un antigeno aumenta con
1a distancia filogenética entre el animal que io posee y el receptor, a veces €s
conveniente elegir un individuo filogenéticamente mas cercano para aumentar 1a
especificidad de los inmunosueros. Debido a esta razén y, a que la utilizacion de
animales mas grandes proporciona un mayor volumen de suero sin la necesidad de
sacrificar al animal, se utilizaron también machos cabrios en la obtencién de

inmunosuero anti-CV frente a 1as caseinas de leche de vaca.

Los resultados obtenidos al enfrentar los inmunosueros anti-CV y anti-CC
procedentes de conejos y el anti-CV procedente de machos cabrfos, con 10s
extractos antigénicos lfofilizados de leches de vaca, cabra y oveja demuestran
que, tanto los inmunosueros procedentes de conejos como el obtenido de machos
cabrios, producen bandas de precipitacién, no sélo con los extractos antigénicos
frente a jos que se obtuvieron, sino también frente a los de especies animales

distintas. De los resultados de 1a Tabla V. 1 se deduce que:

a) Los inmunosueros anti-CV y anti-CC de conejos, producen tres bandas de
precipitacion con el extracto antigénico frente al que se obtuvieron (CV o CC), y

dos bandas con los extractos antigénicos de especies distintas.
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b) El inmunosuero anti-CV obtenido de machos cabrios, produce una
respuesta inmunitaria ligeramente menor. Asf, se observaron dos bandas de

precipitacion frente al extracto antigénico CV, una frente al CO y ninguna frente
al CC.

No obstante, debe senalarse que aunque las reacciones cruzadas no se
detecten por inmunodifusion, si son detectables cuando 105 inmunosueros se
analizan por técnicas mas sensibles, como las inmunoenzimaticas (ELISA).
Asimismo, la técnica de inmunodifusion en geles de agarosa se ha utilizado Unica
y exclusivamente como control interno experimental, es decir, que no importa
tanto el numero de bandas de precipitacién observadas, como el constatar si 103
inmunosueres obtenidos presentan o0 no reacciones cruzadas frente a 10S
extractos antigéenicos de especies animales distintas de aquetlas frente a las

que se obtuvieron.

De 1os resultados obtentdos se concluyé que ni 10s inmunosueros anti-CV y
anti-CC de conejos, ni el anti-CV de machos cabrios, podian utilizarse para
detectar la presencia de leches de diversas especies animales en mezclas lacteas

0 en quesos, a no ser que se sometieran previamente a un proceso de purificacion.

V. A. 3. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. DE LOS INMUNOOUEROS
ANTI-CV Y ANTI-CC.

Para purificar los inmunosueros por cromatografia de afinidad, se escogié
como matriz la Sepharosa 4B-CNBr. Esta matriz se utiliza mucho en 1a
purificacion de los anticuerpos que se emplean en ensayos inmunoenzimaticos. La

activacion de ta matriz con cianuro de bromo proporciona numerosos puntos de



union con las proteinas a traves de 1os grupos amino de las Ultimas (Axeny col.,
1967) y permite el acoplamiento de una cantidad controlada de 1igando.

De acuerdo con 1o expuesto, los inmunosueros anti-CV y anti-CC de conejos,
s€ purificaron pasandolos primero por una columna de afinidad que contenia como
ligando e} extracto antigenico frente al que se obtuvieron (CV o CC, en cada caso).
La purificacion por una columna permite recuperar 10s anticuerpos que reconocen
como antigenos a las caseinas de la especie frente a 1a que se obtuvieron. No
obstante, las caseinas de las leches de vaca, cabra y oveja presentan
determinantes antigénicos comunes, por 10 que en este proceso también se
recogen otras inmunoglobulinas que reaccionan con las caseinas de especies

ditstintas de 1as de procedencia.

Estas reacciones cruzadas se evidencian al analizar, medfante
mmunodifusion en geles de agarosa, 1os inmunosueros purificados, ya que
producen bandas de precipitacion con las caseinas de las tres especies animales
citadas. No obstante, este inconveniente se elimina neutralizando los
inmunosueros purificados con caseinas de especies animales distintas de
aquellas frente a las que se obtuvieron; de esta forma 105 inmunosueros se
convierten en especificos, pudiendo utilizarse mas tarde para detectar vy
cuantificar la presencia de teche de diversas especies en las mezclas lacteas y
en los quesos madurados mediante el desarrollo de métodos inmunoenzimaticos
{ELISA) indirectos.

Por otra parte, la purificacion de 10s inmunosueros de interés, pasandolos

por varias columnas de afinidad que contienen antigenos liofilizados de las

caseinas frente a las que los inmunosueros presentan reacciones ¢ruzadas,



180

permite eliminar del inmunosuero 105 anticuerpos responsables de dichas
reacciones; en la Gitima columna sélo permanecen los anticuerpos realmente
especificos. Para mejorar ia eficacia de este proceso, primero se separaron ias
inmunoglobulinas del inmunosuero total por precipitacion con una solucion de
sulfato amonico saturado ( Harlow y Lane, 1988). De esta manera se separan del
inmunosuero las proteinas sanguineas y cualquier otra sustancia gue interfiera
con la purificacién, permitiendo un mejor acoplamiento de 1as inmunoglobutinas
precipitadas con sus antigenos correspondientes,

Los inmunosueros se purificaron pasandolos, como se ha dicho, por tres
columnas cromatograficas y se enfrentaron a 10s extractos antigénicos CV, CCy
CO, mediante la técnica del ELISA indirecto, se comprobd asi la ausencia de
reacciones cruzadas, por lo que se consideraron aptos para su empieo en la
deteccidn y cuantificacion de las mezclas de leches de diversas especies por el
método del ELISA sandwich,

Es de destacar el diferente contenido proteico de 105 inmunosuerocs
purificados por tres columnas. Asi, el anti-CV contenia 16 (g de proteina/mg de
poivo Noftitzado, mientras que el thmunosuero anti-CC presentaba un contentdo
proteico de 8,44 (g de proteina /mg. Pensamos que estas diferencias se deben, en
parte, a la distinta respuesta inmunitaria de 105 animales de experimentacion
empleados pero, sobre todo, a la mayor cantidad de inmunoglobulinas
inespecificas del inmunosuero anti-CC; estas inmunoglobulinas se eliminan
durante el proceso de purificacion, contribuyendo asi a rebajar el contenido

proteico total.
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V. A 4 CONJUGACION DE £OS ANTICUERPOS PURIFICADOS A LA BIOTINA

Debido a las mdlitiples ventajas analiticas del complejo avidina-biotina,
descritas en los Ultimos afos, en este trabajo se ha empleado una variante dei
ELISA clasico (indirecto o sandwich), basada en la utilizacion del sistema de
amplificacion avidina-biotina. Las ventajas de este sistema se deben 2 la gran
afinidad de 1a avidina por la biotina (10> M 1), y a 1a gran estabilidad de esta
interaccion no covalente.

Por otro lado 1a biotina es faciimente reconocida por la avidina, tanto si se
une a molécutas de alto peso molecular como si 10 hace a las de bajo (Green,
1975). E} pequeno peso molecular de la biotina y las suaves condiciones de la
conjugacion evitan, en su unfon con el anticuerpo los efectos perjudiciales que
ocurren cuando los anticuerpos se conjugan con un enzima; consecuentemente no
se afecta la afinidad del anticuerpo por el antigeno. No obstante, la avidina
presenta uniones no especificas atribuidas a la basicidad de su molécula y a sus
cadenas hidrocarbonadas. Esta limitacion se elimina sustituyendo la avidina de |a
Clara del huevo por la estreptavidina bacteriana (producida por Stréepfomyces

aviainir), que es una proteina neutra no glucosilada (Wilchek y Bayer, 1988).

Para facflitar 12 unién de 1a biotina con las inmunoglobulinas de interés, se
ha empleado en este trabajo el éster de la biotina denominado
biotinti-N-hidroxi-succinimida (BNHS) que es hidrosoluble y facil de manejar y
que se une a los anticuerpos por sus grupos amino libres. La conjugacion se
realiz6 de la manera descrita por Bonnpard y col. (1984), con ligeras
modificaciones. Por otro lado, aunque tos inmunosueros totales pueden conjugarse

directamente a la biotina (Bayer y col., 1976) en este trabajo se ha preferido



emplear anticuerpos purificados para evitar reacciones inespecificas en las
tecnicas de ELISA.

V.B. DETECCION Y CUANTIFICACION DE t A [ ECHE DE VACA EN LA FRESCA
Y EN LOS QUESOS MADURADOS DE OVEJA Y DE CABRA

V.B. 1. DETECCION DE LECHE DE VACA POR UN ELISA INDIRECTO.

En 1a realizacion y desarrollo de esta técnica se utilizoé el inmunosuero
anti-CV de conejos, parcialmente purificado por una columna, conjugado a la
brotina y neutralizado con las caseinas de cabra y oveja Como ya se ha citado, 1as
reacciones Cruzadas que progucen 10s anticuerpos purificados por una columna se
eliminaron neutralizandolos o bloqueandoios con caseinas de cabra y oveja
(Figuras IV. 7 y |V, 9). Los complejos antigeno-anticuerpo formados durante ia
neutralizacion no interfieren en el ensayo ya que se eliminan al lavar las placas
de ELISA.

Por otro lado, 1a conjugacién con la biotina de los anticuerpos parciatmente
purificados produce una amplificacion de la respuesta inmunologica. Ello se debe,
a que al encontrarse 1as inmunoglobulinas unidas a muchas moléculas de biotina,
el conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano encuentra mas lugares de
anclaje a los anticuerpos que cuando se utilizan como conjugado 10S anticuerpos

anti-inmunoglobulinas de especte marcados con el mismo enzima.

Como antigenos se emplearon leche cruda y enteray extractos de quesos de

vaca, oveja, cabra o de sus mezclas (vaca/oveja, vaca/cabra). Como se observa en

las Figuras 1V. 8 y 1V. 10, 1a respuesta del inmunosuero a porcentajes crecientes
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de leche de vaca en 1a de oveja es similar en las mezclas lacteas y en las de
queso, obtenténdose en ambos casos una ecuacidn de regresion lineal, que permite
cuantificar de un 1 aun 50 % de adicién de leche de vaca en la leche 0 en el queso

de oveja.

En 1a deteccion de leche de vaca en la leche y en el queso de cabra (Figuras
IV. 15y V. 16), 1a respuesta obtenida frente a porcentajes crecientes de leche de
vaca en las mezclas fue también lineal. No obstante, en este caso, los mejores
coeficientes de correlacion se obtuvieron entre el ty 25 % de sustitucion de
leche de cabra por 1a de vaca, mientras los valores medios de absorbancia de la
recta de regresion fueron ligeramente superiores a los de las Figuras (V. 8 y V.
10,

La respuesta inmunolégica de tipo lineal es muy frecuente en las técnicas
inmunoenzimaticas y puede decirse que depende, por un lado, de la afinidad de los
anticuerpos por el antigeno y, de otro, de 1as concentraciones de los reactivos que
intervienen en el ensayo. Aunque la respuesta lineal en la deteccion de
concentraciones peguenas de antigeno es menos eficaz, resuita preferible cuando
el antigeno de interés se encuentra en mayor cantidad en la muestra problema.

El gue los valores medios de la absorbancia en la recta de regresidn, sean
ligeramente mayores en las mezclas de leche vaca/cabra que en las de
vaca/oveja, puede atribuirse a varios factores. En primer lugar, a que,
probablemente, la caseina bovina presenta un mayor numero de determinantes
antigénicos comunes con la caprina que con la ovina, por lo que la neutralizacion
de 1os anticuerpos anti-CV parcialmente purificados resulta insuficiente, y éstos
reconocen en parte a {as caseinas de cabra, produciendo un aumento de los valores
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de absorbancia. Por otro lado, la propia sencillez del ELISA indirecto produce una
mayor variabilidad en los distintos ensayos, puesto que al ser el antigeno el que
se fija directamente a 1os pocillos, la cantidad adsorbida a los mismos puede
variar de un ensayo a otro.

Tanto en 1a deteccion de ia presencia de leche de vaca en la de oveja como en
la de cabra, si la adicién superase al 50 % la fiabilidad seria escasa, ya que a
partir de este valor se produce una saturacion de antigeno y los valores de 1as
apsorbanctas no aumentan al hacerlo el porcentaje de sustitucion. Asimismo,
tampoco pueden detectarse adiciones inferiores al 1 % ya que 1a sensibilidad del
metodo es insuficiente y apenas existen diferencias entre los valores de las
absorbanctas a sustituciones del 0 %y 1 &.

Como se deduce de lo anteriormente expuesto, 1a técnica del ELISA indirecto
presenta las ventajas de su sencillez en la preparacion de 1os reactivos, y de su
rapidez, ya que se invierten menos de 4 horas en su realizacion. No obstante,
presenta el inconveniente de su variabilidad en distintos ensayos y de ser poco
eficaz en la deteccion de sustituciones muy pequenas de leche de una especie
animal por la de otra,

V.B. 2. DETECCION DE LECHE DE VACA POR UN ELISA SANDWICH.

En la deteccion de leche de vaca en las mezclas de leche fresca y en 105
quesos madurados de oveja y cabra mediante un ELISA sandwich, se emplearon
como anticuerpos de captura los ant!-CV de machos cabrios purificados por
cromatografia de afinidad en tres columnas y como anticuerpos de deteccion jos

mismos, pero conjugados a la biotina.
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La espectficidad del ELISA sandwich se debe a la utflizacion de anticuerpos
de captura, muy especificos, que se adsorben a los pocitios de 1as piacas de ELISA
y capturan 105 antigenos de la muestra problema frente a los que se obtuvieron,
Al anadir los anticuerpos de deteccion, no se encuentran con una mezcla
heterogénea de antigenos stno con los especificos de 1a muestra a analizar, por lo
que se uniran a ellos mas facilmente. De aqui gue, no sea necesario que 10s
anticuerpos de deteccion se encuentren tan purificados como los de captura; no
obstante, para mejorar 1a sensibilidad del método, se ha preferido utilizar en
ambos casos 10s anticuerpos purificados por tres columnas de afinidad. Por otro
lado, 1a conjugacion de los anticuerpos de deteccién con la biotina, produce un
aumento de la respuesta inmunolégica y disminuye la variabilidad de los

resultados.

Los resultados obtenidos con este tipo de ELISA en la deteccion de leche de
vaca en las mezclas de leche y queso de vaca/ovela, se observan en las Figuras
tV. 12y IV. 14,y en las Figuras V. 17 y 1V, 18 se muestran 10s correspondientes
a las mezclas de leche y de queso de vaca/cabra. La respuesta inmunitaria frente
a concentraciones crecientes de leche de vaca fue logaritmica en todos los casos.

Cuando se pretende detectar la presencia de cantidades muy pequefas del
antigeno de interés es preferible la respuesta iogaritmica a la lineal. De esta
manera es posible detectar hasta un 0,1 % de leche de vaca en 1as mezclas
lacyeas y en 10s quesos de intereés.

St se comparan el ELISA sandwich con el indirecto, se ve que el porcentaje
de sustitucion a partir dei cual se produce una saturacién de antigeno es menor en

el primer caso; asi, en el ELISA sandwich, este porcentaje es del 25 % tanto en
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las mezclas de leche como en 1as de queso, mientras que en el ELISA indirecto es
del 50 %. En consecuencta, a partir de estos porcentajes de sustitucion de leche
de vaca, los valores de absorbancia ya no aumentan. Este hecho, que a primera
vista podria parecer un inconveniente, no 10 es, puesto que 10 mas interesante en
la lucha contra el fraude consiste en la deteccién de sustituciones pequenas de
leche de oveja por la de vaca que son las que corrientemente suelen practicarse,
ya gue sustituciones mayores originan productos de caracteristicas muy

distintas de las del producto original que se aprecian organolépticamente.

Como consecuencia de 1o expuesto hasta ahora, puede concluirse que el
ELISA sandwich, a pesar de que necesita una mayor purificacion de los
inmunosueros y de requerir mucho mas tiempo (5 horas), presenta ventajas
indudables frente al ELISA indirecto, como son su gran sensibilidad (0,1 % de

sustitucion) y el no necesttar inmunosueros neutralizados para llevario a cabo.

V. B. 3. COMPARACION DE 10S RESULTADOS OBTENIDOS EN ESTE TRABAJO CON QS
DE OTROS INVESTIGADORES.

Los metodos empleados para identificar el origen de 1a leche de mezclas
lacteas y de quesos frescos y madurados se revisan en 1a seccion il C. de este
trabajo. Se concluye que, de 1os métodos cromatograficos, 10s mas sensibles son
los basados en el estudio de la fraccién proteica de la leche, en especial la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), que en estos ultimos afos ha
desplazado a las demas técnicas cromatograficas por su mayor rapidez y poder de
resolucién. Analizando los cromatogramas resultantes de la degradacion
tripsinica de las caseinas, Kaiser y Krause (1985) detectaron hasta un 1 % de
leche de vaca en el queso de cabra. . Haasnot y col. (1986) senalan la deteccion de
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un 2-4 % de leche de vaca en la leche y quesos frescos de ovefay cabra por FPLC
(cromatografia liquida rapida de proteinas); para ello utilizaron como indicador

la caseina @5y de vaca. No obstante, en los quesos madurados 1a sensibilidad del

método disminuia al 10 % de deteccion, debido a la rapida degradacion de la

caseina Qg | durante 1a maduracion de aquellos; en este caso hubo de emplearse

como indicador caseina “sl"v producto de la descomposicion de ta anterior.

Los métodos cromatograricos que se basan en estudiar algunas relaciones de
105 acidos grasos de la leche no son tan eficaces. Ramos y col. (1977) s6lo
consiguieron detectar un 7 % de leche de vaca en quesos tipo Mancheqgo elaborados
con mezclas de leche de oveja/vaca, y Smeyers-Verbeke y col. (1977), estudiando
los datos cromatograficos de 15 acidos grases, senalaron que soOlo podia
detectarse la presencia de un 10 % o mas de leche de diferente origen en 1as
mezclas de leche de dos especies animales distintas. Este 1imite de deteccidn
tampoco lo mejoraron Iverson y Sheppard (1985, 1989) que propusieron utilizar
Ja refacion entre los acidos caprico y ladrico para detectar 1a adicién de ieche de

vaca a 10s quesos de cabray oveja.

En general los métodos cromatograficos presentan 105 inconvenientes de
requerir una preparacion laboriosa de las muestras, necesitar personal
especializado y utilizar instrumentos de coste elevado. Ademas los basados en el
analisis de los acidos grasos presentan interferencias cuando 1as grasas sufren
un proceso oxidativo que disminuye asf su sensibilidad.

Los metodos electroforeticos han sido muy empleados para identificar el
origen de ias leches de mezclas lacteas. En este sentido, es de destacar que ia
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electroforesis de l1as caseinas en geles de poltacrilamida es 1a de mayor utilidad,
ya que las proteinas no se afectan por los tratamientos térmicos y sus limites de
sensibilidad son comparables a los de los métodos bioldgicos. Han stdo muchos
105 investigadores que han empleado y desarrollado los métodos electroforéticos
(Assenat, 1967; Pierre y Portmann, 1970; Ramos y col.,, 1977; Addeo y col., 1981);
los niveles de deteccion de leche de vaca en diversas mezclas y muestras oscilan
entre el 1,5y 5 % en 1as leches de oveja, cabra y bufala. En 10s quesos madurados,
la deteccién de 1a leche de vaca presenta problemas debido a la proteolisis de sus
caseinas y a la aparicion de nuevas bandas que dificultan 1a lectura de 105 geles.
Para paliar este inconveniente, Ramos y col. (1977) utilizaron como indicador de

12 presencia de leche de vaca la caseina ag - procedente de la degradacion

durante el afinado de la caseina ag; Sin embargo, el limite de deteccion no fue

menor del 5 %.

Algunos Investigadores han wutilizado 1a electroforesis en geles de
pollacrilamida de 1as proteinas del suero, para detectar y cuantificar 1a
presencia de leche de vaca en las de oveja (Amigo y col, 1986, 1987) y bifala
(Addeo y col, 1979). Addeo y col. (1979) se basaron en las movilidades
electroforéticas de 1la w«-lactalbumina y p-lactoglobulina; no obstante,
dependiendo de 1as variantes genéticas presentes en l1a leche de vaca los limites
de deteccion consequidos nunca fueron menores del 12 %. Amigo y col. (1986 y
1987) basandose en 1a movilidad electroforética de la p-iactoglobulina B y A
llegaron a detectar hasta un 2 % de leche de vaca en la de oveja. Ademas, dichos

investigadores observaron que esta proteina permanecia inalterada durante la
maduracion del queso.
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Amigo y col. (1991) utilizaron 1a electroforesis para evaluar 1a influencia
que ejercen diversos parametros tecnoldgicos (tipo de cuajo, prensado,
maduracion, tratamiento térmico de la leche, tincion de los geles, etc) en Ia
deteccion de leche de vaca en el gueso de oveja. Concluyeron que ni el tipo de
cuajo empleado (animal o vegetal), ni el prensado (manual 0 mecanico), ni el
tiempo de maduracion, influfan en la sensibilidad del método. Mediante 1a tincion
de los geles con nitrato de plata detectaron hasta un 1% de leche de vaca en
diversas mezclas; sin embargo, este procedimiento es mas largo y costoso que el
de la tincién tradicional con Azul Brillante de Coomassie. De otra parte, el
calentamiento de Ia leche a 90 2C durante 30 minutos desnaturaliza las proteinas

del suero y produce resultados negativos.

El isoelectroenfoque (IEF) de las proteinas en geles de poliacrilamida se
considera come una variante de la electroforesis convencional, que difiere de
ésta en gque la separacion de las proteinas se produce en un gradiente de pH
estable, por 1o que su separacion solo depende de su punto isoeléctrico y no de su
carga y tamano. Como indicadores pueden utilizarse las caseinas y (Krause y col,,
1982; Addeo y col., 1989, 1990), las paracaseinas x (Addeo y col., 1984, 1990;
Maurtetlo v col,, 1989) o bien las proteinas séricas (Ruiz y Santillana, 1986,
Rispoll y Saugues, 1989), cuyos puntos isoeléctricos difieren de unas especies
animales a otras. En general, la sensibllidad de este método permite detectar

entre un 0,5y 2 % de leche de vaca en las leches y quesos de cabra, de oveja o de

bufaia.

Debido a la degradacion proteica que tiene lugar durante 1a maduracion de

105 quesos, se ha recurrido a someter a las caseinas B a 1a accién de 1a plasmina,
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con 1o que se consigue su degradacion compieta a caseinas y; sometiendo éstas
IEF se puede detectar la presencia de un 1 % de leche de vaca en 10s quesos de

oveja o de bufala (Addeo y col., 1989, 1990). No obstante, Jos mejores niveles de

deteccion se han conseguido analizando por IEF 1as paracaseinas x bovina y ovina
(Addeo y col., 1990); en el queso Rogquefort se ha llegado a detectar hastaun 0,5 %
de leche de vaca. Estos autores utilizaron un gradiente de pH de 7-10 y tineron

1os geles con una solucion de nitrato de plata.

Son pocos los trabajos que comparan la eficacia de las técnicas
etectroforeticas e inmunologicas para detectar l1a presencia de leche de diversas
especies animales en 1as mezcias lacteas frescas y en 10s quesos madurados. En
este sentido, es de destacar el estudio realizado por Amigo y col. (1989), en el
que compararon 1a electroforesis en geles de pottacrilamida de las proteinas del
suero (Amigo y col, 1986), con la inmunodifusion radtal (Levieux, 1977), para
detectar la presencia de leche de vaca en quesos elaborados con mezclas de leche
de vaca, oveja y cabra. Dichos investigadores concluyeron que la electroforesis
era mas eficaz y que la inmunedifusion da valores de sustitucion inferiores a los
reales, 10 cual podria ser consecuencia del efecto ejercido por el tratamiento
térmico en las proteinas del suero. A pesar de su sensibilidad, los métodos
electroforéticos presentan el inconveniente de gue necesitan mucho tiempo para

realizar los analisis.

Los métodos inmunolégicos empleados para establecer el origen de la leche
en mezclas lacteas y en guesos presentan el inconveniente de que algunos son
cuatttativos o semicuantitativos. Entre 1os mas empleados destacan la
inmunodifusion doble y 1a radial. E1 métode de inmunodifusién doble fue utilizado
en 1974 por Durand y col., y se basaba en el empleo de un tnmunosuero obtentdo
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frente a las proteinas solubles del suero sanguineo bovino, neutralizado con las
proteinas séricas de cabray de ovefa. El limite de deteccidn descrito fue del 2,5
% de leche de vaca en la de ovejay cabray, actuaimente, se comercializa con los
nombres de “Brebitest” y "Capritest”, empleandose también en 10s quesos, Otros
investigadores como Gombocz y col. (1981), utilizando este método y un
inmunosuero anti~caseinas de leche de vaca neutralizado con proteinas de leche
de oveja, detectan un 5 % de leche de vaca en la de oveja. Garcia y col. (1989)
desarroliaron un método de inmunodifusidn doble con los reactivos adsorbidos en
discos de papel de filtro; el inmunosuero utilizado se obtuvo de machos cabrios
frente a proteinas séricas de leche de vaca y la sensibtlidad descrita fue del 3 %.
Mediante la inmunodifusion radial, basada en el método de Levieux (1977), los
niveles de deteccidn conseguidos son mejores, llegando al t % de deteccion de
leche de vaca en la de oveja o0 cabra y se comercializa con el nombre de CV test.
No obstante, presenta el inconveniente de que para detectar 1a leche de vaca en el
queso madurado de cabra o de oveja, deben establecerse correcciones de acuerdo
con el extracto seco total.

Otro  método inmunologico de elevada sensibflidad es el de 1a
inmunoelectroforesis. Este método combina las técnicas de inmunodifusion
(formacion de complejos antigeno-anticuerpo) y de electroforesis (movilidad en
un campo eléctrico) y 1o han empleado muchos investigadores gue le asignan un
limite de deteccion de un 0,1 aun 0,2 % de teche de vaca en las leches y quesos de
oveja y cabra (Elbertzhagen, 1982, 1987; Krause y col., 1988). Otra ventaja de
esta técnica es que los resultados no cambian ni al tratar térmicamente ia leche

ni  durante la maduracion de 10s quesos. No obstante, si bien Ila

inmunoelectroforesis es una técnica sensible, se considera cualitativa o

semicuantitativa y es tan laboriosa y costosa como la etectroforesis.
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También conviene mencionar la técnica del inmunodotting, en la que la
visualizacidn de la interaccion antigeno-anticuerpo se realiza en un papel de
nitrocelulosa y que segin Aranda y col. (1988), permite detectar un 0,1 % de leche
de vaca en la leche y queso de oveja. Sin embargo, esta técnica se considera
semicuantitativa ya que se basa en la apreciacion subjetiva de 1a intensidad de
las manchas que aparecen en el papel. Por otro lado el inmunosuero utilizado
también necesita una purificacién previa y el tiempo de realizacion del ensayo es
parecido al de otros metodos inmunoenzimaticos reallzados en placas de ELISA.

Finaimente, conviene destacar el Importante papel de las técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA) en el analisis de 10s alimentos. Recientemente, Garcia
y col. (1990, 1991), han obtenido reactivos y desarrollado un ELISA indirecto
(Garcia y col, 1990) y otro sandwich (Garcia y col, 1991), para detectar y
cuantificar la presencia de leche de vaca en la de oveja. Empleando un
inmunosuero anti-proteinas séricas de leche de vaca, neutralizado o purtficado
por cromatografia de afinidad, se alcanzé en ambos casos un limite de deteccion
del 1 % de leche de vaca en la de oveja. El inconveniente del inmunosuero descrito
es el no permitir una deteccion fiable de la leche de vaca en 105 quesos
madurados ya que 1as proteinas séricas son muy sensibles a los tratamientos

térmicos y ademas su concentracion es pequefia en 10s quesos madurados.

De 10 anteriormente citado, se deduce que las técnicas inmunoenzimaticas
(ELISA) desarrolladas en este trabajo, son mas sensibies gue 1a mayoria de las
cromatograficas y de inmunodifusion, presentando una sensibilidad similar a las
de isoelectroenfoque, inmunoelectroforesis ¢ inmunodotting. Con los reactivos
inmunolégicos descritos en este trabajo, e ELISA sandwich desarrollado permite

la deteccion de un 0,1 % de leche de vaca en 1as leches frescas y en los quesos de
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oveja y cabra, ofreclendo como ventajas adicionales frente a los métodos
sehalados gue no necesita una preparacion previa de 1as muestras, requtere sélo S
horas para su realizacion, su coste economico es pequefio y permite analizar un

gran nimero de muestras en una sdla placa de ELISA.

V.C.DETECCION Y CUANTIFICACION Df LA LECHE DE CABRA EN LA
ERESCA Y EN LOS QUESOS MADURADOS DE OVEJA,

Dada la escasez de trabajos que desarrollan técnicas analiticas para
detectar la leche de cabra en 1a de oveja, y 1a importancia que esta adquiriendo en
nuestro pais la fabricacion de quesos con leche de estas especies, se considert de
interés poner a punto dos métodos inmunoenzimaticos (ELISA), indirecto y
sandwich, con el objetivo descrito.

V. C. 1. DETECCION DE LECHE DE CABRA POR UN ELISA INDIRECTO,

Puesto que utilizando un ELISA indirecto para la deteccion de leche de vaca
en la leche y en los quesos de oveja y cabra se obtuvieron resultados
satisfactorios, se procedié a emplear la misma técnica en la deteccion y
cuanttficacion de ta leche de cabra en la leche y quesos de oveja.

En este caso se utilizd el inmunosueroanti-CC de conejos, purificado por una
columna, conjugado a }a biotina y neutralizado con caseinas liofilizadas de vacay
oveja. Como se deduce de la Figura V. 19, son evidentes las ventafas obtenidas
con el empleo del sistema de amplificacion avidina-biotina tras la neutralizacion
de los anticuerpos.
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Los resultados obtenidos con este ELISA indirecto se muestran en las
Figuras 1V. 20 y IV. 22. Tanto en las mezclas tacteas como en las de queso, la
respuesta de 105 anticuerpos a 1a presencia creciente de leche de cabra produce
un incremento lineal de la absorbancia, en especial entre los porcentajes |y 25 %
de sustitucion. Asimismo, a partir del S0 % de sustitucién la adicion de leche de
cabra no puede detfectarse con fiabilidad, puesto que desde ese momento se
produce una estabilizacion en 1a absorbancia de las muestras. La sensibilidad del
método no permite detectar la presencia de leche de cabra en concentraciones
inferiores al 1 %.

V. C. 2. DETECCION DE LECHF DE CABRA POR UN ELISA SANDWICH ,

Dada la analogia existente entre 1as leches de cabray ovejay la sensibilidad
del ELISA sandwich para detectar la presencia de leche de vaca en la de ovejay
cabra, se pensoé en desarrollar y poner a punto esta metodologia para 1a deteccidn
y cuantificacion de 1a leche de cabra en las mezclas de leche y en los quesos de
oveja.

Los anticuerpos uttiizados fueron 1os ant1-CC de conejo, purificados por tres
columnas, conjugados a la biotina unas veces (anticuerpos de deteccién) y otras
sin conjugar (anticuerpos de captura).

Analizando mezclas experimentales de leche y de queso de composicion
conocida se obtuvieron 10s resultados que se observan en las Figuras IV. 24y V.
26. La respuesta inmunoldgica obtenida fue en ambos casos lineal, permitiendo la
deteccidon de un 1 a un 100 % de sustitucién de leche o queso de oveja por los de

cabra. Como se desprende de 1a Figura |V. 24, 1a absorbancia para el 0 % de
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sustitucion (leche pura de oveja) no fue menor de 0,300, mientras que para una
sustitucion del 100 % (leche pura de cabra), la absorbancia no superé el valor de
1,252, Valores similares se encontraron con 1as mezclas de queso.

Esta respuesta lineal, que contrasta con la logaritmica observada en la
deteccién de leche de vaca, puede deberse, de una parte, a la propia sensibilidad
del ELISA sandwich, y de otra, a la escasa espectficidad de! Inmunosuero anti-CC.
Este hecho, que ya se ha comentado en la seccion V., A 3., se deberia, como se
resaltaba alli, a que el contenido proteico del tnmunosuero anti-CC purificado por
tres columnas era aproximadamente 1a mitad del correspondiente al inmunosuero
anti-CV purificado de la misma manera; tal diferencia en contenido proteico 1o
atribuiamos a que la concentracion de inmunoglobulinas inespecificas del
inmunosuero anti-CC retenidas en las dos primeras columnas (la mayoria de las
cuales reconocen a determinantes antigénicos comunes con 13 caseina de oveja),
es grande, con 1o que disminuye la concentracton de inmunoglobulinas especificas
retenidas en la Gltima columna.

No obstante, el ELISA sandwich es el mas eficaz para la deteccién y
cuantificacion de l1a jeche de cabra en la leche y en el queso de oveja. Aunque 10
valores de las absorbancias obtenidos con este tipo de ELISA sean menores que
los del ELISA indirecto y aungue con €l no se detecten concentraciones menores
det 1 %, este metodo es €1 mas fiable, dado el intenso proceso de purificacion al
que se somete el inmunosuero. Por otra parte, cuando 10s porcentajes de
sustitucion de leche de oveja por la de cabra varfan entre el | y el 100 %, la
respuesta obtenida es de tipo lineal; ademas no se produce una saturacién de 10s
componentes que intervienen en el ensayo, contrariamente a lo que sucede con el
ELISA indirecto.
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V. C. 3. EVALUACION DE LOS RESULTADOS DE ESTE TRABAJC FRENTE A LOS DE
QTRAS TECNICAS.

Si bien la mayoria de los trabajos desarrollados para identificar el origen
especifico de 1a leche de mezclas lacteas y de quesos persiguen la deteccion de la
leche de vaca, también se han desarrollado algunos métodos para identificar 1a
presencia de leche de cabra en la de oveja y en sus quesos, segin se senald en la
seccion 1. C. Entre los métodos no inmunolbgicos, se han citado los
cromatograficos {(Smeyers-Verbeke, 1977), que no detectan adiciones de leche de
cabra menores del 10 &, y la electroforesis en geles de poliacrilamida (Assenat,
1967, Amigo y col., 1989), que tampoco logra mejores resultados. Respecto este
ultimo método Assenat (1967) sehald que, debido a la similitud de las caseinas

g Ovina y caprina, sus resultados no son fiables para sustituciones de leche de

oveja por la de cabra menores del 30 %. Otro método es el dei isoelectroenfoque,
puesto a punto por Ruiz y Santillana (1986), cuyo limite de sensibilidad es del 3
%; utiliza como indicadores 1as proteinas del suero de leche en un gradiente de pH
de 3,5-9,5.

De los métodos inmunoldégicos, uno de los primeros empleados en la
deteccion de leche de cabra fue el de la inmunoprecipitacion en medio liquido
(Pinto, 1966). La sensibilidad del metodo fue del S %; emplea {nmunosueros
anti-proteinas sanguineas de leche de cabra, neutralizados con las proteinas
sanguineas de las especies con las que presentaban reacciones cruzadas. No
obstante, este método solo era aplicable a ia leche cruday a la pasterizada, dado

que con tratamientos térmicos de mayor intensidad no se observa precipitacion.
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E1l método de inmunodifusion radial de Levieux (1977), es el mas utilizado en
la identificacion de teche de cabra; tiene un limite de deteccion del 1 %, y se
comercializa actualmente bajo el nombre de BC test; se emplea tanto en mezcias
lacteas como en quesos. Entre 1as Hmitaciones de este método senalaremos que
en 1as leches sometidas a tratamientos térmicos superiores a 75 2C durante 30
sequndos debe aplicarse un factor de correccion, 16 mismo que en 10S quesos, en
105 que también es necesario establecer correcciones segun su extracto $eco
total. Amigo y col. (1989), comparando los métodos de electroforesis e
inmunodifusion, concluyeron que el segundo es menos fiable gue el primero y a

que da valores de sustitucién inferiores a 10s reales.

Garcia (1990) ha desarrollade y puesto a punto dos métodos
tnmunoenzimaticos (ELISA), indirecto y sandwich, para la deteccion de leche de
cabra en la de oveja. Emplea un inmunosuero anti-proteinas séricas de leche de
cabra, neutralizado o purificado por cromatografia de afinidad. El limite de
sensibilidad obtenido de ambos ELISA es del 1 %. No obstante, los mejores
resultados se obtenfan al empliear como antigeno el suero de la leche ya que 1a
leche entera da una respuesta inmunologica menos precisa.

De 1o anterformente expuesto se concluye que 1os métodos
inmunoenzimaticos (ELISA), indirecto y sandwich, desarroltades en este trabajo,
son adecuados para la deteccién de la teche de cabra en la de oveja. Su
sensibilidad es comparable a la de otros métodos inmunoldgicos (1 %), y pueden
emplearse tanto en mezclas de leche como en quesos madurados; su realizacion
s010 requiere 4-5 horas.
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Puesto que las caseinas de 1a leche presentan una elevada termoestabilidad
y dado que se utilizan como antigenos en la obtencién de los inmunosueros
empleados en este trabajo, se considero de interés analizar la influencia de los
tratamientos térmicos en la capacidad de los anticuerpos de reconocer a las
caseinas frente a las que se obtuvieron,

Los resultados obtenidos con las leches de vaca y cabra sometigas a
distintos tratamientos térmicos manifiestan ciertas diferencias que dependen
del método ELISA empleado (indirecto o sandwich). Respecto al ELISA indirecto,
en las Figuras V. 27 y IV. 29 se muestran los valores de absorbancia obtenidos al
analizar muestras de teche de oveja que contenian 0, 1,5, 10, 15,25,50y 100 %
de leche de vaca o cabra. Como se deduce de la observacion de estas figuras, la
sensibilidad del metodo no cambia con los tratamientos térmicos empleados y el
descenso de los valores de absorbancia es poco manifiesto entre las mezcias de

leche cruda, pasterizada, esterilizada o UHT.

No obstante, la sensibilidad del ELISA sandwich disminuye con el
tratamiento térmico de 1a leche, siendo 1as absorbancias de 1as mezclas de leche
esterflizada y UHT significativamente menores que ias de la leche cruda y
pasterizada (Figuras V. 28 y 1V. 30). Asi, en la deteccion de leche de vaca en 1a
de oveja (Figura V. 28), ias absorbancias de la cruda, pasterizada, esterilizaday
UHT con un 25 ® de sustitucién fueron, respectivamente 2,390, 2,360, 0,571 y
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0,980. En 1a deteccion de leche de cabra en la de oveja (Figura IV. 30), ias
absorbancias del 100 % de sustitucion fueron, respectivamente, de 1, 250, 1,163,
0,851y 0,958.

La razon de que se aprecie mejor el efecto negativo de los tratamientos
térmicos en la deteccién de leches de vaca y cabra, en los ELISA sandwich que en
10s indirectos se debe probablemente a la mayor sensibitidad de 1os primeros . La
pasterizacion de la leche (62 C durante 30 minutos) no afecta a la estructura de
l1as caseinas, pero a partir de los 70 °C comienzan a producirse cambios
estructurales, que son tanto mas marcados cuanto mayor es la temperatura de

calentamiento. Efectivamente, a partir de los 70 2C las proteinas del suero,

principalmente la B-lactoglobuling, se asocian a las caseinask y ago Y, a partir

ge los 120 oC, las caseinas, en particular ia caseina P, comienzan a perder

algunos radicales nitrogenados, con 1o que aumenta la fraccion de
proteosa-peptona y de nitroégeno no proteico de 1a leche (Walstra y Jennes, 1987).
Los cambios estructuraies asi como 1a precipitacién de 1as proteinas del suero en
las moléculas de caseina dificultan el reconocimiento de sus correspondientes
antigenos por parte de los anticuerpos de captura, que son muy especificos; por
esta causa los anticuerpos de deteccion encuentran menos moléculas de caseina a

jas que unirse disminuyendo asi 1a respuesta inmunolodgica del ELISA sandwich.

De ello se deduce que si 1a adulteracion de la leche de oveja se realiza con
leche esterilizada y 1a deteccién se realiza con un ELISA sandwich, los valores de
absorbancia obtenidos podrian inducir a error ya que equivaldrian a porcentajes
de sustitucidon menores que los reales. Por el contrario, si la deteccion y

cuantificacion se realiza con un ELISA indirecto, 10s valores de las absorbancias
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no resultarian tan afectados por el tratamiento térmico. No obstante, deben
realizarse un mayor numero de experiencias para valorar convenientemente 1a

influencia de los tratamientos térmicos en la deteccion de leche de vaca y cabra
por métodos inmunoenzimaticos (ELISA).



CAPITULO Y|

CONCLUSIONES
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1. Se ha comprobado que cuando se utiliza 1a técnica de inmunodifusion en
geles de agarosa, los inmunosueros anti-caseinas de leche de vaca (anti-CV) y
anti-caseinas de leche de cabra (anti-CC) producen reacciones cruzadas con otras
caseinas de especies animales distintas de aquellas frente a las que se
obtuvieron. En consecuencia estos inmunosueros no pueden utilizarse con
fiabilidad en las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA), aplicadas a la deteccion y
cuantificacion de las leches de vaca y de cabra en las mezclas lacteas y en

quesos. Para ello deben someterse a un proceso de purificacion previo.

2. La purtficacion de los inmunosueros anti-CV y anti-CC de conejos, por
cromatografia de afinidad en una columna de Sepharosa 4B~CNBr, gue contiene
como ligando el extracto antigénico frente al que se habian obtenido, no elimina
Sus reacciones cruzadas con las caseinas de especies heteroélogas. Estas se evitan
neutralizando los anticuerpos parciaimente purificados con las caseinas
liofilizadas de 1as especies animales frente. a las que presentan reacciones

cruzadas.

3. Los inmunosueros anti-CV de macho cabrio y anti-CC de conejos, pueden
purificarse por cromatografia de afinidad pasandolos por tres columnas; las dos
primeras contienen como ligandos las caseinas de especies heterologas, y 1a
ultima las de 1a especie frente a la que se obtuvieron. La precipitacion previa de!
inmunosuero total con sulfato aménico saturado mejora la purificacion de las

inmunoglobutinas.

4 La técnica Inmunoenzimatica (ELISA indirecto) desarroliada en este
trabajo, permite detectar y cuantificar la presencia de leche de vaca en las
leches y quesos de ovejay de cabra dentro de un rango de adicion del 1 al 50 %. No
obstante, 1a sensibilidad del método es insuficiente para detectar
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concentraciones menores del 1' %, mientras que a partir de! S0 % de sustitucién fa
presencia de leche de vaca no se detecta con fiabilidad ya que se produce 13
saturacion de los componentes que Intervienen en el ensayo.

>. ETELISA sandwich desarrollado es el método mas eficaz para la deteccién
y cuantificacion de la leche de vaca en 1as leches y quesos de oveja y de cabra,
puesto que permite cuantificar de un 0,1 a un 25 R de sustitucion; su respuesta
inmunolégica es logaritmica lo que permite emplearlo cuando 1os niveles de
sustitucion son pequenos.

6. Con el ELISA indirecto desarrollado en este trabajo y utilizande
anticuerpos anti-CC, parcialmente purificados y neutralizados, es posible
cuantificar una sustitucion de teche o queso de oveja por 10s de cabra del orden
del 1al 25 %.

7. Bl ELISA sandwich desarroliado, que emplea anticuerpos anti-CC
purificados por tres columnas, permite detectar de un 1 a un 100 % de leche de
cabra en 1as leches y guesos de oveja; este método es el mas recomendable debido
a 1a purificacion exhaustiva a que se someten 105 anticuerpos y a su respuesta
lineal a concentraciones crecientes de leche de cabra. Con ninguno de los ELISA
desarroliados pudieron detectarse con precisidn concentraciones de leche de

cabra menores del 1 %.

8 Los tratamientos térmicos a 105 que se somete comercialmente la leche
no influyen en la deteccién de leches de vaca y cabra por el método del ELISA
indirecto. Por el contrario, el ELISA sandwich pierde mucha sensibilidad al

calentar 1a leche a temperaturas mayores de 70 2C.
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De los resultados descritos en este trabajo puede concluirse que 1os
anticuerpos policlonales anti-caseinas de leche de vaca y cabra, parcialmente
purificados y neutralizados con las caseinas de las especies heterdlogas o
purificados por cromatografia de afinidad, permiten el reconocimiento de

epitopos especificos de 1as caseinas de vaca y cabra,

No obstante, la utilizacién de anticuerpos policlonales presenta una serie de
problemas que limitan su empleo en las técnicas inmunoldgicas. Estas
limitaciones se deben no solo a que el proceso de obtencidn y de purificacion de
los inmunosueros es largo y costoso y a la diferente respuesta de cada animal
frente al proceso de inmunizacidn, sino fundamentalmente a que 10s anticuerpos
especificos resultantes constituyen una mezcla heterogénea de inmunoglobulinas,
cuya afinidad es bastante variable debido a los distintos determinantes
antigénicos frente a 10s que se obtuvieron,

Elto conduce a pensar en la utilidad de los anticuerpos monoclonales, asi
como en el emplec de 105 mismos para 1a identificacion de la presencia de leche
de diversas especies animales en mezclas lacteas y quesos madurados. Las
ventajas de la utilizacion de anticuerpos monocionales se derivan
fundamentatlmente de tres caracteristicas: especificidad, homogeneidad vy
obtencién en cantidades ilimitadas. E1 inicio de la tecnologia de 13 obtencidn de
anticuerpos monocionales dertva de 10s trabajos de Kohler y Miistein (1975) que
desarroltaron una técnica que permitia el crecimiento de clones de células
secretoras de anticuerpos de especificidad definida. Mediante este
procedimiento, 1as células secretoras de anticuerpos (1infocitos) procedentes de
ratones inmunizados, se fusionan con células tumorales (mieloma) de raton. La
célula hibrida obtenida, denominada hibridoma, hereda de los linfocitos la
capacigad de producir anticuerpos y de 1as celulas tumoraies la de reproducirse
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indefinidamente /7 vitro. A 105 anticuerpos producidos por estos hibridomas se
tes denomina, pues, anticuerpos monoclonales.

Puesto que en nuestro Departamento se posee experiencia en !a obtencion de
anticuerpos monoclonales frente a las proteinas musculares solubles de 1a carne
de polto y en su empleo en l1a deteccion y cuantificacion de la presencia de esta
carne en mezclas carnicas, proponemos obtener en un futuro préximo anticuerpos
monoclonales especificos frente a las caseinas de vaca y de cabra, con vistas a
su empleo en la identificacion de la leche de estas especies en mezcias lacteas y
en guesos madurados. No obstante, para ello deben alcanzarse los siguientes

objetivos parclales:

1. Utilizar los anticuerpos obtenidos en este trabajo procedentes de la
inmunizacion de conejos con caseinas de vaca y cabra y, mas tarde, purificados

por cromatograria de afinidad (anti-CV y ant1-CC), para identificar 1as fracciones

caseinicas {o, B y k) de 1a leche de vaca y cabra, que induzcan ia formacion de

una mayor concentracion de anticuerpos especie-especificos. E1 fraccionamiento
de las caseinas de la leche de vacay cabra se realizara por cromatografia liquida
rapida (FPLC), siguiendo esencialmente 1as técnicas descritas por Andrews y col.
(1985) y Davies y Law (1987).

2. Inmunizar ratones Balb/c con las fracciones caseinicas inductoras de la
mayor concentracién de anticuerpos especie-especificos de vaca y cabra y

fusionar posteriormente 1os linfocitos extraidos del bazo de 1os ratones

inmunizados con céiutas de mieloma de raton.

3. Una vez 1dentificados y obtenidos los hibridomas productores de
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anticuerpos monoclonales especificos frente a las caseinas de vaca y cabra, se
procedera al analisis de los anticuerpos monoclionales producidos y a su
evaluacion utilizando técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) del tipo indirecto y
sandwich, para detectar y cuantificar la presencia de leche de vaca o cabra en

mezclas lacteas y quesos madurados.

4. Asimismo, se procedera a extraer de los hibridomas de interés su RNA
mensajero y de éste se obtendra el DNA complementario para, medtante la
utitfzacion del sistema PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), enriguecer 1a
preparacion y proceder a la clonacién en vectores genéticos adecuados de las
secuencias VH (cadena pesada de 1a region variable) y VL (cadena ligera de la
region variable), responsables del reconocimiento antigénico de los anticuerpos

monoclonales por ellos producidos.

5. Utilizando hospedadores bacterianos como Escherichia coli y mediante la
utilizacion de vectores genéticos adecuados, plasmidos (ward y col, 1989) o
bacteridofagos (Huse y col.,, 1989), se intentara ta insercion, expresion y secrecion

al exterior de las cadenas peptidicas de interés de los anticuerpos monoclonales.

Las ventajas de la utilizacton de bacterias genéticamente manipuladas para
sintetizar anticuerpos monocionales son obvias en io que se reftere a estabilidad
genetica de esta funcién, a su modificacion genética utilizando mutagenos
diversos, al almacenamiento de las bacterfas a temperaturas de congelacion
menores y a su facilidad de transporte de un taboratorio a otro, de un pais a otro,

etc., sin los problemas de mortalidad celutar propios de ias células eucariotas.
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