INVE§TIGACION

CIENCIA

DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE AGUASCALIENTES

NUmero 43, (16-20), Enero-Abril 2009

Desarrollo de un método inmuno blot para

detectar glucomacropéptido (GMP) como

indice de adulteracion de leche de vaca
con suero de queseria

Norma Angélica Chdvez Vela !, Eva Salinas Miralles 2,
Juan Jduregui Rincédn', Laura A. Palomares Aguilera @,
Fernando Bon Rosas !

RESUMEN I

La leche es un producto que contiene un alto va-
lor nutricional y es considerada como un produc-
to bdsico en la alimentacién humana, razén por
la cual, el sector lechero tiene gran importancia
socioecondmica a nivel mundial. Las industrias
procesadoras y comercializadoras de leche tie-
nen problemas con su adulteracién ocasionado
por el suero de queserias. Uno de los métodos
mds usados para detectarlo es a través de la
identificaciéon de un glucomacropéptido (GMP),
presente sdlo en el suero de queseria y no en la
leche. Los métodos para detectar GMP requie-
ren de mucho trabajo y tiempo, y, a su vez, pre-
sentan problemas de sensibilidad y precision en
concentraciones bajas. En esta investigacion se
desarrollé un nuevo método de andlisis median-
te inmuno blot para la deteccion de GMP, usan-
do anticuerpos policlonales anti-GMP. De este
modo, puede detectarse GMP con una mayor
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sensibilidad, precisién y rapidez que con los mé-
todos utilizados hasta ahora.

ABSTRACT I

Milk is a product of high nutritional value and is
considered commodity product for human con-
sumption, which is why the dairy sector is of great
socio-economic importance. Worldwidemilk pro-
cessor industries and distributors have problems
of milk adulteration with cheese whey. Most used
method to detect cheese whey is the identifica-
tion of a glycomacropeptide (GMP), which is pre-
sentonly in the cheese whey but notin milk. At pre-
sent, methods to detect GMP require major work
and time, presenting problems of sensitivity and
accuracy atf low concentrations. We developed
a novel western blot analysis for GMP detection,
using anti-GMP polyclonal antibodies. This assay
can detect GMP with greater sensitivity, precision
and speed that the methods used so far.

INTRODUCCION [

La leche es un producto alimenticio de gran im-
portancia por sus propiedades nutritivas y alto
valor biolégico. Las industrias procesadoras y co-
mercializadoras de leche tienen el problema de
adulteracion de ésta en cualquiera de sus pre-
sentaciones ya sea con suero de leche fresco o
en polvo con el fin de obtener mayorrendimiento
en el producto final con consecuencias de indo-
le nutricional, econdmica y legal. La adicién del
suero de leche es atractiva econdmicamente ya
que su costo es de cuatro a cinco veces menor
que la leche, ademds de que no influye negati-
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vamente en la percepcidén sensorial del producto
por parte del consumidor. (Rosas, J.,1997).

Existen diferentes métodos directos e indi-
rectos que sirven para detectar la presencia vy,
en algunos casos, conocer la canfidad de sue-
ro como agente adulterante en la leche en sus
diferentes presentaciones. Entre los métodos indi-
rectos se encuentra la deteccién de un péptido
especifico, el glucomacropéptido (GMP), que se
libera cuando la leche entra en contacto con la
enzima quimosina o pepsina que se utiliza para la
coagulacion de la caseina en la produccién de
quesos. Los métodos basados en la deteccion
del GMP son los mds confiables, por ser éste un
componente especifico del suero, y por tanto,
deberia estar ausente en la leche. (Benitez et al.,
2001; Mikkelsen, et al. 2006) sin embargo, requie-
ren mucho trabagjo y tiempo (desde unas horas
hasta tres dias) y, ademds, presentan problemas
de sensibilidad y precision en bajas concentra-
ciones. Asi pues, se necesitan métodos sensibles
y especificos para detectar y cuantificar GMP
como indice de adulteracién de leche con suero
de queseria. Técnicas analiticas de gran sensibili-
dad y muy especificas son las inmunoldgicas, las
cuales se basan, fundamentalmente, en la gran
especificidad que tienen los anticuerpos, permi-
tiendo asi realizar mediciones de muestras sin una
previa purificacion, concentracién, extracciéon o
fratamientos especiales.

Por todo esto, la hipdtesis de este frabajo
consistid en que se pueden obtener anticuerpos
confra GMP y con ellos, mediante un sistema
inmuno blot, detectar al GMP como indice de
adulteracién de leche por la adicidn de suero de
queseria. El objetivo del trabajo fue desarrollar
un sistema de deteccion sencillo, répido, sensible
y especifico, basado en una reaccién inmunolo-
gica, mediante la técnica del inmuno blot, para
detectar adulteraciones en leche por la adicion
de suero de queseria.

MATERIALES Y METODOS [

Muestras: GMP (CGMP-10; Arla Foods Amba,
Denmark), leche cruda de vaca (control ne-
gativo de GMP) y suero proveniente de queseria
(control positivo de GMP).

a) Induccién de produccién de anticuerpos.
Se inmunizaron siete conejos hembras adultos, de
la cepa “Nueva Zelanda”. Se realizaron cuatro

pautas de inmunizacion, inoculando subcutd-
neamente 1 mg/ml de GMP en cada una vy ufi-
lizando adyuvante de Freund como estimulador
de la respuesta inmune del animal. Las inmuniza-
ciones se hicieron a intervalos de cuafro sema-
nas. La produccién de antficuerpos anti-GMP se
verificd mediante electroforesis e inmuno blots.

b) Purificacién de anticuerpos policlonales
anti-GMP. El antisuero se traté con 0.5 voliUmenes
(del volumen inicial) de una solucién saturada de
(NH,),SO, y se centrifugd a 3000 g por 30 minutos.
La pastilla se resuspendid en 0.5 volumenes de
PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 100 mM,
y KH,PO, 1.8 mM) del volumen inicial de suero.
La solucidon de anticuerpos se ultrafiltré en Ami-
con 8050 con una membrana de corte de 10 kDa
(Millipore Co.), se hicieron cinco cambios de PBS.
El remanente (residuo no filtfrado) se ajusté a un
volumen del inicial en PBS y después se adicio-
naron dos voliUmenes de acetato de sodio 60
mM (pH 4.0) y lentamente dcido caprilico 0.75
ml/10 ml de suero. La solucién de anticuerpos se
centrifugd a 5000 g por 10 min. El sobrenadante
se ulfrafiltrd con una membrana de corte de 10
kDa con varios cambios de PBS hasta pH 7.4 de la
solucion de anticuerpos.

El GMP (5 mg) se acopld covalentemente a
una columna HP (Sepharosa) NHS activada (GE
Healthcare) segun instrucciones del fabricante
y después la solucidn de anticuerpos se pasd a
través de esta columna acoplada para que se
unieran los anticuerpos especificos del GMP. Los
anticuerpos unidos se eluyeron con una solucién
de dglicina 100 mM pH 2.5, se neutralizaron con
Tris HCI 1T M pH 9 y se almacenaron en alicuotas a
4°C. La actividad de las fracciones obtenidas se
probd porinmuno blot y la cantidad de proteina
total se determind por el método de Bradford. La
pureza de los anticuerpos se probd por electrofo-
resis en geles de poliacriamida con duodecil sul-
fato de sodio (SDS-PAGE), bajo condiciones des-
naturalizantes en gel de poliacrilamida al 10% vy
posterior tincidén con plata de los geles. Finalmen-
te, se almacenaron los antficuerpos en alicuotas a
-80°C hasta su uso.

c) Inmuno blot. Se utilizd el sistema  Bio-Rad
Miniprotean Il para hacer una separaciéon elec-
troforética de proteinas de las muestras a anali-
zar (leche y productos con suero de leche, GMP)
por SDS-PAGE 13.5% bajo condiciones reductoras
(Laemmli, 1970). Las proteinas se transfirieron elec-
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troforéticamente del gel a membranas de nitro-
celulosa de un kit (One-Step™ Western Kit) por
dos h a 80V en buffer de corrida (0.025 M Trizma®
base, 0.186 M Glicina, 5.2 M metanol). Las mem-
branas se trataron por cinco min. en una solucién
de prefratamiento del kit, se lavaron y, posterior-
mente, se inculbaron con una solucidén que con-
tenia los anticuerpos anti-GMP (dilucion 1:1000)
durante 40 minutos con agitacién a temperatura
ambiente. La membrana se lavd y se desarrollé
el blot con una solucidn con cromosensor-TMB
(3.3,5,5-Tetramethylbenzidine) del kit.

d) Procesamiento de leche y de muestras
de productos lacteos. Se analizaron muestras
de leche no adulterada, leche con diferentes
cantidades de GMP o de suero de queseria, de
yogurt, margarina y suplemento dietético. En el
caso de muestras liquidas, 25 ml de éstas se mez-
claron con dcido fricloroacético (TCA) a una
concentracion final de 8% con el fin de precipitar
la k-caseina que puede dar reactividad cruzada
con el GMP. (Benitez et al., 2001). Un segundo
tratamiento con TCA a una concentracién final
del 14% se dio al sobrenadante con el fin de
precipitar el GMP (Benitez et al., 2001, Galindo et
al. 2006). El precipitado se disolvidé en 20 ul de Tris
HCI 75 mM, pH 8.0 y las muestras se analizaron por
inmuno blot. En el caso de la margarina (2 g), ésta
se disolvid previamente en cloroformo-metanol
(2:1) para remover los lipidos; posteriormente, el
GMP fue solubilizado por adiciéon de agua (Naka-
no et al., 2007) y recuperado con TCA a una con-
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centracion final del 14%, disuelto en 20 ul de Tris
HCI 75 mM, pH 8.0 y analizada por inmuno blot.
El yogurt, la margarina y el suplemento dietético
contienen suero de queseria como componen-
te y cabe senalar que esto se especificaba en el
producto.

RESULTADOS ]

a) Confirmacion de la pureza de los anticuerpos
anti-GMP obtenidos. Por andlisis electroforético vy
tincién plata de los anticuerpos anti-GMP  obte-
nidos, se observaron bandas proteicas de peso
molecular aproximado a 25 y 50 kDa las cuales
corresponderian con las cadenas ligeras y pesa-
das de los anticuerpos IgG. (Figura 1).

b) Confirmacién de la especificidad de los
anticuerpos anti-GMP. La figura 2 muestra que
los anticuerpos policlonales anti-GMP detectaron
fres bandas de 45, 20 y 14 kDa en muestras de
suero de queseria liquido. Las bandas de 20.1 y
14 kDa corresponden a muestras de GMP puro, el
inmundgeno original. Estas bandas corresponden
al GMP en diferentes estados de agregacion. No
se observaron estas bandas proteicas en mues-
fras de leche no adulterada, indicando que no
hubo reactividad cruzada con los componentes
de la leche.

c) Limite de deteccién y duracién del ensayo.
Porinmuno blot con anticuerpos anti-GMP se de-
tectd una concentracion hasta de 0.5% (p/v) de

-
|

W

Figura 2: Especificidad de los anticuerpos anti-GMP. L: 10 ul de leche
procesada sin suero de queserfa (control negativo). GMP: 10 ug de GMP puro

(control positivo).
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Figura 3: Anélisis inmuno blot de muestras de leche adulterada
con concentraciones crecientes de suero de queseria liquida,
usando anticuerpos policlonales anti-GMP . L: 10 ul de leche
procesada sin suero de queserfa (control negativo). GMP: 10
ug de GMP puro (control positivo).

GMP puro adicionada a leche (figura 3). Cuan-
do se adicioné GMP a la leche y posteriormente
las muestras se procesaron para la remosidon de
k-caseina, no hubo modificacién en la s bandas
visuadlizadas para el GMP (figura 3). La fraccién
proteica de 20.1 kDa siempre fue mds intensa
que la de 14 kDa.

El andilisis mediante inmuno blot de muestras
de leche con suero de queseria mostrd bandas
de 45, 20.1 y 14 kDa, correspondientes al GMP.
La banda proteica de 20.1 kDa fue mds abun-
dante que la de 45y 14 kDa. Se analizaron tam-
bién por inmuno blot muestras de leche sin adul-
terar y GMP como confrol positivo y negativo,
respectivamente. El limite mds bajo de deteccién
de suero de queseria fue de 0.5% (v/v) (figura 3).

El fiempo de andlisis para la deteccidn de
GMP o de suero de queseria fue de 4.5 horas,
incluyendo el fratamiento de las muestras con
TCA.

d) Deteccién de GMP en productos comer-
ciales. En el andlisis de la margarina se detecta-
ron tres bandas proteicas de 45, 20.1 y 14 kDa,
mismas que se observaron en el suero de quese-
ria cuando se analizd. En el suplemento dietético
y en el yogurt, se observé solamente el GMP con
peso molecular de 20.1 kDa (figura 4).
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Figura 4: Analisis inmuno blot de diferentes alimentos comerciales
con suero de queseria, usando anticuerpos policlonales diluidos
1:1000. L: 10 ul de leche procesada sin suero de queseria (control
negativo); SD: 10 ul de suplemento dietético procesado; M: 5
ul de margarina procesada; Y: 10 ul de yogurt procesado; GMP: 10
ug de GMP puro (control positivo).

DISCUSIONES I

Mediante la técnica de inmuno blot en este tra-
bajo, se desarrollé un método facil, répido, sensi-
ble y especifico para detectar GMP como indice
de adulteracién de leche con suero de queseria.
Para esto, se utilizaron anticuerpos policlonales
anti-GMP que detectaron GMP en leche adulte-
rada con suero de gueseria. Cuando se analizé
GMP puro, los anticuerpos reconocieron dos ban-
das peptidicas de 20.1 y 14 kDa, mientras que en
el andlisis de suero, se observé una banda mds
de 45 kDa. El GMP como mondmero tiene una
masa molecular de 6.8 kDa sin considerar la por-
cion glucidica, sin embargo, forma agregados.
El mecanismo de agregacién se desconoce,
y tampoco estd claro por qué el agregado de
GMP no se disocia en presencia de SDS. Se ha
referido que el SDS se une a la porcidn peptidica
de una molécula de GMP y evita interacciones
hidrofébicas con otras moléculas de GMP;  sin
embargo, las cadenas glucidicas de las dife-
rentes moléculas de GMP pueden interactuar a
través de enlaces por puentes de hidrégeno, lo
que tfrae como resultado masas moleculares ma-
yores para este péptido pues se forman dimeros,
trimeros, tetrdmeros, etc. (Galindo et al., 2006).
Este hecho explica la identificaciéon del GMP con
bandas de diferentes pesos moleculares. La jus-
tificacion de utilizar antficuerpos policlonales en
lugar de anticuerpos monoclonales se debe a
que las diferentes técnicas de procesamiento de
los alimentos pueden afectar sus péptidos o pro-
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teinas, destruyendo asi epitopos, lo que impediria
el reconocimiento de éstos por los anticuerpos
monoclonales. Debido a que los antficuerpos poli-
clonales reconocen varios epitopos diferentes, la
probabilidad de detectar una proteina o péptido
alterado o desnaturalizado es mayor.

La sensibilidad del método desarrollado fue
mayor que otros reportados. De los métodos mds
sensibles que conocen estd el de Galindo et al.,
(2006) quienes por HPLC detectaron hasta 1%
(v/v) de suero de queseria liquido en leche. Este
método es complejo, costoso y tardado pues el
GMP debe purificarse previamente, para lo cual
se requiere al menos de seis horas. El método in-
muno blot desarrollado para detectar GMP es
mds sencillo, menos caro, mds rdpido pues se
realiza en un total de 4.5 horas y mds sensible ya
que se logrd detectar hasta 0.5% (v/v) de suero
de queseria liguido en leche.

Actualmente, el GMP se usa cada dia mds
como nutfraceutico debido a sus propiedades
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