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Introduccion. En México ha aumentado el consumo de
férmulas infantiles (FI), las cuales se fabrican en su mayoria
con leche de bovino, debido a su composicion similar a la leche
humana. Sin embargo, existen diferencias importantes en la
fraccion proteica, La B-lactoglobulina (B-Lg) no se encuentra en
la leche humana, ademés de ser reconocida como uno de los
alérgenos mas potentes en este alimento; existen 11 variantes
genéticas, siendo las méas comunes la A y la B (1). La
respuesta inmune infantil hacia la B-Lg A puede provocar
alteraciones gastrointestinales, aumento en la proliferacion
celular y diabetes infantil tipo 2 (2). El objetivo de esta
investigacion es la purificaciéon e inmunodeteccion de la B-Lg,
asi como de sus variantes Ay B en leche de vaca Jersey.

Metodologia. Se establecié la estrategia de purificacién en
muestras de leche cruda mediante un método adaptado para
obtener las proteinas del suero (3). La concentracién de
proteina se obtuvo por el ensayo fluorométrico Qubit (Life
Technologies) y la separacion electroforética por SDS-PAGE,
Urea-PAGE y SDS-PAGE con gradiente. La inmunodeteccion
se realizé con un anticuerpo policlonal anti 3-Lg de conejo y
para la variante B se utilizbé un anticuerpo policlonal anti -Lg B
de oveja. La deteccién se realizO mediante anticuerpo
secundario acoplados a peroxidasa de rabano picante. El
revelado se llevd a cabo mediante un kit (Bio-Rad) usando 1-
cloro, 4-naftol y perdxido de hidrégeno 0.3%.

Resultados.

Mediante la estrategia de purificacién se obtuvieron de 10 mL
de leche descremada, las proteinas del suero de leche en
concentracion 360+30 pg/mL (500 pL) (Fig. la). El analisis
densitométrico revelé que en la etapa de ultrafiltracion, el
niamero de proteinas pas6 de 7 a 2 y el porcentaje de
abundancia de la 3-Lg se increment6 de 15% a 77% (Fig. 1b).
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Fig. 1. a) Estrategia de purificacion. b) SDS-PAGE 12 %T, carril 1:
Marcador LMW 17044601 (GE), carril 2: Leche descremada, carril 3:
fraccion de caseinas precipitadas, carril 4: Muestras del permeado de la
ultrafiltracion del suero, carril 5: Muestras del retenido de la
ultrafiltracion del suero, la cual contiene las proteinas de interés.
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El uso de diversos agentes desnaturalizantes y gradientes
permitid la separacion elecroforética de las variantes, y
mediante SDS-PAGE con gradiente de 8 a 16 %T, se logro
observar las variantes Ay B de 3-Lg (Fig. 2).
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Fig. 2. Resultados de la separacion electroforética. SDS-PAGE, carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2 a 4: proteinas de suero de leche
de vaca Jersey. Urea-PAGE, carril 1a: estandar de a y B Caseina.

La inmunodeteccion de B-Lg se logré6 mediante un anticuerpos
policlonales (Fig. 3a), los resultados obtenidos se muestran en

la Fig. 3by 3c.
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Fig. 3. a) Estrategia para la inmunodeteccion. b) Resultados del
inmunoblot para B-Lg. ¢) Resultados del inmunoblot para B-Lg B. Carril
1: Estandar de B-Lg bovina (Sigma), carril 2: Muestra de -Lg de leche

Jersey homocigota AA, carril 3: Muestra heterocigota AB y carril 4:
muestra homocigota BB.

Conclusiones. Fue posible obtener un método de purificacion
de las proteinas de suero, conservando la integridad de las
proteinas. Se logré la separacion de las variantes de B-Lg
mediante geles SDS-PAGE con gradiente 8-16 %T. Se realizd
la inmunodeteccion de la 3-Lg y sus variantes.

Agradecimientos.
252440.

CONACYT, proyecto PEI-INNOVAPYME

Bibliografia.

1. Farrell H. et al. (2004). J Dairy Sci, 87(6), 1641-1674.
2.TaiC. et al. (2016). Biomed Res Int, 2016, 1-12.

3. Duarte-Véazquez, M. et al. (2017). Foods, 6(7), 50.




