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Resumen

La leche es un alimento muy completo nutricionalmente, la cual contiene compuestos activos
con propiedades biologicas y tecnoldgicas. Entre ellos cabe destacar a proteinas que tienen
caracter antimicrobiano frente a agentes patégenos, como son la lactoferrina y las
inmunoglobulinas, presentes en el lactosuero, y la lactadherina y la mucina presentes en los
glébulos grasos de la leche. Dichas proteinas son de gran interés para su adicion a las
formulas infantiles con el fin de reducir el riesgo de infeccion por agentes patdégenos, ayudando
a reqgular la defensa intestinal del recién nacido. Cronobacter sakazakii es un patégeno
emergente que preocupa a la industria de la alimentacién, puesto que puede producir
infecciones afectando a diferentes grupos de edad, desde nifios prematuros hasta personas
inmunodeprimidas. El objetivo de este trabajo de fin de grado ha sido el aislamiento y
caracterizacion de las fracciones y proteinas lacteas, y en concreto, fracciones enriquecidas
en lactoferrina, lactadherina y mucina. El aislamiento de las fracciones lacteas (mazada y
lactosuero) se realiz6 a partir de leche cruda de vaca y la purificacién de proteinas, como la
mucina y lactadherina, a partir de mazada, y la lactoferrina a partir de lactosuero. Una vez
obtenidas dichas fracciones enriquecidas, el objetivo principal propuesto de este trabajo ha
sido la evaluacién de la actividad antimicrobiana de la lactoferrina, mucina y lactadherina a
diferentes concentraciones, a las 4 y 24 horas de incubacion, frente al patdogeno C. sakazakii.
La reduccion del crecimiento bacteriano fue diferente segun los tiempos de incubacion,
reduciéndose en un 71,42% la actividad infecciosa del microorganismo a las 4 horas de
incubacion, en el caso de la lactoferrina. Observando de este modo, un mayor efecto de la

actividad antimicrobiana de la lactoferrina a tiempos cortos de incubacion con C. sakazakii.
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1. Abreviaturas

ANOVA: analysis of variance (andlisis de varianza)

APS: ammonium persulfate (persulfato aménico)

BCA test: bicinchoninic acid test (test del acido bicinconinico)
BSA: bovine serum albumin (albimina sérica bovina)

CM: carboximetil

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGF: epidermal growth factor (factor de crecimiento epidérmico)
FL: fosfolipidos

Ig: inmunoglobulina

MFGM: milk fat globule membrane (membrana del glébulo de grasa de la leche)
MUC1: mucina-1

MUC15: mucina-15

PAS: periodic acid Schiff (4cido peryddico de Schiff)

PBS: phosphate buffered solution (tampén fosfato, pH 7,4)
SDS: sodium dodecyl sulfate (dodecilsulfato sodico)
SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis (electroforesis con
SDS en gel de poliacrilamida)

TEMED: Tetramethylethylenediamine (tetrametiletilendiamina)
TSA: tryptic soy agar (agar tripticasa de soja)

TSB: tryptic soy broth (caldo tripticasa de soja)

UFC: unidades formadoras de colonias

YE: yeast extract (extracto de levadura)



2. Introduccién

2.1. Composicion de laleche

Segun el Codex Alimentarius (CODEX STAN 206-1999), la leche se define como la secrecién
mamaria normal de los animales de ordefio obtenidos a partir de uno o mas ordefios sin
adiciéon ni extraccion, destinados al consumo como leche liquida o para su posterior
procesamiento. Asimismo, el Reglamento (CE) n° 853/2004 establece que la leche cruda es
producida por la secrecion de la glandula mamaria de animales de abasto que no haya sido
calentada a una temperatura superior a 40°C ni sometida a un tratamiento de efecto

equivalente.

La leche es un alimento completo debido a una gran cantidad de macronutrientes y
micronutrientes que la hacen ser esencial para la nutricién y desarrollo de las crias de los
mamiferos. La composicion de leche es similar en todos los mamiferos en lo que se refiere a
los principales componentes: proteinas, lipidos, hidratos de carbono, vitaminas y minerales
(Claeys et al. 2014). Sin embargo, la concentracion de cada uno de ellos, varia segun la
especie, adaptandose a las necesidades del recién nacido, tal y como se muestra en la

siguiente tabla. (Tabla 1)

Tabla 1. Composicién general de la leche de varias especies (Gantner 2015).

Leche MST Grasa Proteina Lactosa Ceniza Energia
(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (kJ/100 g)
Humana 10-13 2,1-4,0 0,9-1,9 6,3-7,0 0,2-0,3 270-209
Yegua 9-12 0,4-7,2 1,3-2,0 6,0-7,2 0,3-0,5 109-210
Mona 8-12 0,3-1,8 1,4-2,0 5,8-7,4 0,3-0,5 160-180
Bufala 16-17 5,3-15,0 2,7-4,7 3,2-4,9 0,8-0,9 420-480
Vaca 12-13 3,3-6,4 3,0-4,0 4,4-5,6 0,7-0,8 270-280
Cabra 12-16 3,0-7,2 3,0-5,2 3,2-4,5 0,7-0,9 280-290
Oveja 18-20 4,9-9,0 4,5-7,0 4,1-5,9 0,8-1,0 410-440

* MST: Materia seca total

El principal carbohidrato de la leche es la lactosa, que comprende alrededor del 99% de los
carbohidratos de la leche. Es un disacarido formado por glucosa y galactosa unidas entre si,

y se encuentra en una concentracién de 49 g/L (Guetouache et al. 2014). En adiciéon a la



lactosa, la leche contiene trazas de otros azlcares, incluyendo glucosa, fructosa,
glucosaminas, y oligosacaridos, entre otros. Los oligosacaridos estan divididos en dos tipos,
acidos y neutros y en el calostro bovino se encuentran en una proporcién de aproximadamente
0,7 a 1,2 g/mL (McGrath et al. 2016).

Por otra parte, se encuentran las proteinas de la leche, que se clasifican en caseinas, las
cuales son insolubles, proteinas del suero de la leche, las cuales son solubles, y las proteinas
del glébulo graso (Madureira et al. 2007). Todas ellas se desarrollardn en apartados

posteriores.

La leche también esta compuesta por lipidos, una de las principales fuentes de energia para
los mamiferos recién nacidos durante sus primeros meses de vida. Estdn formados por
pequefias esferas denominadas globulos grasos, los cuales estan rodeados por una
membrana, llamada membrana del glébulo graso o MFGM (milk fat globule membrane). La
leche bovina contiene alrededor de 3,5 a 5% de lipidos totales, los cuales se encuentran como
glébulos emulsionados, y recubiertos con una membrana derivada de la célula epitelial
secretora. Asimismo, se encuentran triacilgliceroles, presentes en el glébulo graso, y
fosfolipidos y esteroles en la membrana del glébulo graso (Jensen, Ferris y Lammi-Keefe
1991).

2.2. Proteinas de la leche bovina
2.2.1. Caseinas

En la leche, se puede encontrar dos clases principales de proteinas, que se pueden separar
en funcion de su solubilidad a pH 4,6 a 20°C. Bajo estas condiciones, una alta proporcion de
proteinas, llamadas caseinas, precipitan, mientras que las proteinas que permanecen
solubles se conocen como proteinas séricas o del suero (Ginger y Grigor 1999). Las caseinas

constituyen aproximadamente el 80% de las proteinas de la leche de vaca.

En la leche bovina se encuentran principalmente cuatro tipos de caseinas, as1, as2, B y K.
Las caseinas en la leche cruda se ensamblan en estructuras bastante Unicas conocidas como
micelas de caseina, que son entidades coloidales esencialmente esféricas que incluyen las
cuatro especies de caseina, y se mantienen juntas y se estabilizan por propiedades

fisicoquimicas Unicas como interacciones hidrofébicas e i6nicas (Huppertz, Fox, y Kelly 2017).



2.2.2. Proteinas del lactosuero

El lactosuero es el producto que se obtiene tras la separacion de las caseinas en la
elaboracion del queso. El suero o las proteinas séricas son proteinas lacteas solubles que
representan aproximadamente el 20% de las proteinas totales de la leche. La B-lactoglobulina,
a-lactalbumina, proteosa peptona, albumina sérica bovina e inmunoglobulinas en orden de

abundancia, forman las proteinas de lactosuero bovino (Kilara y Vaghela 2017)

La B-lactoglobulina es la proteina mas prevalente en el lactosuero bovino. Comprende el
10% de la proteina de leche total o aproximadamente el 58% de la proteina de suero de leche.
La principal funcién de esta proteina es el transporte de moléculas hidrofébicas, como el

retinol, los &cidos grasos, la vitamina D o el colesterol (Madureira et al. 2007)

La a-lactalbimina es la segunda proteina mas abundante del lactosuero y su concentracion
en la leche bovina varia entre 1,2 y 1,5 g/L. Su funcion principal en la glandula mamaria es la
de modular la actividad del enzima galactosiltransferasa en la sintesis de lactosa (Permyakov
y Berliner 2000).

La albiumina sérica bovina no se sintetiza en la glandula mamaria, sino que se filtra en la
leche procedente del torrente sanguineo. En el plasma sanguineo, la albumina es un portador
de acidos grasos libres, y tiene sitios de unién especificos para moléculas hidréfobas que

también puede unir en la leche (Brown 1977).

Las inmunoglobulinas comprenden al menos el 2% de la proteina de leche total. En la leche
se encuentran cuatro tipos diferentes de inmunoglobulinas: 1IgG1, 1IgG2, IgA e IgM (Swaisgood
1982). Las inmunoglobulinas transfieren inmunidad cuando se suministran en el calostro,
proteccién que dura en el recién nacido hasta que comienza a crear sus propios anticuerpos
(Whitney 1997).

Dentro de las proteinas minoritarias del lactosuero se encuentra, entre otras, la lactoferrina,
la cual es producida por las células epiteliales de la glandula mamaria. También se encuentra
en las secreciones de las mucosas externas, como las lagrimas, la secrecién vaginal, el
semen, etc. Es una glicoproteina que pertenece a la familia de las transferrinas, por lo que

une hierro y no es una proteina hemo.

La lactoferrina bovina tiene un peso molecular de 80 kDa y aproximadamente 700
aminodacidos con una alta homologia entre especies. Esta compuesta por una cadena
polipeptidica, con oligosacaridos unidos covalentemente. Tiene dos I6bulos simétricos N-
terminal y C-terminal, cada uno con dos subdominios entre los que se encuentra el sitio de

unién para un atomo de hierro, Fe?* y Fe®", aunque también se ha observado la unién de los



iones Cu?*, Xn?*y Mn?*. Asi mismo, estos dos l6bulos (N y C) estan conectados por una region
bisagra que tiene una estructura en alfa-hélice, proporciondndole a la molécula cierta

flexibilidad (Gonzalez-Chavez, Arévalo-Gallegos y Rascon-Cruz 2009) (Figura 1).

Debido a las caracteristicas estructurales de la lactoferrina, esta involucrada en diversas
funciones fisioldgicas, como la regulacion de absorcion de hierro en el intestino, la
participacion en la respuesta inmune, actividad antioxidante, anticancerigena, antiinflamatoria,
y de proteccion frente a la infeccién microbiana producida por un amplio espectro de bacterias,
hongos, levaduras, virus y parasitos. La actividad antimicrobiana de la lactoferrina se debe
principalmente a dos mecanismos, el primero es el secuestro de hierro en los sitios de
infeccidn, que priva al microorganismo de dicho nutriente, y crea asi un efecto bacteriostatico.
El segundo mecanismo, es la interaccion directa de la molécula de lactoferrina con la
membrana bacteriana, desestabilizandola y creando un efecto bactericida (Adlerova,

Bartoskova y Faldyna 2008).

Figura 1. Estructura tridimensional de la lactoferrina bovina biférrica a una resolucién de 2,8 Angstroms,
donde se pueden observar los dos I6bulos y en el interior de cada uno un atomo de hierro representado
en color rosado (Gonzalez-Chavez, S.A. et al. 2009).



2.3. Membrana del glébulo graso (MFGM)

2.3.1. Estructuray funcién

La membrana del glébulo graso (MFGM) es uno de los componentes de la leche que se
produce por la glandula mamaria y se libera a la leche en forma de vesiculas. La MFGM rodea
el glébulo de grasa de la leche secretado por las células productoras de leche y tiene una
estructura compleja que contiene diversos lipidos, como, por ejemplo, triacilglicéridos,

fosfolipidos y colesterol, asi como proteinas y otras macromoléculas (Gallier et al. 2015).

A ® MFGM Proteinas no glicosiladas

¥  Fosfolipidos (xantina, oxidasa, adipofilina)

w Proteinas de la leche @ B MFGM Proteinas glicosiladas
(caseina y lactosuero) (Butirofilina , mucina y lactadherina)

| Colesterol

e TN :

4'? {, I

2 f =
Férmula de leche | Nuturis®: ‘ Leche Humana :
infantil: pequefias Grandes gotas cubiertas ' | Grandes gotas cubiertas por una
gotas cubiertas por probablemente por tricapa fosfolipidica, proteinas de
proteinas lacteas fosfolipidos, proteinas 'membrana y colesterol

_ lacteas y colesterol | |

Figura 2. Distribucién de los diferentes lipidos y proteinas presenten en la MFGM, en diferentes tipos
de leches (Gallier et al. 2015).

La MFGM se puede describir como un empaquetamiento heterogéneo de una membrana que
envuelve una fase liquida, con una distribucién asimétrica. El tamafio de los glébulos grasos
también es heterogéneo (0,1 — 10 um) y dependiendo de ello, puede haber ciertas variaciones
en su composicion. Cuando el tamafo del glébulo graso es menor, el contenido de acidos
grasos de cadena media aumenta y los acidos grasos de cadena larga saturados disminuyen.
Asimismo, en la membrana, disminuye el contenido de fosfatidilcolina y esfingomielina (Lopez
etal. 2011).

En la membrana del glébulo graso o MFGM se encuentran diferentes proteinas glicosiladas:
Mucl, Mucl5, CD36, butirofilina y lactadherina, asi como esfingolipidos glicosilados que no
son digeridos en el intestino y ayudan al desarrollo del microbiota en los nifios. Compiten entre
ellos y actian como sitios de unién para muchas bacterias, modificando su adherencia a la
mucosa intestinal. También son sustratos a bacterias comensales, como las bifidobacterias
(Sando et al. 2009).



Las proteinas y lipidos polares incluidos en los globulos grasos regulan las reacciones
inflamatorias, debido a la modulacion de las citoquinas en la presencia de activadores
policlorados, previniendo asi de infecciones, apoptosis y de la oxidacion. Los compuestos
glicosilados de los globulos grasos, asi como los productos derivados de su hidrdlisis, han

mostrado actividades antibacterianas, antivirales y antitoxinas (Dewettinck et al. 2008).

2.3.2. Proteinas de MFGM

La lactadherina es una glicoproteina multifuncional pequefia, compuesta por dos variantes
de glicosilacion, PAS-6/7 de 53 a 66 kDa presente en la membrana del globulo graso. La
lactadherina bovina tiene una estructura de dominio de EGF1, EGF2, C1 y C2, donde EGF
indica la homologia con el dominio del factor de crecimiento epidérmico. Diferentes estudios
demuestran que la lactadherina puede actuar como un enlace entre dos superficies uniéndose
a los receptores a través de su extremo N-terminal, y a fosfolipidos a través de su extremo C-
terminal (Andersen et al. 1997; Andersen et al. 2000).
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Figura 3. Representacion de la estructura de la lactadherina bovina (Hvarregaard et al. 1996).

En la glandula mamaria, la lactadherina es importante para la secrecion de los glébulos grasos
de la leche y la eliminacion de estos durante la regresién, También, se ha demostrado que la
lactadherina tiene actividad atenuante frente a rotavirus y Escherichia coli enterotéxica.

(Rasmussen et al. 2009, Raymond et al. 2009).

La mucina es una glicoproteina extracelular, altamente glicosilada, que esta formada por
varios tipos, MUC15, MUC1 y MUCX, y tiene un peso molecular que varia de 95 a 200 kDa.
El ndcleo de la proteina que constituye el 20% del total de la masa molecular, esté organizado
en distintas regiones. En primer lugar, una region glicosilada central, compuesta por
repeticiones en tAndem de serina, treonina y prolina (STP). En segundo lugar, ubicados en
los terminales N y C, se encuentran proteinas globulares con alta glicosilacién en el extremo
N-terminal, y regiones ricas en cisteina en el extremo C-terminal, que favorecen la formacién

de enlaces y favorecen la formacién de multimeros (Bansil y Turner, 2016).



QLI 2t $in S8 $33838| 388883 5y 338938 Oy Ty Ty

o A — A B e

VWF D Cys Rich SerThr Pro VWF C Cystine Knot O-linked N-Linked
Domain Domain Repeats Domain Oligosaccharide Oligosaccharide

Figura 4. Estructura de mucina, organizada con los distintos dominios (Bansil y Turner, 2006).

Las mucinas tienen distintas funciones entre las que cabe destacar, su capacidad
antimicrobiana frente a microorganismos, desempefiando también un gran papel en la

respuesta inmune innata (Kutta et al. 2008).

2.4. Cronobacter sakazakii

C. sakazakii es un bacilo Gram negativo, el cual pertenece al género Cronobacter de la familia
de las Enterobacteriaceae. Dentro del género de Cronobacter se encuentran diferentes
especies: C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis, C.
universalis y C. condimenti (Joseph et al. 2012).

Es una bacteria mévil, anaerobia facultativa, no formadora de esporas, con flagelos moviles y
su tamafio es aproximadamente de 1-3 um. Es capaz de crecer en un amplio rango de
temperaturas, de entre 6 a 47°C, siendo su temperatura 6ptima de 39°C (Iversen y Forsythe
2003). Asimismo, tiene una gran resistencia a bajas actividades de agua (a) con un rango de
0,30 a 0,83. Todas estas caracteristicas le confieren a este patdogeno la capacidad de crecer

en un gran numero de alimentos (Lin y Beuchat 2007).

Las colonias obtenidas en un agar de tripticasa de soja son amarillentas, de consistencia

viscosa y lisas. (Figura 5)

—
Figura 5. Colonias aisladas de Cronobacter sakazakii en agar de tripticasa de soja.



Cronobacter sakazakii es un conocido patégeno oportunista, implicado en diversas
enfermedades que amenazan la vida de los seres humanos, como la enterocolitis necrosante,
la meningitis, la septicemia y la neumonia, afectando a una amplia gama de edades, pero con
un alto riesgo en los recién nacidos prematuros, nifios inmunodeprimidos y en neonatos
(Joseph et al. 2012). Dicho patdégeno se pone en contacto con los humanos a través de la
exposicion a los alimentos y al medio ambiente. Es transmitido por alimentos, como las

férmulas en polvo para lactantes, formulas de continuacion, carne, etc. (Song et al. 2018).

El reservorio primario de Cronobacter sakazakii es desconocido, pero hay indicios de que
estos patégenos podrian ser de origen animal o vegetal. En la industria alimentaria es un
peligro emergente debido a su capacidad para resistir condiciones ambientales extremas. Es
una preocupacion particularmente importante para la industria de las férmulas de leche
infantiles (Yan y Gurtler 2014)



3. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo de fin de grado es la evaluacién de la capacidad
antimicrobiana de las proteinas lacteas lactoferrina, una proteina del lactosuero; y
lactadherina y mucina, dos glicoproteinas de la membrana del glébulo graso, frente al
patdgeno Cronobacter sakazakii. Para alcanzar este objetivo, se han desarrollado una serie

de objetivos secundarios:

e Obtencién y caracterizacion de lactosuero y mazada de la leche de vaca utilizando
diferentes procedimientos.

¢ Aislamiento por técnicas cromatogréficas y caracterizacion de proteinas bioactivas de
la leche: lactoferrina, mucina y lactadherina.

e Cultivo de Cronobacter sakazakii y puesta a punto de un ensayo de actividad
antibacteriana.

e Evaluacién de la actividad antibacteriana de las proteinas lactoferrina, mucina y
lactadherina frente a Cronobacter sakazakii.

¢ Comparacion de la actividad antibacteriana de dos lactoferrinas bovinas comerciales.

10



4. Métodos

4.1. Desnatado de leche cruda de vaca

La leche cruda de vaca procedente de la empresa Villacorona (El Burgo de Ebro, Espafia) fue
atemperada en una cuba quesera a 50°C y posteriormente, se procedio al desnatado con la
centrifuga desnatadora ARR-DES 125 de Suministros Quimicos Arroyo (Santander, Espafia),
logrando separar la grasa de la leche. La leche desnatada se sometio a un segundo desnatado

para recuperar la mayor cantidad de grasa.

Para calcular el porcentaje de la nata obtenida, se utiliz6 el método Gerber, mediante el cual
a partir de acido sulfarico y alcohol isoamilico se logra la digestion de las caseinas y la rotura
del glébulo graso, produciendo dos fases diferenciadas. El volumen de grasa se determiné
utilizando un butirometro, estimando asi el contenido graso de la nata, tras la correcciéon

realizada segun la dilucién aplicada a la nata.

Posteriormente, se procedié a homogeneizar la mitad del volumen obtenido de nata a una
presién de 250 bares en una sola fase, con un homogeneizador Niro Soavi SP47 (ltalia). Esta
tecnologia reduce y homogeneiza el tamafio de los globulos grasos presentes en el producto
lacteo, en este caso la nata. El objetivo de aplicar la homogeneizacién era valorar los posibles
cambios que podia producir este proceso respecto a las proteinas de la MFGM, comparando

la nata homogeneizada con la nata sin homogenizar.

4.2. Obtencién del lactosuero

La leche desnatada se guardd en refrigeracion hasta su calentamiento en una cuba quesera
a 35°C, a la que se le adicioné 2,8 mL de cloruro calcico (Laboratorios Arroyo, Santander,
Espafna) para aumentar los niveles de calcio y 1,33 mL de cuajo natural (Laboratorios Arroyo)
gue produjo la coagulacion de las caseinas de la leche. Después de 1 hora se obtuvo la
cuajada, que se corté mediante liras de corte en horizontal y vertical para una mayor obtencién
del lactosuero retenido en dicha cuajada. Se vacio la cuba quesera y se filtr6 el lactosuero con
ayuda de una tela de queseria y un escurridor, eliminando asi cualquier resto de cuajada. El

lactosuero se congelé a -20°C hasta su uso.

4.3. Obtencion de la mazada

A partir de las natas homogeneizada y no homogeneizada obtenidas como se ha indicado

anteriormente, se procedio a la obtencion de la mazada.
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A la nata se le afladi6 PBS, compuesto por fosfato potasico 1,5 mM, fosfato sédico 8 mM,
cloruro potasico 3 mM, cloruro de sodio 0,14 mM, pH 7,4, al que se afiadid6 &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM. Al batir dicha nata a la maxima potencia en una
batidora Philips Cucina (Amsterdam, Holanda), se produjo una inversion de fases, obteniendo
asi la mazada y la mantequilla. Con la ayuda de gasas de queseria que retuvieron los granos
de mantequilla, se obtuvo la fase acuosa o mazada retenida en el interior de dicha mantequilla,

gue llamaremos buttermilk.

Este proceso se realizd de forma separada para la mazada homogeneizada y la no
homogeneizada, para una posterior comprobacién de las proteinas presentes en cada una de

ellas.

4.4. Obtencién de butterserum

La mantequilla procedente de nata homogeneizada y no homogeneizada obtenida
anteriormente se calenté en una estufa térmica durante 25 minutos a 50°C. Posteriormente,
se centrifug6 durante 15 minutos a 4000 x g a 4°C, obteniendo asi dos fases diferenciadas.
Por una parte, la fase acuosa o el butter serum que se encontraba en la fase inferior, mientras
gue la parte superior estaba formada por aceite de mantequilla en estado sélido. Se obtuvo el

butter serum con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio y se congel6 a -20°C.

4.5. Aislamiento de fracciones y proteinas a partir de leche bovina
4.5.1. Aislamiento de una fraccion enriquecida en MFGM

Para el aislamiento de la fraccion enriquecida en las proteinas de la membrana del glébulo
graso, se parti6 de leche bovina cruda, y se desnatd6 dos veces con una centrifuga

desnatadora, obteniendo la nata.

La nata se batio hasta la formacion de mantequilla, obteniendo la mazada y el butter serum,
como se ha indicado anteriormente.

La mazada no lavada y el butter serum se mezclaron en una proporcion 7:1, se acidifico el pH
hasta 4,8 con HCI 1 M y se agité durante 30 minutos a 4°C. A continuacion, se centrifug6 a
4000 x g durante 30 minutos a 4°C. El precipitado que se obtuvo se resuspendié con agua
mili-Q hasta que se disolvié por completo y se reajusté el pH hasta 6,8 con NaOH 1 M,

considerandolo la fraccion enriquecida en MFGM.
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4.5.2. Aislamiento de lactadherina

El protocolo de aislamiento de lactadherina fue descrito por Kim et al. (1992) y se siguid

realizando algunas modificaciones.

La fraccién enriguecida en MFGM obtenida como se ha descrito anteriormente, se delipid6
con 9 volimenes de una mezcla de cloroformo y metanol en la proporcién 2:1 y se incubd
durante toda la noche en agitacion suave a 4°C. Se formo un precipitado que se agit6 en el
vortex y se afiadié 1 volumen de agua mili-Q para romper la emulsion centrifugando la mezcla
a 3400 x g durante 15 minutos a 10°C. Tras dicha centrifugacién, se recuperé la fraccion
intermedia entre el metanol, que se encuentra en la parte superior, y el cloroformo, que se
encuentra en la parte inferior. Se afiadié 1 volumen de agua destilada y se procedi6 a la
eliminacion de los solventes organicos con ayuda de un rotavapor Laborota 4000 de Heidolph

(Schwabach, Alemania).

Seguidamente, la MFGM se resuspendié con NaCl 0,02 My se centrifugd a 25.000 x g durante
1 hora a 4°C. Después de la centrifugacion, el precipitado obtenido se disolvié en un tampdn
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, el cual contenia urea 5 M, KCl 1 M y benzamidina 0,2 mM, como
inhibidor de proteasas. Se centrifugd a 40.000 x g durante 30 minutos a 4°C, y se concentro
el sobrenadante obtenido mediante dispositivos de ultrafiltracion centrifuga de punto de corte
de 10 kDa.

La cromatografia de exclusion molecular o filtracion en gel se utilizé para la purificacion de la
lactadherina previamente obtenida. Se empaquet6 la columna de Sephacryl S-200 (3 x 36 cm)
y se equilibré con un tampo6n compuesto por Tris-HCI 0,1 M, KCI 1 M, urea 5 M, y benzamidina
0,2 mM. Se afiadi6 un volumen de muestra concentrada de aproximadamente 1,2 ml a un flujo

de 0,2 ml/min, y se recogi6é un volumen de 1,6 ml por fraccién.

La absorbancia de las fracciones obtenidas se determiné a 280 nm en un espectrofotometro
modelo 6505 UV/Vis de Jenway (Stone, Reino Unido). Por dltimo, las fracciones enriquecidas
en lactadherina, obtenidas en la cromatografia, se mezclaron y concentraron mediante
dispositivos de ultrafiltracion centrifuga (Amicon INC., Beverly, MA, EE. UU.) de punto de corte

de 10 kDa. Posteriormente, se analizaron mediante electroforesis en SDS.
4.5.3. Aislamiento de lactoferrina

Se descongel6 el lactosuero obtenido como se ha descrito anteriormente y conservado a -

20°C, se midi6 el pH y se ajusté a 6,8.

El lactosuero se dializ6 en una membrana de dialisis de punto de corte de 12 a 14 kDa

Cellu.Sep® de Amicon (Houston, TX, EE.UU.), frente a un tampdén compuesto por Tris-HCI
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0,015 M, pH 6,8, haciéndose tres cambios de tampoén durante 24 h. El suero dializado se
incubd con el gel CM-Sepharose equilibrado con el tampén Tris-HCI 0,015 M, pH 6,8, y se
dejé una noche en agitaciéon suave, para la unién de las proteinas al intercambiador idnico.
Posteriormente, el gel CM-Sepharose se lavo en un embudo sinterizado con el tampén Tris-
HCI 0,015 M, pH 6,8 para eliminar las proteinas no unidas, hasta que la absorbancia a 280

nm fue inferior a 0,02.

A continuacién, se empagquet6 el gel en una columna de 3 x 42 cm y se procedio a la elucion
de las proteinas retenidas en la misma, primero con 30 mL de tampén Tris-HCI 0,015 M, pH
6,8, con NaCl 0,2 M, y segundo con 30 ml de tamp6n Tris-HCI 0,015 M, pH 6,8, con NaCl 0,5
M. La elucidn se realiz6 con un flujo de 1 ml/min, y las fracciones que se recogieron fueron de

2 ml.

Para concluir, se midi6 la absorbancia de dichas fracciones a 280 nm, y las fracciones en las
gue la absorbancia fue alta, se unieron y se procedi6 a concentrarlas con una célula de
ultrafiltracion y una membrana de 10 kDa. Posteriormente se analizaron mediante técnicas

electroforéticas, citadas mas adelante.
4.5.4. Aislamiento de mucina

El aislamiento de mucina se desarroll6 siguiendo el protocolo de Gallier et al. (2012) y Le et
al. (2012).

Se parti6 de mazada conservada a -20°C tras su obtencion. En un tubo falcon de 50 mL se
prepararon las muestras a degradar enzimaticamente, adicionando 1,54 ml de mazada sin
lavar y 18,46 ml de &cido férmico al 5%, obteniendo asi 20 ml de volumen final, con un pH

inferior a 2.

A continuacion, se procedi6 al tratamiento con pepsina gastrica (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU), enzima encargada de la hidrélisis de las proteinas, la cual se afiadi6 en una
proporcion 0,4:100 (p/p). Se incubd a 37°C durante 2 horas en agitacion suave y pasado este
tiempo se inactivo la pepsina ajustando el pH a 7 con NaOH 4 M. Posteriormente, se
eliminaron los péptidos utilizando un equipo de ultrafiltracién (Amicon INC., Beverly, MA, EE.

UU) con una membrana de 30 kDa, obteniendo 2 ml de proteina concentrada.

Las muestras obtenidas se aplicaron siguiendo el protocolo de Kodama y Kimura (2001) en
un volumen de 1,5 mL a una columna de Sepharose CL-2B (90 x 1 cm), previamente
equilibrada con tampén Tris-HCI 50 mM, pH 8, con NaCl 0,15 M, EDTA 2 mM y 0,02% de
azida sodica. Las fracciones recogidas fueron de 3 mL a un flujo de 0,5 mL/min,
determinandose su absorbancia a 280 nm. Las fracciones se caracterizaron por electroforesis,

como se describe mas adelante.
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4.6. Técnicas electroforéticas

4.6.1. Preparacién de geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida son elaborados a partir de dos tipos de geles de diferente

concentracion, el primero resolving gel al 10% y el segundo, stacking gel al 7%.

Para la elaboracion del resolving gel, se mezclaron 3,3 mL de una solucion de
acrilamida/bisacrilamida al 30%, 4,1 mL de agua mili-Q, 2,5 mL del tamp6n compuesto por
Tris- HCI 1,5 M, pH 8,8, y por ultimo, 100 uL de SDS al 10% (p/v).

Antes de cargar el gel en los vidrios, se afiadieron 5 uL de TEMED, el cual cataliza la
polimerizacién de la acrilamida, y 50 uL de APS (persulfato aménico) al 10%. Se vertieron 4,5
mL entre los cristales, y posteriormente se afiadieron 300 pL de 2 metil-2 butanol para cubrir
el gel y evitar su deshidratacion. Se dejo solidificar el gel durante 1 hora, se eliminé el alcohol,

se lavo la superficie del gel 3 veces con agua mili-Q y se sec6 con papel Whatmann 3 MM.

A continuacion, se preparé el stacking gel con una concentracion 3-4% inferior al porcentaje
del running gel, en este caso, al 7%. Se afiadieron 1,15 mL de una solucion de
acrilamida/bisacrilamida al 30%, 2,55 mL de agua mili-Q, 1,25 mL del tampdn compuesto por
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, y, por ultimo, 50 pL de SDS al 10% (p/v). Antes de cargar el gel en los
vidrios, se afiadieron 5 pL de TEMED y 50 pL de APS (persulfato aménico) al 10%.

4.6.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

En primer lugar, las muestras se diluyeron ¥z (v/v) en un tampén compuesto por Tris-HCI 126
mM, pH 6,8, 4% de SDS, 0,02% de azul de bromofenol, 20% de glicerol y 10% de 2-
mercaptoetanol y se calentaron durante 5 minutos a 95°C para su desnaturalizacion.
Posteriormente, las muestras se cargaron en los pocillos del gel de poliacrilamida y la
electroforesis se desarroll6 aplicando un voltaje de 180 V en un equipo Mini-Protean Tetra
Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EE.UU.)

4.7. Técnicas de tincion

Dependiendo del tipo de proteinas presentes en la muestra, se utilizaron dos tipos de tinciones

diferentes.
4.7.1. Tincién con azul de Coomassie

Tras realizar la electroforesis, el gel de poliacrilamida se cubrié con colorante azul de

Coomassie, compuesto por 0,65 g de Coomassie Blue R, 300 mL de metanol, 100 mL de
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acido acético, 100 mL de glicerol y 500 mL de agua destilada, y se dejo en agitacion suave
durante 1 hora. A continuacién, se retird el colorante y se afiadio el decolorante compuesto
por 250 mL de metanol, 80 mL de acido acético, 20 mL de glicerina y 650 mL de agua
destilada. Se dej6 en agitacion durante 1 hora y se retir6. Por ultimo, se cubri6 el gel con el
mismo decolorante y se dejo hasta que las zonas en las que no habia proteina quedaron

incoloras.
4.7.2. Tincién con acido perydédico de Schiff (PAS)
La tincién con acido peryadico de Schiff se utilizé para la visualizacién de las glicoproteinas.

Primero, el gel se cubrié con 50 mL de una solucién de fijacion constituida por &cido acético,
metanol y agua destilada (10:35:55, v/iviv) y se mantuvo durante toda una noche a temperatura
ambiente y en agitaciébn suave. A continuacion, se retird dicha solucion y se afiadid una
solucién de peryodato preparada con 0,35 g de acido peryédico en 50 mL de &cido acético
glacial al 5% (v/v) y se incub6 en agitacién durante 1 h. Tras la incubacién, se lavo el gel 2
veces con agua mili- Q y se afiadieron 50 mL de una soluciéon de metabisulfito, compuesta por
0,2 g de metabisulfito sédico en 100 mL de &cido acético glacial al 5% (v/v) hasta que el gel
adquirié un color amarillento. Posteriormente, se retiraron los 50 mL de dicha solucién y se
afiadieron otros 50 mL para decolorar el gel, en agitacién suave durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, se afiadi6 el reactivo de Schiff y se mantuvo a temperatura ambiente
durante 2 horas en agitacion. Para decolorarlo, se afiadieron 50 mL de la misma solucién de
fijacion utilizada anteriormente, dos veces con una incubacién de 7 minutos cada una, en
agitacion suave. Para finalizar, se le afiadio al gel un tampdn de decoloracién compuesto por

acido acético y agua destilada (1:9) y se mantuvo durante 7 minutos.

4.8. Preparaciéon de medios de cultivo

El caldo de tripticasa de soja (TSB, del inglés ‘tryptic soy broth’) de Merck (Darmstad,
Alemania), se utiliza para enriquecer a las colonias de bacterias y favorecer su crecimiento.
Se pesaron 30 g en 1 L de agua destilada, se homogenizé y se esteriliz6 en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. El agar tripticasa de soja (TSA, del inglés ‘tryptic soy agar) de Merck,
solidifica a temperatura ambiente Se pesaron 40 g en 1 L de agua destilada, se llevé a
ebullicion y se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15 minutos. El agua de peptona de
Merck se utiliza para realizar diluciones. Se pesaron 10 g en 1 L de agua destilada y se
esterilizdé en autoclave a 121°C durante 15 minutos. El extracto de levadura (YE, del inglés
‘yeast extract’) de Oxoid (Basingstoke, Reino Unido), utilizado para favorecer un crecimiento

mas rapido del microorganismo, se afiadié a los medios al 0,6% (p/v).
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4.9. Cultivo y conservacién de C. sakazakii

La cepa bacteriana procede de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia,
Espafa): C. sakazakii CECT 858 (equivalente a la cepa ATCC 29544).

En primer lugar, se abri6 el vial con el cultivo liofilizado en condiciones de maxima asepsia, y
se resuspendio la cepa liofilizada mediante la adicion de 0,3 mL de TSB (con 0,6% de YE. Se
debe conseguir una rehidratacién completa, utilizando una pipeta Pasteur estéril aspirando y

expulsando la suspensidn suavemente, evitando la formacién de burbujas de aire.

A continuacion, se sembroé la suspension con asa de siembra por agotamiento en TSA con
0,6% de YE y se incubd a 37°C durante 24 h.

Una vez conseguidas colonias aisladas en cultivo puro se recogieron mediante un asa de
siembra y se inocularon en crioviales para la conservacion en congelacion. Se cerraron los
viales y se agitaron suavemente invirtiendo el vial 4 o 5 veces para emulsionar el
microorganismo, sin agitar vigorosamente. Una vez conseguida una emulsion total, el
microorganismo se fijara a los anillos porosos. Se abrieron de nuevo los crioviales y se retird
el exceso de liquido mediante una pipeta Pasteur estéril hasta que los anillos estuvieran
practicamente secos. A continuacion, se cerraron de nuevo los crioviales inoculados y se

almacenaron a -70°C, constituyendo el stock de referencia.

4.10. Preparacion de lactoferrina bovina nativa

Se utilizé lactoferrina bovina nativa comercial amablemente donadas por Tatua Nutritionals

(Morrinsville, Nueva Zelanda) y Armor Proteines VitalArmor (Saint-Brice-en-Cogles, Francia).

Se pesaron 40 mg de lactoferrina en 2 mL de agua destilada. Posteriormente, se esterilizé la

solucién de proteina con filtros Millipore de tamano de poro de 0,22 um.

Para determinar la concentracion exacta de lactoferrina tras la filtracién se, cogieron 990 uL
de agua mili-Q y 10 yL de la proteina filtrada estéril, se agité la mezcla y se midio la
absorbancia a 280 nm. A continuacion, se calculé la concentracion de lactoferrina a partir de

su coeficiente de extincion (E1%280) de 1,27 mL/cm/g.
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4.11. Ensayos de actividad antimicrobiana frente a Cronobacter sakazakii

A partir de la lactoferrina bovina nativa preparada, se realizaron soluciones de diferentes
concentraciones de la proteina a ensayar: 0,5, 1, 2, 5 y 10 mg/mL con PBS. De mucina se

preparé una solucién de concentracion 0,1 mg/mL, y de lactadherina 1 mg/mL.

Se partié de una colonia de C. sakazakii incubada en 10 mL de TSB. Se cogieron 100 L, se
llevaron a 10 mL de PBS y se realizaron dos diluciones en tubos de PBS con 9 mL con una

concentracion final de 10* UFC/mL.

En el ensayo antibacteriano, se afnadieron 100 pyL de suspension de C. sakazakii y 100 uL de
solucién de proteina (lactoferrina a 0,5, 1, 2, 5y 10 mg/mL, mucina 0,1 mg/mL y lactadherina
1 mg/mL) por pocillo en PBS, en placas de 96 pocillos. Se incluyeron pocillos control en los
que solo se afiadi6 PBS y suspension bacteriana. Todas las muestras se incluyeron por

duplicado y se hicieron dos series de muestras para la extraccion a dos tiempos de incubacion.

Se incubé durante 24 horas a 37°C, y se tomaron alicuotas de 100 yL a las 4 y 24 h para la
lactoferrina y a las 4 h para mucina y lactadherina. A las 4 horas, se hicieron diluciones, a
partir de las muestras contenidas en los pocillos, hasta la 102 por duplicado, y se sembraron
50 pL de las dos ultimas diluciones en una placa de TSA dividida en dos, por duplicado. Una
vez sembradas las placas se dejaron incubar durante 24 horas a 37°C y se realiz6 el recuento

de las colonias.

En el caso de la lactoferrina, a las 24 horas, a partir de las muestras con las concentraciones
de 0,5, 1, 2, 5y 10 mg/ml se hicieron diluciones seriadas por duplicado hasta la 103, y se
sembraron 50 pL de las dos ultimas diluciones en una placa de TSA dividida en dos, por

duplicado. Pasadas las 24 h a 37°C se realizé el recuento de las colonias.

4.12. Determinacion de la concentracién de proteina, test BCA

La concentracion de proteina se determind mediante el método del 4cido bicinconinico (BCA).
Para ello, se prepararon estandares de albumina sérica bovina (BSA) en un rango de
concentraciones entre 2 y 125 mg/mL. Después, se afiadieron 25 L de los estandares y de
las muestras, por duplicado, en una placa de 96 pocillos. Posteriormente, se afiadio reactivo
BCA en una cantidad de 200 uL por pocillo. La mezcla se incub6 a 37°C durante 30 min 'y se
determind la absorbancia a 570 nm en un lector de placas ELISA Multiskan MS (Labsystem,
Helsinki, Finlandia). La concentracion de proteina en las muestras se determind por

interpolacion en la recta de calibrado obtenida con los patrones de BSA.
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4.13. Andlisis estadistico de los resultados:

El andlisis de resultados de los resultados en este Trabajo Fin de Grado se ha realizado
utilizando el programa estadistico GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, EE. UU).

La normalidad de los datos se comprobo con la prueba de Kolmogorv-Smirnov y la
homogeneidad de las varianzas con la prueba de Levene. Los datos que no seguian una
distribucién normal se sometieron al test de Man-Whitney, determinando que todos los datos
obtenidos no se debian al azar. Para comprobar si las diferencias entre las medias eran
significativas, se realizé un analisis de varianza (ANOVA, del término en inglés ‘analysis of
variance’) con una prueba posterior que permitiera determinar qué medias difieren entre si.
Por altimo, se utilizé la prueba de post hoc de Tukey y se consideraron estadisticamente
significativas aquellas diferencias con un valor p < 0,05. Para indicar las diferencias

significativas, se han utilizado asteriscos (*) en las graficas de los resultados.
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5. Resultados y discusion

5.1. Aislamiento y caracterizacion de las fracciones lacteas

En la figura 6, se muestra el andlisis electroforético de la MFGM lavada y no lavada, el
buttermilk lavado y no lavado, el butter serum y el lactosuero de leche bovina, concentrado 2
veces por procedimientos anteriormente descritos. Se sefiala en la electroforesis la
localizacién de las proteinas de interés para nuestro estudio, la mucina, lactoferrina y

lactadherina con pesos moleculares de 180-200, 80 y 45 kDa, respectivamente.
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Figura 6. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida (4-20%) del aislamiento de las fracciones lacteas
tefiidas con PAS (A) y azul de Coomassie (B). PM: Marcador de pesos moleculares. MFGM lavada (1),
MFGM no lavada (2), buttermilk lavado (3), buttermilk no lavado (4), butter serum (5) y lactosuero (6).
Las bandas correspondientes a las mucinas, lactadherina y lactoferrina aparecen recuadradas en rojo.

Como se puede observar en la electroforesis de la figura 6, existen diferencias en la
composicion de las proteinas de las diferentes fracciones, teniendo en cuenta el proceso de
extraccion de estas. En primer lugar, el proceso de lavado de la MFGM y buttermilk reduce el
namero de proteinas del lactosuero. Por otro lado, el proceso de desnatado y coagulacion de
caseinas en el procesado del lactosuero, reducen la concentracion de MFGM y aumentan la
concentracion de lactoferrina, asi como de otras proteinas solubles del lactosuero
(Vanderghem et al. 2010).

Tal y como se muestra en la figura 6, las mucinas solo se pueden detectar mediante la tincién

con PAS, debido a que son glicoproteinas con un elevado grado de glicosilacion. Asimismo,
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la lactadherina aparece en sus dos formas glicosiladas PAS 6 y 7, con pesos moleculares de
50y 47 kDa, respectivamente. Se puede observar su ausencia en el lactosuero, lo cual puede
ser debido a la eliminacién de la MFGM durante el desnatado de la leche, o al someter dicha
leche a un calentamiento durante la coagulacion de caseinas y haberse agregado a las

proteinas mas pequefias presentes en el lactosuero (Singh 2006).

5.2. Homogeneizacion de las fracciones

En la figura 7, se muestra la concentracién de proteinas a partir de buttermilk y butter serum
procedentes de nata homogeneizada y no homogeneizada. El proceso de homogeneizacién
se realizé a 250 bares en una sola fase. La obtencion de butter serum y buttermilk se realizé
a partir de la mantequilla procedente de 1 L de nata homogeneizada y no homogeneizada, a

través de los procesos citados anteriormente.

- S

Figura 7. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida (7-10%) de buttermilk y butter serum procedentes
de nata homogeneizada y no homogeneizada, y tras tincion con azul de Coomassie. Buttermilk
homogeneizado (1), buttermilk no homogeneizado (2), butter serum homogeneizado (3), butter serum
no homogeneizado (4).

Tal y como se muestra en la figura 7, en las fracciones homogeneizadas, la concentracion de
proteinas se reduce ligeramente, debido a que el proceso de homogeneizacion afecta a los
glébulos grasos presentes en la nata, reduciendo asi el tamafio del glébulo graso vy, por lo
tanto, disminuyendo asi las proteinas presentes en él. Produce cambios en la obtencién y en
la estructura de las proteinas, principalmente debido al estrés mecéanico aplicado (Pimentel et
al. 2017).
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5.3. Aislamiento de lactadherina

La lactadherina se aisl6 a partir de leche bovina siguiendo el protocolo de Kim et al. (1992).
En la siguiente figura, se muestran las distintas etapas del aislamiento de lactadherina. En
primer lugar, se obtuvo la fraccion enriquecida en MFGM vy delipidada. A continuacion, se
fraccion6 mediante dos centrifugaciones con NaCl, y el precipitado resultante se volvié a
centrifugar con un tampon de urea y KCI, todo ello con el fin de liberar la lactadherina de la

membrana.

Al principio, el ensayo se realizé con butter serum y buttermilk lavado y no lavado, y se observo
que la concentracion de lactadherina era superior en el no lavado, por lo que se abandond
dicho procedimiento, y se realizaron todos los aislamientos siguientes con butter serum y
buttermilk no lavado.
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Figura 8. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida (7-10%) del aislamiento de lactadherina en las
fracciones de MFGM, tras tincion con azul de Coomassie, obtenidas de la mezcla de butter serum con
buttermilk no lavado. PM: Marcador de pesos moleculares. Butter serum (1), buttermilk (2),
sobrenadante y precipitado obtenidos durante el proceso de extraccion de la MFGM (3 y 4),
sobrenadante y precipitado tras la centrifugacion de la suspension en NaCl (5 y 6), sobrenadante y
precipitado tras la centrifugacion de la suspension en urea y KCI (7 y 8), sobrenadante en la suspension
en urea y KCI concentrado x 2 (9) y fraccion de lactadherina aislada previamente en el grupo (10). Las
bandas correspondientes a la lactadherina aparecen recuadradas en rojo.

El sobrenadante obtenido tras la centrifugacion del precipitado con el tampén de urea y KCI
se aplicé a una columna de Sephacryl S- 200, obteniendo el perfil cromatografico que se

muestra en la siguiente figura.
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Figura 9. (A) Perfil cromatogréafico en Sephacryl S-200 High Resolution de la fraccion concentrada del
aislamiento de lactadherina obtenido de la mezcla de butter serum con buttermilk procedentes de nata
no lavada. Las fracciones eluidas en la cromatografia fueron de 1,2 mL. (B) SDS-Electroforesis en gel
de poliacrilamida (7-10%) de las fracciones de la cromatografia, tras tincién con azul de Coomassie.
PM: marcador de pesos moleculares. Fraccion aplicada a la columna concentrada (1), fracciéon 47 (2),
fraccion 51 (3), fraccion 63 (4), fraccion 69 (5) y fraccién de lactadherina purificada (6). Las bandas
correspondientes a la lactadherina aparecen recuadradas en rojo.

La cromatografia de Sephacryl S- 200 High Resolution presenta dos picos, en los que la
lactadherina eluyd principalmente en el primero de ellos, tal y como se muestra en la
electroforesis. Aunque el aislamiento y la filtraciébn en gel permiten eliminar una gran parte de
proteinas contaminantes, se observa en la figura 9B que no se logré por completo su
eliminacion. Por lo tanto, a esta fraccion de lactadherina se le denomina enriquecida debido a

que presenta pequefias cantidades de otras proteinas (Kim et al. 1992).

5.4. Aislamiento de mucina

El aislamiento de mucina se logré siguiendo el protocolo de Gallier et al. (2012) y Le et al.
(2012). Las fracciones de butter serum y buttermilk procedentes de nata no lavada
presentaron una concentracibn mayor en mucina, por lo que se decidié escoger para la
cromatografia de filtracién en gel la fraccion de butter serum, debido a que tuvo un mayor

rendimiento de extraccion.
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Figura 10. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida (4-20%) del aislamiento de mucinas en
diferentes fracciones lacteas tras tincién con PAS (A) y azul de Coomassie (B). PM: Marcador de pesos
moleculares. Butter serum (1), butter serum hidrolizado y concentrado x 2 (2), buttermilk no lavado (3),
buttermilk no lavado hidrolizado y concentrado x 2 (4), lactosuero (5) y lactosuero hidrolizado y
concentrado x 2 (6). Las bandas correspondientes a las mucinas aparecen recuadradas en rojo.

La fraccién de butter serum se aplicé a una columna de Sepharose CL-2B siguiendo el
protocolo de Kodama y Kimura (2001) en un volumen de 1,5 mL, obteniendo el perfil
cromatografico que se muestra a continuacion (figura 11 A). En la cromatografia se puede
observar la presencia de un pico, el cual corresponde a la fraccion de mucinas. Y seguido de
ello, hay una pequefia cola en la que aparecen varios picos. Segun Bansil y Turner (2006), la
mucina presenta unas caracteristicas, debido a su glicosilacion, que la hacen dificil de aislar,

por su elevada capacidad de formar geles debido a su viscosidad.

En la electroforesis (figura 11 B) se puede observar la presencia de proteinas presentes de
un peso molecular inferior a la mucina en la fraccion purificada, pudiendo ser consecuencia
de que la mucina haya liberado algunos fragmentos de bajo peso molecular con glicanos
unidos, puesto que dichas bandas se tifien con PAS y apenas se tifien con azul de Coomassie
(Holden et al. 1971).

En este trabajo de fin de grado se ha logrado el aislamiento de la mucina con un alto grado

de pureza.
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Figura 11. (A) Perfil cromatogréfico en Sepharose CL-2B de la fraccidn concentrada del hidrolizado de
butter serum con pepsina bovina. Las fracciones eluidas en la cromatografia fueron de 3 mL. (B) SDS-
Electroforesis en gel de poliacrilamida (4-20%) de las fracciones tefiidas con PAS (izquierda) y azul de
Coomassie (derecha). PM: marcador de pesos moleculares. Butter serum (1), hidrolizado de butter
serum (2), fraccion 86 (3) y fraccion 27 (4). Las bandas correspondientes a las mucinas aparecen
recuadradas en rojo.

5.5. Aislamiento de lactoferrina

Para el aislamiento de lactoferrina, se partié de lactosuero bovino concentrado. Tras dializar
el lactosuero durante 24 horas, se incub6 con el gel CM-Sepharose una noche en una
proporcion 1:1 (v/v). Posteriormente, el gel se lavd con un tampén Tris- HCI, y se recogio el
primer excluido. Una vez que la absorbancia fue inferior a 0,02, se empaqueto la columna y
se eluyd la proteina con 30 mL de un tampon NaCl 0,2 My 30 mL del mismo tampén con NaCl
0,5 M.

Las proteinas del lactosuero excluidas que no reaccionaron con el intercambiador idnico
fueron eliminadas con el lavado del gel. En la cromatografia (figura 12 A), se aprecian dos
picos diferenciados entre si. El primero es atribuible a la lactoperoxidasa, y el segundo a la
fraccion enriquecida de lactoferrina (Moradian 2014). Al utilizar una concentracion salina
menor, las proteinas con caracter acido o basico débil eluyen. La lactoferrina al ser una
proteina muy basica necesitd una concentracién salina mayor, de 0,5 M para su elucién,
localizandose en el segundo pico mostrado en el perfil cromatografico de acuerdo con otros

autores (Adlerova, Bartoskova y Faldyna 2008).

En la electroforesis (figura 12 B) se observa la presencia de lactoferrina en el lactosuero, en

el excluido del lactosuero, y en las fracciones concentradas del segundo pico. A esta fraccion
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de lactoferrina se le denomina enriquecida, debido a que hay algunas proteinas

contaminantes.
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Figura 12. (A) Perfil cromatografico en CM-Sepharose de la fraccion concentrada de lactosuero bovino.
Las fracciones eluidas en la cromatografia fueron de 2 mL. (B) SDS-Electroforesis en gel de
poliacrilamida (7-10%) de las fracciones, tefiidas con azul de Coomassie. PM: marcador de pesos
moleculares. Lactosuero bovino (1), excluido de la cromatografia (2), fracciones 43-55 concentradas
(3), fracciones 57—69 concentradas (4). La banda correspondiente a la lactoferrina aparece recuadrada
en rojo.

5.6. Ensayo de actividad antibacteriana frente a C. sakazakii
5.6.1. Actividad antibacteriana de lactoferrinas bovinas comerciales

El ensayo para la actividad antibacteriana de la lactoferrina bovina nativa se llevo a cabo
utilizando las concentraciones de 0,5, 1, 2, 5 y 10 mg/mL de lactoferrina bovina de dos
origenes comerciales, frente a 4 u. log. de C. sakazakii de concentracion inicial y un control,
en ausencia de lactoferrina. De este modo, se hall6 la concentracion de C. sakazakii a las 4 y
24 horas de incubacién para evaluar como habia influido la presencia de lactoferrina en el
crecimiento de las bacterias (Figura 13).
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Figura 13. Ensayo de actividad antibacteriana de lactoferrina comercial bovina de Tatua Nutritionals, a
las concentraciones de 0,5, 1, 2, 5y 10 mg/mL con respecto a la concentracion de C. sakazakii
expresada en unidades logaritmicas alas 4 h () y alas 24 h (') (A). Ensayo de actividad antimicrobiana
de lactoferrina comercial de Armor VitalArmor, a las concentraciones de 0,5, 1, 2, 5y 10 mg/mL con
respecto a la concentracion de C. sakazakii expresada en unidades logaritmicas alas 4 h () y a las 24
h (+) (B). Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (*p < 0,001).

A las 4 horas, el recuento de C. sakazakii a las concentraciones de lactoferrinaa 0,5, 1, 2,5
y 10 mg/mL disminuyé significativamente frente al control, reduciéndose en 5 u.log. a la
concentracion de 10 mg/mL de lactoferrina, tal y como se muestra en la figura 13A. Asi, queda
comprobado el efecto antibacteriano de la lactoferrina. A las 24 horas, se puede observar una
disminucion de la actividad antibacteriana de la lactoferrina a las concentraciones de 5y 10
mg/mL. Segun Harouna et al. (2015), el tiempo de incubacion de C. sakazakii y la
concentracion reducen la actividad antibacteriana de la lactoferrina, lo que podria deberse a

gue con el tiempo la bacteria desarrolla algun tipo de mecanismo de defensa.

Comparando las lactoferrinas de ambas casas comerciales, se observa que la lactoferrina
procedente de Tatua Nutritionals (figura 13 A) tiene una mayor actividad antimicrobiana,
reduciendo 5 u. log de C. sakazakii a la concentracion de 10 mg/mL, mientras que la
lactoferrina procedente de Armor VitalArmor produce una reduccién antimicrobiana de 2 u. log
de C. sakazakiia la misma concentracién. Por lo que, la utilizacion de lactoferrina Tatua tendra

una mayor eficacia como componente antibacteriano.
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5.6.2. Actividad antibacteriana de mucinay lactadherina
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Figura 14. Ensayo de actividad antibacteriana de mucinas () y lactadherina () a las concentraciones
de 0,11 y 1 mg/mL, respectivamente, expresados en u.log. alas 4 h.

Tal y como se muestra en la figura 14, la lactadherina y la mucina reducen el crecimiento de
Cronobacter sakazakii. Hemos de considerar estos resultados como preliminares, pues
debido a la dificultad de aislar las fracciones enriquecidas en estas proteinas en una elevada
cantidad, no se pudieron repetir los experimentos. Actualmente, no existen estudios en los
gue la actividad antibacteriana de dichas proteinas quede demostrada, pero si que esta
confirmado que tienen efecto inhibitorio frente a la adhesiéon de diferentes patdgenos. Seguin
Struijs et al. (2013), las glicoproteinas de la membrana de los glébulos grasos de la leche
(MFGM) tienen efectos ventajosos, principalmente relacionados con la prevencion de la

adhesion bacteriana a la pared gastrointestinal.

Seria interesante continuar la investigacion en la actividad antimicrobiana de la lactadherina
y mucina para poder establecer una relacién entre la concentracion de estas en fracciones

lacteas y su actividad inhibitoria frente a patogenos.
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Fin de Grado han permitido llegar a diferentes

conclusiones:

1. El lactosuero bovino es un excelente derivado lacteo para el aislamiento y
caracterizacién de lactoferrina, consiguiendo asi una fraccidon enriquecida de esta
proteina potencialmente bioactiva.

2. La mazada o buttermilk y el butter serum procedentes de la leche de vaca constituyen
una materia prima de gran valor para la obtencion de fracciones enriquecidas en
lactadherina y mucina.

3. La homogeneizacion de la nata reduce la concentracién de proteinas bioactivas
presentes en la membrana del glébulo graso como la lactadherina y la mucina.

4. La lactoferrina bovina nativa tiene capacidad antibacteriana frente al patégeno C.
sakazakii, desde la concentracibn de 0,5 mg/mL, produciendo una reduccion
significativa a la concentracion de 10 mg/mL.

5. El efecto antibacteriano de la lactoferrina es superior a las 4 h que a las 24 h de
incubacién a las concentraciones de 5y 10 mg/mL de lactoferrina, por lo que se deduce
gue la bacteria desarrolla algin mecanismo para contrarrestar dicho efecto.

6. La lactadherina y mucinas de la membrana del globulo graso bovino tienen un
potencial antibacteriano de gran interés frente a C. sakazakii, como indican los
resultados preliminares obtenidos en este trabajo, aunque es necesario realizar futuras

investigaciones para su confirmacion.
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