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RESUMEN Y JUSTIFICACIÓN DE LOS TRABAJOS 

En los últimos años se ha generado un interés creciente por la investigación de diversos 

componentes bioactivos de la leche debido, principalmente, a su potencial uso como 

ingredientes en alimentos, puesto que pueden incrementar tanto el valor nutritivo como el valor 

funcional de los mismos, aportando efectos beneficiosos para la salud. 

Los rotavirus son la principal causa de diarrea severa en neonatos y niños menores de 5 

años, representando un serio problema de salud pública asociado a altas tasas de morbilidad y 

mortalidad a nivel mundial, especialmente en los países en vías de desarrollo. A pesar de que la 

vacunación frente a rotavirus ha reducido la morbilidad y los costes de atención médica a nivel 

mundial, la dificultad asociada con la implementación de programas de vacunación en países en 

vías de desarrollo pone de manifiesto la necesidad de estrategias alternativas de protección 

frente a este tipo de agentes virales.  

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido el estudio de la actividad antirrotavirus 

de diversas fracciones y proteínas derivadas de leche bovina, ovina y humana, así como de 

subproductos de la industria láctea. Para ello, se obtuvieron diferentes fracciones lácteas: 

lactosuero, mazada, butter serum y fracción enriquecida en membrana del glóbulo graso de la 

leche (MFGM, milk fat globule membrane), así como diversos productos lácteos comerciales. 

Las proteínas lácteas se aislaron, a partir de las fracciones anteriormente citadas, mediante 

técnicas cromatográficas como filtración en gel, intercambio iónico y afinidad. Se obtuvieron 

las inmunoglobulinas (Igs) y la lactoferrina (LF) de leche bovina, ovina y humana, dos proteínas 

del lactosuero con importantes funciones biológicas. Se aislaron, además, diversas proteínas de 

la MFGM: mucinas, xantina oxidasa (XOD), lactadherina (LDH) y componente 3 de la 

proteosa-peptona (PP3), a las que se han atribuido diferentes propiedades biológicas. 

La actividad antirrotavirus de las fracciones, subproductos y proteínas lácteas bovinas, 

ovinas y humanas se determinó in vitro mediante un ensayo de neutralización de la infección de 

la línea de células epiteliales de riñón fetal de mono MA104 por la cepa WC3 de rotavirus 

bovino, y detección por inmunofluorescencia indirecta. Este método se puso a punto y se validó 

en base a directrices internacionales, resultando ser específico, preciso (en condiciones de 

repetibilidad y de reproducibilidad) y robusto. Los resultados obtenidos, incluidos en los 

artículos 1, 2 y 5 del presente compendio, demostraron que la leche, independientemente del 

origen, es una valiosa fuente de compuestos con actividad antirrotavirus, siendo el lactosuero y 

dos de sus proteínas mayoritarias, Igs y LF, las que presentaron mayor capacidad neutralizante 

de la infección de las células por la cepa WC3. Las proteínas de la MFGM, LDH y XOD, 

exhibieron a su vez una actividad inhibitoria muy interesante y escasamente estudiada en 

trabajos previos.  
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El estudio de la actividad antirrotavirus mediada por las diferentes fracciones y proteínas 

lácteas se completó evaluando su capacidad neutralizante in vitro frente a cepas de rotavirus 

pertenecientes a diferentes serotipos y genotipos: las cepas bovinas UK, NCDV, B223 y WC3, 

la cepa humana Wa y la cepa de simio RRV. Tal y como se ha publicado en el artículo 4 de este 

compendio, se observaron diferentes patrones de neutralización entre las cepas sensibles al 

tratamiento con neuraminidasa (NA) (NCDV y RRV) y las cepas resistentes a la NA (WC3, 

UK, B223 y Wa) presentando, en general, las primeras una mayor susceptibilidad a la 

neutralización por parte de las diversas muestras lácteas. Esto podría indicar la gran influencia 

de la glicosilación de las proteínas lácteas y de la composición de las fracciones lácteas, en la 

actividad de éstas frente a los rotavirus. 

Una vez comprobada la actividad antirrotavirus de las muestras lácteas, se estudiaron sus 

mecanismos de acción. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de inhibición de la unión rotavirus-

célula, ensayos de inhibición post-unión rotavirus-célula, ensayos de neutralización de cepas 

reagrupadas y ensayos de bloqueo celular. Los resultados parecen indicar que el mecanismo por 

el que la mayoría de las muestras lácteas neutralizan la infectividad de los rotavirus es 

combinado. De hecho, se evidenció la inhibición de la unión de los virus a las células por las 

fracciones y proteínas lácteas, que interaccionan mayoritariamente con la proteína VP4 situada 

en la cápside viral, y también la inhibición en etapas post-unión rotavirus-célula. Se descartó, en 

cambio, que las muestras lácteas interaccionaran con los receptores celulares para los virus. 

Posteriormente, se evaluó el efecto de diferentes tratamientos tecnológicos, tales como los 

tratamientos térmicos y de altas presiones hidrostáticas, en la actividad antirrotavirus de 

diversas fracciones y proteínas lácteas. En general, la pasteurización baja causó una mayor 

pérdida de actividad neutralizante que la pasteurización alta. Además, el tratamiento con altas 

presiones mostró resultados muy prometedores como alternativa al tratamiento térmico para 

mantener la actividad de las muestras, puesto que tuvo un efecto menor en la actividad 

neutralizante de fracciones y proteínas lácteas. Todas estas observaciones están publicadas en 

los artículos 1, 2, 3, 5 y 6 del presente compendio. 

Por último, se estudió el efecto de la degradación enzimática en la actividad antirrotavirus 

de diversas fracciones y proteínas lácteas. De manera general, los hidrolizados presentaron una 

menor capacidad neutralizante que las correspondientes muestras sin degradar, excepto en el 

caso de los lactosueros, que la mantuvieron. 

Las evidencias aportadas en este estudio sobre la capacidad antirrotavirus de múltiples 

fracciones y proteínas lácteas pueden contribuir a revalorizar los productos de los que se 

obtienen como potenciales fuentes de ingredientes para alimentos funcionales. 
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SUMMARY AND JUSTIFICATION 

During the last years, a growing interest in the research on several bioactive fractions and 

proteins from milk has arisen, due mainly to their potential use as food ingredients, since they 

are able to improve both the nutritional and functional value of foods, providing beneficial 

health effects. 

Rotavirus is the leading cause of severe diarrhoea in neonates and children under five 

years, being a serious public health problem associated with high morbidity and mortality rates 

worldwide, particularly in developing countries. Even though vaccination against rotavirus has 

reduced morbidity and health-care costs globally, challenges as regards the implementation of 

vaccination programmes in developing countries highlight the need for alternative protection 

approaches against this kind of viral agents. 

The main aim of this PhD thesis has been the study of the antirotaviral activity of several 

fractions and proteins from bovine, ovine and human milk, as well as of dairy by-products. For 

that purpose, diverse dairy fractions were obtained: whey, buttermilk, butter serum and a 

fraction enriched in milk fat globule membrane (MFGM) proteins, and various commercial 

dairy products were also obtained. 

Milk proteins were isolated, from the aforementioned fractions, by means of 

chromatographic techniques, such as gel filtration, ion exchange and affinity chromatography. 

Thus, two whey proteins with important biological properties, immunoglobulins (Igs) and 

lactoferrin (LF), were obtained from bovine, ovine and human milk. Moreover, several MFGM 

proteins, such as mucins, xanthine oxidase (XOD), lactadherin (LDH) and component 3 of 

proteose peptone (PP3), which have been attributed to exert diverse biological functions, were 

also isolated. 

The antirotaviral capacity of dairy by-products and fractions and proteins from bovine, 

ovine and human milk was studied in vitro through a neutralizing assay by measuring their 

capacity to inhibit the infection of African green monkey kidney MA104 cells by the bovine 

rotavirus WC3 strain, and further detection by indirect immunofluorescence. This assay was 

developed and validated according to international guidelines, verifying that it was specific, 

precise (under repeatability and reproducibility conditions), and robust. Results obtained, which 

are included in articles 1, 2 and 5 of this compendium, showed that milk, regardless of the 

origin, is a valuable source of bioactive compounds with activity against rotaviruses, being the 

whey and two of its main proteins, Igs and LF, those presenting the highest neutralizing 

capacity against WC3 strain. The MFGM proteins, LDH and XOD, also exhibited a very 

interesting inhibitory activity, scarcely studied in previous works. 
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The study of the antirotaviral activity of several milk fractions and proteins was completed 

by assessing their neutralizing capacity in vitro against rotaviral strains belonging to different 

serotypes and genotypes: the bovine strains UK, NCDV, B223 and WC3; the human strain Wa 

and the simian strain RRV. As published in the article 4 of this compendium, different 

neutralization patterns were observed between neuraminidase (NA) sensitive strains (NCDV 

and RRV) and NA resistant strains (WC3, UK, B223 and Wa). Thus, in general terms, NA 

sensitive strains were more susceptible to neutralization by milk samples. This fact may indicate 

the great influence of milk protein glycosylation, along with the composition of the dairy 

fractions, on their antirotaviral activity. 

After verifying the antirotaviral capacity of milk samples, their action mechanisms were 

studied. For that purpose, different assays were performed: rotavirus-cell binding inhibition, 

rotavirus-cell post-binding inhibition, neutralization of reassortant strains, and cell blocking 

assays. The results seem to indicate that the way by which most of milk samples neutralize 

rotaviral infectivity is a combined mechanism. In fact, the ability of several milk fractions and 

proteins to inhibit the binding of rotavirus to cells was evidenced, mainly by means of 

interaction with the rotaviral capsid protein VP4, along with the inhibition activity at the 

rotavirus-cell post-binding steps. By contrast, the interaction of milk samples with rotaviral cell 

receptors was discarded. 

Afterwards, the effect of diverse technological treatments, such as heat treatments and high 

hydrostatic pressure, on the antirotaviral activity of several milk fractions and proteins was also 

tested. In general, the low temperature-long time pasteurization led to higher neutralizing 

activity losses than the high temperature-short time pasteurization. Moreover, the high pressure 

treatment showed very promising results as an alternative to thermal treatment to better 

maintain the bioactivity of samples, since it exerted lower impact on the neutralizing activity of 

fractions and proteins. These observations have been published in articles 1, 2, 3, 5 and 6 of this 

compendium. 

Finally, the influence of the enzymatic degradation on the antirotaviral activity of diverse 

milk fractions and proteins was also studied. Generally, the hydrolysates displayed lower 

capacity to neutralize rotavirus infectivity than the non-degraded counterparts, except in the 

case of whey that maintained such activity. 

All the evidences provided by this study, as regards the antirotaviral capacity of several 

milk fractions and proteins, may contribute to revalorising the products from which they are 

obtained, as potential sources of ingredients for functional foods. 
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ABREVIATURAS 

ADPH: adipofilina 

AEBLH: Asociación Española de Bancos de Leche Humana 

AMF: anhydrous milk fat (grasa láctea anhidra) 

ANOVA: analysis of variance (análisis de varianza) 

ATCC: American Type Culture Collection (Colección Americana de Cultivos Tipo)  

BCA: bicinchoninic acid test (test del ácido bicinconínico) 

BSA: bovine serum albumin (albúmina sérica bovina) 

BSSL: bile salt-stimulated lipase (lipasa estimulada por sales biliares)  

BTN: butirofilina 

CD36: clúster de diferenciación 36 

CV: coeficiente de variación 

DLPs: double layered particles (partículas de doble capa) 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

EFSA: European Food Safety Authority (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) 

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay (ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas) 

EMBA: European Milk Bank Association (Asociación Europea de Bancos de Leche) 

EMEM: Eagle´s minimum essential medium (medio mínimo esencial de Eagle)  

ESL: extended shelf-life (larga vida útil) 

FABP: fatty acid binding protein (proteína fijadora de ácidos grasos) 

FAO: Food and Agricultural Organization (Organización para la Agricultura y la Alimentación) 

FBS: foetal bovine serum (suero fetal bovino) 

FFU: focus forming units (unidades formadoras de foco) 

FITC: fluorescein isothiocyanate (isotiocianato de fluoresceína)  

GMP: glicomacropéptido 

HHP: high hydrostatic pressure (altas presiones hidrostáticas) 

HTST: high-temperature short-time (pasteurización alta) 

IC50: inhibitory concentration 50 (concentración inhibitoria 50) 

IgA: inmunoglobulinas A 

IgG: inmunoglobulinas G 

Igs: inmunoglobulinas 
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LDH: lactadherina 

LF: lactoferrina 

LPOX: lactoperoxidasa 

LTLT: low-temperature long-time (pasteurización baja) 

LYZ: lisozima 

MEM: minimum essential medium (medio mínimo esencial) 

MFGM: milk fat globule membrane (membrana del glóbulo graso de la leche) 

MOI: multiplicity of infection (multiplicidad de infección) 

MUCs: mucinas 

NA: neuraminidasa 

OECD: Organisation for Economic Cooperation and Development (Organización para la 

Cooperación y el Desarrollo Económicos) 

PAS: periodic acid Schiff (ácido peryódico de Schiff) 

PBS: phosphate buffered solution (tampón fosfato, pH 7,4) 

PBS-T: PBS conteniendo Tween-20 al 0,05%  

PCR: polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 

PPT: proteose-peptone (fracción proteosa-peptona) 

PP3: proteose-peptone component 3 (componente 3 de la proteosa-peptona) 

PVDF: polyvinylidene fluoride (fluoruro de polivinilideno) 

rhLF: recombinant human lactoferrin (lactoferrina humana recombinante) 

SA: serum albumin (albúmina sérica) 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis (electroforesis en gel 

de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico) 

TBS: Tris buffered solution (tampón Tris, pH 7,4) 

TBS-T: TBS conteniendo Tween-20 al 0,1% 

TCA: trichloroacetic acid (ácido tricloroacético) 

TLPs: triple layered particles (partículas de triple capa)  

UHT: ultra high temperature (esterilización a temperatura ultra alta) 

WHO: World Health Organization (Organización Mundial de la Salud) 

WPC: whey protein concentrate (concentrado de proteínas del lactosuero) 

WPH: whey protein hydrolysate (hidrolizado de proteínas del lactosuero) 

XOD: xantina oxidasa 

https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi44p_F6rfSAhWJ1RQKHeWsAf8QFgggMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPolyvinylidene_fluoride&usg=AFQjCNF9xVlfoD9qSIps8ry1P-IDxxAKjg&sig2=FZsC7L04FB-2JIoYqA4-nw&bvm=bv.148441817,d.d24
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1. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

1.1. Antecedentes 

Los rotavirus son la principal causa de diarrea severa en neonatos y niños menores de 5 

años, además de un agente patógeno de importancia veterinaria que afecta al ganado bovino, 

ovino, porcino y avícola. A nivel mundial, la diarrea es una de las cinco causas principales de 

muerte entre todos los grupos de edad y la segunda causa de muerte en niños menores de 5 años 

(Marcotte y Hammarström, 2016). De hecho, 215.000 niños menores de 5 años murieron en el 

año 2013 a causa de infección por rotavirus, correspondiendo más del 85% de las muertes a las 

producidas en países en vías de desarrollo (Tate et al., 2016).  

La gastroenteritis causada por rotavirus sigue siendo, a día de hoy, un serio problema de 

salud pública, con síntomas que van desde una diarrea leve hasta la deshidratación severa, con 

posibles complicaciones que incluyen el edema cerebral, el shock hipovolémico, el fallo renal e 

incluso, la muerte. La morbilidad y mortalidad asociada a la gastroenteritis causada por 

rotavirus representa un importante problema económico para la sanidad pública. Aunque este 

proceso aparece con independencia del estatus socioeconómico y las condiciones ambientales, 

las consecuencias son más graves en los países en vías de desarrollo (Kotloff et al., 2013). 

Actualmente, existen en el mercado dos vacunas frente a rotavirus: RotaTeq® (RV5, 

Merck, West Point, PA, EE.UU.) y Rotarix® (RV1, GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica), que 

han contribuido a reducir la incidencia de las afecciones relacionadas con los rotavirus en países 

desarrollados (Dennehy, 2008). La vacunación frente a rotavirus ha reducido la morbilidad y los 

costes de atención médica a nivel mundial. Sin embargo, la dificultad asociada con la 

implementación de programas de vacunación en países en vías de desarrollo, en relación a la 

accesibilidad y disponibilidad de vacunas (Babji y Kang, 2012), pone de manifiesto la necesidad 

de estrategias alternativas de protección frente a este tipo de agentes virales. Además, el hecho 

de que estas vacunas estén desaconsejadas para pacientes inmunodeprimidos (Gaspar et al., 

2014), aumenta el interés de investigar en terapias alternativas basadas en compuestos 

funcionales naturales. 
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Es ampliamente reconocido que la lactancia materna es la manera óptima de proveer a los 

recién nacidos con los nutrientes esenciales para su crecimiento y desarrollo saludables, además 

de protegerles de un amplio espectro de agentes patógenos (Liu y Newburg, 2013; Peterson et 

al., 2013). A este respecto, diversos estudios han puesto de manifiesto el papel de la lactancia 

como factor de protección pasiva frente a la infección por rotavirus (Gianino et al., 2002; Tino 

De Franco et al., 2013). Si bien algunos estudios en esta línea proponen el uso de preparaciones 

a base de inmunoglobulinas (Igs) de calostro bovino (Inagaki et al., 2010b; Mainer et al., 1999), 

lamentablemente la producción a gran escala tanto de calostro bovino como de leche humana 

representa limitaciones prácticas obvias. Por todo ello, la necesidad de encontrar fuentes viables 

de agentes naturales con capacidad antirrotavirus es indudable. 

En la literatura científica existen evidencias de componentes derivados de alimentos que 

poseen actividad antirrotavirus. De hecho, diversos extractos naturales, aceites esenciales y 

preparados vegetales han mostrado actividad in vitro e in vivo frente a rotavirus, habiendo sido 

identificados como componentes activos los polifenoles, ácidos fenólicos, taninos, pectinas, 

terpenos y flavonoides, entre otros (Rajiv et al., 2016). Además, diferentes compuestos 

presentes en el huevo han mostrado actividad antirotavirus in vitro e in vivo. En este caso, la 

actividad se atribuyó tanto a la fracción enriquecida en oligosacáridos de la yema de huevo, 

como al ovomucoide y la ovoalbúmina de la clara (Koketsu et al., 1995; Yolken et al., 1987). 

Sin embargo, la mayoría de estudios en relación a la actividad antirrotavirus de componentes 

alimentarios están centrados en fracciones lácteas, tales como el lactosuero bovino concentrado 

(Bojsen et al., 2007; Kvistgaard et al., 2004; Pérez-Cano et al., 2008), la mazada bovina (Fuller 

et al., 2013) y la leche humana (Newburg et al., 1998; Yolken et al., 1992). La actividad 

neutralizante se ha relacionado con algunas glicoproteínas bioactivas presentes en el lactosuero 

y en la MFGM, como las Igs, la lactoferrina (LF), las mucinas (MUCs), la lactadherina (LDH) y 

el componente 3 de la proteosa-peptona (PP3) (Bojsen et al., 2007; Inagaki et al., 2010a; 

Kvistgaard et al., 2004; Superti et al., 2001). A pesar de estas evidencias, todavía son muy 

escasos los estudios focalizados en la actividad antirrotavirus de fracciones y proteínas 

derivadas de leche de especies distintas a la bovina, así como aquellos que abordan los 

mecanismos de neutralización de la infección.  

Algunas proteínas bioactivas pueden obtenerse a partir de diferentes subproductos de la 

industria láctea, como el lactosuero o la mazada. El lactosuero bovino es el principal 

subproducto de la industria quesera y constituye una buena fuente de proteínas de alto valor 

nutricional con interesantes propiedades funcionales (Blecker et al., 1997), como la α-

lactalbúmina (α-LA), la β-lactoglobulina (β-LG), la albúmina sérica (SA, serum albumin), la 

LF, las Igs y la fracción proteosa-peptona (PPT) (Madureira et al., 2007). A nivel mundial se ha 

estimado una producción del orden de 23 millones de toneladas de queso en el año 2017 
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(OECD/FAO, 2016), generando una cantidad aproximada de 180 millones de toneladas de 

lactosuero (Mollea et al., 2013). Por otro lado, el suero de mantequilla o mazada es el principal 

subproducto que se libera durante el batido de la nata en el proceso de formación de 

mantequilla. A nivel mundial se ha estimado una producción del orden de 11 millones de 

toneladas de mantequilla en el año 2017 (OECD/FAO, 2016), que genera una cantidad 

equivalente de mazada (Morin et al., 2007). Tras la ruptura de los glóbulos de grasa durante el 

batido, los componentes solubles de la nata tales como la lactosa, las proteínas séricas y los 

minerales quedan en la mazada. Además de estos componentes, la mazada también está 

enriquecida en fragmentos de la MFGM, ricos en fosfolípidos y glicoproteínas (Morin et al., 

2006). El estudio y evaluación de la actividad antirrotavirus de estos subproductos de la 

industria láctea puede contribuir a aportarles un valor añadido y mejorar las expectativas para su 

utilización en alimentos funcionales. 

Con vistas a garantizar la calidad higiénica de la leche humana, en la actualidad los bancos 

de leche llevan a cabo un tratamiento de pasteurización a 62,5 ºC durante 30 min (Arslanoglu et 

al., 2010). Los tratamientos térmicos también son empleados en la industria láctea como 

proceso tecnológico necesario para garantizar la calidad y seguridad microbiológica durante la 

vida útil de los productos (Holsinger et al., 1997). La pasteurización baja (63 ºC durante 30 min) 

y la pasteurización alta (72 ºC durante 15 s) son tratamientos térmicos habitualmente empleados 

en la industria láctea y quesera. Existen múltiples estudios que indican que los tratamientos 

térmicos aplicados a la leche, tanto a la leche humana como a la leche bovina, pueden provocar 

alteraciones en sus componentes afectando a su valor nutricional y biológico (Chevalier et al., 

2009; Peila et al., 2017). Aunque la termorresistencia de diversas proteínas lácteas ha sido 

ampliamente estudiada (Lee y Sherbon, 2002; Mainer et al., 1997; Mayayo et al., 2016; Sánchez 

et al., 1992), poco se conoce acerca del efecto del tratamiento térmico sobre su capacidad 

antirrotavirus. Por lo tanto, el presente estudio es importante para conocer cuáles son los 

tratamientos térmicos más adecuados con el fin de mantener lo más intacta posible la 

bioactividad de las diversas fracciones y proteínas lácteas. 

Por otro lado, el uso de altas presiones hidrostáticas (HHP, high hydrostatic pressure) en el 

procesado de alimentos ha adquirido gran importancia en la industria en los últimos años. Las 

HHP son capaces de inactivar ciertos microorganismos y enzimas responsables de la 

degradación de los alimentos (San Martín et al., 2002; Sarker et al., 2013). Además, dado que 

esta tecnología no usa calor, las propiedades nutricionales y sensoriales del alimento 

permanecen, teóricamente, inalteradas, aunque se han relacionado ciertos cambios producidos 

en la estructura de las proteínas con la presión aplicada (Huppertz et al., 2006; Meng et al., 

2017). Esta tesis ha contribuido a poner de manifiesto la potencialidad de las HHP como 
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tecnología alternativa a los tratamientos térmicos tradicionales, mediante el estudio del efecto de 

diferentes tratamientos de HHP en la actividad antirrotavirus de diversas muestras lácteas. 

Para poder considerar el uso oral de cualquier ingrediente funcional, bien sea para 

alimentación humana o para uso veterinario, es necesario tener en cuenta su comportamiento in 

vivo. Diversos estudios han comprobado la resistencia de ciertas glicoproteínas, como las 

mucinas y la LDH, simulando la degradación enzimática gastrointestinal in vitro (Gallier et al., 

2012; Hamosh et al., 1999). A pesar de ello, son muy escasas las referencias del efecto de la 

degradación enzimática en la actividad antirrotavirus de las fracciones y proteínas lácteas. 

Por todo ello, es necesario realizar estudios que permitan sacar a la luz el potencial 

antirrotavirus de las diferentes fracciones y derivados lácteos, así como de sus proteínas 

mayoritarias. Estos estudios nos permitirán valorar su posible utilización como ingredientes 

funcionales en alimentos o productos especiales como las fórmulas infantiles, con el objetivo de 

prevenir o reducir el riesgo de contraer enfermedades ocasionadas por rotavirus. 

1.2. Objetivos 

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido el estudio de la actividad antirrotavirus 

de diversas fracciones y proteínas derivadas de leche bovina, ovina y humana, así como de 

subproductos de la industria láctea. Asimismo, se ha analizado el efecto de algunos tratamientos 

tecnológicos (tratamientos térmicos y altas presiones) y enzimáticos sobre la integridad y 

actividad de las fracciones y proteínas lácteas. Se pretende así evaluar la potencialidad de estos 

productos como ingredientes para alimentos funcionales. Para la consecución de dichas metas, 

se plantearon los siguientes objetivos parciales: 

• Determinación de la actividad antirrotavirus de diversas fracciones, subproductos y 

proteínas lácteas bovinas y ovinas.  

• Determinación de la actividad antirrotavirus de diversas fracciones y proteínas lácteas 

humanas.  

• Estudio de los mecanismos de inhibición mediada por fracciones y proteínas lácteas de la 

infección por rotavirus en células MA104. 

• Evaluación del efecto de diferentes tratamientos térmicos en la actividad antirrotavirus de 

diversas fracciones y proteínas lácteas. 

• Evaluación del efecto de diferentes tratamientos de altas presiones hidrostáticas en la 

actividad antirrotavirus de diversas fracciones y proteínas lácteas. 

• Estudio del efecto de la degradación enzimática en la actividad antirrotavirus de diversas 

fracciones y proteínas lácteas. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

Esta revisión bibliográfica se centra en aquellos aspectos más relacionados con la Tesis 

Doctoral. Si bien la mayor parte de la información versa sobre leche bovina, se ha incluido un 

apartado de leche humana y se ha realizado alguna comparativa con la leche de otras especies.  

2.1. Origen y composición de la leche bovina 

La leche es el fluido secretado por la glándula mamaria de las hembras de todas las 

especies de mamíferos, cuya principal función es servir de alimento a los recién nacidos y 

contribuir a su desarrollo. Supone el alimento nutricionalmente más completo y ajustado a los 

requerimientos del lactante de cada especie, y sus componentes participan en numerosas 

funciones fisiológicas (O´Mahony y Fox, 2014).  

La leche de algunos mamíferos se emplea como alimento cotidiano para consumo humano, 

bien como tal o en forma de productos lácteos varios, especialmente la procedente de las vacas 

(aproximadamente el 84-88% de la producción mundial de leche), búfalas (11-13%), cabras y 

ovejas (2-4%), y camella (0,2%). Otras especies como, por ejemplo, el yak, reno, yegua o burra 

son significativas en determinadas regiones, pero representan menos del 0,1% de la producción 

mundial (Claeys et al., 2014; Patton, 2011). A este respecto, la denominación genérica de leche 

se refiere única y exclusivamente a la leche natural de vaca, entendiéndose por leche natural el 

producto íntegro, no alterado ni adulterado y sin calostros, procedente del ordeño higiénico, 

regular, completo e ininterrumpido de las hembras mamíferas domésticas sanas y bien 

alimentadas, tal como se define en el capítulo XV del Código Alimentario Español (BOE, 

1967). Las leches producidas por las hembras de otros animales domésticos se designan 

indicando además el nombre de la especie correspondiente: leche de oveja, leche de cabra, etc.  

La ubre de la vaca está constituida por cuatro glándulas mamarias o cuartos. Cada glándula 

mamaria opera independientemente y drena la leche por medio de su propio canal. La glándula 

mamaria está formada por millones de alveolos donde se sintetiza la leche, dispuestos tal y 

como se muestra en el esquema de Nickerson y Akers (2011) (Figura 1). Los alveolos son las 
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unidades funcionales de producción formadas por una capa de células epiteliales secretoras de 

leche, conectados mediante ductos a la cisterna de la glándula, donde se almacena la leche hasta 

que es secretada a través del canal del pezón (Nickerson y Akers, 2011). Los capilares 

sanguíneos y las células mioepiteliales (células similares a las musculares) rodean el alveolo. La 

irrigación sanguínea con pequeños capilares y vénulas aporta al alveolo los nutrientes necesarios 

para la síntesis de los componentes de la leche (lactosa, proteínas y lípidos), principalmente en 

el retículo endoplasmático (O´Mahony y Fox, 2014). La leche es secretada y acumulada en el 

lumen del alveolo entre los ordeños, y cuando las células mioepiteliales que recubren el alveolo 

se contraen, en respuesta a la acción de algunas hormonas, como la oxitocina y la prolactina, la 

leche es eyectada hacia la cisterna de la glándula. 

 

Figura 1. (A) Esquema de una glándula mamaria bovina: alveolos, ductos, cisterna de la 
glándula y del pezón, y canal del pezón. (B) Sección transversal de un alveolo: células 
epiteliales y mioepiteliales, lumen y red capilar (Nickerson y Akers, 2011). 

Los principales requerimientos nutricionales del mamífero neonato son: energía 

(suministrada por los lípidos, lactosa y proteínas lácteas), aminoácidos esenciales y no 

esenciales (suministrados por las proteínas lácteas), ácidos grasos esenciales, vitaminas, 

minerales y agua. Dichos requerimientos nutricionales varían entre especies, dependiendo del 

grado de madurez al nacer, el ritmo de crecimiento, las necesidades energéticas y las 

condiciones ambientales, entre otros aspectos. Esto explica las diferencias interespecie en la 

composición de las diferentes leches (Claeys et al., 2014; Skibiel et al., 2013). Además, dentro 

de cada especie hay variaciones en la composición de la leche debido a factores genéticos (raza, 

factores individuales,...), fisiológicos (periodo y número de lactación, gestación,...), ambientales 

(estación, localización,...) y nutricionales (Claeys et al., 2014; Walstra et al., 2006). Tal y como 
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se puede observar en la Tabla 1, las leches de los mamíferos contienen los mismos 

componentes principales, si bien el contenido de cada uno de ellos varía entre ellas. 

Tabla 1. Composición general de la leche definitiva de diversas especies de mamíferos 
(Aguinaga et al., 2011; Claeys et al., 2014; Park et al., 2010; Park y Haenlein, 2006; Sousa et 
al., 2014).  

Origen  
Componente (g/L) 

Materia seca 
total Proteínas Lípidos Lactosa Cenizas 

Mujer 107-129 9-19 21-40 63-70 2-3 

Yegua 93-116 14-32 3-42 56-72 3-5 

Burra 88-117 14-20 3-18 58-74 3-5 

Vaca 118-130 30-39 33-54 44-56 7-8 

Oveja 181-200 45-70 50-90 41-59 8-10 

Cabra 119-163 30-52 30-72 32-50 7-9 

Búfala 157-172 27-47 53-90 32-49 8-9 

Camella 119-150 24-42 20-60 35-51 7-9 

Llama 131 34-43 27-47 59-65 5-9 

Cerda 180-206 36-59 55-77 50-63 9-11 

 

Los lípidos de la leche constituyen la fuente principal de energía para el recién nacido. Su 

contenido en la leche muestra amplias diferencias interespecie, variando entre 3 y 90 g/L. Los 

lípidos de la leche se pueden agrupar en tres tipos: lípidos neutros (mono, di y triglicéridos), 

lípidos polares (principalmente fosfolípidos) y otros lípidos (ácidos grasos libres, esteroles, 

carotenoides y vitaminas liposolubles) (Jensen, 2002; O´Mahony y Fox, 2014). Los triglicéridos 

constituyen alrededor del 98% del total de lípidos de la leche y son responsables de las 

principales propiedades de la grasa láctea (hidrofobicidad, densidad, punto de fusión, etc.). Los 

fosfolípidos, compuestos principalmente por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y 

esfingomielina, constituyen alrededor del 0,8% del total de lípidos. Los esteroles suponen el 

0,3% del total de lípidos, representando el colesterol el 95% del total de esteroles.  

Los lípidos de la leche son secretados en forma de glóbulos grasos (Walstra et al., 2006), 

pequeñas estructuras esféricas que están rodeadas por la membrana del glóbulo graso (MFGM, 

milk fat globule membrane), tal y como se muestra en la Figura 2. Aproximadamente el 99% 
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de los lípidos de la leche está formando parte de los glóbulos grasos (Lopez, 2011). Como 

puede observarse, los triglicéridos se localizan en el interior del glóbulo graso, mientras que los 

fosfolípidos y los esteroles se localizan principalmente en la MFGM (MacGibbon y Taylor, 

2006). En el apartado 2.3. del presente documento se detalla el origen y composición de los 

glóbulos grasos de la leche y de la MFGM. 

 

Figura 2. Representación esquemática del glóbulo graso de la leche (Gassi et al., 2008). 

Los carbohidratos de la leche se pueden dividir en tres grandes grupos: lactosa, 

oligosácaridos y glicoconjugados (glicolípidos y glicoproteínas) (Gopal y Gill, 2000). El 

principal carbohidrato en la leche de la mayoría de especies es la lactosa, cuyo contenido varía 

entre 32-74 g/L. Ejerce dos importantes funciones en la leche, como fuente de energía para el 

neonato (suministra el 30% de las calorías en la leche de vaca) y como responsable del 50% de 

la presión osmótica de la leche (O´Mahony y Fox, 2014). Además de la lactosa, la leche posee 

sacáridos libres, principalmente oligosacáridos, cuya concentración, proporción y tipo varía 

ampliamente entre especies. Así, mientras que la leche humana contiene 130 oligosacáridos 

distintos, que suponen una concentración total de 15 g/L (Urashima et al., 2001), la leche de 

otras especies como la bovina, ovina, caprina y equina, presentan contenidos notablemente 

menores. De hecho, su concentración en la leche bovina madura es de aproximadamente 0,05 

g/L, siendo de 0,7-1,2 g/L en el calostro (Tao et al., 2008). Los oligosacáridos presentan 

importantes funciones biológicas, incluyendo la prevención de la infección de los tractos 

intestinal y urinario mediante su acción como receptores “señuelo” de agentes patógenos, y su 

función como prebióticos, promoviendo el crecimiento de bacterias beneficiosas, como 

Bifidobacterium bifidus (Urashima et al., 2001). Además de lactosa y oligosacáridos, la leche 
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contiene pequeñas cantidades de monosacáridos y glicoconjugados, entre los que cabe destacar 

la caseína-κ y las glicoproteínas altamente glicosiladas y glicolípidos presentes en la MFGM. 

El contenido proteico de la leche varía entre 9-70 g/L dependiendo de la especie. Entre las 

proteínas de la leche se pueden diferenciar tres grandes grupos: proteínas del lactosuero, 

caseínas y proteínas de la MFGM, que suponen alrededor del 20, 78-80 y 1-2% del total de 

proteínas lácteas, respectivamente (Farkye y Shah, 2015). Numerosas funciones fisiológicas y 

biológicas de la leche están desempeñadas por proteínas y péptidos (O´Mahony y Fox, 2014).  

2.2. Proteínas de la leche bovina 

Las proteínas lácteas son una de las principales fuentes proteicas de la dieta, contribuyendo 

en aproximadamente un 19% a la ingesta proteica diaria media de un adulto europeo (EFSA, 

2012), lo que pone de manifiesto su relevancia en la nutrición humana. Entre las proteínas de la 

leche de vaca se encuentran las caseínas, las proteínas del lactosuero y las proteínas de la 

MFGM (Figura 3) (Holland y Boland, 2014; Madureira et al., 2007). 

 

Figura 3. Distribución de proteínas en la leche bovina, representada en porcentaje respecto al 
total de proteínas de la leche (Farkye y Shah, 2015).  
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2.2.1. Caseínas 

2.2.1.1. Características de las caseínas 

Las caseínas son fosfoproteínas que precipitan a un pH de 4,6 a 30 ºC, ya que este pH 

coincide con su punto isoléctrico, en el que las caseínas se encuentran en su estado de menor 

solubilidad debido a la reducción de las repulsiones intermoleculares. Son las proteínas 

mayoritarias de la leche de vaca, representando entre el 78-80% del total de proteínas de la 

leche, equivalente a un contenido de 27-34 g/L (Farkye y Shah, 2015). En la leche bovina 

existen principalmente cuatro tipos de caseínas: αs1, αs2, β y κ, cuya proporción es de 4:1:3,5:1,5 

(Dalgleish, 2011), y cuyas principales características aparecen reflejadas en la Tabla 2. 

Existen variaciones considerables en el contenido y características (estructura, 

fosforilación, glicosilación, etc.) de las caseínas de la leche de distintas especies (Holland y 

Boland, 2014). Así, aunque la leche de cabra y oveja contiene un 80-85% de caseínas (en 

relación al total de proteínas lácteas), en la leche humana representan sólo un 30-40% (Park y 

Haenlein, 2006). Las caseínas y otras proteínas lácteas son secretadas a la fase acuosa de la 

leche por exocitosis a partir de vesículas formadas en el aparato de Golgi de las células 

epiteliales de la glándula mamaria (Mather y Keenan, 1998). 

Tabla 2. Características de las principales caseínas de la leche bovina (Farkye y Shah, 2015; 
Holland y Boland, 2014; O´Mahony y Fox, 2014). 

Caseína 
Contenido en leche % Total 

caseínas PM* pI† % Glicosilación 
% Total g/L 

αs1 35 12-15 35-44 23,6 4,4-5,0 0 

β 26 9-11 25-35 23,9 4,8-5,4 0 

κ 9 3-4 12-15 19,0 3,7-5,5 60 

αs2 8 3-4 9-10 25,1 5,2-5,4 0 

*PM: peso molecular (kDa); †pI: punto isoeléctrico. 

La secuencia aminoacídica de las caseínas contiene un número inusual de residuos del 

aminoácido prolina. Como resultado, las caseínas son relativamente hidrofóbicas y carecen de 

una estructura secundaria y terciaria bien definida. Desde el punto de vista estructural, la 



Revisión bibliográfica 

- 25 - 

caseína-αs1 está formada por tres regiones hidrofóbicas y una zona muy polar en la que se 

encuentran todos los grupos fosfato menos uno (Restani et al., 2009; Swaisgood, 2003).  

La caseína-β es la más hidrofóbica de todas las caseínas con una estructura dividida en dos 

regiones, la que corresponde al extremo C-terminal que es particularmente hidrofóbica, y la que 

corresponde al extremo N-terminal, en la que se concentran los aminoácidos más hidrofílicos y 

todos los fosfatos unidos a residuos de serina (Kumosinski et al., 1993).  

La caseína-αs2 es la más hidrofílica, con tres regiones de carga negativa, una de ellas en el 

extremo N-terminal. En la zona del extremo C-terminal se sitúan aminoácidos hidrofóbicos con 

carga neta positiva. Su estructura y sus propiedades físicas son extremadamente dependientes de 

la fuerza iónica y de la concentración de cationes como el calcio (Swaisgood, 2003).  

La caseína-κ, igual que la caseína-β, posee zonas predominantemente hidrofílicas e 

hidrofóbicas, bien definidas y separadas (Holland y Boland, 2014). La caseína-κ es hidrolizada 

fácilmente por la quimosina al pH de la leche, dando lugar al fragmento N-terminal denominado 

para-κ-caseína, que es fundamentalmente hidrofóbico y que queda unido a las otras caseínas en 

la micela, y al fragmento C-terminal denominado glicomacropéptido, que posee glicanos en su 

estructura y que queda en solución debido a su carácter hidrofílico (Farrell et al., 2004). La 

caseína-κ es de especial interés en la industria quesera, debido a que la para-κ-caseína reacciona 

con el calcio generando paracaseinato de calcio. Durante la maduración del queso, y a partir de 

la para-κ-caseína, se forma un tipo de macropéptidos denominados caseínas-γ, responsables de 

las características reológicas y organolépticas de los quesos (Walstra et al., 2006). 

En la leche, las caseínas se encuentran formando agregados coloidales, de 60-450 nm de 

tamaño, denominados micelas de caseína (Figura 4). Las micelas están constituidas 

principalmente por caseínas y fosfato cálcico coloidal, que es crucial en el mantenimiento de la 

estructura micelar (Walstra et al., 2006). Existen multitud de modelos diferentes para la 

estructura de la micela de caseína (Horne, 2014). Según el modelo más aceptado, las micelas 

estan formadas por la agregación de partículas de menor tamaño (10-20 nm de diámetro) 

denominadas submicelas, unidas entre sí a través de puentes de fosfato cálcico y por 

interacciones hidrofóbicas. Las submicelas estarían formadas a partir de la interacción constante 

entre las caseínas-α, β y κ mediante enlaces hidrofóbicos, ejerciendo la caseína-κ un papel 

estabilizante (Farrell et al., 2004). 



Revisión bibliográfica 

- 26 - 

 

Figura 4. Esquema de la organización de las micelas de caseína. (A) Modelo que representa la 
micela de caseína como una matriz proteica homogénea conteniendo partículas de fosfato 
cálcico. (B) Modelo que propone que las micelas están formadas por submicelas unidas entre sí 
a través de puentes de fosfato cálcico y por interacciones hidrofóbicas (De Kruif y Holt, 2003; 
Walstra, 1999). 

2.2.1.2. Funciones de las caseínas 

La principal función de las caseínas lácteas es nutrir al recién nacido, aportándole 

principalmente aminoácidos, calcio y fósforo. Además, la estructura de las micelas de caseína 

tiene un papel determinante en las propiedades físicas y reológicas de la leche y de los 

productos lácteos (como queso y yogurt), siendo también responsables de su estabilidad durante 

el tratamiento térmico y almacenamiento (Walstra et al., 2006). 

A las caseínas se les han atribuido diversas funciones biológicas, asociadas en algunos 

casos a péptidos bioactivos generados tras la degradación enzimática (este aspecto se detalla en 

el apartado 2.2.3). Así, se les ha atribuido actividad antibacteriana (Lahov y Regelson, 1996), 

antivírica (Inagaki et al., 2014; Ng et al., 2015), antioxidante (Cervato et al., 1999), 

antimutágenica (van Boekel et al., 1993), hipocolesterolémica (Chin-Dusting et al., 2006), 

saciante (Hall et al., 2003), antihipertensiva e inmunoestimuladora (Korhonen y Pihlanto, 2006). 

2.2.2. Proteínas del lactosuero 

El lactosuero está formado por un grupo de proteínas que permanecen solubles tras la 

precipitación ácida de las caseínas, a pH 4,6 (Farkye y Shah, 2015). La leche de vaca contiene 
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entre un 0,6-1% de proteínas séricas, que representan el 20% del total de proteínas lácteas, si 

bien su concentración depende de factores como el tipo de lactosuero (ácido o dulce), la fase de 

la lactación, la alimentación, la época del año y la especie (Edwards y Jameson, 2014). 

Entre las proteínas mayoritarias del lactosuero se encuentran la β-lactoglobulina (β-LG), la 

α-lactalbúmina (α-LA), las inmunoglobulinas (Igs), la fracción proteosa-peptona (PPT) y la 

albúmina sérica (SA). El lactosuero contiene, además, lactoferrina (LF), lactoperoxidasa 

(LPOX) y otras proteínas minoritarias. En la Tabla 3 se presenta el contenido y algunas 

características de las principales proteínas del lactosuero bovino. 

Tabla 3. Características de las principales proteínas del lactosuero bovino (Farkye y Shah, 
2015; O’Riordan et al., 2014; Ryan y Walsh, 2016; Yadav et al., 2015). 

Proteína 
Contenido en leche % Total 

lactosuero PM* pI† % Glicosilación 
% Total g/L 

β-LG 8-10 3,2-4 40-58 18,3 5,3-5,5 0 

α-LA 3-4 1,2-1,5 11-25 14,1 4,2-4,5 3-10 

Total Igs 
IgG 
IgM 
IgA 

2-3 
1,2-1,7 

0,1 
0,1-0,2 

0,5-1 
0,5-0,7 

0,04-0,05 
0,04-0,1 

8-10 
6,4-8 
ND 
ND 

150-1000 
150-163 
900-1000 
385-430 

4,5-8,3 
6,5-8,3 
4,5-6,5 
4,5-6,5 

2,6-12 
2,6-3,1 
10-12 
6-10 

PPT 1 0,5-3 10 4-28 ND 17 (PP3) 

SA 1 0,1-0,6 5-10 66,4 5,1 0 

LF 0,05-0,7 0,02-0,3 1-2 76,5-80 9,5-10 6,7-11,2 

LPOX 0,02-0,07 0,01-0,03 0,5 77,5-78 9,0-10 6,4-11,5 
 

*PM: peso molecular (kDa); †pI: punto isoeléctrico; ND: no se han encontrado datos 
publicados. 

2.2.2.1. β-lactoglobulina 

La β-lactoglobulina (β-LG) es la proteína mayoritaria del lactosuero de los rumiantes, si 

bien no está presente en la leche humana. Se trata de una proteína globular que suele 

encontrarse formando dímeros de dos subunidades idénticas unidas de forma no covalente, 

estando cada monómero formado por 162 aminoácidos, un grupo sulfhidrilo y dos puentes 

disulfuro (O´Mahony y Fox, 2014), y una estructura característica en forma de barril aplanado 
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(Kontopidis et al., 2004). Su solubilidad es baja, y depende ampliamente del pH y de la fuerza 

iónica del medio (Hernández-Ledesma et al., 2011).  

La β-LG supone una notable fuente de aminoácidos ricos en cisteína, importante para el 

desarrollo muscular del recién nacido (de Wit, 1998; Kontopidis et al., 2004). Además, dado 

que pertenece a la familia de las lipocalinas, entre las funciones biológicas descritas para esta 

proteína cabe destacar su capacidad de unión a moléculas hidrofóbicas. De hecho, se le ha 

atribuido la capacidad de unir y transportar lípidos, ácidos grasos, colesterol y vitaminas 

liposolubles, como la D y la A (Kushibiki et al., 2001; Madureira et al., 2007). Además, la β-LG 

facilita la digestión de los lípidos lácteos en los recién nacidos (Pérez y Calvo, 1995), participa 

en la transferencia de inmunidad pasiva y en el metabolismo del fósforo en la glándula mamaria 

(Le Maux et al., 2014), y posee actividad frente a algunos virus (Ng et al., 2015). La β-LG es, a 

su vez, fuente de péptidos bioactivos (Meisel, 2005), cuyas propiedades se incluyen en el 

apartado 2.2.3. 

Aparte de las funciones biológicas, se le han atribuido diversas propiedades tecnológicas, 

como la mejora de las propiedades emulsionantes, la estabilidad, la viscosidad y la capacidad 

gelificante de los productos lácteos (Euston et al., 1999; Yadav et al., 2015). 

2.2.2.2. α-lactalbúmina 

La α-lactalbúmina (α-LA) es la segunda proteína más abundante del lactosuero de la 

mayoría de los rumiantes, siendo la mayoritaria en el lactosuero humano (ver apartado 2.6.1). Se 

trata de una proteína globular pequeña compuesta por una única cadena polipeptídica de 123 

aminoácidos, conteniendo ocho residuos de cisteína, cuatro de triptófano y una alta proporción 

de aminoácidos esenciales (Hernández-Ledesma et al., 2011; Markus et al., 2002). La estructura 

de la α-LA está estabilizada por cuatro puentes disulfuro y por un ión calcio (Ca2+) que une los 

dos dominios de la proteína: uno grande formado por hélices α y otro pequeño formado por 

hojas β (Permyakov y Berliner, 2000; Pettersson-Kastberg et al., 2009). Además del ión Ca2+, la 

α-LA es capaz de unir otros cationes como Mg2+, Mn2+, Na+ y K+, e incluso contiene sitios de 

unión de Zn2+ (Noyelle y Van Dael, 2002).  

La α-LA es una de las proteínas lácteas más estudiadas, puesto que posee propiedades que 

contribuyen significativamente a las características físicas, biológicas y nutricionales de la leche 

(Barbana y Pérez, 2011). Es sintetizada en la glándula mamaria durante la lactogénesis y 

participa activamente en la síntesis de lactosa modulando la actividad del enzima 

galactosiltransferasa (Permyakov y Berliner, 2000). La α-LA tiene especial interés como 

nutracéutico y suplemento de fórmulas infantiles debido a su riqueza en los aminoácidos 

esenciales lisina, cisteína y triptófano, con beneficios para el desarrollo cognitivo, el estado de 
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ánimo, el sistema inmunitario y la cicatrización (Heine et al., 1991; Stanciuc y Râpeanu, 2010). 

Además, también se le han atribuido otras funciones como actividad antitumoral (Pettersson-

Kastberg et al., 2009; Rammer et al., 2010), antioxidante (Clausen et al., 2009) y antibacteriana 

(Stanciuc y Râpeanu, 2010). Por otro lado, los péptidos resultantes de la hidrólisis de la α-LA 

poseen múltiples actividades biológicas (Meisel, 2005; Sedaghati et al., 2014) (apartado 2.2.3). 

2.2.2.3. Inmunoglobulinas 

Las inmunoglobulinas (Igs) constituyen un grupo complejo de proteínas producidas por los 

linfocitos B, que se encuentran en el suero sanguíneo y en la mayoría de secreciones de los 

mamíferos (El-Loly, 2007; Korhonen et al., 2000). El contenido de Igs es muy elevado en el 

calostro (4-50 g/L), descendiendo rápidamente a las 24-48 h postparto hasta una concentración 

de 0,5-1 g/L en la leche definitiva bovina (Stelwagen et al., 2009). Las Igs se dividen 

básicamente en 3 tipos: IgG, IgA e IgM, siendo la primera la predominante en la leche bovina, 

representando un 80% (p/p) del total (de Wit, 1998; Madureira et al., 2007). 

En términos de estructura, las Igs pueden presentarse en forma monomérica (IgG) o 

polimérica (IgA e IgM) (Mollea et al., 2013). El monómero consiste en dos cadenas ligeras (25 

kDa) y dos cadenas pesadas (50-70 kDa) idénticas entre sí, unidas mediante puentes disulfuro 

(Edwards y Jameson, 2014; Korhonen et al., 2000). Tal y como se muestra en la Figura 5, las 

cadenas ligeras presentan una región variable (VL) y una región constante (CL), mientras que las 

cadenas pesadas contienen una región variable (VH) unida a tres regiones constantes (CH1, CH2 

y CH3). Los dos sitos de unión a los antígenos (Ag) están formados por la parte N-terminal de 

una cadena ligera y una cadena pesada. Solo la cadena pesada está glicosilada (Murphy et al., 

2016). 

La principal función de las Igs es la transferencia de inmunidad pasiva al recién nacido, 

protegiéndolo de numerosas enfermedades (Mollea et al., 2013; Yadav et al., 2015). En los 

rumiantes la inmunidad pasiva se transfiere por vía calostral, a diferencia de los humanos, que la 

recibimos por vía placentaria. La inmunización de vacas con diversos patógenos (bacterias y 

virus) ha permitido obtener calostros con altos niveles de inmunoglobulinas específicas frente a 

los antígenos inoculados (Hurley y Theil, 2011; Madureira et al., 2007), y su uso en estrategias 

terapéuticas (Sarker et al., 1998). Las Igs presentan también otras actividades, como la 

capacidad de aglutinación de bacterias, neutralización de toxinas, inactivación de virus, 

opsonización y actividad hipocolesterolémica (El-Loly, 2007; Krissansen, 2007). 
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Figura 5. Estructura de una molécula de IgG (Murphy et al., 2016). 

2.2.2.4. Fracción proteosa-peptona 

La fracción proteosa-peptona (PPT) se define como la fracción proteica de la leche que 

resiste y permanece soluble tras un tratamiento térmico de 95 ºC durante 20 min en condiciones 

ácidas (pH 4,6-4,7) (Innocente et al., 2011). La fracción PPT está formada por al menos 38 

componentes, una mezcla compleja de glicoproteínas, fosfoproteínas y péptidos, que se pueden 

dividir en dos grupos. En el primer grupo se incluyen los componentes 5, 8-lento y 8-rápido, 

derivados de la caseína-β tras proteólisis por enzimas endógenas de la leche, principalmente 

plasmina (Krissansen, 2007). El segundo grupo comprende diferentes glicoproteínas y 

componentes hidrofóbicos, siendo el componente 3 (PP3, proteose-peptone component 3) o 

lactoforina, el mayoritario (Innocente et al., 1998). Dado que la PP3 parece derivar de la MFGM 

(Sørensen et al., 1997), se incluye una revisión más detallada en el apartado 2.3.4.6.  

Se sabe que la fracción PPT tiene actividad prebiótica para la bacteria láctica 

Bifidobacterium animalis, con importancia en los productos lácteos fermentados (Etienne et al., 

1994; Sørensen y Petersen, 1993). Además, se ha demostrado la capacidad de las glicoproteínas 

de la fracción PPT bovina para unirse a enterotoxinas (Shida et al., 1994). No obstante, el mayor 

interés se deriva de las propiedades tensoactivas que se le han atribuido a dicha fracción. Así, 

diversos estudios han demostrado que sus propiedades como emulsificante (Innocente et al., 

1999; Karamoko et al., 2016) y espumante (Buccioni et al., 2013; Karamoko et al., 2013) hacen 

que esta fracción tenga interés como ingrediente funcional en productos que requieren de una 
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emulsión o una espuma estable, como es el caso de los helados (Innocente et al., 2002) o de la 

nata recombinada (Vanderghem et al., 2007). 

2.2.2.5. Albúmina sérica 

La albúmina sérica (SA, serum albumin) representa el 5-6% del total de proteínas del 

lactosuero bovino, porcentaje similar al que existe en el lactosuero humano (Madureira et al., 

2007). Es sintetizada en el hígado y transferida a la leche vía torrente sanguíneo, donde se 

encuentra en concentración similar a la de la leche. Está formada por una única cadena 

polipeptídica de 528 aminoácidos, con 35 residuos de cisteína, un grupo tiol libre y 17 puentes 

disulfuro (Huang et al., 2004). 

En el plasma sanguíneo, la SA contribuye casi al 80% de la presión osmótica coloidal. 

Además, gracias a su tamaño y estructura, presenta la capacidad de unirse reversiblemente y 

transportar diversas moléculas en el torrente sanguíneo, como lípidos, ácidos grasos, 

aminoácidos, bilirrubina, hormonas, fármacos y algunos iones como el zinc o el cobre (Huang et 

al., 2004; Majorek et al., 2012). Por otro lado, la SA constituye una importante fuente de 

aminoácidos esenciales con relevancia nutricional (Mollea et al., 2013). Además, se le han 

atribuido otras funciones biológicas como la de inhibir el crecimiento de células tumorales (Wu 

et al., 2017), tener actividad antioxidante (Li et al., 2014; Wang et al., 2007) y ser fuente de 

péptidos bioactivos (Meisel, 2005) (ver apartado 2.2.3). 

2.2.2.6. Lactoferrina 

La lactoferrina (LF) es una glicoproteína de la familia de las transferrinas, que tienen la 

capacidad de unir, de forma reversible, dos átomos de ión férrico (Mayeur et al., 2016). La LF 

es producida por las células epiteliales de las mucosas en numerosas especies de mamíferos, 

incluyendo el ser humano, la vaca, la oveja, el camello y el cerdo. Se encuentra en secreciones 

mucosas como las lágrimas, la saliva, los fluidos vaginales, el semen, el jugo pancreático, las 

secreciones nasales y bronquiales, la placenta, el calostro y la leche (García-Montoya et al., 

2012). La concentración de LF depende del periodo de lactación, siendo en el calostro bovino 

de alrededor de 1 g/L, y en la leche definitiva de 0,02-0,3 g/L (Sánchez et al., 1988). 

La LF está formada por una cadena polipeptídica simple de 700 aminoácidos, conteniendo 

de 2 a 5 sitios de glicosilación según la especie (Wei et al., 2000). Su estructura está organizada 

en dos lóbulos, el lóbulo N (extremo N-terminal) y el lóbulo C (extremo C-terminal), cada uno 

dividido en dos dominios (Bokkhim et al., 2013; Mayeur et al., 2016). Como puede observarse 

en la Figura 6, cada lóbulo presenta un sitio de unión para el hierro (Fe3+), localizado en una 
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hendiduda entre los dos dominios (Vogel, 2012). A pesar de las diferencias en lo que respecta a 

grado y tipo de glicosilación, existe gran homología entre las LFs de distintas especies 

(González-Chávez et al., 2009). 

La LF es la proteína del lactosuero más interesante desde el punto de vista biomédico, 

debido a las numerosas propiedades biológicas que se le atribuyen, tanto in vitro como in vivo 

(García-Montoya et al., 2012), motivo por el cual en países asiáticos, como Japón, se ha 

utilizado desde los años 90 del siglo pasado como ingrediente funcional en determinados 

productos como leches infantiles, yogures y bebidas. En Europa, sin embargo, no fue hasta el 

año 2012 cuando se autorizó su uso en alimentos y se establecieron los niveles permitidos 

(Diario Oficial de la Unión Europea, DOUE, 2012). Entre las actividades biológicas que posee 

la LF, destaca su capacidad antimicrobiana frente a una gran variedad de microorganismos, 

entre ellos bacterias, virus, hongos y parásitos (Giansanti et al., 2016; Rosa et al., 2017). 

 

Figura 6. Estructura cristalina de la LF bovina. El lóbulo N (izquierda) y el lóbulo C (derecha) 
están divididos en cuatro dominios: N1, N2, C1 y C2. Las esferas de color rojo representan los 
iones férricos en sus sitios de unión (Rosa et al., 2017). 

La actividad antibacteriana ha sido evidenciada tanto frente a bacterias Gram-positivas 

como Gram-negativas (Del Olmo et al., 2012; Harouna et al., 2015; Ripollés et al., 2015) y se 

atribuye principalmente a dos mecanismos. Por un lado, bacteriostático, por su capacidad para 

secuestrar el hierro, que es un nutriente esencial para el desarrollo bacteriano y, por otro lado, 

bactericida, debido a su capacidad de interaccionar con componentes de la pared bacteriana, 

desestabilizándola y afectando a su viabilidad (González-Chávez et al., 2009). La LF posee 

también actividad antivírica demostrada frente a virus con y sin envoltura, como el 

citomegalovirus, herpes, VIH, hepatitis B, gripe y rotavirus. Si bien en este caso, los 

mecanismos de acción son menos claros y están más relacionados con la interacción de la LF 
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con las células hospedadoras o el virus, que con la quelación del hierro (Berlutti et al., 2011; Ng 

et al., 2015). A la LF también se le han atribuido propiedades antitumorales, antioxidantes, 

antiinflamatorias, inmunomoduladoras, probióticas y de proliferación celular (Cornish et al., 

2004; Wakabayashi et al., 2006), algunas de las cuales se asocian a los péptidos bioactivos 

generados tras su hidrólisis (Bruni et al., 2016) (ver apartado 2.2.3). 

2.2.2.7. Lactoperoxidasa 

La lactoperoxidasa (LPOX) es una glicoproteína que pertenece a la familia de las 

peroxidasas, y está presente en multitud de secreciones como lágrimas, saliva y leche. Consiste 

en un cadena polipeptídica simple de 612 aminoácidos que contiene 15 residuos de cisteína 

(Watanabe et al., 2000). 

La LPOX es parte importante del mecanismo natural de defensa de los mamíferos, que 

proporciona protección frente a microorganismos y virus (Hernández-Ledesma et al., 2011). El 

sistema de defensa ocurre de manera natural en la leche y está compuesto por la LPOX, el anión 

tiocianato y el peróxido de hidrógeno. La LPOX cataliza la oxidación del tiocianato por el 

peróxido, generándose productos intermedios con un amplio espectro de efectos 

antimicrobianos frente a bacterias (Gram-positivas y Gram-negativas), virus y hongos, con 

aplicación en la industria láctea para la conservación de queso y yogurt (Seifu et al., 2005; 

Touch et al., 2004). Por otra parte, se ha demostrado que la LPOX actúa también regulando la 

expresión de genes relacionados con el metabolismo, la inmunidad, la apoptosis y el desarrollo 

de las células epiteliales intestinales (Mollea et al., 2013; Wakabayashi et al., 2007). 

2.2.2.8. Otras proteínas y péptidos del lactosuero 

Otra proteína minoritaria importante del lactosuero es la lisozima (LYZ). Se trata de una 

molécula compuesta por una cadena polipeptídica de 130 aminoácidos (14 kDa) que se 

encuentra ampliamente distribuida en los fluidos corporales, como las lágrimas, saliva, sangre y 

leche de prácticamente todos los mamíferos. Su concentración varía en función de diversos 

factores como la etapa de lactancia, la nutrición, la salud, la estación y la especie, presentando la 

leche de los rumiantes niveles bajos de esta proteína (0,05-0,2 mg/L), en comparación con la 

leche humana (200-400 mg/L) (Benkerroum, 2008). Se ha demostrado que la LYZ tiene 

actividad antifúngica, antiviral y antibacteriana, mayoritariamente frente a bacterias Gram-

positivas, en las que causa la ruptura del enlace β-(1,4) entre el ácido N-acetilmurámico y la N-

acetilglucosamina del peptidoglicano de su pared celular (Ibrahim et al., 2002). 
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Aunque el glicomacropéptido (GMP), también conocido como caseinomacropéptido, no es 

un componente natural del lactosuero, pasa a formar parte del mismo tras liberarse de la 

caseína-κ. El GMP es un polipéptido de 64 aminoácidos (6,8 kDa) que forma parte de la 

caseína-κ de la leche y que se libera al lactosuero durante la elaboración de queso, por acción de 

enzimas coagulantes como la quimosina (Yadav et al., 2015). La ausencia de residuos de 

fenilalanina, triptófano, tirosina, histidina, arginina y cisteína en la molécula de GMP, así como 

su riqueza en valina e isoleucina, convierten a esta proteína en un ingrediente muy valioso para 

pacientes con problemas hepáticos y/o fenilcetonuria (Krissansen, 2007). Además, se ha 

demostrado que el GMP es capaz de interactuar con toxinas, virus y bacterias por medio de su 

región glicosilada (alrededor del 60%), previniendo su unión a células (Thomä-Worringer et al., 

2006). También se le ha atribuido actividad inmunomoduladora, prebiótica y de protección 

frente a la caries dental (Hernández-Ledesma et al., 2011).  

2.2.3. Péptidos bioactivos 

La leche es considerada como uno de los alimentos con mayor número de proteínas 

capaces de generar péptidos activos, que son fragmentos que ejercen una influencia positiva en 

las funciones corporales, con un beneficio final para la salud (Yadav et al., 2015). Los péptidos 

con actividad biológica, inactivos en la proteína nativa, pueden ser liberados por acción de 

enzimas proteolíticas gastrointestinales o enzimas de determinados microorganismos o plantas, 

y su actividad depende de la secuencia aminoacídica y tamaño, que varía de 2 a 20 residuos 

(Korhonen, 2009).  

Los péptidos procedentes de proteínas lácteas pueden actuar in vitro e in vivo en los 

sistemas cardiovascular, nervioso, gastrointestinal e inmune, en los que ejercen diferentes 

actividades, entre las que destacan la actividad antibacteriana, antivírica, antioxidante, 

antihipertensiva y opioide (López-Expósito y Recio, 2008; Park y Nam, 2015). En la Tabla 4 se 

muestran los principales péptidos bioactivos derivados de proteínas lácteas y sus funciones 

biológicas más relevantes.  

Actualmente, se están empleando diferentes tecnologías, principalmente ultrafiltración y 

nanofiltración, en la producción de estos péptidos a escala industrial para su utilización en 

alimentos funcionales. De hecho, ya existen en el mercado algunos productos que contienen 

péptidos de origen lácteo, entre los que se incluyen bebidas, productos de confitería y chicles 

(Korhonen y Pihlanto, 2006). 
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Tabla 4. Origen, secuencia y actividad biológica de los péptidos derivados de proteínas lácteas 
más relevantes (Brandelli et al., 2015; Korhonen y Pihlanto, 2006; López-Expósito y Recio, 
2008; Yadav et al., 2015). 

Origen Fragmentos Bioactividad 

Caseína-αs1 

f(1-23) (Isracidina), f(99-109) Antibacteriana 

f(23-34), f(142-147), f(157-164), f(194-199) Antihipertensiva 

f(144-149) Antioxidante 

f(144-148), f(144-149) Opioide 

Caseína-αs2 

f(165-203) (Casocidina-I), f(183-207), f(164-179) Antibacteriana 

f(25-32), f(81-89), f(92-98), f(174-181), f(182-184) Anthipertensiva 

f(1-32) Inmunomoduladora 

Caseína-β 

f(47-51), f(108-113), f(177-183), f(193-198) Antihipertensiva 

f(98-105), f(169-176), f(170-176), f(177-183) Antioxidante 

f(1-28), f(193-209) Inmunomoduladora 

Caseína-κ 

f(1-3), f(17-21), f(22-24), f(18-24), f(30-32), f(146-149)  Antibacteriana 

f(18-24), f(28-30), f(25-34), f(35-41) Antihipertensiva 

f(106-116) Antitrombótica 

β-LG 

f(15-20), f(78-83), f(25-40), f(92-100) Antibacteriana 

f(142-148), f(78-80) (β-lactosina) Antihipertensiva 

f(58-61), f(95-101) Antioxidante 

f(71-75), f(146-149) (β-lactotensina) Hipocolesterolémica 

f(102-105) (β-lactorfina) Opioide 

α-LA 

f (1-5), f (17-31)S-S(109-114), f(61-68)S-S(78-80) Antibacteriana 

f(50-53) (α-lactorfina), f(105-110) Antihipertensiva 

f(101-104), f (115-118) Antioxidante 

f(50-53) Opioide 

SA 

f(208-216) (Albutensina A), f(221-222) Antihipertensiva 

f(208-216)  Contracción íleon 

f(399-404) (Serorfina) Opioide 

LF 

f(17-41) (Lactoferricina), f(268-284) (Lactoferrampina) Antibacteriana 

f(1-13), f(17-38), f(1-16)S-S(45-48) Anticancerígena 

f(17-41), f(268-284) Antifúngica 

f(133-136), f(232-280), f(266-270)  Antihipertensiva 

f(17-41)  Antiparasitaria 

f(17-41) Antivírica  
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2.3. Membrana del glóbulo graso de la leche 

La membrana del glóbulo graso de la leche (MFGM, milk fat globule membrane) rodea los 

glóbulos de grasa, permitiendo su dispersión en la fase acuosa de la leche. La MFGM es 

secretada por las células epiteliales de la glándula mamaria y consiste en una mezcla compleja 

de glicoproteínas, enzimas, lípidos neutros y lípidos polares (Fong et al., 2007). A continuación 

se incluye una revisión del origen, composición, estructura y principales funciones de la 

MFGM. 

2.3.1. Origen 

La naturaleza de la MFGM se entiende si atendemos al origen y secreción de los glóbulos 

grasos en las células epiteliales de la glándula mamaria. El núcleo de los glóbulos grasos está 

compuesto por triglicéridos sintetizados en el retículo endoplasmático rugoso de las células 

epiteliales de la glándula mamaria. Cuando los triglicéridos son liberados al citoplasma celular 

en forma de microgotas lipídicas (diámetro 0,5-2 µm), estas quedan recubiertas de una 

monocapa de lípidos polares y proteínas procedentes de la membrana del retículo 

endoplasmático rugoso. Una vez en el citoplasma, las microgotas lipídicas van creciendo 

mediante la fusión con otras microgotas, dando lugar a glóbulos grasos citoplasmáticos de hasta 

8 µm de diámetro (Hintze et al., 2011; Lopez, 2011).  

Se han propuesto tres mecanismos diferentes para la secreción de los glóbulos grasos desde 

el citoplasma de las células epiteliales de la glándula mamaria, incluidos en el esquema 

realizado por Mather y Keenan (1998) (Figura 7). En el primer mecanismo (A) la liberación de 

los glóbulos grasos ocurriría por exocitosis mediante vesículas intracitoplasmáticas formadas 

tanto por glóbulos grasos como por micelas de caseína. El segundo mecanismo consistiría en la 

envoltura de los glóbulos de grasa citoplasmáticos (B) o de las microgotas lipídicas (C) por 

parte de la membrana plasmática de la célula, y su posterior secreción al exterior ya envueltos 

por parte de esta membrana. El tercer mecanismo de secreción (D) sería una combinación de los 

dos anteriores (Mather y Keenan, 1998). Estudios recientes han revelado la presencia de ciertos 

componentes tanto en la MFGM como en la membrana plásmatica de las células de la glándula 

mamaria, que apuntan al segundo mecanismo como el más probable (Gallier et al., 2014; Lopez, 

2011). Así, como resultado de este mecanismo, los glóbulos de grasa se recubren con tres capas 

que conforman la MFGM (2-6% del total de la masa del glóbulo): una monocapa compuesta por 

lípidos polares y proteínas originarias del retículo endoplasmático, una capa proteínica densa y 

una bicapa lipídica originaria del borde apical de la membrana plasmática de las células de la 

glándula mamaria (Hintze et al., 2011). 
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Figura 7. Mecanismos de secreción de los glóbulos grasos por las células epiteliales de la 
glándula mamaria (Mather y Keenan, 1998).  

2.3.2. Composición 

La composición general de la MFGM de la leche de vaca se muestra en la Tabla 5. Las 

proteínas de la MFGM representan del 22 al 70% del total de sus componentes y alrededor del 

1-2% del total de proteínas de la leche (Riccio, 2004). Se han descrito alrededor de 120 

proteínas con pesos moleculares comprendidos entre 12 y 280 kDa, a las que se atribuyen 

importantes funciones biológicas (Mather, 2000). Entre las proteínas más abundantes de la 

MFGM, algunas son glicoproteínas como la butirofilina (BTN o PAS5), la lactadherina (LDH o 

PAS6/7), la mucina 1 (MUC1 o PAS1), la mucina 15 (MUC15 o PAS3), el clúster de 

diferenciación 36 (CD36 o PAS4) y el componente 3 de la proteosa-peptona (PP3 o lactoforina). 

El nombre ‘PAS’ dado a las glicoproteínas se debe a que reaccionan con el reactivo PAS 

(periodic acid Schiff) debido a su glicosilación. En general, las proteínas de la MFGM bovina 

contienen predominantemente O-glicanos mono y di-sialilados, y N-glicanos ricos en manosa 

(O’Riordan et al., 2014; Wilson et al., 2008). La adipofilina (ADPH), la xantina oxidasa (XOD) 
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y la proteína fijadora de ácidos grasos (FABP, fatty acid binding protein) son, en cambio, 

proteínas no glicosiladas (Dewettinck et al., 2008; Rasmussen, 2009; Ross et al., 2015). Las 

principales características de las proteínas de la MFGM se describen en el apartado 2.3.4. 

Tabla 5. Composición general de la membrana del glóbulo graso de la leche de vaca (El-Loly, 
2011; Fong et al., 2007; Jiménez-Flores y Brisson, 2008; Walstra et al., 2006). 

Componente % (p/p) MFGM 

Proteínas*  22-70 

Lípidos  71,8 

Fosfolípidos 25 

Cerebrósidos 3 

Colesterol  2 

Lípidos de la MFGM % (p/p) total lípidos 

Triglicéridos 56-62 

Diglicéridos 2,1-9 

Monoglicéridos 0,4 

Ácidos grasos libres 0,6-6 

Fosfolípidos 25-40 

Esteroles 0,2-2 

Hidrocarburos  1,2 

Lípidos polares de la MFGM % (p/p) total lípidos polares 

Fosfatidilcolina 27-36 

Fosfatidiletanolamina 22-36 

Esfingomielina 19,9-35 

Fosfatidilinositol 7,1-11 

Fosfatidilserina 4-5 

Lactosilcerebrósido 3,4 

Lisofosfatidilcolina 2 

Lisofosfatidiletanolamina 1 

*El porcentaje de las principales proteínas de MFGM se especifica en el apartado 2.3.4. 
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En cuanto a la composición lipídica de la MFGM, cabe destacar que los triglicéridos son la 

fracción principal, representando entre un 56-62% del total de lípidos de la membrana. Se 

localizan principalmente en el núcleo de los glóbulos grasos (Jensen, 2002), aunque algunos 

permanecen unidos a la membrana y contribuyen a su estabilidad, dada la elevada proporción de 

ácidos grasos saturados (Fong et al., 2007). Los lípidos polares de la MFGM incluyen los 

fosfolípidos y los esfingolípidos. Los fosfolípidos representan alrededor del 25-40 del total de 

lípidos de la MFGM. Los lípidos polares que se encuentran en mayor concentración en la 

MFGM son la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y fosfatidilserina 

(fosfolípidos), y la esfingomielina (esfingolípido) (Dewettinck et al., 2008). Las interacciones 

que establecen estos lípidos con las proteínas de la membrana y con los esteroles determinan la 

estructura, fluidez y estabilidad de la MFGM (Smoczyński et al., 2012). La MFGM contiene 

también pequeñas cantidades de glicolípidos neutros (cerebrósidos) y ácidos (gangliósidos), 

esteroles (representando el colesterol alrededor del 90%) y carotenos (Hintze et al., 2011; 

Smoczyński et al., 2012). 

La MFGM contiene también diversos tipos de glúcidos, entre los que destacan la glucosa, 

la galactosa, la N-acetilglucosamina, la N-acetilgalactosamina, la manosa, la fucosa y el ácido 

siálico, que pueden presentarse unidos a proteínas (formando glicoproteínas) o a lípidos 

(formando glicolípidos) (Ross et al., 2015). 

2.3.3. Estructura y función 

Según el esquema realizado por Lopez (2011) (Figura 8), la MFGM está formada por tres 

capas. La más interna es una monocapa compuesta principalmente por fosfolípidos, cuyas colas 

hidrofóbicas están en contacto con el núcleo de triglicéridos del glóbulo graso, y proteínas 

originarias del retículo endoplasmático. La más externa es una bicapa lipídica originaria de la 

membrana plasmática de las células de la glándula mamaria, formada básicamente por lípidos 

polares (fosfolípidos y esfingolípidos), colesterol, glicolípidos y glicoproteínas. El espacio entre 

la capa interna y externa es el citoplasma proteico electrodenso (Bourlieu y Michalski, 2015).  

En la bicapa lípidica de la MFGM se pueden distinguir dominios rígidos ricos en 

esfingomielina y colesterol (formando una bicapa simétrica o asimétrica), que no presentan ni 

proteínas ni glicolípidos, rodeados por una matriz de fosfolípidos con glicoproteínas y 

glicolípidos distribuidos heterogéneamente en forma de parches o redes (Lopez, 2011). De 

acuerdo a su disposición en la membrana, las proteínas pueden ser internas, transmembrana o 

estar débilmente unidas a ella (Smoczyński et al., 2012).  
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Figura 8. Estructura de la membrana del glóbulo graso de la leche (Lopez, 2011). 

Durante los últimos años se han acumulado multitud de evidencias sobre el potencial 

nutracéutico de la MFGM. Además de actuar como emulsificante natural solubilizando 

moléculas hidrofóbicas como los triglicéridos (que aportan una gran cantidad de energía al 

recién nacido), la MFGM contiene componentes con reconocidos beneficios para la salud 

humana (Dewettinck et al., 2008; Mather y Keenan, 1998). Entre ellos destacan las 

glicoproteínas, los glicolípidos y los oligosacáridos. Los glicanos que componen las 

glicoproteínas y los glicolípidos, localizados en la parte exterior de la MFGM (glicocálix), 

pueden actuar de señuelo para diferentes virus y bacterias, impidiendo así la infección celular 

(Gallier et al., 2014; Guri et al., 2012; Ross et al., 2015). A los fosfolípidos de la MFGM se les 

han atribuido diversas funciones, como una actividad anticancerígena en el colon e inhibitoria 

frente a patógenos intestinales (Hintze et al., 2011; Jiménez-Flores y Brisson, 2008; Spitsberg, 

2005). La MFGM, debido a su composición, presenta propiedades funcionales con potencial 
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aplicación en la industria, por ejemplo como emulsionante en alimentos (Dewettinck et al., 

2008; Phan et al., 2013) o en alimentación infantil, para incrementar los beneficios funcionales 

de las fórmulas y favorecer la emulsificación de las grasas que contienen (Burling y Graverholt, 

2008; Vestman et al., 2013). 

2.3.4. Proteínas de la MFGM 

Las proteínas de la MFGM representan alrededor del 1-2% del total de proteínas de la 

leche bovina (Riccio, 2004). Como puede observarse en el esquema realizado por Dewettinck et 

al. (2008) (Figura 9), las proteínas están distribuidas de manera asimétrica, pudiendo ser 

periféricas, integrales o establecer una interacción débil con la membrana. La XOD se localiza 

en la capa proteica electrodensa, en contacto con la BTN y la ADPH, esta última situada en la 

monocapa de fosfolípidos que rodea al núcleo del glóbulo graso, debido a su alta afinidad por 

los triglicéridos. La BTN, la MUC1, la MUC15 y la CD36 son proteínas integrales 

(transmembrana), con un dominio anclado en la bicapa lipídica, una región dentro de la 

membrana y una región externa glicosilada. La LDH y la PP3 se localizan en la parte externa de 

la MFGM, estableciendo una débil interacción con ella. La localización de las proteínas de la 

MFGM condiciona la forma y complejidad de su aislamiento, siendo, en general, difíciles de 

aislar por su alta hidrofobicidad y su baja concentración (Dewettinck et al., 2008). 

 

Figura 9. Disposición de las principales proteínas de la MFGM (Dewettinck et al., 2008). 

Las principales características de las proteínas de la MFGM bovina aparecen reflejadas en 

la Tabla 6. Existen diferencias en el tipo y proporción de dichas proteínas en la leche de 
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distintas especies (Cebo y Martin, 2012; Fong et al., 2007; Mather, 2000). Además, muchas de 

estas proteínas presentan variantes o isoformas con diferente grado de glicosilación (Ross et al., 

2015; Smoczyński et al., 2012). 

Tabla 6. Características principales de las proteínas de la MFGM bovina (Bojsen et al., 2007; 
Dewettinck et al., 2008; O’Riordan et al., 2014; Rasmussen, 2009; Ross et al., 2015; Ye et al., 
2002). 

Proteína 
Contenido en leche % Total 

proteínas
MFGM 

PM* pI† % Glicosilación 
% (p/p) g/L 

BTN ND ND 20-43 64-67 5,3 4-6 

LDH 0,3 ND 17-22 47-51 6-6,6 12,6-27,1 

XOD 0,1-0,3 ND 11,2-20 145-155 7,8 0 

MUC15 0,08 ND 1,5-4,5 94-100 < 4,5 65-67 

MUC1 0,02 ND 1,2 160-200 < 4,5 57-65 

CD36 ND ND 2-5 76-78 < 7 24 

PP3 ND 0,2-0,3 ND 28 6,3 17 

ADPH ND ND 2 52 7,5-7,8 0 

FABP ND ND ND 12-15 5-5,5 0 

*PM: peso molecular (kDa); †pI: punto isoeléctrico; ND: no se han encontrado datos 
publicados. 

Aunque su función y concentración en la leche no están todavía bien determinadas, a 

algunas de las proteínas de la MFGM se les han atribuido numerosas funciones biológicas como 

actividad antibacteriana, antivírica o participación en la secreción de los glóbulos grasos por las 

células epiteliales de la glándula mamaria (Gallier et al., 2014). A continuación se revisan las 

principales proteínas de la MFGM, haciendo hincapié en sus características y funciones 

propuestas más relevantes. 

2.3.4.1. Butirofilina 

La butirofilina (BTN) es la glicoproteína mayoritaria de la MFGM y se sintetiza en las 

células epiteliales de la glándula mamaria durante la lactación (Mather, 2000). Se trata de una 
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proteína ácida e hidrofóbica de 526 aminoácidos (Ishii et al., 1995) que pertenece a la 

superfamilia de las inmunoglobulinas, conteniendo dos dominios típicos de inmunoglobulina 

estabilizados por un puente disulfuro y una cola citoplasmática (Robenek et al., 2006).  

Tal y como se ha comentado anteriormente, la BTN se considera una proteína integral o 

transmembrana (Figura 9). Se puede distinguir una región externa o extraglobular glicosilada 

que contiene los dos dominios típicos de las inmunoglobulinas, un dominio anclado a la bicapa 

lipídica y una región intraglobular constituida por la cola citoplasmática (Ogg et al., 1996). 

Debido a su localización en la MFGM, el aislamiento de BTN es muy complicado, no pudiendo 

ser extraída ni siquiera con agentes caotrópicos o detergentes (Singh, 2006). La BTN bovina 

contiene tres sitios de N-glicosilación, dos en la parte extraglobular y otro en la parte 

intraglobular, pero no presenta O-glicosilación (Ross et al., 2015).  

En lo que respecta a sus funciones biológicas, cabe destacar que la BTN forma un complejo 

con la XOD y con la ADPH mediante la formación de enlaces disulfuro. Dicho complejo podría 

ejercer un papel determinante en la formación de la MFGM y en la secreción de los glóbulos 

grasos por las células epiteliales mamarias, estando implicado en la unión del glóbulo graso 

citoplasmático a la membrana plasmática apical de la célula (Mather y Keenan, 1998). Por otra 

parte, aunque no hay evidencias de actividad antimicrobiana para la BTN y se desconoce la 

función de sus glicanos, a la proteína bovina se le ha asociado con la protección y mejora de los 

síntomas de encefalomielitis vírica en ratones (modelo animal para esclerosis múltiple) (Mañá et 

al., 2004). 

2.3.4.2. Lactadherina 

La lactadherina (LDH o PAS6/7) es la segunda glicoproteína más abundante de la MFGM, 

tras la BTN (Quaranta et al., 2001). Esta proteína es sintetizada por las células epiteliales de la 

glándula mamaria y caracterizada originalmente como una proteína de la MFGM, aunque 

también es expresada en otros epitelios, como el endotelio y el endometrio (Rasmussen, 2009; 

Silvestre et al., 2005). A diferencia de la BTN, la LDH está débilmente unida a la MFGM, por 

lo que puede extraerse fácilmente con soluciones salinas (Kim et al., 1992).  

La LDH bovina consiste en dos variantes, conocidas como PAS6 y PAS7, con pesos 

moleculares de 50 y 47 kDa, respectivamente. Estas variantes comparten el mismo núcleo 

polipeptídico (409 aminoácidos), pero difieren en su glicosilación (Hvarregaard et al., 1996; 

Kim et al., 1992). De hecho, la PAS6 contiene un 7,1% de carbohidatros en su estructura, 

presentando dos sitios de N-glicosilación y uno de O-glicosilación, mientras que la PAS7 posee 

un 5,5% de carbohidatros y sólo un sitio de N-glicosilación. Los glicanos presentes en ambas 

variantes son similares, predominando la fucosa, el ácido siálico, la N-acetilgalactosamina y la 
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manosa (Hvarregaard et al., 1996; Seok et al., 2001). Estructuralmente, la LDH bovina está 

compuesta por dos dominios N-terminales que son homólogos al factor de crecimiento 

epidérmico y dos dominios C-terminales homólogos a los factores de coagulación V y VIII de 

unión a fosfolípidos (Hvarregaard et al., 1996; Silvestre et al., 2005). Se han observado notables 

diferencias entre especies en lo que respecta a la estructura de la molécula de la LDH (Cebo y 

Martin, 2012), así como al contenido y tipo de glicosilación (Picariello et al., 2008). Se ha 

comprobado que los glicanos de la LDH bovina y humana ejercen un papel protector de la 

cadena peptídica en el ambiente ácido del estómago, aunque esta protección disminuye durante 

la digestión intestinal (Le et al., 2012). 

A la LDH se le han atribuido numerosas funciones biológicas. Se ha sugerido que esta 

proteína facilita la morfogénesis de la glándula mamaria (Ensslin y Shur, 2007) y participa en la 

secreción de los glóbulos grasos y la síntesis de la MFGM (Oshima et al., 2002). Diversos 

estudios han demostrado in vitro e in vivo que la LDH posee la capacidad de actuar como 

coadyuvante de la fagocitosis de células apoptóticas, gracias a su capacidad de interacción con 

receptores celulares como las integrinas y la fosfatidilserina (Andersen et al., 2000; Otzen et al., 

2012). Además, se han encontrado evidencias de que la LDH tiene actividad antirrotavirus 

asociada a su glicosilación (Inagaki et al., 2010a; Kvistgaard et al., 2004), ejerce una protección 

frente a la adhesión de bacterias patógenas en el sistema gastrointestinal (Shahriar et al., 2006), 

y presenta actividad anticoagulante y reguladora de la hemostasis (Shi et al., 2008). 

2.3.4.3. Xantina oxidasa 

La xantina oxidasa (XOD) es un enzima redox que ha sido identificada en la leche de 

diferentes especies de mamíferos, incluidas la humana, bovina, ovina, caprina, equina y de 

camélidos (Ross et al., 2015). La XOD es la principal enzima de los glóbulos grasos, 

representando entre el 11-20% del total de proteínas de la MFGM (Mather et al., 1980). La 

posición de la XOD en la MFGM es periférica, por lo que los lavados con soluciones de 

detergentes no iónicos o con soluciones salinas pueden liberar hasta un 60% del enzima 

(Robenek et al., 2006).  

La XOD bovina es un homodímero de aproximadamente 300 kDa, cuyas subunidades están 

compuestas por 1320 aminoácidos (145-155 kDa). Según se muestra en la Figura 10, cada 

subunidad se compone de tres dominios: un dominio N-terminal con dos centros ferrosulfurados 

(Fe/S), un dominio central que contiene la coenzima flavín-adenín dinucleótido (FAD) y un 

dominio C-terminal que contiene un átomo de molibdeno como cofactor (Harrison, 2006; 

Romão, 2009). La XOD humana, en cambio, carece de molibdeno y contiene uno o ningún 

centro Fe/S (Godber et al., 2005). 
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Figura 10. Estructura cristalina de la xantina oxidasa de leche bovina. Se muestran los tres 
dominios característicos: en color rojo el dominio N-terminal ferrosulfurado (Fe/S); en amarillo 
el dominio central que contiene la coenzima flavín-adenín dinucleótido (FAD); y en azul el 
dominio C-terminal con molibdeno (Mo) (Romão, 2009).  

La XOD existe en la célula como dos formas interconvertibles, la xantina oxidasa (XO), 

que reduce el oxígeno molecular con generación de superóxido y degradación de purina, y la 

xantina deshidrogenasa (XDH), que reduce el NAD+ sin generación de especies reactivas de 

oxígeno (Chen et al., 2012). La XDH es la forma mayoritaria en las células, y puede convertirse 

en XO mediante proteólisis, de forma irreversible, o por oxidación de los residuos sulfhidrilo, 

de forma reversible (Enroth et al., 2000). 

La glicosilación de la XOD es un aspecto todavía poco claro y que varía entre especies. 

Así, aunque la XOD bovina se considera una proteína no glicosilada (Mather, 2000), la proteína 

humana presenta N-glicosilación (Picariello et al., 2008), y la de cabra muestra O-glicosilación 

conteniendo ácido siálico (Cebo et al., 2010). 

Entre las funciones biológicas de la XOD se incluye su papel estructural y funcional en la 

secreción de los glóbulos grasos y en la formación de la MFGM en las células epiteliales 

mamarias, mediante el complejo formado con la BTN y la ADPH (Mather y Keenan, 1998). No 

obstante, las principales funciones atribuidas a este enzima derivan de su actividad catalítica, en 

concreto de la oxidación de hipoxantina a xantina y a ácido úrico, proceso en el que se generan 

especies reactivas del oxígeno (ROS, reactive oxygen species) como peróxido de hidrógeno, 

anión superóxido y óxido nítrico (Harrison, 2006). De hecho, hay diversas evidencias de la 

actividad antibacteriana de los ROS derivados de la XOD bovina y humana (Hancock et al., 
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2002; Martin et al., 2004; Stevens et al., 2000). Por otra parte, la XOD ejerce una acción 

antimicrobiana indirecta al generar peróxido de hidrógeno que utiliza la LPOX para la 

oxidación del tiocianato a hipotiocianato, compuesto que posee actividad antimicrobiana 

(Björck y Claesson, 1979; Harrison, 2006). 

2.3.4.4. Mucinas 

Las mucinas son proteínas integrales de membrana (Jonckheere et al., 2013), filamentosas 

y altamente glicosiladas (50-90% del peso molecular son carbohidratos), que se encuentran en 

muchas células epiteliales actuando como barrera física frente a las agresiones externas 

(Pallesen et al., 2002).  

En su estructura contienen un número variable de dominios repetidos en tándem que son 

ricos en los aminoácidos serina, treonina y prolina. Los grupos hidroxilo de la serina y la 

treonina funcionan como sitios de glicosilación, mientras la prolina confiere rigidez a la 

estructura de la proteína, facilitando su externalización desde la superficie celular (Moran et al., 

2011). En la Figura 11 se incluye el esquema de la estructura general y asociación multimérica 

de las mucinas realizado por Coles et al. (2010), que varía entre especies (Huott et al., 1995). 

Las mucinas asociadas a membranas suelen presentarse en forma de monómeros formados por 

un dominio central, densamente glicosilado, flanqueado por dominios globulares que contienen 

cisteína y participan en interacciones inter e intramoleculares mediante puentes disulfuro. Los 

monómeros de mucina secretados por las células suelen agruparse en forma de multímeros 

unidos linealmente mediante puentes disulfuro (Coles et al., 2010). 

Las principales mucinas identificadas en la MFGM bovina son la mucina 1 (MUC1), la 

mucina 15 (MUC15) y la mucina X (MUCX) (Liu et al., 2005; Pallesen et al., 2007, 2001). 

Todas ellas proceden de la membrana apical de las células epitelales mamarias y son 

componentes integrales de la MFGM, si bien la MUCX está débilmente unida a ella y tiende a 

aparecer como componente minoritario del lactosuero (Liu et al., 2005). Tanto la MUC1 como 

la MUC15 presentan estructuras con un dominio anclado en la membrana, una región N-

terminal extracelular ampliamente glicosilada (mayoritariamente O-glicosilación) y una región 

C-terminal intracelular citoplasmática (Pallesen et al., 2002). La MUC1 está formada por unos 

558 aminoácidos (160-200 kDa) y contiene entre 57-65% de glicosilación, con el ácido siálico, 

la galactosa, la manosa y la N-acetilgalactosamina como los azúcares mayoritarios. La MUC15 

presenta 307 aminoácidos (94-100 kDa) y un 65-67% de glicosilación, siendo la N-

acetilglucosamina, la N-acetilgalactosamina y el ácido siálico los azúcares predominantes 

(Pallesen et al., 2007, 2002, 2001). Existen diferencias interespecie en el tipo y grado de 

glicosilación (Ross et al., 2015; Wilson et al., 2008). 
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Figura 11. Estructura de (A) un monómero de mucina mostrando el dominio lineal central 
glicosilado flanqueado por los dominios globulares y (B) un multímero de mucina compuesta 
por subunidades unidas linealmente mediante puentes disulfuro (S-S) (Coles et al., 2010). 

La actividad protectora de las mucinas frente a infecciones causadas por diversos 

patógenos ha sido ampliamente documentada y mayoritariamente atribuida a su elevado grado 

de glicosilación. Así, a la MUC1 se le ha relacionado con la capacidad para inhibir la adhesión 

bacteriana a células epiteliales bucales (Schroten et al., 1992) e intestinales (Liu et al., 2012; 

Parker et al., 2010; Sando et al., 2009). De manera similar, a la MUC1 también se le ha 

atribuido actividad frente a diversos virus, como los rotavirus (Kvistgaard et al., 2004; Yolken 

et al., 1992), el virus de Norwalk (Ruvoën-Clouet et al., 2006) y el VIH (Saeland et al., 2009). 

La mayoría de los estudios se han realizado in vitro, por lo que los resultados obtenidos se 

deberían confirmar en ensayos in vivo para conocer el efecto real que podrían tener las mucinas 

en la prevención de ciertas infecciones (Ross et al., 2015). Por otra parte, en lo que respecta a 

las funciones biológicas de la MUC15, existen muy pocos estudios hasta la fecha, y estos 

apuntan a una actividad protectora frente a microorganismos en la superficie de las células 

epiteliales (Pallesen et al., 2002). Debido a las propiedades biológicas y físico-químicas que 

presentan las mucinas, actualmente se está planteando su utilización para crear nuevos 

biomateriales. De hecho, se está estudiando la interacción de las mucinas con moléculas 

bioactivas y su potencial uso como biomateriales para la administración de fármacos y también 

su aplicación en la ingeniería de tejidos (Sandberg et al., 2009; Svensson y Arnebrant, 2010). 

La densa glicosilación de las mucinas les confiere una fuerte higroscopicidad creando en 

torno a su estructura una fase acuosa extremadamente viscosa que protege la cadena 

polipeptídica de la degradación (Pallesen et al., 2007). De hecho, se ha comprobado que la 
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glicosilación de la MUC1 bovina y humana las hace resistentes a la digestión gastrointestinal 

(Le et al., 2012). 

2.3.4.5. Clúster de diferenciación 36 

El clúster de diferenciación 36 (CD36) es una glicoproteína integral de la MFGM que se ha 

encontrado en leche humana, bovina, ovina, caprina, equina y de camélidos (Ross et al., 2015). 

Además de en las células epiteliales de la glándula mamaria, se ha encontrado en células 

endoteliales, monocitos, plaquetas, adipocitos y otras líneas celulares (Greenwalt et al., 1992). 

La estructura de la CD36 está formada por 471 aminoácidos (76-78 kDa), diferenciándose 

dos dominios transmembrana, dos cadenas intracelulares con cuatro grupos sulfhidrilo, y una 

larga cadena en el exterior de la MFGM con ocho sitios de N-glicosilación (Rasmussen et al., 

1998). La CD36 bovina contiene aproximadamente un 24% de glicosilación (Berglund et al., 

1996a), con manosa y N-acetilgalactosamina como los azúcares mayoritarios (Nakata et al., 

1993). Tal y como sucede con otras proteínas de la MFGM, el alto grado de glicosilación parece 

conferirle cierto grado de resistencia a la proteólisis (Greenwalt et al., 1992). 

Aunque se desconoce la función biológica de los azúcares que componen la CD36 (Ross et 

al., 2015), esta proteína se asocia con el transporte de ácidos grasos, la activación de las 

plaquetas y la fagocitosis de neutrófilos apoptóticos (Greenwalt et al., 1992). Además, la CD36 

parece participar, junto con la LDH, en el desarrollo del sistema inmune intestinal del recién 

nacido (Yabe et al., 2003). 

2.3.4.6. Componente 3 de la proteosa-peptona 

El componente 3 de la proteosa-peptona (PP3 o lactoforina) es una fosfoglicoproteína 

derivada de la fracción proteosa-peptona de la leche (de la que representa un 25%), si bien 

todavía existe el debate de si también deriva de la MFGM, como inicialmente se pensaba 

(Coddeville et al., 1998). A este respecto, se ha observado que la PP3 está presente tanto en la 

MFGM como en el lactosuero bovino, lo que se ha atribuido a un débil anclaje de la proteína en 

la membrana, por lo que se libera con facilidad y se solubiliza en el suero (Sørensen et al., 

1997). En esta línea, Fong et al. (2007) lanzaron la hipótesis de que la PP3 bovina podría 

adsorberse a la MFGM durante el procesado. La PP3 ha sido identificada en la leche bovina, 

ovina, caprina y de camélidos, expresándose exclusivamente en el tejido mamario (Pedersen et 

al., 2012b), aunque no se ha detectado en la leche humana (Sørensen et al., 1997). 

La PP3 está constituida por 135 aminoácidos (28 kDa), sin contar la secuencia señal 

(Pedersen et al., 2012a). En la estructura primaria de la PP3 bovina se distinguen dos dominios 
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(Figura 12). El dominio N-terminal, cargado negativamente, contiene cinco sitios de 

fosforilación, dos sitios de O-glicosilación y un sitio de N-glicosilación. El dominio C-terminal 

posee carga positiva, carácter anfipático, estructura en hélice α y es susceptible de proteólisis, 

dando lugar a diversos péptidos. De hecho, la PP3 puede ser degradada por acción de la enzima 

plasmina (endógena de la leche) resultando en un glicopéptido de 16-18 kDa (residuos 54-135) 

llamado lactoforina 18. Además, la proteólisis con tripsina de la PP3 da lugar a un péptido de 26 

residuos (110-135) llamado Lpcin P, y se ha obtenido un péptido sintético de 23 residuos (113-

135) denominado lactoforicina (Lpcin S) (Campagna et al., 2001; Pedersen et al., 2012a). Por 

otra parte, diversos estudios apuntan a diferencias interespecie de la PP3 en lo que a 

glicosilación se refiere (Lister et al., 1998; Ross et al., 2015). 

 

Figura 12. Estructura primaria de la PP3 bovina. Los sitios de fosforilación, O-glicosilación y 
N-glicosilación se indican con la P, ♦ y ☼, respectivamente (Campagna et al., 2001).  

Entre las funciones biológicas que se han atribuido a la PP3 cabe destacar su capacidad 

para inhibir la actividad de la lipoprotein-lipasa de la leche (Girardet et al., 1993), protegiendo 

así al glóbulo graso de la lipólisis espontánea (Sørensen et al., 1997). Además, la lactoforicina 

derivada del dominio C-terminal de la PP3 bovina ha demostrado actividad frente a bacterias 

Gram-positivas y Gram-negativas (Campagna et al., 2004; Pedersen et al., 2012a), así como 

efecto prebiótico sobre Bifidobacterium animalis (Etienne et al., 1994). La PP3 bovina es capaz 

de inhibir la replicación del rotavirus humano (Inagaki et al., 2010a). Además, se ha indicado 

que algunos fragmentos C-terminales de la PP3 presentan actividad inmunomoduladora 

(Sugahara et al., 2005). Entre sus propiedades tecnológicas, cabe destacar su gran capacidad 

emulsificante y espumante (Innocente et al., 2011, 1999, 1998).  

2.3.4.7. Adipofilina 

La adipofilina (ADPH) es una proteína que se encuentra en la superficie de los glóbulos 

grasos (Bickel et al., 2009; Jiang y Serrero, 1992), localizada en la monocapa lipídica interna de 

la MFGM en contacto con el núcleo de triglicéridos del glóbulo graso (Nielsen et al., 1999). Se 

ha encontrado en numerosos tipos de células que contienen lípidos, incluyendo hepatocitos, 
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adipocitos, células musculares y células epiteliales de la glándula mamaria, tanto en desarrollo 

como en estado maduro (Brasaemle et al., 1997; Heid et al., 1998). 

La ADPH está formada por 450 aminoácidos (52 kDa) y no se han detectado carbohidratos 

en su estructura (Riccio, 2004). Diversos estudios genéticos han mostrado que la ADPH está 

íntimamente relacionada con una familia de proteínas con capacidad para unirse a lípidos, que 

incluyen las perilipinas y la proteína TIP47 (tail-interacting protein). De hecho, comparten un 

mismo dominio N-terminal, que se ha denominado dominio PAT (perilipina, ADPH, TIP47). 

En su estructura se distingue, además, una zona de hélices anfipáticas y una hendidura 

hidrofóbica de 14 aminoácidos altamente conservada al final del dominio C-terminal (Lu et al., 

2001; Miura et al., 2002).  

Se ha propuesto que la ADPH participa en la formación de los glóbulos grasos, en la 

captación y transporte de ácidos grasos y triglicéridos, y en la secreción de los lípidos de la 

leche (Gao y Serrero, 1999; Mather y Keenan, 1998; McManaman et al., 2003). Se le ha 

atribuido la capacidad de unión y acumulación de lípidos neutros (Heid et al., 1996; 

Listenberger et al., 2007; Shi et al., 2015), que se ha asociado a la síntesis de la MFGM y los 

glóbulos grasos (Brasaemle et al., 1997; Wang et al., 2003), procesos en los que podría 

participar junto con la BTN y la XOD (Mather y Keenan, 1998). Sin embargo, se necesitan más 

evidencias acerca de las propiedades estructurales y bioquímicas involucradas en la asociación 

de la ADPH con los glóbulos grasos, y de cómo desempeña sus funciones biológicas.  

2.3.4.8. Otras proteínas de la MFGM 

La proteína fijadora de ácidos grasos (FABP, fatty acid binding protein) es una proteína 

minoritaria de la MFGM, de 12-15 kDa y no glicosilada. En la membrana, la FABP interacciona 

con la proteína CD36 formando un complejo o asociación (Spitsberg et al., 1995), que se ha 

relacionado con el transporte de ácidos grasos, con la regulación del metabolismo de los lípidos 

y con el crecimiento de las microgotas lipídicas en el citoplasma (Rasmussen et al., 1998; 

Zimmerman y Veerkamp, 2002). La FABP parece, además, participar en la proliferación y 

diferenciación celular en la glándula mamaria (Spitsberg y Gorewit, 2002), y en la inhibición 

del crecimiento de algunas líneas celulares tumorales (Spitsberg, 2005; Whanger, 2004). 

Otras proteínas que podemos encontrar en la MFGM son la BRCA1 y BRCA2 (breast 

cancer type 1 and 2 susceptibility proteins), a las que se atribuye protección frente al cáncer de 

mama (Daniels et al., 2004; Vissac et al., 2002). Además, se han identificado inhibidores de β-

glucuronidasa, asociados con una actividad de protección frente al cáncer de colon (Ito et al., 

1993); inhibidores de Helicobacter pylori, responsable de infecciones gástricas (Wang et al., 

2001); fosfoproteínas, que suponen una fuente de fósforo y calcio (Spitsberg, 2005); y algunas 
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enzimas y proteínas débilmente unidas a la MFGM, cuya función todavía se desconoce 

(Dewettinck et al., 2008). 

2.4. Subproductos de la industria láctea 

En la actualidad, la industria láctea lleva a cabo la transformación de leche cruda para la 

obtención de una gran variedad de productos. Estos productos lácteos pueden diferenciarse en 

los siguientes grupos: bebidas lácteas líquidas (suponen alrededor del 40% del total de 

productos lácteos producidos a nivel mundial), queso (35%), mantequilla (30%), productos 

lácteos en polvo (15%), leches concentradas (2%), productos lácteos fermentados (2%), y el 

resto distribuido en otros productos como nata, helados, fracciones ricas en proteína, leches de 

fórmula y lactosa (O´Mahony y Fox, 2014). En Europa, en el año 2016 se procesó el 96,8% de 

la leche producida (aproximadamente 152 millones de toneladas). Del total, un 37% se destinó a 

producción de queso, el 30% a elaboración de mantequilla, 13% a nata, 11% a leche líquida 

para consumo directo, 4% a leche ácida, 3% a productos en polvo y 2% a otros productos. El 

3,2% restante es leche no procesada, destinada a alimentación animal, a la agroindustria, o 

desechada (Eurostat, 2017).  

Durante el procesado de los productos lácteos se generan inevitablemente subproductos 

derivados. Los problemas económicos asociados al almacenamiento y gestión de los 

subproductos lácteos, así como la legislación existente en materia de responsabilidad 

medioambiental, ha fomentado el aprovechamiento de los subproductos industriales, que se ha 

convertido en los últimos años en una actividad de gran importancia económica (Schuck, 2014). 

En la Figura 13 se esquematizan los procesos de obtención de nata, mantequilla, queso y grasa 

láctea anhidra o AMF (del inglés, anhydrous milk fat), resaltando los subproductos derivados de 

los mismos: leche desnatada, mazada, lactosuero y butter serum (mazada que queda retenida en 

la mantequilla), respectivamente.  
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Figura 13. Esquema de la generación de los principales subproductos derivados de los procesos 
de obtención de nata, mantequilla, queso y grasa láctea anhidra (AMF). Los subproductos de 
interés se resaltan en amarillo (Vanderghem et al., 2010). 

El procesado de los productos lácteos es una importante fuente de subproductos, que en la 

actualidad se mantiene al alza dada la tasa de incremento en la producción de leche, de 

aproximadamente 2,8% cada año (Slavov, 2017). En la Tabla 7 se incluye la producción 

mundial de los principales productos y derivados lácteos bovinos y ovinos.  

Entre los subproductos de la industria láctea cabe destacar, por volumen de producción, la 

leche desnatada, el lactosuero y la mazada. La leche desnatada es el producto que se obtiene tras 

la etapa de desnatado de la leche entera, y su producción mundial rondó los 124 millones de 

toneladas como promedio entre 2013-2015 (FAOSTAT, 2018). El lactosuero es el principal 

subproducto de la industria quesera. A nivel mundial se estima una producción del orden de 24 

millones de toneladas de queso para el año 2020 (OECD/FAO, 2016), que generará una 

cantidad aproximada de 180-218 millones de toneladas de lactosuero (Božanić et al., 2014; 

Mollea et al., 2013). El suero de mantequilla o mazada es el principal subproducto que se libera 

durante el batido de la nata en el proceso de formación de mantequilla. A nivel mundial se 

estima una producción del orden de 6,5 millones de toneladas de mantequilla para el año 2020 

(OECD/FAO, 2016), que generará una cantidad equivalente de mazada (Morin et al., 2007).  
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Tabla 7. Producción mundial (millones de toneladas) de los principales productos y derivados 
lácteos bovinos y ovinos (FAOSTAT, 2018; OECD/FAO, 2016). 

Producto/derivado Promedio 2013-15 

Leche entera 659,1* 

Leche desnatada 124,5 

Queso 22,2 

Lactosuero 173-199† 

Nata  3,3 

Mantequilla 5,0 

Mazada  5,0† 

AMF 0,2 

Productos en polvo Promedio 2013-15 

Leche entera 3,5 

Leche desnatada  3,6 

Lactosuero  2,6 

Mazada  0,1 

Productos ovinos Promedio 2013-15 

Leche entera 10,3* 

Queso 0,69 

Lactosuero  5,4-6,2† 

Mantequilla y AMF 0,06 

*Dato del año 2016; †Estimación (Božanić et al., 2014; Mollea et al., 2013; Morin et al., 2007). 

Los productos lácteos en forma líquida son muy perecederos, por ello en las últimas 

décadas se han desarrollado tecnologías, como la atomización, que reducen su contenido acuoso 

convirtiéndolos en productos en polvo, facilitando así su almacenamiento y transporte, y 

evitando el crecimiento de microorganismos, lo que aumenta su vida útil (Sharma et al., 2012). 

Los atomizadores han evolucionado en diseño y en aplicaciones, por lo que el tipo de productos 

lácteos en polvo que se pueden producir hoy en día es muy variado, incluyendo la leche entera, 

la leche desnatada, el lactosuero, los concentrados y aislados de proteínas del lactosuero, la 

mazada, el butter serum, las leches de fórmula, los caseinatos, etc. (Schuck et al., 2016). En la 

Tabla 7 se incluye la producción mundial de los principales productos lácteos en polvo, que ha 

ido creciendo en los últimos años y se estima que siga la misma tendencia en el futuro próximo. 
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A continuación, se incluye una revisión más detallada de los principales subproductos de la 

industria láctea, atendiendo a su composición general, a sus principales propiedades biológicas 

y funcionales, y a sus aplicaciones industriales más relevantes. 

2.4.1. Leche desnatada 

La leche desnatada es el producto que se obtiene tras el desnatado de la leche entera y 

presenta una composición aproximada  de 3,4-3,7% (p/p) de proteínas, 0,1-0,2% de lípidos, 4,4-

4,7% de lactosa, y 0,9% de minerales (Vanderghem et al., 2010).  

Además de su consumo directo como líquido, parte de la leche desnatada producida 

anualmente se transforma y comercializa en polvo. De hecho, se estima que la producción 

mundial de leche desnatada en polvo será de 4,6 millones de toneladas en el año 2020 

(OECD/FAO, 2016). La leche desnatada en polvo se usa como ingrediente en la elaboración de 

numerosos productos alimenticios como quesos, yogurt, postres lácteos, productos cárnicos, 

productos de panadería y repostería, y bebidas (Kelly et al., 2013), dado que contribuye a la 

mejora de sus propiedades nutricionales, reológicas, texturales y organolépticas (Augustin y 

Clarke, 2008; El-Samragy et al., 1993; Marafon et al., 2011). Además, debido al aporte de 

proteínas, vitaminas hidrosolubles y minerales como calcio, sodio, potasio, fósforo y magnesio, 

la leche desnatada en polvo se emplea como ingrediente en las leches de fórmula infantiles (Guo 

y Ahmad, 2014b). 

Además de las propiedades tecnológicas, se ha demostrado que la leche desnatada en polvo 

y sus hidrolizados presentan actividad antibacteriana, antioxidante, antihipertensiva e 

inmunomoduladora (Cui et al., 2011; Ha et al., 2015; Ripollés et al., 2016, 2017). 

2.4.2. Lactosuero y productos derivados del lactosuero 

El lactosuero es el subproducto de la industria quesera que se obtiene tras la separación de 

la cuajada que contiene las caseínas precipitadas. En función del procedimiento de obtención se 

distinguen dos tipos de lactosuero, ácido y dulce, que presentan diferente composición. El 

lactosuero ácido (pH < 4,6) se obtiene mediante la precipitación de las caseínas utilizando 

ácidos orgánicos o fermentos lácticos. El lactosuero dulce (pH 6-6,6) se obtiene mediante 

coagulación de las caseínas con enzimas coagulantes como la quimosina (Jelen, 2003; Mollea et 

al., 2013). En cuanto a composición, cabe destacar que el lactosuero obtenido por coagulación 

enzimática presenta mayor contenido de lípidos, proteínas y lactosa, y menos minerales que el 

obtenido por precipitación ácida (Tabla 8). 
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Independientemente del tipo de lactosuero, este constituye una buena fuente de proteínas 

de alto valor nutricional, siendo el contenido en el lactosuero bovino de 6-10 g/L. Las proteínas 

mayoritarias del lactosuero bovino son la β-LG, α-LA, Igs, fracción PPT, SA y LF (Madureira 

et al., 2007), si bien la proporción de las proteínas varía entre los tipos de lactosuero. De hecho, 

en torno al 20% del total de proteínas del lactosuero dulce está constituido por el 

glicomacropéptido o caseinomacropéptido, que aunque no es un componente natural de la leche, 

pasa a formar parte del mismo tras liberarse de la caseína-κ debido a la acción de la quimosina 

(Panesar et al., 2007; Yadav et al., 2015). El lactosuero contiene, además, la mayoría de la 

lactosa de la leche, minerales como el calcio, fósforo, magnesio, sodio y zinc, y vitaminas 

hidrosolubles como la riboflavina, tiamina, piridoxina, cianocobalamina, ácido ascórbico, 

niacina, biotina y ácido fólico (O´Mahony y Fox, 2014). El lactosuero ovino presenta un mayor 

contenido proteico y casi el doble de lípidos que el bovino (Haenlein y Wendorff, 2006). El 

perfil lipídico de la leche ovina presenta mayor porcentaje de triglicéridos de cadena media y es 

más saturado que el de la leche bovina (Balthazar et al., 2017; Revilla et al., 2017). 

Tabla 8. Composición (g/L) de los lactosueros ácido y dulce (Haenlein y Wendorff, 2006; 
Hernández-Ledesma et al., 2011; Jelen, 2003; Yadav et al., 2015).  

Componentes 
Lactosuero bovino Lactosuero ovino 

Ácido  Dulce  Dulce 

Sólidos totales 63-70 63-70 75 

Lactosa 44-46 45-52 52 

Proteínas 6-8 6-10 8,5-10,5 

Lípidos 0,4 3,6-5 8,2 

Cenizas 8 5 4,3 

Calcio 1,2-1,6 0,4-0,6 ND 

Cloruro 1,1 1,1 ND 

Fosfato 2-4,5 1-3 ND 

Lactato  6,4 2 ND 

ND: no se han encontrado datos publicados. 

El lactosuero tiene una gran importancia en la industria láctea debido a los grandes 

volúmenes producidos a nivel mundial y al hecho de que gran parte de esa producción 
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(alrededor del 50%) se elimina como efluente sin tratamiento previo (Slavov, 2017), con los 

problemas medioambientales que ello conlleva (Cortés-Sánchez et al., 2015; Sundarraj et al., 

2018). Con el objeto de minimizar dichos problemas y en busca de una revalorización del 

lactosuero, desde hace años se vienen buscando alternativas de uso para este subproducto. Entre 

otros usos, el lactosuero se destina a alimentación humana, alimentación animal, como 

fertilizante y para su bioconversión en productos con valor añadido, como bioetanol, 

bioplásticos, levaduras, surfactantes, etc., gracias a su alto contenido en lactosa que sirve de 

combustible para los diversos procesos biotecnológicos (Ryan y Walsh, 2016).  

Alrededor del 50% del lactosuero producido a nivel mundial es tratado y transformado en 

la industria alimentaria en diferentes productos para alimentación humana y animal. 

Aproximadamente, la mitad de esta cantidad se emplea directamente en su forma líquida, un 

30% como lactosuero en polvo, un 15% como lactosa y productos derivados, y el resto (5%) 

como concentrados de proteína de lactosuero o WPC (whey protein concentrate), aislados de 

proteína de lactosuero o WPI (whey protein isolate), o hidrolizados de proteína de lactosuero o 

WPH (whey protein hydrolysate) (Spalatelu, 2012). Se ha descrito su uso en productos lácteos 

como quesos, yogures o helados, productos cárnicos, productos de panadería y repostería, así 

como en zumos de frutas y otras bebidas como cerveza, vino o champán, y fórmulas infantiles 

(Kelly et al., 2013).  

La utilización de los derivados del lactosuero como ingredientes alimentarios se debe tanto 

a sus propiedades tecnológicas con funciones emulsificantes, espumantes y gelificantes, como a 

sus propiedades organolépticas y nutricionales (Božanić et al., 2014; Królczyk et al., 2016). El 

lactosuero está adquiriendo una gran popularidad como suplemento proteico de la dieta. 

Además, se plantea su uso en productos especiales debido a las múltiples funciones biológicas 

que se le atribuyen, como la actividad antibacteriana, antivírica, inmunomoduladora, 

antihipertensiva, antioxidante, antitumoral e hipolipidémica, entre otras (Hernández-Ledesma et 

al., 2011; Marshall, 2004; Yadav et al., 2015). 

En la actualidad, la ultrafiltración, la diafiltración, la microfiltración, la ósmosis inversa y 

las técnicas de intercambio iónico aplicadas al procesado del lactosuero, son procedimientos 

habituales en la industria láctea. Estas técnicas permiten aislar y concentrar la fracción proteica 

del suero sin pérdidas significativas de sus propiedades funcionales y reduciendo su contenido 

salino (Mollea et al., 2013; Pouliot, 2008). Los principales productos que contienen proteínas 

del lactosuero en alta concentración son los WPC y WPI, cuya composición general se muestra 

en la Tabla 9.  
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Tabla 9. Composición general (% p/p) de los concentrados (WPC) y los aislados (WPI) de 
proteína del lactosuero (Coppola et al., 2014; Jelen, 2003; Morr y Ha, 1993; Svanborg et al., 
2015; Yadav et al., 2015).  

Componentes WPC 
WPC  

(de leche 
desnatada) 

WPC  
(de mazada) WPI 

Sólidos totales 94-96 94,5 94,5 94,5-98 

Proteínas totales 34-82 88,4 82,1 88-92 

Caseínas 0-0,9 10,9 4,2 ND 

Proteínas del 
lactosuero 

β-LG 
α-LA 
Igs 
SA 

ND 
 

40,4-77 
14,5-24,8 
3,8-15,4 
5,8-19,6 

75,1 
 

ND 
ND 
ND 
ND 

72,7 
 

ND 
ND 
ND 
ND 

ND 
 

67,6-74,8 
8,3-17,5 
5,9-7,5 

7,2-10,9 

Lactosa 4-52 1,7 0,2 0,4-1 

Lípidos totales 
Fosfolípidos 

3-7 
0,8-1,5 

0,1 
0,02 

1,5 
0,2 

0,4-0,7 
0,1-0,3 

Cenizas 
Sodio 
Potasio 
Calcio 
Magnesio 
Fósforo  

2,5-8 
0,1-1,7 
0,07-0,5 

0,2-1 
0,02-0,4 
0,2-1,3 

ND 
0,1 
0,3 
0,6 

0,06 
0,3 

ND 
0,08 
0,2 
0,6 
0,2 
0,3 

1,4-2,1 
0,3-0,4 
0,1-0,2 

0,2 
0,02-0,03 

0,05 

ND: no se han encontrado datos publicados. 

Tradicionalmente, los WPC se han obtenido mediante ultrafiltración y diafiltración del 

lactosuero de quesería, conteniendo entre un 34 y un 82% de proteína, con la β-LG, α-LA, SA y 

GMP como componentes mayoritarios (Coppola et al., 2014). Los WPC pueden obtenerse 

también a partir de leche desnatada y mazada, mediante una o dos etapas de microfiltración 

seguidas de ultrafiltración y diafiltración (Svanborg et al., 2015). Tal y como se refleja en la 

Tabla 9, el WPC procedente de leche desnatada contiene menor cantidad de lípidos, mayor 

contenido proteico (principalmente caseínas), y mayor contenido en lactosa que el obtenido a 

partir de la mazada. A diferencia del WPC tradicional, los procedentes de leche desnatada y 

mazada no contienen GMP porque no ha habido acción enzimática sobre la caseína-κ (Coppola 

et al., 2014). Los WPI se obtienen mediante técnicas de intercambio iónico y contienen una 
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mayor concentración de proteína (superior al 88-90%), y menos lactosa y minerales, que los 

WPC (Evans et al., 2010; Morr y Ha, 1993).  

Numerosos estudios atribuyen propiedades tecnológicas a los WPC y WPI, tales como 

capacidad espumante, emulsificante, gelificante o viscosizante, por lo que son ampliamente 

utilizados en la industria alimentaria (Królczyk et al., 2016; Svanborg et al., 2015). Debido a su 

contenido en proteínas bioactivas, los WPC y WPI han mostrado también actividad 

antibacteriana, antirrotavirus, inmunomoduladora, antioxidante y antihipertensiva (Bojsen et al., 

2007; Mann et al., 2015; McEvoy et al., 2016). 

Los hidrolizados de proteína de lactosuero (WPH) son preparados proteicos en los que la 

proteína intacta es sometida a un proceso de degradación enzimática, similar al que tiene lugar 

de manera natural en el sistema gastrointestinal, obteniéndose fragmentos peptídicos pequeños 

y/o aminoácidos libres. Los WPH presentan interesantes propiedades nutricionales, funcionales 

y biológicas (Spalatelu, 2012). De hecho, diversos estudios han demostrado que los péptidos se 

digieren y absorben más rápida y fácilmente que las proteínas intactas, lo que supone un 

beneficio para personas con problemas digestivos y también ha promovido su uso como 

suplemento para atletas y culturistas (Tiengou et al., 2006). Los WPH causan menos alergias e 

intolerancias en comparación con las proteínas intactas de la leche de vaca, por lo que su uso en 

alimentación infantil ha experimentado un notable crecimiento en los últimos años, que se prevé 

que continúe hasta 2020 (Meier et al., 2016). La hidrólisis enzimática de las proteínas del 

lactosuero incrementa su solubilidad en agua y mejora algunas de sus propiedades tecnológicas, 

como la capacidad emulsificante (Gauthier et al., 1993), aunque conviene controlar el grado de 

hidrólisis para evitar la formación de péptidos amargos (Jeewanthi et al., 2015).  

2.4.3. Mazada y butter serum 

La mazada y el butter serum se han considerado, durante años, subproductos de la industria 

láctea, derivados concretamente del procesado de la grasa láctea, con escaso valor comercial 

(Vanderghem et al., 2010). Sin embargo, en los últimos años estos productos han suscitado gran 

interés y están revalorizándose debido a los numerosos estudios que apuntan a su potencial 

nutricional y tecnológico, atribuido en gran parte a sus componentes derivados de la MFGM 

(Gallier et al., 2014).  

La mazada es la fase acuosa liberada en el proceso de formación de mantequilla tras el 

batido de la nata (Rombaut et al., 2006), siendo el principal subproducto de la industria 

mantequera (Vanderghem et al., 2010). Según el origen de la nata se distinguen tres tipos de 

mazada: dulce, ácida y de lactosuero. La mazada dulce proviene del batido de la nata obtenida 

tras el desnatado de la leche sin ningún tipo de fermentación, presentando un pH de 6,5-6,6. La 
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mazada ácida, en cambio, se obtiene cuando se parte de nata fermentada con bacterias lácticas y, 

por tanto, presenta un pH ácido de alrededor de 5,4. La mazada de lactosuero deriva de la 

elaboración de mantequilla a partir de la nata remanente en el mismo (Sodini et al., 2006). 

La composición general de los tres tipos de mazada se detalla en la Tabla 10. La mazada 

contiene los componentes solubles de la nata, tales como lactosa, minerales y proteínas, tanto 

caseínas como proteínas del lactosuero. Además de estos componentes, la mazada también está 

enriquecida en fragmentos de la MFGM (< 5% de sólidos totales), ricos en fosfolípidos y 

glicoproteínas, que se desprenden de los glóbulos grasos durante el proceso de batido (Morin et 

al., 2006, 2007; Spitsberg, 2005). En cuanto a las diferencias de composición entre los tipos de 

mazadas, cabe destacar que la mazada de lactosuero presenta los valores más bajos de proteína 

debido a la ausencia de las caseínas (Vanderghem et al., 2010). La distribución de proteínas en 

la mazada bovina dulce se ha estimado en: 58% caseínas, 23% proteínas del lactosuero y 19% 

proteínas de la MFGM (Britten et al., 2008). De manera similar al lactosuero, la mazada ovina 

presenta un mayor contenido proteico que la bovina (Hamad et al., 2016). 

Tabla 10. Composición (% p/p) de los diferentes tipos de mazada (Britten et al., 2008; Hamad 
et al., 2016; Morin et al., 2006; Rombaut et al., 2006; Sodini et al., 2006). 

Componentes 

Mazada bovina Mazada 
ovina 
dulce Dulce  Ácida De lactosuero 

% P* % ST† % ST % P % ST % P 

Sólidos 
totales 6,7-12   7,6  7,8 

Lactosa 3,6-6,7 48,1-57,2 43,7 4 52,1-63,4 ND 

Proteínas 2,4-3,5 25-36,5 27,8 1 13,2-14,1 5,1 

Lípidos 0,5-1,5 4,6-14,5 22,3 2,2 15,5-28,9 0,7 

Cenizas 0,6-0,8 5,6-8,4 6,2 0,4 5,8-7,0 0,6 

*P: % (p/p) en producto; †ST: % (p/p) en sólidos totales; ND: no se han encontrado datos 
publicados. 

Aproximadamente, entre el 6,5-7% del total de leche producida mundialmente se destina a 

la obtención de mantequilla, lo que genera alrededor de 5 millones de toneladas de mazada/año 

como subproducto (Kumar et al., 2015). Entre los usos de la mazada se encuentran, 

actualmente, el consumo directo (muy extendido en India y países de Oriente Medio, aunque 
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escaso en Europa), la alimentación animal y su uso como ingrediente en la industria alimentaria 

(Vanderghem et al., 2010). La utilización de la mazada como ingrediente en alimentación 

humana está cobrando importancia en los últimos años debido a la variedad de propiedades que 

se le atribuyen, tanto nutricionales como biológicas y tecnológicas. De hecho, se ha descrito que 

la mazada es una excelente fuente de potasio, fósforo, vitamina B12, riboflavina, proteínas y 

calcio (Conway et al., 2014). Diversos estudios han demostrado que la mazada también presenta 

actividad antioxidante (Conway et al., 2013; Ripollés et al., 2016), antibacteriana (Ripollés et 

al., 2017; Sprong et al., 2012), antirrotavirus (Fuller et al., 2013), anticancerígena (Larsson et 

al., 2018) y antihipertensiva (Conway et al., 2014), asociadas a componentes de la MFGM, 

como fosfolípidos y glicoproteínas.  

Además de las funciones nutricionales y biológicas, la mazada posee diversas propiedades 

tecnológicas, mayoritariamente asociadas al contenido de proteínas y fosfolípidos, como la 

capacidad emulsificante y texturizante, el aumento de la estabilidad térmica, la mejora de la 

capacidad de retención de agua, y el aporte de aroma y flavor característicos (Vanderghem et 

al., 2010). Todas estas propiedades han fomentado su uso en la industria panadera y pastelera, 

en la de zumos y bebidas de frutas, y en la industria láctea en la elaboración de yogurt, quesos y 

postres lácteos (Kumar et al., 2015; Madenci y Bilgiçli, 2014).  

El butter serum es un subproducto derivado del proceso de obtención de la grasa láctea 

anhidra o AMF (anhydrous milk fat). La AMF puede obtenerse mediante dos procedimientos 

(Figura 13). En el primer procedimiento, la mantequilla estandarizada al 82% de grasa se 

fusiona y centrifuga, separándose la AMF (99,8% de grasa) y una fase acuosa considerada como 

butter serum. El segundo método consiste en concentrar la nata desde un 40 a un 70-80% de 

grasa mediante centrifugación, seguido de una inversión de fases y otra centrifugación, 

separando la AMF y el butter serum (Vanderghem et al., 2010). Tal y como se muestra en la 

Tabla 11, el butter serum presenta una composición bastante similar a la mazada dulce, aunque 

su contenido en lípidos, principalmente lípidos polares de la MFGM, es mayor en el primero 

(Rombaut et al., 2006). 

La AMF es uno de los productos lácteos más consumidos en la India (Siwach et al., 2016), 

denominado ghee, con una producción mundial de aproximadamente 0,2 millones de toneladas 

anuales (FAOSTAT, 2018); no se han encontrado referencias acerca de la cantidad de butter 

serum producida. La mayoría de las propiedades, tanto tecnológicas como biológicas, descritas 

para la mazada podrían ser aplicadas para el butter serum debido a su composición similar, con 

especial atención a su contenido proteico y a su elevada cantidad de fosfolípidos (Gassi et al., 

2016; Vanderghem et al., 2010). 
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Tabla 11. Composición (% p/p en producto) del butter serum bovino (Britten et al., 2008; 
Rombaut et al., 2006). 

Componentes % (p/p) 

Sólidos totales 10,9 

Lactosa 3-4 

Proteínas 3,6 

Lípidos 2,6-3,7 

Lípidos polares 0,9-1,2 

2.5. Tratamientos tecnológicos en la industria láctea 

El Reglamento (CE) 853/2004, por el que se establecen las normas específicas de higiene 

de los alimentos de origen animal, define leche cruda como la leche producida por la secreción 

de la glándula mamaria de animales de abasto que no haya sido calentada a más de 40 ºC, ni 

sometida a un tratamiento equivalente (DOUE, 2004). 

El consumo mundial de leche cruda ha descendido considerablemente en los últimos 30 

años. De hecho, en el Reino Unido supone menos del 0,1% del consumo total de leche líquida, e 

incluso está prohibida su venta para consumo directo en países como Escocia y Australia (Deeth 

y Lewis, 2017a). El principal motivo de este control es que el consumo de leche cruda se ha 

asociado con la aparición de brotes alimentarios (Claeys et al., 2013; Maldonado et al., 2014). 

Esto se debe a que la leche es un excelente medio de crecimiento para muchos 

microorganismos, tanto alterantes como patógenos, debido a su alto contenido en agua, su 

abundancia de nutrientes y su pH cercano a la neutralidad (6,6-6,8) (Motarjemi et al., 2014).  

En los países industrializados, la leche y los productos lácteos están involucrados en el 1-

5% del total de brotes alimentarios, con el 39,1, 53,1 y 7,8% atribuido a la leche, al queso y a 

otros productos lácteos, respectivamente. En el 67,2% de los casos, el brote se asoció al empleo 

de leche cruda como materia prima (De Buyser et al., 2001; EFSA, 2016a). En los Estados 

Unidos, se estima que la leche cruda, consumida por el 3,2% de la población, y el queso 

procedente de leche cruda, consumido por el 1,6%, causan el 96% de los brotes asociados a 

productos lácteos (que suponen < 1% del total de brotes en la actualidad) (Costard et al., 2017). 

A pesar de la falta de datos, en países en vías de desarrollo la prevalencia de brotes asociados al 

consumo de productos lácteos se estima que es mayor, debido a las limitadas infraestructuras de 

producción y a los sistemas de refrigeración deficientes (Motarjemi et al., 2014). 
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Los principales microorganismos patógenos causantes de brotes alimentarios asociados al 

consumo directo de leche cruda o a productos lácteos elaborados con leche cruda son 

Campylobacter jejuni, Escherichia coli verotoxigénico, Listeria monocytogenes, Salmonella 

spp., Staphylococcus aureus enterotoxigénico, Yersinia enterocolitica, Mycobacterium bovis, 

Brucella spp., Coxiella burnetii y Cronobacter sakazakii, éste último asociado únicamente a 

leches de fómula (Claeys et al., 2013; Oliver et al., 2009; Stessl y Hein, 2010). Estos brotes se 

caracterizan por cuadros de diarrea, vómitos, náuseas y fiebre, aunque pueden desembocar en 

cuadros más graves como el síndrome de Guillain-Barré (Campylobacter spp.), síndrome 

hemolítico urémico (E. coli O157:H7), meningitis-encefalitis (Cronobacter sakazakii), artritis 

(Brucella spp.) o incluso la muerte (Claeys et al., 2013). La contaminación de la leche cruda con 

los microorganismos puede ocurrir de forma endógena, desde el sistema sanguíneo o en la 

propia glándula mamaria, o de forma exógena, durante o después del ordeño (desde la piel de la 

ubre, pezones, suelo, heces, ordeñador, ambiente), durante el transporte de la leche, en la propia 

industria transformadora e incluso tras el tratamiento de higienización (desde los equipos, 

conducciones, ambiente) (Nag, 2010; Verraes et al., 2015). Las buenas prácticas en la industria 

y los tratamientos tecnológicos aplicados a la leche han ayudado a incrementar su seguridad 

desde un punto de vista sanitario, reduciendo el número de brotes alimentarios (EFSA, 2015; 

Motarjemi et al., 2014).  

Los tratamientos tecnológicos empleados en la industria alimentaria pueden clasificarse en 

térmicos y no térmicos. Los tratamientos térmicos son el método habitual de higienización de la 

leche y los productos lácteos (Considine et al., 2007), cuyos objetivos principales son garantizar 

su seguridad sanitaria, evitando la presencia de microorganismos patógenos y sus toxinas, y 

prolongar su estabilidad y vida útil evitando la acción de los distintos agentes de alteración, 

principalmente microorganismos y enzimas (Deeth y Lewis, 2017a, 2017b).  

Sin embargo, debido a que los tratamientos térmicos pueden modificar el valor nutritivo, 

biológico y organoléptico de la leche y de los productos lácteos (O’Connell y Fox, 2003; Singh, 

2004), en los últimos años se está incrementando el interés y estudio de tecnologías no térmicas 

de conservación de alimentos, como alternativa a los tratamientos térmicos empleados en la 

industria láctea (Evrendilek, 2014).  

A continuación se revisan los principales tratamientos tecnológicos empleados en la 

industria láctea, tanto térmicos como no térmicos. 
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2.5.1. Tratamientos térmicos 

Entre los tratamientos térmicos empleados en la industria láctea destacan, en orden 

creciente de intensidad, la termización, la pasteurización, el procesado de larga vida útil y la 

esterilización, cuyas condiciones y efectos se incluyen en la Tabla 12.  

Tabla 12. Tratamientos térmicos usualmente empleados en la industria láctea: condiciones y 
efectos (Deeth y Lewis, 2017a; O’Connell y Fox, 2003). 

Tratamiento 
térmico 

Condiciones de 
temperatura / tiempo Efectos sobre bacterias y enzimas 

Termización  57-68 ºC / 5-20 s 

Mata la mayoría de bacterias no formadoras 
de esporas responsables del deterioro de los 
productos. 
No inactiva enzimas lácteas ni bacterianas. 

Pasteurización 
LTLT1 
HTST2 

 
63-65 ºC / 30 min 

72-82 ºC / 15-30 s* 

Mata bacterias responsables del deterioro y 
patógenos no formadores de esporas. 
Inactiva algunas enzimas lácteas pero no las 
enzimas bacterianas. 

Procesado ESL3 

123-127 ºC / < 1-5 s  
También se realiza como 
tratamiento combinado 

(tecnología no térmica + 
pasteurización) 

Mata todas las bacterias no formadoras de 
esporas y la mayoría de esporas. 
Inactiva las enzimas lácteas pero no las 
enzimas bacterianas. 

Esterilización 
UHT4 138-145 ºC / 1-10 s 

Mata todas las bacterias no formadoras de 
esporas y todas las esporas, excepto las más 
termorresistentes. 
Inactiva las enzimas lácteas pero no todas 
las enzimas bacterianas. 

Esterilización 
en envase 115-120 ºC / 10-30 min 

Mata todas las bacterias no formadoras de 
esporas y todas las esporas, excepto las más 
termorresistentes. 
Inactiva todas las enzimas. 

 

1LTLT, low-temperature long-time, pasteurización baja. 
2HTST, high-temperature short-time, pasteurización alta. 
3ESL, extended shelf-life, larga vida útil.  
4UHT, ultra high temperature, esterilización a temperatura ultra alta. 

*72 ºC / 15 s son las condiciones mínimas reguladas en la mayoría de países. 

 

La termización se aplica a la leche cruda con objeto de reducir  el número de 

microorganismos presentes en la misma (normalmente entre 3-4 ciclos logarítmicos) y aunque 
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no la hace apta para el consumo humano directo, permite un almacenamiento más prolongado 

antes de someterla a la elaboración de queso o de otros derivados lácteos. La intensidad de este 

tratamiento, inferior al de pasteurización, mantiene mejor las características organolépticas de la 

leche y de los productos lácteos derivados (Giaccone et al., 2016; Rukke et al., 2011).  

Los tratamientos de pasteurización más utilizados son la pasteurización baja (LTLT, low-

temperature long-time) y la pasteurización alta (HTST, high-temperature short-time). La 

pasteurización permite reducir el número de microorganismos patógenos presentes en la leche a 

un nivel en el que no constituyan un riesgo para la salud. Las condiciones de la pasteurización 

(Tabla 12) se diseñaron para inactivar las bacterias patógenas, no formadoras de esporas, más 

termorresistentes, como Mycobacterium tuberculosis y Coxiella burnetii, logrando al menos 5 

ciclos logarítmicos de reducción (Cerf y Condron, 2006). Se logra, así, una notable reducción de 

las poblaciones de patógenos en la leche cruda, a excepción de bacterias formadoras de esporos 

como Bacillus cereus, que presenta algunas cepas toxigénicas (Juffs y Deeth, 2007). Además, la 

pasteurización no es capaz de destruir las esporas y toxinas microbianas, ni algunas enzimas 

bacterianas (proteasas y lipasas) presentes en la leche antes del tratamiento térmico, lo que 

limita su vida útil.  

Aparte de los microorganismos patógenos, los microorganismos alterantes de la leche son 

de especial importancia en la industria láctea, debido a que causan el deterioro de los productos 

y reducen su vida útil. El deterioro es causado por la acción de enzimas como las proteasas, 

peptidasas, lipasas, glicosidasas y oxidasas producidas por los microorganismos, si bien algunas 

se encuentran de manera natural en la leche. Estas enzimas degradan las proteínas, los lípidos y 

la lactosa, generando flavores extraños y alteraciones físico-químicas en la leche y los productos 

derivados (Motarjemi et al., 2014). La pasteurización elimina bacterias e inactiva algunas 

enzimas lácteas (fosfatasa alcalina y lipasas, pero no lactoperoxidasa) responsables del 

deterioro, lo que permite prolongar la duración de la leche, si se mantiene en refrigeración, hasta 

8-10 días. Aunque este tratamiento provoca cambios físico-químicos y organolépticos en la 

leche mínimos, sí se ha descrito la pérdida de vitaminas e incluso un cierto grado de 

desnaturalización de las proteínas, con una posible repercusión en sus propiedades biológicas y 

funcionales (Deeth y Lewis, 2017a; Lewis, 2010).  

El procesado de larga vida útil (ESL, extended shelf-life) es un tratamiento de intensidad 

intermedia entre la pasteurización y la esterilización. La leche ESL se ha definido como aquella 

que ha recibido un tratamiento capaz de reducir la carga microbiana en mayor grado que una 

pasteurización estándar, y se ha envasado en condiciones extremadamente higiénicas, por lo que 

presenta una vida útil prolongada en refrigeración (> 30 días) (Rysstad y Kolstad, 2006). 

Aunque en la mayoría de países no existen unas condiciones establecidas para el tratamiento 

ESL de la leche, este oscila entre 123-127 ºC durante < 1-5 s. Estados Unidos supone una 
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excepción, donde la leche ESL se denomina leche ultrapasteurizada y ha sido tratada a ≥ 138 ºC 

durante ≥ 2 s. Con este tratamiento se obtiene una leche de alta calidad microbiológica, sin 

bacterias vegetativas ni esporas de bacterias psicrótrofas, y de muy buenas características 

organolépticas, al minimizarse la desnaturalización de sus componentes (Deeth, 2017). Aunque 

el procedimiento más utilizado para obtener leche ESL es el tratamiento térmico, existen 

diversas alternativas en las que se combina un tratamiento térmico de HTST con otros métodos 

como la microfiltración con membranas de tamaño de poro 0,8-1,4 μm (Schmidt et al., 2012), el 

uso de agentes antibacterianos como la nisina (Wirjantoro et al., 2001), o el empleo de pulsos 

eléctricos de alto voltaje (Sepulveda et al., 2005). 

Por otra parte, se encuentran los tratamientos de esterilización, entre los que destacan el 

tratamiento de esterilización a ultra-alta temperatura (UHT, ultra high temperature) y la 

esterilización en envase, que emplean temperaturas superiores a los 115 ºC. Estos son los 

tratamientos más intensos aplicados en la industria láctea (ver condiciones en Tabla 12) y 

garantizan la inactivación de las bacterias patógenas y alterantes, además de sus toxinas y 

esporos, excepto los más termorresistentes. Los esporos de Clostridium botulinum o de Bacillus 

cereus, así como las toxinas de S. aureus se eliminan con tratamientos de esterilización (Claeys 

et al., 2013; Verraes et al., 2015). Por otra parte, el tratamiento UHT es capaz de inactivar todas 

las enzimas lácteas y la mayoría de las enzimas bacterianas; mientras que la esterilización en 

envase, más intensa que la UHT, inactiva todas las enzimas. Por ello, los productos esterilizados 

pueden conservarse durante varios meses a temperatura ambiente si se han envasado 

asépticamente (Deeth, 2010; Deeth y Lewis, 2017a). 

Múltiples estudios han demostrado que los tratamientos térmicos pueden provocar, en 

función de su intensidad, cambios físico-químicos en la leche y productos lácteos, 

disminuyendo su valor nutritivo y alterando sus características organolépticas y funcionales 

(Deeth y Lewis, 2017c). De hecho, como consecuencia del tratamiento térmico las proteínas 

lácteas pueden experimentar cambios estructurales y de composición, como desdoblamiento, 

desnaturalización o agregación (Chevalier et al., 2009; Morin et al., 2007). Las tres reacciones 

de mayor relevancia son la desnaturalización de las proteínas del lactosuero, las interacciones de 

estas con otras proteínas (principalmente con las caseínas y con las proteínas de la MFGM), y la 

disociación de las micelas de caseína. De estos tres procesos dependerán las características 

físico-químicas y la estabilidad de la leche, así como las propiedades funcionales de los 

productos lácteos derivados (Anema, 2014; Considine et al., 2007; Rynne et al., 2004).  

Así, el tratamiento de pasteurización de la leche entera o de la nata es capaz de alterar de 

manera considerable la composición de la MFGM, influenciando sus propiedades funcionales, 

entre ellas su capacidad emulsionante (Singh, 2006). El tratamiento térmico asociado al proceso 

de secado por atomización, para la obtención de leche y productos lácteos en polvo, también 
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induce cambios físico-químicos en los mismos, disminuyendo la disponibilidad de nutrientes 

por pérdida de vitaminas, reducción del contenido de lisina y desnaturalización de proteínas del 

lactosuero, entre otros (Borad et al., 2017; Schuck, 2014). Diversos estudios han demostrado 

que el tratamiento térmico induce la pérdida de actividad biológica de algunos componentes de 

la leche bovina, como la LF o las Igs (Franco et al., 2018; Mainer et al., 1999).  

2.5.2. Tratamientos no térmicos 

Las tecnologías no térmicas se han desarrollado principalmente como alternativa o 

complemento a los tratamientos térmicos, con el fin de obtener productos microbiológicamente 

seguros y estables, con mejores características nutricionales y organolépticas, gracias a la 

reducción del daño térmico. Entre los tratamientos no térmicos más estudiados cabe distinguir la 

microfiltración, las altas presiones o HHP (high hydrostatic pressure), los pulsos eléctricos de 

alto voltaje o PEAV, las técnicas de centrifugación, el empleo de radiaciones UV y la inyección 

de CO2 (Deeth y Lewis, 2017b), cuyas principales ventajas y limitaciones se resumen en la 

Tabla 13. 

La microfiltración es una tecnología que se ha empleado durante los últimos años en la 

industria láctea en aplicaciones que incluyen el pretratamiento de la leche destinada a la 

elaboración de queso, para eliminar Clostridium tyrobutryicum y prevenir la generación de gas 

durante la maduración del queso, y la producción de concentrados de proteínas lácteas y leche 

ESL (Gésan-Guiziou, 2010; Saboya y Maubois, 2000). La leche ESL se procesa mediante un 

sistema que combina la microfiltración (el uso de membranas con tamaño de poro de 0,8-1,4 

μm) con un tratamiento térmico HTST, obteniéndose un producto estable a temperatura 

ambiente durante 4-7 semanas a 4 ºC (Deeth y Lewis, 2017b; Zhang et al., 2016). 

La tecnología de HHP está bien implantada en industrias alimentarias como la cárnica, 

hortofrutícola, de bebidas y de comidas preparadas, y en los últimos años está adquiriendo 

importancia en la industria láctea (Deeth y Lewis, 2017b). 

El tratamiento con PEAV se puede definir como la aplicación intermitente de campos 

eléctricos de alta intensidad (1-40 kV/cm) y corta duración (μs) a un alimento colocado entre 

dos electrodos (Barbosa-Cánovas y Bermúdez-Aguirre, 2010b). Este tratamiento causa la 

electroporación irreversible de las formas vegetativas de bacterias, levaduras y mohos, que 

puede provocar su inactivación a temperaturas inferiores a las que se utilizan en el procesado 

térmico convencional. Sus principales limitaciones derivan de la imposibilidad de su aplicación 

en productos sólidos, por la elevada potencia eléctrica requerida y la dificultad de procesado en 

continuo (Deeth y Lewis, 2017b; Evrendilek, 2014). El tratamiento de la leche con PEAV (35 
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kV/cm durante 11,5 μs a 65 ºC) tras una pasteurización HTST permite prolongar su vida útil 

hasta 60 días a 4 ºC (Sepulveda et al., 2005).  

Tabla 13. Tratamientos no térmicos aplicados en la industria láctea: ventajas y limitaciones 
(Barbosa-Cánovas y Bermúdez-Aguirre, 2010a, 2010b; Deeth y Lewis, 2017b; Gésan-Guiziou, 
2010; Huppertz, 2010). 

Tratamiento no 
térmico Ventajas  Limitaciones  

Microfiltración  

Proceso continuo.  
Elimina bacterias, esporas y células 
somáticas a temperaturas medias 
(30-50 ºC). 
No afecta al color, flavor ni valor 
nutritivo. 

La reducción bacteriana es insuficiente 
para obtener productos de larga vida 
útil.  
El producto final necesita pasteurizarse. 

Altas presiones  

Inactiva un amplio rango de 
bacterias y enzimas. 
No afecta al color, flavor ni valor 
nutritivo. 
Válido para productos o 
ingredientes termolábiles. 

No es un proceso continuo.  
La destrucción de esporas ocurre sólo 
bajo condiciones muy severas: presión 
muy alta con calor. 
No destruye bacterias barotolerantes. 
Dificultad de procesado de grandes 
volúmenes. 

Pulsos eléctricos 

Proceso continuo.  
Inactiva un amplio rango de 
bacterias y algunas enzimas. 
Puede emplearse para producir 
leche ESL combinado con 
tratamiento térmico. 

No destruye esporos bacterianos. 
Dificultad de adaptarlo a procesos 
industriales. 

Bactofugación 
Proceso continuo.  
Reduce el contenido de esporas 
hasta en 2 ciclos log y las bacterias 
totales 1 ciclo log. 

La reducción bacteriana es insuficiente 
para considerarlo un procedimiento 
equivalente a pasteurización o 
esterilización. 

Radiación UV 
Proceso continuo.  
Elimina la mayoría de bacterias y 
esporas. 
Energía eficiente. 

La efectividad se reduce ampliamente 
con la opacidad y turbidez. 
Provoca flavores extraños a causa de 
procesos oxidativos. 

CO2 

Puede ser proceso continuo 
añadiéndolo por inyección a la 
leche a presión ≤ 0,1 MPa. 
Inhibe el crecimiento bacteriano y 
alarga varios días la vida útil de la 
leche cruda y pasteurizada.  

No mata bacterias. 
A concentración ~12 mM, el CO2 
modifica el sabor de la leche. 
Suele requerir su eliminación final. 

 

La bactofugación es un proceso empleado para eliminar bacterias y células somáticas de la 

leche mediante centrifugación a 9.000 g, a una temperatura de 55-60 ºC (Gésan-Guiziou, 2010). 

Se consigue así reducir la carga microbiana total de la leche entre 1-2 ciclos logarítmicos. Este 

procedimiento se ha usado ampliamente en la industria quesera, dado que elimina alrededor del 

98% de los esporos anaerobios de Clostridium tyrobutyricum y butyricum, principales bacterias 
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responsables de la hinchazón tardía en quesos (Stack y Sillen, 1998). La bactofugación también 

elimina alrededor del 90-95% de esporos aerobios y puede emplearse como pretratamiento de la 

leche destinada a la elaboración de productos lácteos en polvo, y para reducir el nivel de 

Cronobacter sakazakii en la preparación de fórmulas infantiles. Además, en combinación con 

una pasteurización HTST y un envasado final aséptico, permite obtener leche ESL con una vida 

útil prolongada (Deeth y Lewis, 2017b). 

La irradiación de alimentos con luz ultravioleta (UV) (200-280 nm) es efectiva en la 

eliminación de la mayoría de microorganismos, bacterias y esporas, por lo que se ha usado 

desde hace años para la descontaminación del aire, superficies de envases y equipos y agua, y ha 

sido aprobado en Estados Unidos como método de pasteurización de zumos de fruta 

(Koutchma, 2009). Asimismo, la irradiación de leche con luz UV está aprobada en Europa 

como método de pasteurización, y considerada segura para la población general, excepto para 

niños menores de 1 año (EFSA, 2016b). Diversos estudios han mostrado que el tratamiento de 

la leche con UV a 1,5 kJ/L causa la reducción de 3 ciclos log de bacterias totales, aerobias, 

levaduras, mohos, coliformes y psicrótrofos (Cilliers et al., 2014; Reinemann et al., 2006) e 

incluso un incremento significativo del contenido de vitamina D por conversión del 7-

dehidrocolesterol (Cappozzo et al., 2015). El principal inconveniente del tratamiento con luz 

UV es la generación de flavores desagradables a causa de procesos oxidativos que se producen 

cuando se aplican tratamientos de la leche superiores a 1 kJ/L (Reinemann et al., 2006). Otra de 

sus potenciales aplicaciones es el tratamiento del lactosuero de quesería, antes de su uso en la 

obtención de WPC o WPI. Con el tratamiento UV se reduce la desnaturalización de proteínas 

del lactosuero, en comparación con el tratamiento térmico, manteniendo el mismo efecto 

bactericida (Kristo et al., 2012). En combinación con la pasteurización térmica, el tratamiento 

UV consigue prolongar la vida útil de la leche hasta 12-21 días (Cappozzo et al., 2015). 

El dióxido de carbono (CO2) a ≤ 1 atmósfera (1 bar, 0,1 MPa) es un agente antimicrobiano 

muy efectivo frente a bacterias, especialmente Gram-negativas. Su uso es particularmente 

relevante en la calidad y vida útil de la leche UHT, participando en la reducción del crecimiento 

de bacterias psicrótrofas, como Pseudomonas spp., y la producción de proteasas y lipasas 

termorresistentes, causantes de amargor, rancidez y gelificación de la leche (Hotchkiss et al., 

2006; Vianna et al., 2012). La adición de CO2 (1,8-3,1 mM final) a la leche pasteurizada 

también causa un incremento de su vida útil, hasta 14 días a 6 ºC (Hotchkiss et al., 1999). 

A pesar de que los tratamientos no térmicos presentan ciertas ventajas en relación a los 

tratamientos térmicos, estos últimos, y especialmente la pasteurización, están firmemente 

establecidos y aceptados en la industria láctea como procesos capaces de producir alimentos 

seguros, nutritivos y de calidad, en grandes volúmenes y a bajo coste. Si a esto añadimos la 

normativa legal a la que hay que atenerse, se comprende que a día de hoy los tratamientos no 
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térmicos no son capaces de competir con los térmicos en el procesado de la leche y los 

productos lácteos (Deeth y Lewis, 2017b). 

2.5.2.1. Tratamiento por altas presiones hidrostáticas 

El tratamiento con HHP implica la aplicación de presiones comprendidas entre 100 y 900 

MPa durante 1-30 min, aunque a nivel industrial no se aplican presiones superiores a 600 MPa 

debido a su ineficiencia energética. Como principal ventaja destaca su capacidad para inactivar 

la mayoría de células vegetativas, patógenas y alterantes, proporcionando alimentos 

microbiológicamente seguros y estables, con una mínima pérdida de nutrientes y escasos 

cambios de flavor y color, en comparación con los tratamientos térmicos (Chawla et al., 2011; 

Huppertz, 2010).  

Entre los principales inconvenientes de las HHP cabe destacar que la destrucción de 

esporos bacterianos ocurre sólo bajo condiciones muy severas de presión, con generación de 

calor. De hecho, ni siquiera tratamientos severos como 980-1.000 MPa durante 40 min a 50 ºC, 

o 580 MPa durante 120 min a 5-10 ºC, son capaces de inactivar esporos de Geobacillus 

stearothermophilus, Bacillus subtilis y B. licheniformis (Sarker et al., 2013). Por otra parte, la 

mayoría de enzimas endógenas de la leche, como la plasmina, fosfatasa alcalina, LPOX, XOD y 

lipasa, son bastante barorresistentes (hasta 400 MPa) (Huppertz, 2010). Este hecho obliga a 

considerar medidas adicionales o complementarias, como el tratamiento térmico, para asegurar 

la inactivación enzimática y evitar, así, problemas como la lipólisis en leche, yogurt y helados, o 

la gelificación de productos lácteos UHT (Walstra et al., 2006). 

La aplicación de las HHP a la leche fue citada por primera vez por Hite (1899), que 

consiguió una reducción de 5-6 log de ufc/mL de bacterias totales de la leche tras 680 MPa 

durante 10 min a 27 ºC. El tratamiento suele aplicarse por lotes, en volúmenes de hasta 400 L, 

lo que limita su aplicación en la industria láctea, que precisa de sistemas continuos para 

procesado de grandes volúmenes de leche (Chawla et al., 2011; Goyal et al., 2013).  

El tratamiento de la leche a 586 MPa durante 3-5 min a 55 ºC sería equivalente al 

tratamiento térmico ESL, permitiendo prolongar la vida útil de la leche más de 45 días en 

refrigeración (Tovar-Hernández et al., 2005). El tratamiento de la leche a 400 MPa durante 10 

min o a 600 MPa durante 3 min, a 20 ºC, permite obtener una leche con una calidad 

microbiológica similar a la de una pasterización HTST y prolongar su vida útil hasta 10 días 

almacenada a 10 ºC. Asimismo, con un tratamieno combinado de HHP (600 MPa durante 3 

min) y pasteurización térmica HTST, higiénicamente equivalente a la esterilización térmica 

UHT, se logra una leche estable de mayor calidad organoléptica y nutricional que la esterilizada 

solo térmicamente (Mújica-Paz et al., 2011; Ramirez et al., 2009).  
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En los últimos años ha crecido el interés en las aplicaciones potenciales de las HHP en el 

tratamiento de la leche y los productos lácteos. De hecho, diversos estudios han indicado que las 

HHP afectan a la estructura de las proteínas lácteas y al equilibrio mineral, lo que puede mejorar 

las propiedades de coagulación de la leche (Trujillo et al., 2002). En la leche, los tratamientos de 

HHP superiores a 200 MPa producen la desintegración de las micelas de caseína en partículas 

de caseína de menor tamaño, con un descenso de la turbidez y aumento de la viscosidad de la 

leche (Huppertz, 2010; López-Fandiño, 2006). Además, la presión induce la disociación del 

fosfato de calcio coloidal y la desnaturalización de las proteínas del lactosuero, lo que puede 

cambiar y, en algunos casos mejorar, las propiedades tecnológicas de la leche y productos 

derivados. Las proteínas mayoritarias del lactosuero, β-LG y α-LA, se desnaturalizan tras 

tratamientos > 100 ó > 400 MPa, respectivamente. La mayor parte de la β-LG desnaturalizada 

forma agregados con las micelas de caseína de la leche, aunque parte permanece en el 

lactosuero o se adsorbe a la MFGM, al igual que la α-LA desnaturalizada (Considine et al., 

2007; Huppertz et al., 2006). Estos cambios se han aprovechado en el desarrollo de productos 

lácteos, como nata, yogurt y queso, con nuevas texturas y mayor calidad sensorial y nutricional, 

y con una vida útil más larga (Trujillo et al., 2002). 

Aunque existen diversos estudios acerca del efecto de las HHP en el contenido y estructura 

de las proteínas lácteas, la mayoría de ellos se centran en la especie bovina y en las proteínas 

mayoritarias, fundamentalmente las caseínas y las proteínas del lactosuero (Mazri et al., 2012, 

2011). Por el contrario, existen muy pocos estudios sobre el efecto que las HHP tienen sobre las 

propiedades biológicas de las proteínas lácteas (Franco et al., 2018, 2013), así como sobre 

proteínas minoritarias como las de la MFGM. 

2.6. Leche humana 

2.6.1. Composición 

La leche humana es el alimento ideal para el recién nacido, proporcionándole la energía y 

los nutrientes necesarios para un crecimiento y desarrollo óptimo y saludable. Además, la leche 

humana aporta otros beneficios, ya que contiene compuestos con importantes actividades 

biológicas y fisiológicas que participan en el funcionamiento del tracto gastrointestinal, en el 

sistema inmunitario, en el sistema circulatorio o en el desarrollo neurológico del neonato 

(Blewett et al., 2008; Newburg et al., 2005), así como en la defensa frente a agentes patógenos 

(Ladomenou et al., 2010). De hecho, la Organización Mundial de la Salud recomienda la 

lactancia materna exclusiva durante los 6 primeros meses de vida, introduciendo entonces la 

alimentación complementaria a la lactancia hasta los 2 años o más (Kramer y Kakuma, 2012). 
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La producción de leche humana es estimulada por cambios hormonales en el segundo y 

tercer trimestres del embarazo. La composición de la leche varía a lo largo de la lactación según 

las necesidades evolutivas del lactante. Se distinguen tres productos: calostro, leche de 

transición y leche madura, cuya composición general se incluye en la Tabla 14.  

Inmediatamente tras el nacimiento, y hasta los 2-3 días postparto, se secreta el calostro. 

Este se produce en pequeñas cantidades (40-50 mL/día) y posee un elevado contenido en 

proteínas defensivas, especialmente Igs, LF y LYZ, minerales y vitaminas liposolubles (A, E y 

K). El calostro confiere al lactante una importante protección inmunitaria frente a los 

microorganismos ambientales y aporta factores de crecimiento epidérmicos que preparan el 

intestino para la absorción de nutrientes (Lönnerdal, 2016). Tras 4-5 días postparto, la leche 

empieza a producirse en mayor cantidad (300-800 mL/día) y cambia a un estado de transición 

que se mantiene hasta las 2-3 semanas. A partir de entonces la leche se considera madura o 

definitiva, dado que no cambia significativamente su composición durante el resto de la 

lactación (Morgan, 2006; OMS, 2009). Tal y como puede observarse en la Tabla 14, la leche 

madura contiene menos proteína y más lípidos y carbohidratos que el calostro y la leche de 

transición. El valor energético de la leche madura es de unas 65-70 kcal por 100 mL, debido 

principalmente al contenido de lípidos y lactosa (Ballard y Morrow, 2013; Guo, 2014). 

Tabla 14. Composición (% p/v) de la leche humana en tres estadios de lactación: calostro, leche 
de transición y leche madura (Ballard y Morrow, 2013; Guo, 2014; Sousa et al., 2014). 

Componente  Calostro  Leche de 
transición Leche madura  

Sólidos totales 11,5-11,8 11,3-12,6 11,4-12,9 

Proteínas 
Caseínas 
Proteínas 
del lactosuero 

1,3-2 

ND 

ND 

1,2-1,5 

ND 

ND 

0,9-1,3 

0,3-0,4 

0,6-0,7 

Lípidos 2,6-3,4 3,2-3,7 3-4,2 

Lactosa 6,6-6,7 6,6-6,9 6,7-7,8 

Oligosacáridos  ND ND 1 

Cenizas 0,1 0,2 0,2 

ND: no se han encontrado datos publicados. 

La composición de la leche humana está influenciada por múltiples factores, genéticos, 

fisiológicos, el periodo de lactación, los hábitos alimentarios e incluso la contaminación 
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ambiental, todos ellos responsables de las diferencias entre individuos (Sousa et al., 2014; 

Wojcik et al., 2009). 

En la leche humana, las proteínas mayoritarias son las caseínas y las proteínas del 

lactosuero, que suponen aproximadamente el 30-40% y el 60-70% de las proteínas totales, 

respectivamente. Tal y como se muestra en la Tabla 15, las proteínas mayoritarias del 

lactosuero humano son la α-LA, la LF, las Igs, la LYZ, la SA y la lipasa estimulada por sales 

biliares o BSSL (bile salt-stimulated lipase) (Guo, 2014).  

Tabla 15. Concentración de las principales proteínas de la leche humana madura (Guo, 2014; 
Liu y Newburg, 2013; Shi et al., 2011). 

Caseínas Contenido en leche (g/L) % Total caseínas 

β 0,8-4,6 85 

κ 0,1-4,6 15 

Proteínas del 
lactosuero Contenido en leche (g/L) % Total proteínas 

del lactosuero 

α-LA 0,6-2,4 26 

LF 1-2 26 

Igs: 
IgA 
IgG 
IgM 

 
0,2-1 
0,2 
0,08 

 
16 
ND 
ND 

LYZ 0,2-0,4 10 

SA 0,2 10 

BSSL 0,1-0,2 ND 

Proteínas de 
la MFGM Contenido en leche (g/L) % Total proteínas 

de la MFGM 

MUCs 0,07-0,7 ND 

LDH 0,09 ND 

BTN 0,04 ND 

ND: no se han encontrado datos publicados. 

Las proteínas de la MFGM, incluyendo las MUCs, la LDH y la BTN, representan menos 

del 5% del total de proteínas de la leche humana (Peterson et al., 2013). Si bien las principales 

características y propiedades de las proteínas lácteas se han descrito con anterioridad en los 
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apartados 2.2 y 2.3 del presente documento, en el punto 2.6.2 se ha incluido una breve revisión 

de la actividad biológica de las proteínas de la leche humana.  

La grasa es el componente de mayor variabilidad en la leche humana y se caracteriza por su 

alto contenido en los ácidos palmítico y oleico. El contenido en ácidos grasos poliinsaturados 

depende fundamentalmente de la dieta materna (Ballard y Morrow, 2013). El mecanismo de 

secreción de los lípidos de la leche en forma de glóbulos de grasa rodeados por la MFGM, así 

como las propiedades físico-químicas, nutricionales e inmunológicas atribuidas, se mantiene 

entre especies, incluida la humana (Garcia y Innis, 2013). 

Los carbohidratos de la leche humana favorecen el crecimiento de la microbiota 

bifidogénica y actúan como receptores de agentes patógenos, previniendo el ataque de éstos a la 

mucosa intestinal. Aunque el principal azúcar de la leche es la lactosa, contiene también 

alrededor de 1 g de oligosacáridos/100 mL (Morgan, 2006). 

Por otra parte, la leche humana contiene gran cantidad de micronutrientes cuya 

composición depende de la dieta y de las reservas corporales de la madre. Entre ellos destacan 

las vitaminas A, B1, B2, B6, B12 y los minerales calcio y fósforo (Ballard y Morrow, 2013). 

2.6.2. Actividad biológica de las proteínas de la leche humana 

Aunque inicialmente se pensaba que la leche humana solamente aportaba nutrientes al 

recién nacido, en la actualidad está ampliamente aceptado que incluye además un amplio 

espectro de componentes bioactivos, responsables de múltiples beneficios para el lactante 

(Hendricks y Guo, 2014). En particular, la fracción proteica de la leche humana desempeña un 

papel importante en su bioactividad (Lönnerdal, 2016). En la Tabla 16 se incluye un resumen 

de la actividad biológica exhibida por las principales proteínas de la leche humana.  

Uno de los mecanismos de protección atribuidos a la leche humana está asociado a su 

contenido en compuestos glicoconjugados, principalmente oligosacáridos (Kunz et al., 2014) y 

glicoproteínas (Liu y Newburg, 2013). Estos grupos glicosilados pueden actuar como receptores 

señuelo, dificultando la unión de agentes patógenos, como bacterias, virus y levaduras, a la 

superficie celular y la posterior infección (Peterson et al., 2013). Esta actividad protectora 

reduce el riesgo de procesos como enterocolitis, gastroenteritis, infecciones respiratorias y 

enfermedades de base inmunológica, entre otros. Se ha demostrado, además, que algunas 

proteínas de la leche humana promueven el crecimiento y desarrollo de la microbiota intestinal, 

facilitan la digestión y absorción de nutrientes como el hierro, el calcio y la vitamina B12, y 

proporcionan protección inmunitaria frente a antígenos específicos (Lönnerdal, 2016).  
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Tabla 16. Actividad biológica de las principales proteínas de la leche humana (Ballard y 
Morrow, 2013; Hendricks y Guo, 2014; Liu y Newburg, 2013; Lönnerdal, 2016). 

Proteína  Actividad biológica 

LF Bacteriostática; bactericida; antivírica; antifúngica; inmunomoduladora; 
diferenciación y proliferación celular; antioxidante. 

α-LA Prebiótica; antibacteriana; antivírica; inmunoestimuladora; absorción de 
hierro y zinc; biosíntesis de lactosa. 

IgA Transferencia de inmunidad; anticuerpos frente a bacterias y virus. 

LYZ Actividad antibacteriana.  

BSSL Hidrólisis de triglicéridos; absorción de grasa; actividad antibacteriana, 
antivírica y antiprotozoica. 

Caseína-β Actividad opioide; absorción de calcio; antibacteriana. 

Caseína-κ Actividad antibacteriana y prebiótica. 

MUCs Actividad antibacteriana y antivírica. 

LDH Actividad antibacteriana, antivírica y antiinflamatoria. 

BTN Formación de la MFGM. 

 

Entre las proteínas bioactivas de la leche humana se incluyen también diversos factores de 

crecimiento, como el factor de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento transformante 

alfa, y el factor de crecimiento similar a la insulina. Estos factores estimulan la proliferación de 

células intestinales y la formación de la barrera mucosa en el recién nacido (Donovan y Odle, 

1994; Kobata et al., 2008).  

A pesar del potencial de la leche humana como fuente de proteínas bioactivas, su 

purificación a partir de leche presenta problemas importantes de seguridad, ya que puede haber 

contaminación con patógenos humanos, y de limitación en la fuente de obtención (Wakabayashi 

et al., 2006). Así, en los últimos años se han realizado importantes investigaciones para la 

producción de proteínas como la lactoferrina o la lisozima en varios sistemas biológicos, 

incluyendo vacas y ratones transgénicos, células de riñón de hámster, células de insecto, 

baculovirus, cultivos fúngicos de Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus awamori, y plantas 

como el tabaco, el maíz y el arroz (Conesa et al., 2010a), algunas de ellas de uso comercial. 

En la mayoría de estudios se ha observado que la estructura de la lactoferrina humana 

recombinante (rhLF) es prácticamente idéntica a la de la LF nativa de leche humana, aunque 

existen algunas diferencias en cuanto al tipo y grado de glicosilación (Baker y Baker, 2004; 

Conesa et al., 2010; Samyn-Petit et al., 2001). Además, la rhLF mantiene las actividades 
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biológicas propias de la LF humana nativa, como la capacidad de unir hierro y la actividad 

antimicrobiana (Conesa et al., 2009; Ward et al., 1995). Por otra parte, se ha observado que la 

resistencia a la digestión enzimática y al tratamiento térmico, así como el comportamiento frente 

a distintos pHs, son similares entre la rhLF y la LF nativa obtenida de leche humana (Nandi et 

al., 2002; Suzuki et al., 2003). 

2.6.3. Bancos de leche humana 

Un banco de leche es el centro sanitario establecido para la recogida de leche humana en el 

que se procesa, almacena y distribuye, con todas las garantías sanitarias, a los pacientes que la 

precisen (AEBLH, 2018; Baumer, 2004). 

Tal y como se ha comentado anteriormente, la leche humana es el mejor alimento para el 

recién nacido, ya que aporta los nutrientes que necesita para un crecimiento y desarrollo 

saludables, además de reforzar el sistema inmunológico y protegerle de numerosas 

enfermedades. A pesar de esto, y aún siendo especialmente beneficiosa para los recién nacidos 

prematuros, con bajo peso al nacimiento o con ciertas enfermedades, no todos los lactantes 

pueden recibir la leche de sus madres, ya sea porque no producen leche suficiente, por 

incompatibilidad laboral, por enfermedad, por estar recibiendo tratamiento farmacológico, o por 

fallecimiento. En estos casos, la leche de banco supone la mejor alternativa para los lactantes, 

con preferencia frente a las leches de fórmula, al menos durante los primeros 6 meses de vida, 

según recomendaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2009). 

El objetivo de los bancos de leche es asegurar la alimentación con leche humana de todos 

los bebés prematuros o recién nacidos que la necesiten por prescripción médica y que no pueden 

ser amamantados por su propia madre. Puede ser donante de leche materna, de forma altruista, 

cualquier mujer que goce de buena salud, que haya sido madre hace menos de seis meses y esté 

lactando. Las indicaciones más comunes para prescribir leche de banco son nutricionales 

(prematuridad, síndrome de malabsorción, errores metabólicos y nutrición posquirúrgica), 

terapéuticas (enfermedades infecciosas, inmunodeficiencias, trasplante de órganos, 

enfermedades crónicas) y/o preventivas (enterocolitis crónica necrotizante, alergia a proteínas 

de la leche de vaca, terapia inmunosupresora) (AEBLH, 2018; Guo y Ahmad, 2014b). 

Los bancos de leche han estado operativos en Europa desde 1909. A pesar de que su 

popularidad y uso disminuyó durante los años 80, coincidiendo con la emergencia del VIH y el 

desarrollo de fórmulas para alimentación infantil, en la actualidad se encuentran extendidos por 

todo el mundo, con una tendencia creciente en interés, inversión y creación de nuevos bancos 

(Guo y Ahmad, 2014b). De hecho, tal y como puede observarse en la Figura 14, existen en la 

actualidad 225 bancos de leche activos en Europa, y 16 están en proceso de creación (EMBA, 
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2018). En España existen actualmente 10 bancos de leche activos, más uno en proceso de 

creación, en los que más de 1.550 madres donaron, en el año 2016, más de 7.400 L de leche, de 

los que se beneficiaron 2.281 neonatos, en su mayoría prematuros de muy bajo peso, en 43 

hospitales (AEBLH, 2018). 

 

Figura 14. Bancos de leche materna en Europa: distribución por países (EMBA, 2018). 

La extracción, recogida, conservación y tratamiento de la leche debe seguir unas estrictas 

guías internacionales de actuación para garantizar una adecuada seguridad sanitaria y 

microbiológica, así como una calidad nutricional óptima (Moltó-Puigmartí et al., 2011). Así, las 

donantes reciben un extractor manual, envases de recogida estériles, etiquetas identificativas y 

un manual de instrucciones para realizar correctamente el proceso. La leche se almacena en 

congelación hasta su envío al banco, que debe realizarse en un plazo máximo de 15 días desde 

su obtención (AEBLH, 2018). En el banco, la leche recibida se mantiene congelada hasta su 

pasteurización, normalmente a 62,5 ºC durante 30 min (equivalente a la pasteurización LTLT), 

que garantiza la calidad higiénica de la leche (Arslanoglu et al., 2010). Una vez pasteurizada, la 

leche se conserva en congelación debidamente etiquetada hasta su envío a los hospitales, donde 

se administrará bajo prescripción médica a los bebés que la necesiten (Tully et al., 2001; 

Updegrove, 2005). Durante el procesado y almacenamiento de la leche se realizan controles de 

su calidad nutricional (Leaf y Winterson, 2009). 
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Si bien el proceso de pasteurización elimina los microorganismos patógenos de la leche, 

como virus y bacterias, diversos estudios han demostrado que también puede reducir el 

contenido de macronutrientes de la leche y alterar su adecuación a las necesidades específicas 

de los niños prematuros (Modi, 2006; Tully et al., 2001). De hecho, se ha descrito una pérdida 

del 3,9% de proteína, y del 5,5% de lípidos de la leche, sin efecto en la concentración de lactosa 

(Vieira et al., 2011). La pasteurización afecta también a diversos componentes nutricionales e 

inmunológicos de la leche humana, aunque muchas enzimas, hormonas y factores de 

crecimiento permanecen intactos o se alteran mínimamente (Koenig et al., 2005). Diversos 

estudios han demostrado, en cambio, que el tratamiento térmico induce la pérdida de algunos 

componentes de la leche humana, como las Igs, LF y LYZ, tanto en términos de concentración 

(Peila et al., 2016) como de actividad biológica (Chantry et al., 2011; Conesa et al., 2009; 

Silvestre et al., 2008). 

Como consecuencia de ello, en los últimos años está creciendo el interés en desarrollar 

métodos alternativos para la higienización de la leche humana, capaces de garantizar la calidad 

sanitaria manteniendo una mayor calidad nutricional y el potencial bioactivo. Así, diversos 

estudios han apuntado al uso del tratamiento térmico HTST o al empleo de HHP (Giribaldi et 

al., 2016; Mayayo et al., 2016; Peila et al., 2017). 

2.6.4. Fórmulas infantiles 

La fórmula infantil se define como un alimento adecuado para sustituir parcial o totalmente 

a la leche humana, cubriendo los requerimientos nutricionales del lactante (Koletzko et al., 

2005). Aunque la leche materna es el alimento óptimo para la nutrición y desarrollo del recién 

nacido hasta los 6 meses, en muchas ocasiones la madre no puede o no quiere dar lactancia. En 

estos casos, y a excepción de aquellos en los que se prescribe la administración de leche humana 

de bancos, normalmente se suele emplear la lactancia artificial mediante fórmulas infantiles, que 

pueden ser de diversos tipos (Guo y Ahmad, 2014c). En la Tabla 17 se incluyen los 

componentes y usos de los principales tipos de fórmulas infantiles.  

  



Revisión bibliográfica 

- 78 - 

Tabla 17. Componentes y usos de los principales tipos de fórmulas infantiles (Guo y Ahmad, 
2014c; Lemale, 2014; Packard, 1982). 

Fórmulas Componentes principales Usos 

Basada en leche 
de vaca 

La leche de vaca se enriquece en proteínas 
del lactosuero > 22% (p/p). 
Suplementación con lactosa, aceites 
vegetales y otros minerales. 

Opción más adecuada y 
habitual para la mayoría 
de niños. 

Basada en soja 

La soja es la única fuente proteica.  
No contiene lactosa. Jarabe de glucosa 
como principal carbohidrato. 
Grasa de origen vegetal. 
Adición de L-metionina, hierro y zinc. 

Niños con galactosemia e 
intolerancia a la lactosa. 
Alergia a las proteínas de 
la leche de vaca. 
Dietas sin proteínas 
animales por razones 
religiosas o éticas. 

Hipoalergénica Los hidrolizados de proteínas (aminoácidos 
libres) suponen la única fuente de proteína. 

Niños con alergias a 
proteínas leche de vaca. 

Sin lactosa Basada en leche de vaca. 
Sustitución de lactosa por maltodextrina. 

Niños con galactosemia e 
intolerancia a la lactosa. 

Otras 

Fórmulas antirregurgitación/antirreflujo: 
empleo de agentes espesantes como 
almidón y gomas. 
Fórmulas para niños con infrapeso: mayor 
contenido calórico y mineral. 
Fórmulas para niños con problemas 
cardiacos y/o digestivos: inclusión de 
grasas y/o proteínas degradadas, o 
exclusión de determinados componentes. 

Niños con reflujo, 
infrapeso, irritabilidad, 
problemas digestivos, etc. 

 

Se distinguen fórmulas infantiles de iniciación (leche maternizada), destinadas a la 

nutrición del lactante durante los 6 primeros meses de vida, y fórmulas de continuación, de 6 a 

12 meses. Dichas fórmulas presentan una composición que suele estar basada en la leche de 

vaca, suplementada para asemejarse lo más posible a la leche materna (Dalmau et al., 2015). 

Además, en los últimos años las fórmulas han evolucionado para evitar trastornos digestivos del 

lactante o para prevenir la aparición de enfermedades. De hecho, cada fórmula puede 

prescribirse en función del estado fisiológico del lactante o del efecto preventivo buscado 

(Lemale, 2014).  

Así, algunas fórmulas tienen indicaciones médicas reconocidas, como las fórmulas pre-

espesadas en caso de reflujo gastroesofágico (Vandenplas et al., 2009); las fórmulas sin o 

pobres en lactosa en caso de diarrea grave (Brown et al., 1994); las fórmulas hipoalergénicas, 

que contienen proteínas parcialmente hidrolizadas, si existen antecedentes atópicos familiares 

(Agostoni et al., 2008; von Berg et al., 2007); las fórmulas de proteínas extensamente 
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hidrolizadas en caso de alergia a las proteínas de leche de vaca, con aparición de 

manifestaciones clínicas debidas a una respuesta inmunológica anormal (Saarinen et al., 1999); 

fórmulas con proteína aislada de soja y sin lactosa, destinadas a niños con alergia a las proteínas 

de la leche de vaca, intolerancia a la lactosa, galactosemia y dietas vegetarianas (Bhatia y Greer, 

2008); fórmulas que contengan probióticos, prebióticos o fermentos lácticos en caso de 

estreñimiento o cólicos (Braegger et al., 2011); y fórmulas ricas en caseína en los lactantes 

insaciables (Guo y Ahmad, 2014a; Lemale, 2014). 

La composición de las fórmulas infantiles, tanto maternizadas como de continuación y 

especiales, deben cumplir con las recomendaciones de la Sociedad Europea de 

Gastroenterología, Hepatología y Nutrición Pediátrica (Koletzko et al., 2005), así como del 

Reglamento (UE) 2016/127 de la Comisión en lo que respecta a los requisitos específicos de 

composición e información aplicables a los preparados para lactantes y preparados de 

continuación, así como a los requisitos de información sobre los alimentos destinados a los 

lactantes y niños de corta edad (DOUE, 2016). Los fabricantes tienen que ceñirse a la normativa 

europea, no pudiendo variar la proporción de los constituyentes de las preparaciones infantiles. 

En la Tabla 18 se muestra la composición media de los principales tipos de fórmulas infantiles.  

La mayoría de las leches de fórmula infantiles son fabricadas a partir de leche de vaca, y 

las cantidades y proporciones de los macronutrientes, minerales, vitaminas y aporte energético 

se ajustan, lo mejor posible, en base a la composición media de la leche materna.  

Las proteínas presentes mayoritariamente en estas preparaciones infantiles son las caseínas 

y las proteínas del lactosuero (Guo y Ahmad, 2014c). Las leches infantiles deben contener las 

mismas cantidades de cada aminoácido esencial y de algunos aminoácidos semiesenciales que 

las proteínas de la leche materna, para un mismo valor energético. El enriquecimiento en 

proteínas solubles aporta una mayor digestibilidad a la leche y permite tener heces más blandas 

(Dalmau et al., 2015). Aparte de las caseínas y proteínas del lactosuero, en los últimos años se 

ha incrementado el interés en el uso de la MFGM como ingrediente en las fórmulas infantiles, 

debido a su composición en fosfolípidos y glicoproteínas. Estos componentes participan en el 

desarrollo cerebral y mejoran la función cognitiva de los bebés, entre otras funciones (Ross et 

al., 2015). Así, por ejemplo, el Lacprodan® MFGM-10 es un concentrado de proteínas del 

lactosuero enriquecido en MFGM, utilizado en fórmulas infantiles y en nutrición clínica puesto 

que presenta una alta concentración de proteínas y lípidos bioactivos. De hecho, se ha 

demostrado que este producto es capaz de inhibir la infección por rotavirus de células 

intestinales humanas en cultivo (Kvistgaard et al., 2004) y de ejercer un papel como prebiótico 

para Lactobacillus gasseri en niños (Vestman et al., 2013). 
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Tabla 18. Composición (por 100 mL de leche) de los principales tipos de leche infantil de 
fórmula (Bhatia y Greer, 2008; Guo y Ahmad, 2014c; Jardí et al., 2015; Koletzko et al., 2005; 
Lemale, 2014; Reche et al., 2010). 

Componente 
Basada en leche de vaca Basada en 

soja Hipoalergénica 
Inicio Continuación 

Energía (Kcal) 66-70 63-70 67 68-71 

Proteínas (g) 
Caseínas (%) 
Proteínas del  
lactosuero (%) 

1,2-1,6 
30-60 

 
40-70 

1,3-1,8 
40-83 

 
17-60 

1,6-1,9 
0 
 

0 

1,7-2 
ND 

 
ND 

Lípidos (g) 
Ác. linoleico (g) 
Ác. linolénico (mg) 

3,1-3,7 
0,3-0,6 
46-101 

2,7-3,6 
0,3-0,7 
48-101 

3,4-3,6 
0,5 
65 

3,1-3,6 
0,4-0,7 
60-90 

Carbohidratos (g) 
Lactosa (%) 
Maltodextrina (%) 

7-8,8 
40-100 

0-60 

7,4-9,3 
40-100 
0-60 

6,9-7,4 
0 

ND 

7,9-8,3 
ND 

6,3-8,3 

Minerales (mg) 
Sodio 
Potasio 
Calcio 
Fósforo  
Hierro 

 
16-32 
53-92 
43-70 
23-53 
0,7-0,9 

 
16-34 
50-83 
29-50 

0,7-1,4 
ND 

 
20 
65 
50 
30 
0,8 

 
26-38 
60-93 
63-83 
35-51 

0,8-1,1 

Vitaminas 
Retinol (µg) 
Vitamina D (µg)  
Vitamina C (mg) 
Ácido fólico (µg) 
Tiamina (µg) 
Riboflavina (µg) 
Vitamina B12 (µg) 

 
58-81 
0,6-1,7 
7,1-13 
5,5-14 
40-70 
80-170 
0,1-0,2 

 
59-81 

0,6-2,1 
7-14 

1,4-2,3 
50-120 
40-120 
0,5-1,5 

 
70 
1,2 
9,1 
10 
60 
90 
0,1 

 
63-65 

1,1-1,7 
7-7,3 

5,6-15 
70-80 

80-120 
0,3 

ND: no se han encontrado datos publicados. 

Las fórmulas infantiles están constituidas esencialmente por grasas vegetales, ácido 

linoleico y ácido linolénico, que son precursores de la familia de los omega-3 y omega-6, con 

papeles destacados en el desarrollo del sistema nervioso central, el funcionamiento de la retina y 

la transmisión de información al cerebro del bebé (Campoy et al., 2012; Mendonca et al., 2017). 

Además, tienen una composición mixta de glúcidos de alrededor de un 75% de lactosa y un 

25% de dextrina-maltosa. Algunas leches sólo contienen lactosa, lo que las asemeja a la 

composición de la leche materna. Una parte de la lactosa no se digiere y experimenta una 

fermentación con formación de ácidos orgánicos que pueden mejorar el tránsito intestinal en los 

lactantes, pero también favorecen la distensión y los cólicos (Tamayo et al., 1997). 
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Tal y como se muestra en la Tabla 18, la composición de las fórmulas de continuación 

difiere muy poco de la de las fórmulas de inicio, por lo que algunas marcas fabrican fórmulas 

únicas de 0-12 meses (Jardí et al., 2015). Las fórmulas de continuación suelen presentar mayor 

cantidad de glúcidos y proteínas, menor contenido en lípidos, calcio y fósforo, y deben estar 

suplementadas con hierro. Además, la proporción caseína/proteínas solubles es más elevada 

(Lemale, 2014).  

En las fórmulas a base de soja, el componente proteico se obtiene de la proteína purificada 

de la soja, la cual es tratada posteriormente con calor para reducir la actividad de los inhibidores 

de tripsina y hemaglutininas. Son fórmulas de origen vegetal y, por lo tanto, no contienen 

lactosa, sino polímeros de glucosa. Estas fórmulas deben ser suplementadas con metionina y L-

carnitina, componentes de los que la soja carece, y enriquecidas con hierro y zinc, debido a su 

baja biodisponibilidad por el alto contenido en fitatos quelantes (Bhatia y Greer, 2008; Leung y 

Otley, 2009). 

En las fórmulas hipoalergénicas, las proteínas de la leche (caseína, proteínas del suero, o 

ambas) o de origen diferente (como proteína de soja o arroz), son tratadas con calor e hidrólisis 

enzimática, y posteriormente ultrafiltradas, obteniendo así una mezcla de oligopéptidos y 

aminoácidos. Además, habitualmente se sutituye la lactosa por maltodextrina o polímeros de 

glucosa y se suplementan con taurina y L-carnitina (Host y Halken, 2004; Reche et al., 2010). 

Las fórmulas infantiles pueden presentarse como productos en polvo, como líquidos 

concentrados o en preparaciones listas para su uso. En todos los casos, las fórmulas se obtienen 

mezclando los diversos componentes, con posterior homogeneización y pasteurización. En 

función del formato, se incluye una etapa final de concentración, secado por atomización 

(pulverización) o esterilización. Se sabe que estos procesos pueden desencadenar interacciones 

y/o redistribución de componentes de las fórmulas (Hendricks y Guo, 2014b). Así, diversos 

estudios han descrito que los tratamientos térmicos durante el procesado de fórmulas infantiles 

inducen interacciones entre las caseínas y las proteínas del lactosuero (Dalgleish, 1990; Hines y 

Foegeding, 1993). Estas interacciones se han asociado con la redistribución de nutrientes, como 

nitrógeno o minerales asociados a las caseínas, y la consiguiente pérdida de propiedades 

nutritivas y funcionales de las fórmulas (Clydesdale et al., 1991), lo que es especialmente 

relevante teniendo en cuenta los altos estándares demandados para estos productos.  
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2.7. Rotavirus  

2.7.1. Estructura 

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae, y se caracterizan por tener una cápside 

multicapa icosahédrica y sin envoltura, que mide 65-75 nm de diámetro. Tal y como puede 

observarse en el esquema realizado por Matthijnssens y Desselberger (2012) (Figura 15), las 

partículas de rotavirus están formadas por una triple capa de proteínas que rodean el genoma 

viral, que está compuesto por 11 segmentos de ARN bicatenario. A estas partículas se les 

denomina partículas de triple capa (TLPs, triple layered particles) (Estes y Greenberg, 2013).  

 

Figura 15. Representación esquemática de la estructura de la partícula de rotavirus 
(Matthijnssens y Desselberger, 2012). La explicación a las imágenes A-G se incluye en el texto. 
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Los diferentes segmentos de ARN codifican las 6 proteínas estructurales (VP1-VP6), que 

forman la triple capa de las partículas víricas, y las 6 proteínas no estructurales (NSP1-NSP6), 

que son esenciales para la replicación de los virus.  

En la Figura 15-A se representa una electroforesis en la que se muestra a la izquierda los 

segmentos de ARN viral numerados según su migración en el gel, frente a las proteínas que 

codifican, en la parte derecha. Los genes 7, 8 y 9 tienen un tamaño similar, por lo que aparecen 

casi solapados en el gel. El gen 11 codifica la síntesis de las proteínas no estructurales NSP5 y 

NSP6 (Harrison y Dormitzer, 2016). 

La capa externa de las TLPs (Figura 15-B) está compuesta por 780 trímeros de la 

glicoproteína VP7 (en amarillo), que forman una superficie uniforme sobre la que sobresalen 

120 trímeros de la proteína VP4 (en rojo), a modo de espigas (Estes y Greenberg, 2013; 

Pesavento et al., 2006). Repartidos por la cápside existen tres tipos de canales acuosos, 

marcados como I, II y III, cuya función biológica se asocia con el transporte de los metabolitos 

necesarios para la transcripción del ARN viral, así como con la salida de ARN transcrito para 

los procesos de replicación subsiguientes (Estes y Cohen, 1989). 

La capa intermedia está compuesta por 780 trímeros de la proteína VP6 (en azul), mientras 

que la capa interna la forman 120 dímeros de la proteína VP2 (en verde) (Figura 15-C) 

(Mathieu et al., 2001). Las proteínas VP1 y VP3 están unidas, formando el complejo de 

transcripción enzimática (VP1/3, en rojo), que tiene forma estrellada y se localiza en la capa 

interna de VP2 debajo de los canales I (Figuras 15-C y 15-D) (McClain et al., 2010). Las 

partículas de doble capa (DLPs, double layered particles) han perdido la cápside viral pero 

conservan la capa intermedia de VP6 y la interna que protege el material genético (Figura 15-

E). Las DLPs son partículas transcripcionalmente activas. Una de las vías de salida propuestas 

para el ARN mensajero viral es a través de las capas interna e intermedia por los canales tipo I 

(Figuras 15-F y 15-G) (Zhang et al., 2015). 

Las dos proteínas de la cápside viral, VP4 y VP7, son responsables de la interacción inicial 

de las partículas víricas con los receptores celulares y de su posterior entrada en la célula (López 

y Arias, 2004). La infectividad de los rotavirus depende y aumenta con el tratamiento del virus 

con tripsina. Así, se ha demostrado que el tratamiento proteolítico se localiza específicamente 

en la proteína VP4 de la cápside, causando una modificación consistente en la diferenciación 

estructural de dos dominios polipeptídicos, VP5* y VP8* (Arias et al., 1996).  
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En la Figura 16 se puede observar la estructura de la proteína VP4, representada por 

Settembre et al. (2011). El dominio N-terminal VP8* (en magenta) contiene dos fragmentos (a y 

b); mientras que el dominio C-terminal VP5* está formado por tres fragmentos, a (en amarillo), 

b (en rojo) y c (en naranja), unidos por una triple cadena en forma de espiral (c-c, en cian) 

(Harrison y Dormitzer, 2016). La proteína VP4 está encajada en la cápside externa formada por 

la VP7 y contacta con los trímeros de VP6 de la capa intermedia (Settembre et al., 2011). 

 

Figura 16. (A) Estructura de la proteína VP4 y sus dominios VP5* y VP8*. (B) Vista 
transversal de una TLP. La proteína VP4 contacta con las proteínas VP6 y VP7 (Settembre et 
al., 2011). 

Las características y funciones principales de las proteínas estructurales y no estructurales 

de los rotavirus se incluyen en la Tabla 19. 
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Tabla 19. Características y funciones principales de las proteínas estructurales (VP) y no 
estructurales (NSP) de los rotavirus (Estes y Greenberg, 2013; Pesavento et al., 2006). 

Gen Proteína Peso molecular 
(kDa) 

Localización 
capa 

(copias/virión) 
Función 

1 VP1 125 Interna (12) ARN polimerasa, unión de ARN, 
interacción con VP2 y VP3 

2 VP2 95 Interna (120) Unión de ARN, interacción con 
VP1 

3 VP3 88 Interna (12) Guanilil y metil transferasa, unión 
de ARN, interacción con VP1 

4 VP4 
(VP5*+VP8*) 

85 
(58+27) Externa (120) 

Hemaglutinina, antígeno de 
neutralización (P-tipo), virulencia, 
infectividad, unión celular 

5 NSP1 53 No estructural Unión de ARN, antagonista de la 
respuesta a interferones 

6 VP6 45 Intermedia 
(780) 

Trímero hidrofóbico, antígeno de 
grupo y subgrupo 

7 NSP3 34 No estructural Translación de ARNm, unión de 
ARN 

8 NSP2 35 No estructural 

Replicación y empaquetado del 
genoma, constituyente principal 
del viroplasma, NTPasa, unión de 
ARN, interacciona con NSP5 

9 VP7 34 Externa (780) 

Glicoproteína integral del retículo 
endoplasmático rugoso, antígeno 
de neutralización (G-tipo), unión 
del Ca++ 

10 NSP4 20 No estructural 
Glicoproteína integral del retículo 
endoplasmático rugoso, papel en 
morfogénesis, enterotoxina viral 

11 NSP5 26 No estructural 

Constituyente del viroplasma, 
NTPasa, unión de ARN, 
interacciona con NSP2, proteína 
quinasa 

11 NSP6 11 No estructural Constituyente del viroplasma,  
interacciona con NSP5 
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2.7.2. Clasificación 

Los rotavirus presentan tres importantes especificidades antigénicas, lo que permite 

clasificarlos en grupos, subgrupos y serotipos (Bányai y Pitzer, 2016). En base a la especificidad 

conferida principalmente por la proteína VP6, los rotavirus se clasifican en ocho grupos, de la A 

a la H. Los rotavirus asociados a las infecciones en seres humanos y otros mamíferos se 

encuadran mayoritariamente en el grupo A, por lo que el estudio y desarrollo de vacunas se ha 

dirigido principalmente a este grupo (Matthijnssens et al., 2012; Mihalov-Kovács et al., 2015). 

La especificidad de subgrupo también está determinada por la proteína VP6 y se ha usado para 

caracterizar las propiedades antigénicas de diversas cepas de rotavirus en estudios 

epidemiológicos. La mayoría de rotavirus implicados en infecciones a seres humanos 

pertenecen a los subgrupos I o II (Hoshino y Zapikian, 2000).  

La diferenciación de serotipos está determinada por las proteínas de la cápside externa, 

VP4 y VP7, que presentan epítopos específicos responsables de producir una respuesta 

antigénica específica (anticuerpos neutralizantes), en ensayos de neutralización (Greenberg et 

al., 1983). En base a estas especificidades, se emplea una nomenclatura dual para designar a las 

diferentes cepas de rotavirus. Así, las variantes antigénicas de la VP7 se designan con la letra G 

(puesto que la VP7 es una glicoproteína) seguida de un número (p. ej. G1). Las variantes 

antigénicas de la VP4 se distinguen con una P (puesto que la VP4 es sensible a las proteasas) 

seguida de un número (p. ej. P1) (Estes y Greenberg, 2013).  

El hecho de que las características antigénicas de los serotipos G y P se corresponda con 

determinadas secuencias aminoacídicas, ha permitido introducir un sistema de genotipado 

(robusto sólo para los rotavirus del grupo A), que complementa al serotipado en la clasificación 

de los rotavirus (Matthijnssens et al., 2008). En el caso de la VP7, la correspondencia entre 

serotipo y genotipo es idéntica, por lo que se mantiene sólo la nomenclatura del serotipo (p. ej. 

G1). En cambio, en el caso de la VP4, se han observado discrepancias entre serotipo y genotipo, 

lo que ha obligado a adaptar la forma de designarlos. Así, el serotipo se nombra como una P 

seguida de un número y, a continuación, el genotipo se designa con un número entre corchetes 

(p. ej. P3[9]) (Estes y Greenberg, 2013; Hoshino y Zapikian, 2000).  

Hasta la fecha, se han descrito 27 genotipos G y 37 genotipos P distintos en seres humanos 

y animales (Trojnar et al., 2013). La mayoría de rotavirus que provocan gastroenteritis en 

humanos pertenecen a los genotipos G1P[8] (38% del total), G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8], 

y G12P[8] (Bányai et al., 2012; Dóró et al., 2014). Con respecto a los rotavirus bovinos, se han 

encontrado al menos 9 genotipos G (G1-4, 6-8, 10, 11) y 3 genotipos P (P1, P5 y P11), si bien 

los más predominantes son G6, G10, P[5] y P[11], siendo G6P[11] la combinación más 
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frecuente (Alkan et al., 2010; Suocheng et al., 2013). No se han observado diferencias en la 

severidad de las infecciones provocadas por genotipos diferentes (Bányai et al., 2012). 

2.7.3. Infección y replicación 

Los rotavirus infectan de manera muy específica los enterocitos maduros del epitelio 

velloso del intestino delgado (Bishop, 2009), causando un daño severo en las microvellosidades 

y provocando malabsorción y pérdida de fluidos (Navarro et al., 2016). La entrada de los 

rotavirus en las células epiteliales es un proceso multietapa en el que están involucradas las dos 

proteínas de la cápside externa del virus, VP4 y VP7, y múltiples componentes de la superficie 

celular, incluyendo glicanos, ácidos siálicos, integrinas, la proteína de choque térmico 70 

(hsc70), antígenos de grupo histo-sanguíneo o HBGAs (histo-blood group antigens) y algunos 

gangliósidos, que actúan como receptores celulares en la unión del virus a la célula y en etapas 

posteriores de la infección (Isa et al., 2008, 2006; Martínez et al., 2013).  

La unión del rotavirus a la célula es una etapa crítica en la infección. Diversos estudios han 

evidenciado que las cepas de rotavirus difieren en su afinidad por los glicanos de la superficie 

celular, especialmente por los receptores que contienen ácido siálico (Arias et al., 2016; Prasad 

et al., 2014; Yu y Blanchard, 2014). La unión a la célula, y su posterior infección, mediada por 

algunas cepas de rotavirus animales, se reduce significativamente tras eliminar el ácido siálico 

de la superficie celular mediante tratamiento con neuraminidasa (NA), por lo que se clasifican 

como cepas sensibles a NA. En cambio, otras cepas de rotavirus animales y la mayoría de cepas 

humanas se clasifican como cepas resistentes a NA, puesto que su unión a las células y su 

infectividad no se ven afectadas por el tratamiento con NA (Arias et al., 2016). 

La infectividad de los rotavirus se incrementa tras exponerse a la acción de proteasas 

intestinales, principalmente tripsina, que provocan un cambio conformacional en la proteína 

VP4, exponiendo sus dominios funcionales N-terminal VP8* y C-terminal VP5*, que 

permanecen unidos al virus (Rodríguez et al., 2014) y favorecen su penetración en la célula 

(Arias et al., 1996; Rodríguez et al., 2014).  

El dominio VP8*, localizado en la parte superior o cabeza de la proteína viral VP4, es el 

que más varía entre las estructuras proteicas de las diferentes cepas de rotavirus (Coulson, 

2015). Interviene en la interacción inicial entre la partícula viral y la célula, uniéndose a 

glicanos de la superficie celular, como ácidos siálicos terminales e internos, gangliósidos y 

HBGAs. La VP8* está también implicada en la apertura de las uniones estrechas intercelulares, 

lo que facilita el acceso de los rotavirus a los receptores celulares (Torres-Flores et al., 2015).  
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El dominio VP5* y la proteína VP7 intervienen, en cambio, en interacciones posteriores de 

la partícula viral con diversas moléculas de la superficie celular (López y Arias, 2004; Zárate et 

al., 2000b). Así, la VP5*, que conforma la mayoría del cuerpo o parte central, y del pie o parte 

inferior de la proteína VP4, expone un dominio hidrofóbico importante en la fase de penetración 

en la membrana de la célula hospedadora (Abdelhakim et al., 2014). Muchos rotavirus usan la 

VP5* para unirse a la integrina α2β1 de la superficie celular y facilitar la infección (Graham et 

al., 2006). Por otra parte, la proteína VP7 participa en la entrada del virus a la célula mediante 

interacción con las integrinas αxβ2 y αvβ3 (Graham et al., 2003; Guerrero et al., 2000a), si bien 

en algunos tipos de células también están implicadas las integrinas α4β1/7 (Coulson et al., 1997; 

Graham et al., 2005).  

Los microdominios lipídicos de la membrana celular, así como la proteína hsc70, parecen 

participar también en el complejo proceso de entrada de los rotavirus en la célula, posiblemente 

mediante su interacción con las integrinas y los receptores glicosilados (Fleming et al., 2014; 

Guerrero et al., 2000b; Isa et al., 2004). A pesar de estas observaciones, el papel de los 

receptores celulares en la infección por rotavirus no se conoce con precisión. De hecho, todavía 

se desconoce cuáles son los receptores necesarios para que se produzca una infección eficiente, 

si los receptores interaccionan con los mismos sitios de los dominios VP8* y VP5* virales, o 

cuál es la causa de la divergencia entre cepas, en lo que respecta a su afinidad por los glicanos 

(Coulson, 2015). 

En la Figura 17 se muestra el esquema del ciclo de replicación del rotavirus, realizado por 

Champoux et al. (2010). Tal y como puede observarse, la replicación eficiente requiere la 

fragmentación proteolítica de la proteína VP4 de la cápside externa del virus, que ocurre en el 

tracto gastrointestinal, provocando un cambio conformacional que favorece su unión a los 

receptores celulares. Tras esta interacción inicial del rotavirus con los receptores celulares, la 

partícula vírica completa (TLP) pierde la cápside externa (VP7 y VP4), dando lugar a una 

subpartícula vírica de doble capa (DLP) que se internaliza en el citoplasma celular bien por 

penetración directa o por endocitosis dependiente de la concentración de calcio (Isa et al., 2008; 

Pando et al., 2002). Las diferentes cepas de rotavirus penetran en las células mediante vías 

endocíticas diversas. Así, la cepa de simio RRV se internaliza mediante endocitosis dependiente 

de dinamina y de la presencia de colesterol en la superficie celular, mientras que la penetración 

de otras cepas como la humana Wa o la bovina UK ocurre por endocitosis mediada por clatrina 

(Arias et al., 2016; Gutiérrez et al., 2010). 

La DLP no es infectiva pero sí es transcripcionalmente activa (Settembre et al., 2011). Una 

vez en el citoplasma celular, la DLP dirige la transcripción y síntesis del nuevo genoma viral, 

con 11 segmentos de ARN bicatenario. Estos son traducidos, produciendo proteínas que 

influencian los procesos de la célula hospedadora, dirigen la formación de los viroplasmas, y 
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asisten en la replicación del genoma viral y en el ensamblaje de las nuevas partículas víricas 

(Navarro et al., 2016).  

 

Figura 17. Esquema del ciclo de replicación del rotavirus (Champoux et al., 2010).  

Los viroplasmas son estructuras especializadas que se localizan en el citoplasma celular y 

requieren componentes lipídicos para su formación, además de la participación esencial de las 

dos proteínas no estructurales NSP2 y NSP5 (Eichwald et al., 2012). En el viroplasma, los 

ARNs virales interaccionan con la proteína VP1 (polimerasa viral) y con la VP3 (ARN 

transferasa), y tiene lugar su ensamblaje y la síntesis de ARN bicatenario. Posteriormente, la 

proteína VP2 conforma la envoltura del núcleo, encerrando al complejo de VP1-VP3-ARN. 

Todavía en el viroplasma, los nuevos núcleos interaccionan con la proteína VP6 formando las 

DLPs, que migran hacia el retículo endoplasmático debido a la afinidad de la VP6 hacia la 

proteína transmembrana NSP4. La formación de la partícula de triple capa (TLP) se completa en 

el retículo endoplasmático. Aquí, las DLPs adquieren una envoltura transitoria durante la 

gemación y unen las proteínas de la cápside VP4 y VP7. Por último, las TLPs son liberadas del 

retículo endoplasmático mediante transporte vesicular no clásico y abandonan la célula por lisis 

(Champoux et al., 2010; Estes y Greenberg, 2013). 



Revisión bibliográfica 

- 90 - 

2.7.4. Cuadro clínico 

Tal y como puede observarse en el esquema realizado por Glass (2006) (Figura 18), el 

rotavirus entra en el cuerpo a través de la boca, desde el aire o alguna superficie contaminada. 

El virus se trasmite por vía fecal-oral a través de las heces de las personas infectadas antes y 

después de que presenten síntomas de la enfermedad, cuyo periodo de incubación es de menos 

de 48 h (Uhnoo et al., 1986). Diversos estudios han demostrado que los rotavirus permanecen 

viables en superficies de vidrio, plástico y acero inoxidable durante más de 10 días a 

temperatura ambiente (Ansari et al., 1991), localizándose también en picaportes de aseos, 

objetos domésticos, juguetes y manos (Akhter et al., 1995). Además, se han asociado múltiples 

brotes de gastroenteritis causada por rotavirus al consumo de agua contaminada, y algunos se 

han atribuido al consumo de alimentos como lechuga o frutas contaminadas (O’Mahony et al., 

2000). 

 

Figura 18. Esquema del ciclo infectivo del rotavirus (Glass, 2006). 

Los rotavirus son una de las principales causas de gastroenteritis severas, caracterizadas 

por la aparición repentina de vómitos, diarreas acuosas que por lo general no contienen moco, 
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sangre o pus, y que perduran durante 3-8 días, y que conllevan en muchos casos una 

deshidratación (Uhnoo et al., 1986). Con frecuencia también se presenta fiebre, dolor o espasmo 

abdominal y pérdida de apetito. Entre los signos de la deshidratación se incluyen sed, 

irritabilidad, inquietud, apatía, somnolencia, ojos hundidos, sequedad de la boca, garganta, 

lengua y piel, mareos, y la reducción de la cantidad de orina y de lágrimas al llorar (en bebés y 

niños deshidratados). Las principales complicaciones son producto de la deshidratación grave, 

asociada en ocasiones con hipernatremia, edema cerebral, shock hipovolémico, fallo renal e 

incluso muerte, en particular en lactantes muy pequeños y desnutridos (Bishop, 2009; Hagbom 

y Svensson, 2016).  

La infección por rotavirus puede ser asintomática o sintomática, en función de factores 

relacionados con el virus y con el huésped. El factor más relevante relacionado con el huésped 

es la edad, que determina las consecuencias de la infección. De hecho, la infección en neonatos 

rara vez es sintomática, gracias a la protección transferida transplacentariamente por los 

anticuerpos maternos (Ray et al., 2007). La disminución de los niveles de estos anticuerpos 

coincide con la edad de máxima susceptibilidad de los niños a la gastroenteritis severa inducida 

por los rotavirus, entre 3 meses y 2 años. Por otra parte, aunque los rotavirus pueden infectar a 

adultos, los síntomas suelen estar atenuados debido a una probable inmunización en la infancia. 

Aún así, los síntomas severos podrían darse en caso de infección con cepas de rotavirus 

inusuales o a dosis muy elevadas (Greenberg y Estes, 2009). 

En la actualidad, la morbilidad y mortalidad causada por la gastroenteritis asociada a los 

rotavirus representa un problema importante de salud pública y económico a nivel mundial, si 

bien las consecuencias son más severas en el caso de los países en vías de desarrollo, donde la 

alimentación y la atención médica presentan deficiencias (Kotloff et al., 2013).  

Los rotavirus se replican en los enterocitos del intestino delgado, principalmente en el 

duodeno y yeyuno proximal, causando la destrucción (con acortamiento) de las 

microvellosidades, resultando en una disminución de la superficie de absorción en el intestino 

delgado y una reducción de la producción de enzimas, como las disacaridasas. El resultado neto 

es un estado transitorio de malabsorción, con una transformación defectuosa de grasas y 

azúcares en el intestino delgado, cuya integridad histológica y funcional puede requerir de 3 a 8 

semanas de recuperación (Greenberg y Estes, 2009).  

Diversos estudios han mostrado que los rotavirus estimulan la secreción de serotonina o 5-

hidroxitriptamina (5-HT) en las células enterocromafines (EC) y activan estructuras en el 

sistema nervioso central involucradas en los procesos de náusea y vómito, sugiriendo que el 

sistema nervioso entérico, y los estímulos vagales aferentes, participan en la producción de 

diarrea y vómito inducida por rotavirus (Hagbom y Svensson, 2016). En la Figura 19 se 
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incluyen los modelos esquemáticos de los mecanismos de inducción de motilidad intestinal, 

diarrea y vómito mediados por rotavirus, diseñados por Hagbom y Svensson (2016). 

 

Figura 19. Modelo esquemático del mecanismo de inducción de (A) motilidad intestinal y 
diarrea; y (B) vómito, tras infección por rotavirus (Hagbom y Svensson, 2016). 

Aunque todavía se desconoce el producto específico del gen asociado con la virulencia del 

rotavirus, ciertas evidencias sugieren que la proteína no estructural NSP4 se comporta como una 

enterotoxina. Como modelo de la inducción de motilidad intestinal y de la secreción de 

electrolitos y agua (diarrea) tras la infección con rotavirus, se ha propuesto que la proteína NSP4 

interacciona inicialmente con las células EC (Figura 19-A). Esto provoca un incremento de la 

secreción de serotonina (5-HT) y prostaglandinas (PG), que estimulan los receptores específicos 

en los nervios aferentes induciendo la diarrea (Hagbom et al., 2011). Los nervios aferentes 

activan el plexo mientérico, incrementando la motilidad intestinal (Istrate et al., 2014).  

Como también puede observarse en la Figura 19-A, la estimulación nerviosa por la 5-HT 

induce la secreción de péptidos intestinales vasoactivos (VIP) desde la parte terminal de los 

nervios adyacente a las células epiteliales. Los VIP son hormonas que estimulan la secreción e 

inhiben la absorción de sodio, cloro, potasio y agua en el intestino delgado, e incrementan la 

motilidad intestinal a través de la secreción de adenosín monofosfato cíclico (cAMP) (Furness, 

2006). La motilidad intestinal y la diarrea pueden atenuarse empleando agonistas opiáceos, 

como las encefalinas (ENK), que reducen el nivel de cAMP, previniendo así la secreción de 

fluidos (Hagbom y Svensson, 2016). 
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En la Figura 19-B se muestra el mecanismo propuesto para la inducción de emesis o 

vómito tras la infección por rotavirus. La emesis está controlada por el centro del vómito, que se 

localiza en la médula oblonga (bulbo raquídeo) del tronco encefálico. El centro del vómito lo 

componen la formación reticular, los núcleos del tracto solitario (NTS) y el área postrema (AP), 

y puede recibir señales de estimulación de varios orígenes (Hagbom y Svensson, 2016). Así, en 

el tracto gastrointestinal, los rotavirus (NSP4) activan receptores de las células EC, que 

responden secretando compuestos transmisores (5-HT) que pueden estimular los nervios 

vagales aferentes, que activan el centro del vómito (Hagbom et al., 2011). A través de los 

nervios vagales eferentes se estimula el reflejo de vómito en el estómago. Los antagonistas del 

receptor de 5-HT pueden emplearse para atenuar el vómito en niños con gastroenteritis aguda 

(DeCamp et al., 2008; Freedman et al., 2006). 

El diagnóstico de la infección aguda por rotavirus se realiza, en general, por medio de la 

detección de las partículas virales en las heces durante la fase aguda de la enfermedad. Esto se 

puede lograr por examen directo de muestras en el microscopio electrónico o por medio de 

detección inmunológica del antígeno con técnicas inmunoquímicas o PCR (O’Mahony et al., 

2000). Alternativamente, la infectividad de las partículas virales puede determinarse mediante 

ensayos con cultivos celulares (Wyatt et al., 1980), siendo la línea MA104 de células epiteliales 

de riñón de mono africano la más apropiada para la propagación de los rotavirus (Ward et al., 

1984), si bien se ha conseguido propagar también en otras líneas (Pinto et al., 1995). 

2.7.5. Características epidemiológicas 

Los rotavirus se descubrieron por primera vez en 1973 por medio del examen con 

microscopio electrónico de muestras de biopsia duodenal de lactantes con diarrea. Desde 

entonces se han podido realizar estudios epidemiológicos que indican que la infección por 

rotavirus afecta a casi todos los niños del mundo. De hecho, a los 5 años la práctica totalidad de 

los niños habrá estado expuesta al virus, y más de una cuarta parte (en torno al 25%) habrá 

experimentado una infección sintomática (OMS, 2016).  

Los rotavirus son los principales agentes etiológicos de diarrea severa en niños pequeños y 

recién nacidos, y la segunda causa de muerte en niños menores de cinco años (Marcotte y 

Hammarström, 2016). De hecho, según estimaciones de la OMS, durante 2013 ocurrieron 

215.000 muertes de niños menores de cinco años (3,4% del total de muertes) a causa de la 

infección por rotavirus (OMS, 2016). Tal y como puede observarse en la Figura 20, los cuatro 

países con mayor número de muertes (superior a 10.000) fueron, en orden decreciente, la India 

(22% del total), Nigeria (14%), Pakistán (7%) y la República Democrática del Congo (6%), que 

suman casi la mitad (49%) del total de muertes de niños causadas por rotavirus a nivel mundial. 
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Figura 20. Mapa de estimación del número de muertes de niños menores de 5 años provocada 
por rotavirus en el año 2013 (OMS, 2016). 

Otros países con elevada tasa de mortalidad infantil causada por rotavirus son Angola 

(5%), Etiopía (3%), Afganistán (2%), Chad (2%), Níger (2%) y Kenia (2%), como se indica en 

las Figuras 21 y 22.  
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Figura 21. Países con mayor número de muertes de niños menores de 5 años causadas por 
rotavirus en 2013. En las barras se muestra el porcentaje en relación al total de muertes causadas 
por rotavirus a nivel mundial (OMS, 2016). 
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Figura 22. Mapa de estimación del número de muertes de niños menores de 5 años por cada 
100.000 habitantes provocada por rotavirus en el año 2013 (OMS, 2016). 

En torno al 85% de las muertes de niños menores de 5 años causadas por rotavirus acontece 

en países en desarrollo, ocurriendo el 80% de estas en niños menores de un año (Kotloff et al., 

2013; Tate et al., 2016). En los países desarrollados, la primera infección puede retrasarse a los 

2-5 años de edad, si bien la mayoría (65%) ocurre antes del primer año de vida. En este caso, la 

tasa de mortalidad es menor que en los países pobres. De hecho, la OMS estimó que el número 

de muertes de niños menores de cinco años en Europa supuso en 2013, alrededor del 5% del 

total de muertes a causa de rotavirus (OMS, 2016), cifra similar a la estimada sólo para Angola.  

A pesar de la baja mortalidad en los países industrializados, los rotavirus siguen siendo 

responsables de altas tasas de morbilidad y una de las principales causas de enfermedades 

graves y hospitalización en los primeros meses de vida (Das et al., 2014; Marcotte y 

Hammarström, 2016). De hecho, en Estados Unidos las infecciones por rotavirus son 

responsables de cerca de 3 millones de casos de diarrea y de 55.000 hospitalizaciones por 

diarrea y deshidratación en niños menores de 5 años cada año. Los brotes de la infección por 

rotavirus son más comunes durante los meses más fríos de invierno y de primavera, siendo 

particularmente problemáticos en las guarderías y los centros de preescolar, así como en los 

hospitales infantiles, dada su elevada contagiosidad (CDCP, 2018). 

Como se ha comentado anteriormente, cabe destacar seis genotipos de rotavirus por su gran 

importancia epidemiológica como causantes de gastroenteritis en seres humanos: G1P[8] (38% 

del total), G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] y G12P[8] (Bányai et al., 2012; Dóró et al., 2014).  
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Además de las infecciones en humanos, los rotavirus también son muy frecuentes y 

producen enfermedades gastrointestinales agudas en una diversidad de especies. De hecho, los 

rotavirus son un agente patógeno veterinario importante para animales muy jóvenes como 

terneros, corderos, lechones y aves de corral, que son particularmente susceptibles (Marcotte y 

Hammarström, 2016). Si bien la transmisión entre especies no está totalmente demostrada en la 

naturaleza, las características genéticas y antigénicas compartidas por múltiples cepas humanas 

y animales, sugieren que la transmisión interespecie es un mecanismo importante en la 

evolución de los rotavirus, contribuyendo a la diversificación de cepas (Dóró et al., 2014).  

2.7.6. Tratamiento, prevención y control de la infección 

No existe un tratamiento específico para la infección por rotavirus. En las personas con 

sistemas inmunitarios saludables, el tratamiento consiste principalmente en una terapia de 

rehidratación oral durante unos pocos días para prevenir la deshidratación. En casos graves se 

requiere un reemplazo intensivo de líquidos y electrólitos por vía intravenosa, siendo las 

soluciones de rehidratación oral u ORS (oral rehydration solution) la única opción terapéutica 

segura, efectiva y económicamente viable para prevenir la deshidratación causada por las 

enfermedades diarreicas agudas (Glass et al., 2014; Kang, 2016). A pesar de ello, en los países 

pobres las ORS no se emplean tanto como sería deseable (Binder et al., 2014).  

El control de la infección por rotavirus consiste principalmente en adoptar medidas 

rigurosas de higiene, incluyendo lavado cuidadoso de las manos y eliminación adecuada de las 

excreciones entéricas. Por otra parte, el desarrollo de vacunas frente a rotavirus ha reducido 

significativamente la incidencia de la enfermedad, especialmente en los países desarrollados 

(Payne et al., 2013). Así, en la actualidad existen dos vacunas orales desarrolladas con virus 

vivos, que se comercializan a nivel mundial y que son consideradas seguras y efectivas en la 

prevención de la infección: RotaTeq® y Rotarix® (Glass et al., 2014; Vesikari, 2016). 

En la Tabla 20 se ha incluido una comparativa de las dos vacunas autorizadas a nivel 

mundial frente a rotavirus. Una característica única de los rotavirus es la facilidad con la que los 

11 segmentos de ARN pueden pasar por un reagrupamiento, lo que ha permitido el desarrollo de 

vacunas como RotaTeq, que contiene cinco cepas reagrupadas (recombinantes) humanas-

bovinas. Esta vacuna fue aprobada en el año 2006 y, hasta la fecha, su administración en tres 

dosis ha dado unos resultados excelentes en países desarrollados (85% de protección), aunque 

con menor eficacia en países en vías de desarrollo (48% de protección).  

Rotarix es una vacuna oral compuesta por una cepa humana de rotavirus vivos atenuados, 

aprobada en el 2008. Entre las ventajas de esta última, cabe destacar que se administra en dos 
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dosis, en lugar de tres, y que presenta mayor eficacia, tanto en países desarrollados (95% de 

protección) como en países en desarrollo (61% de protección).  

Tabla 20. Comparación de las dos vacunas autorizadas a nivel mundial frente a rotavirus (Estes 
y Greenberg, 2013; Vesikari, 2016). 

 RotaTeq® (RV5)  Rotarix® (RV1) 

Fabricante  Merck GlaxoSmithKline 

Base genética Rotavirus bovino 
WC3 

Rotavirus humano 89-
12 

Composición  5 cepas reagrupadas 
humanas-bovinas 1 cepa humana 

Tipos humanos 
VP7/VP4 

G1-G4P[5]; 
G6P[8] G1P[8] 

Posología  3 dosis  
(2, 4 y 6 meses) 

2 dosis  
(2 y 4 meses) 

Administración  Oral Oral  

Presentación  Líquido  Líquido  

Eficacia (% protección):* 
Países desarrollados 
Países en desarrollo 

 
85 
48 

 
95 
61 

Propagación viral (%) 21 ≥ 50 

Riesgo de invaginación 
intestinal Si  Si  

*Se emplearon distintos sistemas de medición, análisis y poblaciones, por lo que los resultados 
de eficacia no son directamente comparables. 

Los beneficios de la vacunación frente a rotavirus en la disminución de la mortalidad, la 

morbilidad y los costes sanitarios a nivel mundial son incuestionables (Gaspar et al., 2014). Un 

claro ejemplo es el descenso de la mortalidad en niños menores de 5 años, de 528.000 muertes 

en el año 2000, a 215.000 en el 2013, atribuido principalmente a la introducción de las vacunas 

(Tate et al., 2016). De hecho, la OMS recomienda que estas vacunas se incluyan en todos los 

programas nacionales de inmunización y que se consideren una prioridad en los países de Asia 

Meridional y Sudoriental y África subsahariana (OMS, 2016). A pesar de ello, debido 

principalmente a dificultades de tipo económico y logístico, estas vacunas se han empleado de 

manera insuficiente en países con bajos ingresos, lo que deja desprotegidos de la mitad a un 

tercio de los niños con necesidad de vacunarse (Babji y Kang, 2012). Además, la vacuna no 
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proporciona una inmunidad total frente a futuras infecciones por rotavirus, debido a la 

capacidad del virus para mutar y reagruparse con otras cepas, lo que modifica su estructura 

antigénica (Glass et al., 2014). Por otra parte, las vacunas a base de virus vivos están 

contraindicadas en pacientes inmunodeprimidos, debido al riesgo de infección (Marcotte y 

Hammarström, 2016), y presentan riesgo de invaginación intestinal en los lactantes (hasta 6 por 

100.000 lactantes vacunados), complicación que provocó la retirada del mercado de una vacuna 

frente a rotavirus en 1999 (Vesikari, 2016). 

Diferentes estudios han sugerido el uso de anticuerpos frente a rotavirus para proporcionar 

protección pasiva como alternativa terapéutica, previniendo y controlando así las infecciones 

causadas por rotavirus. Algunas de las estrategias basadas en anticuerpos han propuesto el uso 

de preparaciones de IgG de calostro bovino procedente de vacas hiperinmunizadas frente a 

rotavirus (Mainer et al., 1999; Sarker et al., 1998), calostro bovino (Inagaki et al., 2010b), e IgA 

de calostro y leche humana (Tino De Franco et al., 2013). Por el momento, estas estrategias 

presentan limitaciones prácticas importantes debido a la dificultad de producción a gran escala. 

Diversos estudios han indicado la importancia de la lactancia materna como factor de 

protección frente a la infección por diversos patógenos, incluidos los rotavirus (Asensi et al., 

2006; Gianino et al., 2002; Tino De Franco et al., 2013). Además, existen multitud de 

evidencias sobre la actividad antirrotavirus asociada a diversos componentes de los alimentos, 

tal y como se resume en la Tabla 21. Así, múltiples extractos naturales, aceites esenciales y 

zumos de origen vegetal han mostrado actividad frente a los rotavirus en ensayos in vitro e in 

vivo. Los compuestos activos identificados son polifenoles, ácidos fenólicos, taninos, pectinas, 

terpenoides y glicósidos flavonoides, entre otros (Rajiv et al., 2016). Además, se ha demostrado 

que diversos compuestos presentes en el huevo son capaces de inhibir la infección por rotavirus 

tanto in vitro como in vivo. En este caso, la actividad se ha atribuido a una fracción enriquecida 

en oligosacáridos de la yema de huevo (Koketsu et al., 1995), así como a las glicoproteínas 

ovomucoide y ovoalbúmina, presentes en la clara de huevo (Yolken et al., 1987). 

Sin embargo, la gran mayoría de estudios acerca de alimentos con capacidad antirrotavirus 

están centrados en fracciones lácteas. De hecho, se ha demostrado la actividad antirrotavirus in 

vitro e in vivo de concentrados de proteínas del lactosuero bovino (Bojsen et al., 2007; Pérez-

Cano et al., 2008; Wolber et al., 2005) y de preparados de MFGM bovina (Fuller et al., 2013). 

En la mayoría de estudios, el potencial antirrotavirus de las fracciones lácteas se ha atribuido a 

la presencia de glicoproteínas bioactivas, como las Igs, la LF, las MUCs, la LDH y la PP3 

(Bojsen et al., 2007; Inagaki et al., 2010a; Superti et al., 2001). Esta actividad también se ha 

asociado a componentes lipídicos de la leche, como esfingolípidos y triglicéridos de la MFGM 

(Fuller et al., 2013; Jiménez-Flores y Brisson, 2008), así como a los oligosacáridos (Morozov et 

al., 2018), particularmente aquellos que contienen ácido siálico (Isa et al., 2006).  
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En la Tabla 21 se referencian las principales evidencias de actividad antirrotavirus 

atribuidas a diversas fracciones y componentes naturales en estudios in vitro e in vivo. 

Tabla 21. Resumen de las evidencias de actividad antirrotavirus atribuida a diversas fracciones 
y componentes naturales en estudios in vitro e in vivo. 

Fracción / Componente Referencia (cepa de rotavirus estudiada) 

Leche humana 

Calostro y leche Gianino et al., 2002* 
Tino De Franco et al., 2013 (SA11) 

MFGM Kvistgaard et al., 2004 (RRV) 

IgA Asensi et al., 2006 (SA11, Wa, VA70) 
Tino De Franco et al., 2013 (SA11) 

LF Zavaleta et al., 2006* 
MUC1 Yolken et al., 1992 (SA11, RRV, Wa) 

LDH 
Yolken et al., 1992 (SA11, RRV, Wa) 
Newburg et al., 1998 (YO) 
Kvistgaard et al., 2004 (Wa) 

Oligosacáridos  Morozov et al., 2018 

Leche bovina 

Calostro 
Sarker et al., 1998* 
Mainer et al., 1999 (UK) 
Inagaki et al., 2010b (MO) 

WPC 

Kvistgaard et al., 2004 (RRV, Wa) 
Wolber et al., 2005 (EDIM)* 
Bojsen et al., 2007 (RRV, Wa, YM, RF, EMcN) 
Pérez-Cano et al., 2008 (SA11)* 

MFGM Fuller et al., 2013 (OSU) 

LF Superti et al., 2001, 1997 (SA11) 
Egashira et al., 2007* 

IgG Mainer et al., 1999 (UK) 
Bojsen et al., 2007 (RRV, Wa, YM, RF, EMcN) 

MUC1 Kvistgaard et al., 2004 (RRV) 
Bojsen et al., 2007 (EMcN) 

LDH Inagaki et al., 2010a (MO) 
PP3 Inagaki et al., 2010a (MO) 
Caseína-κ (CMP) Inagaki et al., 2014 (MO) 

Otros compuestos 

Yema de huevo Koketsu et al., 1995 (SA11) 
Clara de huevo Yolken et al., 1987 (SA11, Wa, NCDV, VA70) 
Vegetales  Rajiv et al., 2016 (SA11, Wa, NCDV) 

*Estudios in vivo. Las demás referencias corresponden a estudios in vitro. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Materiales 

3.1.1. Leche y calostro de diversas especies 

La leche cruda de vaca fue suministrada por la empresa Villacorona (El Burgo de Ebro, 

Zaragoza). El calostro bovino procedió de la empresa Tauste Ganadera (Tauste, Zaragoza). La 

leche y el calostro de oveja se obtuvieron de un rebaño de ovejas Assaf de la Facultad de 

Veterinaria de Zaragoza. Las leches humanas fueron amablemente donadas por diez madres 

lactantes sanas (> 6 días postparto) y almacenadas a -20 ºC hasta su uso. El Comité Ético para la 

Investigación Clínica del Gobierno de Aragón (CEICA) aprobó el estudio y todas las donantes 

manifestaron su consentimiento. La leche de camella fue donada por una granja de Aydin 

(Turquía). El calostro de cerda fue cedido por una granja porcina de León (España). 

Dependiendo del origen las leches se mantuvieron a 4 ºC ó -20 ºC, y se controló el pH (6,6-

6,8) antes de su uso con un pHmetro Micro pH 2000 de Crison (Barcelona, España). Los 

calostros fueron almacenados a -20 ºC hasta su análisis. 

3.1.2. Derivados lácteos y proteínas comerciales 

En la presente tesis se han testado diversos productos lácteos y proteínas comerciales. Los 

dos concentrados de proteínas del lactosuero (WPC, whey protein concentrate) fueron 

proporcionados por la empresa Arla Foods Ingredients (Viby, Dinamarca), que los obtiene tras 

microfiltración de lactosuero de quesería y posterior liofilización. Así, se adquirieron el 

Lacprodan®-80 (80% de proteína; 8% de lípidos y 7% de lactosa) y el Lacprodan® MFGM-10 

(72% de proteína, representando las proteínas de la MFGM un 8% del total; 18% de lípidos y 

2% de lactosa). La empresa Arla Foods Ingredients también cedió amablemente el Lacprodan® 

DI-3017, que es un hidrolizado de proteínas del lactosuero (WPH, whey protein hydrolysate) 

con una composición de 83% de proteína, 7% de lípidos y 5% de lactosa. 
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La leche desnatada, el butter serum y la mazada comerciales fueron cedidos por la empresa 

Westland Milk Products (Hokitika, Nueva Zelanda). Los dos primeros productos derivan del 

proceso de obtención de la grasa láctea anhidra (AMF, anhydrous milk fat) como se indica a 

continuación. La leche cruda de vaca se pasteuriza a 72 ºC durante 15 s, se desnata y la nata se 

concentra por centrifugación hasta un 75% de grasa. La fracción líquida resultante se considera 

como leche desnatada, con una composición (% p/p) de 38,9% de proteína, 5% de lípidos y 44% 

de lactosa. La fracción con un 75% de grasa se homogeneiza, se somete a agitación mecánica 

hasta conseguir la inversión de fases y se concentra hasta un 99% de grasa. La fracción líquida 

resultante se denomina butter serum, y presenta una composición (% p/p) del 30,3% de proteína, 

22,2% de lípidos y 41% de lactosa. La mazada comercial (33,6% de proteína, 9,7% de lípidos y 

50% de lactosa) se obtiene mediante la agitación mecánica de la nata procedente de leche 

bovina pasteurizada y posterior separación de la mantequilla mediante filtración. Todos los 

productos son desecados y comercializados en polvo. 

Se obtuvieron, además, ocho fórmulas de leche infantil comerciales para evaluar su 

potencial antirrotavirus in vitro. Laboratorios Ordesa (Barcelona, España) cedió amablemente 

tres de los productos y el resto se adquirieron en farmacia. Cuatro de las leches eran fórmulas de 

continuación con una composición adaptada a la de la leche materna: 9-12% de proteína, 19-

22% de lípidos y 40-59% de lactosa. Las otras cuatro leches testadas correspondieron con 

fórmulas a base de un hidrolizado de proteínas (caseína) de leche de vaca, especialmente 

diseñada para el tratamiento dietético de lactantes y niños con alergia a las proteínas de la leche 

de vaca, de composición aproximada: 12-15% de proteína, 23-26% de lípidos y 0% de lactosa. 

La composición de los diferentes productos comerciales se obtuvo de la ficha técnica 

suministrada por el fabricante.  

Las proteínas lácteas comerciales se obtuvieron de distintas fuentes. La lactoferrina bovina 

fue amablemente cedida por Tatua Nutritionals Company (Morrinsville, Nueva Zelanda), con 

una saturación de hierro del 10%. Además, se analizaron tres formas de lactoferrina humana 

recombinante. Dos de ellas provenían de arroz transgénico y fueron suministradas por Ventria 

Bioscience (Sacramento, CA, EE.UU.) en las formas holo (80% saturación de hierro) y As-Is 

(60% saturación de hierro). La otra lactoferrina recombinante procedía de Aspergillus awamori 

y fue proporcionada por Agennix (Houston, TX, EE.UU.) con una saturación de hierro de 18%. 

La lisozima humana recombinante de arroz fue amablemente cedida por Ventria 

Bioscience. La α-lactalbúmina, β-lactoglobulina, caseína-α, caseína-β, caseína-κ, la albúmina 

sérica bovina, la lactoperoxidasa, el cloruro férrico (FeCl3) y el ácido nitriloacético para la 

saturación de hierro fueron suministrados por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). 



Materiales y métodos 

- 105 - 

La pureza de las proteínas comerciales se analizó mediante electroforesis y se estimó en 

más del 90% en todos los casos, por lo que se emplearon sin posterior purificación. 

3.1.3. Material para la obtención del lactosuero y fracciones derivadas de la nata 

Para la obtención de lactosuero la quimosina recombinante se obtuvo de Chr. Hansen 

(Hoersholm, Dinamarca). El cloruro cálcico (CaCl2), el oxalato dipotásico, el cloroformo, el 

metanol y el ácido clorhídrico (HCl) fueron proporcionados por Panreac (Barcelona, España). 

La lana de vidrio y la sacarosa procedían de Sigma-Aldrich. 

En la obtención de fracciones derivadas de la nata se usaron los siguientes reactivos: 

cloruro sódico (NaCl), cloruro potásico (KCl), cloruro de magnesio (MgCl2), fosfato disódico 

(Na2HPO4), fosfato monopotásico (KH2PO4) y el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA, 

ethylenediaminetetraacetic acid) disódico, que fueron suministrados por VWR International 

(Radnor, PA, EE.UU.). 

3.1.4. Material para las técnicas cromatográficas 

Los geles de CM-Sepharose, DEAE-Sepharose, Q-Sepharose, SP-Sepharose, 

Concanavalina A-Sepharose 4B, Sephacryl S-300 y Sephacryl S-200 fueron suministrados por 

GE Healthcare (Uppsala, Suecia).  

Los geles para filtración en gel Sephadex G-100, Sephadex G-75, Sephadex G-50, 

Sephadex G-25, el 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris), el acetato sódico 

(CH3COONa), el salicilato sódico, el ácido etilenglicolaminotetraacético (EGTA, ethylene 

glycol-tetraacetic acid), el ditioeritritol (DTE), la benzamidina, la α-D-galactosa, el metil-α-D-

manopiranósido, el Triton X-100 y el Triton X-100 reducido fueron suministrados por Sigma-

Aldrich. La Jacalina-Sepharose fue proporcionada por BioVision (Milpitas, CA, EE.UU.). 

El ácido tricloroacético (TCA, trichloroacetic acid), el butanol, la acetona y el Tween-20 

fueron suministrados por Panreac. El sulfato amónico ((NH4)2SO4), el bicarbonato amónico 

(NH4HCO3), el bicarbonato sódico (NaHCO3) y la urea fueron suministrados por VWR 

International. 

3.1.5. Material para espectrofotometría 

En función de la medida a realizar se emplearon cubetas de cuarzo de 1 cm de camino 

óptico y un volumen de 1 mL de Hellma Analytics (Müllheim, Alemania), o bien cubetas de 

poliestireno de 1 cm de camino óptico y 1 mL de Sarstedt (Nümbrecht, Alemania). 
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3.1.6. Material para el ensayo del BCA 

Para la realización del test del ácido bicinconínico (BCA, bicinchoninic acid) se empleó un 

kit comercial que fue proporcionado por Pierce (Rockford, IL, EE.UU.). Las placas Maxisorp se 

obtuvieron de Nunc (Roskilde, Dinamarca). 

3.1.7. Material para electroforesis 

La acrilamida-bisacrilamida (30% v/v), el persulfato de amonio (APS, ammonium 

persulphate), la tetrametiletilendiamina (TEMED), los soportes, cristales y peines empleados en 

la elaboración de los geles y los geles comerciales para electroforesis Mini-Protean TGX con 

una concentración de poliacrilamida del 10% y del 4-20% fueron suministrados por Bio-Rad 

(Hercules, CA, EE.UU.).  

El marcador de pesos moleculares Page Ruler (10-170 kDa) fue obtenido de Thermo 

Scientific. Los marcadores de alto (53-220 kDa) y bajo (14-97 kDa) peso molecular y el azul de 

bromofenol fueron obtenidos de GE Healthcare.  

El azul de Coomassie R-250 y el dodecilsulfato sódico (SDS, sodium dodecyl sulfate) 

fueron suministrados por Serva (Heidelberg, Alemania). El nitrato de plata, el β-mercaptoetanol, 

el glicerol y el ácido acético fueron obtenidos de Panreac. 

El tiosulfato de sodio, el metabisulfito de sodio, el carbonato de sodio, el 2-metil-2-butanol, 

el formaldehído (37% p/v), la agarosa, la glicina, la pararosanilina, el ácido peryódico y el 

carbón activo fueron proporcionados por Sigma-Aldrich. El papel Whatman 3MM fue 

suministrado por Whatman International (Maidstone, Reino Unido). Se emplearon puntas 

MiniFlex de 17 mm de diámetro interno para cargar las muestras en los geles de electroforesis, 

suministradas por Sorenson BioScience (Salt Lake City, UT, EE.UU.). 

3.1.8. Material para las técnicas inmunoquímicas 

Las hojas de nitrocelulosa de 0,45 µm Trans-Blot Transfer Medium procedían de Bio-Rad. 

Las membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF, polyvinylidene fluoride) de 0,45 µm de 

tamaño de poro, el sustrato 4-cloro-1-naftol y el peróxido de hidrógeno (30% p/v) se obtuvieron 

de Merck-Millipore (Darmstadt, Alemania).  

Los anticuerpos obtenidos en conejo frente a diversas proteínas bovinas: IgG, MUC1, 

MUC15, XOD, CD36, BTN, LDH y PP3, fueron amablemente cedidos por el Dr. Jan Trige 

Rasmussen, investigador del Laboratorio de Química de Proteínas de la Universidad de Aarhus 
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(Dinamarca). Los antisueros frente a las LFs bovina, ovina y humana, α-LA humana y LYZ 

humana recombinante de arroz fueron previamente obtenidos por inmunización de conejos, en 

nuestro grupo de investigación. 

Los anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con peroxidasa, los adyuvantes de 

Freund completo e incompleto y la ovoalbúmina fueron proporcionados por Sigma-Aldrich. Las 

jeringuillas y las agujas de palomilla para la extracción de sangre de los conejos se obtuvieron 

de Terumo (Lovaina, Bélgica).  

El colorante azul de Coomassie G fue suministrado por Serva. El sustrato de la peroxidasa, 

que contenía 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina, fue suministrado por Zeulab (Zaragoza, España). 

3.1.9. Material para los ensayos con cultivos celulares 

La línea de células epiteliales de riñón de embrión de mono Rhesus MA104 (CRL-2378) 

fue adquirida de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC, American Type Culture 

Collection) y usada para la propagación de todas las cepas de rotavirus empleadas en este 

estudio, así como para los ensayos de actividad antirrotavirus con muestras lácteas. 

El medio mínimo esencial (MEM, minimal essential medium), el medio mínimo esencial 

de Eagle (EMEM, Eagle’s minimal essential medium), el suero fetal bovino (FBS, foetal bovine 

serum) inactivado por calor, la L-glutamina, la solución de tripsina-EDTA, la 

penicilina/estreptomicina y la anfotericina B fueron provistos por Gibco Life Technologies 

(Paisley, Reino Unido). El dimetilsulfóxido y los rascadores celulares estériles procedían de 

Sigma-Aldrich. 

El reactivo utilizado en el ensayo de citotoxicidad fue el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) de Promega (Madison, WI, EE.UU.). 

Las pipetas estériles de plástico, los frascos de cultivo celular de 25 y 75 cm2, y las placas 

de 48 y 96 pocillos fueron suministrados por TPP Techno Plastic (Trasadingen, Suiza). Los 

crioviales de 2 mL procedieron de VWR. 

3.1.10. Material para los ensayos de actividad antirrotavirus 

A lo largo de esta tesis se trabajó con seis cepas de rotavirus. La cepa de rotavirus bovino 

WC3 (R402-10) se obtuvo de la ATCC (VR-2102) y es con la que mayoritariamente se han 

realizado los ensayos. La cepa humana Wa empleada en los ensayos de PCR a tiempo real 

también fue suministrada por la ATCC (VR-2018). 
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Durante la estancia en el grupo del Dr. Arias del Instituto de Biotecnología de la 

Universidad Nacional Autónoma de México, se emplearon otras cinco cepas de rotavirus: la 

cepa bovina NCDV fue cedida por el Dr. Snodgrass (Instituto de Investigación de Moredun, 

Edimburgo, Reino Unido); las cepas bovinas B223 y UK, la cepa de simio Rhesus RRV, y las 

cepas UK x RRV reagrupadas fueron cedidas por el Dr. Hoshino (Instituto Nacional de Salud, 

Bethesda, MD, EE.UU.); la cepa humana Wa usada en México fue suministrada por el Dr. 

Greenberg (Universidad de Stanford, CA, EE.UU.). Las principales características de las cepas 

de rotavirus empleadas en esta tesis se indican en la Tabla 22. 

Tabla 22. Características de las cepas de rotavirus empleadas: origen, serotipo y sensibilidad a 
neuraminidasa (NA) (Isa et al., 2006). 

Cepa de rotavirus Origen Serotipo G y P Sensibilidad a NA 
RRV Simio G3P[3] + 
UK Bovino G6P[5] - 

WC3 Bovino G6P[5] - 
B223 Bovino G10P[11] - 

NCDV Bovino G6P[1] + 
Wa Humano G1P[8] - 

 

El antisuero de cordero frente a rotavirus bovino UK fue amablemente cedido por el Dr. 

Snodgrass. El antisuero de conejo frente a TLPs (triple-layered particles) y el antisuero de cabra 

frente a RRV fueron cedidos por el Dr. Arias. Los anticuerpos obtenidos en cabra frente a IgG 

de conejo conjugados con peroxidasa fueron suministrados por PerkinElmer Life Sciences 

(Waltham, MA, EE.UU.). Los anticuerpos de cabra frente a IgG de conejo conjugados con 

fosfatasa alcalina procedieron de SeraCare (Milford, MA, EE.UU.).  

Los anticuerpos de burro frente a IgG de cordero conjugados con isotiocianato de 

fluoresceína (FITC, fluorescein isothiocyanate), la tripsina de páncreas porcino tipo IX-S, el 3-

amino-9-etilcarbazol, el alcohol isoamílico, el cloruro de cesio, la solución de fenol saturado, la 

gelatina, el p-nitrofenil fosfato, la dietanolamina y el Mucocit-T fueron proporcionados por 

Sigma-Aldrich. Las placas Maxisorp de 96 pocillos para los ensayos de inmunoadsorción 

ligados a enzimas (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) se obtuvieron de Nunc.  

Para la extracción del ARN viral y posterior ensayo de PCR se usaron 2 kits, el “RNA 

Viasure Extraction Kit” y el “Viasure Pathogen Real Time PCR Detection Kit”, ambos 

amablemente cedidos por Certest Biotec (Zaragoza, España). 
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3.1.11. Material para los ensayos de tratamientos térmicos y de altas presiones 

Los viales de vidrio (7 mm de diámetro externo, 6 mm de diámetro interno y 45 mm de 

longitud) donde se trataron térmicamente las soluciones proteicas fueron suministrados por 

Brand (Wertheim, Alemania). 

Para los tratamientos de altas presiones (HHP), las muestras lácteas se envasaron sin 

espacio de cabeza en bolsas de polietileno multicapa. 

3.1.12. Material para los ensayos de degradación enzimática 

La pepsina procedente de mucosa gástrica porcina, la tripsina, la elastasa, la lipasa y la 

colipasa procedentes de páncreas porcino, la α-quimotripsina y la carboxipeptidasa A de 

páncreas bovino, el glicodeoxicolato de sodio, el taurocolato de sodio, el coagulante microbiano 

(procedente de Mucor miehei), la Alcalasa 2.4 L (procedente de Bacillus licheniformis) y el 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo fueron suministrados por Sigma-Aldrich. 

El preparado enzimático Prolyve 1000 (procedente de Bacillus licheniformis) fue provisto 

por Lyven Enzymes Industrielles (Colombelles, Francia). La Corolasa PP procedente de 

páncreas porcino fue suministrada por AB Enzymes (Darmstadt, Alemania). El ácido fórmico 

procedió de Panreac.  

3.1.13. Otros materiales 

Durante la fase experimental del presente estudio se emplearon diversos dispositivos de 

ultrafiltración: 

• Equipo de ultrafiltración de doble cartucho de fibra hueca (3 y 100 kDa) de Amicon 

(Danvers, MA, EE.UU.). 

• Célula y membranas de ultrafiltración (3, 10 y 30 kDa), y filtros de centrífuga Amicon 

Ultra (3, 10, 50 y 100 kDa) suministrados por Merck Millipore. 

• Membranas de diálisis Cellu-Sep suministradas por Membrane Filtration Products 

(Seguin, TX, EE.UU.). 

Los filtros de jeringa Acrodisc usados para la clarificación y esterilización de tampones y 

muestras fueron suministrados por Pall (Ann Arbor, MI, EE.UU.). 

Las micropipetas procedían de Gilson (Middleton, WI, EE.UU.) y Nichiryo (Maryland 

Heights, MO, EE.UU.). Se empleó un pipeteador Accu-jet Pro de Brand (Wertheim, Alemania). 
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3.2. Métodos 

3.2.1. Obtención de fracciones a partir de leche bovina 

3.2.1.1. Obtención de lactosuero y caseínas bovinas 

El lactosuero bovino se obtuvo a partir de leche cruda de vaca. Para ello, la leche se 

desnató en una desnatadora-centrífuga modelo ARR-DES 125 de Suministros Químicos Arroyo 

(Santander, España), para separar la fracción grasa. A continuación, se indujo la precipitación 

de las caseínas de la leche desnatada mediante la adición de quimosina recombinante y CaCl2 

durante 45 min a 35 ºC. El lactosuero resultante se separó de la cuajada tras el corte con liras y 

posterior decantación. Tras filtrado por lana de vidrio para eliminar impurezas, el lactosuero se 

dializó frente a tampón fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline), compuesto por NaCl 

0,14 M, KCl 2,6 mM, Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,4 mM, pH 7,4, y se conservó a -20 ºC 

hasta su utilización. 

La fracción de caseínas se lavó tres veces con agua destilada, se dializó frente a PBS, pH 

8,5, y se conservó a -20 ºC hasta su posterior análisis. 

3.2.1.2. Obtención de mazada y butter serum bovinos 

Para la obtención de la mazada, primero se desnató la leche cruda, tal y como se ha 

explicado anteriormente, hasta obtener una nata de aproximadamente un 40% (v/v) de grasa 

según la determinación realizada por el método Gerber (AOAC, 1990). Tras mantener la nata 

toda la noche a 4 ºC se sometió a agitación mecánica con una batidora Philips Cucina 

(Ámsterdam, Holanda) hasta que se formaron los granos de mantequilla por aglomeración de 

los glóbulos grasos. Finalmente, la mazada liberada se separó de los granos de mantequilla 

mediante filtración con una tela de quesería y lana de vidrio, se liofilizó y se conservó a -20 ºC 

hasta su utilización.  

El suero o fase acuosa que queda retenida en la mantequilla y que denominaremos por su 

nombre en inglés, butter serum, se obtuvo calentando la mantequilla a 40 ºC durante 10 min y 

centrifugando a 3.000 g durante 15 min a 20 ºC en una centrífuga Megafuge 1.0 R de Heraeus 

(Hanau, Alemania). El butter serum, que quedó en la fase inferior, se separó mediante 

decantación de la fase superior compuesta por aceite de mantequilla. El butter serum se filtró 

por lana de vidrio, se liofilizó y se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 
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3.2.1.3. Obtención de una fracción enriquecida en MFGM bovina 

La fracción enriquecida en MFGM se obtuvo según Hvarregaard et al. (1996). Para ello, se 

partió de leche bovina cruda y se obtuvo la mazada tal y como se ha indicado anteriormente. A 

continuación, la mazada se acidificó hasta pH 4,6 con HCl 1 M, se agitó durante 30 min y se 

centrifugó a 17.000 g durante 75 min a 4 ºC en una centrífuga Sorvall RC-5B Plus de Thermo 

Scientific. El precipitado resultante se resuspendió con PBS, se liofilizó y se mantuvo a -20 ºC 

hasta su análisis, considerándolo como la fracción enriquecida en MFGM. 

Se estudió también la obtención de la fracción enriquecida en MFGM incluyendo una etapa 

de lavado de la nata, en base al método descrito por Le et al. (2009). Así, se partió de leche 

cruda de vaca, que se centrifugó a 3.400 g durante 20 min a 4 ºC para obtener la nata. Esta nata 

se lavó dos veces con cuatro volúmenes de la solución de lavado consistente en tampón PBS, 

pH 7,4, al que se añadió EDTA 1 mM, centrifugándose entre cada lavado a 3.000 g durante     

15 min a 4 ºC. La nata lavada se batió entonces en una mantequera hasta la separación de la 

mazada de los granos de mantequilla. Para la obtención de la fracción enriquecida en MFGM se 

empleó el procedimiento anteriormente descrito. 

El efecto del lavado de la nata en la obtención de la mazada y el butter serum se evaluó 

comparando su composición proteica mediante electroforesis en SDS-PAGE y Western-blotting 

con antisueros específicos. 

Con el objetivo de estudiar el efecto de los lípidos de la MFGM en su actividad 

antirrotavirus se procedió a su delipidación mediante el método descrito por Kanno et al. 

(1975). Para ello, se añadieron 11 volúmenes de una mezcla de cloroformo:metanol (2:1) a la 

fracción enriquecida en MFGM, mezclando y dejando reposar toda la noche a 4 ºC. Se rompió 

entonces la emulsión añadiendo 2 volúmenes de agua Milli-Q y centrifugando a 3.000 g durante 

10 min a 4 ºC. El precipitado intermedio formado entre las fases clorofórmica y metanólica se 

recuperó y se trató con 2 volúmenes de la mezcla de cloroformo:metanol (2:1) de la misma 

manera. La fase intermedia resultante se liofilizó y se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

La composición (proteína, lípidos y lactosa) de las fracciones anteriores se determinó 

mediante espectrometría de infrarrojo con un MilkoScan 4000 de Foss Electric (Hillerød, 

Dinamarca). 

En la Figura 23 se incluye un esquema resumen de los procedimientos de obtención de las 

fracciones lácteas bovinas analizadas en esta tesis. 
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Figura 23. Procedimientos de obtención de las fracciones lácteas bovinas a partir de leche cruda 
de vaca. 

3.2.2. Aislamiento de proteínas a partir de leche bovina 

En este estudio se han aislado diversas proteínas y fracciones enriquecidas en proteínas 

lácteas. Para ello, tras el pretratamiento de las fracciones lácteas con diferentes agentes 

(detergentes, ácidos, etc.) para romper interacciones entre componentes y optimizar el 

aislamiento, se emplearon diversas técnicas cromatográficas (Figura 24):  

• Cromatografía de filtración en gel: las proteínas de la muestra se separan en función de 

su tamaño (kDa) a través de partículas de gel con determinado tamaño de poro. 

• Cromatografía de intercambio iónico: las proteínas de la muestra se separan en función 

de su carga eléctrica, quedando diferencialmente retenidas en las partículas de gel con 

una carga eléctrica determinada. 

• Cromatografía de afinidad: las proteínas de la muestra se separan en función de su 

afinidad a los ligandos unidos a las partículas de gel.  
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Figura 24. Fundamento de las técnicas cromatográficas empleadas en esta tesis: cromatografía 
de filtración en gel (A), cromatografía de intercambio iónico (B) y cromatografía de afinidad 
(C) (Lehninger et al., 2013). 

Se empleó un colector de fracciones RediFrac, una bomba peristáltica P-1 y un mezclador 

de gradiente GM-1 de 250 mL, que fueron suministrados por Pharmacia Biotech (Estocolmo, 

Suecia). El mezclador de gradiente SG30 de 30 mL procedía de Amersham Biosciences 

(Piscataway, NJ, EE.UU.). La absorbancia de las fracciones recogidas se determinó en un 

espectrofotómetro 6505 UV/Vis de Jenway (Staffordshire, OSA, Reino Unido). 

3.2.2.1. Aislamiento de inmunoglobulinas bovinas 

Las IgG se aislaron del calostro bovino según el método de Mainer et al. (1997), con una 

etapa previa de precipitación con sulfato amónico (Page et al., 1994). El calostro se desnató por 

centrifugación a 2.500 g durante 15 min a 4 ºC, y se obtuvo el suero por adición de quimosina e 

incubación a 37 ºC. Se añadió sulfato amónico al suero a una concentración final del 45% (v/v), 

agitando la mezcla toda la noche a 4 ºC para lograr la precipitación selectiva de las IgG.  

Tras centrifugar a 2.500 g durante 15 min a 4 ºC, el precipitado, que contenía las IgG, se 

resuspendió y dializó frente a tampón fosfato potásico 0,01 M, pH 7,4, y se aplicó a una 

columna de DEAE-Sepharose (3 x 23 cm). Las IgG se eluyeron en la tercera etapa de un 

gradiente escalonado de tampón fosfato 0,01, 0,02 y 0,06 M, a pH 7,4, 7,2 y 7, respectivamente. 

Las fracciones obtenidas se caracterizaron por SDS-PAGE y Western-blotting, y aquellas 
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conteniendo las IgG se juntaron, se dializaron frente a PBS pH 7,4 y, finalmente, se liofilizaron 

y conservaron a -20 ºC hasta posteriores análisis.  

3.2.2.2. Aislamiento de una fracción enriquecida en mucinas bovinas 

El aislamiento de una fracción enriquecida en mucinas (MUCs) se realizó mediante tres 

procedimientos distintos: 

• Cromatografía de intercambio iónico 

Se empleó el procedimiento descrito por Pallesen et al. (2001), a partir de una fracción 

enriquecida en MFGM, obtenida tal y como se ha especificado anteriormente. La concentración 

proteica de la muestra de partida se ajustó a 3 mg/mL con un tampón Tris-HCl 20 mM, pH 7,4, 

con NaCl 0,15 M, EGTA 1 mM, y Triton X-100 al 1% (v/v). Tras agitar la solución durante    

30 min a 4 ºC, la muestra se centrifugó a 33.000 g durante 1 h y el sobrenadante resultante se 

diluyó 1:1 (v/v) con acetato sódico 0,1 M, pH 3,5.  

Este sobrenadante se sometió a cromatografía de intercambio catiónico en CM-Sepharose 

(5 x 36 cm) previamente equilibrada con tampón acetato sódico 50 mM, pH 3,5, con 0,1% (v/v) 

de Triton X-100 reducido, a temperatura ambiente. En estas condiciones, las MUCs no fueron 

retenidas por el gel, evidenciándose su presencia en el excluido mediante lectura de absorbancia 

a 280 nm y SDS-PAGE con tinción PAS.  

Posteriormente, las fracciones de interés se juntaron y dializaron frente al tampón Tris-HCl 

50 mM, pH 7,5 toda la noche a 4 ºC. La muestra se aplicó entonces a una columna de DEAE-

Sepharose (5 x 11 cm) equilibrada con el mismo tampón a 4 ºC, para eliminar el detergente 

remanente. La fracción enriquecida en MUCs (MUC1 y MUC15) se eluyó en la etapa final de 

un gradiente lineal de NaCl 0-2 M. La fracción de interés se dializó extensamente frente a 

NH4HCO3 10 mM, pH 7,8, se liofilizó y se conservó a -20 ºC.  

• Degradación enzimática y ultrafiltración 

En este caso, la obtención de una fracción enriquecida en MUCs se basó en varios estudios 

que indicaban la elevada resistencia de las MUCs a la hidrólisis enzimática, debido 

principalmente a su alto grado de glicosilación (Gallier et al., 2012; Le et al., 2012). 

Se partió tanto de lactosuero concentrado como de fracción enriquecida en MFGM. En 

ambos casos, para la primera etapa de digestión gástrica las muestras se disolvieron en ácido 

fórmico al 5% (v/v) hasta una concentración final de 1 mg proteína/mL y un pH de 2. Se añadió 

entonces pepsina en una proporción 1:100 (enzima:proteína, p/p) y se incubó la mezcla a 37 ºC 
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durante 2 h. A continuación, las muestras se liofilizaron y se redisolvieron en NH4HCO3 50 

mM ajustando la concentración proteica a 1 mg/mL. 

Posteriormente, se añadieron las enzimas pancreáticas encargadas de la digestión intestinal: 

tripsina (1:100 p/p), quimotripsina (1:100 p/p), carboxipeptidasa A (1:100 p/p), y elastasa 

(1:500 p/p), y se incubó a 37 ºC durante 3 h. Las enzimas se inactivaron por tratamiento a 80 ºC 

durante 10 min y posterior incubación con el inhibidor de proteasas, fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo, a una concentración final de 0,5 mM durante 1 h a temperatura ambiente. 

Las muestras degradadas enzimáticamente se ultrafiltraron en dispositivos con membranas de 

30 kDa para eliminar los péptidos generados, se liofilizaron y conservaron a -20 ºC. 

• Cromatografía de afinidad con jacalina 

En este caso, nos basamos en el método descrito por Hortin (1990) y se partió de lactosuero 

bovino concentrado. Se aprovechó la afinidad de la jacalina por los residuos de galactosa y N-

acetilgalactosamina para obtener una fracción enriquecida en MUCs, que presentan un alto 

porcentaje de estos glicanos.  

El lactosuero se diluyó 1:1 con PBS y se aplicó a una columna de Jacalin-Sepharose (1,5 x 

5 cm) previamente equilibrada con ese mismo tampón. Tras recircular la muestra cuatro veces a 

0,1 mL/min para favorecer la interacción lectina-mucina, la columna se lavó primero con           

5 volúmenes de PBS con NaCl 0,5 M y posteriormente con otros 5 volúmenes de PBS. A 

continuación, las MUCs retenidas se eluyeron con un gradiente lineal de α-D-galactosa, de 0,1 a 

0,8 M en PBS. Las fracciones de interés, caracterizadas mediante SDS-PAGE y tinción PAS, se 

dializaron frente a PBS, se liofilizaron y conservaron a -20 ºC. 

3.2.2.3. Aislamiento de xantina oxidasa bovina 

La obtención de XOD se realizó mediante el método descrito por Berglund et al. (1996). 

Inicialmente, se procedió al desnatado de la leche cruda de vaca por centrifugación a 3.000 g 

durante 10 min a 4 ºC. La nata resultante se lavó con tampón fosfato potásico 0,2 M, pH 7,8, 

con DTE 2 mM y se obtuvo la mazada mediante batido intenso. La mazada obtenida se trató con 

EDTA-salicilato 0,5 M, NaHCO3 0,1 M y butanol frío al 15% (v/v), agitando a 0 ºC durante      

5 min. Posteriormente, se añadió sulfato amónico a una concentración final del 15% (p/v) y, tras 

agitación durante 30 min, se centrifugó a 14.000 g durante 20 min. Al sobrenadante resultante, 

de color amarillo, se le añadió sulfato amónico a una concentración final del 30% (p/v) y se 

centrifugó de nuevo. El precipitado intermedio, que apareció entre la fase acuosa y el butanol, se 

redisolvió y dializó frente a NH4HCO3 5 mM, pH 7,8 para eliminar el butanol remanente. 
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A continuación, la muestra se cargó en una columna de intercambio iónico de Q-Sepharose 

(5 x 30 cm) equilibrada con NH4HCO3 10 mM, pH 7,8. La XOD se eluyó con un gradiente 

lineal de NaCl 0-1 M. La presencia de XOD en las fracciones se detectó midiendo la 

absorbancia a 280 nm y tras SDS-PAGE con tinción de Coomassie. Así, las fracciones 

conteniendo XOD se juntaron, se concentraron y se aplicaron a una columna de filtración en gel 

Sephacryl S-300 (3 x 60 cm), eluyéndose con NH4HCO3 50 mM, pH 7,8. Las fracciones de 

interés se juntaron, se concentraron y se almacenaron a -80 ºC hasta su posterior uso. 

3.2.2.4. Aislamiento de lactadherina bovina 

La LDH se aisló de leche cruda siguiendo el procedimiento descrito por Kim et al. (1992). 

Tras desnatado de la leche, la nata resultante se lavó tres veces con agua Milli-Q y se batió hasta 

obtener la mazada, que se acidificó y se centrifugó para obtener la fracción enriquecida en 

MFGM, tal y como se ha descrito anteriormente. A continuación, tras delipidar la fracción de 

MFGM mediante el protocolo ya descrito, esta se resuspendió con NaCl 0,02 M y se centrifugó 

a 25.000 g durante 1 h a 4 ºC. El precipitado resultante se disolvió en un tampón Tris-HCl      

0,1 M, pH 8,2, con urea 5 M, KCl 1 M y benzamidina 0,2 mM, se agitó durante 12 h a 4 ºC y se 

centrifugó a 40.000 g durante 30 min a 4 ºC. 

Posteriormente, el sobrenadante obtenido se concentró mediante ultrafiltración (10 kDa) y 

se aplicó a una columna de filtración en gel Sephacryl S-200 (1 x 77 cm) previamente 

equilibrada con el tampón que contenía urea y KCl. Las fracciones enriquecidas en LDH, 

analizadas por espectrofotometría (280 nm) y SDS-PAGE, se mezclaron, se concentraron y se 

dializaron frente al tampón Tris-HCl 10 mM, pH 7,2 que contenía KCl 0,15 M, NaCl 0,2 M, 

CaCl2 1 mM y MnCl2 1 mM. 

Por último, la fracción dializada se sometió a cromatografía de afinidad en una columna de 

Concanavalina A-Sepharose 4B, recirculando cuatro veces a un flujo de 0,1 mL/min. La elución 

de las proteínas retenidas en el gel se realizó con el mismo tampón suplementado con metil-α-

D-manopiranósido a diferentes concentraciones (2, 200 y 400 mM). Las fracciones de interés 

conteniendo LDH se concentraron, se dializaron frente a PBS y se almacenaron a -20 ºC.  

3.2.2.5. Aislamiento del componente 3 de la proteosa-peptona bovina 

El método de aislamiento de la PP3 se basó en la filtración en gel de una fracción cruda de 

proteosa-peptona (PPT), que se obtuvo a partir de leche cruda bovina siguiendo el 

procedimiento descrito por Sørensen y Petersen (1993).  
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Tras desnatado de la leche en una desnatadora centrífuga, la leche desnatada resultante se 

calentó a 90 ºC durante 30 min en una cuba termostática y, posteriormente, se acidificó hasta un 

pH 4,6 con HCl 2 M. A continuación, al sobrenadante obtenido tras centrifugar a 1.500 g 

durante 30 min a 4 ºC se le añadió TCA a una concentración final del 13,6% (p/v) y se volvió a 

centrifugar en las mismas condiciones. El precipitado resultante se reconstituyó con una 

solución de TCA al 12% (p/v) en agua destilada, se centrifugó a 3.400 g durante 15 min a 4 ºC, 

y el precipitado obtenido se lavó tres veces con acetona. Tras este proceso, con objeto de 

eliminar los restos de acetona, el precipitado obtenido tras el último lavado se desecó a vacío 

durante 24 h y se trituró en un mortero, constituyendo esta fracción la PPT. 

Para la obtención del componente 3 de la proteosa-peptona (PP3), la fracción PPT se 

sometió a una cromatografía de filtración en gel Sephadex G-75 y, posteriormente, a una 

cromatografía de intercambio aniónico con Q-Sepharose. Así, la PPT se reconstituyó en tampón 

NH4HCO3 0,1 M, pH 8 a una concentración de 100 mg/mL y se aplicó a una columna de 

Sephadex G-75 (2,5 x 50 cm) previamente equilibrada con el mismo tampón. Las fracciones que 

contenían la PP3, en base a los perfiles espectrofotométricos (280 nm) y electroforéticos, se 

mezclaron y se liofilizaron. 

La muestra liofilizada procedente de las fracciones de la cromatografía anterior se disolvió 

en tampón NH4HCO3 5 mM, pH 8,1, y se aplicó a una columna de Q-Sepharose (3 x 5 cm) 

previamente equilibrada. Para la elución de las proteínas retenidas, se empleó un gradiente 

lineal de NH4HCO3 de 5 mM a 1 M, pH 8,1. La absorbancia de las fracciones se midió a        

230 nm, y aquellas que contenían PP3 (28 kDa) identificadas por SDS-PAGE, se dializaron 

frente a PBS, se liofilizaron y se almacenaron a -20 ºC hasta su uso en posteriores ensayos. 

Con el objetivo de obtener el fragmento proteico de 17 kDa que se separa de la PP3 por 

proteólisis endógena, la muestra procedente de la Q-Sepharose se sometió a una última etapa de 

cromatografía de filtración en gel Sephadex G-75 en presencia de urea 6 M, en tampón 

NH4HCO3 0,2 M, pH 5. La absorbancia de las fracciones se midió a 230 nm, y tras analizarlas 

por SDS-PAGE aquellas que contenían PP3 (17 kDa) se mezclaron, se dializaron frente a PBS, 

se liofilizaron y se almacenaron a -20 ºC hasta su uso. 

3.2.2.6. Saturación con hierro de lactoferrina bovina 

Para evaluar la influencia de la saturación con hierro de la molécula de LF bovina en su 

actividad antirrotavirus, se siguió el procedimiento descrito por Harouna et al. (2015). Para ello, 

se preparó inicialmente una solución de nitriloacetato férrico (FeNTA) mezclando una solución 

de FeCl3 0,02 M con una solución de nitrilo acetato sódico (NTA) 80 mM, obteniéndose una 

concentración final de Fe3+ 10 mM, NTA 40 mM, pH 5. A continuación, se añadieron 3 μL de 
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FeNTA y 3 μL de NaHCO3 10 mM por cada mg de LF, incubando durante 24 h a 4 ºC. 

Posteriormente, para eliminar el hierro no unido a la LF, se realizó una filtración en gel en 

Sephadex G-25 (1 x 30 cm) a flujo libre. 

El grado de saturación de hierro de las LFs de diversas especies analizadas se estimó 

mediante el cociente de las absorbancias a 465 y 280 nm, a las que se midió una solución de      

1 mg/mL. De esta manera se obtuvieron los siguientes porcentajes de saturación de hierro:  

• LFs nativas bovina, ovina, humana, porcina y de camella: 10, 17, 6, 5 y 15%, 

respectivamente. 

La saturación en hierro de las LFs humanas recombinantes fue facilitada por las compañías 

que las producen: 

• LFs humanas recombinantes de arroz holo, AsIs y de A. awamori: 80, 60 y 3%, 

respectivamente. 

3.2.3. Obtención de fracciones y proteínas a partir de leche ovina 

En el presente estudio se aislaron las siguientes fracciones y proteínas a partir de leche 

ovina, mediante los procedimientos anteriormente descritos para las fracciones y proteínas 

bovinas homólogas:  

• Lactosuero y caseínas 

• Fracciones derivadas de nata lavada y sin lavar: mazada, butter serum y MFGM 

• IgG 

• Fracción enriquecida en MUCs (por degradación enzimática) 

• XOD 

• PPT y PP3 

Además, se aisló LF ovina mediante el procedimiento que se detalla a continuación. 

3.2.3.1. Aislamiento de lactoferrina ovina 

La LF ovina se aisló mediante el procedimiento descrito por Conesa et al. (2008), a partir 

de leche cruda. Tras desnatado de la leche cruda mediante centrifugación a 2.500 g durante     

30 min a 4 ºC, la leche desnatada se diluyó 1:1 con el tampón NaH2PO4 0,04 M, pH 7,4, 

conteniendo NaCl 0,8 M y Tween-20 al 0,04% (v/v), y se incubó con la SP-Sepharose durante 

toda la noche a 4 ºC en agitación continua suave. Posteriormente, la SP-Sepharose se lavó con el 

tampón NaH2PO4 0,02 M, pH 7,4 con NaCl 0,4 M y Tween-20 al 0,02% (v/v) para eliminar las 

proteínas no unidas al gel. A continuación, el gel se empaquetó en una columna (5 x 30 cm) y la 
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LF se eluyó con el tampón NaH2PO4 0,02 M, pH 7,4 con NaCl 1 M. La absorbancia de las 

fracciones se midió a 280 nm, y aquellas que contenían LF identificadas por SDS-PAGE, se 

juntaron y se dializaron frente a PBS, y finalmente se liofilizaron y almacenaron a -20 ºC. 

Por este mismo procedimiento se aisló LF de leche de camella y de cerda. 

3.2.4. Obtención de fracciones y proteínas a partir de leche humana 

Se obtuvo una fracción enriquecida en MUCs humanas por degradación enzimática y se 

aisló LF humana mediante el procedimiento anteriormente descrito para las muestras de leches 

animales. Además, se obtuvo lactosuero, caseínas y una fracción enriquecida en MFGM, y se 

aisló α-LA, LYZ y una fracción enriquecida en LDH humana mediante los procedimientos que 

a continuación se detallan. 

3.2.4.1. Obtención de lactosuero y caseínas humanas 

El lactosuero y la fracción de caseínas procedentes de leche humana se obtuvieron según el 

método de Svensson et al. (1999). Para ello, la leche cruda humana se desnató por 

centrifugación a 2.500 g durante 15 min a 4 ºC. La leche desnatada se incubó entonces con 

oxalato dipotásico al 10% (p/v) durante una noche a 4 ºC. A continuación, tras acidificar hasta 

pH 4,3 y calentar posteriormente a 32 ºC durante 2 h, el precipitado de caseínas se obtuvo por 

centrifugación a 5.000 g durante 15 min a 20 ºC, quedando el lactosuero como sobrenadante. La 

fracción de caseínas se lavó tres veces con agua destilada y se dializó frente a PBS pH 8,5. El 

lactosuero se filtró por lana de vidrio para eliminar impurezas y se dializó frente a PBS pH 7,2. 

Las muestras se liofilizaron y se conservaron a -20 ºC hasta su utilización.  

3.2.4.2. Fracción enriquecida en MFGM humana 

La fracción enriquecida en MFGM humana se obtuvo según el procedimiento descrito por 

Kvistgaard et al. (2004) a partir de leche cruda humana. Tras obtener la nata mediante 

centrifugación de la leche humana a 5.000 g durante 20 min a 4 ºC, esta se lavó dos veces con el 

tampón Na2HPO4 10 mM, pH 7,2 con NaCl 0,15 M. La nata lavada se sometió entonces a un 

batido intenso y se sonicó en baño de ultrasonidos Ultrasons (J.P. Selecta, Barcelona, España) 

durante 15 min a 20 ºC. Tras centrifugación a 50.000 g durante 1 h a 4 ºC la fracción 

enriquecida en MFGM humana se resuspendió y dializó frente a PBS, y finalmente se liofilizó y 

se conservó a -20 ºC. 
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3.2.4.3. Aislamiento de inmunoglobulinas A humanas 

Las IgAs se aislaron mediante el método descrito por Pack (2000) a partir de leche cruda. 

Para ello, se obtuvo el lactosuero tal y como se ha descrito anteriormente. A continuación, se 

procedió a la precipitación de las Igs mediante adición al lactosuero de sulfato amónico a una 

concentración final del 50% (p/v), seguido de incubación durante 16 h a 4 ºC y posterior 

centrifugación a 15.000 g durante 1 h a 4 ºC. El precipitado resultante se disolvió y dializó 

frente a Tris-HCl 0,02 M, pH 9,5 y se sometió a una cromatografía de intercambio iónico en una 

columna de DEAE-Sepharose (3 x 25 cm) previamente equilibrada con ese mismo tampón. Las 

proteínas unidas al gel se eluyeron mediante gradiente lineal del tampón Tris-HCl con NaCl 

0,10 a 0,25 M. Las fracciones de interés, conteniendo las IgAs humanas, se juntaron, se 

dializaron frente a PBS, se liofilizaron y se conservaron a -20 ºC. 

3.2.4.4. Aislamiento de α-lactalbúmina humana 

La α-LA se aisló de leche cruda según el procedimiento descrito por Barbana et al. (2008). 

Tras obtener el lactosuero de la manera anteriormente descrita, este se sometió a cromatografía 

de filtración en gel en Sephadex G-100. El lactosuero humano se diluyó 1:1 con tampón acetato 

de sodio 25 mM, pH 6,5, con NaCl 50 mM y se aplicó en la columna de Sephadex G-100         

(5 x 90 cm) equilibrada con el mismo tampón a 4 ºC. Las fracciones de interés, controladas 

mediante medida espectrofotométrica (280 nm) y SDS-PAGE, se juntaron y aplicaron 

posteriormente en una columna de Sephadex G-50 (3 x 75 cm), con las mismas condiciones de 

trabajo. Las fracciones que contenían α-LA humana se juntaron, se dializaron frente a PBS, se 

liofilizaron y se conservaron a -20 ºC. 

3.2.4.5. Aislamiento de lisozima humana 

El aislamiento de la LYZ humana derivó del procedimiento de aislamiento de la LF 

descrito con anterioridad. Así, al comprobarse que las fracciones del excluido de la columna de 

SP-Sepharose contenían LYZ humana, se recuperaron y se sometieron a cromatografía de 

filtración en gel en Sephadex G-50 (1 x 65 cm). Las fracciones de interés se juntaron, se 

dializaron frente a PBS, se liofilizaron y se conservaron a -20 ºC. 

3.2.4.6. Aislamiento de una fracción enriquecida en lactadherina humana 

La fracción enriquecida en LDH humana se aisló a partir de una fracción enriquecida en 

MFGM, previamente obtenida como se ha descrito con anterioridad. Para ello, la fracción 
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enriquecida en MFGM se resuspendió en PBS conteniendo NaCl 0,02 M y se centrifugó a 

25.000 g durante 1 h a 4 ºC. El sobrenadante resultante resultó estar enriquecido en LDH, por lo 

que se dializó frente a PBS, se liofilizó y se conservó a -20 ºC hasta su posterior uso. 

En la Tabla 23 se incluye un resumen de las fracciones y proteínas lácteas obtenidas en la 

presente tesis. 

Tabla 23. Fracciones y proteínas lácteas obtenidas, con las referencias que describen los 
procedimientos de aislamiento. 

Leche bovina 

Fracciones 
lácteas 

Lactosuero y caseínas Ripollés et al. (2018) 
Proteosa-peptona Sørensen y Petersen (1993) 
Mazada y butter serum procedentes de 
nata lavada y sin lavar Le et al. (2009) 

Fracción enriquecida en MFGM 
procedente de nata lavada y sin lavar Hvarregaard et al. (1996) 

Proteínas 

IgGs Mainer et al. (1997) 

Fracción enriquecida en MUCs 
Pallesen et al. (2001) 
Gallier et al.; Le et al. (2012) 
Hortin (1990) 

XOD Berglund et al. (1996) 
LDH Kim et al. (1992) 
PP3 Sørensen y Petersen (1993) 

Leche ovina 

Fracciones 
lácteas 

Lactosuero y caseínas Ripollés et al. (2018) 
Mazada y butter serum procedentes de 
nata lavada y sin lavar Le et al. (2009) 

Fracción enriquecida en MFGM 
procedente de nata lavada y sin lavar Hvarregaard et al. (1996) 

Proteínas 

IgGs Mainer et al. (1997) 
LF Conesa et al. (2008) 
Fracción enriquecida en MUCs Gallier et al.; Le et al. (2012) 
XOD Berglund et al. (1996) 
PP3 Sørensen y Petersen (1993) 

Leche humana 
Fracciones 
lácteas 

Lactosuero y caseínas Svensson et al. (1999) 
Fracción enriquecida en MFGM Kvistgaard et al. (2004)  

Proteínas 

IgAs Pack (2000) 
LF Conesa et al. (2008) 
α-LA Barbana et al. (2008) 
LYZ Conesa et al. (2008) 

Fracción enriquecida en MUCs Le et al. (2012) 
Gallier et al. (2012) 

Fracción enriquecida en LDH Kim et al. (1992) 
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3.2.5. Cuantificación de proteínas mediante el ensayo del BCA 

La concentración proteica de todas las fracciones y proteínas lácteas analizadas en el 

presente trabajo se estimó mediante el ensayo del ácido bicinconínico (BCA, bicinchoninic 

acid). El método se basa en la reducción del ión cúprico (Cu2+) a ión cuproso (Cu1+) por las 

proteínas en un medio alcalino. Posteriormente, el BCA es capaz de formar un complejo 

púrpura intenso con los iones Cu1+ que se puede detectar espectrofotométricamente. Para la 

realización de la técnica de BCA, se empleó un kit comercial basado en el procedimiento 

descrito por Smith et al. (1985), que es sencillo, rápido, muy sensible y con pocas interferencias. 

En primer lugar, se prepararon las soluciones estándar de albúmina sérica bovina (BSA) 

desde 0,02 mg/mL hasta 2,5 mg/mL en agua Milli-Q. A continuación, 25 µL de cada estándar y 

de las muestras a analizar se distribuyeron en una placa de 96 pocillos y, seguidamente, se 

añadieron 200 µL/pocillo del reactivo del kit que contenía el BCA. La placa se agitó durante   

30 s, se incubó a 37 ºC durante 30 min, y se midió la absorbancia a 570 nm en un lector de 

placas de microensayo Multiskan MS de Labsystem (Helsinki, Finlandia). Los resultados de 

concentración proteica se calcularon interpolando los datos de absorbancia de las muestras en 

una curva patrón, previamente obtenida representando la absorbancia de los estándares de BSA 

frente a su concentración. 

3.2.6. Métodos electroforéticos 

Las diferentes fracciones y proteínas lácteas obtenidas se caracterizaron por electroforesis 

en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis). Se emplearon geles de diferente porcentaje de poliacrilamida, tanto 

comerciales como preparados en el laboratorio. Se emplearon diversos métodos de tinción: azul 

de Coomassie, ácido peryódico de Schiff (PAS, periodic acid Schiff) y nitrato de plata. 

3.2.6.1. Preparación de geles de poliacrilamida 

Los geles de electroforesis utilizados para caracterizar las fracciones cromatográficas 

obtenidas durante el aislamiento de las diferentes fracciones y proteínas lácteas se prepararon en 

nuestro laboratorio a una concentración del 12% de poliacrilamida. Para la preparación del gel 

de separación se realizó la siguiente mezcla en un matraz kitasato: 3,4 mL de agua Milli-Q,       

4 mL de una solución de acrilamida-bisacrilamida al 30% (v/v), 2,5 mL de tampón Tris-HCl  

1,5 M, pH 8,8, y 100 µL de SDS al 10% (p/v). A continuación, tras desgasificar la mezcla 

durante 15 min utilizando una trompa de vacío por agua, se añadieron 5 µL de TEMED (como 
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iniciador de la polimerización) y 50 µL de APS al 10% (p/v) en agua Milli-Q (como catalizador 

de la reacción). Una vez preparada la mezcla, esta se vertió en el espacio entre dos vidrios, de 

dimensiones ajustadas al equipo MiniProtean, previamente preparados a modo de depósito en el 

que polimeriza tras 1 h. Para evitar la deshidratación del gel, este se cubrió con 300 µL de        

2-metil-2-butanol. 

Posteriormente, una vez polimerizado el gel de separación y retirado el butanol, se añadió 

el gel de concentración. Este gel, destinado a alinear las muestras durante la electroforesis, se 

preparó al 8% de poliacrilamida mezclando en matraz kitasato: 2,3 mL de agua Milli-Q, 1,3 mL 

de una solución de acrilamida-bisacrilamida al 30% (v/v), 1,2 mL de un tampón Tris-HCl       

0,5 M, pH 6,8, y 50 µL de SDS al 10% (p/v). Tras desgasificar y añadir 5 µL de TEMED y 25 

µL de APS al 10% (p/v), la mezcla se cargó en la parte superior del gel de separación, entre los 

dos cristales, y se colocó el peine de electroforesis para marcar los pocillos en los que 

posteriormente se cargarían las muestras a analizar. El gel de concentración se dejó polimerizar 

durante 1 h a temperatura ambiente. Los geles se almacenaron en nevera hasta su uso. 

3.2.6.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 

Las electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se llevaron a cabo de 

acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli (1970). Las muestras a analizar se diluyeron 1:1 

con tampón Tris-HCl 0,12 M, pH 6,8, que contenía una concentración final de glicerol del 20% 

(v/v), SDS al 4% (p/v) y azul de bromofenol al 0,02% (p/v). En el caso de las electroforesis que 

se realizaron en condiciones reductoras, al tampón se le añadió β-mercaptoetanol a una 

concentración final del 10% (v/v). Las muestras se calentaron a 100 ºC durante 5 min y se 

cargaron en el gel correspondiente. Las electroforesis se desarrollaron a 180 mA en una cubeta 

Mini-Protean Tetra Cell de Bio-Rad con una fuente de voltaje de 125 VA suministrada por 

Pharmacia Biotech, siguiendo las recomendaciones establecidas por el fabricante. 

Los geles elaborados en nuestro laboratorio se prepararon con un 12% de poliacrilamida, 

aunque también se utilizaron geles comerciales con un 10% y 4-20% de poliacrilamida. La 

elección de unos u otros geles para los ensayos de SDS-PAGE se realizó en base a la muestra a 

analizar y a la migración estimada en función del porcentaje de poliacrilamida.  

3.2.6.3. Técnicas de tinción de los geles 

Una vez realizada la SDS-PAGE, la tinción del gel se llevó a cabo mediante diferentes 

técnicas, dependiendo de la concentración y del tipo de proteínas previstas en la muestra. 
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• Tinción con azul de Coomassie 

En esta técnica, basada en el método de Bradford (1976), el azul de Coomassie, que es un 

colorante de tipo aniónico, se une a las proteínas de modo inespecífico, a través de fuerzas de 

van der Waals. Esta tinción es la técnica más común para detectar las proteínas previamente 

separadas en geles de poliacrilamida, con un límite de detección de entre 50-100 ng. 

Las proteínas separadas por SDS-PAGE se fijaron y al mismo tiempo se tiñeron en los 

geles con una solución de colorante con la siguiente composición: 0,065% (p/v) de azul de 

Coomassie R-250, 30% (v/v) de metanol, 10% (v/v) de ácido acético, y 10% (v/v) de glicerol en 

agua destilada. Tras mantener el gel sumergido en el colorante durante 1 h en agitación a 

temperatura ambiente, el colorante se retiró y se añadió la solución decolorante de composición: 

25% (v/v) de metanol, 8% (v/v) de ácido acético, 2% (v/v) de glicerol, en agua destilada. Tras 

incubar el gel con la solución decolorante toda la noche en agitación a temperatura ambiente, las 

proteínas aparecieron como bandas azules sobre un fondo incoloro.  

• Tinción con nitrato de plata  

El método de tinción de plata está basado en el procedimiento originalmente descrito por 

Merril (1981). Es un método muy sensible que permite detectar proteínas previamente separadas 

en geles de poliacrilamida con un límite de detección de entre 1-10 ng. El proceso está 

fundamentado en la unión de los iones de plata a las cadenas laterales de los aminoácidos, 

reduciéndose a plata metálica, de color gris-marrón oscuro. 

Para aplicar esta técnica, el gel de SDS-PAGE se incubó con diversas soluciones. En 

primer lugar, las proteínas se fijaron en el gel con una solución de etanol al 58% (v/v) y ácido 

acético al 12% (v/v), en agua Milli-Q, y se incubaron durante 30 min. Posteriormente, el gel se 

sumergió en la misma solución anterior diluida al 12% (v/v) en agua Milli-Q durante 30 min, y 

luego se lavó tres veces con agua Milli-Q. El gel se sumergió entonces en una solución de 

tiosulfato de sodio al 0,02% (p/v) durante 1 min y, tras otros tres lavados, se incubó durante    

20 min en una solución de nitrato plata al 0,2% (p/v) en agua Milli-Q conteniendo 0,075% (v/v) 

de formaldehído al 37%.  

Finalmente, tras dos lavados con agua Milli-Q para eliminar el nitrato de plata remanente, 

el gel se incubó con la solución de revelado, compuesta por 6% (p/v) de carbonato de sodio, 

0,05% (v/v) de formaldehído al 37% y 2% de la solución compuesta por 0,02% (v/v) de 

tiosulfato de sodio, en agua Milli-Q, hasta la aparición de bandas de color gris-marrón oscuro 

(2-5 min). Seguidamente, se incubó el gel durante 10 min en una solución de ácido acético al 

0,05% (v/v) en agua Milli-Q y después en una solución de glicerol al 12% (v/v) en agua Milli-Q 

durante 10 min. 
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• Tinción con ácido peryódico de Schiff 

El método de tinción con ácido peryódico de Schiff (PAS) está basado en el procedimiento 

descrito por Mantle y Allen (1978). La tinción PAS es una técnica útil y sensible para detectar 

proteínas glicosiladas previamente separadas en geles de poliacrilamida, con un límite de 

detección de 100-150 ng, que depende del grado de glicosilación y del tamaño y concentración 

de la proteína en cuestión. 

En primer lugar, el gel se incubó durante 1 h en la solución de fijación formada por ácido 

acético al 10% (v/v) y metanol al 35% (v/v) en agua Milli-Q. A continuación, el gel se incubó 

durante 1 h en una solución de ácido peryódico al 0,7% (p/v) en ácido acético al 5% (v/v) en 

agua Milli-Q. Posteriormente, el gel se lavó con agua Milli-Q y se incubó con una solución de 

metabisulfito de sodio al 0,2% (p/v) en ácido acético al 5% (v/v) hasta que el gel adquirió un 

color amarillo, renovando una vez la solución hasta que el gel se decoloró. Finalmente, el gel se 

incubó durante 2 h con el reactivo de Schiff hasta que aparecieron las bandas características de 

color rosa, momento en el que se procedió a la decoloración sumergiendo el gel en la solución 

de fijación durante 15 min y posteriormente en una solución de ácido acético al 10% (v/v) 

durante 1 h. 

Para la preparación del reactivo de Schiff, se añadieron 4 g de pararosanilina a 800 mL de 

agua Milli-Q a 95 ºC, solución que se agitó durante 5 min. Posteriormente, se enfrió la solución 

rápidamente hasta 50 ºC y se añadieron 80 mL de HCl 1 M, agitando hasta que la solución 

alcanzó una temperatura de 25 ºC. Se añadieron entonces 6,8 g de metabisulfito de sodio y se 

mantuvo la mezcla en oscuridad a 4 ºC durante toda la noche. Por último, se añadieron 20 g de 

carbón activo a la mezcla, se agitó durante 30 min y se filtró el colorante mediante un embudo 

de vidrio sinterizado. El reactivo se almacenó a 4 ºC protegido de la luz hasta su uso. 

El escaneado de geles se llevó a cabo con el Imagescanner III de GE Healthcare, programa 

LabScan.  

3.2.7. Métodos inmunoquímicos 

3.2.7.1. Obtención de antisueros frente a proteínas aisladas 

Los antisueros utilizados en este trabajo frente a las LFs bovina, ovina y humana, α-LA 

humana y LYZ humana recombinante de arroz fueron previamente obtenidos en nuestro grupo 

de investigación en conejos, según el procedimiento descrito por Conesa et al. (2008). 

Para ello, los conejos se inmunizaron en diferentes áreas de la región dorsal, por vía 

subcutánea, con una suspensión compuesta por 0,5 mL de la solución de proteína 
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correspondiente (2 mg/mL en PBS) y 0,5 mL de adyuvante completo de Freund. A las               

4 semanas, se llevó a cabo una nueva inmunización con la misma cantidad de proteína, 

emulsionada con adyuvante incompleto de Freund. Transcurridas dos semanas de la segunda 

inmunización, se procedió a la extracción de sangre mediante una cánula en la arteria auricular 

central. La sangre obtenida se dejó coagular espontáneamente a temperatura ambiente y el 

coágulo se centrifugó a 1.000 g durante 10 min para la obtención del suero. Tras comprobar 

mediante inmunodotting la reactividad positiva del antisuero, este se almacenó a -20 ºC.  

Para las extracciones sucesivas, se dejó recuperar a los animales durante 1 mes, repitiendo 

las inoculaciones con la solución de proteína con adyuvante incompleto a los 15 días de cada 

extracción. Se realizaron un total de tres extracciones a los conejos inmunizados con cada 

proteína. 

3.2.7.2. Inmunodotting 

La técnica de inmunodotting se utilizó para comprobar la inmunorreactividad de los 

antisueros obtenidos en este trabajo frente a diversas proteínas lácteas. 

Se colocaron 2 µL de cada solución de proteína (1 mg/mL en PBS) sobre una membrana de 

nitrocelulosa y se dejaron secar al aire durante 5 min. A continuación, con el objeto de evitar 

uniones inespecíficas a los sitios libres de la membrana, esta se incubó con una solución de 

ovoalbúmina al 5% (p/v) en PBS, pH 7,4, durante 30 min en agitación. Tras lavar tres veces con 

PBS la membrana, se procedió a incubarla durante 1 h a temperatura ambiente con el antisuero 

correspondiente a la dilución apropiada, en ovoalbúmina al 3% (p/v) en PBS. Posteriormente, 

después de lavar cinco veces con PBS, la membrana se incubó durante 1 h a temperatura 

ambiente con un antisuero obtenido en cabra anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa, 

diluido 1/1.000 en ovoalbúmina al 3% (p/v) en PBS. 

Por último, la membrana se lavó cinco veces con PBS y se procedió al revelado añadiendo 

una solución compuesta por el sustrato 4-cloro-1-naftol al 0,06% (p/v), metanol al 20% (v/v) y 

peróxido de hidrógeno al 0,1% (v/v) en PBS. En el momento que aparecieron manchas de color 

grisáceo de intensidad adecuada en los sitios de aplicación de las muestras, la reacción se detuvo 

lavando la membrana con agua Milli-Q. 

3.2.7.3. Western-blotting 

La técnica de Western-blotting se empleó en la caracterización de las fracciones y aislados 

de proteínas lácteas como método de confirmación de la presencia de diversas proteínas, usando 

los antisueros específicos obtenidos frente a ellas.  
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Este método está basado en el procedimiento descrito por Benfeldt et al. (1995), y en él se 

distinguen tres etapas fundamentales. En la primera se desarrolla una electroforesis en SDS-

PAGE para separar las proteínas. Durante la segunda etapa, de electrotransferencia, las 

proteínas del gel de SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de PVDF mediante la 

aplicación de una diferencia de potencial en un equipo TE 70 Semi-Dry Transfer Unit de GE 

Healthcare. Para ello se preparó la unidad de transferencia colocando superpuestos, y en orden, 

los siguientes componentes: 

• En la parte inferior (ánodo): 1 papel de filtro Whatman 3MM humedecido en tampón 

Tris 0,3 M, pH 10,4 con metanol al 10% (v/v). 

• 2 papeles de filtro humedecidos en tampón Tris 25 mM, pH 10,4 con metanol al 10%. 

• Membrana de PVDF activada en metanol durante 10 s y aclarada en tampón Tris 25 

mM, pH 10,4 con metanol al 10% (v/v). 

• Gel de SDS-PAGE, en el que se han separado las proteínas previamente. 

• En la parte superior (cátodo): 3 papeles de filtro humedecidos con tampón Tris 25 mM, 

glicina 40 mM, SDS al 0,1% (p/v), pH 9,4, con metanol al 20% (v/v). 

Una vez preparada la unidad de transferencia, se aplicó una corriente eléctrica de 80 mA 

durante 1 h. Para comprobar la eficacia de la transferencia, el gel de electroforesis transferido se 

tiñó con azul de Coomassie.  

En la tercera y última etapa, las proteínas transferidas a la membrana se detectaron con 

anticuerpos específicos y revelado enzimático. Para ello, se bloqueó la membrana durante 3 min 

con TBS (Tris-HCl 0,05 M, pH 7,4, con NaCl 0,5 M) conteniendo Tween-20 al 2% (v/v) en 

agua Milli-Q, para saturar los espacios no ocupados por proteínas. Posteriormente, tras lavar la 

membrana tres veces durante 5 min con TBS conteniendo Tween-20 al 0,1% (v/v) (TBS-T), 

esta se incubó durante toda la noche a 4 ºC con el antisuero correspondiente a la dilución 

apropiada en TBS-T. A continuación, después de lavar la membrana tres veces con TBS-T se 

procedió a su incubación durante 2 h a temperatura ambiente con un antisuero obtenido en cabra 

anti-IgG de conejo, conjugado con peroxidasa y diluido 1/1.000 en TBS-T. Por último, la 

membrana se lavó tres veces con TBS-T y se reveló añadiendo el sustrato de la peroxidasa 

compuesto por 4-cloro-1-naftol al 0,06% (p/v), metanol al 20% (v/v) y agua oxigenada al 0,1% 

(v/v) en PBS. Tras la aparición de las bandas coloreadas (normalmente de 5 a 10 min a 

temperatura ambiente), se detuvo la reacción enzimática lavando la membrana dos veces con 

agua Milli-Q. El procedimiento descrito se ilustra en la Figura 25. 
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Figura 25. Esquema de la técnica de Western-blotting (Bensaccount, 2009). 

3.2.8. Cultivo celular 

3.2.8.1. Siembra y mantenimiento del cultivo celular 

La línea celular que se usó para la propagación de los rotavirus y los ensayos de 

neutralización con muestras lácteas fue la línea MA104 de células epiteliales de riñón fetal de 

mono Rhesus. Para la siembra, mantenimiento y subcultivo celular se siguieron los 

procedimientos estandarizados (Freshney, 2010) que se detallan a continuación, todos realizados 

en ambiente estéril en campana de flujo laminar vertical Micro-V de Telstar (Terrasa, España). 

Las células de la línea MA104 se cultivaron en frascos de 25 ó 75 cm2, según el diseño 

experimental, y se mantuvieron con medio MEM suplementado con FBS al 10% (v/v), solución 

de antibióticos (100 Unidades/mL penicilina, 100 µg/mL estreptomicina) al 1% (v/v), L-

glutamina 2 mM y 0,25 µg/mL de anfotericina B. Los frascos de cultivo se mantuvieron a    37 

ºC en un incubador termostatizado B5060 EK/CO2 de Heraeus con 95% de aire y 5% de CO2. 

El subcultivo de las células se realizó cuando estas alcanzaron la confluencia. Para ello, tras 

eliminar el medio de los frascos de cultivo de 25 cm2 mediante aspiración con pipeta estéril, se 

lavó la monocapa celular con 5 mL de PBS estéril (filtrado por 0,22 µm). A continuación, se 
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añadieron a la monocapa 0,5 mL de una solución de tripsina-EDTA al 0,25% (p/v), con la que 

se incubó a 37 ºC durante 5 min para que las células se desprendieran de la superficie del frasco. 

Seguidamente, las células se resuspendieron en 2 mL de MEM suplementado, para frenar la 

acción de la tripsina por el suero fetal que contiene. En el caso de los frascos de cultivo de       

75 cm2 los volúmenes se triplicaron. Por último, se calculó la densidad celular mediante 

recuento en cámara de Thoma en un microscopio invertido TMS-F de Nikon (Tokio, Japón) y, 

en base a este recuento, se calculó el volumen necesario de suspensión celular para conseguir 

una densidad final de 5 x 103 células/cm2 en un nuevo frasco de cultivo. El volumen de medio 

de cultivo fue de 10 mL en el caso de los frascos de 25 cm2 y de 25 mL en los frascos de         

75 cm2. A esta densidad celular de siembra, el subcultivo se realizó cada 4 días, un máximo de 

veinticinco veces, tras lo cual se procedió a descongelar una nueva alícuota de suspensión 

celular, tal y como se detalla a continuación. 

3.2.8.2. Congelación y descongelación de células 

Para obtener la suspensión celular adecuada para la congelación y mantenimiento de la 

línea celular, se sembraron 3 frascos de 75 cm2 y se incubaron hasta la confluencia. 

Posteriormente, tras tripsinizar las monocapas celulares de los 3 frascos, tal y como se ha 

descrito anteriormente, las células se juntaron en un tubo estéril que se centrifugó a 1.000 g 

durante 5 min a 20 ºC. El precipitado celular resultante se resuspendió en MEM suplementado y 

su densidad se ajustó a 12 x 106 células/mL. A continuación, tras alicuotar en crioviales la 

suspensión celular, a razón de 1 mL/vial, se añadió a cada uno el mismo volumen de medio de 

congelación compuesto por MEM al 60% (v/v), FBS al 20% (v/v) y dimetilsulfóxido al 20% 

(v/v). Los crioviales se mantuvieron a -80 ºC durante 2 h y, posteriormente, se almacenaron en 

nitrógeno líquido hasta su uso. 

Para la descongelación de las células, los crioviales se extrajeron del nitrógeno líquido y se 

descongelaron a temperatura ambiente. La suspensión celular descongelada se transfirió a un 

tubo estéril de fondo cónico conteniendo 50 mL de medio MEM y se centrifugó a 1.000 g 

durante 5 min a temperatura ambiente para eliminar el medio de congelación. El precipitado 

celular resultante se resuspendió en 10 mL de medio MEM suplementado y se transfirió a 

frascos de cultivo, donde se incubó en las condiciones antes descritas. 

3.2.8.3. Siembra en placas de microensayo 

Los ensayos de neutralización de la infección por rotavirus mediada por fracciones y 

proteínas lácteas se realizaron en placas de microensayo de 96 pocillos (0,32 cm2/pocillo). Para 
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la siembra en estas placas, la suspensión celular obtenida tras tripsinización de la monocapa 

confluente de los frascos de 25 cm2 se ajustó con MEM suplementado para que la densidad final 

fuera de 2 x 104 células/cm2. Posteriormente, la suspensión celular se distribuyó en la placa a 

razón de 150 µL/pocillo, y se incubó en las condiciones anteriormente indicadas. 

3.2.8.4. Ensayo de citotoxicidad 

Para evaluar el efecto de las fracciones y proteínas lácteas en la viabilidad de las células 

MA104, se empleó un ensayo colorimétrico basado en el reactivo MTS (Barltrop et al., 1991). 

En presencia de la enzima succinato deshidrogenasa que poseen las células metabólicamente 

activas, el MTS es biorreducido a formazán, un compuesto coloreado cuya absorbancia a       

490 nm es directamente proporcional al número de células viables en el cultivo.  

Para ello, las células se cultivaron en placas de 96 pocillos con medio MEM suplementado 

en las condiciones descritas anteriormente hasta la confluencia. Para realizar el ensayo, en 

primer lugar se eliminó el medio de los pocillos, se añadieron 100 µL/pocillo de MEM sin FBS, 

e incubaron a 37 ºC durante 1 h. Después, las monocapas celulares se lavaron con                  

200 μL/pocillo de PBS estéril y se incubaron durante 2 h con 100 µL/pocillo de las diferentes 

muestras lácteas (a 2 mg/mL), cuya posible citotoxicidad se quería evaluar. Posteriormente, tras 

un lavado con PBS estéril, se añadieron 200 μL/pocillo de MEM sin FBS y 20 μL/pocillo del 

reactivo MTS, y se incubó la placa a 37 ºC durante 2 h. La absorbancia se determinó a 490 nm a 

las 0, 1 y 2 h de incubación mediante medida con un lector de microplacas. 

3.2.9. Rotavirus 

3.2.9.1. Propagación de rotavirus en la línea celular MA104 

A lo largo de este trabajo se han utilizado 8 cepas de rotavirus: 4 bovinas (WC3, UK, 

NCDV, B223), 1 humana (Wa), 1 de simio (RRV) y 2 cepas reagrupadas (UK x RRV 19-1-1 y 

UK x RRV 85-2). Las diferentes cepas se propagaron en la línea celular MA104, en base a 

métodos previamente descritos (Arias et al., 1996; Arnold et al., 2009), con el fin de conseguir 

la cantidad suficiente de suspensión vírica homogénea para la realización de todos los ensayos. 

Para la propagación de los virus, se cultivaron células MA104 en frascos de cultivo de     

75 cm2 hasta alcanzar una confluencia de aproximadamente 90-95%. Por otro lado, para activar 

los rotavirus y obtener una suspensión con capacidad infectante, se incubaron con tripsina a una 

concentración final de 20 µg/mL en PBS, durante 1 h a 37 ºC en un baño termostático WNB de 

Memmert (Schwabach, Alemania), agitando cada 10 min. La suspensión se diluyó con medio 
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EMEM hasta alcanzar una concentración final de tripsina de 2 µg/mL, obteniendo así el inóculo 

infectante. El medio EMEM empleado en los ensayos con rotavirus se suplementó con una 

solución de antibióticos (100 Unidades/mL penicilina, 100 µg/mL estreptomicina) a una 

concentración final del 1% (v/v), así como con L-glutamina y anfotericina B hasta una 

concentración final de 2 mM y 0,25 µg/mL, respectivamente. 

Una vez obtenido el inóculo infectante, y tras lavar la monocapa celular con 10 mL de 

PBS, se procedió a la infección. Para ello, se añadió 1,5 mL de inóculo infectante al frasco de  

75 cm2 y se incubó durante 1 h a 37 ºC en un agitador oscilante. Al finalizar, se añadieron al 

frasco 20 mL de EMEM suplementado con tripsina a una concentración final de 0,5 µg/mL y se 

incubó a 37 ºC durante 2-3 días hasta que se observó el efecto citopático. En el caso de la 

propagación en frascos de 25 cm2 se emplearon volúmenes proporcionales. 

Para la obtención de las suspensiones de rotavirus, los frascos de cultivo se sometieron a 

tres ciclos de congelación (-80 ºC) y descongelación (temperatura ambiente) y, seguidamente, la 

monocapa celular se separó con un rascador estéril. El lisado resultante, conteniendo células y 

virus, se traspasó a un tubo estéril de 50 mL y se clarificó por centrifugación a 300 g durante   

15 min a 4 ºC para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se consideró como suspensión 

vírica infectiva, por lo que se tituló mediante ensayos de inmunotinción (como se describe en el 

siguiente apartado), y se fraccionó en alícuotas de 1 mL que se almacenaron a -80 ºC hasta su 

uso en los diversos ensayos. 

3.2.9.2. Titulación de la suspensión de rotavirus 

Para la titulación de las suspensiones de las diversas cepas de rotavirus se emplearon los 

dos procedimientos basados en inmunotinción que se detallan a continuación. 

• Inmunofluorescencia indirecta 

Este procedimiento se empleó para titular la suspensión de rotavirus de la cepa WC3 usada 

en nuestro laboratorio, y se basó en el descrito por Arnold et al. (2009). Para ello, se sembró una 

placa de 96 pocillos con células MA104 y se incubó hasta alcanzar una confluencia del 90-95%. 

Antes de la infección, los pocillos se lavaron e incubaron durante 2 h con EMEM suplementado. 

Por otro lado, se descongeló una alícuota de la suspensión de rotavirus y se activó mediante 

adición de tripsina a una concentración final de 20 µg/mL e incubación a 37 ºC durante 1 h, con 

agitación cada 10 min. Se prepararon entonces diferentes diluciones (de la 1/1 a la 1/59) de la 

suspensión de rotavirus activada, en una placa de 96 pocillos con EMEM.  

A continuación, el contenido de la placa con las diferentes diluciones de rotavirus activados 

se transfirió (25 µL/pocillo) a la placa con células MA104 preparada anteriormente y 
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conteniendo 25 µL/pocillo de EMEM suplementado. Se incluyeron como control negativo 

pocillos con 50 µL de medio EMEM. Tras incubar la placa a 37 ºC durante 1 h en agitación, 

periodo en el que se produjo la adsorción del virus a la superficie celular, se añadieron           

100 µL/pocillo de medio EMEM suplementado conteniendo FBS al 4% (v/v) y 2 µg/mL de 

tripsina para favorecer la infección, y la placa se incubó a 37 ºC durante 16 h en agitación leve.  

Transcurridas las 16 h de infección, se eliminó el medio de los pocillos por succión, 

recogiéndolo en un recipiente con Mucocit-T al 2% (p/v) para inactivar los rotavirus 

remanentes, y las células se lavaron con 200 µL/pocillo de PBS. A continuación, se procedió a 

la fijación celular añadiendo 300 µL/pocillo de una solución de acetona:metanol:formalina 

(1:1:1) e incubando durante 1 min a 4 ºC. Tras eliminar la solución de fijación y lavar la placa 

dos veces con PBS, las células infectadas se detectaron mediante inmunofluorescencia indirecta. 

Para ello, la placa se incubó con 30 µL/pocillo de un antisuero anti-rotavirus bovino UK 

obtenido en cordero (diluido 1/300 en PBS con gelatina al 2% (v/v)) a 37 ºC durante toda la 

noche en agitación suave. Después, los pocillos se lavaron dos veces con PBS y se incubaron 

con 30 µL/pocillo de anticuerpos anti-IgG de cordero obtenidos en burro conjugados con FITC 

(diluido 1/300 en PBS con gelatina al 2% (v/v)) durante 1 h a 37 ºC con agitación suave. Por 

último, tras lavar tres veces con PBS, se realizó el recuento de células fluorescentes en el 

microscopio de fluorescencia Eclipse E400 con filtro para FITC de Nikon, y el software de 

tratamiento de imagen Zen lite 2012.  

• Inmunotinción con carbazol 

Este procedimiento se empleó para titular las suspensiones de rotavirus de las cepas 

utilizadas en el laboratorio del Dr. Arias, y se basó en el descrito por Arias et al. (1987). El 

procedimiento experimental es muy similar al de inmunofluorescencia, con alguna modificación 

en la fase de fijación celular e inmunodetección. Así, los pocillos se lavaron con PBS tras el 

periodo de infección de 16 h y la monocapa celular se fijó con acetona al 80% (v/v) en PBS 

durante 10 min a temperatura ambiente. Las células infectadas se detectaron mediante 

inmunotinción con carbazol. Para ello, se empleó como antisuero primario un anti-TLP 

obtenido en conejo (diluido 1/2.000 en PBS), incubando toda la noche a 37 ºC. A continuación, 

la placa se incubó 2 h a 37 ºC con anticuerpos anti-IgG de conejo obtenidos en cabra y 

conjugados con peroxidasa (diluidos 1/2.000 en PBS). Finalmente, la placa se reveló incubando 

con una solución compuesta por 3-amino-9-etilcarbazol al 0,05% (p/v) y peróxido de hidrógeno 

al 0,015% (v/v) en acetato sódico 0,05 M, pH 5, durante 10 min en oscuridad a 37 ºC y el 

recuento de células infectadas se realizó en un microscopio invertido. 
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Tras realizar los dos tipos de inmunotinción, el cálculo del título de la suspensión de 

rotavirus se realizó según Arnold et al. (2009), mediante la siguiente fórmula: 

Nº células infectadas pocillo x (factor de dilución)-1 x (mL de inóculo)-1 = FFU/mL 

Tabla 24. Título de las suspensiones de rotavirus obtenidas de las diferentes cepas bovinas 
(UK, WC3, B223, NCDV), humanas (Wa) y de simio (RRV). 

Cepa de rotavirus Título de la suspensión 
(FFU/mL) 

UK 3,4 x 107 
WC3 7,8 x 105 / 1,0 x 107 * 
B223 9,7 x 106 

NCDV 1,2 x 108 
Wa 2,4 x 106 

RRV 6,0 x 106 
UK x RRV 19-1-1 1,6 x 105 
UK x RRV 85-2 5,5 x 105 

*Se obtuvieron dos suspensiones para la cepa WC3. El primer título corresponde a la 
suspensión obtenida y empleada en nuestro laboratorio. El segundo título corresponde a la 
suspensión vírica propagada y usada durante la estancia en el laboratorio del Dr. Arias. 

3.2.9.3. Purificación de rotavirus en gradiente de cloruro de cesio 

Para el ensayo de inhibición de la unión rotavirus-célula fue necesaria la obtención de 

partículas de triple capa (TLPs, triple-layered particles), que se llevó a cabo mediante 

purificación en gradiente de cloruro de cesio (Espejo et al., 1980). Se obtuvieron TLPs de las 

cepas bovinas WC3 y NCDV.  

Para ello, tras obtener la suspensión de rotavirus, tal y como se ha explicado anteriormente, 

esta se sometió a ultracentrifugación a 150.000 g durante 1 h en una centrífuga Optima L-90K 

de Beckman Coulter (Pasadena, CA, EE.UU.). El precipitado resultante (conteniendo células y 

virus) se resuspendió en tampón Tris-HCl 40 mM, pH 7,5, con NaCl 150 mM y CaCl2 10 mM 

(TNC), se homogeneizó con ultraturrax y se trató con freón frío (mezcla 1:1) para extraer los 

lípidos de la muestra. Tras centrifugación a 5.000 g durante 5 min en una centrífuga Universal 

320R de Hettich (Buford, GA, EE.UU.), se recuperó la fracción soluble de virus (sobrenadante) 

y se repitió la extracción cuatro veces añadiendo de nuevo tampón TNC. Los sobrenadantes con 

los virus se juntaron y se sometieron a un gradiente de cloruro de cesio (8,8 g cloruro de cesio / 

16 mL virus) mediante ultracentrifugación a 160.000 g durante 18 h a 4 ºC para separar las 
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partículas víricas infectivas (TLPs) de las no infectivas o defectuosas, quedando estas últimas 

por debajo de las TLPs. Para su posterior utilización en los ensayos de unión, se eliminó el 

cloruro de cesio pasando la suspensión por una columna de Sephadex G-25 y se determinó la 

concentración proteica mediante medida en un espectrofotómetro NanoDrop 2000/2000c de 

Thermo Scientific. Además, el título de las suspensiones de TLPs se determinó mediante 

inmunotinción con carbazol, como se ha descrito anteriormente, siendo de 8,1 x 108 y 1,6 x 109 

FFU/mL, para las cepas WC3 y NCDV, respectivamente. 

3.2.9.4. Caracterización del ARN vírico 

La caracterización del genoma (ARN) de las diferentes cepas de rotavirus estudiadas se 

llevó a cabo por electroforesis en gel de poliacrilamida. En primer lugar se procedió a la 

extracción del ARN viral de cada suspensión. Para ello, se mezclaron 300 µL de suspensión 

vírica con 30 µL del tampón de lisis compuesto por Tris 2,6 M, EDTA 750 mM, SDS 450 mM, 

NaCl 6,8 M y β-mercaptoetanol 1,8 M. Tras agitar vigorosamente durante 2 min se añadieron 

300 µL de fenol saturado pH 8 y se volvió a agitar otros 2 min. A continuación, tras añadir    

300 µL de solución de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y agitar durante 2 min, se 

centrifugó a 12.000 g durante 5 min. Al sobrenadante resultante se le adicionaron 2,5 volúmenes 

de etanol, se agitó durante 2 min y se centrifugó a 12.000 g durante 15 min. El precipitado 

resultante conteniendo el ARN extraído se resuspendió en 20 µL de agua libre de ARNasas y se 

sometió a electroforesis en gel de poliacrilamida. 

La electroforesis se llevó a cabo en geles del 10% de poliacrilamida de manera similar a la 

explicada anteriormente (apartado 3.2.6.2.), si bien cabe destacar algunas modificaciones. El 

tampón con el que se diluyó 1:1 la muestra de ARN extraído estaba compuesto por Tris 20 mM, 

pH 6,8, glicina 150 mM, glicerol al 30% (v/v) y azul de bromofenol al 1% (v/v). La 

electroforesis se realizó a 13 mA durante 13 h, tras lo cual los geles se tiñeron con plata. 

3.2.10. Ensayos de neutralización de la infección de las células MA104 por 

rotavirus mediada por fracciones y proteínas lácteas 

La actividad antirrotavirus mediada por las fracciones y proteínas lácteas obtenidas se 

evaluó mediante ensayos de neutralización de la infección, tal y como se detalla a continuación. 

Antes del ensayo, las muestras lácteas se dializaron frente a PBS y esterilizaron por filtración 

(filtros de baja adsorción proteica de 0,22 y 0,45 µm). Posteriormente, se determinó su 

concentración proteica mediante BCA y se ajustó convenientemente mediante dilución con PBS 

estéril.  
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3.2.10.1. Determinación mediante inmunofluorescencia indirecta 

La actividad neutralizante de las muestras lácteas frente a la cepa de rotavirus bovinos 

WC3 se evaluó mediante el ensayo de inmunofluorescencia según Arnold et al. (2009). Para 

ello, se preparó una placa de 96 pocillos con células MA104 y se incubó a 37 ºC hasta alcanzar 

un 90-95% de confluencia. Antes de la infección, la placa se lavó e incubó durante 2 h con 

EMEM suplementado. Además, se descongeló una alícuota de la suspensión de rotavirus WC3 

y se activó con tripsina (concentración final de 20 µg/mL) durante 1 h a 37 ºC. A continuación, 

se incubaron las muestras lácteas de las que se evaluaba su actividad antivírica junto con la 

suspensión de rotavirus bovino activada, en una proporción 1:1 (volumen final 50 µL) en una 

placa de 96 pocillos de fondo cónico, durante 1 h a 37 ºC. Como control negativo se empleó 

medio EMEM y como control positivo suspensión de rotavirus activada diluida 1:1 con EMEM. 

La dilución de la suspensión de virus se ajustó con EMEM para conseguir una multiplicidad de 

infección (MOI, multiplicity of infection), o ratio nº de virus/nº de células, de 0,02 en cada 

pocillo. 

A continuación, el contenido de la placa incubada se transfirió (50 µL/pocillo) a la placa 

con células MA104 preparada anteriormente y se incubó durante 1 h a 37 ºC. Para facilitar la 

fase de infección posterior a la adsorción, se añadieron 100 µL/pocillo de medio EMEM 

suplementado con FBS al 4% (v/v) y 2 µg/mL de tripsina, y la placa se incubó a 37 ºC durante 

16 h. Tras la infección, se procedió a la fijación celular y a la detección de las células infectadas 

mediante inmunofluorescencia indirecta, usando los procedimientos que se han descrito 

anteriormente (ver apartado 3.2.9.2.).  

En la Figura 26 se incluye un esquema del ensayo de neutralización de la infección de 

rotavirus WC3 con detección mediante inmunofluorescencia indirecta. 
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Figura 26. Esquema del ensayo de neutralización de la infección de las células MA104 por la 
cepa WC3 de rotavirus bovino con detección mediante inmunofluorescencia indirecta. 

La actividad neutralizante de las muestras lácteas (a diferentes concentraciones) se analizó 

al menos por duplicado en tres ensayos independientes (n ≥ 6). Los porcentajes de 

neutralización se calcularon en relación al 100% de infectividad obtenida con los controles 

positivos, que consistieron en la suspensión de virus sin agente neutralizante. Con el objetivo de 

facilitar la comparación de la actividad neutralizante exhibida por las muestras lácteas, en la 

discusión se han incluido valores de concentración inhibitoria 50 (IC50). La IC50 es la 

concentración de la muestra a la que se alcanza un 50% de inhibición de la infección de las 

células MA104 por los rotavirus.  

En la Tabla 25 quedan reflejadas las fracciones y proteínas lácteas evaluadas mediante este 

ensayo de neutralización. 
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Tabla 25. Muestras lácteas cuya capacidad de neutralización de la infección de las células 
MA104 por la cepa WC3 de rotavirus bovino se ha evaluado mediante inmunofluorescencia 
indirecta. 

Muestras lácteas bovinas y ovinas Concentraciones  
(mg proteína/mL) 

Fracciones 

Calostro 0,01-0,5 
Leche cruda entera y desnatada 0,05-4 
Lactosuero  0,05-8 
Caseínas 0,5-8 
Proteosa-peptona 0,25-4 
Mazada y butter serum procedentes de 
nata lavada y sin lavar 0,25-8 

Fracción enriquecida en MFGM 
procedente de nata lavada y sin lavar 0,25-6 

Proteínas 

IgGs 0,003-1 
LF ovina (cerda y camella) 

0,05-2 Fracción enriquecida en MUCs 
XOD 
LDH bovina 0,02-0,25 
PP3 0,25-4 

Muestras lácteas humanas Concentraciones 

Fracciones 

Leche cruda entera y desnatada 0,01-2 
Lactosuero 0,01-2 
Caseínas  0,1-2 
Fracción enriquecida en MFGM 0,5-2  

Proteínas 

IgAs 0,01-1  
LF 0,05-2 
α-LA y LYZ 0,5-2 
Fracción enriquecida en MUCs 0,05-2 
Fracción enriquecida en LDH 0,05-0,5 

Muestras lácteas comerciales Concentraciones 

Fracciones 
WPC y WPH 0,05-10 
Leche desnatada, mazada y butter serum 0,5-10 
Leches infantiles de fórmula 0,5-6 

Proteínas 

LF bovina nativa y saturada con Fe 
0,05-2 

LFs humanas recombinantes 
LYZ humana recombinante 0,25-2 
α-LA, β-LG, caseína-α, caseína-β, 
caseína-κ, SA y LPOX bovinas 0,05-2 

Muestras lácteas hidrolizadas*  

*Las muestras lácteas hidrolizadas evaluadas se detallan en el apartado 3.2.14. 
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3.2.10.2. Validación del ensayo de neutralización mediante inmunofluorescencia 

Dado que el ensayo de neutralización basado en el método de inmunofluorescencia iba a 

utilizarse a lo largo de toda la tesis, se sometió a validación en base a directrices internacionales: 

AOAC (Horwitz, 2002), Eurachem (Magnusson y Ornemark, 2014), IUPAC (Thompson et al., 

2002) y la Decisión 2002/657/CE. La validación del ensayo de neutralización se llevó a cabo 

infectando las monocapas de células MA104 con la suspensión de rotavirus bovino WC3 y 

como agente neutralizante calostro bovino hiperinmune procedente de vacas inmunizadas con 

rotavirus bovino. Se analizaron los siguientes parámetros: especificidad, intervalo de trabajo, 

precisión (en condiciones de repetibilidad y de reproducibilidad) y robustez. 

Para determinar la especificidad del ensayo se evaluó su capacidad para detectar el 

rotavirus distinguiéndolo de otras sustancias presentes en la matriz como componentes 

celulares, componentes del medio de cultivo, PBS, gelatina, etc. Las posibles interferencias que 

pudieran resultar de los componentes de la matriz se estudiaron mediante incubación con los 

antisueros primario y secundario juntos y por separado. 

Además, para determinar el intervalo de trabajo y la sensibilidad de la técnica, se realizó el 

ensayo de neutralización utilizando calostro bovino a diversas concentraciones (1/1.000 a 

1/10.000). Tras representar los porcentajes de neutralización obtenidos frente a la concentración 

de calostro se obtuvo el grado de correlación de los resultados (R2). 

Se determinó la precisión o grado de concordancia entre los resultados del ensayo de 

neutralización en condiciones de repetibilidad (tres ensayos independientes realizados el mismo 

día) y en condiciones de reproducibilidad (tres ensayos independientes realizados en tres días 

distintos). En cada ensayo se evaluó la capacidad neutralizante del calostro bovino (1/5.000) por 

sextuplicado. La precisión se calculó como coeficiente de variación (CV) de los resultados de 

los ensayos (n=18), mediante la siguiente fórmula: 

𝐶𝐶𝐶𝐶 (%)  =  
𝑆𝑆𝑆𝑆 ∗  100

𝑋𝑋
 

SD: desviación estándar de los resultados de neutralización. 

X: promedio de los resultados de neutralización. 

Los CV en condiciones de repetibilidad (CVr) y en condiciones de reproducibilidad (CVR) 

se analizaron en base a criterios de aceptación preestablecidos para ensayos inmunoquímicos 

similares: CVr ≤ 20%; CVR ≤ 30% (Payne et al., 2006; Pecora et al., 2009). 

La robustez del método de neutralización, o susceptibilidad del mismo a los cambios en las 

condiciones experimentales, se determinó en base a las directrices de Youden y Steiner (1975). 

Para ello, se seleccionaron siete factores experimentales susceptibles de fluctuación en la 
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práctica en el laboratorio que podían afectar a los resultados analíticos, y se estableció el valor 

de la modificación viable de dichos factores en relación al valor de referencia (Tabla 26). 

Tabla 26. Factores experimentales susceptibles de modificación durante el ensayo de 
neutralización. 

Factor experimental Referencia Modificación 
Tiempo neutralización 1 h (A) 1 h 15 min (a) 
Nº lavados antes fijación 1 (B) 2 (b) 
Tiempo fijación 1 min (C) 2 min (c) 
Nº lavados tras fijación 2 (D) 1 (d) 
% Gelatina como bloqueante 2% (E) 1% (e) 
Nº lavados tras 1er antisuero 2 (F) 1 (f) 
Nº lavados tras 2º antisuero 3 (G) 2 (g) 

 

A continuación se configuró el ensayo de robustez en base a la matriz de Youden, 

resultando en ocho experimentos independientes derivados de la diferente combinación de los 

factores experimentales previamente establecidos (Tabla 27).  

Tabla 27. Configuración del ensayo de robustez según la matriz de Youden (Youden y Steiner, 
1975). 

Factor 
Combinación de factores experimentales 

1 2 3 4 5 6 7 8 

A/a A A A A a a a a 

B/b B B B B B B b b 

C/c C c C C C c C c 

D/d D D D D d d D D 

E/e E e E E e E e E 

F/f F f F F F f f F 

G/g G g G G g G G g 

Resultado 
observado  

(% neutralización)  
S T U V W X Y Z 

 

Cada experimento (cuyas características se detallan en la Tabla 28) se llevó a cabo por 

sextuplicado en tres días distintos (n=18). 
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Tabla 28. Características de los experimentos independientes resultado de la aplicación de la 
matriz de Youden. 

Experimentos Características del experimento 

1 
1 h de neutralización; 1 lavado con PBS antes de la fijación; 1 min de fijación 
de las monocapas celulares; 2 lavados con PBS tras fijación; antisueros 
preparados en PBS con 2% de gelatina como bloqueante; 2 lavados con PBS 
tras incubación con 1er antisuero; 3 lavados tras incubación con 2º antisuero 

2 
1 h de neutralización; 1 lavado con PBS antes de la fijación; 2 min de fijación 
de las monocapas celulares; 2 lavados con PBS tras fijación; antisueros 
preparados en PBS con 1% de gelatina como bloqueante; 1 lavado con PBS 
tras incubación con 1er antisuero; 2 lavados tras incubación con 2º antisuero 

3 
1 h de neutralización; 2 lavados con PBS antes de la fijación; 1 min de fijación 
de las monocapas celulares; 1 lavado con PBS tras fijación; antisueros 
preparados en PBS con 2% de gelatina como bloqueante; 1 lavado con PBS 
tras incubación con 1er antisuero; 2 lavados tras incubación con 2º antisuero 

4 
1 h de neutralización; 2 lavados con PBS antes de la fijación; 2 min de fijación 
de las monocapas celulares; 1 lavado con PBS tras fijación; antisueros 
preparados en PBS con 1% de gelatina como bloqueante; 2 lavados con PBS 
tras incubación con 1er antisuero; 3 lavados tras incubación con 2º antisuero 

5 
1 h 15 min de neutralización; 1 lavado con PBS antes de la fijación; 1 min de 
fijación de las monocapas celulares; 1 lavado con PBS tras fijación; antisueros 
preparados en PBS con 1% de gelatina como bloqueante; 2 lavados con PBS 
tras incubación con 1er antisuero; 2 lavados tras incubación con 2º antisuero 

6 
1 h 15 min de neutralización; 1 lavado con PBS antes de la fijación; 2 min de 
fijación de las monocapas celulares; 1 lavado con PBS tras fijación; antisueros 
preparados en PBS con 2% de gelatina como bloqueante; 1 lavado con PBS 
tras incubación con 1er antisuero; 3 lavados tras incubación con 2º antisuero 

7 

1 h 15 min de neutralización; 2 lavados con PBS antes de la fijación; 1 min de 
fijación de las monocapas celulares; 2 lavados con PBS tras fijación; 
antisueros preparados en PBS con 1% de gelatina como bloqueante; 1 lavado 
con PBS tras incubación con 1er antisuero; 3 lavados tras incubación con 2º 
antisuero 

8 

1 h 15 min de neutralización; 2 lavados con PBS antes de la fijación; 2 min de 
fijación de las monocapas celulares; 2 lavados con PBS tras fijación; 
antisueros preparados en PBS con 2% de gelatina como bloqueante; 2 lavados 
con PBS tras incubación con 1er antisuero; 2 lavados tras incubación con 2º 
antisuero 
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Una vez realizados los experimentos y obtenidos los resultados (% de neutralización), se 

compararon las medias de las mayúsculas (valores de referencia A-G) con las medias de las 

minúsculas correspondientes (valores modificados a-g). Si uno de los factores tiene un efecto, la 

diferencia será significativamente mayor que las diferencias de los otros factores. 

Además, se calculó la desviación estándar de las diferencias (SDi): 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =  �2 ∗�(𝑆𝑆𝑆𝑆2/7) 

Di: diferencia entre los resultados obtenidos, para cada factor, con los valores de referencia 

(A-G) en comparación con los valores modificados (a-g). 

Si el valor SDi obtenido fuera significativamente mayor que la desviación estándar del 

método en condiciones de reproducibilidad, se podría deducir que el conjunto de los factores 

influye en el resultado y, por tanto, que el método no es lo suficientemente robusto frente a las 

modificaciones evaluadas.  

3.2.10.3. Determinación mediante inmunodetección con carbazol 

Mediante este método se evaluó la capacidad neutralizante de diversas fracciones y 

proteínas lácteas frente a las cepas de rotavirus bovinos WC3, UK, NCDV y B223, la cepa 

humana Wa y la cepa de simio RRV.  

Se empleó el mismo ensayo de neutralización descrito en el apartado 3.2.10.1, con diversas 

modificaciones. Entre ellas cabe destacar que en este ensayo, tras la etapa de adsorción de las 

mezclas de virus-muestras lácteas a la placa con células MA104 durante 1 h a 37 ºC, el inóculo 

se retiró y se realizó un lavado con MEM sin FBS. Además, también se modificó la fase de 

fijación celular e inmunodetección, tal y como se ha detallado en el apartado 3.2.9.2. En este 

caso, las muestras se analizaron por duplicado en dos experimentos independientes (n=4). 

En la Tabla 29 quedan reflejadas las fracciones y proteínas lácteas evaluadas mediante este 

ensayo de neutralización. 
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Tabla 29. Muestras lácteas evaluadas en el ensayo de neutralización de la infección de células 
MA104 por rotavirus (cepas WC3, UK, NCDV, B223, Wa y RRV) mediante inmunodetección 
con carbazol. 

Muestras lácteas bovinas y ovinas Concentraciones  
(mg proteína/mL) 

Fracciones 

Calostro 0,0002-0,25 
Lactosuero  0,05-8 
Mazada y butter serum procedentes de 
nata lavada 0,05-8 Fracción enriquecida en MFGM 
procedente de nata lavada 

Proteínas 

IgGs bovinas 0,01-0,25 
Fracción enriquecida en MUCs bovinas 0,05-10 
XOD 0,05-2 
LDH bovina 0,005-0,04 
PP3 0,1-7 

Muestras lácteas comerciales Concentraciones 

Fracciones 
WPC bovino 0,05-6 
Mazada y butter serum 0,05-20 

Proteínas LF bovina 0,05-4 

Muestras lácteas hidrolizadas*  

*Las hidrólisis de las muestras lácteas evaluadas en el ensayo de neutralización de la infección 
por rotavirus (cepas WC3, UK, NCDV, B223, Wa y RRV) mediante inmunodetección con 
carbazol se detalla en el apartado 3.2.14. 

3.2.10.4. Determinación mediante PCR a tiempo real para rotavirus humanos 

Mediante este método se evaluó la capacidad neutralizante de diversas fracciones y 

proteínas lácteas frente a la cepa Wa de rotavirus humano (Tabla 30). El método se compone 

básicamente de tres etapas: neutralización, extracción de ARN y detección del ARN, cuyos 

aspectos más relevantes se destacan a continuación. 

• Etapa de neutralización 

Para poder cuantificar la actividad neutralizante de las muestras lácteas, fue necesario 

obtener una recta de calibrado con la suspensión de rotavirus humano. El título de la suspensión 

de rotavirus obtenida en nuestro laboratorio fue determinado por PCR a tiempo real en 3,8 x 106 

copias de ARN/µL por la empresa CerTest Biotec, que comercializa el kit de PCR utilizado. Se 

infectaron las células MA104 con la suspensión de virus a diferentes diluciones (1/1 a 1/55) y se 

obtuvo la recta de calibrado (n=4) representando el logaritmo del número de copias de ARN 
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frente al logaritmo de Ct (ciclo umbral). Antes de proceder a los ensayos de neutralización, se 

realizó una cinética de extracción de ARN. Se infectaron los pocillos de la placa de 96 con la 

suspensión de rotavirus y se evaluó la extracción de ARN tras 0, 3, 6, 9, 12 y 16 h post-

infección. En base a los resultados obtenidos y a diversos estudios publicados (Ayala-Breton et 

al., 2009; Varada et al., 2013), para los ensayos de neutralización se mantuvo la extracción de 

ARN a las 6 h. 

Una vez establecida la recta de calibrado y el tiempo de extracción del ARN, se realizaron 

los ensayos de neutralización con las fracciones y proteínas lácteas. Para ello, las muestras 

lácteas y la suspensión vírica se mezclaron en una proporción 1:1 (v/v) y se incubaron a 37 ºC 

durante 1 h. A continuación, se añadieron 50 µL de la mezcla/pocillo a la placa de células al 

95% de confluencia a una MOI de 0,02. Tras una incubación de 1 h a 37 ºC, el inóculo infectivo 

se retiró y las células se lavaron una vez con 300 µL/pocillo de PBS. A continuación, tras añadir 

100 µL/pocillo de EMEM suplementado, se incubaron las placas a 37 ºC durante 6 h y se 

procedió a la extracción del ARN vírico. Como control positivo se empleó la suspensión de 

rotavirus sin agente neutralizante, y como control negativo el medio EMEM. Cada muestra se 

analizó por duplicado en dos experimentos independientes (n=4). 

Tabla 30. Muestras lácteas evaluadas en el ensayo de neutralización de la infección de células 
MA104 por rotavirus humano Wa mediante PCR a tiempo real. 

Muestras lácteas bovinas Concentración 
(mg proteína/mL) 

Fracciones 

Calostro 0,1 
Lactosuero  2 
Mazada, butter serum y fracción 
enriquecida en MFGM de nata lavada 6 

Proteínas 
IgGs 0,2 
XOD 0,7 
LDH 0,04 

Muestras lácteas comerciales bovinas Concentración 

Fracciones WPC 2 
Proteínas LF 1 

 

• Etapa de extracción del ARN 

Tras 6 h de infección se obtuvo el lisado celular mediante tres ciclos de congelación          

(-80 ºC) y descongelación (37 ºC) de las placas, seguido del raspado de la monocapa celular con 

punta estéril. Tras centrifugar el lisado a 13.000 g durante 1 min a 4 ºC en una centrífuga 
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Biofuge Pico (Heraeus), el sobrenadante se empleó en la etapa posterior de extracción del ARN, 

mediante el “RNA Viasure Extraction Kit”, siguiendo las indicaciones del fabricante. 

• Etapa de PCR a tiempo real 

Por último, el ARN extraído de cada muestra se analizó por PCR a tiempo real, usando el 

“Viasure Pathogen Real Time PCR Detection Kit”, según las indicaciones del kit. Inicialmente, 

se añadieron 15 µL/pocillo del tampón de rehidratación conteniendo la mezcla adecuada de 

enzimas, primers, oligonucleótidos, control interno y estabilizadores. Posteriormente, se 

añadieron 5 µL de los controles negativo (agua libre de ARNasas) y positivo (ARN viral), y del 

ARN extraído de cada muestra, a los pocillos correspondientes. La placa se introdujo en el 

equipo de PCR StepOne de 48 pocillos de Applied Biosystems (Foster City, CA, EE.UU.) y se 

programó el termociclador (ver condiciones en Tabla 31) para la amplificación de las muestras. 

Los resultados de neutralización (%) se calcularon en relación al número de copias de ARN 

vírico del control positivo (virus sin agente neutralizante). El número de copias de ARN vírico 

remanente tras incubar con las distintas muestras lácteas se estimó interpolando sus valores Ct 

en la recta de calibrado obtenida con la suspensión de rotavirus. 

Tabla 31. Condiciones de amplificación en la PCR a tiempo real para rotavirus humanos.  

Nº ciclos Etapa de la PCR Tiempo Temperatura (ºC) 
1 Retrotranscripción  15 min 45 
1 Desnaturalización inicial 2 min 95 

45 
Desnaturalización  10 s 95 
Alineamiento  50 s 60 

3.2.11. Estudio del mecanismo de inhibición de la infección por rotavirus mediada 

por fracciones y proteínas lácteas 

Con el objetivo de esclarecer qué mecanismos emplean las diferentes fracciones y proteínas 

lácteas para inhibir la infección por rotavirus, se llevaron a cabo cuatro tipos de ensayos: 

• Ensayo de inhibición de la unión rotavirus-células 

• Ensayo de inhibición post-unión rotavirus-células 

• Ensayo de neutralización de cepas reagrupadas 

• Ensayo de bloqueo celular 

En la Tabla 32 se incluye la relación de fracciones y proteínas lácteas analizadas. 
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Tabla 32. Muestras lácteas bovinas y ovinas evaluadas en los diferentes ensayos del estudio del 
mecanismo de inhibición de la infección de las células MA104 por diversas cepas de rotavirus. 

Ensayo de inhibición de la unión rotavirus-célula 
(cepas bovinas WC3 y NCDV) 

Concentración 
(mg proteína/mL) 

Fracciones bovinas y 
ovinas 

Calostro 0,03 / 0,5 
Lactosuero  2 / 4 
Mazada, butter serum y fracción enriquecida 
en MFGM de nata lavada 8 

WPC y WPH bovinos 2 / 8 

Proteínas bovinas 

IgGs 0,1 
LF 4 
Fracción enriquecida en MUCs 5 
XOD 0,35 
LDH 0,02 

Ensayo de inhibición post-unión rotavirus-célula  
(cepa bovina WC3) Concentración 

Fracciones bovinas 
Calostro 0,03 
Lactosuero  2 
Mazada y butter serum de nata lavada 8 

Proteínas bovinas 

IgGs 0,1 
LF 0,5 
Fracción enriquecida en MUCs 10 
LDH 0,04 

Ensayo de neutralización de cepas reagrupadas  
(cepas RRV x UK 19-1-1 y 85-2) Concentración 

Fracciones bovinas y 
ovinas 

Lactosuero  0,2 / 2 
Mazada, butter serum y fracción enriquecida 
en MFGM de nata lavada 1 / 2 / 3 

WPC bovino 0,1 / 0,2 

Proteínas bovinas 

IgGs 0,03 
LF 0,25 / 0,5 
Fracción enriquecida en MUCs 2 
XOD 0,35 
LDH 0,02 

Ensayo de bloqueo celular (cepa bovina WC3) Concentración 

Fracciones bovinas y 
ovinas 

Calostro bovino 0,1 
Lactosuero  1 
Mazada, butter serum y fracción enriquecida 
en MFGM de nata lavada 2 / 3 

WPC bovino 1 

Proteínas bovinas 
IgGs 0,03 
LF 0,5 
Fracción enriquecida en MUCs 5 
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3.2.11.1. Ensayo de inhibición de la unión rotavirus-célula 

Este ensayo se llevó a cabo para comprobar si las muestras lácteas eran capaces de inhibir 

la unión de los rotavirus a la célula y, por ende, su infección. El método se basó en el descrito 

por Zárate et al. (2000), y se emplearon partículas víricas infectivas (TLPs) de las cepas WC3 y 

NCDV. Para ello, se sembraron placas de 48 pocillos con células MA104 hasta la confluencia, 

se lavaron dos veces y se incubaron con MEM a 37 ºC durante 30 min. Posteriormente, los 

pocillos se bloquearon con 500 µL/pocillo de PBS con BSA al 1% (p/v) durante 1 h a 

temperatura ambiente. Mientras tanto, se llevó a cabo la neutralización enfrentando, en placa de 

96 pocillos, volúmenes iguales de TLPs (800 ng/pocillo) y muestras lácteas, a 37 ºC durante 1 h. 

Tras lavar las células con 500 µL/pocillo de PBS con BSA al 0,5% (p/v) a 4ºC, se transfirieron 

100 µL/pocillo de las mezclas de TLPs-muestras lácteas y se incubaron durante 1 h a 4 ºC para 

evitar la internalización de los virus en las células, que ocurre a 37 ºC. Como control positivo se 

incluyeron pocillos solo con la suspensión de TLPs a 800 ng/pocillo, sin agente neutralizante. A 

continuación, se lavó la placa tres veces con 500 µL/pocillo de PBS a 4 ºC y se obtuvieron los 

lisados celulares añadiendo 120 µL/pocillo de una solución de lisis compuesta por Tris 50 mM, 

pH 7,5, con NaCl 150 mM y Triton X-100 al 0,1% (v/v). Posteriormente, se realizaron dos 

ciclos de congelación (-80 ºC/15 min) y descongelación (temperatura ambiente).  

La cuantificación del grado de unión de los virus a las células se realizó mediante ELISA 

tipo sándwich. Para ello, se tapizaron placas de 96 pocillos con anticuerpos de captura anti-RRV 

obtenidos en cabra, diluidos 1/5.000 en PBS, y se incubaron una noche a 4 ºC. Posteriormente, 

los pocillos se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon con 200 µL/pocillo de PBS con BSA 

al 1% (p/v) durante 2 h a 37 ºC. Tras lavar tres veces la placa con PBS-Tween 0,1% (PBS-T), se 

añadieron los lisados celulares (100 µL/pocillo) y se incubaron a 4 ºC toda la noche. El grado de 

unión se determinó incubando con un antisuero primario frente a TLPs obtenido en conejo 

diluido 1/1.500 en PBS-T con BSA al 1%, a 37 ºC durante 2 h. A continuación se incubó con un 

antisuero secundario frente a IgG de conejo obtenido en cabra y conjugado con fosfatasa 

alcalina, diluido 1/1.500 en PBS-T con BSA al 1%, a 37 ºC durante 1 h. Tras lavar tres veces 

con PBS-T se añadió la solución de revelado con el sustrato de la fosfatasa alcalina p-nitrofenil 

fosfato, en tampón de dietanolamina al 1% (v/v), pH 9,8, con MgCl2 1 mM, y se incubó durante 

7 min a 37 ºC. La absorbancia se determinó a 405 nm con un NanoDrop. 

Para el cálculo de la actividad inhibitoria se realizó una curva patrón con diferentes 

diluciones de TLPs en MEM (6-100 ng/pocillo), que se incluyeron en el ensayo de ELISA. Las 

absorbancias a 405 nm se representaron frente a la correspondiente concentración y se 

determinó la correlación. Los porcentajes de inhibición de la unión rotavirus-célula exhibidos 
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por las distintas muestras lácteas se obtuvieron interpolando las absorbancias en la curva patrón 

de TLPs, y en relación al control positivo. 

3.2.11.2. Ensayo de inhibición post-unión rotavirus-célula 

Este ensayo se realizó para comprobar si las muestras lácteas eran capaces de inhibir la 

infección por rotavirus después de que estos se hubieran unido a la célula. Para ello, se 

infectaron las células MA104, cultivadas en placa de 96 pocillos y en confluencia, con           

100 µL/pocillo de la suspensión de rotavirus (cepa bovina WC3) a una MOI de 0,02, y se 

incubaron 1 h a 4 ºC, para evitar que el virus penetrara en la célula. Posteriormente, tras lavar 

las células con 120 µL/pocillo de MEM, se añadieron 100 µL/pocillo de las muestras lácteas y 

se incubaron 1 h a 37 ºC. A continuación, se lavó la placa con 120 µL/pocillo de MEM, se 

añadieron 100 µL/pocillo de MEM y se incubaron las placas a 37 ºC durante 16 h, procediendo 

posteriormente a la determinación de la neutralización mediante inmunodetección con carbazol. 

3.2.11.3. Ensayo de neutralización de cepas reagrupadas 

Se estudió la interacción de las fracciones y proteínas lácteas neutralizantes con las 

proteínas VP4 y VP7 de la cápside del rotavirus, debido al papel protagonista de estas proteínas 

en las primeras etapas de la infección celular. Para ello, se llevaron a cabo los ensayos de 

neutralización, tal y como se ha descrito en el apartado 3.2.10.3, usando virus reagrupados, que 

se obtienen mediante transfección celular y caracterización electroforética de su genoma, tal y 

como describen Díaz-Salinas et al. (2013). En este trabajo se emplearon dos cepas, la 19-1-1 y 

la 85-2, derivadas de la transfección con las cepas RRV y UK (Tabla 33).  

Tabla 33. Proteínas de la cápside de las cepas reagrupadas UK x RRV empleadas. 

Virus 
Origen de las proteínas de la cápside viral a 

VP1 VP2 VP3 VP6 VP7 VP4 
UK U U U U U U 
RRV R R R R R R 
UK x RRV  
reagrupadas       

19-1-1 b R R R R R U 
85-2 b U R R R U R 

 

a U, el origen de la proteína es UK; R, el origen de la proteína es RRV. 

b Los nombres de las cepas reagrupadas provienen de Díaz-Salinas et al. (2013). 
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Tal y como se muestra en la Tabla 33, la cepa 19-1-1 posee todas las proteínas de la 

cápside de RRV, excepto la VP4, que es de UK. En el caso de la cepa 85-2, tiene las proteínas 

de RRV, excepto la VP7 y VP1, que son de UK. 

3.2.11.4. Ensayo de bloqueo celular 

Se estudió la interacción de las fracciones y proteínas lácteas neutralizantes con los 

receptores celulares de las MA104, para evaluar su influencia en la actividad antirrotavirus 

exhibida por dichas muestras. Para ello, se incubaron las células MA104, cultivadas en placa de 

96 y en confluencia, con las muestras lácteas, durante 1 h a 4 ºC, para evitar que las muestras 

penetraran en las células por endocitosis. Tras la incubación a 4 ºC, se lavaron los pocillos tres 

veces con 120 µL/pocillo de MEM y se infectaron con la suspensión vírica de la cepa bovina 

WC3 a una MOI de 0,02, incubando durante 1 h a 37 ºC. Tras lavar los pocillos con MEM, se 

añadieron 100 µL/pocillo de MEM y la placa se incubó a 37 ºC durante 16 h procediendo, 

posteriormente, a la determinación de la neutralización mediante inmunodetección con carbazol. 

3.2.12. Tratamiento térmico de fracciones y proteínas lácteas 

Diversas fracciones y proteínas lácteas se sometieron a diferentes tratamientos térmicos 

con el fin de evaluar la influencia de los mismos en la actividad antirrotavirus de las muestras 

(ver Tabla 34). 

Las fracciones lácteas (30 mL) se trataron en matraces erlenmeyer de 250 mL, mientras 

que las soluciones de proteínas (1 mL) se trataron en viales estériles de vidrio de 7 mm de 

diámetro externo, 6 mm de diámetro interno y 45 mm de longitud. Los recipientes con las 

muestras se calentaron en un baño termostático Unitronic 200 de J.P.Selecta (Barcelona, 

España) y la temperatura se controló mediante termómetro digital (± 0,1 ºC) de Ludwig 

Schneider (Wertheim, Alemania). Los tratamientos aplicados fueron los siguientes: 

• 45 ºC durante 60 min 

• 55 ºC durante 60 min 

• 63 ºC durante 30 min (pasteurización baja o pasteurización LTLT, ‘low-temperature 

long-time’) y 60 min 

• 72 ºC durante 20 s, 1 min, 10 min y 60 min 

• 75 ºC durante 20 s (pasteurización alta o pasteurización HTST, ‘high-temperature short-

time’) y 10 min 

• 80 ºC durante 20 s y 10 min 

• 85 ºC durante 20 s y 10 min 
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• 90 ºC durante 20 s y 10 min 

• 95 ºC durante 20 s y 10 min 

Tras el tratamiento térmico, las muestras se enfriaron rápidamente por inmersión en un 

baño de agua con hielo y se conservaron a -20 ºC hasta su uso.  

El efecto de los tratamientos térmicos en la actividad antirrotavirus de las muestras lácteas 

se determinó mediante inmunofluorescencia indirecta. Las muestras se evaluaron como mínimo 

por triplicado en dos ensayos de neutralización independientes (n=6). Las muestras tratadas se 

analizaron mediante SDS-PAGE, en condiciones no reductoras, y Western-blotting, para 

comprobar cómo se modificaba el perfil proteico tras el tratamiento térmico. 

Tabla 34. Muestras lácteas sometidas a tratamiento térmico cuya capacidad de neutralización de 
la infección de las células MA104 por la cepa WC3 de rotavirus bovino se evaluó mediante 
inmunofluorescencia indirecta. 

Muestras lácteas bovinas Concentración 
(mg proteína/mL) 

Fracciones 
Lactosuero  8 
Mazada procedente de nata lavada y sin lavar 5 

Proteínas 

IgGs 0,1 
LFs nativa y saturada 1 
XOD* 0,5 
LDH* 0,1 

Muestras lácteas ovinas Concentración 

Fracciones 
Lactosuero 16 
Mazada procedente de nata lavada y sin lavar 2,5 

Proteínas 
IgGs* 0,5 
LF nativa* 1 

Muestras lácteas humanas Concentración 

Fracciones Lactosuero  2 

Proteínas 
IgAs* 0,1 
LF nativa* 2 

Otras muestras lácteas Concentración 

Proteínas LFs nativas de cerda y camella* 1 

*Sometidas exclusivamente a los tratamientos de pasteurización (LTLT y HTST), 75 ºC/10 min 
y 85 ºC/20 s y 10 min. Las demás muestras se sometieron a todos los tratamientos térmicos 
descritos.  
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3.2.13. Tratamiento de fracciones y proteínas lácteas por altas presiones 

hidrostáticas 

Diversas fracciones y proteínas lácteas  se sometieron a diferentes tratamientos de altas 

presiones hidrostáticas (HHP) con el fin de evaluar la influencia de los mismos en la actividad 

antirrotavirus de las muestras (ver Tabla 35).  

El método empleado se basó en el descrito por Mayayo et al. (2016). Para ello, las muestras 

(1 mL) se introdujeron en bolsas de polietileno de 2 mL, y tras eliminar el espacio de cabeza, se 

termosellaron con la termoselladora de Comecta (Barcelona, España). El tratamiento por HHP 

se aplicó en un equipo Stansted Fluid Power FPG 11500 B (Stansted, Essex, Reino Unido) en el 

Centro Nacional de Tecnología de los Alimentos de San Adrián (Navarra, España), con 

propilenglicol/agua (70/30, v/v) como fluido de transmisión. La temperatura inicial del fluido de 

transmisión y de las muestras se ajustó a 20 ºC, y el incremento de la temperatura fue de 

aproximadamente 3 ºC cada 100 MPa.  

Los tratamientos aplicados fueron los siguientes:  

• 400 MPa durante 5, 10 y 15 min  

• 500 MPa durante 5, 10 y 15 min  

• 600 MPa durante 5, 10 y 15 min  

El volumen de la cámara fue de 30 mL y la presión se incrementó a 240 MPa/min, por lo 

que las presiones de trabajo 400, 500 y 600 MPa se alcanzaron en 1,6, 2,1 y 2,5 min, 

respectivamente. Tras el tratamiento de HHP, las muestras se mantuvieron a 4 ºC hasta su uso 

en los ensayos de actividad neutralizante y SDS-PAGE.  

El efecto de los tratamientos de HHP en la actividad antirrotavirus de las muestras lácteas 

se estudió mediante inmunofluorescencia indirecta. Las muestras se evaluaron como mínimo 

por triplicado en dos ensayos de neutralización independientes (n=6). Además, las muestras 

sometidas a los diferentes tratamientos de HHP se analizaron mediante SDS-PAGE, en 

condiciones no reductoras, para observar cómo se modificaba el perfil proteico. 
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Tabla 35. Muestras lácteas sometidas a tratamiento de HHP cuya capacidad de neutralización 
de la infección de las células MA104 por la cepa WC3 de rotavirus bovino se evaluó mediante 
inmunofluorescencia indirecta. 

Muestras lácteas bovinas Concentración 
(mg proteína/mL) 

Fracciones 
Lactosuero  2 
Mazada procedente de nata lavada y sin 
lavar 5 

Proteínas 

IgGs 0,1 
LFs nativa y saturada 1 
XOD* 0,5 
LDH* 0,1 

Muestras lácteas ovinas Concentración 

Fracciones 
Lactosuero 4 
Mazada procedente de nata lavada y sin 
lavar 2,5 

Proteínas 
IgGs* 0,5 
LF nativa* 1 

Muestras lácteas humanas Concentración 

Fracciones Lactosuero  2 

Proteínas 
IgAs* 0,1 
LF nativa* 2 

Otras muestras lácteas Concentración 

Proteínas LFs nativas de cerda y camella* 1 

*Sometidas exclusivamente a los tratamientos de 400 MPa/15 min, 500 MPa/15 min y           
600 MPa/15 min. Las demás muestras se sometieron a todos los tratamientos de HHP descritos. 

3.2.14. Degradación enzimática de fracciones y proteínas lácteas 

El tratamiento enzimático de diversas fracciones y proteínas lácteas se llevó a cabo 

simulando las condiciones que se producen in vivo en el tracto gastrointestinal, con el fin de 

evaluar su influencia en la actividad antirrotavirus de las muestras. Se emplearon diferentes 

protocolos y preparados enzimáticos, atendiendo a diversos estudios previos. 

• Hidrólisis de fracciones lácteas 

El lactosuero, la mazada, el butter serum y la fracción enriquecida en MFGM procedentes 

de leche cruda bovina y ovina, así como el WPC bovino comercial, se sometieron a degradación 

enzimática in vitro simulando una digestión gastrointestinal, siguiendo las condiciones de 

estudios de diferentes autores (Gallier et al., 2012; Jiménez-Saiz et al., 2011; Le et al., 2012). 
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Para ello, las muestras se disolvieron en ácido fórmico al 5% (v/v) hasta una concentración 

final de 1 mg proteína/mL (pH = 2). Se procedió entonces a la digestión gástrica añadiendo 

pepsina en una proporción 0,4:100 (enzima:proteína, p/p) y se incubó a 37 ºC durante 2 h en 

agitación. A continuación, para inactivar la pepsina se ajustó el pH de las muestras a 7 con 

NH4HCO3 50 mM, se añadieron dos enzimas pancreáticas encargadas de la digestión intestinal: 

tripsina (1:100, p/p) y quimotripsina (1:100, p/p), y la mezcla se incubó a 37 ºC durante 3,5 h.  

De manera complementaria al procedimiento descrito, se realizó otro ensayo incluyendo 

una mezcla más completa de enzimas intestinales. Así, tras la digestión gástrica se incubaron las 

muestras lácteas durante 3,5 h a 37 ºC con: tripsina (1:100, p/p), quimotripsina (1:100, p/p), 

carboxipeptidasa A (1:100, p/p), elastasa (1:250, p/p), solución de sales biliares 250 mM 

(equimolar de glicodeoxicolato de sodio y taurocolato de sodio), CaCl2 7,6 mM, lipasa (1:3895, 

p/p) y colipasa (1:895, p/p) preparadas en agua Milli-Q. 

En ambos casos, las enzimas digestivas se inactivaron por tratamiento a 80 ºC durante      

10 min y posterior incubación con el inhibidor de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo, a 

una concentración final de 0,5 mM, durante 1 h a temperatura ambiente. Las muestras 

degradadas enzimáticamente se centrifugaron a 1.000 g durante 1 min para eliminar los péptidos 

insolubles y los sobrenadantes resultantes se liofilizaron y se conservaron a -20 ºC. 

• Hidrólisis de LF bovina 

La LF bovina se hidrolizó con tres preparados enzimáticos diferentes: pepsina, coagulante 

microbiano y quimosina recombinante, siguiendo el procedimiento descrito por Ripollés et al. 

(2015). Para ello, se preparó una solución de LF a 50 mg/mL en agua Milli-Q y se ajustó a pH 3 

con HCl 0,1 N. Posteriormente, se añadieron los correspondientes preparados enzimáticos de 

forma independiente a una concentración final del 3% (p/p) y la mezcla se incubó a 37 ºC 

durante 4 h. Para detener la reacción enzimática, la muestra se calentó a 80 ºC durante 15 min y 

se ajustó el pH a 7 con NaOH 0,1 N. Tras centrifugación a 16.000 g durante 15 min, los 

sobrenadantes se liofilizaron y conservaron a -20 ºC hasta su uso. 

• Hidrólisis de la fracción PPT y de la PP3 bovinas y ovinas 

El proceso de hidrólisis enzimática de las fracciones PPT y de las PP3 bovinas y ovinas se 

llevó a cabo según el procedimiento descrito por Pedersen et al. (2012). Así, las muestras se 

reconstituyeron a 20 mg/mL en tampón NH4HCO3 0,1 M, pH 8,0. A continuación, se añadió 

tripsina de páncreas porcino, disuelta en el mismo tampón, en una relación enzima:sustrato de 

1:100 (p/p) y la mezcla se incubó durante 3 h a 37 ºC en agitación. Tras la incubación, la mezcla 

se calentó en un baño termostático a 90 ºC durante 10 min para inactivar la tripsina. El 

hidrolizado se centrifugó a 16.000 g durante 5 min, y el sobrenadante obtenido se liofilizó y 

congeló a -20 ºC hasta su utilización. 
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• Hidrólisis de derivados lácteos comerciales 

Los derivados lácteos comerciales: leche desnatada, mazada y butter serum, se sometieron 

a hidrólisis con tres preparados enzimáticos comerciales: Alcalasa 2.4L, Corolasa PP y Prolyve 

1000, en base al procedimiento descrito por Ripollés et al. (2016). Las muestras lácteas se 

prepararon al 20% (p/v) en agua destilada y el pH se ajustó a 7 con NaOH 1 M. Los preparados 

enzimáticos comerciales Alcalasa y Prolyve se añadieron a una concentración del 0,5% (v/v) y 

la Corolasa PP en una relación enzima:sustrato de 1:100 (p/p). La hidrólisis se mantuvo durante 

4 h a 50 ºC a un pH constante de 7. Finalmente, los hidrolizados se calentaron a 90 ºC durante 

20 min para detener la reacción enzimática y se centrifugaron a 10.000 g durante 15 min. Los 

sobrenadantes resultantes se liofilizaron y se guardaron a -20 ºC hasta su uso. 

El efecto de la degradación enzimática en la actividad antirrotavirus de las muestras lácteas 

se determinó mediante inmunofluorescencia indirecta. Las muestras se analizaron como mínimo 

por triplicado y en cada ensayo se incluyó un control con la muestra sin hidrolizar. Las muestras 

lácteas sometidas a hidrólisis enzimática y posteriormente analizadas en el ensayo de 

neutralización se incluyen en la Tabla 36. Como puede observarse, se evaluó también la 

actividad antirrotavirus de diversos productos lácteos comerciales hidrolizados: leches infantiles 

de fórmula y WPH. El perfil electroforético de las muestras degradadas enzimáticamente se 

analizó mediante SDS-PAGE. 

Tabla 36. Muestras lácteas sometidas a hidrólisis enzimática cuya capacidad de neutralización 
de la infección de las células MA104 por la cepa WC3 de rotavirus bovino se evaluó mediante 
inmunofluorescencia indirecta. 

Hidrólisis de fracciones lácteas bovinas, ovinas y humanas 

Muestras Preparado enzimático empleado Concentración  
(mg hidrolizado/mL) 

Lactosuero Degradación simple: 
Pepsina + tripsina + quimotripsina 
 
Degradación completa: 
Pepsina + tripsina + quimotripsina + 
carboxipeptidasa + elastasa + lipasas + 
sales biliares 

5 

Mazada y butter serum 
de nata sin lavar 
Fracción enriquecida en 
MFGM 
WPC bovino 

Hidrólisis de la LF bovina 
Muestras Preparado enzimático empleado Concentración 

LF bovina 
Pepsina 
Coagulante microbiano 
Quimosina recombinante 

5 / 20 
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Hidrólisis de la fracción PPT y de la PP3 bovinas y ovinas 
Muestras Preparado enzimático empleado Concentración 

PPT 
Tripsina 

2,5-20 
PP3* 1,25-15 

Hidrólisis de derivados lácteos comerciales 
Muestras Preparado enzimático empleado Concentración 

Leche desnatada Alcalasa 
Prolyve  
Corolasa PP 

25-150 Mazada  
Butter serum 

Productos comerciales hidrolizados 
Muestras Preparado enzimático empleado Concentración 

WPH* Información no suministrada por el 
fabricante 

0,15-15 
Leches infantiles 15-150 

*Su actividad antirrotavirus también se evaluó frente a las cepas de rotavirus bovinos WC3, 
UK, NCDV y B223, la cepa humana Wa y la cepa de simio RRV, mediante ensayo de 
neutralización con inmunodetección con carbazol. 

3.2.15. Análisis estadístico de los resultados 

Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se utilizó el 

paquete estadístico GraphPad Prism 5 de GraphPad Software (La Jolla, CA, EE.UU.).  

Para ello, en primer lugar se comprobó la normalidad de los datos con el test de normalidad 

Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, para verificar si existían diferencias entre las medias de 

los resultados y el grado de significación de las mismas, se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) seguido de un test de comparación múltiple de Tukey. Se establecieron tres grados 

de significación estadística: p < 0,001; p < 0,01; p < 0,1. Se han utilizado asteriscos (*) y cruces 

(†) para expresar las diferencias significativas en las gráficas de los resultados y discusión. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Resultados publicados 

La mayor parte de los resultados derivados de la presente Tesis Doctoral se han plasmado 

en los siguientes artículos publicados en revistas internacionales: 

Artículo 1: Effect of heat treatment on antirotaviral activity of bovine and ovine whey.  

Artículo 2: Antirotaviral activity of bovine and ovine dairy byproducts. 

Artículo 3: Antirotaviral potential of lactoferrin from different origin: effect of thermal and 

high pressure treatments. 

Artículo 4: Antirotaviral activity of bovine milk components: extending the list of 

inhibitory proteins and seeking a better understanding of their neutralization mechanism. 

Artículo 5: Effect of thermal and high-pressure treatments on the antirotaviral activity of 

human milk fractions. 

Artículo 6: Effect of high pressure treatment on antirotaviral activity of bovine and ovine 

dairy by-products and bioactive milk proteins. 

A continuación se reproducen íntegramente dichos artículos. 

 





 

 

4.1.1.  Artículo 1. Effect of heat treatment on 
antirotaviral activity of bovine and ovine whey 
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4.1.5.  Artículo 5. Effect of thermal and high-
pressure treatments on the antirotaviral activity 
of human milk fractions 
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4.1.6.  Artículo 6. Effect of high pressure 
treatment on antirotaviral activity of bovine and 
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4.2. Resultados no publicados 

En este apartado se muestran los resultados obtenidos en la tesis y no incluidos en los 

artículos anteriormente descritos. 

4.2.1. Neutralización de la infección de las células MA104 por rotavirus 

4.2.1.1. Validación del ensayo de neutralización 

El ensayo de neutralización de la infección de las células MA104 por rotavirus mediada por 

fracciones y proteínas lácteas, con detección por inmunofluorescencia, se validó en base a 

directrices internacionales. Aunque los resultados del estudio de validación están publicados en 

el primer artículo del compendio, dado que aparecen únicamente en el documento on-line como 

material suplementario, se detallan a continuación. Se analizaron los parámetros de 

especificidad, intervalo de trabajo, precisión (en condiciones de repetibilidad y de 

reproducibilidad) y robustez. 

En lo que respecta a la especificidad del ensayo, se comprobó que tanto el antisuero de 

cordero anti-rotavirus bovino como los anticuerpos de burro anti-IgG de cordero conjugados 

con FITC no mostraban reactividad cruzada con otras sustancias presentes en la matriz, como 

componentes celulares, componentes del medio de cultivo, PBS, gelatina, etc. En el ensayo de 

neutralización se detectó claramente el rotavirus en el interior de las células por 

inmunofluorescencia, mientras que los componentes de la matriz no dieron una reacción 

positiva, como se observa en la Figura 27.  

 

Figura 27. Imágenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia para determinar la 
especificidad del ensayo de neutralización. Células MA104 incubadas con: (A) rotavirus WC3 a 
una MOI de 0,02; (B) PBS con gelatina al 2% (v/v). 100 x. 
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En todos los ensayos se incluyeron pocillos con el rotavirus como control positivo y 

pocillos sin los rotavirus como control negativo. 

Para determinar el intervalo de trabajo y la sensibilidad de la técnica, se infectaron las 

monocapas celulares con la suspensión de rotavirus bovino WC3, a una MOI de 0,02, y se 

realizó el ensayo de neutralización empleando concentraciones crecientes de calostro bovino 

hiperinmune como agente neutralizante. Tal y como puede observarse en la Figura 28, el 

calostro hiperinmune neutralizó de manera muy efectiva la infección por rotavirus, obteniéndose 

una respuesta proporcional (grado de correlación R2 de 0,97) a un intervalo de trabajo entre 8 y 

80 µg/mL de proteína. 
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Figura 28. Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3 
mediada por calostro bovino hiperinmune. Los resultados de neutralización están calculados en 
relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± 
desviación estándar de sextuplicados de tres experimentos independientes (n=18). 

La precisión del ensayo de neutralización se determinó tanto en condiciones de 

repetibilidad como de reproducibilidad. A este respecto, los resultados obtenidos mostraron que 

el ensayo es repetitivo y reproducible. De hecho, los coeficientes de variación obtenidos en 

condiciones de repetibilidad (CVr) y de reproducibilidad (CVR) fueron de 7,4% y 10,2%, 

respectivamente, muy por debajo de los criterios de aceptación preestablecidos para ensayos 

inmunoquímicos similares: CVr ≤ 20%; CVR ≤ 30% (Payne et al., 2006; Pecora et al., 2009). 

En cuanto al estudio de la robustez del ensayo, la desviación estándar de las diferencias 

(SDi) fue inferior a la desviación estándar en condiciones de reproducibilidad (1,5 < 6,2), por lo 

que se ha concluido que el método es robusto. Es decir, que el conjunto de factores o 

variaciones elegidas no altera de manera significativa el resultado del ensayo. No obstante, el 

factor B (número de lavados antes de la fijación celular) resultó ser sensible a los cambios y 

ejercer una influencia significativa en los resultados del ensayo, por lo que es necesario 



Resultados y discusión (resultados no publicados) 

- 234 - 

controlarlo para que el método sea robusto. Aunque existen múltiples referencias de 

inmunoensayos cuantitativos basados en la identificación de células infectadas con virus 

(Arnold et al., 2009; Payne et al., 2006), en la gran mayoría de los casos no se incluye la 

validación de los métodos empleados, lo que complica la comparación y discusión de los 

resultados obtenidos. Payne et al. (2006) indicaron que el tiempo de infección no debería 

superar las 18 h para evitar el riesgo de infecciones secundarias y, por tanto, de un elevado 

número de focos (células) infectados. En el presente ensayo de neutralización, el tiempo tras la 

infección primaria se mantiene en torno a 16 h, coincidiendo con el ciclo replicativo del 

rotavirus (Arias et al., 2002) y favoreciendo la robustez del ensayo. 

De manera complementaria al estudio de validación, mediante el ensayo de citotoxicidad 

basado en el reactivo MTS (Barltrop et al., 1991) se comprobó que las diferentes muestras 

lácteas no alteraban la viabilidad de las células MA104.  

4.2.1.2. Neutralización de la infección de las células MA104 por la cepa WC3 de 

rotavirus bovino  

Para evaluar la capacidad de las diferentes fracciones para neutralizar la infección de las 

células MA104 por los rotavirus bovinos de la cepa WC3, se empleó el ensayo de neutralización 

y detección mediante inmunofluorescencia, puesto a punto y validado durante el desarrollo de la 

tesis. La mayoría de los resultados de neutralización asociados a las fracciones y proteínas 

lácteas bovinas, ovinas y humanas, ya se han publicado y, por lo tanto, forman parte del 

compendio que conforma este trabajo. No obstante, se han testado además muchas otras 

fracciones y proteínas, cuyos resultados se exponen a continuación. 

4.2.1.2.1. Neutralización mediada por calostro y leche bovina y ovina 

Se ha comprobado que el calostro bovino presenta un elevado potencial antirrotavirus. De 

hecho, tal y como se muestra en la Figura 29, a una concentración de 0,1 mg de proteína/mL se 

alcanzó la neutralización completa de la infección de las células MA104 por la cepa de rotavirus 

bovino WC3, con un IC50 de tan sólo 14 µg/mL. Estos resultados se aproximan a los obtenidos 

por Inagaki et al. (2010b), que observaron que el calostro bovino obtenido a los 6-7 días 

postparto exhibía una elevada capacidad para inhibir la replicación de los rotavirus humanos de 

la cepa MO en las células MA104, con un IC50 de 2,1 µg/mL. Estos autores también 

comprobaron que la administración oral de calostro bovino, antes de la inoculación de los 

rotavirus, era capaz de prevenir el desarrollo de diarrea en ensayos con ratones. 
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Figura 29. Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3 
mediada por fracciones lácteas bovinas y ovinas. (●) Calostro; (▲) leche cruda; (■) leche 
desnatada; (♦) lactosuero; (○) caseínas. Los resultados de neutralización están calculados en 
relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± 
desviación estándar de triplicados de dos experimentos independientes (n=6). 

La leche cruda de vaca también mostró actividad antirrotavirus in vitro frente a la cepa 

bovina WC3, con un 74% de neutralización a 1 mg de proteína/mL (IC50 de 0,48 mg/mL) 

(Figura 29), similar al resultado observado por Inagaki et al. (2010b) con la cepa humana MO 

en las células MA104 (IC50 de 0,2 mg/mL). Además, en este trabajo se ha comprobado que el 

desnatado de la leche mantiene intacta la capacidad neutralizante de la misma, observándose 

que la leche desnatada presenta el mismo perfil de actividad e IC50 que la leche entera, lo que 

parece indicar que la actividad inhibitoria de la infección por rotavirus está más asociada a 

componentes de la fase proteica de la leche que a la grasa láctea.  

Por otra parte, la separación del lactosuero y las caseínas de la leche desnatada, puso de 

manifiesto que los componentes con actividad antirrotavirus se encuentran mayoritariamente en 

el suero. De hecho, el lactosuero bovino a 1 mg de proteína/mL presentó un 93% de 

neutralización de la infección mediada por la cepa bovina WC3 (IC50 de 0,37 mg/mL), mientras 

que las caseínas neutralizaron el 46% de la infección a esa misma concentración (IC50 de      

1,83 mg/mL) (Figura 29).  

La actividad antirrotavirus de diversas fracciones lácteas ovinas ha sido igualmente 

evaluada en este estudio, evidenciándose diferencias interespecie. Así, tal y como se ha 

representado en la Figura 29, las muestras ovinas mostraron menor actividad que las 

homólogas bovinas, con valores de IC50 de 0,045, 1,03, 1,41, 0,56 y 8,38 mg/mL, para el 

calostro, la leche cruda, la leche desnatada, el lactosuero y las caseínas ovinas, respectivamente. 

Tanto las diferencias interespecie como las divergencias observadas entre fracciones lácteas 
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intraespecie, en lo que respecta a la capacidad antirrotavirus, pueden deberse en parte a 

variaciones en su composición, especialmente en lo que respecta a la presencia, cantidad y 

estructura de componentes bioactivos.  

A este respecto, se ha comprobado mediante espectrometría de infrarrojo que el lactosuero 

bovino presenta porcentajes de proteína, lípidos y lactosa de 13, 1 y 68% (p/p), respectivamente, 

en consonancia con lo reportado por Yadav et al. (2015). El lactosuero ovino mostró un mayor 

contenido proteico (21% p/p) que el bovino, y casi el doble de lípidos, coincidiendo con 

observaciones previas (Haenlein y Wendorff, 2006) y con el mayor contenido proteico y 

lipídico asignado a la leche cruda ovina en comparación con la bovina (Claeys et al., 2014). 

Para todas las concentraciones de proteína testadas, las fracciones bovinas presentaron una 

mayor actividad antirrotavirus en comparación con las fracciones ovinas (Figura 29). Este 

hecho podría indicar que no sólo la cantidad, sino también el tipo y la estructura de los 

componentes bioactivos pueden participar de manera importante en la capacidad antirrotavirus. 

En esta línea, se ha comprobado que el suero de calostro bovino presenta un perfil 

electroforético similar al lactosuero, aunque con una mayor proporción de Igs, LF y SA, de 

acuerdo con estudios previos (McGrath et al., 2016). De hecho, las Igs (IgG, IgA e IgM) 

suponen hasta el 70-80% del total de las proteínas del calostro bovino (Smolenski et al., 2007), 

muy por encima del 2-3% que representan en la leche (Farkye y Shah, 2015) y del 8-10% en el 

lactosuero (Ryan y Walsh, 2016). Además, la concentración de LF que se ha encontrado en el 

calostro bovino oscila entre el 0,15-0,5% (McGrath et al., 2016), hasta 100 veces superior a la 

existente en la leche (Indyk y Filonzi, 2005). Esta elevada concentración de proteínas bioactivas 

es de particular importancia para el neonato, contribuyendo a la transferencia de inmunidad 

pasiva y a la protección frente a agentes patógenos, como los rotavirus. Así, diferentes estudios 

han sugerido el uso de calostro bovino procedente de vacas hiperinmunizadas frente a rotavirus 

(Mainer et al., 1999; Sarker et al., 1998) o calostro bovino normal (Inagaki et al., 2010b) para 

proporcionar protección pasiva frente a las infecciones causadas por rotavirus, si bien estas 

estrategias presentan limitaciones prácticas dada la dificultad de producción a gran escala. 

Después del calostro, el lactosuero es la fracción láctea, tanto bovina como ovina, que ha 

mostrado mayor capacidad antirrotavirus (Figura 29). Tal y como se ha discutido en diversos 

artículos del presente compendio, se ha comprobado que el potencial antirrotavirus del 

lactosuero está relacionado con la presencia de diversas proteínas que han mostrado una elevada 

actividad inhibitoria frente a este virus, especialmente las IgGs, la LF, la XOD y la LDH. De 

manera complementaria a estas observaciones, se llevó a cabo un ensayo para discernir qué 

subfracciones del suero albergaban mayor actividad antirrotavirus. Para ello, se filtró el 

lactosuero bovino a través de filtros con diferentes puntos de corte: 3, 10, 30 y 100 kDa; y se 
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determinó la capacidad de neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino 

WC3 mediada por las diversas fracciones de lactosuero bovino filtrado.  

Así, tal y como puede observarse en la Figura 30-A, el retenido resultante de filtrar el 

lactosuero con membranas de 30 y 100 kDa mantuvo la actividad antirrotavirus en relación al 

lactosuero no filtrado. Este hecho concuerda con la presencia de Igs (~180 kDa) y LF (76 kDa), 

proteínas con capacidad antirrotavirus, detectada en el perfil electroforético de estas fracciones 

(Figura 30-B). Además, la exclusión de estas proteínas debido al uso de filtros con puntos de 

corte menores (3, 10 y 30 kDa) provocó la obtención de lactosueros con una capacidad 

antirrotavirus significativamente menor.  
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Figura 30. (A) Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3 
mediada por lactosuero bovino filtrado con diferentes puntos de corte. El lactosuero se testó a 
una concentración de 1 mg de proteína/mL. Los resultados de neutralización están calculados en 
relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± 
desviación estándar de triplicados de tres experimentos independientes (n=9). Los asteriscos 
indican diferencias estadísticamente significativas (**p < 0,01; ***p < 0,001) en relación al 
lactosuero no filtrado. (B) Perfil electroforético de las muestras. La SDS-PAGE se llevó a cabo 
en condiciones reductoras, en geles de 4-20% de poliacrilamida, que fueron teñidos con PAS y 
Coomassie. Muestras: 1, lactosuero sin filtrar; 2, < 3 kDa; 3, 3-10 kDa; 4, 3-100 kDa; 5,         
10-30 kDa; 6, > 30 kDa; 7, > 100 kDa; M, marcador de pesos moleculares. 

Todo ello parece indicar que la subfracción de proteínas de peso molecular superior a       

30 kDa, incluyendo la LF y las Igs, es la que participa principalmente en la capacidad 

antirrotavirus del lactosuero. La subfracción de bajo peso molecular (< 30 kDa), incluyendo las 

proteínas α-LA, β-LG y PP3, presenta menor actividad a este respecto. Estas observaciones 

coinciden con los resultados del estudio de Bojsen et al. (2007), quienes fraccionaron un 

lactosuero bovino concentrado obteniendo una fracción proteica de alto peso molecular, 

incluyendo Igs, a la que asociaron la mayor parte de la actividad antirrotavirus exhibida por el 

lactosuero. 
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4.2.1.2.2. Neutralización mediada por fracciones lácteas bovinas y ovinas derivadas 
de la nata 

Además de las fracciones lácteas indicadas anteriormente, en esta tesis se ha estudiado la 

actividad antirrotavirus de diversas fracciones lácteas bovinas y ovinas derivadas de la nata: la 

mazada, el butter serum y la MFGM. Aunque algunos resultados a este respecto ya están 

publicados en el 2º artículo del presente compendio, a continuación se incluyen resultados más 

completos. 

Tal y como puede observarse en la Figura 31, el potencial antirrotavirus de la mazada 

ovina (IC50 de 0,37 mg/mL) fue mayor que el de la mazada bovina (IC50 de 0,46 mg/mL), 

mostrando valores de neutralización de 85 y 68%, respectivamente, a una concentración de       

1 mg de proteína/mL. Estas diferencias, que fueron estadísticamente significativas para todas las 

concentraciones testadas, podrían deberse a divergencias en su composición. A este respecto, las 

determinaciones realizadas en este trabajo mediante espectrometría infrarroja mostraron una 

mayor concentración de proteínas y lípidos en la mazada ovina (30,5 y 20% p/p, 

respectivamente) en comparación con la mazada bovina (27,5 y 15,5% p/p, respectivamente), de 

acuerdo con estudios previos (Britten et al., 2008; Hamad et al., 2016).  

En lo que respecta al butter serum y MFGM bovinas, la capacidad de neutralización de la 

infección de células MA104 por rotavirus bovinos WC3 fue sólo ligeramente inferior a la de la 

mazada bovina. De hecho, se registró un IC50 de 0,55 y 0,49 mg/mL para el butter serum y la 

MFGM bovinas, respectivamente (Figura 31). Esta similitud podría asociarse con la 

composición proteica determinada mediante espectroscopía, situada para todas las fracciones en 

el rango de 24-28% (p/p), si bien el contenido lipídico del butterserum (42% p/p) y de la 

MFGM (68% p/p) fue notablemente superior al de la mazada bovina, coincidiendo con diversos 

estudios (Britten et al., 2008; Vanderghem et al., 2010). En cambio, en el caso de las fracciones 

ovinas se constató que el butter serum y la MFGM presentaban menor actividad antirrotavirus, 

IC50 de 0,87 y 0,85 mg/mL, respectivamente, que la mazada ovina (Figura 31). En este caso, el 

contenido proteico y lipídico del butter serum y de la MFGM ovinas fue de 32 y 48% (p/p), y  

31 y 69% (p/p), respectivamente, valores superiores a los de la mazada ovina. 

Cuando se analizaron los perfiles electroforéticos de las fracciones derivadas del procesado 

de la nata bovina y ovina, se pudo comprobar que el patrón electroforético obtenido para las 

mazadas bovina y ovina era muy similar, evidenciándose en ambos casos la presencia de 

caseínas y de proteínas del lactosuero, como β-LG, α-LA y LF, junto con algunas proteínas de 

la MFGM, como BTN, LDH y XOD, coincidiendo con las observaciones de Britten et al. 

(2008). Además, se observó que el butter serum presentaba un perfil similar al de la mazada, si 

bien algo más enriquecido en proteínas de la MFGM. La MFGM mostró el perfil característico 
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con las proteínas de membrana MUC1, MUC15, XOD, BTN, LDH y PP3, y escasa presencia de 

proteínas del lactosuero (Dewettinck et al., 2008).  
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Figura 31. Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3 
mediada por fracciones lácteas bovinas y ovinas derivadas del procesado de la nata.                
(●) Mazada; (- ● -) mazada lavada; (▲) butter serum; (- ▲ -) butter serum lavado; (■) MFGM;      
(- ■ -) MFGM lavada. Los resultados de neutralización están calculados en relación al control 
positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de 
triplicados de tres experimentos independientes (n=9). 

Como ya se ha comentado, la mazada, tanto bovina como ovina, es la fracción derivada del 

procesado de la nata que mayor capacidad neutralizante ha mostrado, superior a la del butter 

serum y a la de la MFGM. Este hecho podría estar relacionado con la mayor proporción de 

proteínas del lactosuero en la mazada, en comparación con el butter serum y la MFGM, puesto 

que estas proteínas, especialmente las Igs y la LF, han mostrado, en general, mayor actividad 

antirrotavirus que las proteínas de la MFGM. Este mismo argumento serviría para explicar, en 

parte, la menor actividad neutralizante observada para el butter serum y la MFGM ovinas, en 

comparación con las homólogas bovinas. De hecho, puesto que las fracciones ovinas han 

presentado un mayor contenido lipídico que las bovinas, es probable que la cantidad de 

proteínas de la MFGM sea mayor, dado que los glóbulos grasos son del mismo tamaño. A este 

respecto, Pisanu et al. (2011) compararon el proteoma de la MFGM bovina y ovina observando 

una mayor presencia de proteínas en la fracción ovina. 

En esta tesis también se ha evaluado la influencia del lavado de la nata en la composición y 

actividad antirrotavirus de las fracciones derivadas, tanto bovinas como ovinas, como ya se ha 

discutido en el 2º artículo del compendio, y cuyo análisis se amplía a continuación. 



Resultados y discusión (resultados no publicados) 

- 240 - 

Tal y como puede observarse en la Figura 31, el potencial antirrotavirus de todas las 

fracciones derivadas de nata lavada, tanto bovinas como ovinas, fue inferior al de las fracciones 

homólogas derivadas de nata sin lavar. Así, la mazada, el butter serum y la MFGM bovinas 

derivadas de nata lavada presentaron un IC50 de 1,55, 2,37 y 2,35 mg/mL, respectivamente; 

valores significativamente mayores que los obtenidos para las fracciones derivadas de nata sin 

lavar, de 0,46, 0,55 y 0,49 mg/mL, respectivamente. De igual manera, los IC50 calculados para 

la mazada, el butter serum y la MFGM ovinas derivadas de nata lavada, de 0,87, 1,62 y        

2,82 mg/mL, respectivamente, fueron superiores a los de las fracciones derivadas de nata sin 

lavar, de 0,37, 0,87 y 0,85 mg/mL, respectivamente. 

El hecho de que el proceso de lavado favorezca la pérdida de proteínas y otros compuestos 

bioactivos podría explicar, al menos en parte, estos resultados. De hecho, se comprobó mediante 

espectroscopía de infrarrojo que el contenido de proteína y lactosa de las fracciones disminuía 

notablemente con el lavado, si bien el de lípidos no se veía afectado. Además, se observó 

mediante SDS-PAGE que el lavado de la nata alteraba la composición de las fracciones 

resultantes. Así, se comprobó que el contenido de ciertas proteínas como las caseínas, las 

proteínas del lactosuero β-LG, α-LA y LF, y algunas proteínas de la MFGM, como la XOD y la 

BTN, se veía disminuido por efecto del lavado, en consonancia con las observaciones de 

Holzmüller et al. (2016) y de Le et al. (2009). 

En esta línea, tal y como puede observarse en la Figura 32, cada lavado con PBS de la nata 

provoca la pérdida generalizada de proteínas. La SDS-PAGE muestra una elevada pérdida de 

proteínas tras tres lavados de la nata con PBS. Las proteínas arrastradas con la solución de 

lavado no son solamente las periféricas, como las caseínas, las proteínas del lactosuero o las 

proteínas débilmente unidas a la MFGM, como MUCs, XOD y LDH, sino también algunas 

proteínas integrales de la MFGM, como la BTN, coincidiendo estos resultados con los de 

estudios previos (Le et al., 2009; Zheng et al., 2013).  
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Figura 32. Perfil elecroforético de las muestras derivadas del lavado con PBS de la nata en el 
proceso de obtención de la mazada bovina. Muestras: 1, mazada bovina derivada de nata sin 
lavar; 2, excluido del primer lavado de la nata; 3, excluido del segundo lavado; 4, excluido del 
tercer lavado; 5, mazada bovina de nata lavada; M, marcador de pesos moleculares. La SDS-
PAGE se llevó a cabo en condiciones reductoras con mercaptoetanol, en geles del 10% de 
poliacrilamida, que fueron teñidos con PAS y Coomassie. 

4.2.1.2.3. Neutralización mediada por la fracción PPT y la PP3 bovinas y ovinas 

En el presente estudio se ha obtenido la fracción proteosa-peptona (PPT) de leche bovina y 

ovina y a partir de ellas se ha aislado el componente 3, también conocido como lactoforina o 

PP3. Una vez obtenidas ambas fracciones, se ha evaluado su capacidad de neutralización de la 

infección de la línea celular MA104 por rotavirus bovinos WC3, mediante el ensayo de 

neutralización con detección por inmunofluorescencia indirecta, previamente puesto a punto y 

validado. También se ha estudiado el efecto de la degradación enzimática de la PPT y PP3, 

bovinas y ovinas, en su actividad antirrotavirus, aspecto que se detalla y discute en el apartado 

4.2.3.2. 

En la Figura 33 se incluye el perfil elecroforético de las principales fracciones obtenidas 

durante el aislamiento de la fracción PPT y de la proteína PP3 bovina. La fracción PPT se 

obtuvo tras desnatado de la leche cruda, y posterior calentamiento, acidificación y tratamiento 

con TCA, como se ha descrito previamente. Tras someter la fracción PPT a una cromatografía 

de filtración en gel Sephadex G-75 y, posteriormente, a una cromatografía de intercambio 

aniónico con Q-Sepharose, se obtuvo la PP3. En el caso de la PP3 bovina, esta se sometió a una 

última etapa de cromatografía de filtración en gel Sephadex G-75 en presencia de urea 6 M, 

consiguiéndose separar un fragmento proteico de 28 kDa de otro fragmento de 17 kDa que se 
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separa de la PP3 por proteólisis endógena. Tal y como se muestra en la Figura 33-A, tras las 

diversas etapas del aislamiento se obtuvo la PP3 bovina, y sus dos fragmentos, con un alto 

grado de pureza, cuya identidad se confirmó mediante Western-blotting con anticuerpos 

específicos (Figura 33-B). Tanto los perfiles cromatográficos como los electroforéticos 

obtenidos durante el aislamiento de la PP3 bovina, fueron coherentes con los referenciados por 

Sørensen y Petersen (1993). 

 

Figura 33. (A) Perfil elecroforético de la obtención de la fracción PPT y de la proteína PP3 
bovinas. La SDS-PAGE se llevó a cabo en condiciones reductoras con mercaptoetanol, en geles 
del 12% de poliacrilamida, que fueron teñidos con PAS y Coomassie. Muestras: M, marcador 
de pesos moleculares; 1, leche cruda de vaca; 2, fracción PPT bovina; 3, PP3 bovina; 4, PP3 
fragmento de 28 kDa; 5, PP3 fragmento de 17 kDa. (B) Comprobación de la identidad de las 
muestras mediante Western-blotting con antisuero específico anti-PP3 bovina. 

La fracción PPT y la proteína PP3 se han obtenido de leche cruda ovina, siguiendo la 

metodología descrita por Sørensen y Petersen (1993). En este caso no se realizó la 

cromatografía de filtración en gel Sephadex G-75 en presencia de urea 6 M para separar los 

fragmentos proteicos de 28 y 17 kDa. Como puede observarse en la Figura 34, el perfil 

elecroforético de las fracciones ovinas es bastante similar al de las fracciones bovinas. 



Resultados y discusión (resultados no publicados) 

- 243 - 

 

Figura 34. (A) Perfil elecroforético de la obtención de la fracción PPT y de la proteína PP3 
ovinas. La SDS-PAGE se llevó a cabo en condiciones reductoras con mercaptoetanol, en geles 
del 12% de poliacrilamida, que fueron teñidos con PAS y Coomassie. Muestras: M, marcador 
de pesos moleculares; 1, leche cruda de oveja; 2, fracción PPT ovina; 3, PP3 ovina.                
(B) Comprobación de la identidad de las muestras mediante Western-blotting con antisuero 
específico anti-PP3 ovina. 

En la Figura 35 se resumen los resultados obtenidos en esta tesis en relación a la actividad 

antirrotavirus de la PPT y PP3 bovinas y ovinas. Así, en el caso de las muestras bovinas, fue el 

fragmento C-terminal de la PP3, de 17 kDa, el que mostró una mayor actividad antirrotavirus 

frente a la cepa bovina WC3 en células MA104, seguido de la PP3 intacta, del fragmento de la 

PP3 de 28 kDa, y de la PPT, con IC50 de 0,46, 0,97, 1,91 y 2,13 mg/mL, respectivamente. Estos 

resultados de neutralización son notablemente inferiores a los publicados por Inagaki et al. 

(2010a), quienes atribuyeron a la PP3 bovina una elevada actividad inhibitoria de la replicación 

de los rotavirus humanos MO en células MA104. De hecho, estos autores observaron que          

1 µg/mL de la PP3 intacta ejercía aproximadamente un 50% de neutralización, mientras que la 

misma concentración del fragmento de 17 kDa tenía una actividad neutralizante del 95%. Las 

diferencias de actividad observadas podrían atribuirse a divergencias en la estructura y 

glicosilación de los diferentes fragmentos de la PP3, que existen entre los estudios de diversos 

autores (Coddeville et al., 1998; Girardet et al., 1995). Las diferencias podrían deberse también 

a otros factores, como los procedimientos experimentales de purificación de las proteínas y el 

tipo de cepa vírica empleada para determinar la capacidad antirrotavirus (ver apartado 

4.2.1.3.2). 
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Figura 35. Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3 
mediada por la fracción proteosa-peptona (PPT) y por la proteína PP3 bovinas y ovinas. (●) PPT 
bovina; (▲) PP3 bovina intacta; (■) PP3 bovina (fragmento 28 kDa); (♦) PP3 bovina 
(fragmento 17 kDa); (○) PPT ovina; (▲) PP3 ovina intacta. Los resultados de neutralización 
están calculados en relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados 
como la media ± desviación estándar de triplicados de dos experimentos independientes (n=6). 

La evaluación de la actividad antirrotavirus de la PPT y PP3 ovinas ha puesto de manifiesto 

la existencia de diferencias interespecie. De hecho, aunque la PPT ovina mostró mayor 

capacidad neutralizante (IC50 de 1,72 mg/mL) que la fracción homóloga bovina (IC50 de       

2,13 mg/mL), la PP3 ovina presentó una actividad (IC50 de 2,72 mg/mL) notablemente inferior 

a la manifestada por la PP3 bovina (IC50 de 0,97 mg/mL) (Figura 35). Aunque no se han 

encontrado estudios referentes a la PP3 ovina, lo que dificulta la discusión de los resultados 

obtenidos, las diferencias interespecie podrían tener que ver con las variaciones de estructura y 

glicosilación detectadas por diversos autores entre las PP3 de diversas especies (Inagaki et al., 

2010a; Lister et al., 1998). 

Los resultados obtenidos en esta tesis revelan que tanto la fracción PPT como la proteína 

PP3 presentan un potencial antirrotavirus bajo, sobre todo si se compara con la actividad 

exhibida por otras fracciones lácteas, como el lactosuero (IC50 de 0,37 y 0,56 mg/mL, para el 

bovino y ovino, respectivamente), y por otras proteínas lácteas, como las Igs, la LF, la XOD o la 

LDH, con IC50 inferiores a 0,099 mg/mL, en el caso de las proteínas bovinas, e inferiores a   

0,36 mg/mL, en el caso de las derivadas de leche ovina, como queda reflejado en algunos de los 

artículos del compendio. No obstante, debido a la elevada concentración en la leche bovina 

tanto de la fracción PPT, de entre 0,5-3 g/L (Innocente et al., 2011), como de la PP3, 0,2-0,3 g/L 

(Pedersen et al., 2012b), podría ser viable su uso como ingredientes funcionales.  
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4.2.1.2.4. Neutralización mediada por productos lácteos comerciales 

En este trabajo se ha evaluado la actividad antirrotavirus de diversos productos lácteos 

comerciales, como la leche desnatada, la mazada, el butter serum, dos concentrados de proteínas 

del lactosuero (WPC), un hidrolizado de proteínas del lactosuero (WPH), varias leches de 

fórmula infantiles, así como varias proteínas aisladas de leche bovina. Si bien algunos de los 

resultados obtenidos ya están publicados en los artículos del presente compendio, la mayoría no 

lo está todavía, por lo que se incluye su descripción y discusión en este apartado. 

Tal y como puede observarse en la Figura 36, tanto la leche desnatada como la mazada y 

el butter serum bovinos comerciales presentaron una capacidad antirrotavirus baja. De hecho, la 

actividad neutralizante exhibida por la leche desnatada comercial (IC50 de > 10 mg/mL) distó 

notablemente de la actividad observada para la leche cruda desnatada (IC50 de 0,48 mg/mL). De 

igual manera, la capacidad antirrotavirus de la mazada y del butter serum bovinos comerciales 

(IC50 de 6,82 y 6,93 mg/mL, respectivamente), fue inferior a la de los productos homólogos 

obtenidos en este estudio, que mostraron IC50 de 0,46 y 0,55 mg/mL, respectivamente.  
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Figura 36. Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3 
mediada por diversos productos lácteos bovinos comerciales. (●) Leche desnatada; (▲) mazada; 
(■) butter serum; (♦) WPC-1 (Lacprodan-80); (○) WPC-2 (Lacprodan MFGM-10); (▲) WPH 
(Lacprodan DI-3017). Los resultados de neutralización están calculados en porcentaje respecto 
al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación 
estándar de triplicados de tres experimentos independientes (n=9). 

Las diferencias observadas entre las fracciones comerciales y las obtenidas 

experimentalmente, que fueron estadísticamente significativas para todas las concentraciones 

analizadas, podrían deberse a diversos aspectos, como las divergencias en los procesos de 
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obtención y en la composición de los productos, así como el efecto del procesado. A este 

respecto, de acuerdo con las especificaciones dadas por los fabricantes, la mazada y el butter 

serum comerciales poseen una concentración de proteínas del 34 y 30% (p/p), respectivamente, 

y un contenido en lípidos del 10 y 22% (p/p), respectivamente. Si comparamos esta 

composición con la de las fracciones homólogas obtenidas en el laboratorio, se pone de 

manifiesto que estas últimas contienen menos proteína y más lípidos que las comerciales. 

Además, el perfil electroforético por SDS-PAGE de las muestras comerciales evidenció una 

mayor presencia de caseínas, β-LG y α-LA (proteínas que han mostrado un potencial 

antirrotavirus bajo o nulo), en comparación con las fracciones obtenidas experimentalmente, lo 

que podría explicar en parte las divergencias observadas en relación a la actividad antirrotavirus 

de las fracciones.  

Además de las diferencias composicionales, en esta tesis se ha comprobado que los 

tratamientos tecnológicos a los que se ven sometidas las muestras lácteas durante su procesado 

pueden disminuir su potencial antirrotavirus. Así, según las especificaciones del fabricante, 

estos productos han sido sometidos a una pasteurización alta (72 ºC durante 15 s) más el 

tratamiento térmico asociado al proceso de atomización no especificado. 

En lo que respecta a los concentrados de proteínas del lactosuero (WPC), se comprobó su 

elevado potencial frente a la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3. Así, tal y 

como se ha representado en la Figura 36, el WPC-1 (Lacprodan-80) y el WPC-2 (Lacprodan 

MFGM-10) presentaron un IC50 de 0,72 y 0,20 mg/mL, respectivamente, actividad muy 

superior a la mostrada por los otros productos lácteos comerciales testados (IC50 > 6 mg/mL) y 

del orden de la obtenida para el lactosuero bovino obtenido experimentalmente (IC50 de 0,37 

mg/mL). Estos resultados se aproximan a las observaciones de Bojsen et al. (2007), que llevaron 

a cabo estudios in vitro demostrando que un WPC bovino presentaba actividad inhibitoria de la 

infección de células Caco-2 por diferentes cepas de rotavirus (Wa humana, RRV de simio, RF 

bovina y YM porcina), con IC50 comprendidos entre 0,05-0,1 mg/mL, y cuya capacidad fue 

atribuida principalmente a la presencia de IgGs, asignándoles en torno al 70% de neutralización 

a una concentración de 25 µg/mL. 

La diferente actividad observada entre los dos WPC evaluados en esta tesis está 

probablemente relacionada con su composición. A este respecto, según las especificaciones del 

fabricante, el Lacprodan-80 contiene un 82% (p/p) de proteínas del lactosuero, un 8% (p/p) de 

lípidos y un 7% (p/p) de lactosa, sin especificar qué proteínas y qué otros azúcares contiene. Por 

otra parte, el Lacprodan MFGM-10 posee un 72% (p/p) de proteínas, de las cuales un 8% son 

proteínas de la MFGM (1,4% de MUC1 y 1% de LDH, entre otras), un 6% son Igs y un 1,5% es 

LF; un 18% (p/p) de lípidos, un 2% (p/p) de lactosa y un 1,5% (p/p) de ácido siálico. Aunque 

ambos WPC han mostrado una elevada actividad antirrotavirus, el mayor potencial atribuido al 
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Lacprodan MFGM-10 muy probablemente es debido a su mayor contenido en glicoproteínas 

con actividad neutralizante frente a rotavirus, como las Igs, la LF y la LDH, así como a su 

elevada concentración en ácido siálico, cuya función inhibidora también ha sido ampliamente 

demostrada (Isa et al., 2006; Prasad et al., 2014). 

Además de evaluar la actividad antirrotavirus de los WPC, se ha estudiado la capacidad de 

un hidrolizado de proteínas del lactosuero comercial, el Lacprodan DI-3017, obteniéndose una 

actividad neutralizante notablemente inferior (IC50 de 3,19 mg/mL) en comparación con la 

exhibida por los productos lácteos equivalentes sin hidrolizar (IC50 entre 0,20-0,72 mg/mL). La 

descripción y discusión de estos resultados se detalla en el apartado 4.2.3. 

En cuanto a las leches de fórmula infantiles estudiadas en la presente tesis, se ha 

comprobado gran variabilidad entre marcas, en lo que respecta a su potencial antirrotavirus in 

vitro. De hecho, tal como se muestra en la Figura 37, sólo cuatro de las ocho leches de fórmula 

analizadas mostraron capacidad de neutralización de la infección por rotavirus, tras ser 

reconstituidas a 150 mg de producto/mL, según las recomendaciones de uso del fabricante. Las 

leches evaluadas fueron cuatro fórmulas de continuación de composición adaptada a la de la 

leche materna (fórmulas 1-4) y cuatro fórmulas a base de un hidrolizado de caseínas de leche de 

vaca (fórmulas 5-8). 

Como puede observarse en la Figura 37, dos de las fórmulas de continuación (2 y 3) no 

mostraron actividad antirrotavirus a 150 mg de producto/mL. En cambio, las fórmulas de 

continuación 1 y 4 sí fueron capaces de inhibir la infección por rotavirus, presentando 

porcentajes de neutralización del 100 y 60%, a 150 mg de producto/mL, respectivamente; 

manteniendo incluso cierta actividad (del 52 y 16%, respectivamente) cuando se ensayaron a   

15 mg de producto/mL. También las fórmulas a base de hidrolizado presentaron resultados 

dispares. Así, las fórmulas 7 y 8 no presentaron actividad, ni siquiera a 150 mg de producto/mL. 

Las fórmulas 5 y 6, en cambio, exhibieron una capacidad neutralizante del 37 y 56%, a 150 mg 

de producto/mL, respectivamente; si bien sólo la fórmula 6 mantuvo cierta actividad a 

concentraciones inferiores (Figura 37). 

Las diferencias de actividad detectadas podrían atribuirse a variaciones en la composición 

de las leches entre marcas, aunque siempre teniendo en cuenta que deben cumplir con las 

recomendaciones de la Sociedad Europea de Gastroenterología, Hepatología y Nutrición 

Pediátrica (Koletzko et al., 2005), así como del Reglamento Delegado (UE) 2016/127 de la 

Comisión en lo que respecta a los requisitos específicos de composición e información 

aplicables a los preparados para lactantes y preparados de continuación (DOUE, 2016). A este 

respecto, la composición declarada por los fabricantes fue muy similar entre las distintas 

fórmulas, con una composición para las fórmulas de continuación adaptada a la de la leche 
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materna de: 9-12% de proteína, 19-22% de lípidos y 60-64% de carbohidratos (40-59% de 

lactosa); y una composición para las fórmulas a base del hidrolizado de caseínas de leche de 

vaca de: 12-15% de proteína, 23-26% de lípidos y 52-59% de carbohidratos (0% de lactosa).  
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Figura 37. Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3 
mediada por leches infantiles de fórmula. Las leches se ensayaron a tres concentraciones 
distintas: 150 mg de producto/mL ( ), 50 mg de producto/mL ( ) y 15 mg de producto/mL 
( ). Las leches 1-4 son fórmulas de continuación con una composición adaptada a la de la 
leche materna. Las otras cuatro leches (fórmulas 5-8) corresponden con fórmulas a base de un 
hidrolizado de proteínas (caseína) de leche de vaca. Los resultados de neutralización están 
calculados en relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la 
media ± desviación estándar de triplicados de tres experimentos independientes (n=9). 

Dada la similar composición general de las fórmulas evaluadas, las diferencias de actividad 

antirrotavirus podrían explicarse atendiendo a la proporción de proteínas. De hecho, la 

proporción de las proteínas presentes mayoritariamente en estas preparaciones infantiles, las 

caseínas y las proteínas del lactosuero, puede variar entre el 40-83% y el 17-60% del total de 

proteínas, respectivamente, en las fórmulas de continuación (Guo y Ahmad, 2014c). Además de 

las caseínas y proteínas del lactosuero, en los últimos años se ha incrementado el interés en el 

uso de la MFGM como ingrediente en las fórmulas infantiles debido a las propiedades 

funcionales atribuidas a sus fosfolípidos y glicoproteínas (Ross et al., 2015). Así, por ejemplo, 

el Lacprodan MFGM-10 es un WPC que contiene MFGM y que se ha utilizado como 

ingrediente en fórmulas infantiles por su alta concentración de proteínas y lípidos bioactivos. La 
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elevada capacidad antirrotavirus de este WPC (IC50 de 0,20 mg/mL) ha sido demostrada en este 

estudio y discutida anteriormente. 

A este respecto, dada la elevada actividad antirrotavirus de la leche de fórmula 1 (IC50 de 

1,89 mg/mL), en comparación con las demás fórmulas analizadas (IC50 ≥ 6 mg/mL), se decidió 

profundizar en su caracterización. Así, tal y como se muestra en la Figura 38, se comprobó la 

presencia de las proteínas de MFGM MUC1 y LDH en la leche de fórmula 1 mediante SDS-

PAGE y Western-blotting. 

 

Figura 38. Detección de MUC1 en la leche infantil de fórmula 1 mediante tinción PAS (A) y 
Western-blotting con antisuero específico anti-MUC1 bovina (B). (C) Detección de LDH en la 
leche infantil de fórmula 1 mediante Western-blotting con antisuero específico anti-LDH 
bovina. La SDS-PAGE se llevó a cabo en condiciones reductoras, en geles del 10% de 
poliacrilamida. Muestras: 1, MUC1 bovina (control positivo); 2, leche infantil de fórmula 1  
(1,5 mg/pocillo); 3, leche infantil de fórmula 1 (3 mg/pocillo); 4, leche infantil de fórmula 1  
(0,9 mg/pocillo); 5, leche infantil de fórmula 1 (1,2 mg/pocillo); 6, LDH bovina (control 
positivo). 

La MUC1 se detectó claramente en el preparado lácteo, con una banda que coincidió con el 

peso molecular de la MUC1 bovina pura (220 kDa). Además, se comprobó que la MUC1 estaba 

fuertemente glicosilada, dada la intensa coloración obtenida con la tinción PAS para 

glicoproteínas, de acuerdo con el 57-65% de glicosilación descrito por Ross et al. (2015). La 

LDH se detectó en sus dos variantes (PAS6 y PAS7) con una marcada intensidad, 

correspondiendo a los pesos moleculares de 47 y 52 kDa. La concentración de LDH en la 

fórmula 1 se estimó en 0,18% (p/p) mediante un ELISA competitivo previamente desarrollado 

en nuestro laboratorio.  
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Tal y como se ha discutido en diversos artículos del presente compendio, se ha 

comprobado que el potencial antirrotavirus de la leche bovina está asociado principalmente al 

lactosuero, debido a la presencia de diversas proteínas que han mostrado una elevada actividad 

inhibitoria frente a la cepa WC3 de rotavirus bovino, especialmente las IgGs y la LF. Además, 

se ha detectado la presencia de proteínas de la MFGM en el lactosuero, como la XOD y la LDH, 

con un elevado potencial antirrotavirus frente a la WC3. 

Con el objetivo de completar la información relativa al potencial antirrotavirus de la 

fracción proteica del lactosuero bovino, se evaluaron las proteínas mayoritarias más relevantes: 

la β-LG, la α-LA, la SA y la LPOX. Además, se evaluaron también las caseínas-α, β y κ, 

derivadas de leche bovina, para determinar en qué medida participaban de la actividad 

neutralizante frente a la cepa WC3 previamente observada para la fracción completa de caseínas 

bovinas (IC50 de 1,83 mg/mL). Así, se comprobó la pureza de las proteínas comerciales 

mediante SDS-PAGE (Figura 39), que se estimó en más del 90% en todos los casos, por lo que 

se emplearon sin posterior purificación.  

 

Figura 39. Perfil electroforético de las proteínas de leche bovina comerciales. Muestras: 1, 
leche desnatada; 2, lactosuero; 3, lactoferrina (LF); 4, lactoperoxidasa (LPOX); 5, albúmina 
sérica (SA); 6, β-lactoglobulina (β-LG); 7, α-lactalbúmina (α-LA); 8, caseína-α; 9, caseína-β; 
10, caseína-κ; M, marcador de pesos moleculares. La SDS-PAGE se llevó a cabo en 
condiciones reductoras, en geles del 4-20% de poliacrilamida que se tiñeron con PAS y 
Coomassie. 
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Posteriormente, la capacidad antirrotavirus de las proteínas comerciales bovinas se evaluó 

mediante el ensayo de neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino 

WC3, comprobándose una muy escasa o nula actividad para la mayoría de proteínas. De hecho, 

tal y como se muestra en la Figura 40, la β-LG, la α-LA, la SA, la LPOX y las caseínas-α y β 

no presentaron actividad a 2 mg/mL de concentración. Por el contrario, además de la LF, de 

cuya actividad antirrotavirus se ha discutido ampliamente, la caseína-κ presentó un IC50 de   

0,35 mg/mL. Esta actividad resultó muy inferior a la descrita por Inagaki et al. (2014), quienes 

atribuyeron a la caseína-κ bovina un IC50 de 0,1 µg/mL frente a la infección de células MA104 

con rotavirus humanos MO. Estos autores concluyeron que la actividad antirrotavirus de la 

caseína-κ, glicoproteína con alrededor del 60% de glicosilación en su estructura (O’Riordan et 

al., 2014), estaba mediada por la interacción directa de sus residuos O-glicosilados con las 

partículas víricas. Las diferencias entre los resultados podrían atribuirse a divergencias en los 

procedimientos experimentales y a la variabilidad entre las cepas víricas empleadas. 
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Figura 40. (A) Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3 
mediada por diversas proteínas de leche bovina comerciales a una concentración de 2 mg/mL. 
LPOX, lactoperoxidasa; LF, lactoferrina; SA, albúmina sérica; β-LG, β-lactoglobulina; α-LA,  
α-lactalbúmina. (B) Dosis-respuesta de la neutralización exhibida por la LF (●) y la caseína-κ 
(▲). Los resultados de neutralización están calculados en relación al control positivo (virus sin 
agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de triplicados de tres 
experimentos independientes (n=9). 
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4.2.1.3. Neutralización de la infección de células MA104 por diferentes cepas de 

rotavirus 

4.2.1.3.1. Caracterización del ARN vírico 

En este estudio se ha evaluado la capacidad neutralizante de múltiples proteínas y 

fracciones lácteas frente a 8 cepas de rotavirus distintas, con diferente sensibilidad al 

tratamiento con neuraminidasa y pertenecientes a diferentes serotipos P y G (tal y como se ha 

indicado en el apartado 3.1.10): 4 bovinas (WC3, UK, NCDV, B223), 1 humana (Wa), 1 de 

simio (RRV) y 2 cepas reagrupadas (UK x RRV 19-1-1 y UK x RRV 85-2).  

Las diferentes cepas de rotavirus se propagaron y su genoma se caracterizó mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida con el fin de comprobar la pureza de los stocks virales 

obtenidos y la adecuación para su uso en posteriores ensayos de actividad con muestras lácteas. 

Así, tal y como se muestra en la Figura 41, las suspensiones víricas obtenidas, correspondientes 

a cada cepa de rotavirus propagada, no estaban contaminadas con otras cepas. 

 

Figura 41. Perfil electroforético de los segmentos de ARN viral de las diversas suspensiones de 
rotavirus. La SDS-PAGE se llevó a cabo en condiciones no reductoras, en geles del 10% de 
poliacrilamida que se tiñeron con plata. 
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Los 11 segmentos de ARN que constituyen el genoma viral codifican la síntesis de las 

proteínas estructurales (VP1 a VP6) y no estructurales (NSP1 a NSP6) que conforman el 

rotavirus (Estes y Greenberg, 2013). En la Figura 41 se puede comprobar la diferente migración 

de los segmentos de ARN viral en el gel, generando un patrón electroforético característico para 

cada cepa de rotavirus. Cabe destacar que tanto los genes 2 y 3, que codifican la síntesis de las 

proteínas VP2 y VP3, respectivamente, como los genes 7, 8 y 9, que codifican la síntesis de las 

proteínas NSP3, NSP2 y VP7, respectivamente, tienen un tamaño similar entre sí, por lo que 

aparecen casi solapados en el gel. Además, el gen 11 codifica la síntesis de dos proteínas no 

estructurales, la NSP5 y la NSP6 (Harrison y Dormitzer, 2016). 

Por otra parte, se ha comprobado el patrón electroforético del genoma de los virus 

reagrupados empleados en la tesis, las cepas 19-1-1 y 85-2 derivadas de la transfección con las 

cepas RRV y UK (Díaz-Salinas et al., 2013). Así, tal y como se muestra en la Figura 41, la 

cepa 19-1-1 posee el mismo perfil electroforético que la cepa RRV, excepto el gen que codifica 

la proteína VP4, que es igual al de la cepa UK. En cambio, la cepa 85-2 presenta el mismo perfil 

que la cepa RRV, excepto para los genes que codifican las proteínas VP7 y VP1, que provienen 

de la cepa UK. 

4.2.1.3.2. Neutralización de la infección de células MA104 por diferentes cepas de 
rotavirus mediada por fracciones y proteínas lácteas ovinas 

La capacidad neutralizante de diversas fracciones y proteínas lácteas bovinas y ovinas 

frente a la infección de células MA104 por distintas cepas de rotavirus se ha evaluado en este 

trabajo mediante el método de neutralización con inmunodetección con carbazol. Dado que los 

resultados correspondientes a las muestras bovinas están incluidos en el 4º artículo del presente 

compendio, aquí se presentan exclusivamente los relativos a las muestras ovinas.  

En la Figura 42 se incluyen los resultados de neutralización exhibidos por las fracciones 

lácteas ovinas frente a las cepas de rotavirus bovinos WC3, UK, NCDV y B223, la cepa humana 

Wa y la cepa de simio RRV. Se ha comprobado que existen claras diferencias de actividad 

neutralizante entre las muestras lácteas y, además, se ha observado diferente susceptibilidad a la 

neutralización entre cepas de rotavirus. 
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Figura 42. Neutralización de la infección de células MA104 por diferentes cepas de rotavirus 
mediada por fracciones lácteas ovinas. Cepas de rotavirus: WC3 (●); UK (●); B223 (▲); Wa 
(▲); NCDV (■); RRV (■). Los resultados de neutralización están calculados en relación al 
control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación 
estándar de duplicados de dos experimentos independientes (n=4). MFGM, membrana del 
glóbulo graso de la leche. 
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De forma general para las distintas cepas, se ha comprobado una actividad neutralizante 

que respeta el siguiente orden: calostro > lactosuero > fracciones derivadas del procesado de la 

nata (mazada ≈ butter serum > MFGM) (Figura 42). Así, el calostro ovino presentó unos IC50 

de 0,019, 0,059, 0,072, 0,072, 0,12 y 0,22 mg de proteína/mL frente a las cepas de rotavirus 

NCDV, RRV, B223, Wa, WC3 y UK, respectivamente. El lactosuero ovino también mostró una 

alta capacidad antirrotavirus, especialmente frente a las cepas NCDV, RRV, UK y WC3, con 

IC50 de 0,094, 0,43, 0,98 y 1,35 mg/mL, respectivamente; aunque con menor actividad frente a 

las cepas Wa (IC50 de 2,66 mg/mL) y B223 (IC50 de 6,08 mg/mL). En cuanto a las fracciones 

derivadas del procesado de la nata, se comprobó una menor actividad neutralizante en 

comparación con el lactosuero y el calostro. A este respecto, la mazada y el butter serum ovinos 

mostraron una capacidad antirrotavirus similar, presentando unos IC50 de 0,13 y 0,17; 1,02 y 

1,19; 1,61y 1,66; 1,74 y 1,90; 6,30 y 6,52; y > 8 mg de proteína/mL frente a las cepas de 

rotavirus NCDV, UK, WC3, RRV, Wa y B223, respectivamente. La MFGM ovina neutralizó de 

manera menos efectiva la infección de las células MA104 por las cepas B223, UK, Wa, RRV y 

WC3, con IC50 de > 8; 7,19; 6,44; 4,25 y 3,98 mg de proteína/mL, respectivamente. En cambio, 

la MFGM ovina mostró una elevada actividad frente a la cepa NCDV, para la que se determinó 

un IC50 de 0,080 mg/mL. 

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la gran influencia de la cepa de rotavirus en 

la actividad inhibitoria de las fracciones. A este respecto, se ha comprobado la diferente 

susceptibilidad de las cepas a la neutralización por parte de las fracciones lácteas. Así, se han 

observado diferencias notables al comparar los perfiles de neutralización de las cepas sensibles 

a NA (NCDV y RRV) con las cepas resistentes a NA (WC3, UK, B223 y Wa). De hecho, las 

cepas sensibles a NA mostraron, de manera general, una mayor susceptibilidad a la 

neutralización por las fracciones lácteas ovinas, de manera similar a lo detectado para las 

muestras bovinas (discutido en el 4º artículo del compendio). Así, la cepa bovina NCDV 

(G6P[1]) fue la más eficientemente neutralizada, obteniéndose unos valores de IC50 de 0,019, 

0,094 y entre 0,08-0,17 mg/mL tras su neutralización con el calostro, el lactosuero y las 

fracciones derivadas de la nata ovinas, respectivamente. Respecto a la cepa de simio RRV 

(G3P[3]), se ha comprobado una mayor susceptibilidad, en comparación con las cepas 

resistentes a NA, con el calostro (IC50 de 0,059 mg/mL) y el lactosuero (IC50 de 0,43 mg/mL) 

ovinos. En cambio, las fracciones derivadas de la nata ovina presentaron valores IC50 

comparables entre la cepa sensible a NA RRV y las cepas resistentes WC3 y UK, aunque 

notablemente inferiores a los obtenidos frente a las cepas resistentes B223 y Wa. 

Por otra parte, es interesante observar la similar actividad mostrada por la mayoría de 

fracciones lácteas frente a las cepas de rotavirus bovinos WC3 y UK, lo que podría estar 

relacionado con el hecho de que estas cepas pertenecen al mismo serotipo G6P[5]. 
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Además, mediante el ensayo de neutralización con inmunodetección con carbazol se evaluó 

la actividad de la XOD y la PP3 ovinas frente a las diversas cepas de rotavirus (Figura 43). De 

esta manera, se confirmó que la XOD presenta una alta capacidad para neutralizar la infección 

de las células MA104 por diferentes cepas de rotavirus, mostrando IC50 de 0,094, 0,34, 0,48, 

0,52, 0,56 y 0,69 mg/mL, para las cepas NCDV, WC3, UK, Wa, RRV y B223, respectivamente. 

La PP3 ovina mostró, en cambio, una baja actividad frente a la mayoría de las cepas de rotavirus 

testadas, con un IC50 de > 7 mg/mL, en todos los casos excepto frente a la cepa NCDV, que fue 

neutralizada de manera más efectiva, registrándose un IC50 de 0,36 mg/mL.  
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Figura 43. Neutralización de la infección de células MA104 por diferentes cepas de rotavirus 
mediada por la xantina oxidasa (XOD) y el componente 3 de la proteosa-peptona (PP3) ovinas. 
Cepas de rotavirus: WC3 (●); UK (●); B223 (▲); Wa (▲); NCDV (■); RRV (■). Los 
resultados de neutralización están calculados en relación al control positivo (virus sin agente 
neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de duplicados de dos 
experimentos independientes (n=4).  

Si bien en términos generales se han observado similitudes entre estos resultados y los 

obtenidos con las muestras bovinas (4º artículo del compendio), en términos de diferencias entre 

cepas y patrón de actividad neutralizante exhibido por las fracciones y proteínas lácteas, las 

muestras derivadas de leche bovina han mostrado mayor actividad que las ovinas. Estas 

diferencias interespecie, así como las diferencias en los resultados de neutralización exhibidos 

por las muestras lácteas ovinas, podrían estar relacionadas con diferencias en composición y/o 

estructura de los componentes bioactivos de las muestras, con especial mención a los 

compuestos glicosilados. De hecho, como ya se ha discutido anteriormente, está generalmente 

aceptado que muchas cepas de rotavirus se unen a residuos de ácido siálico, tanto terminales 

como subterminales, de los glicoconjugados, e incluso algunos glicanos neutros son reconocidos 

por los rotavirus humanos (Isa et al., 2006; Yu y Blanchard, 2014). A este respecto, la leche y 
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las fracciones lácteas derivadas representan una buena fuente de compuestos glicosilados, 

principalmente lactosa, oligosacáridos, glicolípidos y glicoproteínas, aunque existen variaciones 

en la proporción de los mismos (Takimori et al., 2011), e incluso se ha documentado un 

diferente grado y tipo de glicosilación para las proteínas de la leche (O’Riordan et al., 2014; 

Ross et al., 2015). 

4.2.1.4. Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus humano Wa 

mediante PCR a tiempo real 

Aparte de los ensayos de neutralización con inmunodetección de la infección por 

fluorescencia y con carbazol, en esta tesis se ha aplicado un método de detección del ARN 

mediante PCR a tiempo real tras la neutralización (apartado 3.2.10.4). Con este método se ha 

evaluado la capacidad neutralizante de diversas proteínas y fracciones lácteas frente a la cepa 

Wa de rotavirus humano, cuyos resultados se incluyen en la Figura 44. 

Se infectaron las células MA104 con la suspensión de rotavirus humanos Wa obtenida en 

nuestro laboratorio (3,8 x 106 copias de ARN/µL) a diferentes diluciones (1/1 a 1/55) y se 

obtuvo la recta de calibrado (n=4) representando el logaritmo del número de copias de ARN 

frente al logaritmo de Ct (ciclo umbral), presentando un R2=0,99. Los resultados de 

neutralización (%) se calcularon en relación al número de copias de ARN vírico del control 

positivo (virus sin agente neutralizante). El número de copias de ARN vírico remanente tras 

incubar con las distintas muestras lácteas se estimó interpolando los valores Ct en la recta de 

calibrado obtenida con la suspensión de rotavirus. 

De esta manera, se comprobó que el calostro bovino (0,1 mg de proteína/mL), el lactosuero 

bovino y el WPC Lacprodan MFGM-10 (2 mg/mL) presentaban capacidad de reducción del 

número de copias de ARN de rotavirus humanos Wa, con porcentajes de actividad inhibitoria de 

34, 28 y 49%, respectivamente (Figura 44). Las fracciones lácteas derivadas del procesado de 

la nata bovina, mazada, butter serum y MFGM, a una concentración de 2 mg de proteína/mL, 

presentaron actividades notablemente inferiores, de 7, 2 y 5%, respectivamente. Por otra parte, 

la actividad antirrotavirus detectada mediante el ensayo de PCR a tiempo real asociada a las 

proteínas lácteas bovinas fue variable. Así, las IgGs (0,2 mg/mL), la LF (1 mg/mL), la XOD 

(0,7 mg/mL) y la LDH (0,04 mg/mL), exhibieron actividades del 31, 4, 15 y 2%, 

respectivamente.  
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Figura 44. Actividad inhibitoria de la infección de células MA104 por rotavirus humano Wa 
mediada por fracciones y proteínas lácteas bovinas. Comparación de los resultados de inhibición 
obtenidos mediante PCR a tiempo real ( ) e inmunoensayo con carbazol ( ). Los asteriscos 
indican diferencias estadísticamente significativas (***p < 0,001) entre los resultados de los dos 
ensayos, para cada muestra. Muestras: calostro (0,1 mg/mL); lactosuero (2 mg/mL); mazada    
(6 mg/mL); butter serum (6 mg/mL); MFGM (6 mg/mL); WPC, Lacprodan MFGM-10            
(2 mg/mL); IgGs, inmunoglobulinas G (0,2 mg/mL); LF, lactoferrina (1 mg/mL); XOD, xantina 
oxidasa (0,7 mg/mL); LDH, lactadherina (0,04 mg/mL). Los resultados de actividad están 
calculados en relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la 
media ± desviación estándar de duplicados de dos experimentos independientes (n=4). 

Según el diseño del ensayo de PCR a tiempo real, los resultados están relacionados 

principalmente con la capacidad exhibida por las diversas fracciones y proteínas lácteas para 

reducir el número de virus que se adsorben a la superficie celular y que posteriormente pueden 

penetrar e infectar la célula. Además, parte de la actividad detectada podría atribuirse a etapas 

post-unión, al menos hasta las 6 h post-infección antes de la extracción del ARN viral, puesto 

que las muestras lácteas y el virus entran en contacto con la monocapa celular durante 1 h a     

37 ºC, pudiendo ocurrir la endocitosis.  

En la Figura 44 se han representado los resultados del ensayo de PCR a tiempo real en 

comparación con los resultados del ensayo de neutralización con inmunodetección de la 

infección con carbazol (incluidos en el 4º artículo del compendio). Como puede observarse, los 

resultados del segundo ensayo indican una actividad de inhibición de la infección por rotavirus 

humanos Wa de entre el 85-100%, para las mismas muestras a la misma concentración, que son 

significativamente superiores a los obtenidos con el ensayo de PCR. Es necesario considerar 

que el diseño del segundo ensayo (apartado 3.2.10.3) arroja información sobre la capacidad de 
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las muestras para inhibir la infección por rotavirus a nivel global, como suma de la capacidad 

para inhibir la unión virus-célula y la capacidad de actuar en etapas post-unión, hasta las 16 h 

post-infección en que se fija la monocapa celular y se procede a la detección de la infección.  

De esta manera, la comparativa de los resultados parece indicar que la inhibición de la 

infectividad por rotavirus humanos Wa mediada por las diversas fracciones y proteínas lácteas, 

no sólo se debe a la inhibición de la unión virus-célula, sino que también ocurre a nivel 

intracelular, en una etapa post-unión, afectando de alguna forma a su capacidad infectiva. Estas 

observaciones coinciden con los resultados del ensayo de inhibición de la infectividad en etapas 

post-unión de los rotavirus bovinos WC3 a las células MA104 mediada por muestras lácteas 

bovinas, llevado a cabo en esta tesis y que se describe y discute en el apartado 4.2.2.2. 

4.2.2. Mecanismos de inhibición de la infección por rotavirus mediada por 

fracciones y proteínas lácteas 

Con el objetivo de esclarecer qué mecanismos emplean las diferentes muestras lácteas para 

inhibir la infección por rotavirus, se llevaron a cabo cuatro tipos de ensayos: de inhibición de la 

unión rotavirus-célula; de inhibición post-unión rotavirus-célula; de neutralización de cepas 

reagrupadas; y de bloqueo celular, cuyos resultados se discuten a continuación. 

4.2.2.1. Inhibición de la unión rotavirus-célula 

Para el ensayo de inhibición de la unión rotavirus-célula se empleó la cepa de rotavirus 

bovino WC3, por ser la cepa modelo con la que se han realizado la mayoría de ensayos de 

neutralización durante el desarrollo de la tesis. Además, se llevaron a cabo ensayos similares 

con la cepa bovina NCDV, sensible al tratamiento con NA, para poder comparar los resultados 

obtenidos con la cepa WC3, resistente al tratamiento con NA. 

Para ello, se preincubaron durante 1 h a 37 ºC las TLPs purificadas junto con las diferentes 

muestras lácteas, antes de añadirlas a las monocapas de células MA104 confluentes. Las 

mezclas virus-muestras lácteas se incubaron con las células durante 1 h a 4 ºC para evitar la 

endocitosis y localizar la actividad inhibitoria en la superficie celular. Tras la incubación, la 

monocapa celular se lavó dos veces y el virus adsorbido a las células (es decir, aquel cuya unión 

a la célula no pudo ser inhibida por la muestra láctea en cuestión) se cuantificó mediante 

ELISA, tal y como se ha descrito en el apartado 3.2.11.1.  

Así, tal y como puede observarse en la Figura 45, la mayoría de muestras lácteas bovinas 

evaluadas presentaron una capacidad de inhibición de la unión del rotavirus bovino WC3 a las 

células MA104 de más del 70%, respecto al control positivo (TLPs sólo con MEM, sin agente 
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neutralizante). Estos resultados parecen indicar que la actividad neutralizante exhibida por las 

muestras lácteas frente a la cepa WC3 se debe principalmente a su capacidad para inhibir la 

unión del rotavirus a las células. A pesar de esto, parece ser que otros mecanismos distintos al 

de inhibición de la unión virus-célula deben estar involucrados en la capacidad antirrotavirus 

global, puesto que se han observado diferencias significativas en la actividad exhibida por 

algunas muestras bovinas, como el lactosuero, la mazada, el WPC, las IgGs y la LDH bovinas 

(Figura 45). En el caso de la cepa bovina NCDV, en cambio, parece más evidente que el 

mecanismo de neutralización de la infectividad no sólo se debe a la inhibición de la unión a las 

células, sino también a procesos post-unión. De hecho, para todas las muestras lácteas testadas 

se ha observado una diferencia significativa entre la actividad de neutralización global y la 

capacidad de inhibición de la unión rotavirus-célula (Figura 45). 
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Figura 45. Inhibición de la unión de los rotavirus bovinos WC3 y NCDV a las células MA104 
mediada por fracciones y proteínas lácteas bovinas. Comparación de los resultados de inhibición 
de la unión rotavirus-célula ( ) y de neutralización de la infección ( ). Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas (*p < 0,1; **p < 0,01; ***p < 0,001) entre los 
resultados de los dos ensayos, para cada muestra. Muestras: calostro (0,03 mg/mL); lactosuero 
(2 mg/mL); mazada (8 mg/mL); butter serum (8 mg/mL); MFGM (8 mg/mL); WPC, Lacprodan 
MFGM-10 (2 mg/mL); WPH, Lacprodan DI-3017 (8 mg/mL); IgGs, inmunoglobulinas G     
(0,1 mg/mL); LF, lactoferrina (4 mg/mL); MUCs, mucinas (5 mg/mL); XOD, xantina oxidasa 
(0,35 mg/mL); LDH, lactadherina (0,02 mg/mL). Los resultados de actividad están calculados 
en relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± 
desviación estándar de duplicados de dos experimentos independientes (n=4). 

Mediante este mismo ensayo se han evaluado diversas muestras lácteas ovinas, 

obteniéndose resultados similares a los anteriormente descritos para las muestras bovinas. Así, 

tal y como se muestra en la Figura 46, la actividad neutralizante exhibida por las muestras 
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lácteas ovinas frente a la cepa WC3 parece deberse mayoritariamente a su capacidad para 

inhibir la unión del rotavirus a las células, si bien otros procesos post-unión podrían estar 

involucrados, hecho que es especialmente evidente en el caso de la cepa bovina NCDV. 
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Figura 46. Inhibición de la unión de los rotavirus bovinos WC3 y NCDV a las células MA104 
mediada por fracciones y proteínas lácteas ovinas. Comparación de los resultados de inhibición 
de la unión rotavirus-célula ( ) y de neutralización de la infección ( ). Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas (***p < 0,001) entre los resultados de los dos 
ensayos, para cada muestra. Muestras: calostro (0,5 mg/mL); lactosuero (4 mg/mL); mazada    
(8 mg/mL); MFGM (8 mg/mL). Los resultados de actividad están calculados en relación al 
control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación 
estándar de duplicados de dos experimentos independientes (n=4). 

4.2.2.2. Inhibición post-unión rotavirus-célula 

El ensayo de inhibición post-unión rotavirus-célula se realizó para evaluar la capacidad de 

las muestras lácteas de inhibir la infección de la línea celular MA104 por rotavirus bovinos 

WC3 después de que éstos se hubieran unido a las células. Para ello, se incubaron las células 

con los virus durante 1 hora a 4 ºC, permitiendo a esta temperatura que el virus se adsorba a la 

superficie celular pero sin penetrar en el citoplasma, proceso que sí ocurre a 37 ºC. 

Posteriormente, tras eliminar mediante lavado los virus no adsorbidos, se añadieron las muestras 

lácteas a testar, se incubaron 1 hora a 37 ºC, y se procedió como se ha detallado anteriormente 

para los ensayos de neutralización con inmunodetección con carbazol. Bajo estas condiciones, 

es razonable asumir que si se observa inhibición de la infección, esta esté ocurriendo en una 

etapa posterior a la unión del rotavirus a la célula.  
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De esta manera, tal y como se muestra en la Figura 47, se ha comprobado que todas las 

fracciones y proteínas lácteas testadas son capaces, en mayor o menor medida, de inhibir la 

infectividad de los rotavirus (WC3) incluso una vez unidos a las células. De hecho, el calostro, 

las IgGs, la LF y la LDH bovinas, a las concentraciones testadas, presentaron la capacidad de 

inhibición de la infección post-unión virus-célula, que fue muy similar a su capacidad global de 

neutralización de la infección por rotavirus.  
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Figura 47. Inhibición de la infectividad en etapas post-unión de los rotavirus bovinos WC3 a 
las células MA104 mediada por fracciones y proteínas lácteas bovinas. Comparación de los 
resultados de inhibición post-unión ( ) y de neutralización de la infección ( ). Los asteriscos 
indican diferencias estadísticamente significativas (**p < 0,01; ***p < 0,001) entre los 
resultados de los dos ensayos, para cada muestra. Muestras: calostro (0,03 mg/mL); lactosuero 
(2 mg/mL); mazada (8 mg/mL); butter serum (8 mg/mL); IgGs, inmunoglobulinas G             
(0,1 mg/mL); LF, lactoferrina (0,5 mg/mL); MUCs, mucinas (10 mg/mL); LDH, lactadherina 
(0,04 mg/mL). Los resultados de actividad están calculados en relación al control positivo (virus 
sin agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de duplicados de 
dos experimentos independientes (n=4). 

El lactosuero, la mazada, el butter serum y las MUCs bovinas también mostraron actividad 

de inhibición post-unión virus-célula, si bien a las concentraciones testadas esta actividad 

resultó significativamente inferior a su capacidad antirrotavirus global (Figura 47). Si 

comparamos estos resultados con los del ensayo de inhibición de la unión rotavirus-célula, 

parece evidente que la capacidad global antirrotavirus (al menos frente a la cepa bovina WC3) 

exhibida por estas muestras lácteas se debe a la suma de su potencial de inhibición de la unión 

virus-célula más su capacidad de actuación en etapas posteriores a esa unión e incluso a nivel 

intracelular. A este respecto, Kvistgaard et al. (2004) obtuvieron resultados similares, 

comprobando que un WPC bovino era capaz de neutralizar la infección de células Caco-2 por el 
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rotavirus humano Wa, tanto en ensayos de unión rotavirus-célula como en ensayos post-unión. 

En cambio, en ese mismo estudio, la LDH humana sólo mostró capacidad para inhibir la unión 

del rotavirus humano a las células. 

Como hipótesis en relación a los resultados obtenidos en el ensayo post-unión virus-célula, 

es posible que las muestras lácteas sean capaces de separar los virus ya unidos a la superficie 

celular interaccionando con proteínas de la cápside viral de manera similar a como lo hacen para 

inhibir la unión virus-célula. Por otra parte, tal vez las fracciones y proteínas lácteas son capaces 

de interaccionar con más de un sitio de unión en la cápside del rotavirus, pudiendo así interferir 

en las etapas de unión y post-unión durante la infección celular. Es necesario seguir 

investigando para poder discernir la veracidad y relevancia de estos mecanismos de acción. 

4.2.2.3. Neutralización de cepas reagrupadas 

Con el objetivo de identificar las proteínas virales asociadas con la actividad antirrotavirus 

de las fracciones y proteínas lácteas bovinas y ovinas, se ha evaluado su capacidad de inhibición 

de la infección de dos cepas de virus reagrupados (19-1-1 y 85-2) derivadas de la transfección 

con las cepas RRV (de simio) y UK (bovina). La cepa 19-1-1 posee todas las proteínas de la 

cápside iguales a RRV, excepto la VP4, que es de UK. En el caso de la cepa 85-2, esta tiene las 

proteínas iguales a RRV, excepto la VP7, que es de UK, tal y como describen Díaz-Salinas et al. 

(2013). Puesto que las cepas RRV y UK fueron neutralizadas de diferente manera por las 

diversas muestras lácteas testadas, mediante el uso de virus reagrupados UK x RRV con 

diferentes combinaciones de las proteínas VP4 y VP7, es posible determinar qué proteína de la 

cápside del rotavirus está asociada a la actividad inhibitoria. Si bien en el 4º artículo del 

presente compendio ya se han incluido resultados a este respecto, derivados del estudio de la 

interacción de múltiples fracciones y proteínas lácteas bovinas con los virus reagrupados, a 

continuación se detallan y discuten los resultados correspondientes a las fracciones lácteas 

ovinas. 

Así, tal y como se muestra en la Figura 48, el calostro ovino neutralizó la infectividad de 

la cepa RRV un 34% a 0,03 mg/mL, mientras que la cepa UK mantuvo su infectividad a esa 

concentración, indicando que la VP4, la VP7, o ambas proteínas de la cápside del virus RRV, 

pero no de UK, estaban siendo la diana de los componentes del calostro para la inhibición de la 

infectividad del virus. Los ensayos de neutralización con las cepas de rotavirus reagrupadas   

85-2 y 19-1-1 nos permitieron discernir qué proteína de la cápside del rotavirus RRV era la 

diana principal de los componentes antirrotavirus. Así, la infectividad del virus RRV y el 

reagrupado 85-2 fue inhibida entre un 16-34%, mientras que la infectividad del UK y del 

reagrupado 19-1-1 no fue afectada (100% de infectividad), indicando claramente que es la 
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proteína VP4, y no la VP7, de RRV, la que interacciona con los componentes inhibitorios del 

calostro ovino, previniendo la infección por el virus.  

Resultados similares se han obtenido para el calostro (0,1 mg/mL), lactosuero (2 mg/mL) y 

MFGM ovinos (6 mg/mL) (Figura 48), así como para las fracciones lácteas bovinas evaluadas 

(artículo 4º), por lo que parece claro que la mayoría de muestras lácteas neutralizan al rotavirus 

a través del bloqueo de su proteína VP4. Estas observaciones confirman los resultados 

obtenidos en los ensayos de unión, en los que se ha comprobado que la inhibición de la unión de 

los rotavirus a las células es un mecanismo empleado por la mayoría de muestras lácteas para 

neutralizar su infectividad. Además, los resultados concuerdan con el hecho de que la cepa RRV 

sensible a NA interactúa eficientemente con los glicanos, especialmente ácido siálico, a través 

del dominio VP8* de la proteína VP4, que ha sido identificado como un importante factor de 

unión del virus a las células (Arias et al., 2016; Isa et al., 2008, 2006). 
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Figura 48. Neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus reagrupados (UK x 
RRV) mediada por fracciones y proteínas lácteas ovinas. Muestras: ( ) calostro (0,03 mg/mL); 
( ) calostro (0,1 mg/mL); ( ) lactosuero (2 mg/mL); ( ) mazada (1 mg/mL); ( ) MFGM 
(6 mg/mL). Los resultados de actividad están calculados en relación al control positivo (virus 
sin agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de duplicados de 
dos experimentos independientes (n=4). 

En cambio, la mazada ovina a 1 mg/mL mostró un comportamiento distinto al del resto de 

fracciones. A falta de confirmar estas observaciones con experimentos adicionales, parece ser 

que esta fracción interacciona preferentemente con la proteína VP7 de la cápside de UK, puesto 

que neutraliza de manera más efectiva las cepas UK y 85-2. Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos para las IgGs bovinas, que neutralizaron la infección por rotavirus vía interacción con 

la proteína VP7 de UK. El bloqueo de la proteína VP7 inhibiría la entrada del virus a la célula 

evitando su interacción con las integrinas celulares, según diversos estudios (Graham et al., 
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2005, 2003; Guerrero et al., 2000a). El patrón de neutralización de otras proteínas lácteas 

bovinas, como la LF y la LDH, se mostró más complejo, probablemente debido a que estas 

proteínas interaccionan con ambas proteínas VP7 y VP4 de la cápside de UK. 

4.2.2.4. Bloqueo celular 

Mediante el ensayo de bloqueo celular se ha querido comprobar si la actividad 

antirrotavirus exhibida por las fracciones y proteínas lácteas está asociada a la interacción con 

las células MA104. Para ello, se incubaron las células con las muestras durante 1 h a 4 ºC, para 

evitar la endocitosis, y se infectaron con la suspensión de rotavirus bovinos WC3 procediendo, 

posteriormente, a realizar el ensayo de neutralización mediante inmunodetección con carbazol. 

Como puede observarse en la Figura 49, parece claro que las muestras lácteas no interaccionan 

con receptores celulares, puesto que la incubación de las células con las muestras lácteas resultó 

en, aproximadamente, un 100% de infectividad en todos los casos.  
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Figura 49. Inhibición de la infección de las células MA104 por los rotavirus bovinos WC3 
mediada por fracciones y proteínas lácteas bovinas (A) y ovinas (B) preincubadas con los 
rotavirus ( ) o con las células ( ). Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 
significativas (***p < 0,001) entre los resultados de las dos preincubaciones, para cada muestra. 
Muestras: calostro (0,1 mg/mL); lactosuero (1 mg/mL); mazada (3 mg/mL); butter serum         
(2 mg/mL); MFGM (3 mg/mL); WPC, Lacprodan MFGM-10 (1 mg/mL); IgGs, 
inmunoglobulinas G (0,03 mg/mL); LF, lactoferrina (0,5 mg/mL); MUCs, mucinas (5 mg/mL). 
Los resultados de actividad están calculados en relación al control positivo (virus sin agente 
neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de duplicados de dos 
experimentos independientes (n=4). 
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Se puede concluir, por tanto, que la actividad antirrotavirus exhibida por las muestras 

lácteas se debe a su interacción con los virus, en etapas pre y/o post-unión virus-célula, y no con 

las células. Estos resultados contrastan con las observaciones de diversos estudios en los que la 

LF bovina mostró actividad frente al virus del herpes simple tipo 1 y el VIH (Roderiquez et al., 

1995; WuDunn y Spear, 1989), atribuyendo parte de esta actividad a la capacidad de la LF para 

competir con los virus por los receptores celulares, especialmente por proteoglicanos celulares 

conteniendo heparan sulfato (Wu et al., 1995). 

4.2.3. Efecto de la degradación enzimática en la actividad antirrotavirus de las 

fracciones y proteínas lácteas 

En esta tesis se ha evaluado la influencia del tratamiento enzimático de diversas fracciones 

y proteínas lácteas en su actividad antirrotavirus. A este respecto, se ha testado el lactosuero, la 

mazada, el butter serum y la fracción enriquecida en MFGM procedentes de leche cruda bovina 

y ovina, la fracción PPT y la PP3 bovinas y ovinas, la LF bovina y diversos derivados lácteos 

comerciales, como leche desnatada, mazada, butter serum y WPC bovinos. 

Puesto que solamente se han publicado los resultados relativos al efecto de la degradación 

enzimática sobre la actividad antirrotavirus de la LF bovina (incluidos en el artículo 3º de este 

compendio), a continuación se detallan los resultados restantes. 

4.2.3.1. Degradación enzimática del lactosuero y de las fracciones lácteas derivadas 

de la nata bovina y ovina 

El lactosuero, la mazada, el butter serum y la fracción enriquecida en MFGM procedentes 

de leche cruda bovina y ovina, así como el WPC bovino comercial, se sometieron a una 

degradación enzimática simulando una digestión gastrointestinal in vitro (Gallier et al., 2012; 

Jiménez-Saiz et al., 2011; Le et al., 2012). 

Las muestras lácteas se hidrolizaron mediante dos procedimientos: una digestión gástrica 

con pepsina (2 h a 37 ºC) seguida de una digestión intestinal con tripsina y quimotripsina (3,5 h 

a 37 ºC) (digestión simple); y una degradación enzimática con carboxipeptidasa A, elastasa, 

sales biliares, lipasa y colipasa, además de las enzimas de la digestión simple (3,5 h a 37 ºC) 

(digestión completa). Las muestras hidrolizadas fueron liofilizadas y reconstituidas con PBS a  

5 mg/mL, concentración a la que se evaluó su actividad antirrotavirus frente a la cepa bovina 

WC3 mediante el ensayo de neutralización con detección por inmunofluorescencia. 

En la Figura 50 se muestran los resultados obtenidos en relación al efecto de la 

degradación enzimática del lactosuero en su actividad antirrotavirus. Como puede observarse, la 
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hidrólisis enzimática del lactosuero, tanto simple como completa, no causó una pérdida 

significativa de su actividad antirrotavirus. De hecho, los hidrolizados generados por ambos 

tipos de degradación del lactosuero bovino, ovino y humano a una concentración de 5 mg/mL 

presentaron una actividad antirrotavirus máxima de 96, 100 y 83%, respectivamente, 

comparable con la actividad exhibida por las muestras sin degradar a la misma concentración, 

de 100, 100 y 88%, respectivamente.  
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Figura 50. Efecto de la degradación enzimática del lactosuero en su actividad neutralizante 
frente a la infección de las células MA104 por los rotavirus bovinos WC3. Los lactosueros 
fueron sometidos a una digestión simple ( ) y una digestión completa ( ) y testados a           
5 mg/mL. Los resultados de actividad están calculados en relación al control positivo (virus sin 
agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de triplicados de un 
único experimento (n=3). Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas 
(***p < 0,001) respecto a las muestras sin degradar ( ).  

En cambio, aunque la degradación simple del WPC bovino no alteró la capacidad 

antirrotavirus del hidrolizado resultante, que se mantuvo al 93% a 5 mg/mL, la hidrólisis 

completa la disminuyó de manera significativa, en torno al 30%, respecto al WPC sin degradar 

(Figura 50). La mayor susceptibilidad del WPC a la hidrólisis, en comparación con el 

lactosuero bovino crudo, podría deberse al tratamiento térmico comercial del WPC. De hecho, 

el tratamiento térmico modifica notablemente la estructura tridimensional de las proteínas del 

lactosuero, provocando la pérdida de su estructura secundaria y terciaria, haciéndolas más 

sensibles a la acción de las enzimas digestivas (Dupont y Tome, 2014), tal y como se ha 

demostrado para la β-LG (Barbé et al., 2013) y la α-LA (Inglingstad et al., 2010). 

La eficacia de la degradación enzimática de las muestras lácteas se comprobó mediante 

SDS-PAGE. Así, tal como se muestra en la Figura 51, incluso la digestión gástrica con pepsina 
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degradó la mayoría de proteínas del lactosuero, a excepción de la β-LG. Además, con la 

digestión intestinal simple y completa, se ha observado la pérdida progresiva de intensidad de 

las bandas electroforéticas. Estos resultados concuerdan con otros estudios realizados con leche 

cruda y concentrados de proteínas del lactosuero bovinos (Dupont y Tome, 2014; Gallier et al., 

2012; Mota et al., 2004). 

 

Figura 51. Perfil elecroforético de los lactosueros degradados enzimáticamente. La SDS-PAGE 
se llevó a cabo en condiciones no reductoras, en geles del 4-20% de poliacrilamida, que fueron 
teñidos con plata. Muestras: 1, lactosuero bovino sin degradar; 2, lactosuero bovino tras 
digestión con pepsina; 3, lactosuero bovino tras digestión simple; 4, lactosuero bovino tras 
digestión completa; 5, lactosuero ovino sin degradar; 6, lactosuero ovino tras digestión con 
pepsina; 7, lactosuero ovino tras digestión simple; 8, lactosuero ovino tras digestión completa; 
9, lactosuero humano sin degradar; 10, lactosuero humano tras digestión con pepsina;             
11, lactosuero humano tras digestión simple; 12, lactosuero humano tras digestión completa;  
M, marcador de pesos moleculares. 

Así, se ha demostrado que la estructura globular de la β-LG la hace muy resistente a la 

proteólisis por enzimas digestivos, permaneciendo casi inalterada tras la digestión gástrica 

durante 1 h a 37 ºC (Dupont et al., 2010), e incluso a la digestión duodenal con tripsina y 

quimotripsina, gracias a la protección de la fosfatidilcolina de la mucosa gástrica (Mandalari et 

al., 2009). La α-LA, en cambio, parece ser más susceptible a la hidrólisis in vitro que la β-LG 

(Nik et al., 2010), aunque también se ha descrito el papel protector de los fosfolípidos de la 

mucosa frente a la degradación de la α-LA por enzimas pancreáticos (Moreno et al., 2005). 

En lo que respecta a las Igs, se ha observado mediante SDS-PAGE que las IgGs son 

extensamente degradadas tras la digestión con pepsina (Figura 51). En cambio, Jasion y Burnett 
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(2015) realizaron una revisión exhaustiva de 15 estudios in vivo con humanos, concluyendo que 

en 12 de ellos la administración oral de IgGs de distinto origen, calostro y leche humana y/o 

bovina, resistía la digestión gástrica e intestinal, manteniéndose entre el 5-49% de la cantidad 

inicial ingerida. La estabilidad de la IgG se atribuyó a la estructura de la molécula, debido a la 

presencia de puentes disulfuro intra e intermoleculares, grupos glicosilados y dominios 

tridimensionales. Además, se ha comprobado que los fragmentos Fab mantienen su capacidad 

de unión y de neutralización de antígenos tras su paso por el aparato digestivo, aunque haya una 

degradación parcial de las Igs (Jasion y Burnett, 2015). Estas observaciones explicarían, al 

menos en parte, la elevada capacidad antirrotavirus que mantienen los lactosueros degradados 

enzimáticamente. Estos resultados están de acuerdo con diversos estudios que han descrito la 

eficacia de terapias orales frente a gastroenteritis causadas por rotavirus, en los que se han 

utilizado calostro y leche humanos y calostro bovino hiperinmune en niños (Gianino et al., 

2002; Sarker et al., 1998) y WPC bovino en ratas y ratones (Pérez-Cano et al., 2008; Wolber et 

al., 2005). Por otra parte, se ha comprobado que la LF es extensamente degradada durante la 

digestión gástrica del lactosuero (Figura 51), coincidiendo con las observaciones de Furlund et 

al. (2013). Además, en esta tesis se ha demostrado que la degradación enzimática de la LF 

bovina causa la pérdida significativa de su actividad antirrotavirus (resultados publicados en el 

3er artículo del compendio). 

Los resultados obtenidos en esta tesis sobre el efecto de la degradación enzimática de las 

fracciones derivadas de la nata en su actividad antirrotavirus se muestran en la Figura 52. Como 

puede observarse, la hidrólisis enzimática de las fracciones lácteas derivadas del procesado de la 

nata, la mazada, el butter serum y la fracción enriquecida en MFGM bovina, ovina y humana, 

provocó la pérdida de su actividad antirrotavirus de manera notablemente superior que en los 

lactosueros. De hecho, los hidrolizados generados por digestión simple de la mazada y del 

butter serum bovinos presentaron una actividad antirrotavirus de 51 y 69%, respectivamente, a  

5 mg/mL de concentración, actividad significativamente inferior a la exhibida por las muestras 

sin degradar, de 88 y 94%, respectivamente, a esa misma concentración (Figura 52). La 

digestión simple de la MFGM bovina causó una pérdida de actividad antirrotavirus del 44%, 

aunque no significativa, lo que se podría atribuir a un efecto protector de la grasa frente a la 

hidrólisis enzimática (Le et al., 2012). La degradación completa de estas fracciones causó una 

pérdida significativa de su actividad, del 56, 74 y 100%, para la mazada, butter serum y MFGM 

bovinas, respectivamente. 
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Figura 52. Efecto de la degradación enzimática en la actividad neutralizante de diversas 
fracciones derivadas de la grasa de leche bovina frente a la infección de las células MA104 por 
los rotavirus bovinos WC3. Las muestras fueron hidrolizadas mediante digestión simple ( ) y 
digestión completa ( ) y testadas a 5 mg/mL. Los resultados de actividad están calculados en 
relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± 
desviación estándar de triplicados de un único experimento (n=3). Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas (*p < 0,1; ***p < 0,001) respecto a las muestras sin 
degradar ( ).  

En el caso de las fracciones ovinas, se ha comprobado que su actividad antirrotavirus es 

menos susceptible a la degradación simple que las homólogas bovinas. De hecho, la actividad 

de la mazada, del butter serum y de la MFGM ovinas no se vió significativamente alterada tras 

la digestión simple (Figura 52). De nuevo, este hecho podría estar relacionado con el mayor 

contenido lipídico de estas fracciones en comparación con el de sus homólogas bovinas. Por el 

contrario, la digestión completa provocó una disminución de su potencial antirrotavirus de entre 

el 63 y 100%, de manera muy similar a lo observado para las fracciones bovinas. Según se 

muestra en la Figura 52, tanto la digestión simple como la completa provocaron la pérdida 

significativa de la actividad antirrotavirus de la MFGM humana, del 69 y 100%, 

respectivamente. 

En la Figura 53 se ha incluido el patrón electroforético de las fracciones derivadas de la 

grasa de leche bovina, ovina y humana degradadas enzimáticamente. Como puede observarse, la 

proteólisis con pepsina parece provocar la degradación de la mayoría de proteínas de la MFGM, 

excepto las MUCs, la CD36 y la LDH, entre otras, que parecen resistir en parte a la acción de 

esta enzima, coincidiendo con los resultados de diversos estudios. Así, se ha comprobado que el 
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alto grado de glicosilación de determinadas glicoproteínas de la MFGM, como las MUCs     

(57-67% de glicosilación), la CD36 (24%), la LDH (13-27%) y la PP3 (17%), les confiere cierta 

resistencia a la degradación gástrica (Gallier et al., 2012; Greenwalt et al., 1992; Le et al., 2012; 

Peterson et al., 1998). Además, estos autores han comprobado que la presencia de lípidos ofrece 

una protección estérica a las proteínas de la MFGM frente a la acción de las enzimas digestivas. 

De igual manera, se ha demostrado que la glicosilación de la LF (van Veen et al., 2004) y de la 

caseína-κ (Boutrou et al., 2013) les hace menos susceptibles a la digestión enzimática.  

 

Figura 53. Perfil elecroforético de la degradación enzimática de las fracciones derivadas de la 
grasa de leche bovina (A), ovina (B) y humana (C). La SDS-PAGE se llevó a cabo en 
condiciones no reductoras, en geles del 4-20% de poliacrilamida, que fueron teñidos con plata. 
Muestras: 1, sin degradar; 2, tras digestión con pepsina; 3, tras digestión simple; 4, tras 
digestión completa; M, marcador de pesos moleculares. 
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Con la digestión simple y completa, en cambio, se ha observado por SDS-PAGE una 

hidrólisis aparentemente completa de las proteínas de la MFGM (Figura 53), en consonancia 

con diversos estudios (Gallier et al., 2012; Ye et al., 2011). 

En lo que respecta al perfil electroforético de la degradación enzimática de la mazada y el 

butter serum bovinos y ovinos (Figura 53), puede observarse una degradación similar a la 

obtenida para los lactosueros (Figura 51), donde la mayoría de proteínas, a excepción de la     

β-LG, es extensamente degradada ya durante la digestión gástrica. De manera similar, parece 

que las caseínas, que se encuentran en la mazada y el butter serum derivadas del proceso de 

obtención, también son extensamente degradadas durante la digestión con pepsina, coincidiendo 

con las observaciones de Dupont et al. (2010).  

Si comparamos los perfiles de SDS-PAGE de las diferentes fracciones lácteas sometidas a 

degradación enzimática, se pone de manifiesto que el tamaño de los péptidos generados tras 

hidrolizar las MFGMs, próximo a 10 kDa, es mayor al de los derivados de la hidrólisis de los 

lactosueros y de las mazadas y butter serums, que no aparecen en el gel debido a su bajo peso 

molecular (< 10 kDa). Este hecho podría estar asociado a la protección estérica ofrecida por la 

glicosilación y por los lípidos de la MFGM a las proteínas, dificultando la acción de las enzimas 

digestivas y dando como resultado péptidos menos degradados. 

A pesar de la mayor resistencia de las glicoproteínas de la MFGM a la degradación 

enzimática en comparación con las proteínas del lactosuero (Le et al., 2012; Vanderghem et al., 

2011), se ha comprobado que el lactosuero es capaz de mantener su capacidad antirrotavirus 

casi intacta tras la digestión gastrointestinal in vitro, de manera notablemente superior a las 

fracciones lácteas derivadas del procesado de la nata, con pérdidas de entre el 56 y 100%. 

Aunque estas diferencias no tienen fácil explicación, pueden estar asociadas a divergencias en la 

proporción de compuestos bioactivos entre las fracciones. Tal vez, en el caso del lactosuero, la 

mayoría de componentes con actividad antirrotavirus no se vean afectados por la acción de las 

enzimas, o las regiones activas de las proteínas permanezcan inalteradas y expuestas tras la 

hidrólisis. 

Hay que considerar que los estudios sobre la actividad directa de los péptidos frente a la 

infección por rotavirus son muy escasos. Ijaz et al. (1998) demostraron que un péptido sintético 

derivado de la proteína viral VP4 inhibía la infección por rotavirus, bloqueando los sitios de 

unión del virus en las células huésped. De manera similar, Chenoll et al. (2016) identificaron un 

péptido de 11 aminoácidos (1,28 kDa), con actividad antirrotavirus y sin residuos glicosilados, 

que se generó por hidrólisis de la caseína-β mediante proteasas producidas por Bifidobacterium 

longum. Este péptido mostró actividad inhibitoria de la unión del rotavirus a las células y 

también en etapas post-unión, observándose diferente sensibilidad dependiendo de la cepa de 
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rotavirus (Wa, Ito y VA70) y de la línea celular (HT-29 y MA104). En base a estas 

observaciones, los autores sugirieron un mecanismo de acción dual para el péptido activo, con 

capacidad para interaccionar tanto con la superficie celular como con la cápside viral, de 

acuerdo con estudios previos (Muñoz et al., 2011). Por otra parte, Superti et al. (2001) 

demostraron que algunos péptidos no glicosilados derivados de la hidrólisis de la LF bovina 

eran capaces de interaccionar con el rotavirus de manera específica en diferentes etapas de la 

infección.  

La susceptibilidad general de las fracciones y proteínas lácteas a la digestión 

gastrointestinal es un aspecto a tener en cuenta, puesto que puede provocar la pérdida de su 

actividad biológica, tal y como se ha comprobado en esta tesis. El uso de técnicas de 

encapsulación para el transporte de compuestos bioactivos a través del tracto gastrointestinal 

podría ser de gran interés para asegurar la eficacia de la administración oral de las muestras 

lácteas como terapia antirrotavirus en seres humanos y animales.  

4.2.3.2. Degradación enzimática de la fracción PPT y de la PP3 bovinas y ovinas 

Se ha evaluado el efecto de la degradación enzimática de la fracción PPT y de la proteína 

PP3 bovinas y ovinas en su capacidad de neutralización de la infección de células MA104 por el 

rotavirus bovino WC3. La hidrólisis enzimática de las muestras se llevó a cabo según el 

procedimiento descrito por Pedersen et al. (2012), tal y como se ha detallado en el apartado 

3.2.14. Las muestras se trataron con tripsina de páncreas porcino durante 3 h a 37 ºC y los 

hidrolizados resultantes se liofilizaron y congelaron a -20 ºC hasta su utilización.  

La eficacia de la hidrólisis puede observarse en la electroforesis de la Figura 54. El perfil 

electroforético de las muestras hidrolizadas indica que la degradación enzimática fue 

prácticamente completa, generándose péptidos de peso molecular en torno a 10 kDa, que 

aparecen como bandas tenues difuminadas.  
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Figura 54. Perfil electroforético de la degradación enzimática de las PPT y PP3 bovinas y 
ovinas. La SDS-PAGE se llevó a cabo en condiciones no reductoras, en geles del 12% de 
poliacrilamida, que fueron teñidos con azul de Coomassie. Muestras: 1, PPT bovina sin 
degradar; 2, hidrolizado de PPT bovina; 3, PP3 bovina sin degradar; 4, hidrolizado de PP3 
bovina; 5, PPT ovina sin degradar; 6, hidrolizado de PPT ovina; 7, PP3 ovina sin degradar;       
8, hidrolizado de PP3 ovina; M, marcador de pesos moleculares. 

Para evaluar la actividad antirrotavirus de los hidrolizados de la fracción PPT y de la PP3 

bovinas y ovinas, estos se reconstituyeron con PBS a diferentes concentraciones, entre        

1,25-20 mg/mL, y se testaron en el ensayo de neutralización de la infección de células MA104 

por rotavirus bovinos WC3, mediante inmunofluorescencia. Los resultados de este ensayo se 

muestran en la Figura 55. Así, se ha observado que el hidrolizado generado tras la degradación 

enzimática de la fracción PPT bovina presenta mayor potencial antirrotavirus (IC50 de           

4,43 mg de muestra/mL) que la PPT sin hidrolizar (IC50 de 10,75 mg/mL). De manera similar, 

el hidrolizado de la PP3 bovina mostró una actividad neutralizante algo superior a la de la 

proteína intacta, con IC50 de 3,53 y 3,93 mg/mL, respectivamente (Figura 55-A). En lo que 

respecta a las muestras ovinas (Figura 55-B), se puede comprobar que la capacidad 

antirrotavirus del hidrolizado enzimático de la PPT ovina fue ligeramente superior (IC50 de                               

7,78 mg de muestra/mL) que la de su homóloga sin hidrolizar (IC50 de 8,19 mg/mL). En el caso 

de la PP3 ovina, el hidrolizado presentó menor actividad (IC50 de 12,80 mg/mL) que la proteína 

intacta (IC50 de 7,13 mg/mL). 

En el caso de las muestras bovinas, la mayor actividad antirrotavirus observada para los 

hidrolizados de la PPT y PP3, en comparación con las muestras sin degradar, podría estar 

relacionada con la generación de péptidos activos tras la hidrólisis con tripsina. Esta hipótesis 

estaría de acuerdo con las observaciones de Inagaki et al. (2010a), quienes atribuyeron a un 

péptido C-terminal de 17 kDa, derivado de la proteólisis endógena de la PP3 bovina, una 
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actividad neutralizante in vitro de la replicación de los rotavirus humanos MO en células 

MA104 del 95%, a una concentración de 1 µg/mL. Asimismo, se ha comprobado que este 

fragmento de 17 kDa presenta mayor actividad antirrotavirus frente a la cepa bovina WC3 en 

células MA104 que la PPT y la PP3 intactas, como ya se ha descrito en el apartado 4.2.1.2.3. 

Además, diversos estudios han demostrado que la proteólisis de la PP3 genera péptidos con 

actividad antibacteriana (Campagna et al., 2004; Pedersen et al., 2012a). 

Aunque todavía se desconoce la causa de esta actividad antirrotavirus, parece ser que la 

glicosilación de la PP3 juega un papel fundamental (Inagaki et al., 2010a). En esta línea, las 

diferencias de actividad observadas podrían atribuirse a divergencias en la estructura y 

glicosilación de los diferentes fragmentos peptídicos generados tras la degradación enzimática 

de la PPT y PP3 (Coddeville et al., 1998; Girardet et al., 1995).  
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Figura 55. Efecto de la degradación enzimática de las PPT y PP3 bovinas (A) y ovinas (B) en 
su capacidad de neutralización de la infección de células MA104 por rotavirus bovino WC3. (●) 
Fracción PPT sin degradar; (- ● -) hidrolizado de PPT; (▲) PP3 sin degradar; (- ▲ -) 
hidrolizado de PP3. Los resultados de neutralización están calculados en relación al control 
positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de 
triplicados de dos experimentos independientes (n=6). 

En este trabajo también se ha evaluado la capacidad neutralizante de los hidrolizados de la 

PP3 bovina y ovina frente a la infección de células MA104 por distintas cepas de rotavirus, 

mediante el método de neutralización con inmunodetección con carbazol (Figura 56).  
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Figura 56. Efecto de la degradación enzimática de la PP3 bovina (A) y ovina (B) en su 
capacidad de neutralización de la infección de células MA104 por diferentes cepas de rotavirus. 
Cepas de rotavirus: WC3 (●); UK (●); B223 (▲); Wa (▲); NCDV (■); RRV (■). Los 
resultados de neutralización están calculados en relación al control positivo (virus sin agente 
neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de duplicados de dos 
experimentos independientes (n=4).  

Según puede observarse en la Figura 56, la susceptibilidad a la neutralización varía 

notablemente entre las cepas de rotavirus. De hecho, se ha comprobado que la cepa bovina 

NCDV es mucho más susceptible que las demás, obteniéndose valores de IC50 de 0,54 y       

0,38 mg de muestra/mL para la neutralización de esta cepa por la PP3 bovina intacta e 

hidrolizada, respectivamente. El resto de cepas evaluadas fueron inhibidas de manera menos 

efectiva. Así, la neutralización mediada por el hidrolizado de la PP3 bovina frente a las cepas 

WC3, Wa, UK, B223 y RRV arrojó valores de IC50 de 6,92; 8,76; 9,48; 14,82 y > 15 mg de 

muestra/mL, respectivamente; siendo estos de 11,42; 9,81; 13,36; > 15 y 7,94 mg de 

muestra/mL, respectivamente, en el caso de la neutralización con la PP3 bovina sin degradar 

frente a estas mismas cepas.  



Resultados y discusión (resultados no publicados) 

- 277 - 

Por lo tanto, a pesar de las diferencias entre cepas, se ha observado que el hidrolizado de 

PP3 bovina inhibe de manera más eficaz la mayoría de cepas, en comparación a la PP3 sin 

degradar. Estas observaciones podrían indicar que la hidrólisis con tripsina de la PP3 bovina 

favorece la liberación de fragmentos peptídicos que contienen más sitios activos que la proteína 

intacta, gracias tal vez a cambios estéricos que permiten a estos sitios interaccionar con los 

rotavirus, impidiendo de esta forma la infección celular. 

Las muestras ovinas mostraron una actividad antirrotavirus notablemente inferior a la de 

las homólogas bovinas. De hecho, tal y como puede extraerse de la Figura 56, sólo la cepa 

bovina NCDV fue neutralizada de manera eficaz tras la incubación con la PP3 ovina, tanto 

intacta como degradada enzimáticamente, mostrando IC50 de 1,36 y 0,94 mg de muestra/mL, 

respectivamente. Para todas las demás cepas testadas no se alcanzó el 50% de neutralización ni 

siquiera a una concentración de 15 mg/mL de ambas muestras. 

4.2.3.3. Degradación enzimática de derivados lácteos comerciales 

Se ha estudiado el efecto de la degradación enzimática en la actividad antirrotavirus de tres 

derivados lácteos comerciales: leche desnatada, mazada y butter serum. Los productos lácteos se 

sometieron a hidrólisis con tres preparados enzimáticos comerciales: Alcalasa, Corolasa PP y 

Prolyve, usados en diferentes estudios para generar péptidos bioactivos (Mota et al., 2004; 

Ripollés et al., 2016). Las muestras lácteas se prepararon al 20% (p/v) y, tras añadir los 

preparados enzimáticos comerciales, la hidrólisis se mantuvo durante 4 h a 50 ºC a un pH 

constante de 7. Los hidrolizados resultantes se liofilizaron y se guardaron a -20 ºC hasta su uso. 

Tal como puede comprobarse en la Figura 57, los perfiles electroforéticos de los 

hidrolizados obtenidos con Alcalasa y Prolyve muestran casi la total degradación de todas las 

proteínas de la leche desnatada, de la mazada y del butter serum tras 4 h de hidrólisis, 

produciéndose péptidos que no se aprecian en las electroforesis debido a su bajo peso 

molecular. En cambio, en los hidrolizados obtenidos con la Corolasa PP todavía se observa 

alguna proteína resistente a la digestión, o fragmentos peptídicos de mayor tamaño, lo que 

indica una menor degradación proteica que con Alcalasa y Prolyve. 

Los productos lácteos comerciales hidrolizados y liofilizados se reconstituyeron a 25, 75 y 

150 mg/mL con PBS y su capacidad de neutralización de la infección de células MA104 por la 

cepa WC3 de rotavirus bovino se determinó mediante el ensayo validado de 

inmunofluorescencia indirecta.  
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Figura 57. Perfil electroforético de la degradación enzimática de leche desnatada, mazada y 
butter serum comerciales. La SDS-PAGE se llevó a cabo en condiciones reductoras, en geles del 
4-20% de poliacrilamida, que fueron teñidos con plata. Muestras: 1, productos sin hidrolizar;   
2, hidrolizados con Alcalasa; 3, hidrolizados con Prolyve; 4, hidrolizados con Corolasa PP;     
M, marcador de pesos moleculares. 

La degradación enzimática de los productos lácteos comerciales alteró su capacidad 

antirrotavirus. De hecho, cuando se testaron a 25 mg/mL, todos los hidrolizados mostraron una 

actividad significativamente inferior a la de sus homólogos sin degradar (Figura 58). Así, la 

degradación enzimática de la leche desnatada comercial con los tres preparados enzimáticos 

provocó un descenso de su actividad antirrotavirus de entre el 58-76%, siendo del 82-92% y  

94-96% para los hidrolizados de la mazada y del butter serum, respectivamente. Aún 

incrementando la concentración de los hidrolizados a 75 mg/mL en el ensayo de neutralización, 

la pérdida de actividad asociada a la hidrólisis fue significativa, situada entre el 59-69% para la 

mazada y entre el 77-88% para el butter serum. En cambio, los hidrolizados de la leche 

desnatada mostraron una actividad variable a 75 mg/mL. De hecho, el hidrolizado con Prolyve 

mantuvo su capacidad antirrotavirus al 58%, mientras que los derivados de la acción de la 

Alcalasa y de la Corolasa PP perdieron un 33-59% de su actividad original, previa a la hidrólisis 

(Figura 58). A 150 mg/mL, por el contrario, algunos hidrolizados presentaron una actividad 

neutralizante significativamente superior a la del producto correspondinte sin hidrolizar. A este 

respecto, los hidrolizados de leche desnatada con Prolyve y Corolasa PP incrementaron su 

actividad en un 47-51%, en comparación con la leche desnatada sin degradar. El hidrolizado de 

la mazada con esos mismos preparados enzimáticos mostró una mayor capacidad neutralizante, 

entre el 17-21% superior a la de la mazada intacta. 
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Figura 58. Efecto de la degradación enzimática de diversos derivados lácteos comerciales en su 
capacidad de neutralización de la infección de células MA104 por la cepa WC3 de rotavirus 
bovino. Los productos lácteos fueron hidrolizados con Alcalasa (▲), Corolasa PP (■) y Prolyve 
(♦) y testados a 25, 75 y 150 mg de muestra/mL. Los resultados de neutralización están 
calculados en relación al control positivo (virus sin agente neutralizante) y expresados como la 
media ± desviación estándar de triplicados de dos experimentos independientes (n=6). Los 
asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas (**p < 0,01; ***p < 0,001) 
respecto a las muestras sin degradar (●). 

Las diferencias de actividad evidenciadas parecen indicar que los diferentes preparados 

enzimáticos empleados generan hidrolizados con distinto patrón peptídico y, por lo tanto, 

distinto potencial antirrotavirus. Independientemente del grado de hidrólisis de las proteínas de 

los productos lácteos, la conservación, la pérdida o la exposición de los sitios activos frente a 

los rotavirus como consecuencia de la degradación enzimática será el hecho que determine el 

mantenimiento, la pérdida o el incremento de la actividad antirrotavirus de los hidrolizados, en 

comparación con la actividad del producto original sin degradar. A este respecto, Ripollés et al. 

(2016) caracterizaron mediante RP-HPLC los hidrolizados originados a partir de estos derivados 

lácteos comerciales, comprobando que los preparados con Corolasa PP presentaban un perfil de 

péptidos muy diferente a los obtenidos por Alcalasa y Prolyve. Además, se observaron 
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diferencias en la actividad antioxidante de los hidrolizados según los preparados enzimáticos 

empleados. 

En esta tesis también se ha evaluado la actividad antirrotavirus de un hidrolizado de 

proteínas del lactosuero (WPH) comercial, el Lacprodan DI-3017. Esta actividad se determinó 

mediante el ensayo de neutralización con detección por inmunofluorescencia frente a la cepa 

bovina WC3, así como frente a las demás cepas mediante el ensayo de neutralización con 

inmunodetección con carbazol. De esta forma, mediante el ensayo de inmunofluorescencia se 

obtuvo un IC50 de 5,26 mg/mL para el WPH frente a la infección de las células MA104 por el 

rotavirus WC3. Esta actividad resultó notablemente inferior a la de los dos lactosueros 

comerciales testados en este trabajo, el Lacprodan MFGM-10 y el Lacprodan-80, que 

presentaron un IC50 de 0,23 y 0,72 mg de muestra/mL, respectivamente, frente a WC3. Los 

resultados obtenidos con el ensayo de neutralización con inmunodetección con carbazol, 

permitieron confirmar las observaciones anteriores, según se muestra en la Figura 59.  
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Figura 59. Efecto de la degradación enzimática del lactosuero bovino comercial en su 
capacidad de neutralización de la infección de células MA104 por diferentes cepas de rotavirus. 
Cepas de rotavirus: WC3 (●); UK (●); B223 (▲); Wa (▲); NCDV (■); RRV (■). Los 
resultados de neutralización están calculados en relación al control positivo (virus sin agente 
neutralizante) y expresados como la media ± desviación estándar de duplicados de dos 
experimentos independientes (n=4). 

Además de la gran variabilidad entre cepas, se comprobó la menor capacidad neutralizante 

del WPH frente a todas ellas, en comparación con el WPC Lacprodan MFGM-10, el producto 

lácteo equivalente al WPH sin degradar enzimáticamente. Así, el WPH mostró unos valores de 

IC50 de 0,87; 4,14; 7,72; 9,39; > 10 y > 10 mg de muestra/mL, frente a las cepas NCDV, WC3, 

B223, Wa, UK y RRV, respectivamente, mientras que los IC50 del WPC fueron de 0,09; 0,66; 

0,55; 0,29; 0,73 y 0,11 mg de muestra/mL, frente a esas mismas cepas, respectivamente. 
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5. DISCUSIÓN GENERAL 

La discusión de los resultados de esta Tesis Doctoral se ha incluido en cada uno de los 

artículos y apartados que componen la sección de resultados y discusión. Además, con el 

objetivo de facilitar la comparación de todos los resultados obtenidos en este estudio, se ha 

incluido esta discusión general, completándola con diversas tablas resumen. 

5.1. Actividad antirrotavirus de las fracciones y proteínas lácteas 

La gastroenteritis causada por rotavirus sigue siendo, a día de hoy, un serio problema de 

salud pública a nivel mundial. De hecho, la diarrea provocada por los rotavirus es una de las 

principales causas de muerte entre todos los grupos de edad y la segunda causa de muerte en 

neonatos y niños menores de 5 años (Marcotte y Hammarström, 2016), afectando 

principalmente a los países en vías de desarrollo (Kotloff et al., 2013).  

En los últimos años, la vacunación frente a rotavirus ha contribuido a reducir de manera 

incuestionable la morbilidad y los costes de atención médica en los países desarrollados 

(Dennehy, 2008). En cambio, en los países en vías de desarrollo se ha puesto de manifiesto la 

dificultad de la implementación de los programas de vacunación, principalmente debido a 

problemas de accesibilidad y disponibilidad de las vacunas (Babji y Kang, 2012). Además, el 

hecho de que estas vacunas estén desaconsejadas en pacientes inmunodeprimidos (Gaspar et al., 

2014), evidencia la necesidad de investigar en estrategias alternativas de protección frente a este 

tipo de agentes virales. 

En consecuencia, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido la evaluación de la 

actividad antirrotavirus de diversas fracciones y proteínas derivadas de la leche bovina y ovina, 

así como de subproductos de la industria láctea, en busca de evidencias que permitieran valorar 

su potencial como ingredientes para alimentos funcionales. Asimismo, se han evaluado diversas 

proteínas y fracciones obtenidas a partir de leche humana por el gran interés que tiene conocer 

su actividad desde el punto de vista de la investigación básica y también para poder compararlas 

con sus homólogas bovinas y ovinas. En las Tablas 37 y 38, ubicadas al final de este apartado, 
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se incluyen los valores de concentración inhibitoria 50 (IC50) obtenidos para todas las muestras 

lácteas en los ensayos de neutralización de la infección por rotavirus mediante 

inmunofluorescencia indirecta e inmunodetección con carbazol, respectivamente. 

Se ha comprobado que el calostro bovino presenta un elevado potencial antirrotavirus 

frente a cepas pertenecientes a distintos genotipos. De hecho, se han obtenido unos valores de 

IC50 de 0,81-24 µg/mL frente a las cepas de rotavirus bovinos WC3, UK, NCDV y B223, la 

cepa humana Wa y la cepa de simio RRV, en consonancia con otros estudios (Inagaki et al., 

2010b). Aunque se ha demostrado la eficacia del uso de calostro bovino como alternativa 

terapéutica para prevenir y controlar la infección causada por rotavirus (Inagaki et al., 2010b; 

Mainer et al., 1999; Sarker et al., 1998), la dificultad de producción a gran escala supone una 

limitación práctica importante. 

La leche desnatada de vaca también mostró capacidad antirrotavirus in vitro, con un valor 

IC50 de 0,48 mg/mL frente a la cepa bovina WC3. Esta actividad fue igual a la de la leche cruda 

de vaca, lo que podría indicar que la actividad inhibitoria de la infección por rotavirus está más 

asociada a componentes de la fase proteica de la leche que a la grasa láctea. A este respecto, la 

separación del lactosuero y las caseínas de la leche desnatada puso de manifiesto que los 

componentes con actividad antirrotavirus se encuentran mayoritariamente en el suero, que de 

hecho presentó unos valores de IC50 de 0,11-0,71 mg/mL frente a las diversas cepas de 

rotavirus, notablemente superior al IC50 de 1,83 mg/mL mostrado por las caseínas bovinas 

frente a la infección mediada por la cepa bovina WC3. 

Los resultados de esta tesis podrían contribuir de manera relevante a la revalorización del 

lactosuero derivado de la industria quesera, como un producto con elevado potencial 

antirrotavirus. Hay que tener en cuenta que existen escasas referencias de este uso del lactosuero 

y que, a nivel mundial, se estima una producción aproximada de 180-218 millones de toneladas 

de lactosuero para el año 2020 (OECD/FAO, 2016). Además, se ha comprobado que incluso los 

concentrados de proteínas del lactosuero (WPC) comerciales mantienen un elevado potencial 

antirrotavirus frente a las diversas cepas evaluadas en este estudio, con valores de IC50 

comprendidos entre 0,065-0,72 mg/mL, de acuerdo con las observaciones de Bojsen et al. 

(2007), que obtuvieron IC50 comprendidos entre 0,05-0,1 mg/mL para la inhibición de la 

infección de células Caco-2 por diferentes cepas de rotavirus (Wa humana, RRV de simio, RF 

bovina y YM porcina) mediada por un WPC bovino. 

Como indican los estudios publicados, el potencial antirrotavirus de las fracciones lácteas 

se ha atribuido a diversos componentes, como las glicoproteínas (Bojsen et al., 2007; Inagaki et 

al., 2010a; Superti et al., 2001), algunos componentes lipídicos de la leche, entre ellos los 

esfingolípidos y los triglicéridos del glóbulo graso (Fuller et al., 2013; Jiménez-Flores y 
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Brisson, 2008), y los oligosacáridos (Morozov et al., 2018). Sin embargo, esta tesis se ha 

centrado únicamente en la capacidad antirrotavirus de las proteínas. Para poder evaluar 

individualmente la actividad antirrotavirus de las principales proteínas lácteas, en algunos casos 

se procedió a su aislamiento y en otros se adquirieron comercialmente.  

El lactosuero comprende diversas fracciones y proteínas, encontrándose entre las 

mayoritarias la β-LG, la α-LA, las Igs, la fracción PPT, la SA, la LF y la LPOX (Yadav et al., 

2015). Además, se ha detectado la presencia de proteínas de la MFGM como componentes 

minoritarios del lactosuero, que pueden liberarse y solubilizarse con facilidad en el suero, como 

por ejemplo las MUCs, la XOD, la LDH o la PP3 (Liu et al., 2005; Sørensen et al., 1997). Se ha 

comprobado que algunas de las proteínas mayoritarias del lactosuero bovino, como la β-LG, la 

α-LA, la SA y la LPOX, que representan un 40-58, 11-25, 5-10 y 0,5% del total de proteínas del 

lactosuero (Farkye y Shah, 2015), no presentan actividad antirrotavirus in vitro, ni siquiera a 

una concentración de 2 mg/mL. Por el contrario, el potencial antirrotavirus del lactosuero 

bovino parece estar relacionado con las IgGs, la LF, la XOD y la LDH, proteínas que han 

mostrado una elevada actividad inhibitoria frente a este virus.  

Así, las IgGs bovinas, que representan el 6,4-8% del total de proteínas del lactosuero 

(Farkye y Shah, 2015), mostraron una elevada actividad antirrotavirus frente a todas las cepas 

del estudio, con valores de IC50 entre 4,8-93 µg/mL, coincidiendo con los datos de diversos 

estudios (Bojsen et al., 2007; Korhonen et al., 2000; Mainer et al., 1999). Estas observaciones 

podrían indicar la existencia de un mecanismo de neutralización heterotípico de las IgGs 

bovinas frente a cepas bovinas, humanas y simias, independientemente del genotipo G y P.  

La LF bovina supone un 1-2% del total de proteínas del lactosuero (Farkye y Shah, 2015), 

y también se ha comprobado que posee una elevada capacidad para neutralizar la infección de 

las células MA104 por diferentes cepas de rotavirus. De hecho, se han obtenido unos valores de 

IC50 entre 0,071-0,91 mg/mL, frente a las diversas cepas evaluadas, excepto para la cepa de 

simio RRV, que resultó ser especialmente resistente a la neutralización por parte de la LF 

bovina, exhibiendo un IC50 de 3,19 mg/mL. Esta gran variabilidad observada entre cepas de 

rotavirus en cuanto a su susceptibilidad frente a la neutralización por esta proteína coincide con 

los resultados de otros estudios. Así, Superti et al. (2001) demostraron que la LF bovina era 

capaz de inhibir el efecto citopático causado por los rotavirus de simio SA11 en células de 

adenocarcinoma de colon humano HT-29, con un IC50 < 0,20 mg/mL, mientras que Bojsen et 

al. (2007) y Kvistgaard et al. (2004), en cambio, concluyeron que esta proteína era incapaz de 

inhibir la infección de células MA104 y Caco-2 por diversas cepas de rotavirus simio RRV, 

porcino YM, bovino RF y humano Wa. Además, se ha comprobado en este trabajo que el grado 

de saturación de hierro de la molécula de LF no afecta de manera significativa a su capacidad 

antirrotavirus, de manera coincidente con las observaciones de Superti et al. (2001). Esto parece 
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indicar que los cambios conformacionales que acontecen tras la saturación con hierro (Siciliano 

et al., 1999) no influyen en su capacidad de interaccionar con el rotavirus.  

La fracción proteosa-peptona (PPT) bovina representa un 10% del total de proteínas del 

lactosuero (Farkye y Shah, 2015), y está formada por al menos 38 componentes, una mezcla 

compleja de glicoproteínas, fosfoproteínas y péptidos, siendo el componente 3 (PP3) el 

mayoritario (Innocente et al., 1998). Se ha comprobado que la fracción PPT contribuye al 

potencial antirrotavirus del lactosuero, puesto que ha mostrado actividad frente a la cepa WC3, 

con un IC50 de 2,13 mg/mL. Además, se ha observado que la proteína PP3 derivada de la PPT 

bovina es capaz de inhibir la infección de las células MA104 por los rotavirus bovinos WC3 

(IC50 de 0,97 mg/mL), aunque fue el fragmento C-terminal de la PP3, de 17 kDa, el que mostró 

una mayor actividad frente a esta cepa (IC50 de 0,46 mg/mL).  

Los resultados del ensayo de neutralización con inmunodetección con carbazol también 

apuntaron a una baja actividad de la PP3 bovina frente a la mayoría de las cepas de rotavirus 

testadas, con unos valores de IC50 comprendidos entre 3,80 y > 7 mg/mL. En cambio, la cepa 

bovina NCDV fue neutralizada de manera más efectiva (IC50 de 0,11 mg/mL), en consonancia 

con la elevada actividad atribuida por Inagaki et al. (2010a) a la PP3 bovina frente a la cepa 

humana MO (IC50 de 1 µg/mL), poniéndose de nuevo de manifiesto la gran variabilidad 

existente entre cepas de rotavirus en lo que respecta a su susceptibilidad frente a agentes 

neutralizantes. A pesar de la menor actividad antirrotavirus exhibida en general por la fracción 

PPT bovina, y su componente PP3, en comparación con la actividad de otras proteínas séricas, 

como las IgGs o la LF, su elevada concentración en la leche podría hacer factible su uso como 

ingredientes funcionales. 

Además de las proteínas características del lactosuero, en la presente tesis se ha 

comprobado, mediante SDS-PAGE y Western-blotting, la presencia de proteínas minoritarias 

procedentes de la MFGM, como las MUCs (MUC1 y MUC15), la XOD y la LDH, y se ha 

demostrado su actividad antirrotavirus. Así, las MUCs bovinas mostraron la capacidad para 

neutralizar la infección de las células MA104 por la cepa de rotavirus bovino WC3, exhibiendo 

un IC50 de 0,52 mg/mL. Por otra parte, el ensayo de inmunodetección con carbazol evidenció la 

variabilidad entre cepas, obteniéndose valores de IC50 de 0,047 y 1,35 mg/mL frente a las cepas 

NCDV y RRV, respectivamente, siendo de 3,41 hasta > 10 mg/mL para las restantes. La 

variabilidad observada coincide con los resultados de diversos autores que demostraron que la 

MUC1 bovina era capaz de inhibir de manera efectiva la infección de las células MA104 por la 

cepa de rotavirus de simio RRV (IC50 de < 6,3 µg/mL), así como la infección de la cepa murina 

EMcN, si bien no tenía efecto neutralizante en el caso de la cepa humana Wa (Bojsen et al., 

2007; Kvistgaard et al., 2004). La inhibición preferente de las cepas de rotavirus sensibles a NA 

(NCDV y RRV) puede estar relacionada con el hecho de que las MUCs (MUC1 y MUC15) son 
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proteínas altamente glicosiladas, entre 57-67% de glicosilación, y contienen una elevada 

proporción de ácido siálico en su estructura (Pallesen et al., 2007, 2002, 2001), favoreciendo su 

interacción con estos virus (Isa et al., 2006).  

En el presente estudio se ha observado también que la XOD bovina posee una elevada 

capacidad neutralizante frente a diversas cepas de rotavirus. De hecho, esta proteína presentó un 

valor IC50 de 86 µg/mL frente a la infección de las células MA104 por la cepa de rotavirus 

bovinos WC3. Además, el ensayo de neutralización con inmunodetección con carbazol también 

confirmó una alta actividad frente a la mayoría de cepas evaluadas, con valores IC50 entre 0,17 

y 0,29 mg/mL, si bien la actividad frente a las cepas B223 y RRV fue menor (IC50 > 0,7 

mg/mL). Aunque diversos estudios han asociado a la XOD con cierta capacidad antimicrobiana 

(Martin et al., 2004), los resultados que aquí se presentan pueden ser los primeros que proponen 

la actividad antirrotavirus para esta proteína.  

En cuanto a la LDH bovina, se ha probado que esta proteína posee una capacidad 

antirrotavirus muy elevada frente a la mayoría de cepas estudiadas, presentando unos valores de 

IC50 de 5-59 µg/mL. La cepa de simio RRV, en cambio, mostró una menor susceptibilidad a la 

neutralización por esta proteína, coincidiendo con la variabilidad observada por otros autores en 

cuanto a las cepas. A este respecto, Inagaki et al. (2010a) obtuvieron una IC50 de 5 µg/mL para 

la LDH bovina, tras la incubación de las células MA104 con rotavirus humanos MO. En 

cambio, Kvistgaard et al. (2004) concluyeron que esta proteína era incapaz de inhibir la 

infección de las células Caco-2 por rotavirus humanos de la cepa Wa. Además, Bojsen et al. 

(2007) llevaron a cabo estudios in vivo donde observaron que la LDH bovina era incapaz de 

inhibir la infección mediada por los rotavirus de la cepa murina EMcN. 

Además de las muestras lácteas indicadas anteriormente, se ha estudiado la actividad 

antirrotavirus de diversas fracciones lácteas derivadas de la nata: la mazada, el butter serum y la 

MFGM. Se ha comprobado que estas fracciones presentan una capacidad de neutralización 

variable en función de la cepa de rotavirus, que, en general, ha resultado ser inferior a la 

actividad exhibida por el calostro y el lactosuero para las distintas cepas (Tablas 37 y 38).  

El suero de mantequilla o mazada es el principal subproducto que se libera durante el 

batido de la nata en el proceso de formación de mantequilla, estimándose una producción 

mundial del orden de 6,5 millones de toneladas de mantequilla para el año 2020 (OECD/FAO, 

2016), que generará una cantidad equivalente de mazada (Morin et al., 2007). A este respecto, la 

capacidad de neutralización de la mazada bovina (IC50 de 0,46 mg/mL) frente a la infección de 

las células MA104 por la cepa WC3 de rotavirus bovinos observada en este estudio, podría 

contribuir a revalorizar este subproducto y considerar su potencial como ingrediente en 

alimentos funcionales. 
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Otro subproducto de la industria láctea es el butter serum, en este caso derivado del proceso 

de obtención de la grasa láctea anhidra o AMF (anhydrous milk fat), que es uno de los 

productos lácteos más consumidos en la India (Siwach et al., 2016), con una producción anual 

mundial de aproximadamente 0,2 millones de toneladas (FAOSTAT, 2018). El butter serum 

bovino ha mostrado un potencial antirrotavirus frente a la cepa WC3 (IC50 de 0,55 mg/mL) sólo 

ligeramente inferior al exhibido por la mazada bovina, debido a la similar composición de 

ambas fracciones lácteas, con especial atención a su contenido proteico y a su elevada cantidad 

de fosfolípidos (Gassi et al., 2016; Vanderghem et al., 2010), y con variaciones principalmente 

en el contenido lipídico (Rombaut et al., 2006). 

A pesar de que la mazada y el butter serum se han considerado durante años subproductos 

de la industria láctea con escaso valor comercial (Vanderghem et al., 2010), en los últimos años 

estos productos han suscitado gran interés por el potencial nutricional y tecnológico atribuido, 

en gran parte, a sus componentes derivados de la MFGM (Gallier et al., 2014). Además, en esta 

tesis se ha comprobado que la MFGM bovina posee una capacidad antirrotavirus (IC50 de     

0,49 mg/mL frente a la cepa WC3) similar a la del butter serum y la mazada bovinas, a pesar de 

su mayor proporción de lípidos (Vanderghem et al., 2010). 

El potencial antirrotavirus mostrado por las fracciones lácteas derivadas del procesado de la 

nata puede explicarse, al menos en parte, por la presencia de proteínas con capacidad 

neutralizante, cuya presencia en dichas fracciones se confirmó mediante SDS-PAGE y Western-

blotting. De hecho, en el perfil electroforético de la mazada se evidenció la presencia de 

proteínas del lactosuero (Igs, LF, β-LG y α-LA) y de caseínas, junto con algunas proteínas de la 

MFGM (BTN, LDH y XOD), coincidiendo con las observaciones de Britten et al. (2008). El 

butter serum presentó un perfil similar al de la mazada, pero algo más enriquecido en proteínas 

de la MFGM. La MFGM mostró el perfil característico, con las proteínas de membrana MUC1, 

MUC15, XOD, BTN, LDH y PP3, y escasa presencia de proteínas del lactosuero (Dewettinck et 

al., 2008).  

En el caso de la MFGM, los glicanos que componen las glicoproteínas y los glicolípidos, 

localizados en la parte exterior de la membrana (glicocálix), pueden actuar de señuelo para 

diferentes virus y bacterias, impidiendo así la infección celular (Gallier et al., 2014; Guri et al., 

2012; Ross et al., 2015). A este respecto, en los últimos años se ha incrementado el interés por 

el uso de la MFGM como ingrediente en las fórmulas infantiles, debido a las propiedades 

bioactivas atribuidas a sus fosfolípidos y glicoproteínas (Ross et al., 2015). De hecho, algunas 

fórmulas emplean el Lacprodan MFGM-10, que es un WPC suplementado con MFGM. Así, 

este WPC ha mostrado una elevada capacidad antirrotavirus en este estudio y, además, se ha 

demostrado que la elevada actividad antirrotavirus de la leche de fórmula 1 (IC50 de              

1,89 mg/mL), en comparación con las demás fórmulas analizadas (IC50 ≥ 6 mg/mL), se debe a 



Discusión general 

- 289 - 

la utilización de este WPC como ingrediente, evidenciándose la presencia de las proteínas de la 

MFGM MUC1 y LDH en la leche de fórmula 1 mediante SDS-PAGE y Western-blotting. 

En esta tesis también se ha evaluado la influencia del lavado de la nata en la composición y 

actividad antirrotavirus de las fracciones derivadas de ella. El potencial antirrotavirus de todas 

las fracciones obtenidas a partir de la nata lavada, mazada, butter serum y MFGM, fue 

significativamente inferior al de las fracciones homólogas derivadas de nata sin lavar        

(Tabla 37). Es probable que estas observaciones estén asociadas al hecho de que el proceso de 

lavado favorece la pérdida de proteínas y otros compuestos bioactivos, en consonancia con los 

resultados obtenidos del análisis de composición mediante espectroscopía de infrarrojo y SDS-

PAGE. Así, se ha comprobado que el contenido de ciertas proteínas como las caseínas, las 

proteínas del lactosuero β-LG, α-LA y LF, y algunas proteínas de la MFGM, como la XOD y la 

BTN, se ve disminuido por efecto del lavado, de acuerdo con diversos estudios (Holzmüller et 

al., 2016; Le et al., 2009). Por este motivo, sería aconsejable optimizar los procedimientos de 

obtención de este tipo de fracciones derivadas del procesado de la nata, con el objetivo de 

minimizar la pérdida de componentes bioactivos. Los resultados del ensayo de neutralización 

con inmunodetección con carbazol mostraron variabilidad entre las cepas de rotavirus, poniendo 

de manifiesto la baja actividad exhibida por todas las fracciones derivadas de nata lavada frente 

a la mayoría de cepas evaluadas (IC50 entre 0,75-5,59 mg/mL), en comparación con la 

capacidad mostrada por el calostro y lactosuero bovinos. En cambio, la cepa bovina NCDV sí 

fue neutralizada de manera efectiva por estas fracciones (IC50 entre 45-93 µg/mL) (Tabla 38). 

La evaluación de la actividad antirrotavirus de la mazada, el butter serum y la leche 

desnatada comerciales en polvo, puso de manifiesto su baja capacidad antirrotavirus en 

comparación con la de los productos homólogos obtenidos experimentalmente en este estudio. 

Estas diferencias fueron estadísticamente significativas para todas las concentraciones 

analizadas y se observaron para todas las cepas de rotavirus evaluadas, excepto en el caso de la 

cepa bovina NCDV, que fue neutralizada de manera muy efectiva con todas las fracciones 

(Tablas 37 y 38). Estas observaciones podrían atribuirse a divergencias en los procesos de 

obtención y en la composición de los productos, así como al efecto del procesado industrial. A 

este respecto, el perfil electroforético de las muestras comerciales evidenció una mayor 

presencia de caseínas, β-LG y α-LA (proteínas que han mostrado un potencial antirrotavirus 

bajo o nulo), en comparación con las fracciones obtenidas experimentalmente, lo que podría 

explicar en parte las divergencias observadas en relación a la actividad antirrotavirus de las 

fracciones. Además, teniendo en cuenta que, según las especificaciones del fabricante, estos 

productos han sido sometidos a una pasteurización alta (72 ºC durante 15 s) más el tratamiento 

asociado al proceso de secado por atomización, cabe esperar cambios físico-químicos en los 
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mismos, como agregación y desnaturalización de proteínas (Borad et al., 2017; Schuck, 2014), 

que pueden disminuir su potencial antirrotavirus, tal y como se ha comprobado en esta tesis. 

Los ensayos realizados con muestras lácteas derivadas de especies distintas a la bovina han 

puesto de manifiesto interesantes diferencias interespecie. Así, aunque el patrón de capacidad 

antirrotavirus observado fue similar entre las diversas fracciones bovinas y ovinas evaluadas 

(calostro >> lactosuero > leche entera = leche desnatada ≥ fracciones derivadas de la nata >> 

caseínas), en general las muestras derivadas de leche bovina han mostrado mayor actividad que 

las homólogas ovinas, lo que puede comprobarse si se comparan los IC50 incluidos en las 

Tablas 37 y 38. Tanto estas diferencias interespecie como las divergencias observadas entre 

fracciones lácteas intraespecie, en lo que respecta a la capacidad antirrotavirus, pueden deberse 

en parte a variaciones en su composición, especialmente en lo que respecta a la concentración, 

proporción, tipo y estructura de los componentes bioactivos. 

A este respecto, diversos estudios han comprobado que existen divergencias en la 

composición de las fracciones lácteas bovinas y ovinas (Britten et al., 2008; Cebo y Martin, 

2012; Hamad et al., 2016; Pisanu et al., 2011). Aunque la escasez de estudios cuantitativos 

respecto al contenido de proteínas en las fracciones lácteas ovinas dificulta la comparativa con 

las homólogas bovinas, algunos estudios indican sólo pequeñas diferencias en el contenido de 

proteínas del lactosuero (Hernández-Ledesma et al., 2011) y una mayor proporción de proteínas 

de la MFGM en el caso de las fracciones ovinas (Pisanu et al., 2011). Aparte del contenido de 

proteínas en las fracciones lácteas, diversos estudios han observado diferencias interespecie en 

la estructura y glicosilación de las mismas (Inagaki et al., 2010a; Lister et al., 1998; Ross et al., 

2015; Wilson et al., 2008), lo que podría explicar, al menos en parte, las divergencias de 

actividad antirrotavirus registradas en esta tesis. De hecho, se ha comprobado que las LFs 

aisladas de la leche de diversas especies presentan diferente capacidad para neutralizar la 

infección de las células MA104 por los rotavirus bovinos de la cepa WC3. Así, las LFs bovina, 

ovina, humana, de cerda y de camella presentaron unos IC50 de 0,099; 0,12; 0,48; 0,10 y       

0,34 mg/mL, respectivamente. Teniendo en cuenta el diferente grado de saturación de hierro de 

las LFs analizadas, del 10, 17, 6, 5 y 15%, para las LFs nativas bovina, ovina, humana, porcina 

y de camella, respectivamente, estos resultados confirman que no parece que exista una 

correlación entre el grado de saturación con hierro de la molécula de LF y su actividad 

antirrotavirus, de acuerdo con los resultados obtenidos por Superti et al. (2001). En cambio, las 

diferencias en la actividad de las LFs podrían estar asociadas a divergencias en la estructura y 

composición, especialmente en lo relativo a la cantidad y tipo de glicanos. De hecho, diversos 

estudios han afirmado que las LFs de distinto origen presentan una alta homología en su 

secuencia aminoacídica, aunque cada una exhibe un perfil de glicosilación único (Figueroa-

Lozano et al., 2018; Karav et al., 2017). 
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En la presente tesis también se ha estudiado la capacidad antirrotavirus de la leche humana, 

así como de diversas fracciones y proteínas derivadas de esta. Así, se ha podido comprobar la 

importancia de la leche materna como factor de protección frente a la infección por rotavirus, en 

consonancia con diversos estudios previos (Asensi et al., 2006; Gianino et al., 2002; Tino De 

Franco et al., 2013). De manera similar a lo observado para las leches bovina y ovina, el 

potencial antirrotavirus de la leche humana está asociado principalmente a los componentes del 

lactosuero. Además, el contenido graso de la leche humana parece no ser determinante en dicha 

actividad. De hecho, la leche cruda, entera y desnatada, y el lactosuero presentaron unos valores 

IC50 muy similares entre sí, comprendidos entre 63-74 µg/mL, y muy superiores a los obtenidos 

con las caseínas y MFGM humanas (IC50 > 2 mg/mL). En comparación con las fracciones 

homólogas bovinas y ovinas, la leche y el lactosuero humanos mostraron un potencial 

antirrotavirus significativamente mayor, poniendo de manifiesto la existencia de diferencias 

interespecie. 

Para confirmar el origen de la actividad antirrotavirus del lactosuero humano, se aislaron 

algunas de sus proteínas mayoritarias, como la α-LA, la LF, las IgAs y la LYZ, así como 

algunas minoritarias derivadas de la MFGM, como las MUCs y la LDH (Peterson et al., 2013). 

La presencia de estas proteínas en el lactosuero se confirmó mediante SDS-PAGE y Western-

blotting, y su capacidad para neutralizar la infección de las células MA104 por la cepa WC3 de 

rotavirus bovinos se evaluó mediante inmunofluorescencia indirecta. De esta forma, se 

comprobó que dos de las proteínas mayoritarias del lactosuero humano, la α-LA y la LYZ, no 

poseen capacidad neutralizante frente a la cepa WC3, ni siquiera a la mayor concentración 

analizada de 2 mg/mL. Por el contrario, se determinó que las IgAs son las proteínas que 

contribuyen mayoritariamente en el potencial antirrotavirus del lactosuero humano, presentando 

un IC50 de 21 µg/mL, en consonancia con el estudio de Asensi et al. (2006), que sugirieron la 

participación de las IgAs en la actividad neutralizante de la leche humana frente a las cepas de 

rotavirus humano Wa y VA70, y de simio SA11. La mayor capacidad antirrotavirus exhibida 

por las IgGs bovinas frente a la cepa WC3 (IC50 de 4,8 µg/mL) en comparación con las IgAs 

humanas, podría atribuirse a los programas de vacunación comúnmente aplicados a las vacas, 

por lo que producen leche con una elevada concentración de Igs específicas frente a rotavirus. 

También se ha demostrado que la LF participa en la actividad antirrotavirus exhibida por la 

leche y el lactosuero humanos, de acuerdo con estudios previos (Asensi et al., 2006; Tino De 

Franco et al., 2013). Así, la LF humana nativa presentó un IC50 de 0,48 mg/mL frente a la cepa 

WC3, actividad significativamente inferior a la mostrada por las LFs humanas recombinantes 

evaluadas en este estudio, las formas holo y As-Is procedentes de arroz transgénico y la 

procedente de A. awamori, con IC50 de 0,084, 0,094 y 0,26 mg/mL, respectivamente, frente a la 

misma cepa. Estos resultados coinciden con observaciones previas que parecen indicar que el 
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grado de saturación con hierro no influye en la actividad antirrotavirus de la LF, asociándose las 

diferencias de actividad a divergencias en la estructura y composición (Conesa et al., 2010a; 

Fujiyama et al., 2004).  

Aparte de las IgAs y la LF, otras proteínas minoritarias presentes en el lactosuero humano 

han exhibido capacidad de neutralización de la cepa WC3, como las MUCs y la LDH, con unos 

valores de IC50 de 0,78 y 0,19 mg/mL, respectivamente. A este respecto, Yolken et al. (1992) 

atribuyeron a las MUCs humanas un IC50 de 0,1 µg/mL frente a la infección de células MA104 

por la cepa SA11 de rotavirus de simio. Por otra parte, Kvistgaard et al. (2004) demostraron que 

la LDH humana podía inhibir la infección de células Caco-2 por la cepa de rotavirus humanos 

Wa, con un IC50 < 0,1 mg/mL, capacidad atribuida principalmente a la presencia de ácido 

siálico en su estructura, que puede interaccionar con las partículas víricas y bloquear su entrada 

en la célula hospedadora (Yolken et al., 1992). Además, se ha observado que, en general e 

independientemente de la especie, las proteínas de la MFGM presentan de manera aislada unos 

valores de IC50 superiores a los de la fracción MFGM completa correspondiente. Este hecho 

podría deberse a que las proteínas en solución presentan una conformación estructural que 

favorece su interacción con las proteínas virales, en mayor medida que si se encuentran 

formando parte de la MFGM.  

Algunas de las discrepancias existentes entre los resultados obtenidos en la presente tesis y 

los obtenidos por otros autores podrían corresponderse a diferencias entre los procedimientos 

experimentales empleados, destacando el tipo de ensayos de neutralización de la infección, los 

procedimientos de purificación de proteínas, los tiempos de inoculación y de incubación, el 

método de detección de la infección, así como las cepas de rotavirus y las líneas celulares 

utilizadas para determinar la capacidad antirrotavirus de las muestras. Por otra parte, la gran 

variabilidad observada en esta tesis en lo que respecta al potencial antirrotavirus de las diversas 

fracciones y proteínas lácteas evaluadas podría atribuirse a diferencias, intra e interespecie, en 

su composición y estructura. En particular, las diferencias en el grado de glicosilación y la 

heterogeneidad de los glicanos de las proteínas lácteas (O’Riordan et al., 2014; Ross et al., 

2015) podrían ser de especial relevancia, teniendo en cuenta que los grupos glicosilados 

participan en interacciones específicas del tipo receptor-ligando y huésped-patógeno (Liu y 

Newburg, 2013; O’Riordan et al., 2014). Además, se ha demostrado que existe diferente 

afinidad de las distintas cepas de rotavirus por los glicanos, especialmente por el ácido siálico 

(Arias et al., 2016; Prasad et al., 2014).  

Estas observaciones justificarían, de manera global, la capacidad antirrotavirus mostrada 

por la leche y las fracciones lácteas evaluadas, dado que representan una buena fuente de 

compuestos glicosilados, principalmente lactosa, oligosacáridos, glicolípidos y glicoproteínas. 

Este argumento concuerda, además, con la actividad antirrotavirus media-alta exhibida en este 
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estudio por las proteínas glicosiladas de la leche (Igs, LF, MUCs, LDH, PP3 y caseína-κ) en 

comparación con la escasa o nula actividad mostrada por las proteínas lácteas no glicosiladas o 

escasamente glicosiladas (β-LG, α-LA, LYZ, SA y caseínas-αS1, αS2 y β) (Tabla 37). Como 

excepción, se ha observado que la XOD, a la que se considera una proteína no glicosilada o 

débilmente glicosilada (Mather, 2000), posee una elevada capacidad antirrotavirus frente a 

diversas cepas. Si bien la actividad antimicrobiana de esta proteína se ha asociado a su 

capacidad de generar especies reactivas de oxígeno y/o de nitrógeno, con potencial bactericida 

(Martin et al., 2004), la actividad antivírica ha sido escasamente estudiada (Kim et al., 2013; 

West et al., 2011), no existiendo referencias respecto al potencial antirrotavirus de la XOD 

previas a esta tesis. 

A pesar de la gran cantidad de información acerca de la glicosilación de las proteínas 

lácteas (O’Riordan et al., 2014; Peterson et al., 2013), el papel que ejercen los glicanos en su 

actividad antirrotavirus ha sido poco estudiado. Se sabe que la unión inicial del rotavirus a la 

membrana de la célula huésped es una etapa crítica en el ciclo infectivo del virus que está 

mediada por compuestos específicos de la cápside de los rotavirus y de la superficie celular, 

como glicoproteínas y glicolípidos (Arias et al., 2016; Olofsson y Bergström, 2005). A este 

respecto, la competición entre distintos compuestos glicosilados y los rotavirus podría usarse 

como estrategia para disminuir la infección de las células huésped por estos virus (Isa et al., 

2006), lo que se ha comprobado en esta tesis mediante la evaluación de distintas cepas de 

rotavirus con diferente genotipo y sensibilidad a la NA. Además, se ha estudiado el mecanismo 

de inhibición de la infección de las células MA104 por los rotavirus mediada por las fracciones 

y proteínas lácteas, lo que puede contribuir a esclarecer su potencial como ingredientes 

funcionales y puede ser determinante para el desarrollo de estrategias terapéuticas frente a las 

infecciones por rotavirus. 

La diferente susceptibilidad de las cepas de rotavirus evaluadas en esta tesis puede 

explicarse, entre otros factores, por su pertenecia a serotipos G y P distintos, y a grupos con 

diferente sensibilidad al tratamiento con NA. Así, es interesante observar la similar actividad 

mostrada por la mayoría de fracciones y proteínas lácteas frente a las cepas de rotavirus bovinos 

WC3 y UK (Tabla 38), que pertenecen al mismo serotipo G6P[5]. De hecho, el calostro, el 

lactosuero, la mazada y la LF bovinas, por ejemplo, presentaron unos IC50 de 0,014 y 0,019; 

0,41 y 0,62; 3,14 y 3,23; y 0,071 y 0,077 mg/mL, frente a las cepas WC3 y UK, 

respectivamente. Por otra parte, se han observado diferencias notables al comparar los perfiles 

de neutralización de las cepas sensibles a NA (RRV y NCDV) con las cepas resistentes a NA 

(WC3, UK, B223 y Wa). De hecho, las cepas sensibles a NA mostraron, de manera general, una 

mayor susceptibilidad a la neutralización por parte de las diversas fracciones y proteínas lácteas 

(Tabla 38). Entre las cepas sensibles a NA, la actividad neutralizante de las diferentes muestras 
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lácteas frente a la cepa bovina NCDV (G6P[1]) fue notablemente superior que frente a la cepa 

de simio RRV (G3P[3]), lo que parece indicar que otras características específicas, aparte de su 

sensibilidad a la NA, son determinantes en su susceptibilidad a la neutralización.  

Por otra parte, a pesar de las diferencias observadas entre las cepas resistentes a NA, en lo 

que respecta a su susceptibilidad a la neutralización por parte de las diversas fracciones y 

proteínas lácteas, curiosamente se ha puesto de manifiesto un patrón de actividad constante. De 

hecho, tal y como puede comprobarse en la Tabla 38, para todas las cepas resistentes a NA se 

observó el siguiente patrón para las fracciones lácteas, en orden decreciente de actividad: 

calostro > lactosuero ≈ WPC > mazada ≈ butter serum > MFGM >> mazada y butter serum 

comerciales. Además, se registró el siguiente patrón para las proteínas lácteas, en orden 

decreciente de actividad: LDH > IgGs > LF > XOD >> MUCs > PP3. 

Con el objetivo de esclarecer qué mecanismos emplean las diferentes proteínas y fracciones 

lácteas para inhibir la infección por rotavirus, se llevaron a cabo cuatro tipos de ensayos: de 

inhibición de la unión rotavirus-célula; de inhibición post-unión rotavirus-célula; de 

neutralización de cepas reagrupadas; y de bloqueo celular. Así, según los resultados obtenidos 

en este estudio, parece evidente que la capacidad global antirrotavirus (al menos frente a la cepa 

bovina WC3) exhibida por todas las fracciones y proteínas lácteas testadas se debe, en mayor o 

menor medida, a la suma de su potencial de inhibición de la unión virus-célula, más su 

capacidad de actuación en etapas posteriores a esa unión. De manera similar, Kvistgaard et al. 

(2004) comprobaron que un WPC bovino era capaz de neutralizar la infección de células Caco-2 

por el rotavirus humano Wa, tanto en ensayos de unión rotavirus-célula como en ensayos post-

unión. Superti et al. (2001) obtuvieron resultados similares para la LF bovina frente a la cepa de 

rotavirus de simio SA11 en células de adenocarcinoma de colon humano HT-29. 

Por lo tanto, parece ser que las muestras lácteas son capaces de unirse a los virus, 

impidiendo que estos se unan a la superficie de las células y la infecten. Asimismo, es posible 

que presenten la capacidad de separar los virus ya unidos a la superficie celular interaccionando 

con proteínas de la cápside viral de manera similar a como lo hacen para inhibir la unión virus-

célula. Por otra parte, tal vez las fracciones y proteínas lácteas son capaces de interaccionar con 

más de un sitio de unión en la cápside del rotavirus, pudiendo así interferir en las etapas de 

unión y post-unión durante la infección celular. A este respecto, para identificar las proteínas 

virales asociadas con la actividad antirrotavirus de las fracciones y proteínas lácteas bovinas y 

ovinas, se ha evaluado su capacidad de inhibición de la infección de dos cepas de virus 

reagrupados (19-1-1 y 85-2) derivados de la transfección realizada en las cepas RRV (de simio) 

y UK (bovina), tal y como describen Díaz-Salinas et al. (2013). 
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Así, se ha comprobado que es la proteína VP4, y no la VP7, la que interacciona con los 

componentes inhibitorios de la mayoría de muestras lácteas, bovinas y ovinas, evaluadas, por lo 

que parece claro que estas neutralizan al rotavirus a través del bloqueo de su proteína VP4. 

Estas observaciones apoyan la idea de que el principal mecanismo de neutralización de la 

infección por rotavirus mediado por los componentes lácteos ocurre a nivel de unión del virus a 

la superficie celular. Además, los resultados concuerdan con el hecho de que la cepa RRV 

sensible a NA interactúa eficientemente con los glicanos, especialmente ácido siálico, a través 

del dominio VP8* de la proteína VP4, que ha sido identificado como un importante factor de 

unión del virus a las células (Arias et al., 2016; Isa et al., 2006, 2008). En cambio, las IgGs 

bovinas parecen interaccionar principalmente con la proteína VP7 de la cápside viral, en 

consonancia con las observaciones de Hoshino y Zapikian (2000). El bloqueo de la proteína 

VP7 inhibiría la entrada del virus a la célula evitando su interacción con las integrinas celulares, 

según se propone en diversos estudios (Graham et al., 2003, 2005; Guerrero et al., 2000a). El 

patrón de neutralización de otras proteínas lácteas bovinas, como la LF y la LDH, se mostró 

más complejo, probablemente debido a que estas proteínas interaccionan con ambas proteínas, 

VP7 y VP4, de la cápside del virus. 

Los resultados del ensayo de bloqueo celular parecen confirmar que la actividad 

antirrotavirus exhibida por las fracciones y proteínas lácteas está asociada a la interacción de 

estas con los rotavirus, en etapas pre y/o post-unión virus-célula, y no con receptores de las 

células MA104. De hecho, la incubación de las células con las muestras lácteas resultó en, 

aproximadamente, un 100% de infectividad en todos los casos.  
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Tabla 37. Concentración inhibitoria 50 (IC50) de las muestras lácteas evaluadas en el ensayo de 
neutralización de la infección por rotavirus bovino WC3 mediante inmunofluorescencia. 

IC50 (mg proteína/mL) 

Muestras lácteas obtenidas experimentalmente Bovinas Ovinas Humanas 

Fracciones 

Calostro 0,014 0,045 ND 
Leche cruda entera 0,48 1,03 0,074 
Leche desnatada 0,48 1,41 0,063 
Lactosuero 0,37 0,56 0,068 
Caseínas 1,83 8,38 > 2 
Proteosa-peptona 2,13 1,72 

ND 
Mazada procedente de nata sin lavar 0,46 0,37 
Mazada procedente de nata lavada 1,55 0,87 
Butter serum procedente de nata sin lavar 0,55 0,87 
Butter serum procedente de nata lavada 2,37 1,62 
MFGM procedente de nata sin lavar 0,49 0,85 ND 
MFGM procedente de nata lavada 2,35 2,82 > 2 

Proteínas 

IgGs bovinas y ovinas; IgAs humanas 0,0048 0,28 0,021 
LF ND 0,12 0,48 
MUCs 0,52 0,68 0,78 
XOD 0,086 0,36 ND 
LDH 0,059 ND 0,19 
PP3 0,97 2,72 ND 
α-LA 

ND ND 
> 2 

LYZ > 2 

Muestras lácteas comerciales IC50 (mg proteína/mL) 

Fracciones 
bovinas 

WPC: Lacprodan-80 / Lacprodan MFGM-10 0,72 / 0,20 
WPH 3,19 
Leche desnatada  > 10 
Mazada 6,82 
Butter serum 6,93 
Leches infantiles de fórmula: 
fórmula 1 / fórmula 4 / resto de fórmulas 1,89 / 6 / > 6 

Proteínas 

LF bovina nativa / saturada con Fe 0,099 / 0,077 
LFs humanas recombinantes:  
holo de arroz / As-Is de arroz / de A. awamori 0,084 / 0,094 / 0,26 

LYZ humana recombinante de arroz > 2 
CN-κ bovina 0,35 
α-LA, β-LG, CN-α,-β, SA, LPOX bovinas > 2 

ND: no determinado en esta tesis.  
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Tabla 38. Concentración inhibitoria 50 (IC50) de las muestras lácteas evaluadas en el ensayo de 
neutralización de la infección por rotavirus (cepas WC3, UK, B223, Wa, NCDV y RRV) 
mediante inmunodetección con carbazol. 

IC50 (mg proteína/mL) 

Muestras lácteas bovinas 
Cepa de rotavirus 

WC3 UK B223 Wa NCDV RRV 

Fracciones 

Calostro 0,014 0,019 0,024 0,019 0,00081 0,016 

Lactosuero  0,41 0,62 0,53 0,71 0,14 0,11 

Mazada* 3,14 3,23 3,81 1,85 0,091 1,63 

Butter serum* 3,17 2,26 3,05 1,30 0,093 1,56 

MFGM* 3,99 3,39 5,59 2,93 0,045 0,75 

Proteínas 

IgGs 0,026 0,027 0,064 0,093 0,0069 0,050 

MUCs 3,41 4,74 > 10 4,13 0,047 1,35 

XOD 0,17 0,29 > 0,7 0,21 0,22 > 0,7 

LDH 0,0050 0,016 0,021 0,0096 0,031 > 0,04 

PP3 4,71 5,85 > 7 4,39 0,11 3,80 

Muestras lácteas ovinas WC3 UK B223 Wa NCDV RRV 

Fracciones 

Calostro 0,12 0,22 0,072 0,072 0,019 0,059 

Lactosuero  1,35 0,98 6,08 2,66 0,094 0,43 

Mazada* 1,61 1,02 > 8 6,52 0,13 1,74 

Butter serum* 1,66 1,19 > 8 6,30 0,17 1,90 

MFGM* 3,98 7,19 > 8 6,44 0,080 4,25 

Proteínas 
XOD 0,34 0,48 0,69 0,52 0,094 0,56 

PP3 > 7 > 7 > 7 > 7 0,36 > 7 
Muestras lácteas bovinas 

comerciales  WC3 UK B223 Wa NCDV RRV 

Fracciones 

WPC: Lacprodan  
MFGM-10 0,49 0,44 0,48 0,18 0,065 0,074 

WPH 2,84 > 8 6,06 7,51 0,90 > 8 

Mazada > 20 > 20 > 20 > 20 0,28 18,62 

Butter serum > 20 > 20 > 20 > 20 0,12 > 20 

Proteínas LF 0,071 0,077 0,66 0,12 0,91 3,19 

*Fracciones derivadas del procesado de nata lavada. 
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5.2. Efecto de los tratamientos tecnológicos en la actividad 

antirrotavirus de las fracciones y proteínas lácteas 

Los tratamientos tecnológicos aplicados a la leche pueden clasificarse en térmicos y no 

térmicos. Los tratamientos térmicos son el método habitual de higienización de la leche, tanto 

de la leche humana de bancos como de la leche y productos lácteos industriales (Arslanoglu et 

al., 2010; Considine et al., 2007). Sin embargo, en los últimos años se está incrementando el 

interés y estudio de tecnologías no térmicas de conservación, como las altas presiones 

hidrostáticas (HHP), como alternativa a los tratamientos térmicos empleados, debido a su menor 

impacto en el valor nutritivo y organoléptico de la leche (Evrendilek, 2014). 

A este respecto, uno de los objetivos principales de esta Tesis Doctoral ha sido el estudio 

del efecto de los tratamientos térmicos y de las HHP aplicados a diversas fracciones y proteínas 

derivadas de la leche bovina, ovina y humana, sobre su integridad y su capacidad de neutralizar 

la infección de las células MA104 por los rotavirus de la cepa bovina WC3. 

Los tratamientos térmicos son esenciales en la industria láctea como proceso tecnológico 

necesario para alargar la vida útil y garantizar la calidad higiénica y la seguridad microbiológica 

de los productos (Holsinger et al., 1997). La pasteurización baja o LTLT (63 ºC durante 30 min) 

y la pasteurización alta o HTST (72 ºC durante 15 s) son tratamientos térmicos habitualmente 

empleados en la industria láctea y quesera. En el caso de la leche humana, los bancos de leche 

llevan a cabo un tratamiento de pasteurización a 62,5 ºC durante 30 min para garantizar su 

calidad higiénica y microbiológica (Arslanoglu et al., 2010). 

Múltiples estudios han demostrado que los tratamientos térmicos aplicados a la leche, tanto 

a la leche humana como a la leche y productos lácteos bovinos en la industria, pueden provocar 

cambios físico-químicos en sus componentes en función de su intensidad, disminuyendo su 

valor nutritivo y alterando sus características organolépticas, funcionales y biológicas (Deeth y 

Lewis, 2017c; Peila et al., 2017). Aunque la termorresistencia de diversas proteínas lácteas ha 

sido ampliamente estudiada (Lee y Sherbon, 2002; Mainer et al., 1997; Mayayo et al., 2016; 

Sánchez et al., 1992), poco se conoce acerca del efecto del tratamiento térmico sobre su 

capacidad antirrotavirus. Por lo tanto, este estudio es necesario para conocer cuáles son los 

tratamientos térmicos más adecuados con el objetivo de mantener la bioactividad de las diversas 

fracciones y proteínas lácteas lo más intacta posible, y aumentar así su eficacia como 

ingredientes en alimentos funcionales. 

Tras el tratamiento térmico de las diversas muestras lácteas estudiadas, su capacidad para 

neutralizar la infección de las células MA104 por la cepa WC3 de rotavirus bovino se evaluó 

mediante inmunofluorescencia indirecta. La pérdida de actividad que se produjo en las muestras 
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por los tratamientos térmicos más relevantes se incluyen en la Tabla 39, para facilitar la 

discusión e interpretación de los mismos. 

Se ha comprobado que el tratamiento térmico del lactosuero bovino induce la pérdida de su 

actividad antirrotavirus, si bien la magnitud de la pérdida varía de manera significativa en 

función de la intensidad del tratamiento. De hecho, tanto la pasteurización baja como la 

pasteurización alta mantuvieron inalterada dicha actividad, mientras que los tratamientos más 

intensos causaron pérdidas significativas y progresivas de la capacidad neutralizante del 

lactosuero bovino, de hasta el 84% tras 85 ºC durante 10 min. 

Teniendo en cuenta la capacidad exhibida por algunas de las proteínas presentes en el 

lactosuero, como las IgGs, la LF, la XOD y la LDH, para neutralizar la infección de las células 

MA104 por los rotavirus de la cepa bovina WC3, tras su aislamiento se evaluó el efecto de 

diversos tratamientos térmicos sobre dicha actividad. El efecto de los tratamientos térmicos se 

estudió, además, analizando el lactosuero tratado mediante SDS-PAGE y Western-blotting. De 

esta forma, se ha puesto de manifiesto la diferente susceptibilidad de estas proteínas al efecto 

del tratamiento térmico.  

Por una parte, se ha comprobado que las IgGs bovinas mantienen intacta su actividad 

antirrotavirus tras las pasteurizaciones baja y alta, aunque los tratamientos térmicos de mayor 

intensidad provocan descensos estadísticamente significativos, de hasta el 50% tras 85 ºC 

durante 10 min. Esta pérdida de actividad se correspondió bien con los resultados obtenidos tras 

el análisis por SDS-PAGE y Western-blotting, mostrando la disminución de intensidad de las 

bandas electroforéticas y de la inmunorreactividad de las IgGs de manera proporcional a la 

intensidad del tratamiento. Estas observaciones concuerdan con los resultados de diversos 

estudios que comprobaron que la inmunorreactividad de las IgGs bovinas resistía el tratamiento 

de pasteurización a 72 ºC durante 15 s, siendo muy afectada por un tratamiento de 95 ºC durante 

15 s (Chen y Chang, 1998; Mainer et al., 1997). Además, Bojsen et al. (2007) observaron que la 

capacidad antirrotavirus de una fracción láctea bovina enriquecida en Igs era sensible al 

tratamiento térmico, puesto que su exposición a 85 ºC durante 10 min producía un notable 

descenso de la capacidad neutralizante. 

En lo que respecta a la LF bovina nativa, se ha comprobado que esta proteína es 

notablemente más susceptible a los tratamientos térmicos que las IgGs. De hecho, aunque su 

actividad antirrotavirus no se vió significativamente alterada tras la pasteurización alta, la 

pasteurización baja sí causó una pérdida significativa del 44,5%. Con tratamientos térmicos de 

mayor intensidad se registraron pérdidas progresivas, de hasta el 100% tras 85 ºC durante        

10 min, coincidiendo con los resultados derivados de la SDS-PAGE y del Western-blotting, en 

los que la LF fue indetectable tras el tratamiento de máxima intensidad. De manera similar, 
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Sánchez et al. (1992) observaron que la LF bovina mantenía casi intacta su inmunorreactividad 

tras la pasteurización alta, mientras que tratamientos más intensos (81-85 ºC) desnaturalizaban 

en gran medida las moléculas de LF. En esta línea, diversos estudios han confirmado que la LF 

bovina nativa mantiene su capacidad antibacteriana tras la pasteurización baja y alta, aunque se 

ve extensamente afectada con tratamientos de mayor intensidad (72 ºC durante 15 min y 85 ºC 

durante 10 min) (Conesa et al., 2010b; Harouna et al., 2015). 

Aunque se ha comprobado que el grado de saturación de hierro de la molécula de LF 

bovina no afecta de manera significativa a su capacidad antirrotavirus, en consonancia con 

diversos estudios (Siciliano et al., 1999; Superti et al., 2001), se ha observado que la forma 

saturada (> 90% de saturación) es mucho más resistente al tratamiento térmico en comparación 

con la forma nativa (10% de saturación). De hecho, la LF bovina saturada ha mostrado mayor 

actividad antirrotavirus que la LF nativa a todos los tratamientos, manteniendo intacta dicha 

capacidad incluso tras 85 ºC durante 20 s, coincidiendo con los perfiles electroforéticos 

obtenidos. Es conocido que los cambios conformacionales que acontecen en la molécula de LF 

tras la saturación con hierro le confieren mayor resistencia al tratamiento térmico (Sánchez et 

al., 1992) y, como consecuencia, mantienen en mayor medida su capacidad de neutralizar la 

infección mediada por los rotavirus. Estas observaciones podrían ser relevantes para el uso de la 

LF como ingrediente en alimentos funcionales. 

La capacidad antirrotavirus de la XOD bovina también se preservó tras la pasteurización 

alta. En cambio, la pasteurización baja causó una pérdida significativa de dicha actividad, del 

31%, que aumentó al 97% tras un tratamiento de 85 ºC durante 10 min. A pesar de la escasez de 

trabajos acerca de la termorresistencia de la XOD de la leche, varios estudios han apuntado a la 

desnaturalización y pérdida del 30% de la actividad enzimática de esta proteína tras 60 ºC 

durante 60 min (Beyaztaş y Arslan, 2015; Sharma et al., 2016), resultados similares a los 

obtenidos en esta tesis. Además, Houlihan et al. (1992) evidenciaron mediante SDS-PAGE la 

pérdida casi total de XOD tras un tratamiento de 80 ºC durante 20 min. 

De manera similar a la XOD, la LDH bovina mostró una elevada resistencia a la 

pasteurización alta, manteniendo la práctica totalidad de su potencial antirrotavirus tras este 

tratamiento. La pasteurización baja, por el contrario, causó un descenso del 78% en dicha 

actividad, superior incluso a la pérdida registrada tras 85 ºC durante 10 min, que fue del 46%. 

Estos resultados concuerdan con diversos estudios sobre la termorresistencia de esta proteína. 

De hecho, Lee y Sherbon (2002) confirmaron mediante SDS-PAGE la pérdida total de la PAS6 

y la pérdida parcial de la PAS7 bovinas tras el calentamiento de la leche cruda a 80 ºC durante  

3 min. A su vez, Ye et al. (2002) mostraron que las bandas electroforéticas de la PAS6/7 

prácticamente desaparecían tras tratamientos de la leche superiores a 75 ºC durante 10 min, 

coincidiendo con los resultados descritos por Houlihan et al. (1992). Asimismo, Ripollés et al. 
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(2018) comprobaron mediante ELISA que el tratamiento de 72 ºC durante 60 min aplicado al 

lactosuero bovino provocaba una pérdida de la inmunorreactividad de la LDH del 48%, 

mientras que la pasteurización alta no le afectaba de manera significativa.  

Aunque no se ha evaluado el efecto del tratamiento térmico sobre la actividad 

antirrotavirus de las MUCs y la PP3 bovinas, los resultados obtenidos mediante SDS-PAGE y 

Western-blotting relativos al tratamiento térmico del lactosuero bovino parecen indicar que 

estas proteínas son altamente resistentes, incluso a 85 ºC durante 10 min, lo que podría 

relacionarse con el efecto protector que ejercen los glicanos unidos a su molécula, según 

diversos estudios (Madsen et al., 2014; Pedersen et al., 2012b; Ross et al., 2015). 

En esta tesis también se han aplicado diversos tratamientos térmicos a la mazada, con el 

objetivo de evaluar la influencia en su capacidad para neutralizar la infección de las células 

MA104 por los rotavirus bovinos de la cepa WC3. De esta manera, se ha observado que aunque 

la pasteurización baja de la mazada bovina no modifica de manera significativa su capacidad 

antirrotavirus, esta sí se ve alterada tras la pasteurización alta, con una pérdida del 12%. Con 

tratamientos térmicos de intensidad creciente se evidenció una pérdida progresiva, aumentando 

hasta el 52% tras un tratamiento de 85 ºC durante 10 min.  

Además, se ha comprobado que el proceso de lavado de la nata influencia 

significativamente la sensibilidad de la mazada obtenida al tratamiento térmico. De hecho, la 

mazada bovina procedente de nata lavada presentó pérdidas significativamente mayores de 

actividad neutralizante, en comparación con la mazada procedente de nata sin lavar, para todos 

los tratamientos térmicos evaluados. De manera similar a lo observado para el lactosuero, los 

resultados del análisis por SDS-PAGE correspondiente al tratamiento térmico de la mazada 

reveló la pérdida progresiva de IgGs, LF, XOD y LDH, que fue más evidente en el caso de la 

mazada de nata lavada. De nuevo, las MUCs y la PP3 exhibieron cierta termorresistencia. Estas 

observaciones podrían estar asociadas a la pérdida de diversos componentes activos de la 

mazada con el lavado, dando como resultado la pérdida directa de la capacidad antirrotavirus 

y/o la disminución de protección que ejercen los componentes eliminados por el lavado sobre 

los componentes activos frente a la desnaturalización térmica.  

Los ensayos realizados con muestras lácteas derivadas de especies distintas a la bovina han 

puesto de manifiesto interesantes diferencias interespecie. Así, el lactosuero ovino mostró 

mayor resistencia a los tratamientos térmicos de elevada intensidad (85 ºC durante 20 s y         

10 min) en comparación con el homólogo bovino, como puede comprobarse atendiendo a los 

porcentajes de pérdida de actividad (Tabla 39). Ambos lactosueros, bovino y ovino, 

mantuvieron igualmente intacta su capacidad antirrotavirus tras las pasteurizaciones baja y alta. 

En cambio, el lactosuero de leche humana presentó una susceptibilidad a los tratamientos 
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térmicos notablemente superior. De hecho, se evidenció una pérdida de su actividad del 27,6% 

tras la pasteurización baja, que ascendió progresivamente hasta la pérdida prácticamente total 

tras 85 ºC durante 10 min. Por el contrario, dicha actividad no se vió modificada tras la 

pasteurización alta. 

Por otra parte, aunque la mazada ovina ha mostrado un comportamiento similar al de la 

mazada bovina tras los tratamientos térmicos de mayor intensidad (75 ºC durante 10 min y 85 

ºC durante 20 s y 10 min), se han observado diferencias en lo que respecta a la resistencia a los 

tratamientos de pasteurización. Así, la mazada ovina procedente de nata sin lavar ha mostrado 

mayor resistencia que su homóloga bovina a la pasteurización alta, mientras que ambas 

presentan una elevada resistencia a la pasteurización baja, sin pérdida significativa de su 

actividad antirrotavirus. En cambio, aunque ambas mazadas procedentes de nata lavada ven 

alterada de manera significativa su actividad antirrotavirus tras la pasteurización alta, sólo la 

ovina mantiene intacta dicha actividad tras la pasteurización baja. 

La diferente sensibilidad a los tratamientos térmicos evidenciada entre las fracciones 

lácteas, bien dentro de la misma especie o entre especies, podría asociarse a divergencias en su 

composición, sobre todo en lo que respecta a compuestos con actividad antirrotavirus y/o 

compuestos con cierta resistencia al tratamiento térmico, como la grasa o los compuestos 

glicosilados. A este respecto, se ha comprobado una gran variabilidad en la susceptibilidad 

térmica de las Igs y las LFs nativas aisladas de leches de distintas especies. De hecho, las IgGs 

ovinas parecen notablemente más susceptibles a los tratamientos térmicos de elevada intensidad 

(75 ºC y 85 ºC durante 10 min) en comparación con las IgGs bovinas. Además, aunque la 

pasteurización de ambos tipos de IgGs no causa pérdidas significativas de actividad, estas son 

mayores en el caso de las IgGs ovinas. Las IgAs humanas, en cambio, mostraron una elevada 

sensibilidad a la pasteurización baja, así como a los tratamientos térmicos de elevada intensidad 

(75 ºC y 85 ºC durante 10 min), experimentando una pérdida del 98-100% de su actividad. Por 

el contrario, la pasteurización alta mantuvo intacta la capacidad antirrotavirus de las IgAs 

humanas. Estas observaciones concuerdan con los resultados obtenidos por Giribaldi et al. 

(2016), quienes mostraron que la pasteurización alta provocaba una pérdida de 

inmunorreactividad de la IgA del 21%, inferior al 54% alcanzado tras la pasteurización baja. En 

cambio, otros autores registraron pérdidas similares de IgA mediante ELISA, en torno al 57%, 

tras ambos tipos de pasteurización (Mayayo et al., 2016; Peila et al., 2017). 

El tratamiento térmico de las LFs derivadas de leche de distintas especies también puso de 

manifiesto diferencias de sensibilidad. Así, mientras que la pasteurización baja provocó la 

pérdida significativa de la actividad antirrotavirus de las LFs bovina, humana y de cerda, de 

44,5; 60,1 y 87,1%, respectivamente, las LFs ovina y de camella mantuvieron dicha actividad 

sin cambios significativos tras este tratamiento. Esta mayor resistencia térmica de las LFs ovina 
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y de camella también se evidenció tras 75 ºC durante 10 min. El tratamiento de 85 ºC durante  

10 min causó una pérdida de actividad similar para todas las LFs, de entre el 93,3-100%. La 

pasteurización alta, en cambio, no afectó de manera significativa al potencial antirrotavirus de 

ninguna de las LFs, con leves pérdidas comprendidas entre 0-13,8%. Diversos estudios han 

observado que la pasteurización baja de la leche humana provoca una pérdida de la 

inmunorreactividad de la LF entre el 57-80%, mientras que la pasteurización alta la disminuye 

en menor medida, entre el 35-50% (Mayayo et al., 2014; Peila et al., 2016). 

La sensibilidad individual al tratamiento térmico exhibida por las proteínas lácteas está 

asociada a su estructura y al grado de glicosilación (Deeth y Lewis, 2017c; O’Riordan et al., 

2014). Además, como consecuencia del tratamiento térmico las proteínas lácteas pueden 

experimentar cambios estructurales y de composición, como desdoblamiento, desnaturalización 

o agregación. De hecho, el tratamiento térmico de la leche por encima de 65 ºC provoca la 

desnaturalización de las proteínas del lactosuero y la formación de agregados por interacción de 

estas con las micelas de caseínas (especialmente caseína-κ) y/o con las proteínas de la MFGM 

(Chevalier et al., 2009; Morin et al., 2007), mediante interacciones hidrofóbicas, en el caso de la 

β-LG, α-LA, SA y LF, o mediante puentes disulfuro, en el caso de las Igs y β-LG (Donato y 

Guyomarc’h, 2009; Ye et al., 2004).  

Por otra parte, Taylor y Woonton (2009) mostraron que al aumentar la severidad del 

tratamiento térmico de la leche bovina disminuía el grado de glicosilación del 

glicomacropéptido bovino. Además de esto, diversos estudios han sugerido que no sólo las 

proteínas se ven afectadas por el tratamiento térmico de la leche, sino también los 

glicoesfingolípidos, los fosfolípidos y los triglicéridos (Deeth y Lewis, 2017c; Houlihan et al., 

1992). 

Teniendo todo lo anterior en consideración, una posible explicación a la pérdida de 

actividad antirrotavirus de las muestras lácteas tras el tratamiento térmico sería que la 

desnaturalización y/o agregación inducida térmicamente en las proteínas bioactivas lleva 

asociado un cambio conformacional y/o de composición en su estructura, con alteraciones 

incluso en la glicosilación. Tal vez estos cambios en las proteínas suponen la disminución o 

pérdida de los sitios activos con capacidad de interaccionar con las partículas víricas, causando 

por tanto la merma de su actividad neutralizante.  

Los resultados del presente estudio pueden ser útiles para conocer qué tratamientos 

térmicos son más adecuados para conservar el potencial antirrotavirus de diversas fracciones y 

proteínas lácteas. Parece claro que la pasteurización alta es el tratamiento térmico más 

apropiado para la mayoría de muestras lácteas a tal efecto. De hecho, tras dicho tratamiento 

ninguna de las proteínas evaluadas en este estudio vio alterada de manera significativa su 
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capacidad neutralizante, independientemente de la especie de origen. De igual manera, los 

lactosueros bovino, ovino y humano mantuvieron intacta su actividad antirrotavirus tras este 

tratamiento. La mazada ovina tampoco se vio significativamente afectada, mientras que la 

bovina experimentó una ligera pérdida de actividad. En cambio, la mazada procedente de nata 

lavada, tanto bovina como ovina, sí se vio significativamente afectada tras esta pasteurización.  

La pasteurización baja ha resultado un tratamiento muy conveniente para mantener sin 

cambios significativos la actividad antirrotavirus de todas las muestras lácteas ovinas. Por el 

contrario, este tratamiento, habitualmente usado en los bancos de leche para garantizar su 

calidad higiénica, ha provocado pérdidas significativas en la actividad de todas las muestras 

lácteas humanas evaluadas, de manera similar a las producidas en algunas muestras lácteas 

bovinas, como la mazada lavada, la LF, la XOD y la LDH. Además, se ha evidenciado que el 

resto de los tratamientos térmicos de mayor intensidad provocan pérdidas significativas de 

actividad para la mayoría de las muestras testadas. 

Por lo tanto, tal vez sería interesante que se optimizaran, en base a los resultados obtenidos, 

las técnicas de procesado y conservación empleadas tanto en los bancos de leche humana como 

en la industria láctea, con el fin de mantener el potencial antirrotavirus de productos especiales 

lo más alto posible, garantizando a su vez la calidad higiénica y microbiológica. A este respecto, 

en los últimos años está cobrando interés el uso de tratamientos no térmicos, como las altas 

presiones hidrostáticas (HHP), para el procesado de alimentos en la industria. 

La principal ventaja del tratamiento con HHP, comprendido en la práctica entre 100 y    

600 MPa durante 1-30 min, es su capacidad para inactivar la mayoría de enzimas y 

microorganismos alterantes y patógenos, con una mínima alteración de las propiedades 

nutricionales y sensoriales del alimento, dado que esta tecnología no se aplica a temperaturas 

altas normalmente (Chawla et al., 2011; Huppertz, 2010). Sin embargo, se ha comprobado que 

la presión puede inducir ciertos cambios en la estructura de las proteínas lácteas (Huppertz et 

al., 2006; Meng et al., 2017). Aunque existen diversos estudios acerca del efecto de las HHP en 

el contenido y estructura de las proteínas lácteas, la mayoría de ellos se centran en la leche 

bovina y en las proteínas mayoritarias, fundamentalmente las caseínas y las proteínas del 

lactosuero (Mazri et al., 2011, 2012). Aunque existen algunos estudios sobre el efecto que las 

HHP tienen sobre las propiedades biológicas de las proteínas lácteas (Franco et al., 2013, 2018), 

es necesario seguir investigando sobre el efecto en algunas proteínas minoritarias como las de la 

MFGM. 

Por lo tanto, otro de los objetivos principales de esta Tesis Doctoral ha sido el estudio del 

efecto de las HHP aplicadas a diversas fracciones y proteínas derivadas de la leche bovina, 

ovina y humana, sobre su integridad y su capacidad de neutralizar la infección de las células 
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MA104 por los rotavirus bovinos de la cepa WC3. Este estudio puede contribuir a evaluar la 

potencialidad y viabilidad de las HHP como tecnología alternativa a los tratamientos térmicos 

tradicionales. Así, tras el tratamiento HHP de las diversas muestras lácteas estudiadas, su 

capacidad antirrotavirus se evaluó mediante inmunofluorescencia indirecta. Los porcentajes de 

pérdida de actividad provocados para todas las muestras por las HHP se incluyen en la       

Tabla 40, con el objetivo de facilitar la discusión e interpretación de los mismos, así como su 

comparación con los resultados de los tratamientos térmicos. 

Se ha comprobado que los tratamientos del lactosuero bovino por HHP de hasta 500 MPa 

durante 10 min no alteran de manera significativa su capacidad antirrotavirus frente a la cepa 

WC3. Por el contrario, los tratamientos de mayor intensidad sí inducen una pérdida progresiva 

de dicha actividad, de hasta el 82% tras el tratamiento del lactosuero a 600 MPa durante 15 min. 

De manera similar al lactosuero, la mazada bovina procedente de nata no lavada mantuvo 

intacto su potencial antirrotavirus incluso tras 500 MPa durante 10 min. Sin embargo, la mazada 

mostró una mayor resistencia que el lactosuero a los tratamientos de HHP de más intensidad, 

experimentando una pérdida de actividad del 13-21% tras 600 MPa durante 5-15 min. Estos 

resultados podrían estar asociados a diferencias de composición entre fracciones y 

especialmente al efecto protector de la grasa, cuyo contenido es mayor en la mazada (Britten et 

al., 2008). En esta línea, se ha observado una resistencia al tratamiento por HHP 

significativamente mayor en las muestras procedentes de nata no lavada, de manera similar a lo 

observado en el caso de los tratamientos térmicos. De hecho, la mazada bovina procedente de 

nata lavada experimentó una pérdida significativa de su capacidad antirrotavirus del 17% tras 

500 MPa durante 5 min, alcanzando el 99% de descenso con el tratamiento de 600 MPa durante 

15 min. Estas observaciones podrían deberse a la pérdida de componentes de la mazada con 

capacidad antirrotavirus tras el lavado, así como a la disminución de componentes con acción 

protectora frente a la desnaturalización inducida por las HHP. Estas evidencias podrían 

contribuir a optimizar los procedimientos de obtención de estas fracciones lácteas, con el fin de 

mantener su potencial antirrotavirus.  

Teniendo en cuenta la capacidad exhibida por algunas de las proteínas lácteas, como las 

IgGs, la LF, la XOD y la LDH, para neutralizar la infección de las células MA104 por los 

rotavirus bovinos de la cepa WC3, tras su aislamiento se evaluó el efecto de diversos 

tratamientos de HHP sobre dicha actividad. El efecto de las HHP sobre las proteínas se estudió, 

además, mediante SDS-PAGE. De esta forma, se ha puesto de manifiesto la diferente 

susceptibilidad de estas proteínas al efecto del tratamiento por HHP. Así, se ha comprobado que 

las IgGs bovinas son muy resistentes, puesto que mantienen su actividad antirrotavirus intacta 

incluso a 600 MPa durante 10 min, e incluso el tratamiento a 600 MPa durante 15 min provocó 

un descenso de solo el 8%. Otros autores, por el contrario, demostraron mediante ELISA que la 
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inmunorreactividad de las IgGs bovinas disminuía significativamente tras un tratamiento de  

414 MPa durante 6 min (Li et al., 2006). 

De manera similar a las IgGs, la LF bovina ha mostrado una elevada resistencia a los 

tratamientos de HHP, manteniendo su actividad antirrotavirus sin disminuciones significativas 

incluso a los tratamientos de mayor intensidad. Además, se ha comprobado que la LF bovina 

saturada con hierro presenta la misma resistencia a los tratamientos de HHP que la LF bovina 

nativa, lo que parece indicar que los cambios conformacionales que acontecen en la molécula de 

LF tras la saturación con hierro no afectan a su sensibilidad a las HHP y, como consecuencia, se 

mantiene inalterada su capacidad antirrotavirus. De acuerdo con estos resultados, Franco et al. 

(2013) demostraron que las LFs bovinas nativa y apo (sin hierro ligado) mantenían su actividad 

antibacteriana frente a E. coli O157:H7 tras un tratamiento de 400 MPa durante 15 min. Por el 

contrario, Mazri et al. (2011) registraron un descenso del 98% en la inmunorreactividad de la 

LF bovina nativa en PBS, tras un tratamiento de 600 MPa durante 15 min. 

La LDH bovina también mostró una elevada resistencia a los tratamientos de HHP, 

manteniendo su capacidad de neutralización de la infección de las células MA104 por los 

rotavirus bovinos de la cepa WC3 sin cambios significativos, incluso tras 600 MPa durante     

10 min. El tratamiento de 600 MPa durante 15 min provocó, en cambio, un descenso 

significativo de dicha capacidad, del 44%. Por otra parte, y en contraste con los resultados 

obtenidos para las IgGs, LF y LDH bovinas, la XOD bovina presentó una alta susceptibilidad al 

tratamiento por HHP. De hecho, cuando esta proteína se sometió a tratamientos de                

400-600 MPa durante 15 min, se registraron pérdidas de su capacidad antirrotavirus de entre el 

39-88%. Estas observaciones ponen de manifiesto diferencias intraespecie en lo que respecta a 

la susceptibilidad de las proteínas lácteas al tratamiento por HHP, que podrían deberse, en parte, 

a divergencias en su estructura y grado de glicosilación. A este respecto, la glicosilación podría 

ejercer un papel protector frente a las HHP en el caso de las glicoproteínas IgGs, LF y LDH, 

pero no en la XOD bovina, que se ha clasificado como proteína no glicosilada (Mather, 2000).  

A pesar de la resistencia exhibida por las IgGs, la LF y la LDH bovinas al tratamiento 

directo por HHP, los perfiles electroforéticos de las fracciones lácteas tratadas por HHP parecen 

indicar cierta pérdida de estas proteínas al aumentar la intensidad del tratamiento, 

principalmente cuando se aumenta a 600 MPa. Estas observaciones podrían atribuirse a que la 

pérdida de potencial antirrotavirus observado para las fracciones lácteas bovinas se debe más a 

procesos de agregación que al efecto directo sobre las proteínas bioactivas como las IgGs, la LF 

y la LDH, puesto que a tratamientos de hasta 600 MPa durante 10 min no se han visto 

significativamente alteradas.  
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A este respecto, se sabe que las proteínas mayoritarias del lactosuero, β-LG y α-LA, se 

desnaturalizan tras tratamientos a presiones > 100 ó > 400 MPa, respectivamente. La mayor 

parte de la β-LG desnaturalizada forma agregados con las micelas de caseína de la leche, 

aunque parte permanece en el lactosuero o se adsorbe a la MFGM, al igual que la α-LA 

desnaturalizada (Considine et al., 2007; Huppertz et al., 2006). Los agregados se forman 

mediante enlaces intra e intermoleculares entre moléculas unidas por interacciones hidrofóbicas 

y puentes disulfuro, dependiendo del tipo y concentración de las proteínas, pH, fuerza iónica, 

intensidad y temperatura del tratamiento de HHP (Patel y Huppertz, 2014). Los cambios 

derivados de la desnaturalización, interacción y agregación de las proteínas lácteas dan lugar a 

productos estructural y composicionalmente distintos al original no tratado, con propiedades 

funcionales alteradas (Patel et al., 2006). Aunque en algunos casos estos cambios 

conformacionales y de composición en la estructura de las proteínas pueden mejorar las 

propiedades tecnológicas de la leche y los productos lácteos derivados (Trujillo et al., 2002), es 

probable que favorezcan la disminución o pérdida de los sitios activos con capacidad de 

interaccionar con los rotavirus, lo que explicaría la pérdida de actividad neutralizante observada 

tras el tratamiento por HHP de las fracciones lácteas. 

En este estudio, se han evidenciado diferencias interespecie frente a los tratamientos por 

HHP tras evaluar diversas muestras lácteas de especies distintas a la bovina. Así, todas las 

fracciones lácteas ovinas han mostrado una mayor resistencia al tratamiento por HHP que sus 

homólogas bovinas, como puede observarse si se comparan los porcentajes de pérdida de 

actividad antirrotavirus recogidos en la Tabla 40. De hecho, las pérdidas de actividad 

observadas tras el tratamiento de mayor intensidad aplicado al lactosuero y mazada ovinas 

fueron del 42 y 16%, respectivamente. Además, el proceso de lavado de la nata afectó menos a 

la mazada ovina que a la bovina, manteniendo la primera un 43% de actividad tras 600 MPa 

durante 15 min. Esto podría indicar que la mazada ovina resiste mejor que la bovina la pérdida 

de componentes con actividad antirrotavirus tras el proceso de lavado de la nata, o que contiene 

mayor cantidad de componentes resistentes a las HHP.  

Cabe destacar que las IgGs ovinas mostraron una elevada sensibilidad al tratamiento por 

HHP, en contraposición a la notable resistencia exhibida por sus homólogas bovinas. Así, los 

tratamientos de 400, 500 y 600 MPa durante 15 min provocaron pérdidas de actividad de las 

IgGs ovinas del 34, 37 y 56%, respectivamente, poniendo de manifiesto diferencias interespecie 

que podrían responder a divergencias de composición y/o estructura. En cambio, la LF ovina 

mantuvo su potencial antirrotavirus intacto incluso tras el tratamiento de HHP de mayor 

intensidad, de manera similar a lo observado para la LF bovina. En esta misma línea, se ha 

comprobado que las LFs aisladas de leche de otras especies, como la humana, la de cerda y la de 

camella, también son altamente resistentes a los tratamientos de HHP, puesto que no se han 
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observado pérdidas significativas de su capacidad antirrotavirus a ninguno de los tratamientos 

de HHP aplicados. 

En lo que respecta a las muestras lácteas humanas incluidas en este estudio, también se han 

observado diferencias interespecie. Así, el lactosuero humano mostró una mayor resistencia al 

tratamiento por HHP que sus homólogos bovino y ovino, con ligeros porcentajes de pérdida de 

actividad antirrotavirus, de entre 5,6-9% tras el tratamiento a 600 MPa durante 5-15 min. En 

cambio, el tratamiento HHP directo aplicado a las IgAs humanas provocó una pérdida 

significativa de su capacidad antirrotavirus frente a la cepa WC3, de entre el 21-40% tras     

400-600 MPa durante 15 min, pérdida superior a la observada para las IgGs bovinas, pero 

inferior a la registrada para las IgGs ovinas. 

A pesar de que existen multitud de estudios sobre el efecto de diversos tratamientos 

tecnológicos de la leche en el contenido e inmunorreactividad de sus principales proteínas, 

especialmente Igs y LF (Franco et al., 2018; Peila et al., 2017), son muy escasos los estudios 

centrados en la influencia de dichos tratamientos en las propiedades biológicas. Además, en lo 

que respecta a la actividad antirrotavirus, los estudios son prácticamente inexistentes, lo que 

pone de manifiesto el interés y relevancia de los resultados que hemos obtenido, que pueden ser 

útiles para decidir qué tratamientos tecnológicos son más adecuados para conservar el potencial 

antirrotavirus de diversas fracciones y proteínas lácteas de distintas especies.  

Así, si comparamos los resutados de pérdida de capacidad antirrotavirus derivados de los 

tratamientos térmicos y de HHP de las muestras lácteas (Tablas 39 y 40), parece claro que la 

pasteurización alta es un tratamiento muy apropiado para conservar la actividad neutralizante de 

la mayoría de muestras, de igual manera que el tratamiento de HHP a 500 MPa durante             

≤ 15 min. A este respecto, tanto la pasteurización alta como las HHP a 500 MPa durante            

≤ 15 min podrían ser alternativas interesantes a la pasteurización baja de la leche humana, 

tratamiento habitual en los bancos de leche, en términos de conservación del potencial 

antirrotavirus. Asimismo, sería interesante aplicar estos tratamientos a los productos 

suplementados con proteínas bioactivas, como la LF de distintas especies, puesto que mantienen 

su potencial antirrotavirus en mayor medida que tras la pasteurización baja.  

Los resultados de esta tesis sin duda pueden contribuir a optimizar los procedimientos de 

obtención y tratamiento de diversas fracciones y productos lácteos en la industria y en los 

bancos de leche. Sin embargo, son necesarios futuros estudios para elucidar si las condiciones 

de tratamiento aquí descritas, tanto térmicas como de HHP, son adecuadas en base a criterios 

nutricionales, microbiológicos y/o funcionales, de lo que dependerá su viabilidad práctica.  
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Tabla 39. Efecto del tratamiento térmico de las muestras lácteas en su actividad neutralizante de 
la infección de las células MA104 por los rotavirus bovinos WC3. Para cada muestra, la pérdida 
de actividad neutralizante (%) tras el tratamiento térmico se ha calculado en relación a la 
actividad exhibida por la muestra sin tratar.  

Pérdida de actividad neutralizante (%) tras tratamiento térmico* 

Muestras bovinas 
Tratamiento térmico 

63 ºC/30 min 
(LTLT) 

75 ºC/20 s 
(HTST) 75 ºC/10 min 85 ºC/20 s 85 ºC/10 min 

Lactosuero  0  0  8,1 70,3 83,9 

Mazada (nata sin lavar) 3,8 12 28,7 48,0 52,3 

Mazada (nata lavada) 31,4 25,9 45,8 62,4 77,2 

IgGs 0  0  16,8 12,1 49,9 

LF nativa 44,5 6,1 75,5 37,3 100 

LF saturada 1,7 4,0 0  6,6 86,5 

XOD 31,4 1,2 82,0 27,8 97,3 

LDH 78,3 0,7 46,2 12,3 45,8 

Muestras ovinas 63 ºC/30 min 75 ºC/20 s 75 ºC/10 min 85 ºC/20 s 85 ºC/10 min 

Lactosuero 0  0  14,8 48,3 67,5 

Mazada (nata sin lavar) 0  4,4 36,3 30,7 60,3 

Mazada (nata lavada) 0  36,9 50,1 54,2 77,5 

IgGs 11,9 3,8 84,5 3,0 96,4 

LF nativa 3,8 10,1 18,3 16,6 97,0 

Muestras humanas 63 ºC/30 min 75 ºC/20 s 75 ºC/10 min 85 ºC/20 s 85 ºC/10 min 

Lactosuero  27,6 0  73,9 63,7 97,7 

IgAs 98,2 0  100 8,8 100 

LF nativa 60,1 0  81,7 26,0 95,5 

Otras muestras 63 ºC/30 min 75 ºC/20 s 75 ºC/10 min 85 ºC/20 s 85 ºC/10 min 

LF nativa de cerda 87,1 13,8 94,5 9,2 93,3 

LF nativa de camella 8,0 7,8 27,6 10,5 100 

*Se han sombreado los % de pérdida de actividad neutralizante estadísticamente no 
significativos en relación a la muestra sin tratar. 
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Tabla 40. Efecto del tratamiento de HHP de las muestras lácteas en su actividad neutralizante 
de la infección de las células MA104 por los rotavirus bovinos WC3. Para cada muestra, la 
pérdida de actividad neutralizante (%) tras el tratamiento de HHP se ha calculado en relación a 
la actividad exhibida por la muestra sin tratar. 

Pérdida de actividad neutralizante (%) tras tratamiento de altas presiones* 

Muestras 
bovinas 

Tratamientos HHP (MPa/min) 

400 MPa 500 MPa 600 MPa 

5 min 10  15 5 10 15 5 10 15 
Lactosuero  0 0 0 2,8 3,2 10,4 41,4 64,2 81,7 
Mazada (sin lavar) 0 0 0 0 0 4,6 12,7 17,3 21,3 
Mazada (lavada) 3,3 2,7 6,3 17,2 33,7 31,5 68,1 96,7 98,6 
IgGs 0 0 0 0 0 0 0 4,4 8,1 
LF nativa 0,5 0,9 0 5,9 3,9 6,7 5,0 3,2 5,4 
LF saturada 0,2 0,7 0 0 3,0 0 0,6 1,5 3,8 
XOD NT NT 39,4 NT NT 55,7 NT NT 88,0 
LDH NT NT 8,7 NT NT 0,6 NT NT 43,6 

Muestras ovinas 
400 MPa 500 MPa 600 MPa 

5 min 10  15  5 10 15 5 10 15 
Lactosuero 0 0 0 0 0 6,7 21,5 29,2 41,9 
Mazada (sin lavar) 0,4 0 0,5 0 1,0 0,2 3,3 9,0 15,7 
Mazada (lavada) 0 0 0 5,6 3,9 4,5 26,2 52,6 56,9 
IgGs NT NT 34,0 NT NT 36,7 NT NT 56,5 
LF nativa NT NT 0 NT NT 0 NT NT 0 

Muestras 
humanas 

400 MPa 500 MPa 600 MPa 
5 min 10  15  5 10 15 5 10 15 

Lactosuero  0 0 0 0 1,6 2,3 5,6 6,1 9,0 
IgAs NT NT 20,8 NT NT 29,7 NT NT 40,2 
LF nativa NT NT 2,8 NT NT 3,6 NT NT 5,5 

Otras muestras 
400 MPa 500 MPa 600 MPa 

5 min 10  15  5 10 15 5 10 15 
LF de cerda NT NT 5,7 NT NT 7,0 NT NT 9,2 
LF de camella NT NT 7,0 NT NT 9,0 NT NT 2,3 

 

*Se han sombreado los % de pérdida de actividad neutralizante estadísticamente no 

significativos en relación a la muestra sin tratar. 

NT: no se ha tratado la muestra en las condiciones de HHP establecidas. 
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5.3. Efecto de la degradación enzimática en la actividad antirrotavirus 

de las fracciones y proteínas lácteas 

Para poder considerar el uso oral de cualquier ingrediente funcional, bien sea para 

alimentación humana o para uso veterinario, es necesario tener en cuenta su comportamiento en 

condiciones similares a las gastrointestinales in vivo. A pesar de los numerosos estudios sobre la 

digestión enzimática de las fracciones y proteínas lácteas (Dupont y Tome, 2014; Inglingstad et 

al., 2010), algunos de ellos centrados en el efecto sobre su actividad biológica (Ripollés et al., 

2015, 2016; van Hooijdonk et al., 2000), son escasas las referencias en lo que respecta al efecto 

en su potencial antirrotavirus. Por ello, otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral ha sido el 

estudio del efecto de algunos tratamientos enzimáticos sobre la integridad y la actividad 

antirrotavirus de diversas fracciones y proteínas lácteas. 

A este respecto, los lactosueros bovino, ovino y humano, la mazada, el butter serum y la 

fracción enriquecida en MFGM procedentes de leche cruda bovina y ovina, así como el WPC 

bovino comercial, se sometieron a una degradación enzimática, tanto simple como completa, 

simulando una digestión gastrointestinal in vitro, en base a diversos estudios (Gallier et al., 

2012; Jiménez-Saiz et al., 2011; Le et al., 2012), tal y como se ha detallado en el apartado 

3.2.14. La actividad antirrotavirus de los hidrolizados se evaluó frente a la cepa bovina WC3 

mediante el ensayo de neutralización con detección por inmunofluorescencia. La eficacia de la 

degradación enzimática de las muestras lácteas se comprobó mediante SDS-PAGE. 

Si bien la hidrólisis enzimática del lactosuero bovino, ovino y humano, tanto simple como 

completa, no causó una pérdida significativa de su actividad antirrotavirus, la degradación 

completa del WPC bovino sí afectó de manera significativa a dicha capacidad. Así, se registró 

una pérdida de actividad del 30% respecto al WPC sin degradar, que probablemente se deba al 

efecto del tratamiento térmico al que es sometido este producto en su procesado industrial. Este 

tratamiento podría provocar la pérdida de la estructura secundaria y terciaria de las proteínas del 

lactosuero, haciéndolas más sensibles a la acción de las enzimas digestivas (Dupont y Tome, 

2014), tal y como se ha demostrado para la β-LG (Barbé et al., 2013) y la α-LA (Inglingstad et 

al., 2010). 

La elevada capacidad antirrotavirus que mantienen los lactosueros degradados 

enzimáticamente podría explicarse, al menos en parte, por la estabilidad de la Igs. Así, diversos 

estudios han demostrado que aunque haya una degradación parcial de las Igs tras su paso por el 

aparato digestivo, gracias a su estructura y a la presencia de puentes disulfuro intra e 

intermoleculares y de grupos glicosilados, los fragmentos Fab mantienen su capacidad de unión 

y de neutralización de antígenos (Jasion y Burnett, 2015). En esta misma línea, diversos 
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estudios han descrito la eficacia de terapias orales frente a gastroenteritis causadas por rotavirus 

en niños, en los que se han utilizado calostro y leche humanos y calostro bovino hiperinmune 

(Gianino et al., 2002; Sarker et al., 1998) y WPC bovino en ratas y ratones (Pérez-Cano et al., 

2008; Wolber et al., 2005).  

En cambio, en esta tesis se ha comprobado que la degradación enzimática de la LF bovina 

causa la pérdida significativa de su capacidad para neutralizar la infección de células MA104 

por rotavirus de la cepa bovina WC3. De hecho, la hidrólisis con pepsina de la LF bovina 

generó hidrolizados sin actividad antirrotavirus, ni siquiera a 5 mg/mL de concentración. 

También se obtuvieron hidrolizados de LF con coagulante microbiano y con quimosina 

recombinante, enzimas con interés en la industria alimentaria, que tampoco tenían actividad 

antirrotavirus. Por otra parte, Superti et al. (2001) demostraron que los fragmentos peptídicos 

obtenidos tras la digestión in vitro con tripsina de la LF bovina eran capaces de inhibir la 

infección de células MA104 por rotavirus de la cepa de simio SA11, si bien en menor medida 

que la proteína intacta. En esta línea, diversos estudios in vivo han atribuido a la LF parte del 

éxito de terapias orales frente a los síntomas de la infección con rotavirus (Bethell y Huang, 

2004; Egashira et al., 2007; Zavaleta et al., 2006). Estas discrepancias podrían deberse a 

diferencias de susceptibilidad entre las cepas de rotavirus, así como a diferencias de estructura y 

secuencia en los péptidos generados con distintos preparados enzimáticos. En esta línea, 

Ripollés et al. (2015) observaron que los hidrolizados de LF bovina obtenidos con diferentes 

preparados enzimáticos presentaban péptidos con distintos pesos moleculares que exhibían 

diferente actividad antibacteriana. A este respecto, si bien los péptidos derivados de la LF 

bovina se han obtenido normalmente con pepsina porcina, tratando de imitar las condiciones 

fisiológicas que ocurren en el organismo (Plate et al., 2006; Ruiz-Giménez et al., 2012), el 

estudio del efecto de otras proteasas, como las que se utilizan normalmente en la coagulación de 

la leche, tiene un gran interés con el objetivo de obtener hidrolizados que pudieran mejorar las 

propiedades de la proteína nativa.  

La hidrólisis enzimática de las fracciones lácteas derivadas del procesado de la nata, la 

mazada, el butter serum y la fracción enriquecida en MFGM bovina, ovina y humana, provocó 

una disminución de su actividad antirrotavirus de manera notablemente superior que en los 

lactosueros. De hecho, la degradación completa de estas fracciones causó una pérdida 

significativa de su actividad, de entre el 56 y el 100%. Aunque estas diferencias no tienen fácil 

explicación, pueden estar asociadas a divergencias en la proporción de compuestos bioactivos 

entre las fracciones. Tal vez, en el caso del lactosuero, la mayoría de los componentes con 

actividad antirrotavirus no se vean afectados por la acción de las enzimas, o bien las regiones 

activas de las proteínas permanezcan inalteradas y expuestas tras la hidrólisis. En contraposición 

a estas observaciones, algunas glicoproteínas de la MFGM, como las MUCs, la CD36, la LDH y 
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la PP3, exhibieron cierta resistencia frente a la degradación gástrica, atribuida al alto grado de 

glicosilación en su estructura, así como a la presencia de lípidos, que ofrecen una protección 

estérica frente a la acción de las enzimas digestivas, dificultando su acción y dando como 

resultado péptidos menos degradados (Gallier et al., 2012; Greenwalt et al., 1992; Le et al., 

2012; Peterson et al., 1998).  

Se ha evaluado el efecto de la degradación enzimática con tripsina de la fracción PPT y de 

la proteína PP3 bovinas y ovinas en su potencial antirrotavirus. La hidrólisis enzimática de las 

muestras se llevó a cabo según el procedimiento descrito por Pedersen et al. (2012) y la 

capacidad de neutralización de la infección de células MA104 por el rotavirus bovino WC3 se 

determinó mediante inmunofluorescencia. En el caso de las muestras bovinas, se observó una 

mayor actividad antirrotavirus para los hidrolizados de la PPT y PP3, en comparación con las 

muestras sin degradar. Este hecho podría estar indicando que la hidrólisis con tripsina de la PPT 

y PP3 bovinas favorece la liberación de fragmentos peptídicos que contienen más sitios activos 

que las muestras intactas, gracias tal vez a cambios estéricos que permiten a estos sitios 

interaccionar con los rotavirus, impidiendo de esta forma la infección celular. De hecho, se ha 

comprobado que el fragmento de 17 kDa derivado de la proteólisis endógena de la PP3 bovina 

presenta mayor actividad antirrotavirus frente a la cepa bovina WC3 que la PPT y la PP3 

intactas. Estas observaciones coinciden con los resultados de Inagaki et al. (2010a), quienes 

atribuyeron a un péptido C-terminal de 17 kDa una elevada actividad antirrotavirus frente a la 

cepa humana MO, así como con diversos estudios que han demostrado que la proteólisis de la 

PP3 bovina genera péptidos con una actividad antibacteriana superior a la de la proteína sin 

degradar (Campagna et al., 2004; Pedersen et al., 2012a). 

En este trabajo también se ha evaluado la capacidad neutralizante de los hidrolizados de la 

PP3 frente a la infección de células MA104 por distintas cepas de rotavirus, mediante el método 

de neutralización con inmunodetección con carbazol. Así, se ha comprobado que la 

susceptibilidad a la neutralización varía notablemente entre cepas. De hecho, la cepa bovina 

NCDV, sensible a la NA, fue eficazmente neutralizada por el hidrolizado de la PP3 bovina, 

obteniéndose un IC50 de 0,38 mg de muestra/mL. En cambio, el resto de cepas evaluadas, WC3, 

Wa, UK, B223 y RRV, fueron inhibidas de manera menos efectiva por este hidrolizado, con 

valores de IC50 de entre 6,92 y > 15 mg de muestra/mL. De nuevo, a pesar de las diferencias 

entre cepas, se comprobó que el hidrolizado de la PP3 bovina inhibía de manera más eficaz la 

mayoría de cepas, en comparación con la proteína sin degradar. Por otra parte, la PPT y PP3 

ovinas mostraron, en general, una actividad antirrotavirus notablemente inferior a la de las 

homólogas bovinas. Aunque todavía se desconoce la causa de esta actividad antirrotavirus, 

parece ser que la glicosilación de la PP3 juega un papel fundamental (Inagaki et al., 2010a). En 

esta línea, las diferencias de actividad observadas, tanto interespecie como intraespecie, podrían 
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atribuirse a divergencias en la estructura y glicosilación de los diferentes fragmentos peptídicos 

generados tras la degradación enzimática de la PPT y PP3 (Coddeville et al., 1998; Girardet et 

al., 1995). 

Se ha estudiado el efecto de la degradación enzimática en la actividad antirrotavirus de tres 

derivados lácteos comerciales: leche desnatada, mazada y butter serum. Estos productos se 

sometieron a hidrólisis con tres preparados enzimáticos comerciales: Alcalasa, Corolasa PP y 

Prolyve, usados en diferentes estudios para generar péptidos bioactivos (Mota et al., 2004; 

Ripollés et al., 2016). La capacidad de los hidrolizados obtenidos para neutralizar la infección 

de células MA104 por la cepa WC3 de rotavirus bovino se determinó mediante el ensayo de 

inmunofluorescencia indirecta. De esta manera, se han puesto de manifiesto interesantes 

diferencias de actividad entre los hidrolizados obtenidos con los diferentes preparados 

enzimáticos. De hecho, todos los hidrolizados de los productos lácteos comerciales obtenidos 

con los tres preparados enzimáticos mostraron una actividad significativamente inferior a la de 

los productos sin degradar, cuando se testaron a 25 y 75 mg/mL, con una pérdida de actividad 

de entre el 58-96% y el 33-88%, respectivamente. A 150 mg/mL, por el contrario, los 

hidrolizados de leche desnatada con Prolyve y Corolasa PP incrementaron su actividad en un 

47-51%, en comparación con la leche desnatada sin degradar. El hidrolizado de la mazada con 

esos mismos preparados enzimáticos mostró una mayor capacidad neutralizante, entre el        

17-21% superior a la de la mazada intacta. Estas observaciones parecen indicar que los 

diferentes preparados enzimáticos empleados generan hidrolizados con distinto patrón peptídico 

y, por lo tanto, distinto potencial antirrotavirus. A este respecto, Ripollés et al. (2016) 

caracterizaron mediante RP-HPLC los hidrolizados de estos derivados lácteos comerciales, 

comprobando que los preparados con Corolasa PP presentaban un perfil de péptidos, y un 

potencial antioxidante asociado, muy diferentes a los obtenidos por Alcalasa y Prolyve. 

Los resultados de este estudio parecen indicar que, independientemente del grado de 

hidrólisis de las fracciones y proteínas lácteas, el hecho que determina el mantenimiento, la 

pérdida o el incremento de la actividad antirrotavirus de los hidrolizados resultantes es la 

conservación, la pérdida o la mayor exposición de sus sitios activos frente a los rotavirus como 

consecuencia de la degradación enzimática. Además, dado que los diferentes preparados 

enzimáticos generan patrones peptídicos distintos, con diferente capacidad antirrotavirus, tal vez 

sería interesante profundizar en el estudio de preparados de enzimas que mantengan o aumenten 

dicho potencial. Por otra parte, el uso de técnicas de encapsulación para el transporte de 

compuestos bioactivos a través del tracto gastrointestinal podría ser de gran interés para 

asegurar la eficacia de la administración oral de las muestras lácteas como terapia antirrotavirus 

en seres humanos y animales. 
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6. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en la presente tesis nos han permitido obtener las siguientes 

conclusiones:  

Primera: Las leches bovina, ovina y humana, son una fuente importante de compuestos con 

actividad inhibitoria frente a diferentes cepas de rotavirus. Esta capacidad está asociada 

principalmente a los componentes del lactosuero y, más concretamente, a diversas proteínas 

(Igs, LF, XOD y LDH), mientras que el contenido graso de la leche parece no ser determinante 

en dicha actividad. Estos resultados aportan un valor añadido al lactosuero derivado de la 

industria quesera, como un producto con elevado potencial antirrotavirus.  

Segunda: La mazada y el butter serum, subproductos de la industria láctea derivados del 

proceso de obtención de mantequilla y de grasa láctea anhidra, respectivamente, presentan 

actividad antirrotavirus frente a distintas cepas. Esta capacidad se debe, al menos en parte, a la 

presencia de proteínas activas derivadas del lactosuero (Igs y LF) y de la MFGM (MUCs, LDH 

y XOD). Estos resultados podrían contribuir a revalorizar dichos subproductos por su potencial 

como ingredientes en alimentos funcionales. 

Tercera: El proceso de lavado de la nata durante la obtención de la mazada, el butter serum y la 

MFGM produce la pérdida de proteínas, como las caseínas, algunas proteínas del lactosuero (β-

LG, α-LA y LF) y algunas proteínas de la MFGM (XOD y BTN), disminuyendo de manera 

significativa su capacidad antirrotavirus. Por ello, sería aconsejable optimizar los 

procedimientos de obtención de este tipo de fracciones para minimizar la pérdida de 

componentes bioactivos.  

Cuarta: La variabilidad observada en la actividad antirrotavirus de las muestras lácteas podría 

atribuirse a diferencias intra e interespecie en su composición, especialmente en lo que respecta 

a la concentración, proporción, tipo y estructura de los componentes bioactivos. Las diferencias 

en el grado de glicosilación y la heterogeneidad de los glicanos de las proteínas podrían ser de 

especial relevancia, debido a la diferente afinidad de las distintas cepas de rotavirus por los 

glicanos, especialmente por el ácido siálico. 
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Quinta: La sensibilidad de las distintas cepas de rotavirus a la neutralización por parte de 

diversas muestras lácteas puede explicarse, entre otros factores, por su pertenecia a diferentes 

serotipos y a grupos con diferente sensibilidad al tratamiento con neuraminidasa (NA). De 

hecho, las cepas bovinas WC3 y UK, pertenecientes al mismo serotipo G6P[5], han mostrado un 

comportamiento similar. Por otra parte, las cepas sensibles a NA (RRV y NCDV) mostraron, de 

manera general, una mayor susceptibilidad a la neutralización por las muestras lácteas en 

comparación con las cepas resistentes a NA (WC3, UK, B223 y Wa).  

Sexta: La actividad antirrotavirus frente a la cepa WC3 exhibida por todas las fracciones y 

proteínas lácteas se debe, en mayor o menor medida, a su capacidad para interaccionar con los 

rotavirus en etapas pre y post-unión a las células, no con los receptores celulares. En la mayoría 

de las muestras lácteas, el principal mecanismo de neutralización ocurriría a nivel de la unión 

del virus a la superficie celular, mediante el bloqueo de la proteína VP4 de la cápside del virus. 

Las IgGs bovinas parecen interaccionar principalmente con la proteína VP7, mientras que la LF 

y la LDH interaccionan probablemente con ambas proteínas, VP7 y VP4. 

Séptima: Los tratamientos tecnológicos de las muestras lácteas pueden inducir la pérdida de su 

actividad antirrotavirus, en mayor o menor medida. La desnaturalización y agregación inducidas 

en las proteínas bioactivas por los tratamientos térmicos o de altas presiones, lleva asociado un 

cambio conformacional y de composición, que tal vez supone la disminución o pérdida de los 

sitios activos con capacidad de interaccionar con las partículas víricas, causando por tanto la 

merma de su actividad neutralizante.  

Octava: La pasteurización baja a 63 ºC durante 30 min, habitualmente aplicada en los bancos de 

leche para garantizar su calidad higiénica, provoca pérdidas significativas en la actividad de 

todas las muestras lácteas humanas, de manera similar a las producidas en algunas muestras 

lácteas bovinas, como la mazada lavada, la LF, la XOD y la LDH. Sin embargo, es un 

tratamiento que ha mantenido sin cambios significativos la actividad antirrotavirus de todas las 

muestras lácteas ovinas evaluadas. 

Novena: Tanto la pasteurización alta a 72 ºC durante 15 s como el tratamiento de HHP a 500 

MPa durante ≤ 15 min son muy apropiados para mantener el potencial antirrotavirus de la 

mayoría de fracciones y proteínas lácteas, independientemente de la especie de origen. Ambos 

podrían ser tratamientos alternativos a la pasteurización baja de la leche bovina y humana, y 

sería interesante su aplicación a productos especiales suplementados con proteínas bioactivas, 

como la LF.  

  



Conclusiones/Conclusions 

- 319 - 

Décima: El proceso de lavado de la nata durante la obtención de la mazada aumenta su 

sensibilidad al tratamiento térmico y a las altas presiones, incrementando significativamente la 

pérdida de su potencial antirrotavirus. Esta pérdida podría deberse a la eliminación de 

componentes con capacidad antirrotavirus tras el lavado, así como a la disminución de 

componentes con acción protectora frente a la desnaturalización inducida por la temperatura y 

las altas presiones.  

Undécima: La degradación enzimática de las fracciones y proteínas lácteas afecta a su 

capacidad antirrotavirus, generando patrones peptídicos con diferente actividad. 

Independientemente del grado de hidrólisis que experimentan las muestras lácteas, el hecho que 

determina la actividad antirrotavirus de los hidrolizados resultantes parece ser la conservación, 

la pérdida o la mayor exposición de sus sitios activos frente a los rotavirus como consecuencia 

de la degradación enzimática.  
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6. CONCLUSIONS 

The results obtained in this thesis have enabled us to reach the following conclusions: 

First: Bovine, ovine and human milks are an important source of compounds with inhibitory 

activity against different rotavirus strains. This capacity is mainly associated to the whey 

components and, more specifically, to some proteins (Igs, LF, XOD and LDH), while the milk 

fat content does not seem to be a determinant factor on this activity. These results provide an 

added value to the whey derived from the cheese industry, as a product with a high antirotaviral 

potential. 

Second: Buttermilk and butter serum, dairy by-products from the manufacture process of butter 

and anhydrous milk fat, respectively, present antirotaviral capacity against different strains. This 

activity is due, at least in part, to the presence of active proteins from whey (Igs and LF) and 

from the MFGM (MUCs, LDH and XOD). These findings could contribute to revalue these by-

products due to their potential as ingredients in functional foods. 

Third: The cream washing process during the obtaining of buttermilk, butter serum and MFGM 

causes the loss of proteins, such as caseins, some whey proteins (β-LG, α-LA and LF) and some 

MFGM proteins (XOD and BTN), thus significantly reducing their antirotaviral capacity. 

Therefore, it would be advisable to optimize the obtaining procedures for these fractions in 

order to minimize the loss of bioactive components. 

Fourth: The variability observed in the antirotaviral activity of milk samples could be attributed 

to inter and intraspecies differences in composition, especially with regard to the content, 

proportion, type and structure of the bioactive components. Differences in the glycosylation 

degree and heterogeneity of protein glycans could be of particular relevance, due to the different 

affinity among rotavirus strains towards glycans, especially sialic acid. 
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Fifth: The sensitivity shown by different rotaviral strains to neutralization mediated by milk 

samples can be explained, among other factors, by belonging to diverse serotypes and groups 

with different sensitivity to neuraminidase (NA) treatment. In fact, bovine strains WC3 and UK, 

belonging to the serotype G6P[5], have shown a similar behaviour. Moreover, NA sensitive 

strains (RRV and NCDV) showed, in general, a greater susceptibility to neutralization by milk 

samples in comparison with NA resistant strains (WC3, UK, B223 and Wa). 

Sixth: The antirotaviral activity against WC3 strain exerted by all milk fractions and proteins is 

due, to a greater or lesser extent, to their capacity to interact with rotavirus in the steps of pre 

and post-binding to the cells, not with the cell receptors. In most milk samples, the main 

mechanism of neutralization may happen at the virus attachment to cell surface step, by 

blocking the VP4 protein of the virus capside. Bovine IgGs appear to interact mainly with the 

VP7 protein, while LF and LDH probably interact with both VP7 and VP4 proteins. 

Seventh: Technological treatments of milk samples may lead to the loss of their antirotaviral 

activity, to a greater or lesser extent. Denaturation and aggregation induced in the bioactive 

proteins, either by thermal or high pressure treatments, involve a conformational and 

compositional change, which may imply the decrease or loss of active sites able to interact with 

virus particles, thus depleting their neutralizing activity.  

Eighth: Pasteurization at 63 ºC for 30 min, usually applied in human milk banks to guarantee 

its hygienic quality, leads to significant activity losses of all human milk samples, similarly to 

that observed for some bovine milk samples, such as washed buttermilk, LF, XOD and LDH. 

However, this is a suitable treatment that maintains without significant changes the antirotaviral 

activity of all tested ovine milk samples. 

Ninth: Pasteurization at 72 ºC for 15 s and HHP treatment at a 500 MPa for ≤ 15 min are highly 

suited for the maintenance of the antirotaviral potential of most milk fractions and proteins, 

regardless of the species of origin. Both treatments can be alternative treatments to LTLT 

pasteurization of bovine and human milks, and also their application to special products 

supplemented with bioactive proteins, such as LF, could be of interest.  

Tenth: The cream washing process during the obtaining of buttermilk rises its sensitivity to the 

thermal and HHP treatments, significantly increasing the loss of its antirotaviral potential. These 

findings could be due to the elimination of compounds with antirotaviral capacity upon washes, 

along with the decrease of components with a protective role against denaturation caused by 

temperature and high pressure.  
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Eleventh: The enzymatic degradation of milk fractions and proteins affects their antirotaviral 

capacity, generating peptidic patterns with different activity. Regardless the degree of 

hydrolysis, the fact that determines the antirotaviral activity of the hydrolysates seems to be the 

preservation, the loss or the increased exposure of their active sites against rotavirus as a result 

of the enzymatic degradation. 
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8. APÉNDICES 

8.1. Apéndice 1. Características de las revistas 

En la Tabla 41 se muestran las principales características de las revistas en las que han sido 

publicados los artículos que conforman la presente tesis por compendio. Se especifican los 

nombres de las revistas, sus índices de impacto (según el Journal of Citation Reports), las áreas 

temáticas a las que pertenecen y el año y fase de publicación en la que se encuentran. 

Tabla 41. Características principales de las revistas de publicación de los artículos que 
conforman esta tesis por compendio. 

Artículo Revista Índice 
impacto Área temática Año Estado 

1 International Dairy Journal 2,067 Food Science & 
Technology 2016 Publicado  

2 Journal of Agricultural and 
Food Chemistry 3,154 

Agriculture, 
Chemistry, Food 

Science & 
Technology 

2017 Publicado  

3 Biometals 2,183 Biochemistry & 
Molecular Biology 2018 Publicado 

4 Journal of Functional Foods 3,144 Food Science & 
Technology 2018 Publicado  

5 Innovative Food Science 
and Emerging Technologies 2,573 Food Science & 

Technology 2018 Publicado  

6 Innovative Food Science 
and Emerging Technologies 2,573 Food Science & 

Technology 2018 Publicado 
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