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ABSTRACT. Antiserums from casein and other milk protein products
were obtaines by utilization of a new immunization technique. The
caseins obtained from fresh milk and suspended in aluminium showed
greater antigenic activity than that found in quality commercial caseins.
We consider the antiserums obtained from fresh milk more, useful than
casein antiserum. Although this technique cannot be used as a genetic
marker, we nevertheless consider it valuable for the identification
of milk protein fractions.

RESUMEN. Se obtuvieron antisueros, anticascinas v de otras protei-
nas de la leche utilizando el esquema de inmunizacién adjunto. Las
caseinas obtenidas de leche fresca y suspendidas en hidréxido de Alu-
minio, tienen una actividad artigénica mavor cuantitativamente que las
obtenidas por caseinas comerciales de caiidad de reactivos tratadas
en la misma forma. Se considera que los antisueros obtenidos de leche
completa son mis utiles que los de anticaseina. Aunque consideramos
no pueda usarse comc marcador genético, en cambio es una técnica
muy valiosa para la identificacidn de las fracciones proteicas lacteas.

INTRODUCCION

Como un aporte a nuestra linea de trabajo que consiste en el estudio
de pardmetros del polimorfismo bioquimico y marcadores genéticos en
las diversas razas e hibridos que se formen en nuestro pais, se realizd
este trabajo que persigue dos objetivos: el primero de ellos ver cémo se
comportan frente a sus antisueros las proteinas de la leche de vacas F-1
Cebi-Holstein. El segundo objetivo es estudiar v medir las velocidades
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de migracién de un grupo de estas proteinas, las Alfa S, Beta, Gamma y
Kappa caseinas, las cuales poseen diferentes velocidades de migracion
en el gel de almidén seglin sus variantes genéticas. (Neelin, 1964).

MATERTALES Y METODOS

Se obtuvieron tres tipos de antisueros, denominados I, IT y IIT. El anti-
suero I se obtuvo inyectando a los conejos una caseina comercial de
calidad de reactivo (B.D.H. casein) mas adyuvante incompleto. El anti-
suero II se obtuvo inyectando a los conejos caseina obtenida de leche
fresca de vacas F-1 por precipitacién a pH 4.6 y segun la técnica adjunta
al esquema de inmunizacién. El antisuero III se obtuvo también segun
el esquema anterior pero precipitando los prétidos lacteos segun Ia técni-

ca usada por nosotros para precipitar las proteinas séricas (Granado y
cols., 1965).

Se utilizé para la suspension de las proteinas de la leche, hidréxido de
aluminio por no haberse podido obtener anticuerpos por ninguna de las
técnicas preconizadas por otros autores (Gardnier y cols., 1962 y Marti-
nez Resa v cols., 1969).

La migracién electroforética se hizo sobre gel de agar al 1.2% utilizando,
tanto para el gel como para la migracion, una solucién de veronal acetato
de pH 8.6 F.I. 0.075 (Block y cols., 1955). La migracién duré 90 min. en
un mA de 15 y un volt de 10 voltios/cm.

la inmunodifusion se hizo durante 36 horas

Se efectuaron 406 pruebas de leche fresca de F-1 y con las caseinas obfe-
nidas de esas leches. Tanto una como otras se pusieron frente a los tres
tipos de antisueros mencionados.

En la lectura de la movilidad electroforética se ha seguido el método de
Heremans (1960).

Se hicieron pruebas patrones con caseinas de leche con variantes de
Kappa caseina conocida (variantes AA, BB y AB) y también con una
variante de K caseina AB, obtenida segiin la técnica de Wake y Mckenzie,
(1961).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las imdgenes immunoelectroforéticas de los antisueros son iguales con
la diferencia de una mayor concentraciéon de precipitados en el caso de
los antisueros del tipo II.

De las fracciones obtenidas colocando en antisueros tipo Iy tipo 11 frente
a las caseinas frescas precipitadas de leche de vacas F-1 se estudiaron
tres fracciones que migran hacia el polo positivo y una fraccidn que
migra hacia el polo negativo.

La primera de estas fracciones, denominada por nosotros, CB, tiene una
velocidad de migracién de 3.3 que se aproxima a la velocidad de migra-
cion de la Beta caseina v corresponde por su posicién a ese mismo tipo
de caseina en el esquema presentado por Gardnier y cols,, (1962). La
segunda fraccidon denominada C Alfa S, con una movilidad de 6.8, corres-
ponde al de la caseina Alfa S. La tercera fraccién denominada CK, con
una movilidad media de 6.06 a 6.72 correspondiente a la Kappa caseina
v en la cual no se encontraron diferencias significativas de migracidén, ni
en las muestras desconocidas ni en los patrones conocidos.

La fraccidon de migracién catédica posee una velocidad de 1.9 que corres-
ponde a la Gamma caseina (Fig. 1).

Fig. 1. Inmunoelectroforesis. La fraccién inmunoelectroforética correspondiente a
la Gamma Caseina es la fraccién que se sitila a la izquierda del punto de migracion.
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Las leches frescas totales puestas frente a los antisueros 1 y I presen-

taron el mismo espectro imunoelectroforético que las caseinas solas y

las K caseinas se distinguen mejor que en aquellas muestras en que se
precipitan las caseinas (Fig. 2).

Fig. 2. Las fracciones de Kappa Caseina se observa mejor en las muestras de
leche total (lra. y 2da. de abajo hacia arriba) que las muestras obtenidas por
precipitacion de la Caseina (3ra. y 4ta.).

Frente a un suero bovino aparece una fracciéon de movilidad 3.6 equiva-
lente a la lactoferrina.

El antisuero III frente a las caseinas da los mismos espectros que los

antisueros 1 y 11, lo que nos revela la sensibilidad de los antisueros asi
como su gran especificidad.

Las leches totales frente a los antisueros 111 dieron seis fracciones, cua-
tro que migran hacia el anodo y dos que lo hacen hacia el catodo. De
las cuatro fracciones que van hacia el polo positivo, tres de ellas coinci-
den con las ya citadas, Alfa S, Beta y Ganma caseina v la cuarta de una
velocidad de migracién de 4.2, que corresponde a la lacto albumina. De
las fracciones que migran al polo negativo, una de ellas corresponde a la
va citada Ganma caseina v la otra a las inmunoglobulinas (Fig. 3). Estas



CASEINAS Y PROTEINAS DE LECHE DE VACA 119

»

Ig se detectaron también por medio de un antisuero sérico obteniéndose
las fracciones A v G como lo asevera también la literatura especializada
(Haurowitz, 1968; Buitle, 1969, vy Rose y cols., 1970) (Fig. 4).

Fig. 3. En el diagrama intercalado estas fracciones se identifican como:

K Kappa Caseina
Alb Lacto Albamina
@, Alfa s Caseina
g Beta Caseina

Ganma Caseina
IzG Inmunoglobulina

Fig. 4. Inmunoelectroforesis en suero, calostro, y leche. Se observan precipita-

ciones antigénicas frente a antisueros de proteinas séricas bovinas de las siguientes

muesiras: lra. Superior calostro, 2da. Suero de ternero, 3ra. Leche, v 4ta. Suero
sanguineo de bovido adulto.

CONCLUSIONES

1. Se puede obtener antisueros, anticasefnas y otras proteinas de la le-
che utilizando el esquema de inmunizacién adjunto.
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2. Los sueros especificos anticaseinas, obtenidos por inyeccién de casei-
na extraida de leche [resca de vacas F-1 suspendidas en hidréxido de
Aluminio, tienen la misma actividad cualitativa y ligeramente aumen-
tada cuantitativamente que los antisueros obtenidos por inveccion de
casefnas comerciales en calidad de reactivos.

3. Los antisueros de leche completa presentan, ademas de todas las frac-
ciones correspondientes a la caseina, las fracciones precipitantes co-
rrespondientes a la lacto albimina y a las inmunoglobulinas.

4, Este antisuero de proteinas lacteas totales es 1itil para visualizar los
diferentes tipos de dichas proteinas.

OBTENCION DE CASEINAS Y PROTEINAS TOTALES DE LA LECHE
EN SUSPENSION DE HIDROXIDO DE ALUMINIO

Reactivos: Sulfato aluminico potasico al 10%
Hidréxido de Sodio 5 N

Técnica de precipitacidn: 50 ml leche fresca
50 ml agua destilada
50 ml de sulfato aluminico potasico

Después de tener preparados los materiales, se unen formando una pre-
cipitacion, a la cual sc le ajusta a un pH 4.6 con hidréxido de sodio 5 N.
Una vez logrado, se centrifuga durante 15 min. a 3,000 rpm, separando
bien el suero de ia mezcla de caseina: el sobrenadante es ajustado a un
pH 6.4, a 6.6, logrando con ello la precipitacién de las albuminas. Se
comienza a centrifugar nuevamente para separar la albimina del suero.
Esta albiimina se mezcla con la caseina inicial, lavandola con suero fisio-
légico dos veces para eliminar las impurezas que tenga la misma, una
ultima lavada con agua destilada para que el hidréxido que contenga
se disuelva en la misma.

ESQUEMA DE INMUNIZACION

Dia Iro.: Al grupo I se le inyecté 1 cc de caseina comercial diluida con
penicilina (200,000 U) intramuscularmente en las 4 extremi-
dades, mas adyuvante. Al grupo II se le inyecté 1 cc de casei-



Dia
Dia

Dia
Dia

Dia
Dia
Dia
Dia
Dia

Dia

3ro.:

5to.:

8vo.:

10mo.:

12mo.:

15to.:

18vo.:

21ro.:

24t0.:

27mo.:

CASEINAS Y PROTEINAS DE LECHE DE VACA 121

na con hidréxido de sodio intramuscularmente en las 4 ex-
tremidades. Al grupo IIT se le inyecté 1 cc de leche completa
con hidréxido aluminico intramuscularmente en las cuatro
extremidades.

Grupos I y II idem al dia anterior.
Grupos I v II idem al primer dia.

Grupo IIT se le inyectd 1 cc de leche diluida en solucién de
penicilina intraperitonalmente.

Grupos I v IT idem al primer dia.
Grupos I, IT y IIT idem.

Grupo TIT idem al quinto dia.
Grupos T, IT y IIT idem.

Grupos I, IT v IIT idem.

Grupos I, II v III idem.

Grupos I, IT y III idem.

Grupo I se le inyectd la caseina comercial diluida en penici-
lina intravenosa.

Grupo IT se le inyectd la caseina fresca preparada por noso-
tros, intravenosa.

Grupo III se le inyecto la leche completa diluida en solucién
de penicilina intravenosa.

Se le extrajo sangre para realizar las pruebas, dando éstas
positivas, sacrificando a los conejos para la obtencién de la
sangre.
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