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DESCRIPCION

Titulo de la invencién

Utilizacién de anticuerpos contra la lipoxige-
nasa (E.C. 1.13.11.12.) en alimentos o en sus in-
gredientes.

Campo técnico de la invencién

La presente invencién se encuadra dentro del
campo técnico de los aditivos alimentarios que
confieren propiedades funcionales a los alimentos
y, en especial, se refiere a aditivos que producen la
desactivacion de enzimas responsables de la apa-
ricién de defectos en un alimento. Algunos pro-
cesos enzimaticos presentan un gran interés apli-
cado en la elaboracién de alimentos, sin embargo,
en otros casos son responsables parciales o tota-
les de la aparicién de caracteristicas rechazables,
como por ejemplo la iniciacién de procesos de de-
coloracién en alimentos en los que el color es una
de sus caracteristicas definitorias, o la apariciéon
de substancias de gusto desagradable. La idea de
inhibir (desactivar) el enzima utilizando anticuer-
pos (proteinas) disenados para su unién selectiva
con el enzima y que a su vez produzcan su de-
sactivacion o faciliten su eliminacion, puede ser
aplicada en alimentos en cuyo proceso de elabo-
racién no se consiga una desactivacién térmica u
de otro tipo de los enzimas, pudiendo llegar a ser
una alternativa al uso de otros aditivos mas ines-
pecificos y con un mayor grado de repercusion so-
bre la salud del consumidor. Entre los alimentos
a los que se puede aplicar esta invencién pode-
mos citar los embutidos crudos curados y el vino,
y son numerosos los enzimas que son responsables
de defectos en un alimento (lipoxigenasa, polife-
nolasa, peroxidasas, etc.).

Estado de la técnica anterior a la invencién

Existen diferentes defectos en alimentos oca-
sionados por la accién de enzimas que son parte
constituyente de los ingredientes utilizados en su
elaboracién. Asi por ejemplo, la xantina oxidasa
de la leche es la responsable de la aparicién de
un cierto sabor a oxidado, que se evita mediante
la desactivacion térmica del enzima. En la ela-
boracién de zumos también es necesaria la de-
sactivacion térmica de un enzima, la pectin-metil
estearasa. Este enzima se encuentra de forma na-
tural en la fruta de manera que en el proceso de
la elaboracion del zumo se pone en contacto con
su substrato produciéndose la liberacion de dcidos
pectinicos libres, los cuales, en presencia de iones
calcio, formarian agregados con tendencia a preci-
pitar. Alternativamente a la inactivacién térmica,
que puede producir modificaciones no deseadas
del aroma, se suele introducir poligalacturonida-
sas en el zumo, que también actian sobre las pec-
tinas desmetiladas, con lo que al hidrolizarse los
acidos pectinicos se evitaria su precipitacién por
calcio.

Muchos de los enzimas responsables del dete-
rioro de alimentos pertenecen al grupo de las oxi-
dorreductasas, aunque también podemos encon-
trar en otros grupos. Las oxidorreductasas son
responsables de catalizar la oxidorreduccién de
multitud de substratos dando lugar a productos
que tienen unas caracteristicas modificadas res-
pecto a su funcionalidad dentro de un alimento.
En algunos casos, el cambio de caracteristica es

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

beneficioso para el alimento, como es el caso de
la accién de la lipoxigenasa en el proceso de blan-
queado de la harina; sin embargo en otros, la
reaccién conduce a la pérdida de propiedades nu-
tricionales u organolépticas que hacen descartar
el uso comercial del alimento. Este seria el caso
del pardeamiento (quiebra castafia) del vino, que
obedece a la oxidacién de compuestos fendlicos
que en los vinos tintos puede provocar hasta la
completa floculaciéon del pigmento. Los proce-
sos oxidativos que se producen son tanto de na-
turaleza quimica como enzimética (polifenoxida-
sas). Las fenoloxidasas catalizan la oxidacién de
los compuestos fendlicos a o-difenoles y a estos
a quinonas que son el punto de partida de una
gran variedad de reacciones, algunas conducen a
la formacién de coloraciones pardas anémalas en
frutas y productos derivados. Las medidas para
evitar estas reacciones pasan por la inactivacion
de enzimas por calentamiento, la eliminacién de
oxigeno o la adicién de reductores o antioxidan-
tes. En el caso del vino el producto mas indicado
en la actualidad para evitar la quiebra castana es
el diéxido de azufre; los vinos pardeados pueden
aclararse con carbén activo. Con este tratamiento
se eliminan también defectos de sabor.

La oxidacion de los lipidos es uno de los prin-
cipales problemas que tiene la conservacién y ela-
boracién de alimentos grasos. En las condiciones
en que habitualmente se almacenan lo alimentos,
los acil-lipidos insaturados no son estables y su-
fren procesos de peroxidacién, que en reacciones
posteriores se transforman en una gran variedad
de compuestos. El proceso, que se conoce como
peroxidacién lipidica, se puede dividir en autoxi-
dacién y catdlisis por lipoxigenasas. La diferen-
cia consiste en que la reaccién del oxigeno con
el acido graso para formar el hidroperéxido esté
o no catalizada por un enzima. Durante el pro-
ceso de peroxidacién lipidica se forman numero-
sas substancias volatiles y no volatiles. Las su-
bstancias voldtiles tienen una actividad olfato-
ria extraordinariamente grande, los efectos de la
peroxidacién lipidica se manifiestan inclusive en
aquellos alimentos que contienen acil-lipidos no
saturados en pequenia concentracién o en aquellos
en los que sélo una pequenia parte de los acil-
lipidos reacciona con el oxigeno. Las modificacio-
nes producidas en el aroma de los alimentos son
juzgadas con frecuencia por los consumidores ne-
gativamente, es decir, como rancias, a pescado,
metélicas, herbaceas, a cartén, a viejo, etc. No
debe olvidarse, sin embargo que los compuestos
volatiles producidos por autoxidacién en concen-
traciones inferiores a los umbrales de “off-flavor”
contribuyen decisivamente al aroma de muchas
frutas y legumbres y también matizan el aroma
de los alimentos grasos.

Las lipoxigenasas, ademds de ser responsables
de la peroxidacién de los acidos grasos poliinsa-
turtados, tienen la capacidad de catalizar la coo-
xidacién de éstos con carotenoides como el (-
caroteno, degradandose hasta productos incolo-
ros. Los carotenoides contribuyen decididamente
a proporcionar color a multitud de alimentos, en-
tre ellos algunos embutidos crudos como la sobra-
sada o el chorizo. En estos casos la fuente prin-
cipal de carotenoides la constituye el pimentén,



3 ES 2 137 134 Al 4

preparado de origen vegetal con un elevado grado
de sequedad y que aun mantiene activos algunos
enzimas como la lipoxigenasa. La mezcla de in-
gredientes como tocino, pimentén, carne magra
de cerdo que se utiliza para la elaboracion de
los embutidos anteriormente citados pone en con-
tacto el enzima (lipoxigenasa) con sus substratos
(4cidos grasos insaturados, preferentemente lino-
leico y carotenoides como el (-caroteno) con lo
que puede iniciarse el proceso de cooxidacién que
producird una pérdida de color y de valor nutri-
cional. Los carotenoides, ademés de proporcio-
nar color a estos alimentos también tiene una im-
portante funcién nutricional de provitamina A,
habiéndose descrito que pueden desempenar un
papel importante en los sistemas de prevencién
de determinadas patologias como la arterioscle-
rosis.

El proceso de peroxidacion de los acidos gra-
sos insaturados se encuentra mediado por la for-
macién de radicales libres de estos acidos grasos.
La reaccién de peroxidaciéon sigue un esquema
bésico de una reaccién en cadena en la que se pue-
den distinguir al menos cuatro fases. La fase de
iniciacién en la que un radical libre preexistente
capta un atomo de hidrégeno de un acido graso
poliinsaturado produciéndose un radical libre de
este acido graso con el electrén centrado sobre un
atomo de carbono. La fase de propagacién en la
que este radical libre reacciona con el oxigeno ge-
nerando otro radical libre (radical hidroperéxido)
en el que el electrén se encuentra centrado so-
bre el oxigeno. Este radical hidroperéxido puede
captar un atomo de hidrégeno de otra molécula
de acido graso insaturado que a su vez puede de
nuevo reaccionar con otra molécula de oxigeno,
propagando de esta manera la reacciéon de pero-
xidacién. En esta fase de propagacién se genera
el producto de la reaccién de peroxidacién, los
hidroper6xidos de los dcidos grasos insaturados.
Estos hidroperéxidos presentan a su vez una gran
reactividad, de hecho pueden descomponerse en
presencia de metales como el hierro y el cobre en
su estado reducido, dando lugar a la denominada
reaccion de Fenton en la que se produce un radi-
cal hidroxilo extremadamente reactivo y el alco-
hol del 4cido graso insaturado. Esta fase puede
denominarse fase de reiniciacién, puesto que en
ella se vuelen a generar radicales libres muy reac-
tivos, capaces de reaccionar con los acidos gra-
sos poliinsaturados. En la cuarta fase, la de ter-
minacién, los radicales libres que se han gene-
rado en las fases precedentes se desactivan por
reaccién entre ellos o con moléculas capaces de
capturar estos radicales libres, transforméndose
a su vez en radicales libres poco reactivos. Es-
tas substancias tiene unas propiedades concretas
que les permiten estabilizar el electrén radicala-
rio y se conocen con el nombre genérico de an-
tioxidantes por captura de radicales libres. En-
tre estas moléculas podemos encontrar la mayoria
de antioxidantes primarios y secundarios autori-
zados como los galatos, ter-butil-4-hidroxianisol
(BHA), 2,6-di-ter-butil-p-cresol (BHT), tocofero-
les (vitamina E), los compuestos de la serie ionox
(derivados del BHT), los 4cidos de la goma de
guaica, los carotenoides ((-caroteno), los flavo-
noides, etc. Otros antioxidantes, también deno-
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minados sinergistas, actian quelando los metales
de transiciéon que pueden reiniciar la reaccién de
peroxidacién, como los polifosfatos, EDTA, acido
tartarico, acido citrico, ésteres del acido citrico,
acido fitico, lecitina. Otros antioxidantes actian
inhibiendo la fase de iniciacién de la peroxidacién
o bien consumiendo el oxigeno, el otro substrato
de la reaccién de peroxidacién. Entre estos encon-
tramos los sulfitos, el 4cido ascérbico (vitamina
C) y el palmitolil-ascorbato, el acido eritrébico
(D-isémero del dcido ascérbico). Algunos antioxi-
dantes actiian por més de un mecanismo, como es
el caso del acido tiodipropiénico que actiia como
agente quelante y, al igual que el sulfito, descom-
poniendo hidroperdxidos de alquilo en compues-
tos mas estables.

Las lipoxigenasas (linoleato:oxigeno oxidorre-
ductasa, EC 1.13.11.12.) son una clase de dio-
xigenasas que contienen un atomo de hierro no
heminico y que catalizan la oxidacién de los
lipidos insaturados por el oxigeno molecular. Su
existencia es conocida desde hace més de 60 anos
y, durante este periodo de tiempo, ha recibido di-
ferentes nombres: caroteno oxidasa, oxidasa de
grasas, lipoxidasa, y, de forma m&s consensuada
en los ultimos anos: lipoxigenasa.

Antes de su descubrimiento como entidad en-
zimatica, ya se utilizada en la tecnologia de ali-
mentos para la decoloracién de los carotenoides
de la harina y para modificar las propiedades
reolégicas de la masa resultante [(1) Axelrod,
1974. ACS Adv. Chem. Ser. 136:324-348).
También se ha investigado su participacién en la
génesis de sabores y aromas en los alimentos, que
pueden ser deseables o indeseables [(2) Siedow,
1991. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.
Biol. 42: 145-188.).

Se ha descrito su actividad en mas de 60 espe-
cies de plantas superiores (1), en algas eucariotas
[(3) Zimmerman y Vick, 1973. Lipids 8: 264-
266), en levaduras y hongos [(4) Schecliter y Gros-
sman, 1983. Int. J. Biochem., 15: 1295-1304], y
en mamiferos [(5) Samuelsson, Dahlen, Lindgren,
Rouzer y Serhan, 1987. Science, 237:1171-1176].
Esta gran diversidad de especies que presentan
actividad lipoxigenasa también se refleja en una
diversidad de estructuras que presentan esta ac-
tividad; a pesar de ello se han descrito reacciones
inmunolégicas cruzadas entre antisueros obteni-
dos con lipoxigenasa purificada de una fuente y
la lipoxigenasa presente en otra especie, asi por
ejemplo se han obtenido reacciones cruzadas en-
tre el anticuerpo contra la lipoxigenasa de soja y
el enzima de patata y el de berenjena [(6] Trop,
Grossman, Veg, 1974. Ann. Bot. 38: 783-794; (7)
Vernooy-Gerritsen, Veldink, Vliegenthart, 1982.
Biochim. Biophys. Acta 708: 330-334]. Asi
mismo se han obtenido anticuerpos contra la li-
poxigenasa de soja capaces de producir una in-
hibicién de la actividad lipoxigenasa en distin-
tos sistemas bioldgicos [véase (8) Pagés, Roselld,
Gelpi, Gualde y Rigaud, 1986. Prostaglandins 32:
729-740].

Hasta el momento de esta invencién no se han
descrito procedimientos que produzcan la inhi-
bicién de la lipoxigenasa en alimentos basados
en la utilizacién de anticuerpos especificos con-
tra este enzima. La mayoria de aditivos utili-
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zados actian sobre la cadena de reacciones que
se produce cuando se ha iniciado la peroxidacion
lipidica, aunque en algunos casos también actiian
inhibiendo la fase de iniciacién (incluso inhi-
biendo la actividad lipoxigenasa) o bien previ-
niendo ésta al retirar posibles agentes prooxidan-
tes. Se han patentado algunos extractos de ve-
getales tratados con fines a su comercializaciéon
como antioxidantes en la industria alimentaria.
Por ejemplo se han utilizado extractos de cebada,
en forma de polvo, soluciones acuosas o etandlicas
[(9) HW.-S. Chan, 1987, Academic Press Inc.
London], sin embargo estudios realizados sobre su
composiciéon han revelado la existencia de hasta
24 antioxidantes fendlicos. El uso de aditivos ali-
mentarios que impiden la peroxidacion lipidica es
en estos momentos una préactica generalizada en
la industria de elaboraciéon de sobrasada. Hemos
comprobado que si no se utilizan estos aditivos,
la sobrasada se blanquea en un periodo de tiempo
relativamente corto. Ademds hemos comprobado
la participacion de la lipoxigenasa en el proceso de
peroxidacién de los acidos grasos de la sobrasada.
Estos antecedentes nos inducieron a pensar que
la desactivaciéon immunolégica de la lipoxigenasa
puede producir una mejora substancial del man-
tenimiento del color y del valor nutricional de la
sobrasada, disminuyendo la cantidad de aditivos
sintéticos anadidos.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se refiere a la utili-
zacién de anticuerpos contra la lipoxigenasa (E.C.
1.13.11.12.) en alimentos o en sus ingredientes.
La lipoxigenasa es responsable de iniciar procesos
de oxidacién de grasas dando lugar a decoloracio-
nes y a la aparicién de gustos desagradables. En
especial se refiere a la desactivacién de la lipoxige-
nasa en los alimentos que la contienen utilizando
anticuerpos contra ella capaces de inactivarla o
que faciliten su eliminacién del alimento. La idea
de poder inactivar o eliminar selectivamente la li-
poxigenasa tiene gran interés en aquellos alimen-
tos ricos en grasas insaturadas como el aceite de
oliva o de semillas, embutidos como la sobrasada
o en alimentos no grasos como el vino, en todos
los cuales evitaria la aparicién de determinadas
caracteristicas organolépticas no deseadas.

La obtencién de anticuerpos policlonales con-
tra la lipoxigenasa puede realizarse a partir de
una fuente animal como el cerdo, el conejo o el po-
llo o bien pueden aplicarse las nuevas tecnologias
que permiten la obtencién de anticuerpos mono-
clonales, después de fusionar los linfocitos obteni-
dos tras inmunizar alguno de éstos animales con
lineas celulares inmortales compatibles con ellas.
En cualquiera de los casos es conveniente compro-
bar que los anticuerpos obtenidos son aptos para
la inactivacion de la lipoxigenasa presente en el
alimento. La inmunizacién de los animales puede
realizarse utilizando la lipoxigenasa presente en
el alimento una vez purificada o bien utilizando
lipoxigenasa purificada de otro organismo. No
siempre se obtiene un anticuerpo capaz de in-
hibir apreciablemente la actividad lipoxigenasa,
aunque siempre se produce un cierto grado de in-
teracciéon entre el enzima y el anticuerpo. Asi
por ejemplo, (véase més adelante) los anticuerpos
contra la lipoxigenasa de soja obtenidos después
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de inmunizar un cerdo adulto fueron capaces de
unirse a la lipoxigenasa de pimentén y de sobra-
sada pero no la inactivaron; sin embargo los anti-
cuerpos obtenidos contra la lipoxigenasa de soja
tras inmunizar pollos o conejos fueron capaces de
inhibir la actividad lipoxigenasa de pimentén y
de sobrasada.

La obtencién de los anticuerpos (policlonales o
monoclonales) contra la lipoxigenasa del alimento
en cuestién puede realizarse por cualquiera de los
procedimientos de uso comun que estan descritos
y se recomienda su purificaciéon con objeto de eli-
minar posibles substancias prooxidativas presen-
tes en el preparado no purificado. Los anticuer-
pos, en forma de antisuero o plasma, o bien puri-
ficados finalmente podran anadirse al alimento en
solucién o en polvos, una vez secados o liofiliza-
dos. Una vez obtenido el preparado de anticuer-
pos es necesaria su titulacion mediante alguno de
los procedimientos de uso comin (ELISA, RIA),
pero también la comprobacién de que los anti-
cuerpos conseguidos tienen la capacidad de inhi-
bir la actividad lipoxigenasa del alimento. Ello se
puede realizar a partir de un extracto acuoso del
propio alimento, poniendo en contacto una canti-
dad fija de extracto del alimento con cantidades
variables del preparado (purificado o no) con el
anticuerpo a ensayar. Inmediatamente después de
haber puesto en contacto el extracto del alimento
con el preparado de anticuerpo, o bien transcurri-
das dos horas a temperatura ambiente, puede de-
terminarse la actividad lipoxigenasa presente me-
diante alguno de los procedimientos de uso comin
que existen, como la variacién de la absorbancia
a 234 nm, indicativo de la formacién de un dieno
conjugado que seria debido a la reaccién de pero-
xidacién del dcido linoleico. Mediante este pro-
cedimiento podremos conocer la proporcién de
preparado de anticuerpo que debemos introdu-
cir en el alimento para provocar la desactivacién
deseada de la lipoxigenasa. Hemos comprobado,
utilizando plasma obtenido de pollos inmuniza-
dos con lipoxigenasa de soja, que cuando la con-
centracién de anticuerpo no es suficiente puede
producirse una reactivacion del enzima a las dos
horas de iniciarse la incubacién del extracto del
alimento con el preparado de anticuerpo, sin em-
bargo si la concentracién es suficiente entonces la
desactivacion se mantiene en este tiempo.

El sistema que proponemos es capaz de inac-
tivar la lipoxigenasa pero no tiene porque alterar
la capacidad de los metales pesados o de la luz de
producir reacciones de peroxidacion de los acidos
grasos insaturados. La presencia activa de éstos
en el alimento hard que sea necesario la utilizacion
de sistemas adicionales que eviten la autoxidacién
lipidica, como la utilizaciéon de antioxidantes se-
cundarios. La existencia en el alimento de otros
sistemas de antioxidacién puede influir en las can-
tidades a utilizar del preparado de anticuerpo y
también de las de los otros antioxidantes. En este
caso lo que se propone es la confeccién de un pre-
parado con el antisuero y con antioxidantes secun-
darios que muestren la maxima capacidad antio-
xidante en el alimento. Los efectos sinergistas que
pueden dar lugar este tipo de combinaciones son
muy potentes: En sobrasada hemos comprobado
que con una proporcién del 0.3% de plasma de
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pollo inmunizado con lipoxigenasa de soja o con
0.4 ppm de vitamina C anadida no se produce mas
variacién en los niveles de actividad lipoxigenasa
durante el secado que la que presenta la propia
sobrasada sin ningin tipo de aditivo (un 25 %),
sin embargo si la sobrasada contiene un 0.3% de
este preparado de anticuerpo y 0.4 ppm de vita-
mina C entonces se consigue un 30 % adicional
de desactivacién de la lipoxigenasa. Estos efec-
tos sinergisticos, junto con la posibilidad de que
el propio alimento pueda presentar una cantidad
de agente antioxidante hacen necesario el tener
que afinar la cantidad relativa de cada uno de los
antioxidantes a utilizar (incluido el preparado de
anticuerpo) en base a los efectos obtenidos sobre
la oxidacién lipidica en el alimento en cuestion.

La adicién del preparado con el anticuerpo
debe realizarse en el momento en el que puedan
ponerse en contacto el enzima con su substrato,
si bien también puede valorarse el momento ade-
cuado en funcién de la cantidad y tipo de lipo-
xigenasa y de acidos grasos insaturados del ali-
mento. Generalmente los enzimas suelen estar
compartimentados en la célula de forma que no
se ponen en contacto mas que cuando se produce
una disgregacion del tejido y la ruptura celular;
de la misma manera en este momento también es
posible el contacto del anticuerpo con el enzima
dado que no serd necesario atravesar membranas
puesto que la célula estard disgregada. Estos son
generalmente los momentos mas adecuados para
introducir el preparado de antioxidantes con el
anticuerpo en el alimento. En el caso de la so-
brasada, el momento en el que se ha introducido
el preparado de antioxidantes es cuando se mez-
cla el triturado de carne magra y tocino con el
pimenton.

En otros casos los anticuerpos obtenidos no
tienen una capacidad suficiente para desactivar
la lipoxigenasa, sin embargo se produce la for-
macién de un complejo enzima-anticuerpo que
puede ser susceptible de poder ser eliminado del
alimento de forma especifica por inmunoprecipi-
tacion u otra técnica adaptable al proceso de ela-
boraciéon del alimento. Hemos comprobado que
mediante la inmunoprecipitacién con proteina A
de Staphilococcus aureus del complejo lipoxige-
nasa de pimentén con antisuero de cerdo inmu-
nizado con lipoxigenasa de soja se consigue eli-
minar un 50% de la actividad lipoxigenasa del
pimentén. Este procedimiento de eliminacién de
lipoxigenasa debe poder acoplarse al proceso de
elaboracién del alimento, y no siempre es posi-
ble. En el caso de la elaboracién del vino seria
posible una estrategia de este estilo puesto que
ya se realiza una fase de clarificaciéon del mosto
con centrifugas o filtros lo que permitiria poder
eliminar la lipoxigenasa una vez se hubiera unido
al anticuerpo, éste a la proteina A que a su vez
se encuentra unida a polivinil pirrolidona (PVP)
para hacerla més insoluble.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

A. Titulo del plasma obtenido después de in-
munizar un conejo con lipoxigenasa de soja
pura. Cada linea corresponde a una can-
tidad diferente de soja pura presente en el
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pocillo de la placa de ELISA utilizada para
el analisis. El método utilizado para la titu-
lacién ha sido descrito por (10) Pere Puig-
server [Tesi doctoral, Universitat de les Illes
Balears, 1992].

B. Titulo del plasma obtenido después de in-
munizar un pollo con lipoxigenasa de soja
pura. El procedimiento de la titulacion es
el mismo que en el caso anterior.

Figura 2

A: Titulo del suero obtenido después de in-
munizar un cerdo con lipoxigenasa de soja
pura. El método utilizado para la titulacion
ha sido descrito por Pere Puigserver (10).

B: Titulo del suero obtenido de antes de in-
munizar con lipoxigenasa de soja pura el
cerdo que posteriormente se inmunizd y
cuyo suero inmunizado se presenta en la

grafica A.
Figura 3

A. Ejemplo 1 de la inhibicién de la actividad
lipoxigenasa presente en homogenado de pi-
mentén y en el sobrenadante de centrifu-
gacion a 17.000 g de este homogenado, por
efecto de la adicién creciente de un plasma
de pollo inmunizado. La actividad lipo-
xigenasa se ha determinado siguiendo el
procedimiento descrito por (11) Minguez-
Mosquera, Jarén-Galan, Garrido-Fernandez
[1993, Phytochemistry 32: 1103-1108]. El
plasma inmunizado y el homogenado o el
sobrenadante de centrifugacién de este ho-
mogenado estuvieron en contacto durante 2
horas a temperatura ambiente antes de que
se efectuara la determinacion de la activi-
dad enzimatica.

B. Ejemplo 2 de la inhibicién de la actividad
lipoxigenasa presente en homogenado de pi-
mentén y en el sobrenadante de centrifu-
gacion a 17.000 g de este homogenado, por
efecto de la adicién creciente de un plasma
de pollo inmunizado. La actividad lipoxige-
nasa se ha determinado siguiendo el proce-
dimiento descrito por Minguez-Mosquera y
colaboradores (11). El plasma inmunizado
y el homogenado o el sobrenadante de cen-
trifugacién de este homogenado estuvieron
en contacto durante 2 horas a temperatura
ambiente antes de que se efectuara la deter-
minacién de la actividad enzimatica.

C. Ejemplo 3 de la inhibicién de la actividad
lipoxigenasa presente en homogenado de pi-
mentén y en el sobrenadante de centrifu-
gacion a 17.000 g de este homogenado, por
efecto de la adicién creciente de un plasma
de pollo inmunizado. La actividad lipoxige-
nasa se ha determinado siguiendo el proce-
dimiento descrito por Minguez-Mosquera y
colaboradores (11). El plasma inmunizado
y el homogenado o el sobrenadante de cen-
trifugacién de este homogenado estuvieron
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en contacto durante 2 horas a temperatura
ambiente antes de que se efectuara la deter-
minacién de la actividad enzimética.

D. Ejemplo 4 de la inhibicién de la actividad
lipoxigenasa presente en homogenado de pi-
mentén y en el sobrenadante de centrifu-
gacion a 17.000 g de este homogenado, por
efecto de la adicién creciente de un plasma
de conejo inmunizado. La actividad lipoxi-
genasa se ha determinado siguiendo el pro-
cedimiento descrito por Minguez-Mosquera
y colaboradores (11). El plasma inmuni-
zado y el homogenado o el sobrenadante de
centrifugacién de este homogenado estuvie-
ron en contacto durante 2 horas a tempera-
tura ambiente antes de que se efectuara la
determinacién de la actividad enzimatica.

Figura 4

A. Influencia del tiempo de incubacién sobre la
capacidad inhibitoria de la actividad lipo-
xigenasa del homogenado de pimentén por
parte del plasma de pollo inmunizado con
lipoxigenasa de soja. Se han ensayado di-
ferentes concentraciones de plasma de pollo
inmunizado.

B. Influencia del tiempo de incubacién sobre la
capacidad inhibitoria de la actividad lipoxi-
genasa del sobrenadante de centrifugacién a
17.000 g del homogenado de pimentén por
parte del plasma de pollo inmunizado con
lipoxigenasa de soja. Se han ensayado di-
ferentes concentraciones de plasma de pollo
inmunizado.

Figura 5

Actividad lipoxigenasa presente en el sobre-
nadante de centrifugacién a 17.000 g de ho-
mogenados de sobrasadas (recién embutidas
y a los 15 dias de curado) a las que se les
ha adicionado plasma de pollo no inmuni-
zado (1% concentracién final) o plasma de
pollo inmunizado (1% concentracién final)
con lipoxigenasa de soja.

Figura 6

Actividad lipoxigenasa presente en el sobre-
nadante de centrifugacién a 17.000 g de ho-
mogenados de sobrasadas (recién embuti-
das y a los 15 y 30 dias de curado) a las
que se les ha adicionado dos cantidades di-
ferentes (0.3 % y 1 % concentracién final) de
plasma de pollo inmunizado con lipoxige-
nasa de soja.

Figura 7

Efecto sinérgico entre la adicién de vita-
mina C (0.04 ppm a sobrasada) y plasma de
pollo inmunizado con lipoxigenasa de soja
(0,3% concentracién final). Los resultados
se expresan como porcentaje respecto de la
actividad lipoxigenasa (uKat/g peso seco)
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presente en las sobrasadas acabadas de em-
butir (dia 0). Los resultados representan
la media+ error tipo de al menos cuatro
determinaciones. Estadistica (ANOVA): x:
p<0.05 dia de curado vs dia inmediata-
mente anterior; *x:p<0.05 dia 30 vs dia 0.

Se presentan diferencias significativas atri-
buidas al factor tiempo de curado, al factor
tipo de sobrasada y también se presenta una
interaccion significativa de ambos factores.

Dia 15 y 30: Las sobrasadas elaboradas con
plasma inmunizado y vitamina C son dife-
rentes del resto de sobrasadas que siguen
sin presentar diferencias significativas entre
ellas.

Figura 8

Precipitacién de la actividad lipoxigenasa
de homogenado de sobrasada y de pimentén
(Capsicum annuum L.) y de sus sobrena-
dantes de centrifugacién a 17000 g con anti-
suero de cerdo inmunizado con lipoxigenasa
de soja.

Los valores representan la media + error
tipo de cinco determinaciones por grupo.
Estan expresados como porcentaje de la
actividad inicial antes de su precipitacién
por centrifugacién a 1000 g en presencia de
proteina A insoluble.

T: homogenado S: sobrenadante de centri-
fugacién a 17.000 g Estadistica: A: p<0.05
sobrasada o pimentén vs enzima comercial;
*: p<0.05 homogenado vs sobrenadante de
centrifugacién.

Modos de realizacién de la invencién

La presente invenciéon se ilustra adicional-
mente mediante los siguientes ejemplos, que no
pretenden ser limitativos de su alcance, el cual
viene definido Unica y exclusivamente por la Nota
Reivindicatoria adjunta. Asi, por ejemplo donde
se ha utilizado sobrasada, puede extenderse a
cualquier otro alimento como el vino. Donde se ha
utilizado lipoxigenasa, puede extenderse a cual-
quier otro enzima con el que pueda generarse un
anticuerpo capaz de desactivarlo o de facilitar su
eliminacién de este alimento. Donde se ha utili-
zado pollo o conejo o cerdo como animales en los
que generar los anticuerpos, puede extenderse a
otros animales o a sistemas de cultivo celular que
permitan la obtencién de estos anticuerpos.
Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra que la adicién de plasma
de pollo inmunizado con lipoxigenasa de soja
produce una inhibicién de la actividad lipoxi-
genasa de pimentén (Capsicum annuum). Asi
mismo ejemplifica los efectos de diferentes varia-
bles, como la fuente animal de los anticuerpos y
el tiempo de incubacién de los mismos con el pi-
mentén, sobre esta inactivacién.

El plasma se obtuvo de pollos a los que se
habfa inmunizado con lipoxigenasa de soja puri-
ficada a partir de una suspensién de este enzima
adquirida a Sigma Chemical Co. La purificacién
se realizé por cromatografia en columna con
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el sistema FPLC® (Fast Protein Liquid Chro-
matography, marca registrada por Pharmacia).
Después de un primer paso de desalado, para eli-
minar el sulfato amdnico de la preparacién co-
mercial de enzima, se efectué una cromatografia
de intercambio aniénico. La inmunizacién de los
pollos se realizé siguiendo un protocolo de inmu-
nizaciéon de uso comun, consistente en una pri-
mera inmunizacién de los pollos con una canti-
dad de lipoxigenasa de soja repurificada junto a
otra cantidad de adyuvante completo de Freund.
Esta suspension se inyecté de forma subcutanea
en diferentes puntos del animal. Después de un
periodo de tiempo que depende del tipo de ani-
mal que se inmunice, se efectué una segunda in-
munizaciéon con una cantidad de lipoxigenasa de
soja repurificada junto con adyuvante incompleto
de Freund. Al cabo de unos dias el animal fue
sacrificado y la sangre se recogié en vasos de pre-
cipitados previamente tratados con un anticoagu-
lante. Para la obtencién del plasma se centrifugd
en unas condiciones que permiten su obtencién sin
que se produzca hemdélisis. También se sacrifica-
ron animales no inmunizados para la obtencién
de plasma sin anticuerpos contra la lipoxigenasa
de soja, utilizando el mismo procedimiento que si
se tratase de los animales inmunizados.

Antes de utilizar el plasma para la desacti-
vacién de la lipoxigenasa de pimentdn se tituld
para comprobar la presencia de los anticuerpos
contra la lipoxigenasa. La titulacién se efectud
siguiendo unas modificaciones del procedimiento
descrito por Engvall y Perlmann (12) [1972, J.
Immunol. 109: 129-135] y Morris y Head (13)
[1983, Biochem. J. 213: 417-425]. En la figura
1 se presentan los resultados de la titulacién de
diferentes plasmas obtenidos de animales inmuni-
zados con lipoxigenasa de soja. En ellos se puede
comprobar que obtenemos anticuerpos contra la
lipoxigenasa en todos los animales, tanto el co-
nejo, el cerdo como el pollo. Asi mismo hemos ob-
servado que cuando no hemos inmunizado el ani-
mal con la lipoxigenasa, no aparecen en el plasma
o suero estos anticuerpos.

La adicién del plasma de pollo inmunizado
contra la lipoxigenasa al pimentén se realizé en
himedo para facilitar la difusiéon del anticuerpo
hasta el enzima. Se realiz6 una homogeneizacion
en frio (baflo de agua-hielo) del pimentén utili-
zando un sistema de homogeneizaciéon de cuchi-
llas (Omni-mixer de la marca Sorvall) y como me-
dio de homogeneizacion se utilizé tampodn fosfato
s6dico 50 mM pH 7.0. La concentraciéon del pi-
mentoén en el homogenado puede ser variable. En
este ejemplo hemos ensayado una concentracién
equivalente a 0.3g de materia seca de pimentén
en 15 ml de tampoén fosfato. El sistema de de-
sactivacion de la lipoxigenasa con el anticuerpo
también es operativo al menos cuando la cantidad
de agua presente en el homogenado es equivalente
a la que se encuentra embebida en la sobrasada
(26 %-35% de agua). En el pimentén la lipoxi-
genasa se encuentra compartimentada, pudiendo
diferenciarse al menos dos fracciones segin preci-
pite o no al centrifugar a 17.000 g el homogenado.
Hemos desactivado la lipoxigenasa tanto del ho-
mogenado total como de la que permanece en el
sobrenadante de centrifugacién a 17.000 g.
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Para la desactivacion de la lipoxigenasa de pi-
mentén hemos mezclado diferentes cantidades de
plasma inmunizado con una cantidad constante
de homogenado (o sobrenadante de centrifugacién
a 17000 g), dejando un periodo de incubacién a
temperatura ambiente de dos horas. Al cabo de
este tiempo hemos determinado la actividad li-
poxigenasa presente en cada una de las mezclas
realizadas y la hemos comparado con la actividad
lipoxigenasa presente en el homogenado (o el so-
brenadante de centrifugacién a 17000 g) al que
no se habia anadido plasma inmunizado pero si
un volumen equivalente del medio de homogenei-
zacion al objeto de evitar el factor de dilucion.
El procedimiento de determinacién de la activi-
dad lipoxigenasa que se ha seguido es una modifi-
cacion del descrito por Minguez-Mosquera y cola-
boradores (11), introduciéndose 3 ml de tampén
fosfato sédico 200 mM pH 6.5 en una cubeta de
cuarzo, a continuacion se anade una aliquota de
la muestra a ensayar, a continuacién se anaden
20 pl del substrato del enzima (20 mg de acido
linoleico, 20 mg Tween-20 en 1 ml de agua) y se
efectiia un seguimiento de la variacion de absor-
bancia a 234 nm.

La figura 3a. 3B. y 3C. se muestran algunos
resultados obtenidos utilizando plasmas de di-
ferentes pollos inmunizados con lipoxigenasa de
soja en diferentes momentos. A medida que au-
menta la concentracién de plasma inmunizado en
el homogenado de pimentén (o en el sobrenadante
centrifugaciéon de este homogenado) aumenta el
porcentaje de inhibicién de la actividad lipoxige-
nasa presente, presentdndose un cierto grado de
saturacién de la inhibicién cuando se aproxima
al 80% de la actividad inicial, lo que tiene lu-
gar cuando la concentracién de plasma en el ho-
mogenado es de aproximadamente el 2%. Asi
mismo podemos observar que hay diferencias en
funcién de que se trate del homogenado total o
del sobrenadante de centrifugacién de este homo-
genado, siendo la inhibicién mayor en el primer
caso. Con plasma de conejo inmunizado con li-
poxigenasa de soja se presenta también una inhi-
bicién de la actividad lipoxigenasa de pimentén
como puede apreciarse en la figura 3D, sin em-
bargo el grado de inhibicién es aparentemente me-
nor, no apreciandose diferencias entre el homoge-
nado total y el sobrenadante de centrifugacién a
17.000 g.

El tiempo de incubacion entre el plasma inmu-
nizado y el pimentén puede influir en el grado de
inactivacion del enzima. En la figura 4 se puede
observar que tanto el caso del homogenado de pi-
mentén como el caso del sobrenadante de centrifu-
gacién de este homogenado, se consiguen mayores
grados de inactivacién inmediatamente después
de poner en contacto la muestra con el plasma que
al cabo de dos horas de incubacién. Sin embargo,
cuando la concentracién de antisuero es suficien-
temente elevada, la incubacién no afecta o incluso
aumenta el grado de inactivacién del enzima. La
capacidad inactivadora del plasma de pollo inmu-
nizado con lipoxigenasa de soja es evidente para
el caso del pimentén. Esta inactivacion la hemos
realizado en himedo, sin embargo el grado de hu-
medad puede llegar a ser del orden del 26-35 %,
similar al que se puede presentar en la sobrasada.



13 ES 2 137 134 A1 14

El pimentén es un producto que se comercializa
seco por lo que antes de su comercializacion sera
necesario secarlo o liofilizarlo, teniendo cuidado
de no desnaturalizar el anticuerpo, que, como he-
mos observado en otros ejemplos que presenta-
mos, tiene una gran resistencia a la desnaturali-
zacion dado que sigue activo durante todo el pro-
ceso de curado de la sobrasada.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra el procedimiento a seguir
para conseguir inactivar la lipoxigenasa de la so-
brasada, la importancia de la concentracién de
plasma en esta inactivacién del enzima.

El plasma inmunizado y no inmunizado que
se ha utilizado en este ejemplo se ha obtenido
segun el procedimiento de inmunizacién de pollos
descrito en e le ejemplo 1. La titulacién de este
plasma y su capacidad inactivadora de la lipoxi-
genasa de pimentén es similar a la que se presenta
en el ejemplo 1. En el plasma no inmunizado no
se detectaron anticuerpos contra la lipoxigenasa
de soja.

El procedimiento de elaboracion de sobrasada
que se ha seguido es el indicado para que sea am-
parado en la denominacién geografica protegida
de Sobrasada de Mallorca. En este caso el unico
aditivo antioxidante que se le ha introducido ha
sido el plasma de pollo inmunizado con lipoxige-
nasa de soja, o bien, segin el caso, una canti-
dad minima de vitamina C (0.04 ppm) junto al
plasma de polo inmunizado. La introduccién del
plasma en la sobrasada puede realizarse en cual-
quier momento, siempre que después tenga lugar
un proceso de homogeneizacién de la pasta de so-
brasada. Es preferible la introduccién del plasma
en el momento en el que también se introduce el
pimentoén y el iniciador de la fermentacién, es de-
cir, inmediatamente después de haberse picado la
carne magra y el tocino, en el momento del mez-
clado de los ingredientes. El proceso de secado de
las sobrasadas es el mismo que se sigue cuando
se utiliza otro procedimiento para evitar la oxi-
dacién.

La figura 5 ilustra el efecto de inactivacién de
la lipoxigenasa de sobrasada debido a la adicién
del plasma de pollo inmunizado. En este caso se
ha utilizado como control, sobrasadas a las que
se ha adicionado la misma cantidad de plasma
de pollo, pero en este caso no estaba inmuni-
zado. Cuando hemos adicionado plasma no inmu-
nizado (1% concentracién final) se produce una
disminucidn de la actividad lipoxigenasa de la so-
brasada (medida en el sobrenadante de centrifu-
gacién a 17000 g, segin el procedimiento descrito
en el ejemplo 1) expresada en relacién al su peso
seco; sin embargo, cuando el pollo ha sido previa-
mente inmunizado con lipoxigenasa su adicién a
la sobrasada produce una disminucién significa-
tivamente mayor que el caso anterior. Esta dis-
minucién es atribuible exclusivamente e al inmu-
nizacién del pollo y la hemos detectado a los 15
dias de curado de la sobrasada, pero pudiera ha-
berse producido con anterioridad. En este punto
del proceso de curado ya se han producido los
cambios definitorios del curado en relacién con el
valor del pH y de la actividad de agua.

La inactivacién de la lipoxigenasa de sobra-
sada por el plasma de pollo inmunizado es depen-
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diente de la cantidad de plasma anadido como
puede observarse en la figura 6. Se obtiene una
inactivacion significativamente mayor cuando la
concentracién final del plasma en la sobrasada es
del 1% que cuando es del 0.3%. Aparentemente
la prolongacion del tiempo de curado no aumenta
significativamente en este ejemplo el grado de
inactivacion de la lipoxigenasa.

Los efectos de inactivacion de la lipoxigenasa
de sobrasada por el plasma inmunizado pueden
potenciarse adicionando otros agentes antioxidan-
tes como la vitamina C.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra los efectos sinérgicos que
pueden establecerse entre el plasma de pollo in-
munizado y otros antioxidantes como la vitamina
C.

La vitamina C es hidrosoluble y puede adicio-
narse al alimento independientemente del plasma
de pollo inmunizado o bien disolverlo primero en
el plasma antes de que éste se mezcle con el ali-
mento. En este ejemplo hemos introducido una
cantidad de vitamina C en el plasma de pollo
inmunizado con lipoxigenasa obtenido segun el
ejemplo 1 y después de haber confirmado la pre-
sencia del anticuerpo en concentraciones similares
a las del ejemplo 1. La cantidad anadida puede
optimizarse, siendo la ensayada la que una vez se
ha adicionado el plasma a la sobrasada (concen-
tracién final del plasma 0.3 %) la concentracién
de vitamina C sea de 0.04 ppm.

La figura 7 muestra que mientras que la
adicién de plasma inmunizado o no inmunizado
produce una disminucién de la actividad lipoxi-
genasa de aproximadamente un 25 % al final del
periodo de curado, de la misma manera que la
adicién de la vitamina C al plasma no inmuni-
zado produce la misma disminucién de la activi-
dad, la adicién de ésta al plasma inmunizado pro-
duce la diminucién de aproximadamente el 55 %
de la actividad lipoxigenasa de la sobrasada al fi-
nal del curado. En otras palabras, mientras que
la adicién de vitamina C al plasma de pollo no
inmunizado o la adicién de solo plasma inmuni-
zado producen el mismo efecto que la adicién del
plasma no inmunizado sobre la actividad lipoxi-
genasa de la sobrasada; la adicién conjunta de
vitamina C y plasma inmunizado duplica la in-
hibicién observada de la actividad lipoxigenasa,
poniéndose asi de manifiesto los efectos sinérgicos
que se pueden esperar de la formulacién de mez-
clas de antioxidantes que contengan anticuerpos
contra la lipoxigenasa sobre la actividad de este
enzima.

Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra un procedimiento in-
munolégico alternativo o complementario a la in-
hibicién de la actividad lipoxigenasa para elimi-
narla de un alimento. Se trata de un procedi-
miento que permite la eliminacién por centrifu-
gacion de un enzima en un alimento, basado en
las propiedades previamente descritas para la in-
munoprecipitacién de anticuerpos en muestras de
mamifero (Harlow i Lane, 1988) a baja velocidad
de centrifugacion con proteina A de Staphilococ-
cus aureus unida a polivinil-pirrolidina (PVP).
Este es un procedimiento alternativo o comple-
mentario al descrito en ele ejemplo 1, utilizando
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en este caso suero de cerdo inmunizado con lipoxi-
genasa de soja, que hemos comprobado no inhibe
la actividad lipoxigenasa del pimentén, pero la
unioén del anticuerpo a la lipoxigenasa permite la
retirada del enzima al poder precipitar facilmente
el complejo enzima-anticuerpo-proteina A-PVP.

Se parte de un homogenado de pimentén (o
del sobrenadante de su precipitacién a 17000 g)
obtenido como se describe en el ejemplo 1. La
obtencién del antisuero se realizé en cerdos in-
munizados seguin el procedimiento descrito en el
ejemplo 1, aunque en este caso la sangre se recogié
en frascos sin anticoagulante, dejando reposar du-
rante una noche en nevera con objeto de facilitar
la formacién del suero. El suero se separé del
resto de los componentes de la sangre mediante
centrifugacion a 2.000 g durante unos 15 minutos.
El suero, asi como el plasma inmunizados pueden
guardarse durante bastante tiempo a -20°C.

Se ponen en contacto, durante 2 horas a tem-
peratura ambiente, un homogenado de pimentén
(o de su sobrenadante de centrifugacién a 17000
g) con una cantidad de antisuero de cerdo in-
munizado con lipoxigenasa de soja. Se anade
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una cantidad de proteina A-PVP en exceso y
se deja en agitaciéon continua durante una no-
che a 4°C. El complejo lipoxigenasa-anticuerpo-
proteinaA-PVP se precipité por centrifugacién
rapida (pocos segundos) a 1000 g. El sobrena-
dante de esta centrifugacién contiene una canti-
dad de lipoxigenasa significativamente inferior a
la presente en el homogenado inicial de pimentoén.
El posterior secado o liofilizacién de este sobrena-
dante permitird obtener un pimentén disminuido
en lipoxigenasa.

La figura 8 muestra los efectos de la elimi-
nacién de la lipoxigenasa en homogenados de pi-
menton y en el sobrenadante de su centrifugacion
a 17000 g atribuibles al uso de antisuero de cerdo
inmunizado con lipoxigenasa de soja. Asi mismo
se presentan estos efectos sobre la lipoxigenasa de
sobrasada curada y de enzima de soja pura. Me-
diante el uso de este procedimiento conseguimos
la inmunoprecipitacién de el 50 % de la lipoxige-
nasa pura y de la presente en el sobrenadante de
centrifugacién a 17000 g, aunque la lipoxigenasa
total presente en sobrasada o en pimentén tan
s6lo la hemos eliminado en un 20-30 %.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de anticuerpos contra la lipoxi-
genasa (EC. 1.13.11.12) en alimentos, ingredien-
tes o aditivos, para producir una inhibicién (de-
sactivacién) de dicho enzima o para facilitar la
eliminacién de dicho enzima del alimento, ingre-
diente o aditivo.

2. Utilizacién de anticuerpos contra la lipo-
xigenasa segun la reivindicacién 1, en la que el
alimento al que se aplica es un producto fabri-
cado por la industria cdrnica, vinicola, o lactea,
y el ingrediente o aditivo al que se aplica es un
producto fabricado por industrias productoras de
ingredientes y /o aditivos alimentarios.

3. Utilizacién de anticuerpos contra la lipoxi-
genasa segun la reivindicacion 1, en la que la eli-
minacién del enzima se realiza por filtrado, preci-
pitacién, adsorcién, centrifugacién, cromatografia
o electroforesis u otra técnica separativa de apli-
cacion en la industria alimentaria.

4. Utilizacién de anticuerpos contra la lipo-
xigenesa segun la reivindicacién 1, en la que di-
chos anticuerpos son policlonales 0 monoclonales
contra una o varias formas de lipoxigenasa (EC.
1.13.11.12) de origen animal, vegetal o micro-
biana y se producen después de la inmunizacién
de algin tipo de animal o por técnicas de cultivos
celulares.

5. Utilizacién de anticuerpos contra la lipo-
xigenasa segun la reivindicaciéon 1, en la que se
introduce dicho anticuerpo en el alimento, ingre-
diente o aditivo después de un proceso de purifi-
cacion del anticuerpo o se introduce sin ser pre-
viamente purificado en forma de sangre, suero,
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plasma o se introduce en forma de extractos de
cultivos celulares que fabrican dichos anticuerpos
o en forma de preparados a partir de estos mate-
riales de partida.

6. Utilizaciéon de anticuerpos contra la lipo-
xigenasa segin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores para la elaboracién de preparados de
aditivos alimentarios, en la que dichos anticuer-
pos, con caracter antioxidante, pueden estar o no
en presencia de antioxidantes con los que pueda
0 no tener un efecto sinergistico.

7. Utilizaciéon de anticuerpos contra la lipo-
xigenasa segun la reivindicacién 6, en donde di-
cho antioxidante se selecciona entre acido citrico,
agentes quelantes de metales, polifisfatos, leci-
tina, sulfitos, dcido ascorbico y sus derivados, to-
coferoles u otros antioxidantes fenélicos.

8. Utilizacién de anticuerpos contra la lipoxi-
genasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1,
4 a 6, en la que dicho anticuerpo se introduce en el
alimento, como ingrediente o aditivo, en forma de
muestras extraidas a partir de animales o partes
de animales que previamente se han inmunizado
convenientemente contra la lipoxigenasa.

9. Utilizacién de anticuerpos contra la lipoxi-
genasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1,
4 a 6, en la que dicho anticuerpo se introduce en
el alimento, como ingrediente o aditivo, en forma
de extractos de cultivos de células o preparados
obtenidos a partir de ellos, donde dichas células
se han disenado genéticamente para la sintesis de
anticuerpos contra la lipoxigenasa.

10. Utilizacién de anticuerpos contra la lipo-
xigenasa segun la reivindicacion, 1 6 2, en la que
dicho ingrediente o aditivo es pimenton.
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FIGURA 1.A. TITULACION PLASMA DE CONEJO
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FIGURA 1.B. TITULACION PLASMA DE POLLO
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FIGURA 2.A. Titulaciéon antisuero
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FIGURA 3.A.
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FIGURA 3.B.
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FIGURA 3.C.
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FIGURA 3.D.
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FIGURA 4.A. HOMOGENADO TOTAL DE PIMENTON
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FIGURA 4.B. SOBRENADANTE DEL HOMOGENADO DE PIMENTON

100
< O Tiempo(
2 80 |- B Tiempo2h
Z
e
= =
5 ; 60
&G
—Zz
< 4 |
<
58
Z -4
E 20|
<

0 |

10 10 50 100 200

Dilucién del antisuero



ACTIVIDAD LIPOXIGENASA

(uKat/g peso seco)

180

120

60

ES 2 137 134 A1l

FIGURA 5.
SOBRASADAS ELABORADAS CON PLASMA
INMUNIZADO (1%)
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FIGURA 6.
ELABORADAS CON DOS CONCENTRACIONES
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FIGURA 7. EFECTO SINERGICO LIPOXIGENASA-VITAMINA C
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FIGURA 8. Immunoprecipitacion
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