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DESCRIPCION
Método para aislar osteopontina usando alimentaciones concentradas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para aislar osteopontina a partir de una alimentaciéon procedente de
leche, por ejemplo, una alimentacién basada en suero de leche, lactosuero dulce o lactosuero agrio.
Particularmente, el método presente implica el uso de una concentracion proteica relativamente elevada y una
estrecha ventana de pH y de conductancia especifica de la alimentacion procedente de leche, el cual,
sorprendentemente, ha demostrado proporcionar un aislamiento muy eficaz de osteopontina a partir de
alimentaciones quimicamente complejas.

Antecedentes

La osteopontina es una proteina ligante de calcio, rica en acido sialico, muy fosforilada y acida. La osteopontina
contiene aproximadamente 28 moles de fosfato unido por mol de osteopontina y se une a aproximadamente 50
moles de Ca por mol de osteopontina.

La osteopontina (OPN) es una proteina bioactiva multifuncional que esta implicada en numerosos procesos
bioldgicos, tales como la remodelacion 6sea, la inhibicién de la calcificacion ectdpica y la adhesion y la migracion
celulares, asi como en varias funciones inmunes. La osteopontina presenta propiedades de tipo citocina y es un
factor esencial en el inicio de respuestas inmunes por células T cooperadoras de tipo 1. La osteopontina esta
presente en la mayor parte de los tejidos y fluidos corporales, encontrandose las mayores concentraciones en la
leche. Basandose en una funcioén inhibitoria de la OPN en la calcificacién ectépica, un modelo in vivo usando ratones
deficientes en OPN mostré una calcificacion disminuida tras la adicion exdgena de la proteina. Ademas, la OPN esta
implicada en la defensa del tracto urinario frente a la formacién de piedras renales porque la OPN puede inhibir el
crecimiento y la agregacion de cristales de monohidrato de oxalato calcico.

El papel biologico de la OPN en la leche no esta claro; sin embargo, se podrian plantear hipotesis sobre varias
funciones. Se ha comunicado que la osteopontina esta implicada en el desarrollo y la diferenciacion de la glandula
mamaria, y se han observado niveles elevados de expresién de OPN en la glandula mamaria en la lactancia
temprana. Ademas, la naturaleza muy anionica de la proteina podria permitir que la OPN formara complejos solubles
con iones de calcio e inhibiera por ello la cristalizacién y la precipitacion accidentales de calcio en la leche.

En la bibliografia cientifica, la osteopontina es tipicamente purificada a partir de hueso o leche y esta tipicamente
presente en la leche bovina en una concentracion de 20 mg/l. En la leche, la osteopontina es una proteina de suero
pero también se puede asociar en cierta medida con las micelas de caseina dependiendo del nivel de ca®. El
lactosuero agrio es la materia prima preferida para la produccion industrial de osteopontina. Se plensa que, cuando
se forma lactosuero agrio, la osteopontina abandona las micelas de caseina como filtraciones de Ca®* en la fase de
suero. Este aspecto hace que el lactosuero agrio sea una fuente directa de osteopontina. Por la misma razoén, el
lactosuero dulce tiene un contenido ligeramente menor de osteopontina. Ademas, el lactosuero dulce contiene
caseinomacropéptido (CMP; del inglés, caseino macropeptide) procedente de la escisién enzimatica de la kappa-
caseina. EI CMP presenta muchas similitudes bioquimicas con la osteopontina; ambos son glicoproteinas
fosforiladas, acidas, flexibles y pequefias. Por esta razén, se cree que el CMP y la osteopontina son bastante
similares en cuanto a su unién a resinas de intercambio iénico, lo que planteara un problema a la hora de purificar
osteopontina a partir de una materia prima que contenga CMP. Otro aspecto es la probable degradacion de la
osteopontina por enzimas proteoliticas empleadas en la elaboracién de queso. Estos tres aspectos pueden haber
dado lugar a la evitacion de esta materia prima para la purificacion de osteopontina, tanto para produccion industrial
como para investigacion cientifica.

Técnica previa

En el Documento WO 02/28413 A1 se describe un método para producir una composicion que contiene
osteopontina a partir de materias primas tales como leche y lactosuero agrio por medio de intercambio anionico a
bajo pH. En el Documento WO 02/28413 A1 se pone énfasis en que ni la materia prima del proceso ni el producto
resultante pueden contener cGMP, que es un tipo de CMP del que se sabe que se une a intercambiadores anidnicos
y que inhibiria la unién de la osteopontina.

En el Documento WO 01/149741 A2 se describe un proceso en el que se purifica osteopontina a partir de un
material lacteo al mezclar el material lacteo con calcio soluble y ajustar el pH de la mezcla para que precipiten
selectivamente los demas componentes proteicos del lactosuero mientras se queda la osteopontina en disolucion.

Azuma et al. describen un método para aislar osteopontina a partir de lactosuero de leche bovina usando un
procedimiento cromatografico de dos operaciones, en el que se procesé discontinuamente lactosuero agrio con
DEAE-Sephacel en un pH de 5,0, mediante lo cual se obtuvo una fraccion rica en OPN a partlr de las primeras
operaciones cromatograficas. Una subsiguiente HPLC de intercambio aniénico con POROS® HQ proporcioné
aproximadamente 11 mg de OPN purificada a partir de 1 | de lactosuero.
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Sumario de la invenciéon

Los presentes inventores han descubierto que, sorprendentemente y contrariamente a los prejuicios hallados en la
técnica previa, se puede aislar osteopontina por intercambio aniénico con elevada produccion y elevada pureza a
partir de alimentaciones complejas procedentes de leche a pesar de la presencia de proteinas competidoras en la
alimentacion. Los presentes inventores han hallado que la conductancia especifica de la alimentacién es
particularmente importante para la produccion y la pureza de la osteopontina y han identificado una ventana éptima
de la conductancia especifica para el aislamiento de osteopontina a partir de alimentaciones procedentes de leche.

De este modo, un aspecto de la invencion se refiere a un método para aislar osteopontina a partir de una
alimentacion procedente de leche, método que comprende las operaciones de:

a) obtener una alimentacién procedente de leche que comprende osteopontina, alimentacion procedente de
leche que tiene un pH en el intervalo de 3,6-6,5 a 25 °C y una conductancia especifica en el intervalo de 0,4-1,0
S/m (4-10 mS/cm) a 25 °C, y en donde la alimentacién procedente de leche comprende una cantidad total de
proteina en el intervalo de 50-250 g/l de alimentacion procedente de leche,

b) someter dicha alimentacion procedente de leche a cromatografia de intercambio aniénico, que incluye poner la
alimentacion procedente de leche en contacto con un medio de intercambio aniénico,

c) opcionalmente, lavar el medio de intercambio anionico, y

d) recuperar la proteina unida al medio de intercambio anidnico, obteniéndose de este modo una composicion
que comprende osteopontina aislada.

Ademas de las ventajas anteriormente mencionadas, el presente método permite un uso mas econémicamente
eficaz del medio de intercambio anioénico y una mayor produccion de osteopontina por kilogramo de medio de
intercambio anidnico.

Otra ventaja del presente método es una produccion mejorada de osteopontina por ciclo de intercambio aniénico,
como se demuestra en el Ejemplo 5.

La "conductancia especifica" (a la que a veces se hace referencia como "conductividad especifica") de una
disolucién acuosa es una medida de la capacidad de la disolucién para conducir electricidad. La conductancia
especifica puede ser determinada, por ejemplo, midiendo la resistencia a la corriente alterna de la disolucion entre
dos electrodos, y el resultado se presenta tipicamente en unidades de milisiemens por centimetro (mS/cm). La
medicion de la conductancia especifica puede ser llevada a cabo, por ejemplo, de acuerdo con el Método n° 120.1
de la US Environmental Protection Agency (EPA).

También se describe en esta memoria una composicién que contiene osteopontina, obtenida mediante el método
presente.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Efecto del pH de una alimentacién procedente de lactosuero dulce sobre la pureza y la produccion de
osteopontina en una conductancia especifica de 5,5 mS/cm.

Figura 2. Efecto de la conductancia especifica de una alimentacion procedente de lactosuero dulce sobre la pureza 'y
la produccién de osteopontina en un pH de 4,3.

Figura 3. Influencia de la conductancia especifica de una alimentacion procedente de lactosuero agrio sobre la
pureza y la produccién de OPN en un pH de 4,3.

Descripcion detallada de la invenciéon

Como se menciond, un aspecto de la invencion se refiere a un método para aislar osteopontina a partir de una
alimentacion procedente de leche, método que comprende las operaciones de:

a) obtener una alimentacion procedente de leche que comprende osteopontina, alimentacién procedente de
leche que tiene un pH en el intervalo de 3,6-6,5 a 25 °C y una conductancia especifica en el intervalo de 0,4-1,0
S/m (4-10 mS/cm) a 25 °C, y en donde la alimentacion procedente de leche comprende una cantidad total de
proteina en el intervalo de 50-250 g/l de alimentacion procedente de leche,

b) someter dicha alimentacion procedente de leche a cromatografia de intercambio anidnico, que incluye poner
la alimentacién procedente de leche en contacto con un medio de intercambio aniénico,

c) opcionalmente, lavar el medio de intercambio anidnico, y

d) recuperar la proteina unida al medio de intercambio aniénico, obteniéndose de este modo una composicion
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que comprende osteopontina aislada.

Las operaciones del método se llevan tipicamente a cabo en secuencia, por ejemplo, las operaciones a), b), c) y d).
Sin embargo, en ciertas realizaciones de la invencién se omite la operacion c) del método y, en este caso, el método
comprende las operaciones a), b) y d).

En el contexto de la presente invencion, la expresion "aislamiento de osteopontina” se refiere al enriquecimiento en
osteopontina en un porcentaje ponderal de al menos 70% (peso/peso), preferiblemente de al menos 80%
(peso/peso) y aun mas preferiblemente de al menos 90% (peso/peso), con respecto al peso total de proteina
recuperada del medio de intercambio anioénico durante la operacion d). El aislamiento de osteopontina puede
implicar, por ejemplo, el enriquecimiento en osteopontina en un porcentaje ponderal de al menos 95% (peso/peso),
tal como al menos 97% (peso/peso), con respecto al peso total de proteina recuperada del medio de intercambio
anionico durante la operacion d).

El método es particularmente util para mejorar el enriquecimiento selectivo en osteopontina de una alimentacion
procedente de leche que comprende proteina adicional que tiene un punto isoeléctrico (pl) < 5,0, por ejemplo,
alimentaciones procedentes de leche que contienen CMP. La expresion "enriquecimiento selectivo" deberia
entenderse como aumento de la relaciéon molar entre osteopontina y la cantidad total de otras proteinas de la
alimentacién procedente de leche.

El punto isoeléctrico de una proteina se determina preferiblemente mediante enfoque isoeléctrico a 25 °C.

En el contexto de la presente invencion, la expresién "alimentacion procedente de leche" se refiere a la alimentacion
liquida que entra en contacto con el medio de intercambio aniénico.

La alimentacion procedente de leche procede de leche de una o mas fuentes de mamifero, por ejemplo, leche de
mujer, vaca, oveja, cabra, bufala, camella, llama, yegua y/o cierva. En algunas realizaciones preferidas de la
invencion, la alimentacion procedente de leche procede de leche bovina.

En el contexto de la presente invencion, las expresiones "alimentacion procedente de leche", "alimentacion
procedente de lactosuero dulce", "alimentacion procedente de lactosuero agrio" y "alimentacion procedente de suero
de leche" se refieren a alimentaciones en donde al menos el 50% (peso/peso) de la proteina total proviene de leche,
lactosuero dulce, lactosuero agrio o suero de leche, respectivamente. En algunas realizaciones preferidas de la
invencion, al menos el 90% (peso/peso) de, y preferiblemente sustancialmente toda, la proteina total de la
alimentacion procedente de leche proviene de una leche, un lactosuero dulce, un lactosuero agrio o un suero de

leche.

En el contexto de la presente invencion, el término "leche" se refiere al liquido obtenido de las glandulas mamarias
de los mamiferos durante la lactancia. El término "leche" se deberia interpretar en sentido amplio y abarca tanto la
leche cruda, es decir, el liquido obtenido directamente de las glandulas mamarias, como productos lacteos
estandarizados tales como, por ejemplo, leche desnatada o leche entera, donde la concentracion de la grasa lactea
ha sido reducida con respecto a la de la leche cruda original.

"Lactosuero” es un término colectivo que se refiere al subproducto acuoso que se produce durante la fabricacion de
queso o caseina a partir de leche.

En el contexto de la presente invencion, la expresion "lactosuero dulce" se refiere al lactosuero que se obtiene
durante la coagulacion de leche basada en cuajo, que tiene lugar, por ejemplo, durante la produccién de queso
amarillo.

En el contexto de la presente invencion, la expresion "lactosuero agrio" se refiere al lactosuero que se obtiene
durante la acidificacion quimica o biolégica de la leche, que tiene lugar, por ejemplo, durante la produccion de
requeson o queso "quark” o en la produccion de caseina/caseinatos.

En el contexto de la presente invencion, la expresion "suero de leche", que también se conoce como "lactosuero
nativo" o "suero lacteo", se refiere a leche de la que se han separado grasa lactea y micelas de caseina. Sin
embargo, el suero de leche contiene tipicamente algunas especies de caseina libres que se han disociado de las
micelas de caseina nativas antes de que se separaran las micelas. Se puede producir suero de leche, por ejemplo,
al microfiltrar una leche desnatada a través de un filtro o membrana que tiene poros con un tamafio de
aproximadamente 0,1 micrometros y recoger el filtrado resultante como suero de leche. Se puede producir suero de
leche de acuerdo con Evans et al.

Como se entenderd, la leche, el lactosuero dulce, el lactosuero agrio o el suero de leche pueden haber sido
sometidos a diversas operaciones de procesamiento para preparar la alimentacion procedente de leche.

El procesamiento de leche o productos relacionados con la leche implica tipicamente uno o mas procesos de
tratamiento térmicos, tales como una pasteurizacién (por ejemplo, 72 °C durante 15 segundos) o una alta
pasteurizacion (por ejemplo, 85 °C durante 20 segundos).
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Alternativa o adicionalmente, el procesamiento puede implicar una o mas operaciones de filtracion. Se puede utilizar
una microfiltracion para separar microorganismos o, alternativamente, para concentrar la caseina. Por ejemplo, se
puede utilizar una ultrafiltraciéon o una nanofiltraciéon para concentrar la proteina de lactosuero o la proteina de suero
de leche.

Alternativa o adicionalmente, el procesamiento puede implicar una o mas operaciones de centrifugacion, por
ejemplo, para separar grasa de leche desnatada y/o separar microorganismos de la leche.

Alternativa o adicionalmente, el procesamiento puede implicar una o mas operaciones de evaporacion para separar
agua y, de este modo, concentrar materia seca tales como proteinas y/o minerales.

El procesamiento puede también comprender uno o mas ajustes del pH. Por ejemplo, se puede emplear una
acidificacion para coagular la caseina, y ademas puede ser importante un ajuste del pH cuando el procesamiento
implica cromatografia de intercambio i6nico.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende una o mas corrientes de
proceso procedentes de la produccion de otras fracciones proteicas de la leche, tal como lactosuero filtrado y
térmicamente tratado o lactosuero desprovisto de alfa lactalbumina y/o beta-lactoglobulina.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende, o incluso
consiste esencialmente en, una alimentacion procedente de suero de leche. La alimentacién procedente de leche
puede ser, por ejemplo, un suero de leche, y preferiblemente un concentrado proteico de suero de leche, por
ejemplo, en forma del producto de retencion obtenido por ultrafiltracién de suero de leche.

El contenido de osteopontina en la alimentacién procedente de leche depende del tipo de alimentacion especifico.
En algunas realizaciones de la invencién, la alimentacion procedente de leche comprende osteopontina en una
cantidad en el intervalo de 0,01-20% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacién procedente de leche puede comprender osteopontina en una
cantidad en el intervalo de 0,05-5% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche. La alimentacion procedente de leche puede comprender, por ejemplo, osteopontina en una
cantidad en el intervalo de 0,1-2% (peso/peso).

Alternativamente, la alimentacion procedente de leche puede comprender osteopontina en una cantidad en el
intervalo de 0,1-1% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche.

En el contexto de la presente invencién, un producto, componente, método u operacién de método del que se afirma
que "consiste esencialmente en" uno o mas subcomponentes o una o mas actividades consiste en los uno o mas
subcomponentes especificamente mencionados o las una o mas actividades especificamente mencionadas pero
puede también incluir uno o mas subcomponentes o actividades adicionales no citados que no afectan
materialmente a la(s) caracteristica(s) basica(s) y nueva(s) de la presente invencion.

Como se mencion6 anteriormente, el método presente es particularmente eficaz para aislar osteopontina de
alimentaciones complejas, es decir, alimentaciones que contienen elementos moleculares que interfieren en el
aislamiento de la osteopontina, tales como proteinas que tienen un pl inferior a 5,0. Se ha hallado que tales
proteinas compiten con la osteopontina por los grupos funcionales del medio de intercambio aniénico.

Son ejemplos de proteinas que tienen un pl < 5,0: alfa-lactalbumina, proteosa peptona-3, proteosa peptona-5 y
proteosa peptona-8, y péptidos derivados de caseina tales como caseinomacropéptido y/o caseinofosfopéptidos. De
este modo, la proteina adicional puede comprender una o mas proteinas del grupo que consiste en alfa-
lactalbumina, proteosa peptona-3, proteosa peptona-5 y proteosa peptona-8, péptido derivado de caseina,
caseinomacropéptido, caseinofosfopéptido y combinaciones de los mismos. La alfa-caseina libre y la beta-caseina
libre son otros ejemplos de proteinas que tienen un valor de pl < 5,0.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacién procedente de leche comprende una cantidad de proteina
adicional que tiene un pl < 5,0 de al menos 0,1% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la
alimentacion procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender una
cantidad de proteina adicional que tiene un pl < 5,0 de al menos 0,5% (peso/peso) con respecto a la cantidad total
de proteina de la alimentacién procedente de leche.

Alternativamente, la alimentacion procedente de leche puede comprender una cantidad de proteina adicional que
tiene un pl < 5,0 de al menos 2% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche. Como se entendera, la proteina adicional que tiene un pl < 5,0 no incluye osteopontina pero
incluye tipicamente una o mas proteinas distintas que tienen un pl en el intervalo especificado.

En otras realizaciones de la invencion, la alimentacién procedente de leche comprende una cantidad de proteina
adicional que tiene un pl < 5,0 en el intervalo de 0,1-50% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de
la alimentacion procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender una
cantidad de proteina adicional que tiene un pl < 5,0 en el intervalo de 0,5-40% (peso/peso) con respecto a la
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cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche. Alternativamente, la alimentacién procedente de
leche puede comprender una cantidad de proteina adicional que tiene un pl < 5,0 en el intervalo de 2-25%
(peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche.

Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender una cantidad de proteina adicional que tiene un
pl < 5,0 en el intervalo de 0,1-20% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender una cantidad de proteina
adicional que tiene un pl < 5,0 en el intervalo de 0,3-15% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de
la alimentacion procedente de leche. Alternativamente, la alimentacion procedente de leche puede comprender una
cantidad de proteina adicional que tiene un pl < 5,0 en el intervalo de 0,5-10% (peso/peso) con respecto a la
cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de leche.

En otras realizaciones de la invencion, la alimentaciéon procedente de leche comprende una cantidad de proteina
adicional que tiene un pl < 5,0 en el intervalo de 1-50% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la
alimentacién procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender una
cantidad de proteina adicional que tiene un pl < 5,0 en el intervalo de 10-45% (peso/peso) con respecto a la cantidad
total de proteina de la alimentacion procedente de leche. Alternativamente, la alimentacién procedente de leche
puede comprender una cantidad de proteina adicional que tiene un pl < 5,0 en el intervalo de 15-40% (peso/peso)
con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de leche.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la proteina adicional que tiene un pl < 5,0 tiene un pl < 4,5y
preferiblemente un pl < 4,0.

En el contexto de la presente invencion, el término "proteina" abarca grandes agregados de polipéptidos, cadenas
polipeptidicas individuales y péptidos tales como dipéptidos y tripéptidos. Quimicamente, las proteinas son
polimeros que comprenden aminoacidos diferentes y/o idénticos unidos por los llamados enlaces peptidicos.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende ademas
caseinomacropéptido (CMP).

En el contexto de la presente invencion, el término "CMP" o "caseinomacropéptido" se refiere a una pequefia
proteina que se libera de la kappa-caseina tras la exposicion a enzimas del cuajo. EI CMP abarca tanto variantes
glicosiladas como una variante no glicosilada de la proteina. A las variantes glicosiladas de la proteina se hace a
veces referencia como caseino-glicomacropéptido (cGMP).

En otras realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacién procedente de leche comprende, o incluso consiste
esencialmente en, una alimentacion procedente de lactosuero dulce. La alimentacion procedente de leche puede
ser, por ejemplo, lactosuero dulce y preferiblemente concentrado proteico de lactosuero dulce, por ejemplo, en forma
del producto de retencion obtenido por ultrafiltracion de lactosuero dulce.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche puede comprender, o incluso consiste
esencialmente en, una alimentacién procedente de lactosuero agrio. La alimentacion procedente de leche puede ser,
por ejemplo, un lactosuero agrio y preferiblemente un concentrado proteico de lactosuero agrio, por ejemplo, en
forma del producto de retencion obtenido por ultrafiltracion de lactosuero agrio.

En el contexto de la presente invencion, las expresiones "concentrado proteico de suero de leche", "concentrado
proteico de lactosuero dulce" y "concentrado proteico de lactosuero agrio” se refieren a una composicién acuosa que
contiene al menos el 80% (peso/peso) de la proteina total que estaba presente en el suero de leche, en lactosuero
dulce o el lactosuero agrio originales, respectivamente, y que tiene un contenido proteico total de al menos 25%
(peso/peso) con respecto al peso de la composicion acuosa en estado seco.

Sin embargo, en otras realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche no es una alimentacion
procedente de lactosuero agrio.

En realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacion procedente de leche, por ejemplo, una alimentacion
procedente de lactosuero dulce, comprende CMP en una cantidad de al menos 1% (peso/peso) con respecto a la
cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche,
por ejemplo, una alimentacién procedente de lactosuero dulce, puede comprender CMP en una cantidad de al
menos 5% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de leche,
preferiblemente al menos 10% (peso/peso) y aun mas preferiblemente al menos 15% (peso/peso) con respecto a la
cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche, por ejemplo, una alimentacion
procedente de lactosuero dulce, comprende CMP en una cantidad en el intervalo de 1-40% (peso/peso) con
respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion
procedente de leche, por ejemplo, una alimentacion procedente de lactosuero dulce, puede comprender CMP en
una cantidad en el intervalo de 5-35% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche, preferiblemente en el intervalo de 10-30% (peso/peso) y aun mas preferiblemente en el
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intervalo de 15-25% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche.

Los presentes inventores han observado que, sorprendentemente, se forma un precipitado durante el presente
proceso cuando la alimentaciéon se basa en suero de leche o un concentrado del mismo. El precipitado causa
problemas durante el proceso de intercambio aniénico y reduce su solidez.

Los inventores han investigado el precipitado y han hallado indicios de que contiene especies de caseina
precipitadas, que estaban presentes en forma disuelta como beta-caseina libre o alfa-caseina libre.

En el contexto de la presente invencion, las expresiones "beta-caseina libre" y "alfa-caseina libre" se refieren a
moléculas de beta-caseina y moléculas de alfa-caseina que no estan unidas a las micelas de caseina nativas de los
productos lacteos. Dicha beta-caseina libre o alfa-caseina libre incluye moléculas individuales disueltas de beta-
caseina o alfa-caseina o pequefios agregados de alfa-caseina y/o beta-caseina. Se sabe que, por ejemplo, las
moléculas individuales de beta-caseina forman pequefias micelas de beta-caseina, las cuales son también un
ejemplo de beta-caseina libre.

De este modo, en algunas realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende
ademas alfa-caseina libre y beta-caseina libre. La alfa-caseina libre y la beta-caseina libre estan tipicamente
presentes en la alimentacion procedente de suero de leche.

Los inventores han hallado que este problema de precipitacién puede ser resuelto separando el precipitado de las
alimentaciones procedentes de leche antes del intercambio aniénico. De este modo, en algunas realizaciones
preferidas de la invencion, la operacion a) del método implica separar el precipitado del liquido acidificado que va a
formar la alimentacion procedente de leche. Dicha separacion puede implicar, por ejemplo, la centrifugacion o
filtracion del liquido acidificado.

Otra solucién al problema del precipitado es utilizar la alimentaciéon con un pH en que la precipitacion esté limitada o
incluso ausente, por ejemplo, un pH en el intervalo de 5,0-6,5.

Por lo tanto, la alimentacion procedente de leche puede tener un pH en el intervalo de 5,0-6,5 y preferiblemente en
el intervalo de 5,0-6,0.

Cuando se lleva a cabo el intercambio anidnico en este intervalo de pHs se sugiere ademas utilizar una temperatura
de alimentacién/proceso superior a 15 °C, tal como 20-40 °C. En este intervalo de temperaturas la beta-caseina
disuelta forma pequefias micelas de beta-caseina, que no se han de confundir con las micelas de caseina nativas de
la leche, y parece que estas micelas de beta-caseina interfieren menos en el proceso de intercambio aniénico que
las moléculas de beta-caseina individuales.

Por lo tanto, la temperatura de la alimentacién procedente de leche y del material de intercambio aniénico durante la
operacion b) puede estar en el intervalo de 15-40 °C y preferiblemente en el intervalo de 20-38 °C.

La alimentacion procedente de leche puede comprender, por ejemplo, una cantidad total de alfa-caseina libre y beta-
caseina libre de al menos 0,5% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender una cantidad total de
alfa-caseina libre y beta-caseina libre de al menos 2% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la
alimentacion procedente de leche. La alimentacion procedente de leche puede comprender, por ejemplo, una
cantidad total de alfa-caseina libre y beta-caseina libre de al menos 10% (peso/peso) con respecto a la cantidad total
de proteina de la alimentacién procedente de leche.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacién procedente de leche comprende una cantidad total de alfa-
caseina libre y beta-caseina libre en el intervalo de 0,5-40% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina
de la alimentacion procedente de leche. Por ejemplo, la alimentaciéon procedente de leche puede comprender una
cantidad total de alfa-caseina libre y beta-caseina libre en el intervalo de 2-20% (peso/peso) con respecto a la
cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche. La alimentacién procedente de leche puede
comprender, por ejemplo, una cantidad total de alfa-caseina libre y beta-caseina libre en el intervalo de 5-15%
(peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende alfa-lactalbiumina en una
cantidad de al menos 1% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de
leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender alfa-lactalbumina en una cantidad de al
menos 10% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche,
preferiblemente de al menos 20% (peso/peso) y aun mas preferiblemente de al menos 30% (peso/peso) con
respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de leche.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende alfa-lactalbiumina en una
cantidad en el intervalo de 1-50% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender alfa-lactalbimina en una
cantidad en el intervalo de 5-40% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
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procedente de leche, preferiblemente en el intervalo de 10-35% (peso/peso) y aun mas preferiblemente en el
intervalo de 12-30% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de leche.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende beta-lactoglobulina en una
cantidad de al menos 1% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de
leche. Por ejemplo, la alimentacién procedente de leche puede comprender beta-lactoglobulina en una cantidad de
al menos 15% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de leche,
preferiblemente de al menos 30% (peso/peso) y aun mas preferiblemente de al menos 40% (peso/peso) con
respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de leche.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende beta-lactoglobulina en una
cantidad en el intervalo de 1-70% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender beta-lactoglobulina en
una cantidad en el intervalo de 10-65% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion
procedente de leche, preferiblemente en el intervalo de 20-60% (peso/peso) y aun mas preferiblemente en el
intervalo de 35-55% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche.

Se sabe que las caseinas precipitan en valores de pH de, o por debajo de, aproximadamente 4,6. Por lo tanto, en
algunas realizaciones de la invencion se prefiere que la alimentacion procedente de leche que tiene un pH en el
intervalo de aproximadamente 3,6 — 4,6 tenga una concentracion relativamente pequefia de caseina, tal como a lo
sumo 1% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche comprende a lo sumo 0,1% de
caseina (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacion procedente de leche. Incluso se
puede preferir que la alimentacidon procedente de leche comprenda a lo sumo 0,01% de caseina (peso/peso) con
respecto a la cantidad total de proteina de la alimentacién procedente de leche.

La alimentacion procedente de leche comprende una cantidad total de proteina en el intervalo de 50-250 g/l de
alimentacién procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede comprender una
cantidad total de proteina en el intervalo de 50-150 g/l de alimentacion procedente de leche. Incluso se puede
preferir que la alimentacion procedente de leche comprenda una cantidad total de proteina en el intervalo de 75-150
g/l de alimentacion procedente de leche.

También se puede preferir que la alimentacion procedente de leche pueda comprender una cantidad total de
proteina en el intervalo de 75-250 g/l de alimentacién procedente de leche.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacién procedente de leche comprende una cantidad
total de proteina de al menos 6 g/l de alimentacion procedente de leche. Por ejemplo, la alimentacion procedente de
leche puede comprender una cantidad total de proteina de al menos 50 g/l de alimentacién procedente de leche.
Incluso se puede preferir que la alimentacion procedente de leche comprenda una cantidad total de proteina de al
menos 75 g/l de alimentacion procedente de leche.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacion procedente de leche tiene un pH en el intervalo
de 3,8-6,0 a 25 °C. Preferiblemente, el pH de la alimentacion procedente de leche a 25 °C esta en el intervalo de
4,0-5,5. Aun mas preferiblemente, el pH de la alimentacion procedente de leche a 25 °C esta en el intervalo de 4,2-
5,0, tal como, por ejemplo, en el intervalo de 4,3-4,5.

La conductancia especifica deseada de la alimentacion procedente de leche se puede obtener, por ejemplo:

— concentrando la alimentacion procedente de leche mediante la eliminacién parcial de agua y/o la adicion
de sal(es), lo que da lugar a una conductancia especifica aumentada, o

— desalando la alimentacion procedente de leche mediante la eliminacion de sal(es) y/o la adiciéon de agua,
lo que da lugar a una conductancia especifica reducida.

Las técnicas para eliminar agua y/o sal(es) de un liquido acuoso son bien conocidas por la persona experta en este
campo técnico.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacion procedente de leche tiene una conductancia
especifica en el intervalo de 0,45-0,9 S/m (4,5-9,0 mS/cm) a 25 °C. Por ejemplo, la conductancia especifica de la
alimentacion procedente de leche puede estar en el intervalo de 0,5-0,8 S/m (5,0-8,0 mS/cm) a 25 °C. En algunas
realizaciones preferidas de la invencidon puede ser aun mas preferible que la conductancia especifica de la
alimentacion procedente de leche esté en el intervalo de 0,55-0,7 S/m (5,5-7,0 mS/(cm) a 25 °C.

La alimentacion procedente de leche puede tener, por ejemplo, una conductancia especifica en el intervalo de 0,4-
0,7 S/m (4-7 mS/cm) a 25 °C. Alternativamente, la alimentacion procedente de leche puede tener una conductancia
especifica en el intervalo de 0,7-1,0 S/m (7-10 mS/cm) a 25 °C. Alternativamente, la alimentacion procedente de
leche puede tener una conductancia especifica en el intervalo de 0,5-0,8 S/m (5-8 mS/cm) a 25 °C.
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En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la alimentacion procedente de leche tiene una conductancia
especifica en el intervalo de 0,4-0,7 S/m (4-7 mS/cm) a 25 °C y un pH en el intervalo de 3,6-5,0 a 25 °C.

En otras realizaciones preferidas de la invencioén, la alimentacion procedente de leche tiene una conductancia
especifica en el intervalo de 0,7-1,0 S/m (7-10 mS/cm) a 25 °C y un pH en el intervalo de 5,0-6,5 a 25 °C.

En otras realizaciones preferidas de la invencioén, la alimentacion procedente de leche tiene una conductancia
especifica en el intervalo de 0,5-0,8 S/m (5-8 mS/cm) a 25 °C y un pH en el intervalo de 4,0-5,5 a 25 °C.

Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede tener una conductancia especifica en el intervalo de 0,5-0,6
S/m (5-6 mS/cm) a 25 °C y un pH en el intervalo de 4,2-5,0 a 25 °C.

En algunas realizaciones de la invencion, la alimentacion procedente de leche tiene un pH en el intervalo de 3,6 a
6,5y

- si el pH esta en el intervalo de 3,6-5,0, la conductancia especifica es

al menos 0,4 S/m (4 mS/cm) y

a lo sumo cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*pH + 0,103 S/m (1,03 mS/cm), y
- si el pH esta en el intervalo de 5,0-6,5, la conductancia especifica es

al menos cond.min = 0,133 S/m (1,33 mS/cm)*pH - 0,267 S/m (2,67 mS/cm) y

a lo sumo cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*pH + 0,103 S/m (1,03 mS/cm).

De este modo, si el pH de una alimentacion de estas realizaciones es, por ejemplo, 6,0, la conductancia especifica
es

al menos cond.min = 0,133 S/m (1,33 mS/cm)*6,0 - 0,267 S/m (2,67 mS/cm) = 0,53 S/m (5,3 mS/cm) y
a lo sumo cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*6,0 + 0,103 S/m (1,03 mS/cm) = 0,93 S/m (9,3 mS/cm).

Por ejemplo, la alimentacion procedente de leche puede tener un pH en el intervalo de 3,6 a 5,0 y una conductancia
especifica de

al menos 0,4 S/m (4 mS/cm) y
a lo sumo cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*pH + 0,103 S/m (1,03 mS/cm).

Alternativamente, la alimentacion procedente de leche puede tener un pH en el intervalo de 5,0 a 6,5 y una
conductancia especifica de

al menos cond.min = 0,133 S/m (1,33 mS/cm)*pH - 0,267 S/m (2,67 mS/cm) y
a lo sumo cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*pH + 0,103 S/m (1,03 mS/cm).

Las conductividades especificas y los valores de pH se miden en alimentaciones que tienen una temperatura de 25
°C a menos que se afirme otra cosa.

En algunas realizaciones de la invencion el medio de intercambio aniénico comprende una fase sélida y uno o mas
grupos catiénicos.

Preferiblemente, al menos algunos de los grupos catiénicos estan fijados a la superficie de la fase sdlida y/o a la
superficie de poros que son accesibles a través de la superficie de la fase solida.

En algunas realizaciones de la invencion la fase soélida del medio de intercambio aniénico comprende uno o mas
componentes seleccionados del grupo que consiste en una pluralidad de particulas, un filtro y una membrana.

Por ejemplo, la fase solida puede comprender, o incluso consiste esencialmente en, un polisacarido. Se prefieren
particularmente los polisacaridos reticulados. Son ejemplos de polisacaridos Utiles: celulosa, agarosa y/o dextrano.

Alternativamente, la fase soélida puede comprender, o incluso consiste esencialmente en, un polimero no
carbohidrato. Son ejemplos de polimeros no carbohidratos utiles: metacrilato, poliestireno y/o estireno-
divinilbenceno.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion los grupos catidnicos comprenden, o incluso consisten
esencialmente en, grupos amino. Los grupos amino terciario son particularmente preferidos y dan lugar a grupos
amonio cuaternario bajo condiciones de pH apropiadas. Los grupos amonio cuaternario proporcionan unas
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caracteristicas de intercambio anidénico fuerte al medio de intercambio anidnico.

Alternativa o adicionalmente, los grupos catiénicos pueden comprender uno 0 mas grupos amino primario o
secundario. Una cantidad sustancial de grupos amino primario o secundario proporciona tipicamente unas
caracteristicas de intercambio anidnico débil al medio de intercambio aniodnico.

La carga optima de proteina por ciclo depende del disefio del sistema para cromatografia de intercambio aniénico y
de las caracteristicas del medio de intercambio aniénico.

Las condiciones de procesamiento durante la cromatografia de intercambio aniénico, incluyendo la presion, el
caudal, etc., dependen de la implementacion real del proceso, el equipo empleado y el medio de intercambio
anionico utilizado.

Tipicamente, la temperatura de la alimentacion procedente de leche durante la operacion b) es suficientemente baja
para evitar el crecimiento microbiano y un dafio térmico a la proteina y al medio de intercambio aniénico pero
suficientemente elevada para proporcionar una viscosidad aceptable.

En algunas realizaciones de la invencion la temperatura de la alimentacion procedente de leche durante la operacion
b) esta en el intervalo de 2-40 °C. Preferiblemente, la temperatura de la alimentacién procedente de leche durante la
operacion b) esta en el intervalo de 4-20 °C, e incluso mas preferiblemente en el intervalo de 6-12 °C.

En Scopes se pueden hallar mas detalles relativos a la cromatografia de intercambio aniénico y su implementacion
industrial.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion el método de la invencion comprende una operacion c) de
lavado del medio de intercambio anidnico con una disoluciéon de lavado después de que el medio haya estado en
contacto con la alimentacion procedente de leche. Las disoluciones de lavado utiles son tipicamente disoluciones
acuosas de pH neutro o débilmente acidas capaces de separar las moléculas débilmente unidas del medio de
intercambio aniénico. Uno puede emplear, por ejemplo, agua desmineralizada o una disolucién acuosa de cloruro
sédico y pH neutro, por ejemplo, NaCl 0,1 M, como liquido de lavado.

En otras realizaciones preferidas de la invencién, el método de la presente invencion no contiene la operacion c).

La operacion d) de la presente invencion implica recuperar la osteopontina unida al medio de intercambio aniénico.
La recuperacion se lleva tipicamente a cabo poniendo el medio de intercambio aniénico en contacto con un eluyente
y recogiendo el eluato resultante, es decir, el eluyente mas las moléculas liberadas del medio de intercambio
anionico.

Normalmente, el eluyente es una disolucion acuosa que tiene una fuerza iénica y/o un pH suficientes para liberar del
medio de intercambio anidnico la osteopontina unida. Son ejemplos de eluyentes Uutiles las disoluciones acuosas 1,0
M, de pH neutro, de una sal tal como NaCl, CaCl,, KCI, MgCl, o una combinacion de las mismas.

La composiciéon recuperada puede ser sometida a operaciones de procesamiento adicionales para, por ejemplo,
desmineralizar y concentrar la composicion y transformarla posteriormente en un polvo.

De esta manera, en algunas realizaciones preferidas de la invencion, la composicion recuperada es ademas
sometida a una o mas de las operaciones de procesamiento seleccionadas del grupo que consiste en concentracion,
diafiltracion, evaporacion de disolvente, secado por pulverizacion, y sustitucion de cationes unidos a proteina.

Por ejemplo, la composicién recuperada puede ser sometida a una operacion de concentracion.
Alternativamente o ademas, la composicién recuperada puede ser sometida a una operacion de diafiltracion.
Alternativamente o ademas, la composicién recuperada puede ser sometida a una operacion de evaporacion.

Alternativamente o ademas, la composicidon recuperada puede ser sometida a una operacion de secado por
pulverizacion.

En una realizacion preferida de la invencion, la composicion recuperada es sometida a las operaciones siguientes:
i) concentracion, por ejemplo, por ultrafiltracion;
ii) diafiltracion, por ejemplo, frente a agua;
iii) opcionalmente, otra operacion de concentracion, por ejemplo, por evaporacion;

iv) sustitucion de cationes poniendo la composicién acuosa de la operacion ii) o iii) en contacto con una sal de
calcio soluble en agua, por ejemplo, CaCly;
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v) pasteurizacion; y
vi) secado por pulverizacion para convertir la composicion pasteurizada en un polvo.

El método presente puede ser implementado como un proceso discontinuo o como un proceso semidiscontinuo. Por
ejemplo, el proceso semidiscontinuo puede ser implementado poniendo en funcionamiento unas columnas de
intercambio anidnico primera y segunda y llevando a cabo la operacién b) sobre la primera columna de intercambio
anionico, mientras que las operaciones c) y/o d) se llevan a cabo sobre la segunda columna de intercambio aniénico,
y viceversa.

En algunas realizaciones de la invencion, el método presente para aislar osteopontina de una alimentacion
procedente de leche comprende las operaciones de:

a) obtener una alimentacién procedente de leche que comprende osteopontina, alimentacion procedente de
leche que tiene un pH en el intervalo de 3,6-6,5 a 25 °C y una conductancia especifica en el intervalo de 0,4-1,0
S/m (4-10 mS/cm) a 25 °C, y en donde la alimentacion procedente de leche comprende una cantidad total de
proteina en el intervalo de 50-250 g/l de alimentacion procedente de leche, y en donde la alimentacion
procedente de leche comprende ademas proteina adicional que tiene un punto isoeléctrico (pl) < 5,0;

b) someter dicha alimentacién procedente de leche a cromatografia de intercambio aniénico, que incluye poner la
alimentacién procedente de leche en contacto con un medio de intercambio aniénico;

c) opcionalmente, lavar el medio de intercambio aniénico; y

d) recuperar la proteina unida al medio de intercambio anidnico, obteniéndose de este modo una composicion
que comprende osteopontina aislada.

En otras realizaciones de la invencion, el método presente para aislar osteopontina de una alimentacién procedente
de leche comprende las operaciones de:

a) obtener una alimentacién procedente de leche que comprende osteopontina, alimentacion procedente de
leche que tiene un pH en el intervalo de 3,6 a 6,5y

- si el pH esta en el intervalo de 3,6-5,0, la conductancia especifica es al menos 0,4 S/m (4 mS/cm) y a lo sumo
cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*pH + 0,103 S/m (1,03 mS/cm), y

- si el pH esta en el intervalo de 5,0-6,5, la conductancia especifica es al menos cond.min = 0,133 S/m (1,33
mS/cm)*pH - 0,267 S/m (2,67 mS/cm), y a lo sumo cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*pH + 0,103 S/m (1,03
mS/cm), y

en donde la alimentacion procedente de leche comprende una cantidad total de proteina en el intervalo de 50-
250 g/l de alimentacién procedente de leche;

b) someter dicha alimentacion procedente de leche a cromatografia de intercambio anidnico, que incluye poner la
alimentacién procedente de leche en contacto con un medio de intercambio aniénico;

c) opcionalmente, lavar el medio de intercambio anidnico; y

d) recuperar la proteina unida al medio de intercambio anidnico, obteniéndose de este modo una composicion
que comprende osteopontina aislada.

En otras realizaciones de la invencion, el método presente para aislar osteopontina de una alimentacion procedente
de leche comprende las operaciones de:

a) obtener una alimentacién procedente de leche que comprende osteopontina, alimentacion procedente de
leche que tiene un pH en el intervalo de 3,6 a 6,5y

- si el pH esta en el intervalo de 3,6-5,0, la conductancia especifica es al menos 0,4 S/m (4 mS/cm) y a lo sumo
cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*pH + 0,103 S/m (1,03 mS/cm), y

- si el pH esta en el intervalo de 5,0-6,5, la conductancia especifica es al menos cond.min = 0,133 S/m (1,33
mS/cm)*pH - 0,267 S/m (2,67 mS/cm), y a lo sumo cond.max = 0,138 S/m (1,38 mS/cm)*pH + 0,103 S/m (1,03
mS/cm), y

en donde la alimentacion procedente de leche comprende una cantidad total de proteina en el intervalo de 50-
250 g/l de alimentacion procedente de leche, y en donde la alimentacién procedente de leche comprende
ademas proteina adicional que tiene un punto isoeléctrico (pl) < 5,0;

b) someter dicha alimentacién procedente de leche a cromatografia de intercambio anidnico, que incluye poner la
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alimentacién procedente de leche en contacto con un medio de intercambio aniénico;
c) opcionalmente, lavar el medio de intercambio aniénico; y

d) recuperar la proteina unida al medio de intercambio anidnico, obteniéndose de este modo una composicion
que comprende osteopontina aislada.

Mas adelante, en los ejemplos, se describe una composicién que contiene osteopontina, obtenible mediante el
método de la presente invencion.

La presente invenciéon ha sido anteriormente descrita con referencia a realizaciones especificas. Sin embargo,
dentro del alcance de la invencion son igualmente posibles otras realizaciones distintas a las anteriormente
descritas. Las diferentes caracteristicas y operaciones de diversas realizaciones y aspectos de la invencion se
pueden combinar de modos distintos a los descritos en esta memoria, a menos que se afirme otra cosa.

Ejemplos
Ejemplo 1. Enriquecimiento en osteopontina de un concentrado de lactosuero dulce de conductancia controlada
Protocolo

Los siguientes experimentos de purificacion se llevaron a cabo mediante un equipo de cromatografia rapida para
proteinas en fase liquida (FPLC; del inglés, fast protein liquid chromatography) provisto de la resina Q-Sepharose
Bigbeads para intercambio anionico fuerte, empaquetada en una columna de 13,3 ml (170 mm x 10 mm). En todos
los experimentos se mantuvo el caudal a 3,33 ml/min durante toda la carga, el lavado y la elucién. La materia prima
era un producto de aislamiento de proteina de lactosuero dulce, y se cargaron 70 g de proteina total en la columna
durante cada experimento. Se analizo el contenido de CMP en la materia prima. Se diluyeron muestras de la materia
prima hasta una concentracion final de proteina de 10% (peso/volumen) y a continuacion se ajustaron el pH (pH de
3,0 - 5,7 a4,7 mS/cm) y la conductancia especifica (2,3 — 10,3 mS/cm en un pH de 4,3) mediante la adicién de HCI
y NaCl, respectivamente. Las proteinas no unidas fueron separadas de la columna mediante lavado con 3
volumenes de lecho de una disolucién 100 mM de NaCl, pH de 5,0. Posteriormente, las proteinas unidas fueron
eluidas mediante el paso de una disoluciéon 1 M de NaCl, pH de 5,0, a través de la columna hasta que no se detecté
mas proteina en el eluato.

Para cada muestra de eluato se analizaron los contenidos de osteopontina (OPN), CMP y proteina total utilizando
las técnicas siguientes.

Determinacion de proteina total

El contenido de proteina total del eluato se midié mediante una digestion estandar por el método Kjeldahl del modo
descrito en Cohen.

Cuantificacion de OPN mediante un método de HPLC

Principio analitico: La muestra se filtré a través de un filtro de 0,22 ym y se someti6 a HPLC con una columna
MonoQ HR 5/5 (1 ml) de Pharmacia y deteccion a 280 nm. Se calculé la concentracion de la muestra mediante el
método del patrén externo (comparacion con el area del pico de un patrén con un contenido de OPN conocido). Un
requisito previo para este procedimiento analitico es que las muestras comprendan OPN relativamente pura segun
se determina, por ejemplo, mediante SDS-PAGE (Laemmli, 1970), a causa de la baja especificidad del método.

Reactivos: patrén de OPN, agua Milli Q de calidad HPLC, NaCl (Merck), Tris HCI (Sigma).
Tampén A: NaCl 10 mM, Tris HCI 20 mM, pH de 8,0.
Tampén B: NaCl 0,8 M, Tris HCI 20 mM, pH de 8,0.

Se construy6 una curva de calibracion patrén a partir de 5 patrones en el intervalo de concentraciones de 1-10
mg/ml de patrén de OPN en tampdn A. Todos los patrones se filtraron a través de filtros de 0,22 ym antes de ser
cargados en la columna.

Muestreo y pretratamiento: Las muestras para el analisis se diluyeron con agua Milli Q de calidad HPLC si estaban
fuera del intervalo de la curva de calibracién patron. En algunos casos también fue necesaria una dilucion para
permitir la unién de la OPN a la resina de intercambio anionico si estaba presente gran cantidad de NaCl del
eluyente. Para el analisis se inyect6 una cantidad equivalente a 25 ul de OPN en concentracion de 1-10 mg/ml. Las
muestras se filtraron a través de filtros de 0,22 ym antes de ser inyectadas en el sistema de HPLC.

Condiciones de la HPLC: Caudal de 1 ml/min; volumen de inyeccién de 25 yl; gradiente: B al 0% 0-3 min, B al 0-60%
3-17 min, B al 60-100% 17-30 min, B al 100% 30-33 min, B al 100-0% 33-34 min, B al 0% 34-40 min.
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Calculo y expresion de los resultados: La concentracion de OPN en cada muestra se calculd por referencia a la
curva patron y observando las diluciones empleadas.

Se calculd la pureza mediante la proporcion entre OPN y proteina total utilizando el factor de Jones especifico para
OPN de 7,17 ya que la mayor parte o toda la proteina determinada mediante la digestion por el método Kjeldahl era
OPN en el contexto real.

Cuantificacion de las proteinas principales del lactosuero por HPLC

Separacion y cuantificacion de proteinas principales del lactosuero, alfa-lactalbumina, B-lactoglobulina y CMP
(caseino-glicomacropéptido), mediante cromatografia de permeacion en gel.

La cromatografia de permeacion en gel se llevd a cabo utilizando 2 columnas de TSKgel 3000PWxI (7,8 mm x 30
cm) conectadas en serie con una precolumna PWxl fijada (6 mm x 4 cm) (Tosohass, Japoén).

La disolucion de patrones para la calibracion del sistema consistia en 225 mg de CMP, 225 mg de alfa-lactalbumina
y 50 mg de B-lactoglobulina, disueltos en 500,0 ml de tampon de fosfato 0,02 M, pH de 7,5.

Pretratamiento de las muestras: Se disolvieron muestras pulverulentas en tampén de fosfato en concentracion de 1
mg/ml y se dejaron las disoluciones durante la noche para la solubilizacion. Alternativamente, se diluyeron muestras
liquidas con tampon de fosfato para obtener un contenido de proteina de aproximadamente 0,1%. Si el contenido de
proteina era inferior a 0,1%, la muestra era sometida a medicioén sin diluir. Todas las muestras se filtraron a través de
filtros de 0,22 ym antes de ser inyectadas en la columna.

Calculo y expresion de los resultados: El porcentaje de proteina individual en la muestra se calculé de acuerdo con

A x0,1xF, endonde

A = area medida en la muestra

0,1 = factor de conversioén para una disolucion al 0,1%

F = factor de diluciéon (100.000/peso de muestra en miligramos)

B = area calculada de proteina individual en la disolucion de patréon al 0,1%
Resultados

Contenido de CMP

El contenido de CMP en la materia prima de lactosuero dulce fue 20,1%, pero el CMP resulté sorprendentemente
indetectable en las composiciones enriquecidas en OPN del Ejemplo 1.

Efecto del pH de la alimentacion sobre la pureza y la produccién de osteopontina: La primera serie de experimentos
con variacion del valor del pH de la alimentacion aplicada, mostrada en la Figura 1, muestra que la produccion de
OPN (miligramos de OPN en 70 g de proteina total en la alimentacion) aumenta conforme aumenta el pH de 3 a
aproximadamente 4,3. La elevada produccién se mantiene cuando se aumenta el pH mas alla de 4,3. La pureza de
la OPN en las preparaciones de OPN obtenidas es muy alta en valores bajos de pH pero, cuando se aumenta el pH
por encima de aproximadamente 4,5, la pureza decae lentamente pero ain es aceptable hasta un pH de
aproximadamente 6,5. Sin embargo, la mejor produccion de OPN de elevada pureza se obtiene en la ventana de
pHs de 3,8-5,5, y particularmente en el intervalo de pHs de 4,3-4,5.

Efecto de la conductancia especifica de la alimentacién sobre la pureza y la producciéon de osteopontina: En la
Figura 2 se muestran los resultados de la serie de experimentos con conductancia especifica variable. A baja
conductancia especifica la produccion es elevada mientras que la pureza es baja. Al aumentar la conductancia
especifica aumenta la pureza, que alcanza el 100% con una conductancia de aproximadamente 5,5 mS/cm. Cuando
se aumenta mas la conductancia especifica la pureza permanece elevada, mientras que la producciéon de OPN
comienza a decaer cuando la conductancia especifica excede de aproximadamente 10 mS/cm. Sin embargo, parece
que la mejor produccion de OPN de elevada pureza se obtiene en el intervalo de conductancias especificas de 4,5-
9,0 mS/cm, y particularmente en el intervalo de 5-8 mS/cm.

Discusién/conclusion

Efecto del pH: En la Figura 1 se ve que, en un valor de pH por debajo de aproximadamente 3,6, disminuye la carga
de la OPN vy, por lo tanto, disminuye su unién a los grupos catidnicos de la resina. En valores de pH por encima de
aproximadamente 4,5 la pureza de la OPN comienza a disminuir ya que otras proteinas de la alimentacion llegan a
cargarse negativamente y comienzan a unirse a la resina. De este modo, hemos identificado una ventana de valores
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de pH o6ptimos en el intervalo de 3,6-6,5 para aislar OPN de elevada pureza y con alta produccién aun cuando la
alimentacién contenga una gran cantidad de CMP. En la preparacion de OPN resultante el CMP no es detectable.

Efecto de la conductancia especifica: En la Figura 2 se ve que, en una conductancia especifica por debajo de
aproximadamente 4 mS/cm, disminuye la pureza de la OPN ya que otras proteinas pueden unirse a la resina. En
conductancias especificas por encima de aproximadamente 6 mS/cm, la unién de la OPN a la resina se vuelve mas
débil y la produccion disminuye lentamente, aunque ésta es aceptable hasta una conductancia especifica de
aproximadamente 10 mS/cm. De esta manera, hemos identificado un estrecho intervalo de aproximadamente 4-10
mS/cm que es 6ptimo para la produccion de OPN. En este estrecho intervalo se puede aislar OPN con elevada
produccion y elevada pureza incluso a partir de una materia prima que contenga CMP en una concentracion de
aproximadamente 20%.

Se han llevado a cabo diversos experimentos adicionales explorando la ventana reivindicada de pH/conductancia
especifica en alimentaciones basadas en lactosuero dulce, y los experimentos adicionales confirman las
conclusiones anteriormente mencionadas.

Ejemplo 2. Enriquecimiento en osteopontina de un concentrado de lactosuero agrio de conductancia controlada

El siguiente experimento de purificacion se llevd a cabo con un equipo para FPLC similar al del Ejemplo 1. Sin
embargo, la materia prima era un concentrado de lactosuero agrio que tenia un contenido de proteina total de 10%
(peso/peso), y se cargaron aproximadamente 70 g de proteina total en la columna.

El lactosuero agrio concentrado se diluyd en diferentes grados para dar lugar a conductividades especificas en el
intervalo de 2,5 a 10 mS/cm. Se midieron la OPN y la proteina total en la alimentacion y el eluato mediante los
métodos descritos en el Ejemplo 1. Se ajusté el pH a 4,3 mediante la adicion de HCI y se aplico la materia prima a la
columna de intercambio aniénico. Las proteinas no unidas fueron separadas de la columna mediante lavado con 3
volumenes de lecho de una disolucion 0,1 M de NaCl, y las proteinas unidas fueron posteriormente eluidas mediante
el paso de una disolucién 1 M de NaCl a través de la columna hasta que no se detecté mas proteina en el eluato.

En la Figura 3 se muestra la influencia de la conductancia especifica sobre la pureza y la produccion de OPN
durante el enriquecimiento en OPN de un lactosuero agrio concentrado.

Los datos de la Figura 3 muestran un enriquecimiento del lactosuero agrio en OPN mediante el procedimiento
descrito. Como en el Ejemplo 1, donde se empled lactosuero dulce como materia prima, se observa de nuevo que
una baja conductancia especifica en la alimentacion aumenta la produccién a costa de la pureza del producto. Sin
embargo, puesto que las alimentaciones procedentes de lactosuero agrio no contienen grandes cantidades de CMP,
el efecto no es tan perjudicial para el enriquecimiento en OPN como en el caso en que la alimentacion procede de
lactosuero dulce. La alimentacion procedente de lactosuero agrio contiene componentes menores cuya union puede
ser minimizada mediante los mismos ajustes paramétricos que los empleados para evitar la union de CMP. De esta
manera, se puede observar que el estrecho intervalo 6ptimo para aislamiento de OPN identificado en el Ejemplo 1
se aplica también al aislamiento de OPN a partir de lactosuero agrio.

Hemos llevado a cabo diversos experimentos adicionales explorando la ventana reivindicada de pH/conductancia
especifica en alimentaciones basadas en lactosuero agrio, y los experimentos adicionales confirman los hallazgos
anteriormente mencionados.

Ejemplo 3. Enriquecimiento en osteopontina de un concentrado de suero de leche de conductancia controlada

De acuerdo con los ejemplos previos, se puede utilizar suero de leche como materia prima para la produccion de
OPN mediante el método descrito. Se produjo suero de leche por microfiltracion (tamafio de los poros del filtro de
aproximadamente 0,1 um) de leche desnatada a 24 grados para separar la caseina micelar. A continuacion se ajusté
el pH de muestras de suero de leche a 4,3 o0 4,7 mediante HCI y se sometieron las muestras a diafiltracion para
obtener una conductancia especifica en el intervalo de 4-10 mS/cm y un contenido de proteina total de
aproximadamente 5% o 10% (peso/peso). Posteriormente, las muestras de suero de leche modificadas fueron
enriquecidas en OPN por intercambio aniénico a aproximadamente 5 °C del modo descrito en el Ejemplo 1.

Resultados y observaciones

Las pruebas realizadas demostraron que también se pueden utilizar alimentaciones procedentes de suero de leche
en el presente proceso.

Sorprendentemente, durante el proceso se observé una precipitacion no identificada que daba lugar a la obstruccion
o contaminacion del material de intercambio anidnico después de algunos ciclos de intercambio anionico. El
problema de precipitacién se resolvio filirando el suero de leche acidificado a través de papel de filiro antes del
intercambio aniénico. Hemos visto indicios de que el precipitado esta relacionado con especies de caseina disueltas,
tales como alfa-caseina libre y beta-caseina libre, que permanecen en el suero de leche cuando se separan las
micelas de caseina nativas.
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Discusién/conclusion

Se produce suero de leche por microfiltracion de leche desnatada con objeto de separar caseinas, mientras que los
lactosueros dulce y agrio estan desprovistos de caseina por precipitacion de las caseinas por la accion del cuajo o el
acido, respectivamente. De esta manera, las tres categorias de alimentaciones procedentes de leche estan
esencialmente exentas de micelas de caseina nativas, que interferirian en los procedimientos cromatograficos de
intercambio aniénico a causa de la precipitacion y floculacién de caseinas.

Hemos visto indicios de que las caseinas disueltas causan problemas durante el intercambio aniénico. Este
problema puede ser resuelto filtrando las alimentaciones procedentes de leche antes del intercambio anidnico
usando, por ejemplo, un microfiltro.

Alternativamente, la operacién de intercambio aniénico puede ser llevada a cabo en un pH en que la precipitacion
esté limitada o incluso ausente, por ejemplo, en un pH en el intervalo de 5,0-6,5. Cuando se lleva a cabo el
intercambio anidnico en este intervalo de pHs se sugiere ademas emplear una temperatura de alimentacion/proceso
superior a 15 °C, tal como 20-40 °C. En este intervalo de temperaturas, la beta-caseina disuelta forma pequefas
micelas de beta-caseina, que no hay que confundir con las micelas de caseina nativas, y estas micelas de beta-
caseina interfieren menos en el proceso de intercambio anidnico que las moléculas de beta-caseina individuales.

Ejemplo 4. Enriquecimiento en osteopontina de un concentrado de lactosuero dulce sin conductancia controlada

El siguiente experimento de purificacion se llevdé a cabo con un equipo para FPLC similar al del Ejemplo 1. La
materia prima era un producto de aislamiento de lactosuero dulce y se cargd aproximadamente 1 g de proteina total
en la columna. Antes de su carga en la columna, el lactosuero dulce fue concentrado por ultrafiltracion, sometido a
diafiltracion después de la adicién de un volumen igual de agua y finalmente diluido de nuevo con un volumen igual
de agua. La conductancia especifica resultante era 2,1 mS/cm. Se midieron el CMP y la proteina total en la
alimentacion y el eluato mediante los métodos descritos en el Ejemplo 1. No se pudo medir la cantidad de OPN en la
alimentacion ni en el eluato a causa de proteinas que interfieren. Los datos de OPN de la Tabla 1 se estiman a partir
de producciones conocidas en experimentos del Ejemplo 1.

Se ajusto6 el pH a 4,3 mediante la adicion de HCl y se aplico la materia prima a la columna de intercambio aniénico.
Las proteinas no unidas fueron separadas de la columna mediante lavado con 3 volimenes de lecho de agua, y las
proteinas unidas fueron posteriormente eluidas mediante el paso de una disolucion 1 M de NaCl a través de la
columna hasta que no se detectd mas proteina en el eluato.

Tabla 1. Resultados del intercambio aniénico de un lactosuero dulce de baja conductancia

Materia prima | Eluato
Proteina total, mg 979 192
OPN, mg 29 2,8
Pureza de la OPN, % |0,3 1,5
GMP, mg 193 186
Pureza del GMP, % 19,7 97

Discusion/conclusion: Los datos de la Tabla 1 muestran un enriquecimiento en proteinas de lactosuero agrio
mediante el procedimiento descrito. Sin embargo, el enriquecimiento en OPN es sdlo en menor grado porque la OPN
constituye una fraccion menor de las proteinas de lactosuero agrio en la alimentacion. Puesto que, por ejemplo, el
CMP se une también a la resina y esta presente en la alimentacién en elevada concentracion, esta proteina acapara
una gran cantidad de la capacidad ligante de la resina. Por lo tanto, este procedimiento no es satisfactorio para la
produccién de OPN.

Ejemplo 5. Comparacion y conclusiéon (comparando el Ejemplo 1 con el Ejemplo 4)
En la Tabla 2 siguiente se comparan algunas caracteristicas de los procesos de los Ejemplos 1y 4.

Tabla 2. Caracteristicas de los Ejemplos 1y 4

Ejemplo 1 | Ejemplo 4
pH 4,3 4,3
Conductancia especifica, mS/cm 6,0 2,1
Carga de proteina por ml de resina, g/ml 5,26 0,074
OPN estimada de la proteina en la materia prima, % |0,3 0,3
Factor de enriquecimiento en OPN 333 5
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Ejemplo 1 | Ejemplo 4
Pureza de la OPN en el eluato, % 100 1,5

Conclusién

Como se resume en la Tabla 2, el método del Ejemplo 1 es mucho mas especifico para enriquecer en OPN que el
método del Ejemplo 4. De este modo, se puede cargar mucha mas proteina en la columna por ciclo y la produccion
de OPN por ciclo es mucho mayor con el método del Ejemplo 1. Este método da lugar a OPN practicamente pura,
mientras que predomina el CMP en el producto del Ejemplo 4.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar osteopontina a partir de una alimentacién procedente de leche, método que comprende las
operaciones de:

a) obtener una alimentacién procedente de leche que comprende osteopontina, alimentacion procedente de
leche que tiene un pH en el intervalo de 3,6-6,5 a 25 °C y una conductancia especifica en el intervalo de 0,4-1,0
S/m (4-10 mS/cm) a 25 °C, y en donde la alimentacion procedente de leche comprende una cantidad total de
proteina en el intervalo de 50-250 g/l de alimentacién procedente de leche,

b) someter dicha alimentacién procedente de leche a cromatografia de intercambio aniénico, que incluye poner la
alimentacién procedente de leche en contacto con un medio de intercambio aniénico,

c) opcionalmente, lavar el medio de intercambio anidnico, y

d) recuperar la proteina unida al medio de intercambio anidnico, obteniéndose de este modo una composicion
que comprende osteopontina aislada.

2. El método segun la Reivindicacién 1, en donde la alimentacién procedente de leche comprende ademas proteina
adicional que tiene un punto isoeléctrico (pl) < 5,0.

3. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacion procedente de leche
comprende una cantidad total de proteina en el intervalo de 50-150 g/l de alimentacién procedente de leche.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacion procedente de leche
comprende una cantidad total de proteina en el intervalo de 75-125 g/l de alimentacién procedente de leche.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacion procedente de leche
comprende una alimentacion procedente de suero de leche.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacién procedente de leche
comprende alimentacién procedente de lactosuero dulce.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacion procedente de leche
comprende CMP en una cantidad de al menos 1% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina de la
alimentacién procedente de leche.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacion procedente de leche
comprende CMP en una cantidad en el intervalo de 1-40% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de proteina
de la alimentacion procedente de leche.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacion procedente de leche
comprende alfa-lactalbumina en una cantidad de al menos 1% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de
proteina de la alimentacion procedente de leche.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacién procedente de leche
comprende beta-lactoglobulina en una cantidad de al menos 1% (peso/peso) con respecto a la cantidad total de
proteina de la alimentacién procedente de leche.

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacion procedente de leche
tiene un pH en el intervalo de 3,8-5,5 a 25 °C.

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la alimentacién procedente de leche
tiene una conductancia especifica en el intervalo de 0,45-0,9 S/m (4,5-9,0 mS/cm) a 25 °C.

13. El método segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-11, en donde la alimentacién procedente de leche tiene
una conductancia especifica en el intervalo de 0,4-0,7 S/m (4-7 mS/cm) a 25 °C.

14. El método segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-11, en donde la alimentacién procedente de leche tiene
una conductancia especifica en el intervalo de 0,7-1,0 S/m (7-10 mS/cm) a 25 °C.

15. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la composicidon recuperada es
ademas sometida a una o mas de las operaciones de procesamiento seleccionadas del grupo que consiste en
concentracion, diafiltracion, evaporacion de disolvente, secado por pulverizacion, y sustitucion de cationes unidos a
proteina.
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