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1. Resumen

1. RESUMEN

Las proteinas de la membrana del glébulo graso representan del 25 al 70% del total de
sus componentes. Se han descrito alrededor de 40 proteinas diferentes con pesos
moleculares de entre 15 y 240 KDa, las cuales ejercen importantes funciones
bioldgicas. La localizacién de estas proteinas en la membrana del globulo graso es
diferente, pueden ser integrales, periféricas o bien establecer una interaccién débil
con la membrana, lo que condiciona la forma de obtenerlas. En general se trata de

proteinas dificiles de aislar por su alto grado de hidrofobicidad y su baja concentracion.

En este trabajo se ha realizado una caracterizacion electroforética de las proteinas
presentes en el suero de mantequilla (buttermilk) y en el suero obtenido de la fusién
de la mantequilla (butterserum) de leche de vaca y oveja, asi como en los buttermilk
comerciales. Para ello las electroforesis realizadas con SDS se tifieron con tres técnicas:

Azul de Coomassie, nitrato de plata y un reactivo especifico para glicoproteinas.

Ademas, se llevaron a cabo los procedimientos descritos por otros autores para el
aislamiento de la butirofilina y de la parte extracelular de la mucina-1. En el caso de la
butirofilina, tras la obtencidn de una fraccion rica en membranas del globulo graso se
sometié a una cromatografia de afinidad con Concanavalina-A, en la que nuestra
proteina de interés quedd retenida, para ser recuperada posteriormente en una

elucion con a-metil-mandsido.

Para el aislamiento de la parte extracelular de la mucina-1, se obtuvo una fraccion
enriquecida en membranas del glébulo graso que se incubd con tripsina para liberar
dicha parte externa a la membrana de 32 KDa. Finalmente se sometié a una
cromatografia de intercambio idnico en DEAE-Sephadex en la que el fragmento quedo

retenido y se eluyd con un gradiente de cloruro sédico.

El presente trabajo fin de master se engloba dentro de un proyecto cuyo objetivo es
caracterizar las proteinas de la membrana del glébulo graso con actividad defensiva,
procedentes tanto de leche de vaca y oveja como de productos comerciales de
mazada, y estudiar el efecto de los tratamientos tecnolégicos sobre su integridad y

actividad para su utilizacion en alimentos funcionales.

-1-



2. Introduccion

2. INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha generado un gran interés por estudiar con mayor
profundidad los componentes bioactivos de la leche, por una parte con el objetivo de
relacionar dichos componentes con el desarrollo de los tejidos y el establecimiento de
las funciones fisioldgicas del recién nacido, y por otra, con el fin de poder utilizar
eventualmente dichos componentes como ingredientes de alimentos que posean no

sdlo un valor nutritivo, sino también un valor funcional.

En occidente, la leche se ha consolidado como un alimento cotidiano, incluso después
de la infancia. Esto es debido al hecho de que la leche es un producto apetecible, que
se digiere bien, barato y facil de obtener. Debido también a la aplicacién de las
tecnologias térmicas de conservacion de alimentos a la leche, desde hace unas
décadas, podemos decir que se trata de un producto seguro y estable. Desde un punto
de vista nutricional se podria considerar un alimento completo ya que contiene los tres
macronutrientes basicos (proteinas, lipidos y carbohidratos) en una relacion dptima y

una gran cantidad de micronutrientes.

Ademas la leche no es sélo un alimento, es también un vehiculo que utilizan las
madres para proporcionar al recién nacido las inmunoglobulinas y otras proteinas

defensivas que necesitan para su completa proteccion (Riccio, 2004).
2.1. Leche
2.1.1. Definicién y composicion

El CAE (Cddigo Alimentario Espaiol) define la leche como el “producto integro, no
alterado ni adulterado, y sin calostros, obtenido del ordefio higiénico, regular,
completo e ininterrumpido de las hembras domésticas sanas y bien alimentadas”
(Decreto 2484/1967, del 21 de septiembre, por el que se aprueba el texto del cddigo

alimentario espanol).

La leche es un fluido complejo cuya composicién y propiedades fisicas varian de una
especie a otra en funcién de las necesidades de las crias. El constituyente mayoritario
de la leche es el agua y contiene, segun las especies, cantidades variables de lipidos,
proteinas y carbohidratos que se sintetizan en la glandula mamaria. También se

encuentran en la leche pequenas cantidades de minerales, vitaminas y otros

-2-



2. Introduccion

componentes lipo e hidrosolubles que proceden directamente del plasma sanguineo,
proteinas sanguineas e intermediarios de la sintesis mamaria (Varnam y Sutherland,

1995).

En la Tabla 1 se muestra la composicion de la leche de vaca y oveja, que son las

especies con las que se ha llevado a cabo este trabajo.

Tabla 1. Composicion media de la leche de vaca y oveja (Park et al., 2007)

Composition Sheep Cow
Fat (%) 7.9 36
Solids-not-fat (%) 12.0 9.0
Lactose (%) 4.9 4.7
Protein (%) 6.2 3.2
Casein (%) 4.2 26
Albumin, globulin (%) | 1.0 0.6
Mon-protein N (%) 0.8 0.2
Ash (%) 0.9 0.7

2.1.2. Biosintesis de la leche

La leche es el producto de la glandula mamaria. Se sintetiza en el tejido secretor y se
recoge en una serie de canales, que van siendo de mayor tamafio conforme la leche

avanza hacia el pezén.

El alvéolo es la unidad funcional de produccién (en la glandula mamaria hay millones
de ellos), tiene forma esférica con un lumen central de almacenamiento rodeado por
una monocapa de células epiteliales secretoras. Los capilares sanguineos y las células
mioepiteliales rodean el alvéolo y la leche secretada se encuentra en la cavidad

interna.

Las células secretoras estan orientadas de forma que el extremo apical, que tiene una
membrana sencilla, estd situado adyacente al lumen, mientras que el extremo basal
estad separado por la membrana basal de la sangre y la linfa. Los metabolitos entran a la
célula por el extremo basal y son utilizados en la produccién de leche por el reticulo
endopldsmico. El aparato de Golgi se transforma en las vesiculas que transportan los
componentes de la fase acuosa de la leche hasta la membrana plasmatica apical. Las
vesiculas de Golgi, se unen con la membrana plasmatica apical, fundiéndose hasta
formar parte de la membrana y verter la fase acuosa en el lumen (Varnam vy

Sutherland, 1995).
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La fase lipidica también se sintetiza en el reticulo endoplasmico y se agrupa en el
citoplasma en forma de gotitas. Las gotitas se mueven hacia la membrana plasmatica
apical y pasan al lumen por pinocitosis. En este proceso las gotitas adquieren una capa
de membrana plasmatica que las recubre, denominada membrana del glébulo graso.
En el lumen alveolar se completa la sintesis de lactosa y las glicosilacion y fosforilacion

de las proteinas (Varnam y Sutherland, 1995).
2.2. Fraccion grasa de la leche

La leche de la mayoria de los mamiferos contiene entre un 3 y un 7% de grasa, la cual
esta distribuida en forma de diminutos gldbulos de grasa que forman una emulsién. El
diametro de estos globulos de grasa varia desde 0,2 hasta 15 um, siendo el tamafio
medio de unos 4,5 um. El didmetro esta relacionado con el contenido graso de la leche
y es mayor en las leches mas ricas en grasa. El tamano de estos glébulos también
depende de la raza y del estado de lactacion, entre otros factores (Walstra et al.,

2001).

Aproximadamente el 98% de los lipidos de la leche son triglicéridos, aunque también
podemos encontrar pequefias cantidades de di- y monoglicéridos, y acidos grasos
libres. Hay ademas cantidades mensurables de fosfolipidos, colesterol, ésteres de
colesterol y cerebrésidos (Tabla 2). Otros componentes se encuentran en cantidades
muy pequefias, pero pueden ser importantes en las propiedades organolépticas o
desde un punto de vista nutritivo. Entre ellos podemos citar las vitaminas liposolubles
A, D y E, junto con pequeias cantidades de vitamina K y pigmentos carotenoides

(Varnam y Sutherland, 1995).

Tabla 2. Composicion lipidica media de la leche de vaca (Varnam y Sutherland, 1995)

Lipidos % en peso
Triglicéridos 97-98
Diglicéridos 0,3-0,6

Monoglicéridos 0,02-0,04
Acidos grasos libres 0,1-0,4
Esteroles libres 0,2-0,4
Esteres de esteroles Trazas
Fosfolipidos 0,2-1
Hidrocarburos Trazas
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Los globulos grasos de la leche consisten basicamente en un nucleo de triglicéridos,
rodeados de una fina membrana denominada membrana del glébulo graso, que en

inglés se denomina milk fat globule membrane y se abrevia con las siglas MFGM.

2.2.1. Membrana del glébulo graso (MFGM)

La composicién de la membrana del glébulo graso incluye proteinas, fosfolipidos,
lipidos neutros, enzimas y otros componentes minoritarios. Dicha membrana actua
como un agente emulsificante natural, previene la coalescencia de los glébulos grasos
y protege a la grasa de la degradacion enzimatica. La MFGM se ve muy afectada por los
tratamientos tecnoldgicos de la leche, tales como el calor, el frio, la homogeneizacién,

la evaporacion o la liofilizacidn (Singh, 2006).

Se ha demostrado que algunas proteinas y lipidos de la MFGM poseen propiedades

funcionales y beneficiosas para la salud (Dewettinck et al., 2008).

2.2.1.1. Estructura

La membrana esta formada por tres capas diferentes; desde el nucleo del glébulo
graso hacia el exterior se encuentra una primera monocapa lipidica originaria del
reticulo endoplasmatico y otros compartimentos intracelulares. En esta monocapa las
colas hidrofébicas de los lipidos polares estan en contacto con el nucleo de
triglicéridos. Seguida a esta primera capa se encuentra una capa proteica electrodensa
y por ultimo, una bicapa lipidica, que incluye fosfolipidos, esfingolipidos, y parte de

algunas de las proteinas (Figura 1) (Dewettinck et al., 2008).

2.2.1.2. Proteinas

Las proteinas de la membrana del gldbulo graso representan del 25 al 70% del total de
sus componentes. Se han descrito 40 proteinas con unas masas moleculares entre
15.000 y 240.000 Da, que representan alrededor del 1-2% del total de proteinas de la
leche. No todas las proteinas estan unidas a la membrana del glébulo graso de la
misma forma. Pueden ser integrales, periféricas o bien establecer una interaccion débil

con la membrana, lo que condiciona la forma de obtenerlas (Dewettinck et al., 2008).

Entre las proteinas mas abundantes, seis de ellas son glicoproteinas e incluyen la

mucina-1 (MUC1), la xantin-oxidasa (XO), la mucina-15 (MUC15 o PAS lll), la proteina
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CD36 (PAS IV), la butirofilina (BTN) y la lactadherina (PAS VI/VII). La adipofilina (ADPH)
y la proteina fijadora de acidos grasos (fatty acid binding protein, FABP) son proteinas
de la membrana no glicosiladas (Riccio, 2004). Los pesos moleculares de estas

proteinas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Proteinas de la membrana del glébulo graso con sus respectivos pesos moleculares
(Singh, 2006)

Proteins Molecular weight (Da)
Mucin I (MUC 1) 160,000 200,000
Xanthine oxidase 150,000

PAS 1lI 95,000 - 100,000
CD36 or PAS IV 76,000 - 78,000
Butyrophilin 67,000

Adipophilin (ADPH) 52,000

PAS 6/7 48,000 - 54,000

Fatty acid binding protein (FABP) 13,000

BRCA1 210,000

La butirofilina es la proteina mayoritaria de la MFGM, tiene un peso molecular
alrededor de 67.000 Da y segln la raza representa del 20 al 40% del total de proteinas
de la membrana del globulo graso (Singh, 2006). La butirofilina pertenece a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, que incluye ademds proteinas de adhesidn,
receptores y proteinas del sistema inmune. Se ha indicado que la butirofilina esta
firmemente asociada a la MFGM ya que no puede ser extraida ni con agentes
cadtropicos ni con detergentes. Sin embargo, puede ser solubilizada en soluciones con
dodecil sulfato sddico (SDS) y en presencia de un agente reductor (Mather, 2000). Hay
evidencias que muestran que hay interacciones especificas entre la butirofilina y la
xantin-oxidasa (Nielsen et al., 1999), y se ha observado la existencia de una relacidon
constante entre ellas de 4:1 a lo largo de la lactacién. Esta interaccion parece implicar
la formacion de puentes disufuro entre las dos proteinas. Otras proteinas que pueden

interaccionar con la butirofilina son la PAS Ill y la PAS 6 (Singh, 2006).

La mucina-1 (MUC 1) es una proteina fuertemente glicosilada (los glicanos
representan hasta un 50% de su peso). Se han identificado en la leche de diversas
especies tres tipos de mucinas: la MUC1, la MUCX y la MUC15. Se estima que la MUC-1

podria estar en la leche a concentraciones de 40 mg/l. Por microscopia electrénica se
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pueden observar filamentos de esta proteina que estan orientados radialmente y
sobresalen entre 0,2-0,7 um de la membrana. Estos filamentos se corresponden con la
parte extracelular de la MUC-1, la cual se caracteriza por su intensa glicosilacion
(Pallesen et al., 2001). Este dominio extracelular tiene un tamano entre 32.300 vy
60.600 Da y puede ser liberado mediante digestion con tripsina (Sando et al., 2009).
Aunque la mucina-1 es una proteina integral de la membrana, ciertas operaciones
como el enfriamiento o la agitacién pueden liberarla del glébulo al suero (Pallesen et
al., 2001). La mucina-1 humana es similar a la bovina, oscilando su peso molecular
entre 160.000 y 200.000 Da (Singh, 2006). Se trata de una proteina que potencia la
inmunidad innata, proporcionando defensa frente a agentes infecciosos que contactan
con el animal por primera vez, mediante una uniéon no especifica con el agente
infeccioso. Por ello, parece jugar un papel importante en la prevencion de infecciones
de la gldandula mamaria y del intestino del recién nacido (Sando et al., 2009). Las
mucinas parecen intervenir también en el desarrollo de los conductos y cavidades en la

embriogénesis (Mather, 2000).

La lactadherina es una glicoproteina ampliamente distribuida en los tejidos, de
unos 50.000 Da, que se caracterizé precisamente debido a su presencia en la
membrana del glébulo graso. Contiene un porcentaje de glicanos del 6 al 13%, segun
las variantes. Recibe los nombres de PAS-6 y PAS-7, que son variantes de glicosilacién
de la proteina con 52.000 y 47.000 de peso molecular, respectivamente (Hvarregard et
al., 1996). La lactadherina estd formada por una cadena sencilla con dos dominios
homodlogos con el factor de crecimiento epidermal (EGF), y otros dos dominios C-
terminales con homologia con los factores de coagulacion (Mather y Keenan, 1998). La
lactadherina de la leche humana presenta una elevada actividad inhibidora de los
rotavirus, uniéndose a ellos y bloqueando su capacidad infectiva (Newburg et al.,
1998). Esta actividad anti-rotavirus de la lactadherina parece estar ligada a su

contenido en glicanos (Kvistgaard et al., 2004).

La xantin-oxidasa representa alrededor del 20% del total de proteinas de la
membrana del glébulo graso. Se trata de una compleja enzima redox que contiene
molibdeno, cuya funcion consiste en transformar la xantina en acido Urico (Mather,

2000). La xantin-oxidasa bovina es una proteina dimera con dos subunidades idénticas
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de aproximadamente 150.000 Da. Aproximadamente el 60% de la xantin-oxidasa
asociada con la MFGM puede ser extraida de la membrana por lavado con soluciones
gue contengan altas concentraciones de sal o detergentes no iénicos (Singh, 2006). Por
otra parte, el H,0, que produce la xantin-oxidasa podria contribuir de forma indirecta
a potenciar la accién bacteriostatica de la lactoperoxidasa, proceso que no se ha
demostrado en trabajos posteriores al trabajo en el que se propuso esta actividad

(Bjorck y Claesson, 1979).
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Figura 1. Estructura de la membrana del glébulo graso y disposicion de las principales proteinas de
ésta (Dewettinck et al., 2008)

2.2.1.3. Lipidos

La composicién de los principales lipidos, tanto neutros como polares, de la MFGM
esta bien definida (Dewettinck et al., 2008). Los lipidos neutros representan el 56-80%
del total de lipidos de la membrana, de los cudles los triglicéridos son los mas
abundantes. La mayor parte de esos lipidos apolares parecen provenir del nucleo de
los glébulos grasos durante el proceso de aislamiento de la membrana (Vanderghem et
al., 2010). Asi, el método utilizado para el aislamiento de la membrana tiene una gran
importancia en el contenido en lipidos neutros de ésta. Entre los lipidos de la
membrana se encuentran también los diglicéridos, los monoglicéridos, el colesterol y

sus ésteres (Singh, 2006).



2. Introduccion

Los lipidos polares estan constituidos por fosfolipidos y esfingolipidos, los cuales
representan el 15-43% del total de lipidos de la membrana. Los fosfolipidos mas
abudantes son la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, mientras que las formas
anidénicas como el fosfatidilinositol y la fosfatidilserina se presentan en cantidades
mucho menores (Singh, 2006). Dentro del grupo de los esfingolipidos predominan la

esfingomielina, la lactosilceramida y la glucosilceramida (Vanderghem et al., 2010).

Tabla 4. Composicion lipidica de la MFGM. Las diferentes clases de fosfolipidos aparecen en relacion
al total de fosfolipidos (Singh, 2006)

Constituent class % of total lipids
Iriglycerides f2
Diglycerides el
Sterols 02-2.0
Free fatty acids 0.6-6.0
Phospholipids® 2631
Sphingomyelin 22
Phosphatidyl choline 36
Phosphatidyl enthanolamine 27
Phosphatidyl inositol 11
Phosphatidyl serine 4
Lysophosphatidyl choline 2

2.3. Aislamiento de la membrana del globulo graso

Existen diferentes métodos para aislar la membrana del glébulo graso (Figura 2). En
todos ellos, en primer lugar se separa la grasa de la leche por centrifugacién y después
la grasa se lava dos o mas veces en 3-15 voliumenes de agua destilada, en soluciones
salinas con sacarosa, en diversos tampones o en una solucién similar al ultrafiltrado de
leche (simulated milk ultrafiltrate, SMUF) (Le et al., 2009). En algunos casos, se anaden
detergentes o agentes disociantes para facilitar el lavado. Después de los lavados, la
MFGM es liberada a la fase acuosa mediante agitacion a baja temperatura, aplicando
ciclos de congelacidon-descongelacién o directamente mediante el empleo de
detergentes no idnicos, sales biliares o solventes polares. Los diferentes procesos de
extraccion resultan en diferencias en cuanto al rendimiento y la composicidon

(Dewettinck et al., 2008).

En el proceso de extraccion de la membrana por agitacién, al batir la grasa se

introduce aire en pequefias burbujas. Los glébulos grasos se disponen alrededor de las
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burbujas de aire y se aproximan entre si, llegando a romper la estructura del glébulo,
formandose pequefios grumos de grasa y saliendo parte de la grasa liquida del glébulo
al exterior (Walstra et al., 2001). Finalmente, se produce una inversion de fases y se
libera una fase acuosa denominada suero de mantequilla, mazada o en inglés
buttermilk, que contiene fragmentos de la membrana del glébulo, proteinas, lactosa y
minerales (Vanderghem et al., 2010). Este proceso es similar al que se utiliza en la

elaboracion de la mantequilla.

La composicidon del buttermilk es similar a la de la leche desnatada, aunque la
concentracion de lipidos polares sobre extracto seco es cuatro, cinco y diez veces mas
alta que en la leche desnatada, la leche entera y la nata respectivamente. La mayoria
de los lipidos polares de la leche estan presentes en la MFGM, que representa menos
del 5% del total de sélidos del buttermilk. En cuanto a las proteinas, diversos estudios
han confirmado que aproximadamente el 19% de las proteinas de la MFGM se

encuentran en el suero de mantequilla (Vanderghem et al., 2010).

En algunos métodos de obtencion de la MFGM, con el objetivo de recuperar una
mayor cantidad, se combina el buttermilk con el butterserum, que es el producto
resultante de la fusion de la mantequilla a 40°C durante 5 minutos, y la posterior
eliminacion del aceite de mantequilla o butteroil por centrifugacion. Finalmente, en
este método, la MFGM es obtenida por ultracentrifugacion, microfiltracién, por
precipitacion a bajo pH o mediante la adicidon de sulfato de amonio. El concentrado
proteico obtenido se puede someter a un lavado con solventes organicos (mezcla de
cloroformo: metanol) con el objetivo de eliminar los lipidos presentes (Dewettinck et

al., 2008).
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Figura 2. Procedimiento para el aislamiento de la membrana del glébulo graso y las proteinas de ésta
(El-Loly, 2011)

2.4. Efectos beneficiosos de los componentes de la MFGM sobre la salud

2.4.1. Fraccion lipidica de la MFGM

2.4.1.1. Actividad antibacteriana

Se ha indicado que los esfingolipidos de la MFGM podrian tener una actividad
protectora frente a virus, bacterias y sus toxinas. Todos estos agentes patégenos

interaccionan con glicoesfingolipidos de las células intestinales para su entrada en
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ellas. La competicion con los esfingolipidos de la dieta permitiria inhibir la adhesién de

los patdgenos al intestino, previniendo la infeccién (Vesper et al., 1999).

En diversos estudios se ha confirmado que cuando a los niflos de corta edad se les
suplementa la dieta con gangliésidos, se observa un mayor niumero de bifidobacterias
y un menor nimero de Escherichia coli en sus heces, respecto a los microorganismos
que se encuentran en el correspondiente grupo control. En otros estudios, se ha
observado que la lisoesfingomielina posee una alta capacidad bactericida frente a
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes y Clostridium perfringens (Possemiers et

al., 2005).

2.4.1.2. Actividad anticolesterolémica

Los esfingolipidos participan también en la absorcidn intestinal del colesterol. Se ha
demostrado que la esfingomielina reduce la absorcidn intestinal del colesterol y de la
grasa en ratas de una manera dosis-dependiente. Esta inhibicion ha sido explicada por
el efecto que tienen los acidos grasos saturados de la esfingomielina sobre la lipolisis
luminal, la solubilizacion micelar y el transporte de micelas lipidicas hacia los

enterocitos (Spitsberg, 2005).

Asi, los esfingolipidos de la dieta tienen un gran potencial para contribuir en el
tratamiento de diversas enfermedades como la dislipidemia, algunas enfermedades

cardiovasculares y la resistencia a la insulina.

2.4.1.3. Otros efectos a nivel intestinal

En condiciones normales, las células intestinales se someten a una rdpida renovacion
excepto en los procesos de cdncer, en los cudles el crecimiento normal se detiene y la
apoptosis se retrasa. Hay estudios realizados en animales de experimentacién, que
indican que la esfingomielina podria tener un efecto en el cancer de colon, en el que
sus metabolitos, la ceramida y la esfingosina, podrian detener el crecimiento de las
células tumorales e inducir la apoptosis (Merrill et al., 2001). Otros estudios indican
gue la esfingomielinasa, que cataliza la conversién de esfingomielina a ceramida,
podria tener efectos antiproliferativos en las células cancerigenas del colon (Duan et

al., 2003). Cabe sefialar que no se ha realizado ningln ensayo con humanos ni ningun
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estudio epidemioldgico para evaluar la influencia de los esfingolipidos en el cancer de
colon, pero se ha demostrado que tanto la esfingosina como la ceramida inducen
apoptosis en la linea celular humana HT29, un adenocarcinoma de coldn (Dewettinck

etal., 2008).

La fosfatidilcolina presente en la MFGM es una fuente de colina, la cual es un nutriente
esencial para los humanos que promueve la sintesis y transmision de los
neurotransmisores, protege a la mucosa gastrointestinal frente a diversas toxinas y
reduce el riesgo de aparicién de enterocolitis necrotizante en neonatos prematuros
hospitalizados (Dewettinck et al., 2008). Ademas este fosfolipido parece también
contribuir a la recuperacién del higado del dafio producido por ciertos agentes

guimicos e infecciones viricas (Kidd, 2002).

2.4.2. Fraccion proteica de la MFGM

2.4.2.1. Actividad antitumoral

Se ha demostrado que una de las proteinas aisladas de la MFGM, la proteina fijadora
de 4cidos grasos (FABP) inhibe la proliferacidon de varias lineas celulares de cancer de
mama (Spitsberg y Gorewit, 2002). Estos mismos autores demostraron en otra de sus
investigaciones la presencia de una proteina producida por el gen BRCA 1, asociado al
cancer de mama, en la MFGM bovina y humana. Esta proteina es onco-supresora, y

participa en los procesos de reparacion del DNA (Spitsberg y Gorewit, 1998).

En la MFGM hay también presente un inhibidor de la B-glucuronidasa que podria
prevenir el cancer de colon. Esta enzima esta presente en muchas bacterias, liberando
agentes toxicos que podrian ser cancerigenos y podrian estimular la aparicion de

cancer de colon (Dewettinck et al., 2008).

2.4.2.2. Actividad anti-adhesion de agentes patdogenos

Algunas enfermedades gastricas, como la gastritis tipo B, las Ulceras pépticas y diversos
canceres se pueden atribuir a la colonizacion de la mucosa gastrica por Helicobacter
pylori, microorganismo que puede causar hemoaglutinacion in vitro (Dewettinck et al.,

2008). Se ha observado que la MFGM inhibe la hemoaglutinacion producida por
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Helicobacter pyloriy que la misma fraccién de MFGM exenta de lipidos tiene un efecto

inhibitorio mayor (Wang et al., 2001).

La proteina MUC-1 puede también desarrollar un papel como inmunoprotectora,
debido a su capacidad para unirse a algunos microorganismos patégenos, como

Escherichia coli, e inhibir su accidn en el tracto intestinal (Dewettinck et al., 2008).

2.4.2.3. Actividad antibacteriana

Una de las enzimas de la MFGM, la xantin-oxidasa, se expresa en diferentes células del
revestimiento intestinal y su funcidn antimicrobiana se relaciona con su capacidad para
producir en el intestino, especies reactivas del hidrogeno (radical superodxido, peréxido
de hidrégeno, etc). También puede catalizar la reduccién del nitrito inorganico a éxido
nitrico y en presencia de oxigeno a peroxinitrito, ambos compuestos con propiedades

bactericidas (Dewettinck et al., 2008).

Las bacterias patdgenas interaccionan, en condiciones normales, con el epitelio
intestinal del tracto digestivo. A veces la MFGM puede evitar esta interaccidn, ya que
algunas bacterias pueden unirse a ella mediante receptores similares a los de la pared
intestinal, de modo que podrian quedar sometidas a la accién de la xantin-oxidasa.
Esta enzima inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Salmonella Enteritidis (Martin et al., 2004).

2.4.2.4. Otras actividades

La esclerosis multiple es una enfermedad neurodegenerativa crénica que afecta al
sistema nervioso central, en la cual hay una desmielinizacién, una pérdida de

oligodendrocitos y una degeneracion axonal.

La butirofilina, una de las principales proteinas de la MFGM guarda una cierta similitud
con una glicoproteina denominada MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein) que se
encuentra en la vaina de mielina que recubre a los oligodendrocitos y que actia como
un auto-antigeno en la esclerosis multiple. Debido al gran parecido de la MOG con la
butirofilina podria existir una reaccidon cruzada entre ellas. Por lo tanto, se ha

propuesto que el consumo de productos lacteos enriquecidos con MFGM, podria
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ayudar a modular la aparicién de esta enfermedad, aunque este tema es muy

controvertido y estd aun por aclarar (Dewettinck et al., 2008).
2.5. Propiedades tecnoldgicas de la MFGM

2.5.1. Capacidad emulsificante

Debido a su naturaleza anfipatica y a su funcion de estabilizar los glébulos de grasa en
la leche, los fragmentos de la MFGM se pueden considerar unos emulsificantes muy
eficientes (Corredig y Dalgleish, 1997). Sin embargo, el método de separacion, el tipo
de materia prima y el pre-tratamiento de la nata y del buttermilk pueden afectar a la
composicion de los fragmentos de MFGM aislados, y por lo tanto, a sus propiedades
emulsificantes (Singh, 2006). La adicion de 80 mg de MFGM/g grasa lactea, permite
reconstituir los glébulos de grasa de forma que tengan una estabilidad parecida a la

gue tenian en la leche original (Kanno et al., 1991).

Corredig y Dalgleish (1997) comprobaron que los fragmentos de MFGM aislados de
leche cruda son mejores emulsificantes para soluciones de aceite de soja en agua, que
los obtenidos a partir de buttermilk industriales. Esto podria ser debido a la
desnaturalizacién de las proteinas de la membrana, asi como a su asociacién con la B-
lactoglobulina durante los tratamientos térmicos o de batido que se aplican en la

obtencién del buttermilk (Morin et al., 2007).

No se sabe con exactitud si son las proteinas o los fosfolipidos los componentes
responsables de esta capacidad emulsificante que tiene la membrana del gldbulo
graso, al igual que también se desconoce cémo afectan a esta propiedad, las

interacciones de la MFGM con las caseinas y las proteinas del suero (Singh, 2006).

2.5.2. Formacion de liposomas a partir de MFGM

Los liposomas son unas vesiculas esféricas con didametros que oscilan entre 20 nm vy
varias micras, formadas por el auto-ensamblaje de moléculas anfipaticas,
normalmente fosfolipidos, formando una o mas bicapas y englobando un nucleo
acuoso. Durante su proceso de formacion, las moléculas hidrofébicas se pueden
incorporar a las bicapas lipidicas y las moléculas hidrofilicas pueden quedar atrapadas

en ese nucleo acuoso.
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Muchos de los métodos estandarizados para la formacion de liposomas son lentos y
dificiles de llevar a la practica, ademas de usar detergentes y solventes organicos, que
son indeseables en los productos alimenticios. Un método que podria salvar en gran
medida estas limitaciones es la microfluidificacién, proceso que produce una gran
cantidad de liposomas estables sin el uso de detergentes, solventes o alcoholes (Singh,

2006).

Normalmente, para la produccion de liposomas se han utilizado extractos de
fosfolipidos obtenidos de aceite de soja o de yema de huevo. En trabajos recientes en
los que se han utilizado fracciones ricas en fosfolipidos de la MFGM, se ha observado
que los liposomas resultantes son completamente diferentes en cuanto a su estructura

y a sus propiedades (Thompson et al., 2006).

Dentro de las muchas aplicaciones que podrian tener los liposomas en la industria
alimentaria hay que destacar su papel como protectores de ingredientes
particularmente sensibles, su importancia para aumentar la eficacia de los distintos
aditivos alimentarios y su capacidad para confinar algunos sabores indeseables

(Dewettinck et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

Los principales objetivos del trabajo que se presenta en esta memoria han sido:

e Obtencién de las membranas del glébulo graso de la leche de vaca y de ovejay
caracterizacion de las proteinas por electroforesis utilizando diferentes

métodos de tincidn.

e Caracterizacion electroforética de las proteinas de la membrana del glébulo

graso presentes en diferentes buttermilk comerciales.

e Aplicacién de un método de aislamiento para la obtencién de la butirofilina de

la membrana del glébulo graso de leche de vaca.

e Aplicacién de un método de aislamiento para la obtencién de la parte

extracelular de la mucina-1 (MUC 1) de la membrana del gldbulo graso de leche

de oveja.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Muestras y reactivos

Las leches de oveja y de vaca fueron suministradas por la queseria Villacorona (El

Burgo de Ebro, Zaragoza).

Los diferentes sueros de mantequilla o buttermilk comerciales fueron suministrados

por la empresa Westland Milk Products (Hokitika, Nueva Zelanda).

Los geles de poliacrilamida para electroforesis Phastgel™, los tampones conteniendo
dodecil sulfato sédico (SDS-buffer strips) y los marcadores de peso molecular fueron

suministrados por GE Healthcare (Uppsala, Suecia).

Los geles de cromatografia fueron suministrados por diferentes compafias:
Sephacryl™ S-200 (Amersham Pharmacia Biotech. Uppsala, Suecia), Con A Sepharose™
4B (GE Healthcare) y DEAE-Sephadex A50 (Amersham Pharmacia Biotech).

Los reactivos mas especificos utilizados han sido los siguientes:

e PhMeSO,F o PMSF (Boehringer. Mannheim, Alemania).

e Tripsina, benzamidina y deoxicolato de sodio (Sigma Aldrich. St. Louis, Estados
Unidos).

e Quimosina recombinante EC. 3.4.23.4 (amablemente cedida por el laboratorio
CHR Hansen. Madrid, Espafia).

e Azul de Coomassie y SDS (SERVA GmbH & Co. Heidelberg, Alemania).

e Glicoprotein Staining Kit (Thermo Scientific. Meridian Rd. Rockford, Estados
Unidos).

e 2-Mercaptoetanol (Merck. Darmstadt, Alemania).

¢ Metil-alpha-D-manopirandsido (Alfa Aesar. Karlsruhe, Alemania).

e Nitrato de plata y citrato de sodio (Panreac Quimica S.A. Barcelona, Espafia).

El resto de productos utilizados a los que no se hace referencia fueron reactivos de

tipo analitico obtenidos de diversas fuentes.
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4.2. Métodos

4.2.1. Preparacion del buttermilk y el butterserum de vaca y oveja

4.2.1.1. Desnatado de la leche y lavado de la grasa

Se partid de leche cruda de vaca y oveja, de las que se obtuvo la grasa por
centrifugacién a 2000 g durante 15 minutos. La fraccién grasa se sometié a tres
lavados en cinco voliumenes de una solucidon de NaCl al 0,9%. Cada lavado consistia en
la adicion de la solucion salina, agitacién durante 15 minutos en un agitador de tubos
(J. P. Selecta S. A., Barcelona, Espafia) y después una centrifugacion a 2000 g durante

15 minutos a 4°C, para volver a obtener la fraccién grasa.

Una vez realizados los lavados se dejé la grasa en refrigeracion a 4°C-durante 12 horas
y después se afiadid a la grasa un volumen del tampdn Tris 50 mM, conteniendo NaCl
150 mM, EDTA 1 mM y el inhibidor de proteasas PMSF 1 mM, equivalente al peso de la

grasa.

4.2.1.2. Obtencion del buttermilk y el butterserum

La fraccidn grasa extraida se mantuvo en la dltima solucién durante 15 minutos en un
agitador de tubos hasta que se formaron los granos de mantequilla. Para favorecer la
formaciéon de la mantequilla, los tubos se agitaron durante un minuto en un

homogeneizador ultraturrax (IKA Vortex Genius 3. Staufen, Alemania).

Para la obtencion del suero de mantequilla o buttermilk se filtré la mantequilla por un
pafio de queseria. Para la obtencidn del butterserum, se calentd la mantequilla a 40°C
durante 5 minutos y seguidamente se centrifugd a 3000 g durante 15 minutos a 30°C.
Tras esta centrifugacion, quedaron tres fracciones en los tubos, una fina capa de grasa
superficial, una capa intermedia de aceite de mantequilla o butteroil y una inferior que

corresponde al butterserum.

4.2.1.3. Centrifugacion del buttermilk y el butterserum

Los tubos con buttermilk, con butterserum o con una mezcla de ambos se
centrifugaron a 100.000 g en una ultracentrifuga (Beckman Coulter ™, Palo Alto,

California, Estados Unidos) durante 1 hora a 4°C, con el objetivo de obtener muestras
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enriquecidas con las proteinas del MFGM. Los sobrenadantes y los precipitados
obtenidos tras esta centrifugacion fueron las muestras que posteriormente se

analizaron por electroforesis.

4.2.2. Preparacion de los buttermilk comerciales

Se disponia de tres tipos de buttermilk comerciales: a-serum powder, B-serum powder
y Westland powder. Con el objetivo de conseguir una buena caracterizacion
electroforética de los buttermilk se utilizé quimosina con y sin cloruro calcico o citrato
de sodio combinado con microfiltracion, con el objetivo de eliminar las caseinas

presentes en los preparados.

4.2.2.1. Incubacion con quimosina

Se partio de 2 g de buttermilk que se resuspendieron en 20 ml de agua destilada. Se
utilizaron 10 ml de esta suspension para la incubacién con quimosina y 10 ml para la

incubacién con quimosina y cloruro calcico.

La cantidad de quimosina que se afiadié a los 10 ml de la suspension fue de 400 pl de
una solucién de 1 mg/ml. A los otros 10 ml, ademas de la quimosina se les afiadié 500
pl de cloruro calcico al 10%. Las mezclas se incubaron a 37°C durante 1 hora y se
centrifugaron los tubos a 2000 g durante 30 minutos, eliminando el precipitado y

recogiendo el sobrenadante.

Los sobrenadantes se centrifugaron de nuevo durante 30 minutos a 11.000 g y se

congelaron a -20°C hasta su posterior analisis por electroforesis.

4.2.2.2. Incubacion con citrato sodico

Para realizar este ensayo tan solo se utilizd el buttermilk comercial Westland powder,
del cual se disolvieron 40 g en 400 ml de agua destilada. A esta solucion se le
afiadieron 10 g de citrato de sodio, de forma que éste ultimo quedd a una
concentracion del 2,5% (Morin et al., 2007). La solucidn final se agité a 4°C durante 12

horas.

-20 -



4. Materiales y métodos

Un volumen de 200 ml de la solucidn anterior se pasé por un filtro de 0,22 um de poro
y una superficie de 50 cm? (Pellicon XL, Millipore. Billerica, Estados Unidos) y los otros
200 ml por un filtro de 0,45 um y 50 cm? (Pellicon XL, Millipore. Billerica, Estados
Unidos). Para poder pasar la muestra por estos filtros se utilizé una bomba peristaltica.
De ambas filtraciones se recogieron las fracciones de permeado y de solucidon retenida,

gue posteriormente se analizaron por electroforesis.

4.2.3. Aislamiento de la butirofilina

4.2.3.1. Desnatado de la leche y lavado de la grasa

Se partid de 2 litros de leche cruda de vaca que se desnataron mediante centrifugacion
a 3000 g durante 15 minutos. La fraccidn grasa se lavd cuatro veces en 5 volimenes de
un tampodn Tris-HCI 0,01 M de pH 7,5, conteniendo sacarosa 0,25 M y MgCl, 1 mM.
Entre los lavados, los tubos que contenian la grasa con el tampdn se agitaron 15

minutos y se centrifugaron a 3000 g durante 15 minutos a 10°C.

Tras realizar los lavados en las condiciones descritas, la fraccion grasa se resuspendid
en tampoén Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5 hasta alcanzar un volumen de 100 ml. Esta
suspensiéon se distribuyéd en dos viales de plastico de 50 ml, que permanecieron

durante 12 horas a una temperatura de 4°C.

4.2.3.2. Aislamiento de la MFGM

Los tubos con la fraccidn grasa se atemperaron a 12°C y se agitaron en un ultraturrax
hasta que se formaron los granos de mantequilla. Con la mantequilla ya formada, se
llevaron los tubos a un bafio a 40°C con el objetivo de liberar las membranas del

glébulo graso atrapadas por los granos de mantequilla.

El butterserum resultante de este calentamiento se centrifugd a 100.000 g en una
ultracentrifuga a 37°C durante 1 hora, tras lo cual se obtuvo un precipitado rojizo que
se lavo dos veces con agua mili Q, y se centrifugd bajo las mismas condiciones. Los
precipitados conteniendo las membranas del gldbulo graso se guardaron en

congelacion a -80°C.
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4.2.3.3. Cromatografia de afinidad con Concanavalina-A-Sepharose 4B

La Concanavalina-A es una lectina (proteina que se une a carbohidratos) extraida
originalmente de la planta Canavalia ensiformis. Estd compuesta por cuatro
subunidades idénticas, cada una de 237 aminoacidos, que se disponen segun los
vértices de un tetraedro. La Concanavalina-A presenta también en su estructura iones

metalicos, en concreto, un ién Mn*" y un ién Ca™.

La Concanavalina-A se utiliza en la cromatografia de afinidad debido a que puede
unirse especificamente a ciertas estructuras contenidas en varios azucares, como el a-
D-mandsido y el a-D glucésido, presentes en glicoproteinas y glicolipidos (Battaner,

1993).

En nuestro ensayo, utilizamos una columna de Concanavalina A-Sepharose 4B (10 x 0,6
cm), previamente equilibrada con el tampdn Tris-HCI 0,05 M, pH 7,9, con NaCl 0,15 M
y deoxicolato sddico al 0,25%. Tras equilibrar la columna, se aplicaron 5 ml de muestra
a un flujo de 0,1 ml/minuto Después de pasar la muestra, la columna se lavé con el
mismo tampodn a un flujo de 0,5 ml/ minuto, hasta que la que absorbancia a 280 nm
fue inferior a 0,02. Para la elucion de las proteinas retenidas se utilizé el mismo
tampon de equilibrado con a-metil-mandsido 0,1 M, un azucar que desplaza a las
glicoproteinas unidas a la Concanavalina-A, y se llevd a cabo a un flujo de 0,3
ml/minuto. La pureza de las fracciones obtenidas se determindé mediante

electroforesis con SDS, segun el protocolo posteriormente indicado.

4.2.4. Aislamiento de la parte extracelular de la mucina-1

4.2.4.1. Desnatado de la leche y lavado de la grasa

Se partid de 2 litros de leche cruda de oveja los cudles se desnataron mediante una
centrifugacién a 2000 g durante 15 minutos. La fraccidn grasa se lavo tres veces en el
mismo volumen de un tampdn Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, conteniendo NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM y benzamidina 1 mM. Entre los lavados, los tubos que contenian la grasa
con el tampdn se agitaron 15 minutos y se centrifugaron a 2000 g durante 15 minutos
a 10°C. Tras realizar los lavados, se resuspendié la grasa en la misma cantidad de

tampon a 4°C.
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4.2.4.2. Aislamiento de la MFGM

La fraccién grasa lavada y mantenida a una temperatura de 4°C se llevé hasta los 12°C
y se agitd en un ultraturrax hasta que se empezaron a formar los granos de
mantequilla. El buttermilk se recogié por filtracion a través de un pafio de queseria y se
centrifugé a 100.000 g durante 1 hora a 4°C, recogiendo el precipitado rico en MFGM.
El precipitado se lavé dos veces con PBS (NaCl 140 mM, Na,HPO, 8 mM, KH,PO,4 1,5

mM, KCl 2,7 mM pH 7,4), utilizando las mismas condiciones de centrifugacion.

4.2.4.3 Liberacion de la parte extracelular de la MUC-1 mediante tripsinizacion

Para la liberacion de la parte extracelular de la mucina-1, los precipitados lavados con
PBS se resuspendieron con un tampdn Tris-HCl 100 mM, pH 8,0, conteniendo 0,4
mg/ml de tripsina y la mezcla se incubd durante 4 horas a 37°C. Después, la suspension
se ultracentrifugé a 100.000 g durante 30 minutos a 4°C y el sobrenadante obtenido se
dializoé frente a un tampdn Tris-HCl 20 mM de pH 7, conteniendo benzamidina 1 mMy
EDTA 1 mM. Este procedimiento de tripsinizacion libera el dominio extracelular de la

mucina-1.

4.2.4.4. Cromatografia en DEAE-Sephadex A-50

La cromatografia de intercambio idnico se basa en las interacciones electrostaticas y
permite la separacion de macromoléculas en funcion de sus cargas mediante su
interaccion diferencial con una fase estacionaria de naturaleza idnica. Es por ello una

técnica ampliamente utilizada para la separacién de proteinas.

La fase estacionaria consta de un intercambiador idnico, que contiene grupos
cargados, unidos covalentemente a un soporte o matriz. Estos grupos estan asociados
a iones de carga opuesta o contraiones, la asociacion reversible de éstos se
intercambia y estd en equilibrio con las moléculas de los solutos de su misma carga
presentes en la muestra. La carga y naturaleza quimica de los intercambiadores
determina la carga de los solutos idnicos que se unen a ellos y la fuerza con que lo
hacen. Por su parte, la interaccion de los solutos con los intercambiadores es mas

fuerte a medida que su relacién carga/masa es mayor.
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La fase estacionaria de la columna utilizada en este trabajo fue un intercambiador
aniénico DEAE-Sephadex constituido por una matriz de dextrano con un grupo idnico
(dietil-amino-etil) cargado positivamente (Figura 3). Por ello, en esta columna quedan

retenidas las moléculas con carga negativa (aniones).

Un volumen de aproximadamente 10 ml de la muestra dializada tras la tripsinizacion,
se aplicé en una columna de DEAE-Sephadex (10 x 2 cm) previamente equilibrada con
tampdn Tris-HCl 20 mM, pH 7, con benzamidina 1 mM y EDTA 1 mM. La columna se
lavd con el mismo tampdn vy la elucidn de las proteinas retenidas se llevd a cabo con un
gradiente de NaCl entre 200 y 400 mM a un flujo de 0,5 ml/minuto. La pureza de las
fracciones obtenidas se determind mediante electroforesis con SDS, segun el protocolo

posteriormente indicado.

Figura 3. Fundamento de la cromatografia de DEAE-Sephadex utilizada en este ensayo

4.2.5. Electroforesis con SDS

Para preparar las muestras de proteina para su analisis por electroforesis, un volumen
de 50 pl de muestra se mezcld con 40 pl de tampdn Tris 10 mM, pH 8, que contenia
EDTA 1 mM y azul de bromofenol, y con 10 pL de SDS al 25% (p/v, en agua destilada) y
se mantuvo a 100°C en un bafio durante 5 minutos. Posteriormente, se aplicd con un

peine 1 ul de las muestras tratadas, en un gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%).
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La electroforesis se llevd a cabo en un equipo de electroforesis Phast System

(Pharmacia LKB Biotechnology. Uppsala, Suecia) siguiendo el protocolo establecido.

4.2.6. Métodos de tincion de las electroforesis

4.2.6.1. Tincion con Azul de Coomassie

Este método de tincidn utiliza la solucion colorante compuesta por 0,65 g de Azul de
Coomassie R, 300 ml de metanol, 100 ml de acido acético y 500 ml de agua destilada.
Tras mantener el gel sumergido en el colorante durante 1 hora en agitacién a
temperatura ambiente, el colorante se retird y se afiadié una mezcla de decolorante
compuesta por 250 ml de metanol, 80 ml de acido acético, 20 ml de glicerina y 650 ml
de agua destilada. El gel se mantuvo sumergido en el decolorante hasta que quedaron
incoloras las zonas donde no habia bandas de proteina, aproximadamente unas 4

horas.

4.2.6.2. Tincidn especifica para glicoproteinas (Glycoprotein Staining Kit)

Una vez concluida la electroforesis se fijaron las proteinas en el gel, para lo cual éste se
sumergid en una solucion de metanol al 50% en agua mili Q y se lavé dos veces con

una solucion de acido acético al 3% en agua mili Q.

Después del lavado, el gel se sumergié en 10 ml de solucién oxidante y se mantuvo en
agitacion suave durante 15 minutos. Para preparar la solucién oxidante se afiadieron
250 ml de acido acético al 3% al reactivo oxidante incluido en el kit. Tras este paso se
realizaron tres lavados con acido acético al 3%. Seguidamente, el gel se transfirié a 10
ml del reactivo especifico de tincion de glicoproteinas que contiene acido peryddico de

Schiff (PAS), en el que se dej6 agitando durante 15 minutos.

Después, el gel se sumergid en 10 ml de solucién reductora y se agitd durante 5
minutos. Para preparar la solucién reductora se afiadieron 250 ml de agua mili Q al
reactivo reductor. Finalmente, el gel se lavd tres veces con acido acético al 3%. Las

bandas de glicoproteina aparecen de color magenta.
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4.2.6.3. Tincion con plata de forma manual

Una vez realizada la electroforesis las proteinas se fijaron en el gel con una solucion
compuesta por etanol al 58,3% y acido acético al 11,6% en agua mili Q durante
aproximadamente 30 minutos. Seguidamente el gel se sumergié en una solucién
compuesta por la solucion anterior al 11,6% en agua mili Q durante otros 30 minutos.
Antes de sumergirlo en las posteriores soluciones se realizaron tres lavados con agua

mili Q cada 30 segundos.

Posteriormente, el gel se sumergido en una solucion de tiosulfato de sodio al 0,02%
durante 1 minuto, y se volvié a lavar otras tres veces con agua mili Q cada 30

segundos.

A continuacién el gel se colocd en una solucién con nitrato plata al 0,2 % y 0,075% de
formaldehido al 75% en agua mili Q, durante 5 minutos. En este paso es cuando las
proteinas del gel fijan la plata. Se realizaron tres lavados con agua mili Q para eliminar

el nitrato de plata sobrante.

Para revelar las bandas de proteina que fijaron la plata se utilizd una solucidn
compuesta por 6% de carbonato de sodio, 0,05% de formaldehido al 37% y 2% de la
solucidon compuesta por 0,02% de tiosulfato de sodio en agua mili Q. Hay que controlar
cuidadosamente el tiempo de este revelado para que no aparezcan manchas pardo-

amarillentas en el gel, que dificulten la visién de las bandas de proteina.

Después del revelado el gel se introdujo en una solucion de acido acético al 5% en agua
mili Q durante 10 minutos y para finalizar la tincidn, se sumergid en una solucion de

glicerol al 11,6% en agua mili Q durante 10 minutos, sin lavado entre ellas.

4.2.6.4. Tincidn con plata en el Phast-System

Para realizar la tincién con plata en la unidad de tincidn del equipo Phast System, fue

necesario preparar una serie de soluciones como se describe a continuacion.

La solucion 1 estaba compuesta por etanol al 10% y acido acético al 5% en agua
destilada. Esta solucion sirve de lavado y de fijacién para las proteinas. El gel

permanecio en contacto con la solucidn de fijacion durante 6 minutos. A continuacién
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se colocé la solucién 2 compuesta por glutaraldehido al 5%, con la que el gel estuvo en
contacto 6 minutos, tras los cuales se volvio a colocar el gel en la solucion 1 otros 8
minutos para eliminar los restos de glutaraldehido. Antes y después de impregnar el
gel durante 7 minutos con la solucidn 3 de tincién, compuesta por nitrato de plata al

0,4%, se lavd en agua destilada.

A continuacidn, el gel se sumergié durante 5 minutos en la solucidn 4, compuesta por
formaldehido al 0,13% y carbonato de sodio al 2,5%. Finalmente, el gel se lavd con la
solucién 5, compuesta por tiosulfato de sodio al 2,5%, pH 5,5, durante 2 minutos. Para

la mejor conservacion del gel se paso por una solucién de glicerol al 10%.

4.2.7. Secuenciacion de bandas obtenidas en las electroforesis

Las bandas de gel tefiidas con Azul de Coomassie correspondiente a las proteinas que
se querian identificar, se escindieron cuidadosamente y se transfirieron a un vial que
contenia 50 pL de agua mili Q. Esta muestra fue analizada mediante HPLC y
espectroscopia de masas (MALDI-TOF) por la Unidad de Protedmica del Parque

Cientifico de Barcelona, segun el protocolo que se describe a continuacién.

En primer lugar se realiz6 una reduccién y alquilacion de las muestras tras lo cual se
llevo a cabo una digestion con tripsina. La identificacion de los péptidos obtenidos se
realizé6 mediante separacidon en cromatografia liquida acoplada a un sistema de analisis
por espectrometria de masas tipo MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption/

ionization- Time of flight).

Una vez obtenidos los resultados de dicho analisis se realizé una buisqueda en la base
de datos de proteinas del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI de
sus siglas en inglés) con los pardmetros de busqueda predefinidos en el servidor

MASCOT.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion electroforética del buttermilk y el butterserum de

vacay oveja

En la primera fase de este trabajo se ha puesto a punto un método para la obtencién de
las membranas del glébulo graso de leche de vaca y se ha caracterizado la composicién
de sus proteinas. Los resultados de la caracterizacidn electroforética se muestran en la
Figura 4. En ellos se puede notar la gran importancia de la recuperacidon de las
membranas que quedan atrapadas en los gldbulos grasos durante el proceso de batido
de la grasa y que se recuperan con la obtencién del butterserum. Esta fraccion presenta
una mayor concentracién de proteinas de la MFGM que el buttermilk y enriquecen esta

fraccién en dichas proteinas cuando se combinan ambas fracciones.

Aunque se observan algunas proteinas de bajo peso molecular en el buttermilk,
correspondientes a caseinas y proteinas del lactosuero, la mayoria de bandas que se
visualizan tienen pesos moleculares superiores a 45 KDa que corresponden

principalmente con los pesos moleculares de las proteinas de la MFGM.

TR ERE
e

Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS de las fracciones de
buttermilk y butterserum de vaca. La tincion se ha realizado con Azul de Coomassie

1. Patrén de pesos moleculares, constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97,0 KDa),
albumina sérica bovina (67,0 KDa), ovoalbumina (45,0 KDa), anhidrasa carbénica (30,0 KDa),
inhibidor de tripsina (20,1 KDa) y a-lactalbimina bovina (14,4 KDa)

2. Buttermilk de vaca

3. Butterserum de vaca

4. Precipitado del buttermilk de vaca

5. Precipitado del buttermilk + butterserum de vaca
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En la electroforesis que se muestra en la Figura 5 aparecen las fracciones obtenidas a
partir de los precipitados del buttermilk y el butterserum derivados de la grasa de leche

de oveja, en comparacion con las obtenidas de la grasa de leche de vaca.

Se puede ver que el perfil electroforético de las proteinas de los buttermilk vy
butterserum de vaca y oveja es bastante similar, pero en las fracciones de buttermilk de
vaca aparecen mas bandas que en el de oveja. Esto puede ser debido a una mayor

concentracion de proteinas en las muestras.
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS de las fracciones de
buttermilk y butterserum de vaca y oveja. La tincion se ha realizado con Azul de Coomassie

1. Patron de pesos moleculares, constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97,0 KDa),
albumina sérica bovina (67,0 KDa), ovoalbumina (45,0 KDa), anhidrasa carbdnica (30,0 KDa), inhibidor
de tripsina (20,1 KDa) y a-lactalbtimina bovina (14,4 KDa)

2. Precipitado del buttermilk de vaca

3. Precipitado del buttermilk + butterserum de vaca

4. Precipitado del buttermilk de oveja

5. Precipitado del buttermilk + butterserum de oveja

Como se muestra en la Figura 6, en la electroforesis tefiida con el kit especifico para
glicoproteinas observamos en todas las muestras, excepto en la del buttermilk de oveja,
una serie de bandas con un peso molecular superior a 40 KDa, cuando se comparan las
carreras con la correspondiente a la muestra utilizada como control positivo. Estas
bandas podrian tratarse de algunas de las principales glicoproteinas de la MFGM, como

la butirofilina, la mucina-1 y la lactadherina, entre otras. Por otra parte, se observan
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algunas proteinas con un peso molecular por debajo de 40 KDa que pueden
corresponder con proteinas del lactosuero, que no se han eliminado completamente en
el lavado de la grasa y que no se ven tan intensamente tenidas debido a que algunas de

ellas no son glicoproteinas.

El perfil de las carreras correspondientes a las muestras de buttermilk y butterserum
muestran un arrastre que dificulta la visualizacion de las bandas y que puede deberse
a la alta concentracién de sales en las muestras, procedentes de las soluciones de
lavado, por lo que seria conveniente eliminar las sales antes de analizar las fracciones

utilizando este método de tincion.

Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS de fracciones de
buttermilk y butterserum de vaca y de oveja. Tincion con el Glycoprotein Staining Kit

. Control positivo: peroxidasa de rabano, peso molecular 40 KDa

. Precipitado obtenido del buttermilk de vaca

. Precipitado del buttermilk + precipitado del butterserum de vaca
. Precipitado del buttermillk de oveja

. Precipitado del buttermilk + precipitado del butterserum de oveja
. Butterserum de oveja

. Precipitado del butterserum oveja

. Control negativo: inhibidor de la tripsina procedente de soja
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5.2. Caracterizacion electroforética de diferentes buttermilk comerciales

clarificados con quimosina con y sin cloruro calcico

5.2.1. Incubacién con quimosina

En este trabajo se han analizado tres productos comerciales en polvo, procedentes de
suero de mantequilla, y amablemente cedidos por la compafiia Westland Milk Products

de Nueva Zelanda, cuyas diferencias en cuanto a la composicién aparecen en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicion de los diferentes buttermilk comerciales utilizados (Westland Milk Products.
Hokitika, Nueza Zelanda)

Buttermilk Proteinas Grasa Humedad
(% m/m) (% m/m)
a-Serum Powder 38,9 5 4,3
B-Serum Powder 30,3 22,2 3,7
Westland Powder 33,6 9,7 3,8

La presencia de una gran cantidad de caseinas en las soluciones obtenidas de los
buttermilk comerciales, nos llevé a buscar un método para eliminarlas y facilitar asi el
analisis electroforético de las proteinas de la MFGM. En la electroforesis que se muestra
en la Figura 8, se aprecia como los buttermilk a los que ademas de quimosina se les ha
afiadido cloruro cdlcico se han clarificado mejor, puesto que la cantidad de caseinas que
guedan en el sobrenadante final es mucho menor, como se resalta en rojo en la imagen.
Esta clarificacion podria facilitar la obtencion de las proteinas de la MFGM, que se
encuentran en estos productos comerciales en baja concentracién, como se aprecia en

las bandas que aparecen por debajo de las caseinas.

En la Figura 7, vemos como con la tincidon de plata realizada de forma manual, en
comparacion con la realizada en la unidad de tincidn del Phast System, aparece un perfil
proteico muy parecido pero las bandas correspondientes a las proteinas de la MFGM, se

visualizan mejor.
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Figura 7 (derecha). Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS del a-serum
powder tratado con quimosina y cloruro calcico. La tincion se realizé con plata de forma manual

Figura 8 (izquierda). Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS de los
diferentes sobrenadantes obtenidos de los buttermilk comerciales clarificados. La tincion se realizo
con plata en la unidad de tincién del Phast-System. Todas las muestras estan diluidas 1/10

1 .a-Serum powder

2. B-Serum powder

3. a-Serum powder tratado con quimosina

4. a-Serum powder tratado con quimosina y cloruro calcico
5. B-Serum powder tratado con quimosina

6. B-Serum powder tratado con quimosina y cloruro calcico
7. Westland powder tratado con quimosina

8. Westland powder tratado con quimosina y cloruro calcico

Los resultados obtenidos con los productos comerciales derivados del suero de
mantequilla, indican que la fraccién derivada del producto a-serum powder tras
tratamiento con quimosina, es la que presenta una mayor concentracién de las
proteinas de la MFGM, correspondiéndose con su composicion. Sin embargo, habria que
utilizar un método de concentracién para poder obtener las proteinas del MFGM en una

cantidad importante.

5.2.2. Incubacion con citrato de sodio

En los procedimientos de obtencidn de la MFGM a partir de la grasa lactea, las caseinas
y las proteinas del suero son eliminadas en los lavados a los que se somete la fraccion
grasa con los diferentes tampones (Corredig et al., 2003). Sin embargo, esto no es

aplicable en el aislamiento de MFGM a partir de los buttermilk comerciales. Por ello, en
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este trabajo se ha ensayado la utilizaciéon del citrato de sodio combinado con una
microfiltracién con filtros de tamafio de poro entre 0,1y 1,4 um segun el procedimiento
de Morin et al. (2004). El citrato de sodio provoca la disociacion de las micelas de
caseina, haciendo que pasen a través del filtro concentrando la MFGM en el retenido
(Morin et al., 2007). En la Figura 9, observamos el efecto de la combinacidn del citrato
de sodio y la microfiltracion sobre uno de los buttermilk comerciales, el Westland

powder.

1 2 3p==f - 5 6

Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS del Westland powder
tratado con citratro sédico y sometido a microfiltracién. La tincion se realizé con plata de forma
manual

1. Patrén de pesos moleculares, constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97,0 KDa),
albumina sérica bovina (67,0 KDa), ovoalbtiimina (45,0 KDa), anhidrasa carbénica (30,0 KDa), inhibidor
de tripsina (20,1 KDa) y a-lactalbtimina bovina (14,4 KDa)

2. Westland powder. Dilucién 1/50

3. Westland powder con citrato sédico. Filtro 0,2 um. Concentrado. Dilucién 1/100

4. Westland powder con citrato sédico. Filtro 0,2 um. Permeado. Dilucién 1/50

5. Westland powder con citrato sédico. Filtro 0,45 um. Concentrado. Dilucién 1/100

6. Westland poder con citrato sédico. Filtro 0,45 um. Permeado. Dilucién 1/50

Las caseinas presentes en el buttermilk comercial siguen apareciendo en los
concentrados tanto de 0,2 como de 0,45 um y dénde tendrian que salir seria en el
permeado. En los concentrados si que observamos sin embargo una mayor
concentracion de proteinas con pesos moleculares entre 66 y 97 KDa, las cuales se
corresponden con las proteinas de la membrana del glédbulo graso. La presencia de

caseinas en el buttermilk, a pesar de haber realizado la adicidon de citrato sédico y la
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microfiltracién, podria deberse a que se ha utilizado un sistema y unas condiciones de

filtracion diferente al utilizado por Morin et al. (2007).

5.3. Aislamiento de la butirofilina

En este apartado se muestran los resultados de las cromatografias que se llevaron a
cabo en la columna de Concanavalina-A-Sepharose 4B para la obtencion de butirofilina,
en dos aislamientos diferentes. En ambos aislamientos se partio de una fraccién
enriquecida en la MFGM de leche de vaca y se siguidé el procedimiento descrito por
Imam et al. (1981), en el cual a partir de leche cruda conseguian el aislamiento de una
proteina de un peso molecular alrededor de 70 KDa, sometiendo al buttermilk a una

serie de ultracentrifugaciones y a una posterior cromatografia en Concanavalina-A.

5.3.1. 1°" Aislamiento

En el cromatograma del primer aislamiento (Figura 10) se observan dos picos, el primero
corresponde con las proteinas que no son retenidas por la Concanavalina y el segundo
contiene las proteinas retenidas, que han sido desplazadas por el a-metil-mandsido. En
el pico obtenido tras pasar por la columna el tampdn de elucidn conteniendo a-metil-

manosido deberia localizarse la butirofilina.
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Figura 10. Perfil de la cromatografia del ler aislamiento, realizada en Concanavalina-A-Sepharose 4B
de la fraccion enriquecida en proteinas de la MFGM de leche de vaca. Las fracciones recogidas fueron
de 2 ml
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En la figura 11 se muestra la electroforesis de las fracciones obtenidas de la

cromatografia anterior.
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS de las fracciones de la

, er . . . . . .z oz
cromatografia del 1™ aislamiento realizada en Concanavalina-A-Sepharose 4B. La tincion se realizé con
Azul de Coomassie

1. Patrén de pesos moleculares, constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97,0 KDa),
albumina sérica bovina (67,0 KDa), ovoalbuimina (45,0 KDa), anhidrasa carbénica (30,0 KDa), inhibidor
de tripsina (20,1 KDa) y a-lactalbumina bovina (14,4 KDa)

2. Lactosuero obtenido por coagulacion enzimatica

3. Muestra aplicada a la columna de cromatografia

4. Fraccién 22

5. Fraccion 24

6,7. Fraccion 39

8. Patron de pesos moleculares constituido por las siguientes proteinas: miosina (220 KDa),
a2-macroglobulina (170 KDa), B-galactosidasa (116 KDa), transferrina (76KDa), glutamato-
deshidrogenasa (53 KDa)

La banda mayoritaria que aparece en la carrera 6 de esta electroforesis,
correspondiente al maximo del pico del eluido con el a-metil-mandsido se envié a
secuenciar. El analisis evidencié que se trataba de un precursor de la Concanavalina-A,
por lo que parece que el ligando se estaba liberando de la fase estacionaria en la elucién
cromatografica. También se envid a secuenciar la banda mayoritaria de la carrera 3, que
resulté corresponder con la secuencia de la lactadherina, una proteina
cuantitativamente importante de la membrana del glébulo graso con un peso molecular

de alrededor de 50 KDa.
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5.3.2. 22 Aislamiento
En el segundo aislamiento se obtuvo un perfil cromatografico similar al del primero,

como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Perfil de la cromatografia del 22 aislamiento realizada en Concanavalina-A-Sepharose 4B de
la fraccion enriquecida en proteinas de la MFGM de leche de vaca. Las fracciones recogidas fueron de 2
ml

En la electroforesis de la Figura 13 aparecen las fracciones de la cromatografia de
Concanavalina-A del 22 aislamiento comparadas con las obtenidas en el 1*" aislamiento.
La sensibilidad y resolucién que se obtiene al realizar la tincién con plata es mayor que
cuando se realiza con Azul de Coomassie, segiin se muestra en la Figura 11. En la carrera
6 se observa una banda de un peso molecular alrededor de 70 KDa (marcada en rojo)
gue podria ser la butirofilina (Imam et al., 1981). Esta banda no se veia en la tincién con
Azul de Coomassie del anterior aislamiento debido a la menor sensibilidad de este

método de tincion.
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Figura 13. Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS, de las fracciones de las
cromatografias del 22y 1°" aislamiento realizadas en Concanavalina-A-Sepharose 4B. La tincion se
realizé con plata de forma manual

1. Patron de pesos moleculares, constituido por las siguientes proteinas fosforilasa B (97,0 KDa),
albumina sérica bovina (67,0 KDa), ovoalbtiimina (45,0 KDa), anhidrasa carbdnica (30,0 KDa), inhibidor
de tripsina (20,1 KDa) y a-lactalbumina bovina (14,4 KDa)

2. Buttermilk de vaca diluido 1/20

3. Muestra aplicada a la cromatografia. 22 aislamiento

4. Muestra aplicada a la cromatografia. 1 € aislamiento
5. Fraccion 24. 22 aislamiento
6. Fraccion 47. 22 aislamiento

7. Fraccién 39. 1°" aislamiento

8. Patrdn de pesos moleculares constituido por las siguientes proteinas: miosina (220 KDa),
a2-macroglobulina (170 KDa), B-galactosidasa (116 KDa), transferrina (76 KDa), glutamato-
deshidrogenasa (53 KDa)

5.4. Aislamiento de la parte extracelular de la mucina-1

En este apartado se muestran los resultados de la cromatografia que se llevd a cabo en
la columna de DEAE-Sephadex A-50 (Figura 14) para la obtencion de la parte extracelular
de la mucina-1 a partir de leche de oveja. Para este aislamiento se siguid el
procedimiento llevado a cabo por Sando et al. (2009), en el cual a partir de leche cruda
se obtenia la parte extracelular de la mucina-1 sometiendo al buttermilk obtenido tras el
batido de la grasa a una serie de ultracentrifugaciones y a una tripsinizacién. Este
tratamiento de hidrdlisis permite liberar el fragmento extracelular de esta proteina, el

cual tiene un peso molecular de alrededor de 32 KDa.
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Figura 14. Perfil de la cromatografia en DEAE-Sephadex de la fraccion enriquecida en la parte
extracelular de la mucina-1 obtenida tras la tripsinizacion de la fraccién enriquecida en proteinas de la
MFGM de leche de oveja. Las fracciones recogidas fueron de 2 ml. La linea discontinua negra
representa el gradiente de NaCl de 200 mM a 400 mM aplicado para la elucién

En la electroforesis de la Figura 15, se incluyen las muestras de las diferentes etapas del
proceso de aislamiento de la parte extracelular de la mucina-1, incluyendo las obtenidas

en la cromatografia en DEAE-Sephadex.
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Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente (8-25%) con SDS de las diferentes etapas
seguidas para el aislamiento de la parte extracelular de la mucina-1 incluyendo las fracciones de la
cromatografia en DEAE-Sephadex A-50. La tincidn se realizé con plata de forma manual

1. Patron de pesos moleculares, constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97,0 KDa),
albumina sérica bovina (67,0 KDa), ovoalbtiimina (45,0 KDa), anhidrasa carbdnica (30,0 KDa), inhibidor
de tripsina (20,1 KDa) y a-lactalbumina bovina (14,4 KDa)

2. Sobrenadante obtenido tras ultracentrifugacion del buttermilk de oveja

3. Lavado del precipitado obtenido tras ultracentrifugacion del buttermilk de oveja

4. Precipitado obtenido tras ultracentrifugacion del buttermilk de oveja y sometido a tripsinizacion

5. Sobrenadante obtenido tras ultracentrifugacion del buttermilk de oveja y sometido a tripsinizacion
6. Sobrenadante obtenido tras ultracentrifugacion del buttermilk de oveja y sometido a tripsinizacion y
dialisis

7. Fraccion 22 de la cromatografia en DEAE-Sephadex

8. Fracccion 45 de la cromatografia en DEAE-Sephadex

En la electroforesis vemos como en el precipitado obtenido tras la tripsinizacién, hay
una banda muy extensa (marcada con rojo) en la regién de bajo peso molecular de la
carrera 4. Esta banda corresponde probablemente a péptidos que se encuentran
agregados tras la hidrélisis y que se dispersan con el tampdn en el que se disuelven las
muestras para analizarlas por electroforesis. En las carreras 5, 6 y 7 se observan bandas
a la altura de los 23 KDa, que corresponden con la tripsina (marcada en azul), y una
banda un poco mas tenue a la altura de los 32 KDa, que coincide con la parte
extracelular de la mucina (Sando et al., 2009). En la carrera 8, fraccién que corresponde
a la elucién de la columna con el gradiente de NaCl, vemos que la tripsina se ha
eliminado casi por completo y queda la parte extracelular de la mucina-1 con un mayor

grado de pureza (marcada en verde).
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6. CONCLUSIONES

El trabajo realizado nos ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:

e Cuando se utiliza la electroforesis como técnica para caracterizar las proteinas de
la membrana del glébulo graso, que se encuentran en baja concentracion, la
técnica de tincidén con plata de forma manual seria la de eleccidn, por ser la mas
sensible de las ensayadas.

® Para conseguir una mayor recuperacion de las proteinas de la membrana del
glébulo graso de la leche es importante obtener el butterserum, en el que estas
proteinas estan concentradas, y afiadirlo al buttermilk.

e |a utilizacién de la quimosina con cloruro célcico resulta mas efectiva que la
combinacion del citrato de sodio con la microfiltracion para la eliminacién de las
caseinas presentes en los buttermilk comerciales.

® |La cromatografia de afinidad en Concanavalina-A permite obtener una proteina
de la membrana del glébulo graso de un peso molecular de 70 KDa, que
posiblemente se identifica con la butirofilina.

® La cromatografia de intercambio aniénico en DEAE-Sephadex permite obtener
una fraccion enriquecida en la parte extracelular de la mucina-1, eliminando casi
por completo tanto la tripsina utilizada para su liberacion como las otras

proteinas presentes en la muestra de partida.
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