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Resumen.

Los crustaceos se encuentran entre los mariscos mas comunmente consumidos,
pero también representan un grupo importante de alimentos que causa alergia
alimentaria, siendo la tercera causa mas importante de anafilaxia inducida por
alimentos. La actual normativa de etiquetado obliga incluir los crustaceos si se utilizan
como ingredientes en la elaboracién de unalimento. Sin embargo, pueden también estar
presentes como alérgenos ocultos debido a una contaminacion cruzada durante el
procesado, por lo que es necesario disponer de técnicas analiticas especificas y sensibles
para su deteccion.

La presente memoria forma parte de un proyecto cuyo objetivo es desarrollar
técnicas inmunoquimicas rapidas para la deteccion de crustaceos en alimentos
procesados. Para realizar este trabajo ha sido necesario poner a punto un método de
purificacion de la tropomiosina, la proteina diana seleccionada por ser abundante y la de
mayor potencial alergénico de los crustdceos, ademas de presentar una elevada
termoestabilidad. Estas caracteristicas son esenciales para que las técnicas que se
desarrollen puedan alcanzar una buena sensibilidad y se puedan aplicar en alimentos
que hayan sido sometidos a tratamientos térmicos durante su procesado.

Se han ensayado diferentes condiciones de preparacion de las muestras de
langostino (eliminando o no el exoesqueleto, aplicando o no un tratamiento térmico,
entre otras), asi como diferentes condiciones de extraccion (pH y fuerza i6nica del
tampon, presencia de agentes desnaturalizantes, temperatura y tiempo de incubacion,
entre otros). Asimismo, se han ensayado dos procesos de purificacion, uno mediante
técnicas de precipitacion isoeléctrica y salina y otro mediante técnicas de cromatografia
de filtracién en gel).

El protocolo de purificacion de la tropomiosina con el que se han obtenido los
mejores resultados en cuanto a pureza y rendimiento ha incluido la extraccion de las
proteinas del tejido muscular del langostino con PBS tras un tratamiento en ebullicion
durante 5 min y la separacion de las proteinas mediante una cromatografia de filtracion
en Sephadex G-50 en presencia de unagente quelante.

La tropomiosina purificada se inocul6 en conejos para obtener antisueros, que se
han caracterizado para conocer su titulo y especificidad. Los antisueros, analizados
mediante una técnica de ELISA indirecto, tienen un titulo alto y muestran reaccion

cruzada con extractos de otras especies de crustaceos, tanto crudos como tratados



térmicamente, pero no con extractos de moluscos, pescado, carne de ternera o de pollo.
Estos resultados indican que los antisueros obtenidos podrian ser usados para desarrollar
técnicas inmunoquimicas para la deteccion de especies de crustdceos en alimentos

procesados.
Summary.

Crustaceans are among the most commonly consumed seafood, but they also
represent an important food group that causes food allergy. Proteins of crustaceans are
the third most important cause of food-induced anaphylaxis. The current labeling
regulation requires including crustaceans if they are used as ingredients in the
preparation of food. However, they can also be present as hidden allergens due to cross-
contamination during processing. Therefore, it is necessary to have specific and
sensitive analytical techniques for their detection.

The present report is part of a project whose objective is to develop rapid
immunochemical techniques for the detection of crustaceans in processed foods. To
accomplish this work it has been necessary to fine-tune a method of purification of
tropomyosin. This target protein has been selected for being abundant and the one of the
highest allergenic proteins of crustaceans, and also presenting a high thermostability.
These characteristics are essential so that the techniques developed can reach a good
sensitivity and can be applied to thermal processed foods.

Different tropomyosin purification protocols have been tested from shrimp,
varying the conditions of the extraction buffer, salinity, denaturing or boiling, physical
elimination of the exoskeleton, use of reducing agents, denaturing agents and chelating
agents. The protocol which presented a higher degree of purity was obtained by the
extraction of protein from the muscle tissue of the shrimp in PBS buffer, boiled 5 min.
Then, the protein fraction purified by a gel chromatography with EDTA as a chelating
agent. Subsequently, antisera were obtained in rabbits against the purified protein. The
antiserum titer was determined by an indirect non-competitive ELISA technique.
Antisera properties of specificity and sensitivity were determined using double
immunodiffusion and indirect ELISA techniques. Results showed a high titer for the
antiserum and cross-reactivity against other crustaceans; even if they have been suffer
thermal treatment. Besides, no cross-reactivity has been found with mollusk, fish, beef
or chicken. Therefore, the antisera obtained could be used for developing

immunochemical techniques to detect crustacean in processed food.



1. Introduccion.
1.1. Alergia alimentaria.

Las alergias alimentarias son reacciones adversas a alimentos debido a su
ingestion, contacto o inhalacion, que tienen una patogenia inmunitaria comprobada
(EFSA, 2014). Estas reacciones se producen solamente en individuos sensibilizados, y
su respuesta no esta relacionada con la dosis ni con ningun efecto fisiopatoldgico del
alimento.

Las alergias alimentarias no deben confundirse con otras reacciones adversas a
alimentos como las intolerancias o las toxiinfecciones alimentarias, en las que no esta
implicado el sistema inmunitario. Las intolerancias estan causadas fundamentalmente
por un déficit en el organismo de algin enzima que metaboliza un compuesto
determinado de los alimentos, siendo la mas conocida la intolerancia a la lactosa. Las
toxiinfecciones alimentarias estan causadas por la presencia en el alimento de bacterias
0 sus toxinas, como es el caso de una salmonelosis o el botulismo (Guandalini y
Newland, 2011).

Existen dos tipos de alergias alimentarias, segun estén mediadas o no por
inmunoglobulinas de la clase E (IgE). Las mediadas por IgE presentan un alto titulo de
esta clase de anticuerpos y se caracterizan porque los sintomas se presentan de forma
rapida tras la toma de alimento (menos de 2 horas) por lo que se conocen como alergias
de tipo inmediato. En las alergias no mediadas por IgE participan otras clases de
inmunoglobulinas o células del sistema inmune, apareciendo los sintomas pasados
varios dias tras la ingestion del alimento sensibilizante, por lo que se denominan
alergias de tipo retardado. En este grupo se incluye la enfermedad celiaca y otras
enteropatias y enterocolitis a proteinas alimentarias de la leche de vaca, arroz, pollo o
soja, entre otros (AESAN, 2007; Guandalini y Newland, 2011; Rajan, 2003).

1.2.  Mecanismo de la alergia alimentaria mediada por IgE.

La alergia alimentaria tiene lugar en dos fases, la primera de sensibilizacion y la
segunda de la reaccion sintomatica, como se muestra en la Figura 1 (Alvarez-Cuesta et
al., 2006).

Tras la ingestion de un alimento ocurre un fendémeno fisiol6gico conocido como

tolerancia oral a nivel de la mucosa gastrointestinal (Cardona et al., 2006), donde las



células presentadoras de antigeno y las células T reguladoras cooperan para memorizar
tolerancia frente a los péptidos de la dieta (Chehade y Mayer, 2005). En las reacciones
alérgicas mediadas por IgE, la primera vez que el individuo entra en contacto con el
alimento alergénico tiene lugar la fase de sensibilizacion, que es asintomatica. En esta
fase las proteinas alergénicas presentes en el alimento son captadas por las células
presentadoras de antigeno de la superficie de la mucosa digestiva. Estas células
procesan el alérgeno y después se lo presentan a las células Th CD4", induciendo su
proliferacion y diferenciacion a linfocitos Th2 (Amsen et al., 2009). Estos linfocitos
producen citoquinas e interleucinas (IL-4, IL-5 e IL-13) que a su vez inducen la
activacion y proliferacion de linfocitos B a plasmocitos productores de IgE especificas
frente al alérgeno, lo cual inicia y propaga una respuesta inmune mediada por IgE
(Abramovitch et al., 2017).

Las IgE se unen entonces a receptores de las células mastociticas por su fraccion
constante. En las siguientes exposiciones (fase desencadenante) el alérgeno se une a las
IgE especificas de la superficie de los mastocitos, lo que induce su activacion y
consiguiente degranulacion, liberando histamina y otros componentes con potente
actividad vasoactiva que son los causantes de los sintomas y manifestaciones clinicas de
la reaccion alérgica (Cardona et al., 2006, Sampath et al. 2017).
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Figura 1. Mecanismo de una reaccion alérgica mediada por IgE (Gauvreau et al., 2015).
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1.3. Manifestaciones clinicas y tratamiento de la alergia alimentaria.

Las alergias alimentarias presentan caracteristicas clinicas bien definidas, y los
signos y sintomas varian en severidad, duracion, 6rganos y sistemas afectados (EFSA,
2014).

Las alergias alimentarias mediadas por IgE son las mas comunes y pueden
afectar a la piel, al sistema digestivo o/y al sistema respiratorio. La gravedad de los
sintomas puede variar desde leve a severa, pudiendo en ocasiones causar un choque
anafilactico que pone en peligro la vida del individuo (Boyce etal., 2011).

A nivel de la piel, las alergias alimentarias suelen producir urticaria con prurito
intenso y angioedema localizado especialmente en la submucosa de ojos, labios y a
veces lengua y garganta. Los nifios y adultos con dermatitis atopica tienen mas
probabilidad de sufrir alergias alimentarias dada su predisposicion genética a tener
mayores niveles de IgE sanguineas. En el tracto gastrointestinal, los sintomas mas
caracteristicos son nauseas, vomitos, dolor abdominal y diarrea, y pueden aparecer
aislados o en combinacion.

Las afecciones del aparato respiratorio cursan principalmente con rinitis y asma.
El sindrome de alergia oral producido por la ingestion de ciertos alimentos como frutas
frescas u otros vegetales crudos, se presenta casi exclusivamente con prurito oral u
orofaringeo aunque en ocasiones puede haber también edema de labios, lengua y
laringe. Estos sintomas suelen ir asociados al consumo de esos alimentos crudos y no
cuando se ingieren procesados dada la naturaleza termosensible de los alérgenos
implicados en el proceso.

La reaccion alérgica mas grave es la que da lugar a una reaccion anafilactica,
gue cursa de forma aguda e implica la afectacidn de numerosos 6rganos y sistemas,
manifestandose con dolor abdominal, nauseas, vomitos, diarrea, disnea, cianosis, dolor
toracico, urticaria, angioedema, arritmia, hipotension y shock (Bock y Atkins, 1990).
Esta reaccion, que constituye el 1-2% de los casos de alergia alimentaria inmediata,
puede causar la muerte si no se instaura de forma rapida un tratamiento con adrenalina o
epinefrina.

El tratamiento mas eficaz para prevenir una alergia alimentaria consiste en evitar
el consumo del alimento sensibilizante. Cuando se han manifestado los sintomas, el

tratamiento consiste en la administracion de antihistaminicos o -adrenérgicos, y en el



caso de un choque anafilactico hay que inyectar de forma urgente epinefrina por via
intramuscular (Boyce et al., 2011).

En los Gltimos afios se estan aplicando terapias de desensibilizacion oral para
inducir tolerancia a algunos alimentos alergénicos. Su fundamento radica en la ingestion
progresiva de dosis crecientes del alérgeno en un periodo de tiempo corto. Los
resultados han mostrado que se puede llegar a generar tolerancia clinica a ciertos
alimentos como la leche (Skripak et al., 2008) y el huevo (Buchanan et al., 2007),
consiguiendo en algunos individuos llegar a una tolerancia completa del alimento en
raciones estdndar (Itoh et al., 2010).

1.4. Normativay etiquetado de alimentos alergénicos.

Dado que la forma mas eficaz de prevenir una alergia alimentaria es evitar el
consumo del alimento sensibilizante, es de gran importancia que los ingredientes
alergénicos que se utilizan en la elaboracion de alimentos estén declarados en la etiqueta
de los alimentos que los contienen. Esta situacién ha conducido a la publicacion de una
normativa de etiquetado (Reglamento UE N° 1169/2011) que incluye un anexo en el
que se recogen los alimentos con capacidad de inducir alergias o intolerancias, que
deben ser obligatoriamente indicados en la etiqueta de forma resaltada si se afiaden
como ingredientes. Los alimentos incluidos en la lista de ese anexo son la leche, los
huevos, el pescado, los crustaceos, el marisco, los frutos secos, los cacahuetes, el trigo y
la soja, asi como sus derivados que, en conjunto, son causantes de mas del 95% de las
reacciones alérgicas a alimentos (EUFIC, 2013).

Sin embargo, existe la posibilidad de que un alimento contenga una pequefia
cantidad de un componente alergénico sin estar incluido en la etiqueta al no haber sido
afiadido como ingrediente, debido a la presencia de los denominados ‘“alérgenos
ocultos”. Se consideran “alérgenos ocultos”, aquellos presentes en un producto
alimentario debido a una contaminacion cruzada durante el transporte o el procesado.
Para estas situaciones, la legislacion permite a las industrias utilizar un etiquetado
preventivo (“puede contener...”). Sin embargo, el uso indiscriminado de este tipo de
etiquetado restringe la eleccion del consumidor alérgico y supone un riesgo potencial
por falta de credibilidad. Por ello, la industria alimentaria deberia implementar un plan
de gestion de alérgenos para evitar el abuso de este tipo de etiquetado, para lo cual,

resulta necesario disponer de técnicas analiticas sensibles y especificas para detectar la



presencia de alérgenos en los ingredientes y en los alimentos procesados, asi como para
comprobar que se realizan procesos de limpieza adecuados (FIAB, 2013). Estas técnicas
podrian ser ademas usadas por los organismos oficiales para comprobar que se cumple
la legislacion sobre etiquetado, resultando todo ello en una mayor proteccién para el

consumidor alérgico (Cucuetal., 2013).

1.5. Alergia al marisco.

El marisco (clasificacion no taxonémica que engloba moluscos y crustaceos
marinos) es un grupo de alimentos que esta experimentando un considerable incremento
en su consumo en los Ultimos afios por sus propiedades nutritivas y sensoriales. Sin
embargo, las proteinas de este grupo de alimentos pueden dar lugar a reacciones
alérgicas. La prevalencia de la alergia a crustaceos y moluscos en Espafia se ha
estimado en un 3,8% y 1,6% de los casos de alergia alimentaria, respectivamente,
siendo la gamba y el calamar los implicados con mayor frecuencia. Ademas, se estima
que en torno a un 75% de los individuos alérgicos a un tipo de marisco puede
desarrollar alergia frente a otros tipos dada la alta reactividad cruzada que existe entre
algunas de sus proteinas alergénicas (Borrego et al., 2003). Esta alergia tiene lugar
fundamentalmente tras la ingestion del alimento, aunque es también frecuente su
aparicion tanto por inhalacion de los vapores durante el cocinado como por su
manipulacion (Jeebhay et al., 2001; Jeebhay y Lopata, 2012).

La alergia al marisco afecta fundamentalmente a los adultos y a los nifios
mayores de 6 afios y se caracteriza porque suele persistir de por vida.

La sintomatologia de la alergia al marisco es similar al resto de las alergias
alimentarias, predominando la urticaria, el angioedema, la rinitis y el asma. Ademas, el
marisco es uno de los alimentos que causa con mas frecuencia reacciones severas y un
choque anafilactico, en aproximadamente un 11% de los casos (Lopata y Lehrer, 2009;
Lopata et al., 2010).

1.6.  Alérgenos de los crustaceos.

En 1981 Hoffman et al. describieron dos antigenos mayoritarios en el extracto de
langostino. Por una parte, el antigeno I, formado por un dimero de dos cadenas
polipeptidicas de un peso molecular de 21 kDa, unidas probablemente por enlaces no

covalentes, que fue detectado a niveles de traza en extractos hervidos y que presentaba
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una baja alergenicidad. Por otra parte, el antigeno Il, de un peso molecular de 37 kDa y
fuertemente alergénico, que fue identificado posteriormente como la tropomiosina
(Shanti et al., 1993) y aislado gracias a su termorresistencia. Ambos antigenos fueron
detectados tanto en el cuerpo como en el exoesqueleto del langostino (Alvarez-Cuesta et
al., 2006).

Actualmente se han descrito y caracterizado mas de 30 alérgenos de crustaceos
gue se pueden encontrar en la base de datos de la Union Internacional de Sociedades

Inmunologicas (1UIS) (www.allergen.org) (Lopata et al., 2016). De todos ellos la

tropomiosina se considera la proteina mas alergénica, ya que mas del 60% de los
individuos alérgicos a los crustaceos presentan IgE especificas frente a ella. Ademas,
entre las proteinas alergénicas mas representativas de los crustdceos también se
encuentran la arginina quinasa (AK), las cadenas ligeras de la miosina, la proteina de
unién al calcio del reticulo sarcoplasmatico, la troponina C, la troponina | y la triosa
fosfato-isomerasa como se muestra en la Tabla 1 (Lopata et al., 2016; Rahman et al.,
2012). Todas estas proteinas alergénicas han sido detectadas en el langostino Penaeus
monodon. La tropomiosina ha sido encontrada en practicamente todos los tipos de

crustaceos (langostino, cangrejo y langosta, entre otros) (Lopata et al., 2016).

Tabla 1. Proteinas alergénicas de los crustaceos (Chen et al., 2013; Lopata et al., 2016).

) Peso - L .

Alérgeno Caracteristicas Exposicion Funciones
mo lecular
L Muy termoestable | Ingestion, Junto con la troponina regula la
Tropomiosina | 34-38 kDa y . . g ., . ., p_ . g_
e IgE reactiva inhalacion interaccion actina-miosina

Arginina Ingestion Cataboliza la transferencia

9 40-45 kDa Labil . g .| reversible de un grupo fosforilo del
quinasa inhalacion

ATP ala arginina

Funcién reguladora en la

Cadenas ligeras . . .
g 17-20 kDa Termoestable Ingestion | contraccion del musculo liso cuando

de miosina . .
es fosforilada por la MLC quinasa
Proteina . - .
lasmti Termoestable, Regula la disponibilidad del calcio
sarcoplasmética S - . .
de Snién al 20-25 kDa | muy polimérifca, Ingestion en el masculo. Anélogaala
calcio IgE reactiva parvalbimina de pescado

Regula la interaccion de la actinay
Troponina C 20-21 kDa No conocida Ingestion la miosina durante la contraccién
muscular al unirse al calcio

Enzima clave de la glucolisis:
Triosafosfato . Ingestion, cataliza la conversion de

. 28 kDa Labil . g ., L .
isomerasa inhalacién dihidroxiacetona fosfato a

gliceraldehido-3 fosfato
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1.7. Tropomiosina.

La tropomiosina es una proteina que forma parte de las superestructuras
proteicas que componen las unidades estructurales del musculo, como los sarcomeros
del musculo estriado de mamiferos. Su funcion es, junto con la troponina, la de separar
la actina de la miosina cuando no hay un estimulo por parte del sistema nervioso, al
interponerse entre ellas.

La tropomiosina fue el primer alérgeno identificado en el langostino y se
denomind como Pena 1. Tiene unpeso molecular de 38 kDa y un punto isoeléctrico de
5,4-5,8 (Hoffman et al., 1981). La tropomiosina se encuentra asociada a la troponina
(proteina globular), que consta a su vez de tres subunidades: TnT (responsable de la
unién a la tropomiosina), TnC (que une iones Ca?*) e Tnl (con actividad ATPasa)
(Greaser, etal. 1973). El peso molecular de la subunidad la TnT es aproximadamente de
43 kDa, el de la subunidad TnC de 18,5 a 19 kDa y el de la subunidad Tnl de 28 a 31
kDa (Miegel, etal. 1992).

La tropomiosina es una proteina filamentosa termoestable, de estructura
homodimérica con los mondmeros asociados de forma no covalente (DeWitt et al.,
2004; Hoffman et al., 1981). Cada subunidad esta compuesta por dos cadenas de hélice
alfa (Figura 2A), que presentan una repeticion de un patron de siete tipos de
aminoacidos segun su cadena lateral (acidos, basicos o neutros) (Hoffman et al., 1981).

En la Figura 2B se muestran esquematicamente los tipos de aminoacidos de las
dos cadenas de la tropomiosina. Como se puede observar, presenta residuos
hidrofobicos apolares en las posiciones a y d gracias a los cuales se mantienen unidas
ambas cadenas, mientras que en las posiciones b, c, e, f y g se sitlan los aminoacidos
polares o i6nicos. Las interacciones entre los residuos acidos de la posicion e y los
basicos de la g ayudan a estabilizar la doble hélice (Reese et al., 1999). Asi mismo, las
tropomiosinas son proteinas ricas en residuos de lisina (Kamath et al., 2013) y carecen
tanto de residuos aromaticos (ausencia de triptofano y escasa presencia de tirosina y
fenilalanina) como de puentes disulfuro (Ayuso et al., 2001; Hoffman et al., 1981).

Desde el punto de vista inmunoldgico, el equipo de Ayuso et al. (2001) observo
que los cinco epitopos de unidn a IgE identificados en la proteina alergénica Pen a 1
contienen la secuencia de aminoacidos LEXXL, siendo L leucina y X normalmente un

aminoacido cargado negativamente, como el &cido glutdmico (E) o el &cido aspartico
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(D). La reactividad entre IgE y tropomiosina no siempre se da por secuencias tandem,

pero siempre gque se encuentren estas son reactivas para las IgE.

Figura 2. A: Estructura tridimensional de la doble hélice alfa de la tropomiosina de

langostino. B: Modelo transversal de la estructura de la doble hélice, las letras

simbolizan los amino&cidos. (Reese et al., 1999; 2005).

1.8. Reactividad cruzada entre la tropomiosina de crustaceos y otras especies.

EI89% de la estructura primaria de la cadena polipeptidica de la tropomiosina es
compartida por las diferentes especies de crustaceos, lo que hace que sea la principal
proteina alergénica implicada en la reaccion cruzada entre ellos (Kamath et al., 2013).

Ademés, la tropomiosina de los crustaceos presenta reaccion cruzada con la
tropomiosina de otros artrépodos como la cucaracha roja (Periplaneta americana)
(Asturias, 1999), los acaros del polvo (Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
pteronyssinus y Euroglyphus maynei) (Witteman et al., 1994) o el pececillo de plata
(Lepisma saccharina) (Barletta et al., 2005), lo que puede ocasionar que una alergia a
los crustaceos derive también en una alergia a alguna de estas especies.

La tropomiosina de los crustaceos estad también implicada en la reaccidn cruzada
con algunos moluscos como el calamar, aunque su grado de similitud es menor (EFSA,
2014). Por otro lado, la tropomiosina de las especies de vertebrados no es alergénica y
no da reactividad cruzada con la de los crustaceos, a excepcién del pez Oreochromis

mossambicus (Liu et al., 2013).

1.9. Técnicas de deteccion de alérgenos en alimentos.

En los dltimos afios se ha dedicado un gran esfuerzo en desarrollar técnicas
analiticas para detectar alérgenos alimentarios y se ha estudiado su aplicacion en

alimentos procesados. Los requisitos que deberian cumplir estas técnicas incluyen el
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poseer una alta sensibilidad y especificidad, ademas de ser sencillas y rapidas, requisitos
que en ocasiones son dificiles de cumplir.

La EFSA clasifica las técnicas de deteccion de alérgenos en dos grandes grupos:
las basadas en la determinacién de proteinas o péptidos como las técnicas
electroforéticas, inmunoquimicas o la espectrometria de masas, y las basadas en la
determinacion de DNA, como la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ensus variantes convencional y en tiempo real.

La utilizacion de materiales de referencia permitiria establecer una comparacion
entre las técnicas desarrolladas y facilitaria el proceso de validacion de las mismas. Sin
embargo, actualmente existen muy pocos materiales de referencia de alimentos

alergénicos.

1.9.1. Técnicas inmunoquimicas.

Las técnicas inmunoquimicas son aquellas que estan basadas en el
reconocimiento de una determinada proteina por los anticuerpos especificos obtenidos
frente a ella. Existen diversos tipos de técnicas inmunoquimicas entre las que destacan
las de precipitacidn, las de inmunoensayo enzimatico y la inmunocromatografia de flujo
lateral.

Las técnicas de precipitacion son aquellas en las que la reaccién antigeno-
anticuerpo da lugar a un complejo que forma un precipitado visible siendo la mas usada
la técnica de inmunodifusion doble. Estas técnicas fueron las que primero se aplicaron
en el analisis de alimentos. Son técnicas muy sencillas, cuyo resultado se observa
visualmente. Sin embargo, debido a su baja sensibilidad, del orden de pg/ml, y a que la
formacién del precipitado requiere un tiempo largo (24 a 48 horas), han sido sustituidas

por otras técnicas inmunogquimicas que resultan mas sensibles y rapidas.

Técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorben Assay):

Las técnicas de inmunoensayo enzimatico, son aquellas en las que se emplean
antigenos o anticuerpos marcados con enzimas. De ellas, las técnicas de ELISA en placa
son las més usadas en la actualidad en el analisis de alimentos (Yolken, 1978). En estas
técnicas, la reaccion antigeno-anticuerpo se visualiza al afiadir un sustrato del enzima

marcador, que da lugar a la formacion de un producto coloreado. Estas técnicas tienen
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una gran sensibilidad, del orden de ng/ml, y son rapidas, ya que el ensayo se puede
completar en menos de 2 horas (EFSA, 2014).

Los dos formatos de ELISA en placa mas empleados son el sandwich y el
competitivo indirecto. En el formato de tipo sandwich, la proteina diana es capturada
por los anticuerpos especificos que tapizan el pocillo, y el complejo es detectado por la
adicion de anticuerpos especificos marcados que se unen a la proteina formando un
sandwich. En este formato la absorbancia de la muestra es directamente proporcional a
la concentracion de proteina presente en la misma.

El formato competitivo indirecto se basa en la competicién entre la proteina
diana presente en la muestra y la fijada al pocillo por la unién con sus anticuerpos
especificos. La deteccion del complejo formado se realiza mediante la adiciéon de un
anticuerpo secundario que son inmunoglobulinas marcadas que interaccionan con los
anticuerpos que han reaccionado con la proteina fijada al pocillo. En este formato, la
absorbancia de la muestra es inversamente proporcional a la cantidad de proteina
presente en la misma (Zao et al. 2002).

La primera técnica de ELISA para cuantificar la proteina alergénica Pena 1 fue
desarrollada por Jeoung et al. (1997) utilizando anticuerpos monoclonales. Esta técnica
tenia una buena sensibilidad (1 ng/ml de tropomiosina) y no presentd reaccion cruzada
con la cucaracha, los &caros y la ostra. En los Gltimos afios se han desarrollado técnicas
de ELISA que utilizan anticuerpos policlonales marcados con peroxidasa o biotina,
capaces de detectar crustaceo crudo y hervido, como se refleja en la revision de la EFSA
(2014).

Técnica de inmunocromatografia de flujo lateral:

En esta técnica, los anticuerpos especificos, tapizados en la superficie de
microesferas de poliestireno coloreado o de oro coloidal, reaccionan con la proteina
diana presente en la muestra, y el complejo formado asciende por capilaridad a lo largo
de una membrana de nitrocelulosa o nylon que contiene anticuerpos especificos
inmovilizados en una fina linea. EI complejo es capturado por los anticuerpos
inmovilizados, y la presencia de la proteina en la muestra problema se visualiza por la
aparicion de una linea coloreada en la membrana (van Herwijnen, 2006).

Este tipo de ensayo presenta una alta sensibilidad, del orden de ng/ml, es muy
sencillo de realizar, y rapido ya que se puede completar en 10 minutos. Estas

caracteristicas han hecho que actualmente sea la técnica inmunoquimica de eleccion
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como prueba cualitativa rapida. Algunas empresas, como R-BIOPHARM, NEOGEN vy
ROMERLABS, comercializan tests de inmunocromatografia de flujo lateral para la
deteccion de tropomiosina (crustaceo). Algunos de estos test parecen presentar cierta
reaccion cruzada con moluscos (ostra, mejillon y calamar), como se ha indicado en la

revision publicada por Schubert-Ullrich et al. (2009).

Microarrays:

Son técnicas que permiten detectar un gran numero de alérgenos
simultaneamente. Los mas habituales son los microarrays de anticuerpos, donde éstos
son inmovilizados por procesos de microestructurado, quedando estampados en la
superficie del chip de microarray. Permite el reconocimiento y cuantificacion de
alérgenos en el rango de ng/ml a pg/ml y precisa disponer de un programa informatico

de procesado de imagen.

1.9.2. Técnicas de espectrometria de masas.

Su fundamento radica en la vaporizacion e ionizacion de las moléculas que han
sido previamente separadas mediante una técnica de cromatografia liquida. Los
resultados proporcionan una relacion entre su masa y su carga eléctrica, que permite
llevar a cabo su identificacién por comparacion con bases de datos de compuestos
previamente caracterizados (EFSA, 2014). Hay dos estrategias principales:

Con digestién de las proteinas. Requiere una degradacion previa de las
proteinas a péptidos, su separacién por cromatografia, ionizacion de los mismos vy
posterior reconstruccion informatica de la proteina a partir de los fragmentos peptidicos.
El limite de deteccion de esta técnica suele ser de 1 a 5 mg/kg.

Sin digestion previa de proteinas. Eneste caso no es posible detectar pequefas
variaciones en la secuencia de proteinas y el limite de deteccion suele ser de de 5
mg/kg. Esta técnica resulta (til para determinar proteinas especialmente pequefias sin
degradarlas.

La utilizacion de estas técnicas requiere operarios especializados ya que el
manejo y la interpretacion de los resultados es compleja. Ademés, el equipo es muy
costoso, por lo que su uso se limita fundamentalmente al ambito de la investigacién y de

laboratorios especializados.
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En 2013, Abdel Rahman et al. desarrollaron una técnica de espectrometria de
masas para detectar y cuantificar la tropomiosina, la arginina quinasa y la proteina
sarcoplasmatica de unién al calcio del camardn boreal (Pandalus borealis), resultando

una técnica muy selectiva, reproducible y precisa.

1.9.3. Técnicas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR es una técnica en la que se amplifica de forma exponencial y especifica
una region determinada de DNA o RNA a partir de una muestra compleja. Esta técnica
consta de 30-40 ciclos, que incluye cada uno una etapa de desnaturalizacion para
desplegar la doble cadena de ADN, una etapa de hibridacion de los cebadores al DNA
diana; y una etapa de extension de la cadena de DNA por accién de la DNA polimerasa.
El DNA amplificado puede visualizarse mediante electroforesis, utilizando un colorante
fluorescente.

En la PCR a tiempo real, la amplificacion se realiza en presencia de un
fluorocromo que aumenta notablemente la fluorescencia cuando se une al DNA que se
esta amplificando. La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la
PCR es proporcional a la cantidad de DNA amplificado.

Estas técnicas presentan una alta sensibilidad, del orden de 0,1 a 100 mg/kg y
resultan muy adecuadas para ser usados en alimentos que contienen poca cantidad de
proteina como el apio (Poms et al. 2004; Monaci y Visconti, 2010).

En el caso de los crustaceos, estas técnicas permiten precisar la especie presente
en el alimento. Un ejemplo de deteccién e identificacion de la especie de crustaceo en
alimentos es el método del estudio de los Polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion por PCR, que consiste en la digestién de los DNA amplificados por PCR por
enzimas de restriccion y el andlisis de los fragmentos de DNA obtenidos (Brzezinski,
2005). Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion consisten en la
variacion de la secuencia de un gen por la multiplicacién de un grupo de bases
nitrogenadas, generando diferentes alelos, lo que permitiria identificar desde especies

diferentes hasta individuos de una misma especie.

Microarrays de DNA: En estas técnicas los oligonucledtidos complementarios

a cadenas especificas de DNA se fijan a una superficie sélida por diferentes técnicas.
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Después, los fragmentos amplificados de DNA por la PCR, marcados con un

fluorocromo, dan lugar a una sefial interpretable informéaticamente (EFSA, 2014).

1.10. Objetivos del estudio.

Este trabajo se engloba dentro de un proyecto que se esta realizando en la
empresa ZEULAB. El objetivo de dicho proyecto es el desarrollo de un metodo para la
deteccion de crustaceos en alimentos mediante técnicas inmunoguimicas, en concreto de
ELISA y de inmunocromatografia de flujo lateral. El desarrollo de este trabajo Fin de
Master constituye la primera etapa de dicho proyecto cuyo objetivo principal ha sido la
obtencion de antisueros capaces de reconocer especificamente proteinas de crustaceos.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos parciales:

1- Determinar las condiciones Optimas para la extraccion y purificacion de la
tropomiosina.

2- Obtener antisueros frente a la tropomiosina y caracterizarlos (titulo vy
especificidad).

3- Determinar las condiciones 6ptimas de extraccion de las proteinas de crustaceos.
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2. Material y métodos:
2.1. Materiales.

Los alimentos utilizados en este trabajo se han obtenido de supermercados
locales. Todos los reactivos para la preparacion de soluciones, detergentes y colorantes
han sido de calidad de analisis de las marcas Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, Estados
Unidos), PANREAC (Darmstadt, Alemania) y Scharlab (Sentmenat, Barcelona,
Espafia).

Los marcadores de pesos moleculares pretefiidos para electroforesis, asi como
los anticuerpos secundarios empleados para la técnica de ELISA, 1gG de cabra anti-1gG
de conejo marcadas con peroxidasa, fueron de Sigma-Aldrich (Poole, Reino Unido).

Los geles de cromatografia Sephadex G-75 y Sephacryl S-200 proceden de Ge
Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido). Los equipos técnicos relevantes para el
estudio estan indicados la primera vez que se presenten en esta memoria.

Los ensayos de BCA se realizaron en placas de 96 pocillos (Greiner, SIGMA-
ALDRICH) y un kit de Pierce BCA Protein (Thermofiser Scientific, Waltham,

Massachusetts, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2. Métodos.
2.2.1. Extraccion de proteinas de langostino.

Se prepararon extractos a partir de langostino (Penaeus vannamei) crudo
descongelado. Tras separar la cabeza, el cuerpo del langostino se tritur6 con
(eliminando la cabeza) o sin exoesqueleto (hirviendo 20 minutos el langostino entero y
retirando cabeza y exoesqueleto al enfriar) y cada muestra se conservé en alicuotas a -
20 °C hasta su uso.

La extraccion de proteinas se realizd utilizando diferentes tampones que se
afiadieron en una proporcion de 1,0 + 0,1 g de pasta de langostino por cada 10 ml. Los
tampones ensayados fueron: tampdn borato 0,1M pH 8,0; tampon borato 0,1M, NaCl
0,15 M, pH 9,0 y tamp6n fosfato potasico 0,01 M, NaC10,15 M, pH 7,4 (PBS).

La muestra triturada se homogeneiz6 mediante agitacion en un vortex seguido de
una agitacion suave en un rotatubos a temperatura ambiente durante 30 min 0 a 4 °C
durante 2 h.
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Con algunos de los extractos obtenidos se llevé a cabo un tratamiento térmico en
un bafio de agua en ebullicion durante 5 min, previo a la centrifugacion, o durante 20
min tras la centrifugacion.

En algunas muestras se realiz6 el tratamiento térmico del langostino entero
(previamente a su triturado) manteniéndolo en ebullicion durante 20 min, tras lo cual se
retird el exoesqueleto, se triturd y las proteinas se extrajeron de la pasta obtenida
mediante agitacion durante 4,5 ha 4 °C.

Todos los extractos fueron filtrados a través de filtros de 0,22 pm (Merk-
Millipore, Darmstadt, Alemania). Finalmente, se realizd una centrifugacion a 3000 g
durante 5 min, recogiéndose el sobrenadante que se filtr6 por filtros de 0,22 pm de
didmetro de poro. Todos los extractos se conservaron a 4°C en presencia de azida sédica
al 0,01% hasta su purificacion y a -20°C hasta la inmunizacion para la produccion de

antisueros.

2.2.2. Obtencidn de extractos de otras especies animales.

Se han preparado extractos de las especies de crustaceos decapodos: cigala
(Nephrops norvegicus), carabinero (Aristaeopsis edwardsiana), gamba (Parapenaeus
longirostris), gambdn (Pleoticus muelleri). Ademas, se han obtenido extractos de
moluscos: mejillon (Mytilus edulis) y pulpo (Octopus vulgaris); de peces: bacalao
(Gadus morhua) y merluza (Merluccius merluccius); y de carne: ternera (Bos taurus) y
pollo (Gallus gallus). En el caso de los crustaceos se tomaron muestras del cuerpo
muscular con y sin exoesqueleto, y enel caso del mejillén con y sin valvas.

De cada especie, se pesaron 2,5 g de la muestra previamente triturada y se
afiadieron 5 ml de PBS. La mezcla se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente
durante 40 min y después se centrifugd durante 20 min a 9000 g. El sobrenadante se
filtré por 0,22 um y se almaceno en alicuotas a —20 °C hasta su uso. Para los ensayos
posteriores mediante la técnica de ELISA, los extractos se incubaron en un bafio de

agua en ebullicion durante 20 min.

2.2.3. Determinacién de la concentracion de proteina.

La concentracion de proteina de los extractos se ha determinado usando el test
colorimétrico del &cido bicinconinico (BCA, Bicinchoninic Acid Assay). Este método

combina la reduccién del Cu*? a Cu*! en medio alcalino (pH 11,2) por las proteinas con
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la deteccion selectiva del cation Cu*! utilizando el acido bicinconinico. El producto de
la reaccion formado por el complejo de BCA con un ion Cu** tiene un color pGrpura con
un maximo de absorbancia a 562 nm. La absorbancia es directamente proporcional a la
cantidad de proteina presente enla muestra (Smith et al. 1985). Previamente, se
prepararon estandares de albumina sérica bovina (BSA, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) en un rango de concentraciones de 0,125 a 2 mg/ml. Para realizar el ensayo,
se afladieron a los pocillos por duplicado 25 pl de muestra o de estdndar y 200 pl del
reactivo de BCA, y tras incubar la mezcla a 37°C durante 30 min, se leyo la absorbancia
de los pocillos en un lector de placas Microtiter (SUNRISE™, TECAN, Mannedorf,
Suiza) a una longitud de onda 595 nm. La concentracion de proteina de las muestras se
calculé interpolando los valores de absorbancia en la recta estandar obtenida con los

patrones de BSA.

2.2.4. Purificacion de tropomiosina de langostino.

La purificacion de tropomiosina de los extractos de langostino se ha llevado a
cabo mediante cromatografia de exclusion molecular utilizando tampones de diferente
contenido en NaCl, asi como en presencia 0 ausencia de unagente quelante. Ademas, se
ha realizado una purificacién utilizando técnicas de precipitacion isoeléctrica y de
precipitacidn salina en presencia de un agente reductor.

Las fracciones purificadas, se dializaron frente a PBS y se concentraron
utilizando una célula de ultrafiltracion con una membrana de poliamida de punto corte
de 10 kDa (GE, EEUU).

2.2.4.1.Purificacidn mediante técnicas de precipitacion.

Siguiendo el protocolo descrito por Aki y Kodama en 1995, en el que se utiliza
una alta concentracion salina y un agente reductor, el ditiotreitol (DTT), se purificé una
fraccion de tropomiosina. Para ello, se tomd el cuerpo del langostino entero y se hirvid
durante 20 min vy, tras retirar el exoesqueleto, se tritur6. Después, a 3 g de masa se
adicionaron 30 ml de tampén Tris-HCI 50 mM, KCI1 M, DTT 0,5 mM, pH 7,0 y se
mantuvo en agitacion durante 10 min. A continuacion, la muestra se centrifug6 a 3000 g
durante 15 min. El sobrenadante obtenido se sometié a una precipitacion isoeléctrica,
para lo cual se ajustd el pH a 4,6 con HCI 0,1 M y se incub6 durante 30 min a

temperatura ambiente en agitacion. Tras centrifugar la mezcla a 5000 g durante 15 min,
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se recogid el precipitado, se resuspendié en 30 ml de tampdn de extraccion y se
centrifugd durante 15 min a 3000 g. El sobrenadante obtenido se ajustd de nuevo a pH
4,6 con HCI 0,1 M vy se centrifugd en las mismas condiciones. Finalmente, el
precipitado se resuspendié en 26 ml de tampdén Tris HC1 50 mM, pH 7,0, que contenia
DTT 0,5 mM, y se someti6 a una precipitacion salina afiadiendo 29,3 ml de una
solucion saturada (5,6 M) de sulfato amonico manteniendo la mezcla en agitacion
durante 30 min a temperatura ambiente. Tras centrifugar durante 20 min a 10000 g, al
sobrenadante obtenido se le se afiadieron 9,7 ml de la solucion de sulfato amdnico
saturada y la mezcla se mantuvo en agitacion durante 30 min a temperatura ambiente.
Despues, la mezcla se centrifugd durante 20 min a 10000 g y el precipitado obtenido se
resuspendié en1 mide DTT 0,5 mM en agua destilada.

2.2.4.2.Purificacién mediante cromatografias de exclusion molecular en gel.

Esta técnica de cromatografia permite separar los componentes de una muestra
en funcién de su tamafio molecular. Para ello, se utiliza un lecho cuya fase estacionaria
es un gel que estd constituido por particulas esféricas que tienen poros de un
determinado tamafio. Los componentes de la muestra de tamafio pequefio difunden a
través de los poros de las particulas del gel y por ello son retardados en su paso por la
columna, mientras que las moléculas grandes no entran en los poros de las particulas del
gel, eluyendo primero (Jason, 2012; Porath y Flodin, 1959).

Los geles empleados fueron Sephadex G-75 y Sephacryl S-200. El primero es un
gel de dextrano (polimero de glucosa) que tiene un rango de resolucion para proteinas
globulares de 1 a 100 kDa. El segundo es un gel de alildextrano y N, N’-
metilenbisacrilamida entrecruzados, con un rango de resolucion de 5 a 250 kDa.

a) Cromatografia en Sephadex G-75.

Un volumen de extracto de langostino (entre 4 y 15 ml) se aplicé a una columna
de Sephadex G-75 (2 x 60 cm) previamente equilibrada con el tamp6n correspondiente.
Las proteinas se eluyeron a un flujo de 1,8 ml/min, recogiéndose fracciones de 1,4 ml.
Los tampones de elucidon ensayados fueron: tampdn borato 0,1 M, pH 8,0 y PBS con o
sin 10 mM de EDTA. La absorbancia de las fracciones eluidas se determin6 a 280 nm y
las que presentaron una absorbancia mayor a 0,2 se analizaron por electroforesis en

geles de poliacrilamida. Las fracciones enriquecidas en tropomiosina se juntaron y
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concentraron y se estimé su concentracidén mediante espectrofotometria considerando su
coeficiente de extincidn (A>**, nm) de 0,15 (DeWitt et al., 2004).

b) Cromatografia en Sephacryl S-200.

Un volumen de entre 1 y 4,5 ml de la fraccién enriquecida en tropomiosina
procedente de la etapa anterior se aplico en una columna Sephacryl S-200 (1,5 x 50 cm).
El flujo se mantuvo a 1,8 ml/min y el eluido se recogidé en fracciones de 1,4 ml. Los
tampones de elucién ensayados en esta cromatografia contenian NaCl0,5 M, KC10,5 M
0 4cido acético al 5%, con el objeto de minimizar las interacciones electrostaticas entre
los componentes de la muestra y el gel. Las muestras a aplicar en la columna se
dializaron previamente con tampones de la misma composicién al del tampon de

elucion.

2.2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Para caracterizar las proteinas contenidas en los extractos o en las fracciones
obtenidas en las etapas de purificacion de la tropomiosina se realizaron electroforesis en
geles de poliacrilamida en presencia de SDS y de mercaptoetanol.

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas cargadas por
migracion en un campo eléctrico. La utilizacion de SDS proporciona una relacion
carga/masa constante por lo que las proteinas se separan en funcion de su peso
molecular. Ademas, la utilizaciébn de un agente reductor rompe las interacciones
covalentes por puentes disulfuro, lo que permite separar las proteinas que se encuentren
agregadas o las subunidades de una proteina que se encuentran unidas covalentemente.

Las muestras a analizar se prepararon afiadiendo a 20 pl de la muestra, 5 pl del
tampon de carga compuesto por Tris-HCI 0,22 M, pH 6,8, que contenia SDS 7,27 %
w/v, glicerol 36,37 % v/v, azul de bromofenol 0,01 % (p/v) y p-mercaptoetanol 1,3 M e
incubando la mezcla a 100°C durante 10 min. El tampdn de la electroforesis empleado
fue Tris-HCI 0,9 M, 13 mM de glicina, SDS 1 ¢/l, pH 8,2. Para la electroforesis, se
utilizaron geles Mini-PROTEAN® de Biorad de 10 pocillos al 12% de acrilamida, y
una cubeta de electroforesis Biorad Power Pac™ Basic (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, EEUU). En todas las electroforesis se incluyé en uno de los pocillos un
marcador de pesos moleculares. Las electroforesis se desarrollaron aplicando una

corriente de 120 V y se dejé desarrollar hasta que el colorante alcanzé el final del gel.
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Posteriormente se tifieron los geles con una solucion de azul de Coomassie (0,5 ¢/l del
colorante Comassie Brillant Blue R250, 40% metanol y 7% &cido acético en agua
destilada) durante 30 min. Para la decoloracién se incubé el gel durante 30 min en una
solucion de 40% metanol y 7% &cido acético. Finalmente se realiz6 un Gltimo lavado

con una solucién que contenia un 7% &cido acético y un 5% metanol.

2.2.6. Técnicas inmunoquimicas.
2.2.6.1.0btencidon de antisueros.

Para la obtencion de los antisueros, se inyectaron a cada conejo por via
subcutanea repartida en cuatro puntos distintos, 0,7 mg de tropomiosina purificada o
bien 0,7 mg de un extracto de langostino preparado con exoesqueleto y sin hervir,
ambos disueltos en 0,5 ml de PBS y emulsionados con un volumen equivalente de
adyuvante completo de Freud. Tras 15 dias se repitid la misma inoculacidn, pero con
adyuvante incompleto de Freud. Pasado un mes de la inoculacion se realizd una
extraccion de sangre de la vena marginal de la oreja. Tras la extraccion de la sangre, los
animales se rehidrataron inoculando un volumen igual al de la sangre extraida, de suero
fisiologico estéril por via subcutdnea. El tiempo de recuperacidn entre extracciones
sucesivas fue de 30 dias, realizandose reinoculaciones a los 15 dias de cada extraccion.
La sangre obtenida se dejé coagular espontaneamente a 4°C y se centrifugé a 3000 g
durante 15 min. Tras eliminar el precipitado se alicuotdé en fracciones de 1 ml y se
guardé a -20 °C hasta su uso. Se realizaron un total de tres inoculaciones y dos

extracciones.

2.2.6.2.Técnica de inmunodifusion doble.

Esta técnica se ha utilizado para determinar la inmunorreactividad de los
antisueros obtenidos. El fundamento de la técnica radica en la capacidad de migracion
de las proteinas a través de un gel de agarosa y de la precipitacién que ocurre cuando
éstas interaccionan con anticuerpos especificos en una proporcion adecuada, dando
lugar a la aparicién de un precipitado visible (Bailey, 1996).

Esta técnica se realizd en geles de agarosa al 1% en tampon K,HPO4 8 mM,
KH2PO4 2 mM, pH 7,4 que contenia NaC10,15 M y un 0,01 % de azida de sodio, que se

prepararon en placas de Petri. Se troquelaron 7 pocillos por placa, seis en la periferia y
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uno central. En los pocillos radiales se cargaron cuatro muestras (entre 10-20ul) y un
control positivo (extracto crudo de langostino o tropomiosina purificada, segun el
antisuero analizado) y un control negativo (agua destilada). En el pocillo central se
cargaron 20 I del antisuero anti-proteinas solubles de langostino o anti-tropomiosina.
La placa se incub6 24 horas en una cdmara himeda a temperatura ambiente. Después se
lavd con una solucion de NaCl 0,15 M y azida sodica al 0,01 % durante 72 horas,
renovando la solucion cada 24 horas para eliminar las proteinas no precipitadas. Se
desecaron los geles y se tifieron con una solucion colorante de negro amido 0,1% (p/v),
acido acético 0,45 M vy acetato sédico 45 mM durante una hora. Después los geles se
decoloraron con acido acético al 2% hasta que las zonas del gel sin inmunoprecipitados

guedaron incoloras.

2.2.6.3.Técnica de ELISA de tipo no competitivo indirecto.

Esta técnica se ha utilizado también para caracterizar los antisueros obtenidos ya
que tiene la ventaja de tener una mayor sensibilidad que la técnica de inmunodifusién
doble. Para ello, los pocillos se tapizaron con 300 ul de los extractos proteicos
preparados a partir de las diferentes especies, tanto en su forma nativa como
desnaturalizada térmicamente, a concentraciones de 1 y 10 pg/ml en tampon carbonato
sodico 0,1 M, pH 9,6. También se tapizaron pocillos con tropomiosina purificada a
concentraciones de 10, 5, 1 y 0,5 pg/ml en el mismo tampdn. Se realiz6 una incubacion
de 18 horas a 4°C. Posteriormente se realizaron cuatro lavados con PBS que contenia un
0,01 % de Tween 20 (PBST). Después, se adicionaron 100 ul por pocillo del antisuero
anti-tropomiosina del sequndo sangrado en un rango de diluciones de 102 a 10° y se
incubaron una hora a temperatura ambiente. Tras realizar nuevamente cuatro lavados
con PBST, se afiadieron 100 pl por pocillo de una solucion adecuada de I1gG de cabra
anti-lgG de conejo marcadas con peroxidasa y se incub6 30 min a temperatura
ambiente. Tras realizar cuatro lavados, se afiadieron 100 ul por pocillo del sustrato
cromégeno compuesto por 3,3', 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) y se incubaron 30
minutos a temperatura ambiente. Para detener la reaccion enzimatica, se afiadieron 50 pl
por pocillo de una solucion de acido sulfurico 1 M. Finalmente se determind la

absorbancia a 450 nmde los pocillos en un lector de placas microtiter.
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2.2.7. Optimizacion de la extraccion de tropomiosina.

Para la deteccion de proteinas de crustaceos en alimentos mediante una técnica
inmunoquimica, la primera fase es la extraccion de las proteinas de la muestra
alimentaria. Esta extraccion debe de ser efectiva para solubilizar las proteinas presentes
en la muestra y ademas compatible con la reaccion antigeno-anticuerpo.

Para seleccionar el tampon de extraccion méas eficiente, se ensayaron trece
condiciones diferentes utilizando muestras de langostino entero crudo triturado. Las
muestras se extrajeron en una relacion de 10 ml de tampon por gramo de muestra,
realizando una incubacién en agitacion durante 15 min a 40°C y una posterior
centrifugacion a 7000 g durante 20 min. La concentracion de proteina de los extractos
se determind mediante el test de BCA. Los tampones de extraccion ensayados fueron:
carbonato sédico 0,1 M pH 9,6; citrato 0,15 M pH 4,5; TrisHCI 0,2 M pH 8,2; borato
pH 8,0 y PBS. Los tampones carbonato, citrato, TrisHCIy borato se ensayaron también

tras afiadirles NaCl o KCl a una concentracién final de 0,2 M.
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3. Resultados y discusion:
3.1. Obtencion de extractos de langostino.

Se prepararon extractos de langostino, tanto crudo como hervido (antes o
despues de la centrifugacion), utilizando tampones de diferente pH y concentracion de
NaCl, con el fin de seleccionar el que permitiese obtener una mayor cantidad de
proteina. Los tampones ensayados fueron PBS y borato a pH 8,0 y 9,0 (Hoffman et al.,
1981).

Los extractos se cuantificaron por el test de BCA, por lo que previamente se
realiz6 un ensayo con los estandares disueltos en cada tampdn para comprobar que el
tampon no afecta la cuantificacion. Como se muestra en la Figura 2, las rectas patrén
obtenidas tenian una pendiente similar en todos los casos y un coeficiente de correlacion
(r?) superior a 0,98 por lo que sélo se usé la obtenida con PBS para cuantificar la
proteina total de todos los extractos, independientemente del tampdn utilizado.

De este modo, se trabajé con extractos tratados térmicamente ya que al ser la
tropomiosina una proteina que presenta una considerable termoestabilidad, cabe esperar
que las proteinas del extracto de langostino que sean mas termosensibles se
desnaturalizarian y/o agregarian permitiendo una mejor eliminacion de las mismas
durante el proceso de purificacion (Olander et al. 1967; Woods, 1965).

Ademas, ya que los alimentos deben ser sometidos a tratamientos térmicos para
asegurar su higienizacion y alargar su vida Util, el obtener anticuerpos frente a proteinas
diana que han sido tratadas en condiciones similares a las de los alimentos en los que se

pretende detectar su presencia suele mejorar su inmunodeteccién.
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Figura 2. Rectas patron obtenidas con los estandares de albimina bovina sérica en PBS
(e; r? = 0,987), tamp6n borato 0,1 M, pH 8,0 (e; r? = 0,993) y tampdn borato 0,1 M, pH

9,0 (o; r? = 0,997) mediante el test de BCA.
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En las Figuras 3A, 3B y 3C se muestran los resultados obtenidos en la extraccion
de proteinas de langostino con exoesqueleto realizadas con tampones de diferente pH,
diferentes temperaturas y tiempos de extraccion, asi como tras haber realizado o no un
tratamiento térmico de 5 minutos antes de la centrifugacion del extracto o de 20 minutos
tras la misma.

Como se puede observar se obtuvo un rango de extraccidén de proteinas totales
que varid de 1,68 a 7,2 mg/ml. Se ensayaron, por tanto, tres factores: el tiempo y
temperatura de incubacion, el hervido de los extractos y el propio tampdn de extraccion
(pH y salinidad).

En primer lugar se observd que la extraccion a 4°C durante 2 horas presentaba
un menor rendimiento que la extraccion a T® ambiente durante 30 min. Por otro lado, el
hervido de los extractos de pH bésico (tampones borato pH 8,0 y 9,0) durante 5 min
produjo un incremento de la cantidad de proteina, lo que podria deberse a una
desagregacion de las proteinas debido al pH bésico y la temperatura que, usualmente,
podria haber liberado las proteinas termoestables “atrapadas”, quedando asi
solubilizadas. En la electroforesis de los extractos obtenidos (Figura 3C) se observa la
presencia de tres bandas mayoritarias de aproximadamente 17, 37 y 75 KkDa,
correspondiendo la de 37 kDa a la tropomiosina, al igual que se ha observado
previamente (Kamath et al., 2013).

Las condiciones de extraccion en las que se solubiliz6 una mayor cantidad de
proteina fueron utilizando un pH de 8,0 y realizando un tratamiento térmico de la
muestra de 5 min. Por el contrario, el hervido durante 20 min de las muestras, en los tres
tampones, redujo la cantidad de proteina extraida, hecho que se podria deber a que la
cantidad de proteina en los sobrenadantes fuese menor que en el extracto completo por
una agregacion excesiva. En el caso del PBS, el hervido tanto durante 5 min como 20
minutos, redujo la cantidad de proteina de los extractos, posiblemente debido también a
reacciones de agregacion (Kamath et al. 2013).

A pesar de haberse obtenido en los extractos hervidos durante 5 min, una
concentracion de proteina aceptable utilizando los tampones ensayados, en la
electroforesis de las muestras no se observa la banda de 37 kDa de la tropomiosina
(tropomiosina) (Figura 3B), por lo cual se decidio realizar otro ensayo variando las

condiciones de extraccién (Figura 3C).
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Figura 3. Concentracion de proteinas totales determinada por la técnica de BCA (A) y
SDS-electroforesis (B y C).

A: Extractos en PBS, tampdn borato pH 8,0 y en tampon borato pH 9,0 NaCl 0,15 M.
Los valores corresponden a la media +DS de dos extracciones, analizadas cada una por
duplicado. EC: Extracto crudo. EH5: Extracto hervido 5 min. EH20: Extracto hervido
20 min.

B: Extractos incubados a 25°C durante 30 min. PM: marcador de pesos moleculares.
1: Extracto crudo en PBS. 2: Extracto hervido 5 min en PBS, 3: Extracto crudo en
tampon borato pH 8,0. 4: Extracto en tampon borato pH 8,0 hervido 5 min. 5: Extracto
crudo en tampdn borato pH 9,0. 6: Extracto en tamp6n borato pH 9,0 hervido 5 min.

C: Extractos incubados a 4°C durante 2 h. PM: marcador de pesos moleculares. 1:
Extracto crudo en PBS. 2: Extracto en PBS hervido 20 min. 3: Extracto en tampon
borato pH 8,0. 4: Extracto en tampdn borato pH 8,0 hervido 20 min. 5: Extracto en
tampon borato pH 8,0 hervido 5 min.

Las flechas sefialan la banda correspondiente a la tropomiosina.
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3.2.  Purificacion de tropomiosina.
3.2.1. Purificacion mediante técnicas de precipitacion.

Se ha ensayado un protocolo de purificacion a partir de langostino sin
exoesqueleto, hervido 20 minutos previamente a la eliminacion del mismo, basado en la
utilizacion de técnicas de precipitacion en presencia de un agente reductor, como el
DTT. La utilizacién de este agente ha sido indicada en el estudio de Aki y Kodama
(1995) en la purificacién de tropomiosina recombinante con la finalidad de romper los
agregados covalentes que eventualmente pudieran haberse formado entre la
tropomiosina y otras proteinas musculares.

La Figura 4 muestra la fraccion obtenida al final del proceso de purificacion de
una muestra de langostino sin exoesqueleto (3). Como puede observarse, la pureza de la
tropomiosina en esta fraccion es muy alta, ya que s6lo se observa la presencia de
algunas bandas de muy baja intensidad. Sin embargo, la cantidad de proteina purificada
fue muy baja, al igual que indicaron Aki y Kodama (1995) quienes obtuvieron un
rendimiento del 0,03%, y el proceso de purificacion resulté largo y tedioso, lo que nos

hizo descartar este protocolo de purificacion de la tropomiosina.

180 kDa

130 kDa
100 kDa
70 kDa
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45 kDa
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25 kDa

15 kDa
10 kDa

Figura 4. SDS-Electroforesis. PM: Marcador de pesos moleculares. 1: Extracto de
langostino sin exoesqueleto, hervido. 2: Extracto crudo de langostino con exoesqueleto.

3: tropomiosina purificada. La flecha sefiala la banda correspondiente a la tropomiosina.

3.2.2. Técnicas cromatograficas.

La purificacion de tropomiosina se ha ensayado también utilizando dos técnicas

cromatograficas de exclusién molecular de forma sucesiva.
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a) Cromatografia en Sephadex G-75.

Los extractos de langostino obtenidos a pH 8,0, hervidos o no durante 5 min, se
aplicaron en una columna Sephadex G-75. Los perfiles cromatograficos obtenidos
muestran 2 picos (Figura 5).

En el perfil de la muestra hervida durante cinco minutos se observa un primer
pico mucho mas definido y simétrico, asi como un segundo pico minoritario en
comparacion con la muestra sin hervir. En el primer pico de la muestra de langostino
hervido, correspondiente a las fracciones 25 a 40, eluye la tropomiosina y algunas
proteinas de un peso molecular entre 58 y 90 kDa, como ya observaron Hoffman et al.
(1981). Ademas, en la fraccion 32 se observa también una banda mayor de 37 kDa que
podria corresponder a la troponina T que se encuentra asociada a la tropomiosina
(Eisenberg y Kielley, 1974; Greaser y Gergely, 1971) o a una isoforma de la
tropomiosina.

En la fraccién 40 del extracto crudo, que corresponde al hombro que acompafa
al pico de la tropomiosina se observa una banda de bajo peso molecular (inferior a 26
KDa) que no se visualiza en el extracto hervido. En la electroforesis del segundo pico
no se observaron bandas, por lo que podrian eluirse péptidos o pigmentos de bajo peso
molecular. En vista a estos resultados, se decidié purificar la tropomiosina a partir del
extracto hervido.
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Figura 5. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-75 (A) y SDS-electroforesis de las
fracciones obtenidas en dicha cromatografia (B) de los extractos de langostino
obtenidos con tampdn borato pH 8,0 sin hervir (—) y hervido 5 min antes de la
centrifugacion (—). Los nameros de la electroforesis corresponden a las fracciones de
las cromatografias y tienen su color correspondiente. La flecha sefiala la banda
correspondiente a la tropomiosina.
PM: Marcador de pesos moleculares. EC: extracto crudo. EH: extracto hervido. Pool:

fracciones 28 a 30 y 35a 40 de la cromatografia del extracto hervido.
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b) Cromatografia en Sephacryl S-200.

Las fracciones enriquecidas en tropomiosina (fracciones 30 a 36) de la
cromatografia en Sephadex G-75 del extracto hervido se concentraron y se aplicaron a
una columna de Sephacryl S-200. El perfil de la cromatografia y la electroforesis de las
fracciones obtenidas en la misma se muestran en la Figura 6. Como se puede observar,
la cromatografia muestra un Gnico pico con una pequefia cola y todas las fracciones
tienen un perfil similar en la electroforesis, con varias bandas de diferentes pesos
moleculares. Estos resultados indican que esta etapa de filtracion en el gel Sephadex S-

200 no aporta ninguna mejora en el proceso de purificacion de la tropomiosina.
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Figura 6. Perfil de la cromatografia en Sephacryl S-200 (A) y SDS-electroforesis de las
fracciones obtenidas en la misma de la muestra procedente de la cromatografia en
Sephadex G-75 (B). Los nameros de la electroforesis corresponden a las fracciones de
la cromatografia. PM: marcador de pesos moleculares. La flecha sefiala la banda

correspondiente a la tropomiosina.

Con el objeto de conocer si un incremento de la fuerza idnica del medio podria
aportar alguna mejora en la separacién cromatogréfica al disgregar los agregados no
covalentes que eventualmente pudieran estar presentes en la muestra, se realizo la
cromatografia afiadiendo a la muestra y al tampon de elucion NaCl o KCI a una
concentracién de 0,5 M. Los perfiles cromatograficos y electroforéticos obtenidos de
sus fracciones fueron similares al obtenido sin NaCl (resultados no mostrados).

Ante estos resultados se considerd la posibilidad de que las proteinas del
extracto pudiesen estar agregadas por interacciones mas fuertes, por lo que se probd

afiadir a la muestra y al tampon de elucion un 5% de acido acético.
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La Figura 7 muestra que en presencia de acido acético se obtiene un Unico pico
(fracciones 55 a 65) que eluye mucho méas tarde que a pH neutro, lo que indica que las
proteinas han interaccionado con el gel. Al realizar la electroforesis de las fracciones del
pico no se visualizaron bandas, lo que sugiere que la proteina habria quedado retenida

enel gel.

)
n

[ 3]
1

Absorbancia (280 nm)
-

-

.

L I e s e e L I e e o e o L B e e e e o e B L e |
4] 10 20 30 40 50 60 70 80
Niamero de fraccién

=]
n
SN—

Figura 7. Perfil de la cromatografia en Sephacryl S-200 de la muestra procedente de la
cromatografia en Sepahex G-75. La elucién se realizé en ausencia (—) o en presencia de

acido acético al 5% (—).

3.2.3. Optimizacion de la purificacion de tropomiosina.

Dado que partiendo de extracto de langostino que se habia triturado con el
exoesqueleto y al que se habian aplicado las etapas de cromatografia indicadas
anteriormente, no se habia conseguido obtener tropomiosina con un grado de pureza
deseado (>75%), se procedio a trabajar con extractos a los que se les habia eliminado
previamente el exoesqueleto y a realizar la cromatografia en Sephadex G-75 en

presencia de un agente quelante.

3.2.3.1.Eliminacién del exoesqueleto antes de la extraccion.

Se prepar6 un extracto siguiendo el protocolo indicado anteriormente pero
partiendo de una muestra de langostino cocido 20 min al que se le habia retirado el
exoesqueleto. El extracto se aplicd en una columna de Sephadex G75. En la Figura 8 se
muestra la electroforesis de las fracciones purificadas, en la que se observa que los
extractos con exoesqueleto contienen una banda de un peso molecular >58 kDa, que

desaparece en los extractos que no contienen el exoesqueleto.
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La eliminacion de algunas proteinas de peso molecular mayor al de la
tropomiosina en las muestras de langostino en las que se habia eliminado el
exoesqueleto ha sido observado previamente (DeWitt et al., 2004; Hoffmanetal., 1981,
Kamathelal., 2013).

El perfil de esta cromatografia, asi como la SDS-electroforesis de las fracciones
obtenidas en la misma se muestra en la Figura 8. La cromatografia muestra dos picos,
eluyéndose la tropomiosina en el primero (fracciones 27 a 33). El perfil electroforético
de las fracciones del primer pico muestra la presencia de dos bandas mayoritarias, una
que corresponde a la tropomiosina y la otra a una proteina de peso molecular menor de
26 kDa. Sin embargo, no se visualizan bandas de peso molecular mayor al de la
tropomiosina, que si se observaban en el extracto preparado con el exoesqueleto, lo que
sugiere que esas bandas contaminates procedian del exoesqueleto del langostino.

Las fracciones 31 a 33, que presentaron una menor cantidad de la banda de peso

molecular menor de 26 kDa, se recogieron conjuntamente y se concentraron.
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Figura 8. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-75 del extracto de langostino sin
exoesqueleto obtenido con PBS (A) y SDS-electroforesis de las fracciones de la
cromatografia (B). Los ndameros de la electroforesis corresponden a las fracciones de la
cromatografia. La flecha sefiala la banda correspondiente a la tropomiosina.

PM: Marcador de pesos moleculares. Muestra triturada sin exoesqueleto, extraida con
PBS a 4°C y hervida 5 min (EH); Extracto crudo con exoesqueleto en tampén borato

pH 8,0 sin calentar (EBC) o hervido durante 5 min (EB5).

Aunque la pureza de la tropomiosina purificada sin exoesqueleo no era todavia
la deseada (<75%), se procedié a incular un conejo con la fraccién obtenida en esta

etapa.
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3.2.3.2.Cromatografia en Sephadex G-75 en presencia de un agente quelante.

Atendiendo a la estructura y funcion de la tropomiosina en el masculo, es
posible que las proteinas de bajo peso molecular que no se pueden eliminar en la
cromatografia en Sephadex G-75, se deba a que se encuentren asociadas a la
tropomiosina en el sarcomero (Eisenberg y Kielley, 1974). La funcion de la
tropomiosina en el masculo es impedir que la actina se una a la miosina y asi se
produzca el ciclo de los puentes cruzados cuando no hay un impulso nervioso que lo
ordene. El impulso nervioso desencadena la liberacion al citosol del Ca®* almacenado,
que se une a la troponina. Al unirse el calcio a la troponina, se produce la separacion de
la tropomiosina de la actina comenzando el ciclo de contraccion del sarcomero (Fitts,
2008). En presencia de calcio, la troponina permanece unida a la tropomiosina. En base
a ello, se procedié a afiadir EDTA (entre 1 y 10 mM) tanto a la muestra de langostino
hervida, sin exoesqueleto, como al tampdn de elucion antes de realizar la cromatografia.
De esa forma, al ser quelado el calcio por el EDTA, cabe esperar la disociacion de la
tropomiosina que estaba interaccionando con otras proteinas del sarcomero.

El perfil de la cromatografia en Sephadex G-75 realizada en presencia de las tres
concentraciones de EDTA mostré6 la presencia de dos picos, encontrandose la
tropomiosina en el primero (fracciones 25 a 45) (resultados no mostrados). El perfil
electroforético de las fracciones obtenidas muestra como al incrementar la
concentracion de EDTA, se reduce el nimero y la intensidad de las bandas
contaminantes de bajo peso molecular (<37 kDa) presentes en la fraccion de

tropomiosina (Figura 9).
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Figura 9. SDS-electroforesis de las fracciones obtenidas en las cromatografias en
Sephadex G-75 en presencia de EDTA 1 mM (A), 5 mM (B) y 10 mM (C). PM:

marcador de pesos moleculares. E: extracto de langostino hervido, sin exoesqueleto. El

resto de los numeros corresponden a las fracciones del primer pico de cada

cromatografia. Las flechas sefialan la banda correspondiente a la tropomiosina.

Estos resultados indican que la preparacion del extracto de langostino al que se
ha eliminado previamente el exoesqueleto y posteriormente se ha adicionado con EDTA
a una concentracion final de 10 mM antes de la cromatografia en Sephadex G-75
permite obtener tropomiosina con un alto grado de pureza (> 90%). En el proceso
completo de purificacion en estas condiciones se han obtenido aproximadamente 28 mg
de tropomiosina (Figura 10). Esta proteina, con un mayor grado de pureza, se utilizara
posteriormente a este trabajo, para preparar una columna de inmunoafinidad con la que

purificar los anticuerpos especificos presentes en los antisueros de conejo.
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Figura 10. SDS-Hectroforesis de la tropomiosina purificada. 1: Marcador de pesos
mo leculares. 2: Tropomiosina purificada. La flecha sefiala la banda correspondiente a la

tropomiosina.

3.4.  Caracterizacion del antisuero anti-tropomiosina.

Para caracterizar los antisueros anti-proteinas de langostino y anti-tropomiosina
obtenidos se aplicaron técnicas de inmunodifusién doble y de ELISA no competitivo

indirecto.

3.4.1. Técnica de inmunodifusién doble.

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos en el analisis de los antisueros
anti-proteinas de langostino y anti-tropomiosina, obtenidos ambos en la segunda
extraccion, frente a extractos de langostino y tropomiosina purificada, por la técnica de
inmunodifusion doble. En esta técnica la presencia de un arco de precipitacion entre el
pocillo en el que se ha aplicado una muestra y el pocillo en el que se ha aplicado el
antisuero indica la presencia en el mismo de anticuerpos frente a la/s proteina/s
presente/s en la muestra. Como puede observarse, el antisuero anti-tropomiosina dio un
resultado positivo frente a la tropomiosina a todas las concentraciones ensayadas (entre
1 y 15 pg de proteina total por pocillo). Sin embargo, no se observdé banda de
precipitacion en el pocillo del extracto de langostino, probablemente debido a que no
hay sensibilidad suficiente por la baja concentracién de tropomiosina presente en dicho
extracto. En el caso del antisuero anti-proteinas de langostino se observé la presencia de
varias bandas, lo que indica, como era de esperar, que existen anticuerpos en el
antisuero frente a varias proteinas del extracto. Ademas se observé un resultado positivo

en los extractos de menor concentracion (entre 1,3 y 5,3 pg) debido probablemente a
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gue las concentraciones altas se encuentran fuera del rango de la zona de equivalencia,

en la que no se pueden formar precipitados por un exceso de antigeno.

Figura 11. Inmunodifusion doble de;
A. Antisuero anti-tropomiosina. Control negativo (Agua destilada) (1); tropomiosina
4ug (2), 10ug (3) 12ug (4), 15pg (5), extracto crudo de langostino (ECL) 58,3 g

(6).
B. Antisuero anti-proteinas de langostino. Extracto crudo de langostino 21,2ug (1);
10,6ug (2), 5,3ug (3) 2,7ug (4), 1,3ug (5), control negativo (agua destilada) (6).

Los nameros indican la cantidad de proteina total aplicada a los pocillos.

3.4.2. Técnica de ELISA no competitivo indirecto.

Esta técnica se ha utilizado para titular los antisueros obtenidos. Para ello, los
pocillos tapizados con la proteina diana se ensayaron con diferentes diluciones del
antisuero. En la Figura 12 se muestra la titulacion del antisuero anti-tropomiosina
utilizando pocillos tapizados con diferentes concentraciones de tropomiosina. Como
puede observarse, la respuesta fue similar a todas las concentraciones de tropomiosina
ensayadas y aument6 al disminuir la dilucién del antisuero, alcanzandose saturacion a
diluciones de 1/2000 o menores. El titulo del antisuero anti-tropomiosina, que se define
como la dilucion con la que se obtiene la mitad de la absorbancia maxima, ha sido de
1/10.000.
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Figura 12. Titulacién del antisuero anti-tropomiosina en pocillos tapizados con

diferentes concentraciones de tropomiosina.

3.4.3. Reactividad con extractos de diferentes especies.

Para ensayar la reactividad cruzada de los antisueros, se obtuvieron extractos de
diferentes especies de crustaceos, moluscos, pescados y carne, en los que se determin6
previamente la concentracion de proteina con el objeto de aplicar en todos los pocillos
la misma cantidad de proteina.

La Figura 13 muestra la concentracion de proteina de los extractos determinada
por la técnica de BCA. Los extractos de carne de ternera y pollo fueron los que
mostraron una mayor cantidad de proteina (9,53 y 13,42 mg/ml respectivamente)
mientras que las muestras de mejillon, bacalao y pulpo fueron las de menor contenido
proteico (1,66 a 2,74 mg/ml). En el caso de los crustaceos, la concentracion de proteina
vario entre 4,64 mg/ml (carabinero) y 10,12 mg/ml (cigala).
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Figura 13. Concentracién de proteina en extractos crudos de diferentes especies
animales. El valor corresponde a la media +DS de dos extracciones, analizadas cada una

por duplicado.

Para determinar la reactividad del antisuero anti-tropomiosina con los extractos
de otras especies se han utilizado las técnicas de inmunodifusion doble y de ELISA de
tipo competitivo indirecto con pocillos tapizados con tropomiosina.

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos por la técnica de
inmunodifusién doble. Como puede observarse, el suero anti-proteinas de langostino no
fue capaz de reconocer el extracto de langostino hervido 5 min. Ademas, este antisuero
tampoco reacciono con los extractos de otros crustaceos como gamba, gambon, cigala o
carabinero.

Por el contrario, el antisuero anti-tropomiosina fue capaz de detectar el extracto
de langostino hervido y el extracto crudo de cigala aunque no el de gamba y gambon.
Para ninguno de los dos antisueros se observo reaccion cruzada frente a los extractos de

moluscos, pescado o carne.
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Tabla 2. Resultados de la inmunodifusion doble obtenidos con los antisueros anti-
proteinas de langostino (L) y anti-tropomiosina (T) frente a tropomiosina, extracto de
langostino hervido y extractos de diferentes especies crudos (C) o hervidos (H).

- resultado negativo. +: resultado positivo. £: resultado dudoso. NA: no analizado.

Antisuero Antisuero

Muestra: L T | Muestra: L T
Langostino (H) NA + | Pulpo (C) 33 ug - -
Gamba (C) 59 ug - + | Pulpo (H) NA -
Gamba (H) NA - | Pollo (C) 154 ug - -
Gambén (C) 72 ug - - | Pollo (H) NA -
Gambén (H) NA - | Ternera (C) 95 pg - -
Carabinero (C) 46 g + - | Ternera (H) NA -
Carabinero (H) NA + | Bacalao (C) 41 g - -
Cigala (C) 96 ug - + | Bacalao (H) NA -
Cigala(H) NA - | Merluza (C) 66 g - -
Mejillén (C) 54 ug - - | Merluza (H) NA -
Mejillon (H) NA -

En la Figura 14 se muestra la reactividad del antisuero anti-tropomiosina con los
extractos de diferentes especies por la técnica de ELISA de tipo no competitivo
indirecto. Los resultados indican que el antisuero muestra una alta reactividad (55-85%)
con los extractos crudos de todas las especies de crustaceos ensayadas, siendo mayor
para los extractos procedentes Unicamente de muasculo, puesto que la tropomiosina se
encuentra en mayor proporcion que en los extractos con exoesqueleto. Sin embargo, la
reactividad es menor en los extractos tratados térmicamente, hecho que se debe
probablemente a la desnaturalizacion y/o agregacion de la proteina diana, que por una
parte disminuyen su solubilidad y por lo tanto dificultan su extraccién y por otra parte
producen la pérdida o enmascaramiento de algunos epitopos que son reconocidos por
los anticuerpos (Hoffman et al., 1981). Por el contrario, la reactividad del antisuero es

menor del 15% con los extractos crudos de mejillon, bacalao, ternera y pollo.
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Figura 14. Reactividad del antisuero anti-tropomiosina con los extractos de diferentes
especies mediante la técnica de ELISA de tipo competitivo indirecto. Todos los
extractos se ensayaron a una cantidad total de 3 pg. Los resultados se expresan en
porcentaje de reactividad respecto a la reaccion con la tropomiosina purificada (100%).
ECE: extracto crudo con exoesqueleto; EC: extracto crudo sin exoesqueleto;

ET: extracto hervido sin exoesqueleto.

Los resultados obtenidos indican que con las dos técnicas ensayadas, el antisuero
anti-tropomiosina presenta una alta especificidad para detectar especies de crustaceos,
no mostrando reaccion cruzada con extractos de otras especies animales. Asi, utilizando
la técnica de inmunodifusion doble, el antisuero anti-tropomiosina resultaria adecuado
para detectar la presencia de langostino y cigala en alimentos crudos asi como de
langostino en alimentos tratados térmicamente. Si se utilizara la técnica de ELISA de
tipo competitivo indirecto y el mismo antisuero, se podria detectar la presencia de todas
las especies de crustaceos ensayadas, en alimentos tratados o no térmicamente, aunque
en los procesados la reactividad seria menor.

Por otra parte, dada la alta sensibilidad de la técnica de ELISA se espera que
permitiese detectar la presencia de pequefias cantidades de proteina de crustaceos, del
orden de pg/g, por lo que resultaria adecuada para ser utilizada tanto en el control de
calidad en la industria alimentaria como por los organismos oficiales para asegurar un
correcto etiquetado de los alimentos de acuerdo a la legislacion vigente de alérgenos
alimentarios. Todo ello redundaria en una mayor seguridad para proteger a los

individuos alérgicos a los crustaceos.

42



3.5.  Optimizacion de las condiciones de extraccion

Uno de los retos a los que se enfrenta la deteccion de alérgenos en alimentos es
optimizar el proceso de extraccion para que resulte eficiente y reproducible. Esta etapa
de extraccion debe ser capaz de solubilizar la mayor cantidad posible de la proteina
diana y por otra parte debe de ser compatible con la reaccion que se ha de establecer
entre dicha proteina y sus anticuerpos especificos. Por ello, en este trabajo se han
ensayado tampones de extraccion de diferente composicion y pH con el objeto de
seleccionar el que resulte mas efectivo para extraer las proteinas de crustaceo.

En la Figura 15 se muestran los resultados obtenidos con los tampones
ensayados. La cantidad de proteina extraida, determinada por la técnica de BCA, ha
variado entre 0,97 y 8,06 mg/ml, obteniéndose los mejores resultados con PBS, Tris-
HCI y borato, siendo con el tampdn borato pH 8,0, NaCl 0,2 M el que se consiguio
extraer la mayor cantidad de proteina. La adicion de las dos sales mejoro el rendimiento
de la extraccion.

Estos resultados preliminares serviran como base para optimizar otras
condiciones de la extraccion como temperatura y tiempo de incubacion, intensidad de
agitacion, asi como la adicién a los tampones de agentes desnaturalizantes (SDS,
compuestos reductores o detergentes, entre otros) que mejoren la extraccion de
proteinas. Posteriormente, sera necesario comprobar que la composicion de los
tampones que resultan mas eficientes para la extraccion, no dificultan la reaccion entre
la proteina diana y sus anticuerpos especificos.
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Figura 15. Concentracién de proteina determinada por la técnica de BCA de los
extractos de langostino obtenidos con diferentes tampones. Los resultados muestran la

media +DS de dos extracciones, analizada cada una por duplicado.
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Conclusiones:

Las condiciones Optimas para la extraccion de la tropomiosina de langostino
para su posterior purificacién requieren previamente la coccion del langostino y
la eliminacion del exoesqueleto. EI tampdn éptimo para la extraccion es borato a
pH 8,0.

La purificacion de la tropomiosina mediante técnicas de precipitacion
isoeléctrica y salina en presencia de un agente reductor proporciona un alto
grado de pureza pero el proceso resulta largo, tedioso y de muy bajo
rendimiento.

La purificacion de la tropomiosina mediante una cromatografia en Sephadex G-
75 del extracto de langostino hervido proporciona un mayor rendimiento, pero
un menor grado de pureza que utilizando técnicas de precipitacion. El grado de
pureza puede aumentarse si se incluye EDTA a una concentracion de 10 mM en
eltampon de elucidn como agente quelante.

Los antisueros anti-tropomiosina obtenidos presentan un alto titulo y reconocen
la proteina en extractos de langostino crudo y tratado térmicamente. Ademas, los
antisueros muestran una alta reactividad con extractos de otras especies de
crustaceos pero no con los de moluscos, pescados y carne, por lo que podrian ser

usados para detectar la presencia de crustaceos en alimentos procesados.
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