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DESCRIPCION

Meétodos de extraccién de fracciones de caseina a partir de leche y caseinatos y produccién de productos novedosos.
Introducciéon

La presente invencidn se refiere a un método novedoso para precipitar de manera selectiva fracciones de caseina a
partir de leche desnatada o caseinatos mediante la adicién de una sal de calcio a pH alcalino.

La invencién se refiere en particular a la preparacién de fracciones puras de @ -caseina y S-caseina, y por primera
vez una fraccién altamente enriquecida en «-caseina. Los productos son adecuados para su uso en alimentos o para
preparar materiales alimenticios novedosos y el método puede usarse a una escala industrial. Las fracciones de caseina
purificadas tienen propiedades distintivas y tienen una amplia variedad de usos, incluyendo la estabilizacién de emul-
siones y espumas, la preparacién de preparaciones o férmulas para lactantes adecuadas para su uso por los que padecen
trastornos metabdlicos, tales como fenilcetonuria (PKU), y la fabricaciéon de recubrimientos comestibles y plasticos
biodegradables. Las fracciones también son particularmente adecuadas como materiales de partida para procesos que
implican proteolisis limitada para producir nuevos sabores de queso, nutracéuticos y una amplia variedad de péptidos
bioactivos. Estos incluyen fosfopéptidos y otros péptidos bioactivos con funciones antimicrobianas, antihipertensoras,
inmunomoduladoras, antitrombdticas y opioides.

Los productos lacteos forman una parte muy importante de la dieta humana, siendo la produccién mundial total
de leche de vaca en 1998 de aproximadamente 57 millones de toneladas. La leche en si es una mezcla relativamente
compleja, siendo los constituyentes principales grasa, minerales, azicar (lactosa) y proteina. Las proteinas estan pre-
sentes en la leche a una concentracién de aproximadamente 35 g/l, y pueden dividirse de manera conveniente en dos
clases principales -las caseinas, que quedan retenidas en la cuajada, y las proteinas de suero, que se mantienen en el
liquido residual durante la fabricacion del queso.

Las caseinas representan el 80% de la proteina en la leche y se encuentran, junto con gran parte del calcio y
fosfato, en particulas coloidales de tamafio submicrométrico, que se denominan micelas de caseina. La dispersion de
la Iuz por las micelas de caseina da a la leche su apariencia blanca caracteristica. La integridad de las micelas de
caseina es crucial para la estabilidad de la leche y las propiedades de los productos preparados a partir de la leche
estdn determinadas en parte por las propiedades de las micelas. Por ejemplo, se sabe que la firmeza de los quesos
puede correlacionarse directamente con el didmetro promedio de las micelas en la leche a partir de la cual se preparan.
Se estim6 que la produccién mundial de queso era de alrededor de 15 millones de toneladas en 1998. Cada vez se
consumen mds proteinas de leche, no como leche liquida, sino como ingredientes en productos que se han procesado
en un grado mayor o menor. El grado de procesamiento varia desde yogurt y fabricacion de queso casero, en los que
se induce a las micelas para que se agreguen mediante acidificacién, hasta la incorporacién de fracciones de proteinas
de leche en salsas y cremas para untar.

Cuando se acidifica la leche hasta pH 4,6, el fosfato de calcio se disuelve de las micelas de caseina y se deteriora
la estructura micelar, provocando que la caseina se agregue y precipite. Este procedimiento se usa en la fabricacién de
caseinato de sodio, que se prepara volviendo a suspender el precipitado de caseina dcido en solucién acuosa mediante
la adicion de hidréxido de sodio hasta aproximadamente pH 7,0, seguido por secado. Otras formas de caseinato con
propiedades funcionales diferentes, tales como caseinato de calcio o caseinato de amonio, pueden obtenerse ajustando
la caseina a pH 7,0 con el hidréxido de calcio o amonio apropiado. La produccién mundial anual de caseina y casei-
natos es alrededor de 250.000 toneladas. Los caseinatos se usan en la fabricacién de una amplia variedad de alimentos
procesados cuando se hace uso de sus excelentes propiedades espumantes, emulsionantes y de unién a agua.

La caseina de la leche de vaca se compone de cuatro proteinas diferentes, concretamente k-, 8-, @, Y @,-caseina.
La composicién de la caseina completa, en promedio, es el 11,0% de «; el 35,0% de 3; el 36,0% de a, y el 10,0% de
ay,. siendo el resto productos de descomposicién de las caseinas principales. Las caseinas individuales tienen pesos
moleculares y puntos isoeléctricos bastante similares, y tienen altas afinidades por Ca?* y fosfato inorganico, pero
tienen propiedades y secuencias de aminodcidos completamente diferentes.

Tras la biosintesis, todas las caseinas experimentan fosforilacién en residuos de aminodacido serina y ocasionalmen-
te treonina en las secuencias de tripéptidos caracteristicas -Ser/Thr-X-A, en las que X representa cualquier residuo de
aminodcido y A es un residuo de aminodcido 4cido tal como Asp, Glu, SerP o ThrP. Estos centros de fosfato son im-
portantes porque estdn implicados en la unién de fosfato de calcio y en el mantenimiento de la estructura micelar de la
caseina. De esta forma, tanto la proteina como el fosfato de calcio, que son importantes en la nutricién, se mantienen
a concentraciones altas estables en la leche. Las ay; y @-caseinas son las que tienen mds grupos serina fosfato en
su estructura, las mds altas cargas negativas netas a pH alcalino, y las mayores afinidades por Ca**. La B-caseina es
intermedia en estos aspectos, mientras que la k-caseina tiene s6lo un grupo serina fosfato, la carga negativa més baja
y la menor afinidad por Ca?".

Las caseinas como grupo son muy hidréfobas y, cuando se deteriora la estructura micelar, tienen una alta tendencia
a agregarse en solucién acuosa, siendo la S-caseina la mas hidréfoba, las «;; y @, -caseinas intermedias, y la k-caseina
la menos hidréfoba. La «-caseina difiere también de las otras caseinas porque se encuentra en la leche como una serie
de polimeros unidos por disulfuros, y contiene cadenas laterales de hidratos de carbono.
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Las caseinas tienen una estructura abierta y experimentan facilmente proteolisis, pero muestran diferentes vulne-
rabilidades a una amplia variedad de enzimas proteoliticas. Por ejemplo, las 8y a,,-caseinas se atacan mds facilmente
que las otras caseinas por plasmina, que estd presente en la leche. La k-caseina también experimenta facilmente pro-
teolisis especifica con quimosina, y esto forma la base del proceso de cuajado que se produce durante la fabricacién de
queso. La parte hidréfila de la k-caseina que sobresale de la superficie de las micelas y que normalmente mantiene su
estabilidad, se rompe, permitiendo al resto de la caseina agregarse y formar la cuajada. El fragmento de la k-caseina
roto en el suero (el caseinomacropéptido (CMP)) tiene propiedades distintivas y, puesto que no contienen aminoéci-
dos aromaticos, es util como una proteina alimenticia para los sujetos que padecen el trastorno metabélico genético
fenilcetonuria (PKU).

Especificamente, la fraccion de «x-caseina es poco corriente porque se rompe de una forma especifica por la enzima
quimosina en dos partes bien definidas -para x-caseina y CMP. Se ha notificado que CMP tiene propiedades farmaco-
l6gicas utiles. En particular, no contienen aminoécidos aromaticos, y no contiene especificamente fenilalanina. Esto es
particularmente significativo porque CMP es una posible fuente de proteina esencial para pacientes que padecen PKU.
PKU es un estado metabdlico en el que los sujetos son incapaces de metabolizar los aminodcidos arométicos fenilala-
nina. El estado es tal que si se consume fenilalanina, se acumula en el torrente sanguineo y en el tejido cerebral y puede
provocar en ultima instancia trastornos mentales graves. El estado es grave y todos los lactantes en el Reino Unido se
investigan rutinariamente poco después del nacimiento para identificar el estado, y para tomar medidas para modificar
la dieta para excluir la fenilalanina. Sin embargo, se conocen pocas proteinas naturales que estén completamente libres
de este aminodcido. Como resultado, los requisitos dietéticos de aquellos que padecen PKU se cumplen mediante una
mezcla de aminodcidos de la cual se ha eliminado la fenilalanina mediante tratamiento enzimadtico especifico. Estas
mezclas son relativamente eficaces como nutrientes, pero son caras de fabricar y de sabor desagradable.

Sin embargo, el CMP, tal como se fabrica a partir de la fraccion k-caseina descrita en el presente documento, ofrece
una fuente alternativa practica de aminoacidos esenciales sin el peligro concomitante de ingestion de fenilalanina.

Técnicas de la técnica anterior para fraccionar caseinas

En la leche, las cuatro caseinas individuales, «, 3, @, y ay,-caseinas, estan estrechamente asociadas con microgra-
nulos de fosfato de calcio en forma micelar. Con el fin de fraccionar las caseinas, es necesario deteriorar al menos
parcialmente la estructura micelar mediante cierta combinacién de acidificacién, cuajado, enfriamiento o adicién de
un agente quelante. Las caseinas son de naturaleza hidréfoba y, una vez disociadas de las micelas, ha de impedirse
que vuelvan a agregarse mediante la adicién de un agente caotrépico o enfriamiento. Entonces pueden separarse las
caseinas individuales basdndose en las diferencias en su carga negativa neta, afinidad por Ca, o hidrofobicidad.

La técnica mas cominmente usada a escala de laboratorio para separar las cuatro caseinas principales es cromato-
grafia de intercambio anidnico. La resolucién de las caseinas individuales depende principalmente de las diferencias
en las cargas negativas netas de las proteinas a pH alcalino, y de su afinidad por un medio de columna cargado positi-
vamente. Todas las separaciones requieren que la caseina se disocie en concentraciones altas de un medio caotropico
tal como urea (> 3,3 M) y que se trate en presencia de un agente reductor tal como 2-mercaptoetanol para reducir los
enlaces disulfuro en la serie de polimeros de k-caseina (JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, vol. 49, 1966, paginas 792-
795. Thompson, M.P. “DEAE-Cellulose-urea chromatography of casein in the presence of 2-mercaptoethanol”). Las
caracteristicas de resolucion y flujo de los medios de columna han mejorado con los afios, pero la técnica no se am-
plia a escala facilmente. También, incluso con didlisis exhaustiva de las fracciones, estdn presentes algunos materiales
téxicos residuales, y las fracciones de caseina no son adecuadas para su uso en alimentos.

La separacién de las caseinas principales a partir de la caseina completa se ha logrado también a escala de labo-
ratorio usando cromatografia de intercambio catiénico en la que la separacion se basa en la carga positiva neta de las
caseinas a pH 4cido y su unién a un medio de columna cargado negativamente (JOURNAL OF DAIRY RESEARCH
vol. 36, 1969, paginas 259-268. Annan, W.D. y Manson, W. “A fractionation of the as-casein complex of cows’ milk”;
JOURNAL OF DAIRY RESEARCH vol. 59, 1992, paginas 557-561. Leaver, J. y Law, AJR. “Preparative-scale purifi-
cation of bovine caseins on a cationexchange resin’’). La cromatografia de intercambio catiénico no se amplia a escala
facilmente, y requiere la presencia de altas concentraciones de un agente de disociacién tal como urea (> 3,3 M), y
un tratamiento de reduccién previo con un material tal como 2-mercaptoetanol. Por tanto, las fracciones de caseina no
son adecuadas para consumo humano.

Otro método de laboratorio usado ocasionalmente para el fraccionamiento parcial de las caseinas implica la adicién
de una alta concentracién de urea, como agente caotrdpico, a caseina completa, para provocar la disociacion de las
caseinas individuales. Se obtiene entonces una separacién en bruto de los componentes de «;, 8y k-caseina basandose
en la solubilidad diferencial en urea (JOURNAL OF DAIRY CHEMISTRY vol. 46, 1963, pdginas 1183-1188. Zittle,
CA. y Custer, J.H. “Purification and some properties of @ -casein and «x-casein). Debido a la muy alta concentracién
de urea (6,6 M) requerida para disociar la caseina, no es préctico econdmicamente realizar estas separaciones a gran
escala, y los productos no son adecuados como materiales alimenticios.

También puede obtenerse un fraccionamiento en bruto de las caseinas principales segtin sus solubilidades en etanol
en presencia de diversas sales (JOURNAL OF DAIRY SCIENCE vol. 35, 1952, paginas 272-281. Hipp, N.J., Groves,
M.L., Custer, J.H. y McMeekin, T.L. “Separation of a-, 5- and y-casein”). Se han usado los refinamientos de este
procedimiento para obtener fracciones purificadas de k-caseina a partir de mezclas que contienen «; y [S-caseinas
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(BIOCHIMICA BIOPHYSICA ACTA vol. 47, 1961, paginas 240-242. McKenzie, H.A. y Wake, R.G. “An improved
method for the isolation of «x-casein”; BIOCHEMISTRY vol. 9, 1970, paginas 2807-2813. Talbot, B y Waugh, D.F.
“Micelle-forming characteristics of monomeric and covalent polymeric «-caseins”). Estos métodos requieren altas
concentraciones de etanol, y la mayoria de las sales usadas son téxicas. La S-caseina es mds hidr6foba que las otras
caseinas principales y tiende a disociarse a bajas temperaturas cuando las interacciones hidr6fobas son mas débiles,
incluso en su punto isoeléctrico. Por tanto, la S-caseina puede prepararse a partir de una solucién de caseinato de
sodio mediante precipitacion isoeléctrica de las otras caseinas a pH 4,5 y 2°C, y precipitacién de la S-caseina del
sobrenadante calentando a 20°C (JOURNAL OF AMERICAN CHEMICAL SOCIETY vol. 67, 1944, paginas 1725-
1731. Warner, RC. “Separation of @- and S-casein”).

El enfriamiento de la leche, particularmente a pH dcido, provoca disociacién de algunas de las caseinas, particu-
larmente SB-caseina, a partir de las micelas. La fase liquida enriquecida en 8-caseina puede separarse después de la otra
fase mermada en B-caseina. Esta solubilizacién inducida por frio de S-caseina, comenzando por la caseina de cuajo
(el sélido obtenido en la etapa inicial de la fabricacién de queso), se ha notificado (patente nimero W09406306, “A
process for producing beta-casein enriched products”. Ram, S., Loh, DW., Love, DC. y Dudley, EP.; patente niimero
US5397577 “Method for obtaining beta casein” Le Magnen, C. y Maugas, J-J.).

La patente US5397577 describe un procedimiento para extraer S-caseina a partir de una suspensién o solucién de
caseina de cuajo acidificando hasta un pH de 4 a 5 y enfriando hasta de -2 a 10°C. Se forman dos fases de las cuales la
fase liquida contiene S-caseina y la fase sélida una mezcla de las otras «;; y k-caseinas y esta sustancialmente libre de
B-caseina.

La patente W0O9406306 describe un procedimiento para la extraccién parcial de S-caseina manteniendo una sus-
pensién de materia prima de caseina en frio a un pH de entre 3,5 y 8,0 durante un tiempo adecuado y separando dicha
suspensién en dos fases para obtener una fase sélida que es S-caseina reducida y una fase liquida que es S-caseina
enriquecida.

La patente FR2592769 (“Process for producing a material enriched in beta-casein, apparatus for implementing this
process, and application of the products obtained by this process as foodstuffs, food supplements or additives in the
food and pharmaceutical industries.” Terre, E., Maubois, J-L., Brule, G. y Alice, P.) describe un procedimiento para la
produccion de una fraccién enriquecida en S-caseina y una fraccion reducida de la misma manera o bien tratando la
leche con un agente complejante de calcio o bien tratando una solucidn de caseinato con un agente que polimeriza toda
la caseina y enfriando hasta de 0 a -7°C y sometiendo al material a microfiltracién sobre una membrana inorgdnica en
flujo tangencial. El material microfiltrado se enriquece en S-caseina y el material retenido se reduce. La microfiltracién
a baja temperatura es muy lenta, haciendo al procedimiento menos atractivo industrialmente.

Puede obtenerse una separacion parcial de las caseinas a escala de laboratorio mediante la adiciéon de cloruro de
calcio a pH neutro a leche o caseinato (JOURNAL OF AMERICAN CHEMICAL SOCIETY vol. 78, 1956, pagi-
nas 4576-4582. Waugh, DF y von Hippel, PH. “x-Casein and the stabilization of casein micelles”; BIOCHIMICA
BIOPHYSICA ACTA vol. 47, 1961, paginas 240-242. McKenzie, HA y Wake, RG. “An improved method for the
isolation of k-casein”). Ambos métodos dan un precipitado de a, y S-caseinas y un sobrenadante que contiene una
mezcla de «, @, y S-caseinas. Estos métodos tienen las desventajas de que requieren centrifugacion a alta velocidad
para separar el precipitado fino del sobrenadante, y didlisis para eliminar el exceso de cloruro de calcio de la fraccién
enriquecida en k-caseina, y por tanto no puede ampliarse a escala facilmente. El uso de concentraciones altas de cloru-
ro de calcio hace dificil la recuperacion de la fraccion enriquecida en k-caseina, puesto que la caseina no experimentara
la precipitacién isoeléctrica normal. También, la adicién de oxalato de potasio, que es tdxico, para eliminar el exceso
de calcio, descarta el uso de esta fraccion como material alimenticio.

Por tanto, los métodos previos de fraccionamiento de caseina que implican la precipitacién selectiva de calcio se
han llevado a cado a pH neutro (JOURNAL OF AMERICAN CHEMICAL SOCIETY vol. 78, 1956, paginas 4576-
4582. Waugh, DF y von Hippel, PH. “k-Casein and the stabilization of casein micelles”; BIOCHIM. BIOPHYS.
ACTA vol. 47, 1961, paginas 240-242. McKenzie, HA y Wake, RG. “An improved method for the isolation of k-
casein”). Estos métodos describen la separacion parcial de las proteinas obtenidas mediante la adicién de cloruro de
calcio a leche o caseinato, respectivamente, cerca de 7,0. Ambos métodos requirieron concentraciones superiores de
cloruro de calcio (0,25-0,36 M) que en la presente precipitacion alcalina (0,059-0,071 M), y la precipitacion de las
a, y B-caseinas no se produjo facilmente, pero en su lugar requirié centrifugacion a alta velocidad. También, la alta
concentracion de cloruro de calcio en el sobrenadante impidi6 la posterior precipitaciéon con 4cido de la fraccién de
k-caseina, y se requirieron la adicién de oxalato para quelar el calcio y didlisis antes de que pudiera recuperarse la
proteina. Por tanto, no fue posible ampliar a escala estos métodos, y los productos no eran adecuados para consumo
humano.

Debido a la hidrofobicidad de los componentes individuales de la caseina, es dificil fraccionar las caseinas a gran
escala, incluso aunque cada una de las proteinas tenga propiedades funcionales especificas que pueden ser interesantes
para las industrias alimentaria y farmacéutica (PROCEEDINGS OF THE 25th INTERNATIONAL DAIRY CON-
GRESS, 1998, paginas 74-86. Maubois, J.L. “Fractionation of milk proteins”). En la actualidad, por tanto, las caseinas
tienden a usarse como una mezcla de las cuatro proteinas en lugar que como componentes individuales. Un método
barato, sencillo de fraccionamiento de esta mezcla de proteinas serfa beneficioso ya que permitiria a los fabricantes
de alimentos y productos farmacéuticos usar ingredientes que actualmente son tan caros como para descartar su uso
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a cualquier escala mayor que la de laboratorio. El objetivo de la presente invencién es proporcionar un método que
puede usarse a escala industrial para la produccion de fracciones de caseina individuales en una forma adecuada para
su uso en alimentos o productos alimenticios novedosos o en la preparacién de nutracéuticos, fosfopéptidos y otros
péptidos bioactivos.

La presente invencién implica el fraccionamiento de las caseinas mediante la adicién de un cloruro de calcio a
leche o caseinato a pH alcalino. Las ventajas de llevar a cabo la precipitacion selectiva a pH alcalino son que las a;
y B-caseinas sensibles al calcio precipitan mas facilmente, y pueden obtenerse sin centrifugacion a alta velocidad.
También, se requiere una concentracién inferior de sal de calcio a pH alcalino, y la fraccion enriquecida en «x-caseina
puede obtenerse mediante precipitacion con dcido sin el uso de agentes quelantes téxicos o didlisis. El presente proce-
dimiento, a diferencia del de pH neutro, puede llevarse a cabo a escala industrial, y los productos son adecuados para
su uso en alimentos y materiales alimenticios novedosos y como materiales de partida para preparar nutracéuticos,
fosfopéptidos, y una amplia variedad de péptidos bioactivos.

Ademds, el procedimiento descrito en esta solicitud permite la separacidn prictica eficaz y barata de CMP a partir
de mezclas de proteina de suero, caseina y proteosa peptonas encontradas en la leche y el suero. Los métodos conven-
cionales de fabricacién de CMP usan preparaciones de k-caseina que contienen impurezas significativas. Por ejemplo,
si se fabrica una preparacién de «-caseina a partir de leche desnatada, la preparacién contiene S-lactoglobulina desna-
turalizada en frio. Por el contrario, si se prepara una preparacion de k-caseina usando caseina completa (normalmente
de sal de sodio o de potasio), la preparacién contiene una pequeiia proporcion de a, y S-caseina. Durante la hidrdlisis
de la k-caseina mediante quimosina para formar CMP, se pueden producir contaminantes de proteolisis limitada. Co-
mo resultado, existe peligro de que la preparacién final pueda contaminarse con péptidos que contienen fenilalanina,
haciendo por tanto a la preparacién inadecuada para la ingestién por aquellos que padecen PKU.

Por tanto, los objetivos de la presente invencién incluyen:

e Idear un nuevo método de extraccién de fracciones de caseina purificadas y S-lactoglobina a partir de leche,
produciendo no solo las fracciones de proteina sino también un suero dcido parcialmente reducido en S-lactoglobina.
El método puede usarse a escala industrial, y las fracciones de proteina y el suero dcido son adecuados para su uso
en alimentos o para preparar materiales alimenticios novedosos tales como férmulas lactantes humanizadas, sabores
de queso, emulsiones, recubrimientos comestibles y nutracéuticos. Las fracciones purificadas pueden usarse también
para preparar plésticos, fosfopéptidos y otros péptidos bioactivos biodegradables.

o Idear un nuevo método de extraccion de fracciones de caseina purificadas a partir de caseinato. El método puede
usarse a escala industrial, y las fracciones de caseina son adecuadas para su uso en alimentos, productos alimenticios
novedosos, nutracéuticos y aplicaciones biomédicas tal como se menciondé anteriormente.

e Idear un nuevo método de fabricacion de CMP, adecuado para su uso por sujetos que padecen el trastorno
metabdlico fenilcetonuria.

En este documento, las referencias a micelas de caseina, caseinas, caseinatos y otros componentes de la leche,
deben interpretarse, a menos que el contexto requiera lo contrario, como que incluyen todas las variantes inter e
intraespecie relacionadas de estos componentes. La §-caseina, por ejemplo, tendrd una estructura primaria ligeramente
diferente en mamiferos diferentes; estard claro para el experto en la técnica que la invencién se aplicard a todas estas
variantes. El término a,-caseina se refiere a una mezcla de a,;- y a,-caseinas.

Segtin un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de obtencién de fracciones de proteina
purificadas a partir de leche que incluye las etapas de:

i) aumentar el pH de la leche hasta aproximadamente pH 11;

ii) afiadir cloruro de calcio para precipitar selectivamente las fracciones;

iii) disminuir el pH; y

iv) llevar a cabo centrifugacion o filtracidn para separar las fracciones.
Preferiblemente, las fracciones son a, 8y k-caseina.
Normalmente la leche es leche desnatada.
Preferiblemente, la centrifugacion se lleva a cabo a baja velocidad.
El método puede comprender ademds la etapa de llevar a cabo precipitacién a pH 4cido del sobrenadante obtenido

de la centrifugacion o filtracion llevadas a cabo en la etapa (iv), para obtener una fraccion altamente enriquecida en «-
caseina.
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En la etapa en la que la fraccién enriquecida en k-caseina se obtiene ajustando el sobrenadante a pH 4cido, preferi-
blemente el pH es 3,8. Normalmente, el contenido de x-caseina es aproximadamente del 60%, y el de -lactoglobulina
de aproximadamente el 20%.

El método puede comprender también las etapas de volver a disolver los componentes de o, y S-caseina en agua, y
llevar a cabo precipitacion isoeléctrica selectiva repetida de la a,-caseina a pH dcido y baja temperatura, para obtener
una fraccién que contiene principalmente a,-caseina.

En la etapa en la que el precipitado de «, y S-caseina se vuelve a disolver en agua, el agua estd preferiblemente a
pH 7,0 y 20°C.

La solucién de a, y B-caseinas puede enfriarse después de volver a disolverse en agua, preferiblemente hasta 2°C,
y ajustarse hasta pH dcido, preferiblemente hasta pH 4,5.

El procedimiento de volver a disolver y volver a precipitar puede repetirse, preferiblemente dos veces adiciona-
les, produciendo una fraccién que contiene principalmente o -caseina (mds del 85%) y una fraccién que contiene
principalmente -caseina (mds del 95%).

Aun adicionalmente el método también puede comprender las etapas de calentar el sobrenadante obtenido de la
precipitacion isoeléctrica selectiva, y llevar a cado la precipitacion con 4cido para recuperar la fraccion que contiene
principalmente S-caseina. El suero dcido sobrenadante se reduce parcialmente en S-lactoglobina, pero contiene todas
las otras proteinas de suero en forma no desnaturalizada, y se enriquece en calcio.

Preferiblemente, el sobrenadante se calienta hasta 35°C.

Preferiblemente el pH de la leche se aumenta mediante la adicién de una solucién alcalina y se disminuye mediante
la adicién de una solucién acida.

Preferiblemente, en la etapa en la que el pH de la leche se aumenta, se afiade hidréxido de sodio.
Preferiblemente, la temperatura de la leche en la adicién de la solucién alcalina es de 30°C.

Opcionalmente, después de afnadir la solucion alcalina, se deja reposar la leche durante unos pocos minutos. Pre-
feriblemente, se deja reposar la leche durante menos de 5 minutos.

Preferiblemente, la concentracion final de cloruro de calcio en la solucién de caseinato alcalina es de 0,059 M.

El pH puede disminuirse mediante la adiciéon de uno o varios dcidos minerales.

El método puede comprender también la etapa de aumentar el pH de la fraccion altamente enriquecida en k-caseina
y llevar a cabo la ultrafiltracién para separar el material de bajo peso molecular de las caseinas, proteinas de suero y
caseinomacropéptido.

El pH se elevara normalmente hasta un valor neutro.

Preferiblemente, la ultrafiltracion se lleva a cabo usando una membrana con un tamafio de poro inferior a 25 kD,
pero superior a 12 kD.

Aun adicionalmente, el método puede comprender también la etapa de disminuir el pH de la fraccién altamente
enriquecida en k-caseina y llevar a cabo la ultrafiltracion para separar la proteina de suero del caseinomacropéptido.

El pH normalmente se baja hasta entre pH 4 y pH 5.
Preferiblemente, el pH se baja hasta pH 4,6.

Preferiblemente, se lleva a cabo la ultrafiltracién usando una membrana con un tamafio de poro superior a 7 kD,
pero inferior a 20 kD.

Segtin un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de obtencién de fracciones de
proteina purificadas a partir de una solucién de caseinato de sodio que incluye las etapas de:

1) aumentar el pH de la solucion de caseinato hasta aproximadamente pH 11;
ii) afiadir cloruro de calcio para precipitar de manera selectiva las fracciones;
iii) disminuir el pH;y
iv) llevar a cabo la centrifugacion o filtracion para separar las fracciones.
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Preferiblemente, la centrifugacién se lleva a cabo a baja velocidad.

El método puede comprender también la etapa de llevar a cabo la precipitacion a pH acido del sobrenadante
obtenido a partir de la centrifugacién o filtracion en la etapa (iv) para obtener una fraccién altamente enriquecida en
k-caseina.

En la etapa en la que la fraccion enriquecida en k-caseina se obtiene ajustando el sobrenadante a pH 4cido, prefe-
riblemente el pH es 3,8. El contenido en k-caseina de esta fraccion serd normalmente superior al 30%.

Opcionalmente, la fraccién enriquecida en k-caseina puede enriquecerse adicionalmente en k-caseina mediante
la precipitacion selectiva con etanol. La fraccién de «-caseina puede volver a disolverse en agua a pH 7,0, volver a
precipitarse a pH 4,6, y después precipitarse de manera selectiva con etanol al 50% a pH 7,0 y 25°C con la adicién
de una pequefia cantidad de NaCl 2 M en etanol al 50%. El precipitado de «-caseina se forma ficilmente y puede
extraerse por filtracién o centrifugacién a baja velocidad. (BIOCHEMISTRY vol. 9, 1970, paginas 2807-2813. Talbot,
B. y Waugh, D.F. “Micelle-forming characteristics of monomeric and covalent polymeric «-caseins”). El contenido en
k-caseina de esta fraccidn serd normalmente aproximadamente del 65%.

El método puede comprender ademds las etapas de volver a disolver los componentes de - y S-caseina en agua y
llevar a cabo la precipitacion isoeléctrica selectiva repetida de la a,-caseina a pH dcido y baja temperatura para obtener
una fraccién que contienen principalmente «,-caseina.

En la etapa en la que el precipitado de a,- y S-caseina se vuelve a disolver en agua, preferiblemente el agua esta a
pH 7,0 y 20°C.

La solucién de «,- y B-caseina puede enfriarse, preferiblemente hasta 2°C, y ajustarse a pH acido, preferiblemente
hasta pH 4,5.

Preferiblemente, el método también comprende las etapas de calentar el sobrenadante obtenido a partir de la pre-
cipitacion isoeléctrica selectiva, y llevar a cabo la precipitacion con 4cido para recuperar la fraccién que contiene
principalmente S-caseina. La §-caseina puede precipitarse del sobrenadante calentando, preferiblemente hasta 35°C.

El procedimiento de volver a disolver y volver a precipitar se repite, preferiblemente dos veces mds, produciendo
una fraccién que contiene principalmente o -caseina (superior al 85%) y una fraccién que contienen principalmente
[B-caseina (superior al 95%).

Preferiblemente, el pH de la solucién de caseinato de sodio se aumentard mediante la adicién de una solucién
alcalina y se disminuird mediante la adicién de una solucién 4cida.

Mas preferiblemente, en la etapa en la que el pH de la solucién de caseinato de sodio se aumenta, el pH puede
elevarse hasta 11 mediante la adicién de hidréxido de sodio.

Preferiblemente, la temperatura de la solucién de caseinato de sodio en la adicién de la solucién alcalina es de
30°C.

La solucién de caseinato de sodio con un aumento de pH puede dejarse reposar durante unos pocos minutos,
preferiblemente menos de 5 minutos.

Preferiblemente, la concentracion final de cloruro de calcio en la solucion de caseinato de sodio alcalina sera de
0,071 M.

El pH puede disminuirse hasta 7,0 mediante la adicién de uno o varios dcidos minerales.

El método puede comprender también la etapa de aumentar el pH de la fraccion altamente enriquecida en k-caseina
y llevar a cabo la ultrafiltracién para separar el material de bajo peso molecular de las caseinas, proteinas de suero y
caseinomacropéptido.

El pH normalmente se elevara hasta un valor neutro.

Preferiblemente, se lleva a cabo la ultrafiltraciéon usando una membrana con un tamafio de poro inferior a 25 kD,
pero superior a 12 kD.

Aun adicionalmente, el método puede comprender también la etapa de disminuir el pH de la fraccién altamente
enriquecida en k-caseina y llevar a cabo la ultrafiltracion para separar la proteina de suero del caseinomacropéptido.

El pH normalmente se disminuye hasta entre pH 4 y pH 5. Preferiblemente, el pH se disminuye hasta pH 4.,6.

Preferiblemente, se lleva a cabo la ultrafiltracién usando una membrana con un tamafio de poro superior a 7 kD,
pero inferior a 20 kD.
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El caseinomacropéptido puede concentrarse y secarse. Normalmente, esto se lleva a cabo mediante liofilizacién
por pulverizacion.

La invencion se describird ahora con referencia a las siguientes figuras en las que:

La figura 1 es un diagrama que ilustra las etapas implicadas en el fraccionamiento de la caseina de leche desnatada
en a,-caseina, §-caseina, y una fraccién enriquecida en k-caseina y S-lactoglobulina (8-Lg), que contiene algo de «,-y
fB-caseinas. Este procedimiento también da un suero dcido parcialmente reducido en S-lactoglobina, tal como se detalla
en el ejemplo 1;

La figura 2 es un diagrama que ilustra las etapas implicadas en el fraccionamiento de caseinato de sodio en a;-
caseina, $-caseina, y una fraccion enriquecida en k-caseina, que contiene a,- y S-caseinas tal como se detalla en el
ejemplo 2;

La figura 3 muestra los perfiles de la cromatografia liquida rdpida de proteinas de intercambio anidnico de la
caseina original de leche desnatada y las fracciones obtenidas a partir de la misma tal como se detalla en el ejemplo 1.
El andlisis se llevo a cabo tal como se explica en JOURNAL OF DAIRY RESEARCH vol. 54, 1987, pdginas 369-376.
Davies, D.T. y Law, A.J.R. “Quantitative fractionation of casein mixtures by fast protein liquid chromatography”;

La figura 4 muestra los perfiles de permeacion en gel de las proteinas de suero en la leche desnatada original
(_), y en el sobrenadante obtenido después de la adicién de cloruro de calcio y después de la precipitacién con
dcido de la fraccién enriquecida en «-caseina (---). La figura muestra la reduccién de B-lactoglobulina debido a la
desnaturalizacion alcalina y la precipitacién posterior a pH acido. El andlisis se llevé a cabo tal como se explica
en MILCHWISSENSCHAFT vol. 48, 1993, pdginas 663-666. Law, A.J.R., Leaver, J., Banks, .M. y Horne, D.S.
“Quantitative fractionation of whey proteins by gel permeation FPLC”. (Ig, immunoglobulinas; SA/Lf, albimina de
suero y lactoferrina, b-Lg, b-lactoglobulina; a-La, a-lactalbimina);

La figura 5 muestra los perfiles de la cromatografia liquida rdpida de proteinas de intercambio aniénico del casei-
nato de sodio original y de las fracciones obtenidas del mismo tal como se detalla en el ejemplo 2. El andlisis se lleva
a cabo tal como se indica para la figura 3;

La figura 6 muestra los perfiles de la cromatografia liquida de protefna rdpida de intercambio aniénico del caseinato
de sodio original (---) y de la fraccién de k-caseina obtenida del mismo (__) tal como se detalla en el ejemplo 2, después
de la purificacién adicional mediante precipitacion con etanol. El andlisis se realiza tal como se indica para la figura 3;

La figura 7 muestra los perfiles de la cromatografia liquida rapida de proteinas de intercambio aniénico del casei-
nato de sodio original (parte superior) y del caseinato de sodio después de mantenerse a 30°C y pH 11,0 durante 5,0
min. El andlisis se llevé a cabo tal como se indica para la figura 3;

La figura 8 muestra el patrén de electroforesis capilar obtenido para el caseinato de sodio original (parte superior),
y para el caseinato de sodio después de mantenerse a 30°C y pH 11,0 durante 5,0 min. Anélisis esencialmente segin el
método en JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY vol. 652, 1993, paginas 207-213. de Jong, N., Visser, S. y Olieman,
C. “Determination of milk proteins by capillary electrophoresis”;

La figura 9 muestra los perfiles de la cromatografia liquida rdpida de proteinas de intercambio catiénico del casei-
nato de sodio original (parte superior), y del caseinato de sodio después de mantenerse a 30°C y pH 11,0 durante 15,0
min. El andlisis se realiz6 segtin el método en JOURNAL OF DAIRY SCIENCE vol. 74, 1991, paginas 2403-2409.
Hollar, C.M., Law, A.J.R., Dalgleish, D.G. y Brown, R.J. “Separation of major casein fractions using cation-exchange
fast protein liquid chromatography™; y

La figura 10 es un diagrama que ilustra los usos de las fracciones purificadas obtenidas mediante precipitacion
de calcio selectiva a partir de leche desnatada o caseinato tal como se explica en los ejemplos 1y 2 (figuras 1 y 2,
respectivamente).

La presente invencidn se refiere a un método novedoso para precipitar de manera selectiva fracciones de caseina a
partir de leche desnatada o caseinatos mediante la adicién de una sal de calcio a pH alcalino. La invencién se refiere
en particular a la preparacién de fracciones puras de a-caseina y S-caseina, y una fraccién altamente enriquecida en
k-caseina. El método puede usarse a escala industrial, y los productos son adecuados para su uso en alimentos o para
preparar materiales alimenticios novedosos, plasticos biodegradables, nutracéuticos y péptidos bioactivos (figura 10).

Los métodos previos de fraccionamiento de la caseina que implican precipitacién selectiva de calcio se han rea-
lizado a pH neutro y requieren centrifugacién a alta velocidad, puesto que la precipitacion de las a, y S caseinas
no se producian facilmente. Las concentraciones superiores de cloruro de calcio impedian la precipitacién con dcido
posterior de la fraccién de k-caseina, y requerian la adicién de oxalato para quelar el calcio, y la didlisis antes de
que la proteina pudiese recuperarse. Por tanto, no era posible ampliar a escala estos métodos, y los productos no eran
adecuados para el consumo humano.
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En el presente método, el fraccionamiento de la caseina se lleva a cabo mediante precipitacion selectiva de calcio
a pH alcalino. Cuando el pH de la leche desnatada se aumenta hasta aproximadamente 11,0, la carga de las caseinas
cargadas negativamente, particularmente en los grupos fosfato, aumenta, y las caseinas se disocian de las micelas. Las
as-caseinas estdn mds altamente cargadas que la B-caseina, y la k-caseina es la menos altamente cargada. Cuando
se afiade una sal tal como cloruro de calcio, las ay - y B-caseinas unen mds Ca** que la k-caseina, y precipitan
facilmente dejando el sobrenadante enriquecido en k-caseina. A pH alcalino, algo de la S-lactoglobulina de la leche
experimenta desnaturalizacion (JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY vol. 81, 1959, paginas
4032-4036. Tanford, C., Bunville, L.G., Nozaki, Y. “The reversible transformation of S-lactoglobulin at pH 7.5). La
B-lactoglobulina desnaturalizada se mantiene en el sobrenadante enriquecido en k-caseina. Cuando el pH se reduce
posteriormente hasta aproximadamente 3,8, se forma facilmente un precipitado enriquecido en k-caseina, junto con
la B-lactoglobulina desnaturalizada y algo de las a,- y B-caseinas (figura 3). El sobrenadante dcido estd parcialmente
reducido en S-lactoglobulina (figura 4) pero contiene todas las otras proteinas de suero y cloruro de calcio adicional,
y es adecuado para uso alimenticio.

Llevar a cabo la precipitacion selectiva de calcio a pH alcalino en lugar de pH neutro tiene varias ventajas. A pH
alcalino, las micelas de caseina se deterioran y las caseinas se disocian sin requerir agentes quelantes o caotrépicos
téxicos. Las caseinas también tienen cargas negativas netas superiores y, cuando se afiade cloruro de calcio, unen
mds Ca®*. Por tanto, las caseinas pueden precipitarse de manera selectiva a concentraciones inferiores de cloruro de
calcio que las que se requieren a pH neutro. A pH alcalino, el precipitado de «,- y S-caseinas sedimenta facilmente
cuando se afiade cloruro de calcio, y pueden separarse facilmente mediante filtracion o centrifugacion a baja velocidad.
La fraccién de sobrenadante enriquecida en «-caseina precipita facilmente de manera similar a pH acido cuando la
concentracion de cloruro de calcio es baja, y se separa facilmente mediante filtracion o centrifugacién a baja velocidad.
Ambas fracciones pueden purificarse después adicionalmente, si es necesario a escala industrial.

Por ejemplo, puede llevarse a cabo un procesamiento adicional para separar el caseinomacropéptido (CMP) de la
fraccién de k-caseina. E1 CMP tiene un tamafo molecular de aproximadamente 6.500 daltons en forma monomérica,
sin embargo, el CMP s6lo adopta una forma monomérica a valores de pH 4cidos, por ejemplo, a pH 4. A pH neutro,
el CMP toma una forma tetramérica y tiene un tamafio molecular eficaz de 25.000 daltons. Por tanto, manipulando el
pH, puede inducirse al CMP para que se comporte como una molécula de tamafio comparable a las proteinas de suero,
como S-lactoglobulina o, alternativamente, para que se comporte como un péptido pequefo. Esta caracteristica puede
utilizarse para separar eficazmente el CMP de mezclas con o bien proteinas de suero nativas (tales como preparaciones
de k-caseina preparadas a partir de leche desnatada) o bien de otros péptidos (tales como la fraccién de proteosapeptona
encontrada en la leche desnatada o de otros péptidos derivados mediante la ruptura no especifica de otras fracciones
de caseina). Las propiedades de las diversas fracciones se muestran a continuacion:

Solubilidad a pH Retencién mediante Ia membrana de UF punto de
Componente

4,6 corte 1S kD NW
os, B-k-caseina No Si
para x-caseina No No importante
Monomero de .

Si No
CMP
Tetramero de CMP | Si Si
Proteina de suero Si Si
Quimosina Si Si
Proteosa peptonas | Si No

Las diferencias en las propiedades descritas anteriormente pueden explotarse para fabricar CMP en un estado
muy puro, libre de contaminantes, incluyendo fenilalanina. Por tanto, la fraccién de k-caseina producida mediante el
método descrito anteriormente puede procesarse para producir CMP muy puro. Normalmente, el pH de la fraccién de
k-casefna se aumentard hasta pH neutro con el fin de convertir el CMP en su forma tetramérica. Después de esto, el
tratamiento mediante ultrafiltraciéon usando una membrana con el tamafio de poro apropiado, normalmente superior
a 7 kD, pero inferior a 20 kD separard todo el material de bajo peso molecular de las caseinas, proteinas de suero y
CMP.

La acidificacién hasta pH 4,6 da como resultado la conversién de nuevo de CMP en la forma monomérica y
la precipitacion de las otras fracciones de caseina. En este caso, el tratamiento mediante ultrafiltraciéon usando una
membrana con el tamafio de poro apropiado, normalmente superior a 7 kD, pero inferior a 20 kD, da como resultado
la separacién de la proteina de suero de CMP. E1 CMP puede concentrarse y secarse convenientemente, normalmente
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mediante congelacién o secado por pulverizacidn. Se apreciard que el procedimiento descrito anteriormente es s6lo
una de las muchas combinaciones adecuadas (algunas de las cuales pueden invertir el orden de ajuste de pH) y se da
s6lo a modo de ejemplo.

La aplicacién del principio para la purificacién de CMP no estd restringida al material derivado de la leche des-
natada, por ejemplo el procedimiento puede aplicarse igualmente para la separacién y purificacion de CMP de queso
o suero de cuajo. En tales casos, es apropiado un tratamiento preliminar mediante separacidn por centrifugacién y/o
mediante microfiltraciéon (normalmente usando una membrana con un punto de corte a 1,8 u) para eliminar conta-
minantes tales como particulas de cuajada, grasa residual y bacterias. Tras este tratamiento, los principios descritos
anteriormente pueden emplearse para obtener preparaciones de CMP libres de pHA y adecuadas para la nutricién de
pacientes que padecen PKU.

A bajas temperaturas, la S-caseina sigue siendo soluble en su punto isoeléctrico, y por tanto puede separarse de
las @ -caseina mediante su precipitacién a 2°C y pH 4,6 (JOURNAL OF AMERICAN CHEMICAL SOCIETY vol.
67, paginas 1725-1731. Warner, R.C. “Separation of @- y -casein”). Entonces se recupera la S-caseina mediante
precipitacién del sobrenadante a 35°C. Este precocimiento se repite hasta que se extrae toda la S-caseina de las a;-
caseinas, dando fracciones puras de a,- y S-caseinas (figura 3).

El procedimiento de precipitacion de manera selectiva de las fracciones de caseina purificadas a partir de una so-
lucién caseinato sigue basicamente los mismos principios que los descritos para la leche desnatada, excepto que en
la adicién de cloruro de calcio, el sobrenadante contiene sélo k- 3- y a,-caseinas (figura 5). Tal como se menciond
anteriormente, las caseinas pueden purificarse parcialmente basdndose en sus solubilidades en etanol (BIOCHEMIS-
TRY vol. 9, 1970, paginas 2807-2813. Talbot, B. y Waugh, D.F. “Micelle-forming characteristics of monomeric and
covalent polymeric x-caseins”). Este procedimiento puede usarse para purificar la fraccion de x-caseina. La fraccion de
k-caseina inicial se vuelve a precipitar para eliminar el calcio residual y se precipita de manera selectiva con solucién
de etanol, quedidndose en el sobrenadante «,;- y B-caseinas. El precipitado se forma facilmente y puede eliminarse
mediante centrifugacion a baja velocidad, dando una fraccién enriquecida en k-caseina (figura 6).

Tal como se encontré para la leche desnatada, el fraccionamiento del caseinato de sodio a alto pH tiene la ventaja
sobre los métodos anteriores de implicar la precipitacion de calcio a pH neutro, o la separacién en presencia de agentes
caotrépicos, que da las tres fracciones de caseinato libres de materiales t6xicos, y por tanto adecuadas para su uso como
ingredientes alimenticios. Las concentraciones de calcio mds bajas requeridas a pH alcalino, facilitan la recuperacién
posterior de la fraccién enriquecida en k-caseina sin la necesidad de afiadir un agente quelante téxico, o de didlisis
que no se lleva a cabo ficilmente a gran escala. Similarmente, la separacién mejorada a pH alcalino del precipitado
de a,- y B-caseina a partir del sobrenadante de k-caseina sin requerir una centrifugacion a alta velocidad, facilita la
ampliacion a escala del método para producir materiales de grado alimenticio.

El tratamiento prolongado a pH alcalino, especialmente a alta temperatura, puede conducir a la desfosforilacién
de la caseina (JOURNAL OF DAIRY RESEARCH, vol. 39, 1972, paginas 189-194. Manson, W. y Carolan, T. “The
alkali-induced elimination of phophate from -casein”). La deshidroalanina formada en las caseinas como resultado
de la desfosforilacion, y posiblemente también debido a la eliminacién de grupos SH de cisteina, reacciona con grupos
s-amino en los residuos de lisina para formar residuos de lisinoalanina. Esta reaccién conduce a una reduccién de la
cantidad de lisina disponible para la nutricién y a un aumento de la reticulacién y reduccién en la digestibilidad de
las caseinas. Se producen reacciones similares cuando se calienta leche, y existen algunas pruebas de estudios con
animales de que la lisinoalanina puede ser nociva si se ingesta en grandes cantidades (JOURNAL OF NUTRITION,
vol. 98, 1969, paginas 45-46. De Groot, A.P. y Slump, P. “Efects of severe alkali treatment of proteins on amino acid
composition and nutritive value”). Se cree que el riesgo para la salud de seres humanos de comer proteinas de leche
caliente o tratadas con dlcali es pequefio JOURNAL OF DAIRY RESEARCH, vol. 49, paginas 725-736. de Koning,
P.J. y van Rooijen, P.J. “Aspects of the formation of lysinoalanine in milk and milk products”).

Sin embargo, en el presente trabajo, se lleva a cabo un estudio cuidadoso de los efectos del tratamiento alcalino
sobre las proteinas de la leche, aplicando técnicas tales como cromatografia liquida rapida de proteinas de intercam-
bio catidnico y aniénico y electroforesis capilar. Estas técnicas se han usado previamente con éxito para detectar los
cambios andlogos en las proteinas inducidos mediante calor (MILCHWISSENSCHAFT, vol. 49, 1994, paginas 125-
129. Law, A.J.R., Home, D.S., Banks, J.M. y Leaver, J. “Heat-induced changes in the whey proteins and caseins”);
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, vol. 652, 1993, paginas 207-213. de Jong, N., Visser, S. y Olieran, C. “de-
termination of milk proteins by capillary electrophoresis”). Los cambios que se producen en el tratamiento alcalino
riguroso, tales como la desfosforilacion, eliminacién de los grupos hidratos de carbono y SH (4cido sidlico), conducen
todos a una reduccién de la carga negativa de las proteinas, y estos cambios, que se producen también en el calen-
tamiento, pueden detectarse mediante la cromatografia liquida rdpida de proteinas de intercambio aniénico (FPLC).
Similarmente, la determinacién de residuos de Arg y e-amino Lys que se producen en el tratamiento prolongado a pH
alcalino, conduce a la pérdida de carga positiva en las proteinas, y estos cambios pueden determinarse mediante la
FPLC de intercambio catidnico y la electroforesis capilar a pH acido.

Estas técnicas se usaron para examinar caseinas que se habfan sometido a las condiciones alcalinas requeridas para
obtener la precipitacion selectiva de las fracciones de caseina a partir de leche desnatada o caseinato de sodio. Los
resultados de la FPLC de intercambio aniénico (figura 7) muestran que en los tiempos cortos requeridos para realizar
la disociacién de las micelas de caseina en la leche (5 min.), no habia cambios que pudieran medirse en los perfiles
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o en las dreas de pico respectivas de las caseinas individuales. Ya que la separacion se basa en la carga neta negativa,
parece que no hubo cambios apreciables en las cargas de las caseinas individuales y que, en particular, no tuvo lugar
la desfosforilacion. Los resultados de la electroforesis capilar (figura 8) y la FPLC de intercambio catiénico (figura
9) muestran similarmente que tras el tratamiento alcalino durante 5 min., no hubo cambios que pudieran medirse en
los perfiles o en las dreas de pico respectivas de las caseinas. Ambas técnicas se llevaron a cabo a pH 4cido y, ya que
las separaciones se basan en la carga neta positiva, muestran que el tratamiento alcalino corto no tuvo efecto sobre
los grupos cargados positivamente tales como Lys y Arg de las caseinas. Los resultados en conjunto muestran que el
tratamiento corto en condiciones alcalinas requerido para obtener la precipitacion selectiva de las caseinas a partir de
la leche desnatada o del caseinato de sodio no provoc6 ningin dafio quimico a las proteinas.

Durante el tratamiento alcalino de la leche desnatada, la 8-lactoglobulina experimenta un cambio conformacional,
y posteriormente se vuelve insoluble en su punto isoeléctrico (JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SO-
CIETY vol. 81, 1959, paginas 4032-4036. Tanford, C., Bunville, L.G. y Nozaki, Y. “The reversible transformation of
B-lactoglobulin at pH 7,5”). En las condiciones alcalinas requeridas para obtener la precipitacidn de calcio selectiva,
algunas de las B-lactoglobulinas se vuelven desnaturalizadas pero las otras proteinas de suero, tal como se muestra
mediante la FPLC de permeacién en gel (figura 4), no se desnaturalizaron y mantuvieron sus solubilidades en sus
puntos isoeléctricos. Los resultados previos de HPLC en fase inversa, electroforesis capilar y digestiones tripticas de
las proteinas a partir de la leche desnatada mantenida brevemente a pH alcalino, mostraron que no habia cambios sig-
nificativos en las propiedades quimicas de las proteinas (SOLICITUD DE PATENTE, 2001, Leaver, J. y Law, A.J.R.
“Milk and cheese extraction process, including methods of extracting 8-lactoglobulin and caseins from milk and milk
products, and novel products thereby produced”).

Ejemplo 1

Se calent6 leche desnatada hasta 30°C y se ajust6 rapidamente el pH hasta 11,0 mediante la adicién, con agitacién,
de hidréxido de sodio 5 M. Mientras se continué agitando, se afiadi6 una solucién de cloruro de calcio 0,5 M, siendo
el volumen total de cloruro de calcio afiadido de 133 ml por litro de solucién de leche desnatada y siendo la concen-
tracion final de 0,059 M. Entonces se afiadido 4cido clorhidrico (5 M), con agitacién con el fin de reducir el pH de la
leche desnatada hasta 7,0. Se formé un precipitado (A) que se recogié o bien mediante centrifugacién o bien se dejé
sedimentar y se extrajo mediante filtracién. Este precipitado era rico en a,- y B-caseinas y contenia poca k-caseina.
Se redujo el pH del sobrenadante hasta 3,8 mediante la adicién, con agitacién de HCl 1 M. Se formé un segundo
precipitado (B) que se recogié de la misma manera que el precipitado A. El precipitado B contenia «-caseina (60%) y
B-lactoglobulina (20%) y pequefias cantidades de «- y B-caseinas (figura 3). Se merm¢ parcialmente el sobrenadante
de suero 4cido en S-lactoglobulina (figura 4).

Se volvié a suspender el precipitado A en agua en aproximadamente la misma concentracion tal como en el ca-
seinato inicial, mediante agitacion vigorosa a 20°C ajustandose continuamente el pH hasta 7,0 mediante la adicién de
HCI 1 M. Después de completarse la disolucidn, se enfrié la solucién hasta 2°C y se ajusté el pH hasta 4,5 mediante
la adicidn, con agitacién, de HCI 1 M. Se formé un precipitado (C) y tras la agitacién durante 15 minutos a 2°C, éste
se recogid del sobrenadante (D) o bien mediante filtracién o bien centrifugacién a 2°C. Este precipitado estaba alta-
mente enriquecido en a,-caseina pero contenia algo de B-caseina. Se redujo la cantidad de S-caseina en esta fraccién
volviendo a disolver el precipitado en agua y repitiendo la precipitacién a 2°C dos veces mds. El analisis mostré que
mads del 85% de la proteina era «,-caseina (figura 3).

Se calent? el sobrenadante D hasta 35°C y se ajusté el pH hasta 4,6 mediante la adicion, con agitacion de volimenes
pequeiios de HC1 1 M. Se form6 un precipitado (E) que se recogié mediante centrifugacién o filtraciéon de la misma
manera que el precipitado A. El andlisis mostré que mds del 95% de la proteina era S-caseina (figura 3).

Ejemplo 2

Se disolvi6 caseinato de sodio en agua en una concentracion de 27 g/l mediante agitacion a aproximadamente 37°C
durante 10 minutos (figura 4). Se enfrid la solucién hasta 30°C y se ajustéd rapidamente el pH hasta 11,0 mediante la
adicion, con agitacion, de hidréxido de sodio 0,5 M. Mientras se continué agitando, se afiadié una solucién de cloruro
de calcio 0,5 M, siendo el volumen total de cloruro de calcio afiadido de 166 ml por litro de solucién de caseinato
y siendo la concentracién final de 0,071 M. Entonces se afiadié acido clorhidrico (5 M), con agitacién, con el fin
de reducir el pH de la solucién de caseinato hasta 7,0. Se form6 un precipitado (A) que se recogid o bien mediante
centrifugacién o bien se dejo depositar y se eliminé mediante filtracioén. Este precipitado era rico en «,- y S-caseinas
y contenia poca o ninguna k-caseina. Se redujo el pH del sobrenadante hasta 3,8 mediante la adicién, con agitacién
de HC1 1 M. Se form6 un segundo precipitado (B) que se recogi6é de la misma manera que el precipitado A. El
precipitado B estaba altamente enriquecido en x-caseina y contenia cantidades aproximadamente iguales de - 5- y
k-caseina (figura 4). Pudo purificarse el precipitado B ademads disolviendo en agua a pH 7,0, y volviendo a precipitar
a pH 4,6 para reducir el contenido de sal de calcio. Se volvié a disolver el precipitado a pH 7,0, y se precipit6 de
manera selectiva k-caseina con solucién de etanol al 50% mediante la adicién de una pequeia cantidad de cloruro
de sodio 2 M en etanol al 50%, manteniéndose la mayor parte de las a,- y S-caseinas en el sobrenadante. Se formé
el precipitado facilmente y pudo separarse mediante centrifugacién a baja velocidad o filtracién. La fraccién era de
aproximadamente el 65% de k-caseina (figura 6) y, ya que no estaban implicados materiales tdxicos, era adecuada
como un ingrediente alimenticio.
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Se volvié a suspender el precipitado A en agua en aproximadamente la misma concentracién tal como en el ca-
seinato inicial mediante agitacién vigorosa a 20°C ajustdndose continuamente el pH hasta 7,0 mediante la adicién de
HCI 1 M. Después de completarse la disolucidn, se enfrié la solucién hasta 2°C y se ajusté el pH hasta 4,5 mediante
la adicion, con agitacién, de HCI 1 M. Se formé un precipitado (C) y tras la agitacién durante 15 minutos a 2°C, éste
se recogio del sobrenadante (D) o bien mediante filtracion o bien centrifugacién a 2°C. Este precipitado estaba alta-
mente enriquecido en a,-caseina pero contenia algo de S-caseina. Se redujo la cantidad de S-caseina en esta fraccién
volviendo a disolver el precipitado en agua y repitiendo la precipitacion a 2°C dos veces mas. El andlisis mostr6 que
mas del 85% de la proteina era «,-caseina (figura 5).

Se calent? el sobrenadante D hasta 35°C y se ajust6 el pH hasta 4,6 mediante la adicién, con agitacién de volimenes
pequefios de HCI 1 M. Se formé un precipitado (E) que se recogié mediante centrifugacion o filtraciéon de la misma
manera que el precipitado A. El andlisis mostré que mas del 95% de la proteina era S-caseina (figura 5).

Aplicaciones de las fracciones de caseina purificada

Las fracciones de caseina purificadas pueden prepararse a gran escala, libres de materiales téxicos, y pueden afia-
dirse a los alimentos o usarse para preparar nuevos productos alimenticios. Las caseinas individuales tienen estructuras
y propiedades diferentes y pueden seleccionarse por tanto para dar propiedades funcionales 6ptimas para obtener un
fin particular. La S-caseina, por ejemplo, es mds hidr6foba y mds soluble en etanol que las otras caseinas, mientras
que la k-caseina es hidroéfila y precipita facilmente con soluciones de etanol. Similarmente, las «@,-caseinas, que son
ricas en grupos fosfato, se unen facilmente a iones divalentes y son mucho mas sensibles a concentraciones de calcio
que la k-caseina, que tiene s6lo un tnico grupo fosfato. También, la k-caseina tiene propiedades especiales debido a su
existencia como una serie de polimeros unidos a disulfuros, la presencia de cadenas laterales de hidratos de carbono
hidréfilos, y su capacidad de estabilizar a las otras caseinas en soluciones acuosas. Las fracciones de caseina también
muestras diferentes susceptibilidades hacia diferentes enzimas, y son materiales de partida adecuados para preparar
una amplia variedad de péptidos tal como se describe a continuacién.

Durante la maduracién del queso, las caseinas experimentan proteolisis y los péptidos y aminodcidos resultantes
producen una contribucién importante para el sabor de los quesos curados. En las etapas tempranas de la maduracion,
quimosina y plasmina producen la proteolisis de péptidos de tamafio grande e intermedio, mientras que en las tdltimas
etapas otras enzimas proteoliticas producen péptidos cortos y por dltimo aminoédcidos. Sin embargo, la curacién es
un proceso lento, y existe un potencial considerable para desarrollar sabores de queso mediante proteolisis rdpida
de caseinas aisladas. Durante este proceso pueden producirse péptidos hidréfobos, especialmente de S-caseina, que
tienen un sabor amargo. Las fracciones de caseina purificadas descritas en el presente documento pueden usarse como
materiales de partida que permiten mas control sobre el tipo de péptidos formados y los sabores desarrollados.

La hidrdlisis controlada de las caseinas mediante condiciones dcidas o alcalinas o mediante la proteolisis enzima-
tica limitada da péptidos que tienen capacidad de formacién de espuma mejorada, pudiendo difundirse las moléculas
pequefias mas rapido que las caseinas originales hacia las superficies de contacto. Los péptidos de las caseinas tie-
nen las ventajas de ser estable frente al calor, tener baja alergenicidad y facilitar la unién al calcio. Los hidrolizados
especificos también se usan para optimizar la tasa de fermentacion y aumentar el recuento celular de ciertas cepas
de bacterias bioactivas en el procesamiento del yogurt. La disponibilidad de las fracciones purificadas obtenidas me-
diante el presente procedimiento facilita la produccion de una amplia variedad de péptidos que tienen las propiedades
requeridas.

Aunque la mayor parte de los alimentos de sustitucién de lactantes se basan en leche de vaca, la concentracién de la
proteina total en la leche humana es inferior, y las proporciones respectivas de las proteinas individuales difieren con-
siderablemente de las de la leche de vaca. En particular, la leche humana no contiene S-lactoglobulina, y la proporcién
respectiva de a-caseinas es muy baja. En contraste, las proporciones respectivas de a-lactoalbumina, lactoferrina y de
K-y B-caseinas son superiores en la leche humana. También, la 8-caseina que representa aproximadamente el 60% de
la caseina total en la leche humana, se produce como una serie de polipéptidos fosforilados de manera diferente, siendo
el grado global de fosforilacion inferior que en la leche de vaca. Se cree que las diferencias en la composicién pueden
explicar algunos de los problemas asociados con la ingesta de leche de vaca por lactantes. Por ejemplo, la alergenici-
dad de la leche de vaca se ha relacionado en parte a la presencia de S-lactoglobulina. Similarmente, las dificultades en
la digestién pueden deberse a la textura mas dura de la cuajada formada en el estémago a pH 4cido, cuando la leche
tiene menos de la S-caseina poco fosforilada y més de las a;-caseinas altamente fosforilada. En los afios recientes, ha
existido un cambio gradual en la fabricacién de férmulas de lactantes hacia la obtencién de un producto que se parezca
estrechamente a la leche humana. La preparacion a gran escala de fracciones de caseina individuales y suero que esté
parcialmente reducido en -lactoglobulina, tal como se describe en el presente documento, puede ayudar a conseguir
esto. La SB-caseina purificada puede desfosforilarse parcialmente mediante la accion de la fosfatasa, y recombinarse
con k-caseina y el suero para dar leche que se parece estrechamente a la leche humana en la composicién de proteina.

En comiin con muchas moléculas sintéticas o naturales de cadena larga, las caseinas pueden reticularse para for-
mar polimeros, normalmente mediante la aplicacién de calor y alta presién, seguido de tratamiento con formalina
(en CASEIN AND ITS INDUSTRIAL APPLICATIONS, 1939, paginas 181-232, Reinhold Publishing Corporation,
Nueva Cork, Brother, G.H. “Casein Plastics”). El proceso se usé comtinmente una vez para producir una amplia va-
riedad de plasticos que tenfan textura y color satisfactorios pero, debido al coste de los materiales de partida y el
peligro de la formalina, se ha sustituido por métodos que utilizan polimeros sintéticos. Sin embargo, hay un mercado
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de recubrimientos de alimentos comestibles y pldsticos biodegradables y, usando técnicas de reticulacién mas suaves
que implican la adicién de calcio a pH alcalino, es posible usar las fracciones de caseina individuales descritas en el
presente documento para producir un intervalo de plasticos blandos que tienen propiedades adecuadas.

En los afios recientes se ha establecido que la ruptura proteolitica de las caseinas en la leche, o durante la di-
gestidn, da un aumento de péptidos bioactivos que tienen funciones fisioldgicas especiales. Los péptidos bioactivos
incluyen fosfopéptidos, y péptidos con funciones antimicrobianas, antihipertensoras, inmunomoduladoras, antitrom-
béticas y opioides JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, vol. 83, 2000, paginas 1187-1195. Clare, D.A. y Swaisgood,
H.E. “Bioactive milk peptides: A prospectus”).

Los fosfopéptidos de caseina se han identificado tras la liberacion de tripsina a partir de caseinas individuales vy,
debido a las caracteristicas de grupo de los residuos de fosfoserina y alta carga negativa de los centros de fosfato, se
cree que funcionan como vehiculos de diferentes minerales, especialmente calcio (PROCEEDINGS OF 25" INTER-
NATIONAL DAIRY CONGRESS, 1998, paginas 200-208. Holt, C. “Casein structure and casein-calcium phosphate
interactions”. Los fosfopéptidos de caseina son en su mayor parte resistentes a la proteolisis enzimatica en el intestino
y normalmente se encuentran formando complejos con fosfato de calcio. Esta formacién de complejos da como resul-
tado un aumento de la solubilidad y una absorcion potenciada de calcio requerido para la calcificacién ésea. También,
los fosfopéptidos de caseina inhiben lesiones de caries ayudando a recalcificar el esmalte dental, y se estd promoviendo
su aplicacion en el tratamiento de enfermedades dentales. Las caseinas individuales dan un aumento de fosfopéptidos
diferentes, algunos de los que ya han encontrado aplicaciones como complementos dietéticos y medicinas debido a sus
capacidades de unir Fe, Zn y Cu, y la disponibilidad de las fracciones de caseina purificadas descritas en el presente
documento facilita su preparacion.

Se han identificado diversos péptidos de caseina con propiedades microbianas en la leche, incluyendo casosidina I
de a,-caseina e isracidina de a,;-caseina B. La isracidina previene eficazmente la mastitis en ovejas y cabras, y existe
un potencial considerable para desarrollar adicionalmente los antibidticos especificos de este tipo.

Diversos péptidos de las caseinas inhiben la enzima de conversidon de la angiotensina y por tanto, actian para
reducir la tension arterial. De estos péptidos bioactivos, uno es un fragmento de a;;-caseina («a,;-casoquinina-5) y dos
se obtienen de B-caseina (B-casoquinina-7 y péptido antihipertensor).

También se ha establecido que los fragmentos de caseina afectan al sistema inmunitario y las repuestas de proli-
feracion celular relacionadas. De estos péptidos bioactivos, un tripéptido de k-caseina y un péptido de B-caseina han
mostrado aumentar la proliferacion de los linfocitos de sangre periférica.

Varios péptidos de las caseinas tienen propiedades antitrombdticas y actdan bloqueando los receptores especificos
de las plaquetas durante la coagulacién sanguinea. Estos péptidos incluyen los glucomacropéptidos, y dos fragmentos
mas pequefios de k-caseina que dan casoplatelina y péptido inhibidor de la trombina, respectivamente.

Varios estudios han mostrado que algunos fragmentos de las caseinas, los péptidos opioides, tienen propiedades
similares a la morfina. Los principales péptidos opioides son fragmentos de S-caseina, pero también pueden obtener-
se mediante la hidrdlisis de pepsina de «,-caseina. Las 8-casomorfinas son resistentes a las enzimas digestivas y en
adultos sus influencias fisioldgicas se limitan al aparato gastrointestinal, con efectos importantes sobre el tiempo del
transito intestinal, la absorcién de aminoécidos y el equilibrio de agua. Sin embargo, en recién nacidos las S-caso-
morfinas pueden entrar en la circulacién sanguinea promoviendo calma y suefio en los lactantes. Algunos péptidos,
antagonistas opioides, ejercen los efectos opuestos de las B-casomorfinas, y actian suprimiendo la actividad de la
encefalina. Tres de estos, las casoxinas, son péptidos de x-caseina. El caseinomacropéptido de x-caseina también tiene
un efecto directo sobre el aparato gastrointestinal, e inhibe las secreciones del dcido géastrico. El papel de los péptidos
bioactivos de las caseinas es un drea de investigacion de expansion, especialmente ahora que existe un mejor enten-
dimiento de los procesos bioldgicos a nivel molecular. La preparacion de caseinas purificadas mediante el presente
método facilita la produccién de los diversos péptidos en forma pura.

El método novedoso de la presente invencién permite fraccionar la caseina para dar material de pureza hasta ahora

no alcanzada con costes marcadamente reducidos y libre de reactivos potencialmente nocivos. En particular, la presente
invencién permite, por primera vez, la preparacion de material altamente enriquecido en «-caseina.
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REIVINDICACIONES
1. Método de obtencidn de fracciones de proteinas purificadas de leche, que incluye las etapas de:
i) aumentar el pH de la leche hasta aproximadamente pH 11;
ii) afiadir cloruro de calcio para precipitar de manera selectiva las fracciones;
iii) disminuir el pH; y
iv) separar las fracciones.

2. Método segtn la reivindicacidn 1, en el que las fracciones son a;-, 8-, y k-caseina.

3. Método segtn las reivindicaciones 1 a 2, en el que las fracciones se separan mediante centrifugacién.

4. Método segun las reivindicaciones 1 a 2, en el que las fracciones se separan mediante filtracion.

5. Método segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la leche es leche desnatada.

6. Método segtn la reivindicacién 3, en el que la centrifugacién se lleva a cabo a baja velocidad.

7. Método segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademds la etapa de llevar a
cabo la precipitacioén a pH 4cido del sobrenadante obtenido a partir de la centrifugacion o filtracién, para obtener una
fraccién altamente enriquecida en «-caseina.

8. Método segtin la reivindicacion 7, en el que el pH es 3,8.

9. Método segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende también las etapas de volver a
disolver los componentes de «,-, S-caseina en agua, y llevar a cabo la precipitacién isoeléctrica selectiva repetida a pH
dcido y baja temperatura, para obtener una fraccidon que principalmente contiene a,-caseina.

10. Método seglin la reivindicacién 9, en el que el agua estd a pH 7,0 y 20°C.

11. Método segun las reivindicaciones 9 a 10, en el que se enfria la solucién de las «,-, S-caseinas tras volver a
disolverse en agua, y ajustarse hasta pH 4cido.

12. Método segun la reivindicacién 11, en el que se enfria la solucién de las a,-, S-caseinas hasta 2°C, y se justa
hasta pH 4,5.

13. Método segtin las reivindicaciones 9 a 12, en el que se repite el procedimiento de volver a disolver y de volver
a precipitar, dando una fraccién que contiene principalmente a,-caseina y una fracciéon que contiene principalmente §-
casefna.

14. Método segtn la reivindicacién 13, en el que se calienta el sobrenadante obtenido a partir de la precipitacién
isoeléctrica selectiva, y se trata mediante precipitacién con dcido para recuperar la fraccién que contiene principal-
mente S-caseina.

15. Método segtn la reivindicacién 14, en el que se calienta el sobrenadante hasta 35°C.

16.Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se aumenta el pH de la leche mediante
la adicién de una solucién alcalina, y se disminuye mediante la adicién de una solucién 4cida.

17. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se aumenta el pH de la leche mediante
la adicién de hidréxido de sodio.

18. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la temperatura de la leche en la
adicién de la solucién alcalina es de 30°C.

19. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que tras la etapa de aumentar el pH de la
leche, se deja reposar la solucién durante un periodo de hasta 5 minutos.

20. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracion final de cloruro de
calcio en la solucién es de 0,059 M.

21. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se disminuye el pH mediante la
adicién de uno o varios 4cidos minerales.
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22. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende también la etapa de aumentar
el pH de la fraccién altamente enriquecida en k-caseina, y llevar a cabo la ultrafiltracién para separar el material de
bajo peso molecular de las caseinas, proteinas de suero y caseinomacropéptido en la leche.

23. Método segtin la reivindicacion 22, en el que se aumenta el pH hasta un valor neutro.

24. Método segtin las reivindicaciones 22 a 23, en el que se lleva a cabo la ultrafiltracién usando una membrana
con un tamafio de poro inferior a 25 kD, pero superior a 12 kD.

25. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende también la etapa de disminuir
el pH de la fraccién altamente enriquecida en k-caseina y llevar a cabo la ultrafiltracién para separar la proteina de
suero del caseinomacropéptido.

26. Método segtin la reivindicacién 25, en el que se disminuye el pH hasta entre pH 4 y pH 5.

27. Método segtin las reivindicaciones 25 a 26, en el que se lleva a cabo la ultrafiltracién usando una membrana
con un tamafo de poro superior a 7 kD, pero inferior a 20 kD.

28. Método de obtencion de fracciones de proteinas purificadas a partir de una solucién de caseinato de sodio que
incluye las etapas de:

i) aumentar el pH de la solucion de caseinato de sodio hasta aproximadamente pH 11;
ii) afadir cloruro de calcio para precipitar de manera selectiva las fracciones;
iii) disminuir el pH; y
iv) separar las fracciones.
29. Método segtn la reivindicacion 28, en el que las fracciones son «;-, 8-, k-caseinas.
30. Método segtin las reivindicaciones 28 a 29, en el que las fracciones se separan mediante centrifugacién.
31. Método segtin las reivindicaciones 28 a 30, en el que las fracciones se separan mediante filtracion.
32. Método segtin la reivindicacién 31, en el que la centrifugacion se lleva a cabo a baja velocidad.
33. Método segtin las reivindicaciones 28 a 32, que comprende también la etapa de llevar a cabo la precipitacion
a pH 4cido del sobrenadante obtenido a partir de la centrifugacion o filtracién, para obtener una fraccion altamente
enriquecida en k-caseina.

34. Método segtin la reivindicacién 33, en el que el pH es 3,8.

35. Método segun las reivindicaciones 28 a 34, en el que la fraccidn altamente enriquecida en k-caseina se precipita
de manera selectiva con etanol para enriquecerla adicionalmente en x-caseina.

36. Método segtin la reivindicacion 35, en el que la fraccion altamente enriquecida en k-caseina se vuelve a disolver
en agua a pH 7, se vuelve a precipitar a pH 4,6, y entonces de precipita de manera selectiva con etanol al 50% a pH 7
y a 25°C con la adicién de una pequefia cantidad de 2NaCl en etanol al 50%.

37. Método segtn las reivindicaciones 28 a 36, que comprende ademas las etapas de volver a disolver los com-
ponentes de a,- y B-caseina en agua, y llevar a cabo la precipitacion isoeléctrica selectiva repetida a pH dcido y baja
temperatura para obtener una fraccién que contiene principalmente a,-caseina.

38. Método segtin la reivindicacién 37, en el que el agua estd a pH 7,0 y 20°C.

39. Método segtin las reivindicaciones 37 a 38, en el que se enfrfa la solucién de «,- y B-caseina hasta 2°C, y se
ajusta hasta pH 4cido.

40. Método segtin la reivindicacion 39, en el que se enfria la solucién de ;- y S-caseina hasta 2°C, y se ajusta hasta
pH 4,5.

41. Método segun las reivindicaciones 37 a 39, en el que se calienta el sobrenadante obtenido a partir de la pre-
cipitacion isoeléctrica selectiva, y se trata mediante precipitacién con dcido para recuperar la fraccién que contiene
principalmente 3-caseina.
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42. Método segtin las reivindicaciones 37 a 41, en el que se repite el proceso de volver a disolver y volver a
precipitar, dando una fraccién que contiene principalmente a-caseina, y una fraccién que contiene principalmente 8-
casefna.

43. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 42, en el que se aumenta el pH de la solucién de
caseinato de sodio mediante la adicién de una solucién alcalina, y se disminuye mediante la adicién de una solucién
dcida.

44. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 43, en el que se aumenta el pH de la solucién
caseinato de sodio hasta pH 11 mediante la adicién de hidréxido de sodio.

45. Método segtn una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 44, en el que la temperatura de la solucién de
caseinato de sodio en la adicién de la solucién alcalina es de 30°C.

46. Método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 45, en el que tras la etapa de aumentar el pH de la
solucién de caseinato de sodio, se deja reposar la solucién durante un periodo de hasta 5 minutos.

47. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 46, en el que la concentracién final del cloruro de
calcio en la solucidn alcalina de caseinato de sodio serd de 0,071 M.

48. Método segin una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 47, en el que se disminuye el pH hasta pH 7,0
mediante la adicién de uno o varios dcidos minerales.

49. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 48, que comprende también la etapa de aumentar el
pH de la fraccién altamente enriquecida en k-caseina, y llevar a cabo la ultrafiltracién para separar el material de bajo
peso molecular de las caseinas, proteinas de suero y caseinomacropéptido en la solucién de caseinato de sodio.

50. Método segtn la reivindicacion 49, en el que se aumenta el pH hasta un valor neutro.

51. Método segtin las reivindicaciones 49 a 50, en el que se lleva a cabo la ultrafiltracién usando una membrana
con un tamaio de poro inferior a 25 kD, pero superior a 12 kD.

52. Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 51, que comprende también la etapa de disminuir el
pH de la fraccion altamente enriquecida en «-caseina, y llevar a cabo la ultrafiltracion para separar la proteina de suero
del caseinomacropéptido.

53. Método segtin la reivindicacién 52, en el que se disminuye el pH hasta entre pH 4 y pH 5.

54. Método segtin las reivindicaciones 52 a 53, en el que se lleva a cabo la ultrafiltracién usando una membrana
con un tamaifio de poro superior a 7 kD, pero inferior a 20 kD.
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