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1. Resumen/Abstract

La leche es una fuente de proteinas con alto valor nutricional y algunas de ellas con
actividades bioldgicas. Estas proteinas bioactivas son esenciales para el desarrollo del
recién nacido y también pueden utilizarse como ingredientes de alimentos especiales.
Asi, algunas proteinas de la leche tienen una funcion antimicrobiana, como la
lactoferrina y las inmunoglobulinas del lactosuero, y la lactadherina y la mucina de la
membrana del glébulo graso. Estas proteinas se utilizan para suplementar las leches de
férmula, con el fin de fortalecer las defensas del bebé frente a algunas bacterias
patdgenas como Cronobacter sakazakii. Se trata de un patdgeno emergente que
preocupa a la salud publica, puesto que puede producir infecciones en nifios y personas
inmunodeprimidas. Los principales casos notificados de infecciones causadas por
C. sakazakii en lactantes se han relacionado con el consumo de leches de férmula en
polvo contaminadas, que aunque tienen un tratamiento térmico no son estériles. Por
ello, es necesario estudiar el efecto de los tratamientos tecnologicos y de la digestién

gastrointestinal en la actividad antibacteriana de las proteinas lacteas defensivas.

Milk is a source of proteins with high nutritional value and some of them with
biological activities. These bioactive proteins are essential for the development of the
newborn and can also be used as ingredients for special food products. Thus, some milk
proteins have an antimicrobial function, such as lactoferrin and immunoglobulins from
whey, and lactadherin and mucin from the milk fat globule membrane. These proteins
are used to supplement formula milk, in order to strengthen baby’s defences against
some pathogenic bacteria, such as Cronobacter sakazakii. This is an emerging pathogen
of public health concern, since it can cause infections in children and
immunosuppressed people. The main reported cases of C. sakazakii infections in infants
have been associated with the consumption of contaminated powdered formula, which
are not sterile although they receive heat treatment. Therefore, it is necessary to study
the effect of technological treatments and gastrointestinal digestion on the antibacterial

activity of defensive milk proteins.



2. Abreviaturas

ANOVA: Analysis of Variance (Andlisis de Varianza)

BSA: albumina de suero bovino

DG: digerido géstrico

DI: digerido intestinal

DS: digerido salivar

ECN: enterocolitis necrotizante

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético

EGF: epidermal grow factor (factor de crecimiento epidérmico)
Igs: inmunoglobulinas

LD: lactadherina

LF: lactoferrina

MFGM: milk fat globule membrane (membrana del glébulo graso de la leche)
PAS: periodic acid Schiff (acido peryddico de Schiff)

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida)
SDS: sodium dodecyl sulfate (dodecilsulfato s6dico)

SGS: solucién gastrica simulada

SIS: solucion intestinal simulada

SSS: solucion salivar simulada

TAME: p-tolueno-sulfonil-L-arginina-metil-éster

TNBS: &cido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico

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)



3. Introduccion
3.1. La leche

De acuerdo con el Codex Alimentarius (1999), la leche se define como la secrecion
mamaria normal obtenida de animales lecheros mediante uno o mas ordefios, sin ningln
tipo de adicion o extraccion, destinada al consumo como leche liquida o a su
procesamiento. De forma similar, segun el Reglamento (CE) n° 853/2004, la leche es 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. En
funcion de la especie animal existen diferentes tipos de leche (Tabla 1), pero todas
coinciden en sus componentes principales, aunque en diferentes proporciones. Estos

componentes son: agua, proteina, materia grasa y lactosa (Hazard, 1997).

La leche se caracteriza por ser un alimento muy completo, por ello cuenta con una gran
demanda y es considerada un elemento basico en la dieta. Su principal proteina, la
caseina, contiene los aminoacidos esenciales y es fuente de calcio, fosforo y riboflavina
(vitamina B12), contribuyendo significativamente a los requerimientos de vitamina A y
B1 (tiamina) (Gomez y Mejia, 2005).

Tabla 1. Composicion general de la leche en diferentes especies (por cada 100 g de leche)
(Gomez y Mejia, 2005).

) Agua Energia | Proteina Grasa Lactosa | Minerales
Especie
(9) (Kcal) (9) (9) (9) (9)
Bovina 88 61 3,2 3,4 4,7 0,72
Bufala 84 97 3,7 6,9 52 0,79
Humana 87,5 7,0 1,0 4.4 6,9 0,20

La leche materna es la mejor fuente de nutricion para el recién nacido, ya que contiene
una gran cantidad de agentes bioactivos. Sin embargo, esta lactancia no es posible en
todos los casos, por lo que se fabrican férmulas lacteas que la sustituyen o la
complementan. Las leches mas utilizadas como base para elaborar estas formulas son la
de vaca y la de soja, a las que se les afiaden otros ingredientes para parecerse o maximo
posible a la leche materna. Estos ingredientes son, principalmente, hierro, nucleétidos y
mezclas de grasas mas parecidas en el grado de saturacion a la grasa de la leche materna
(Maathuis et al., 2017).



3.2. Composicion de la leche

El agua es el componente principal de la leche, tratindose del medio de dispersion. En
ella, los globulos grasos se encuentran en emulsion, algunas proteinas y otros

componentes en solucion y las caseinas en suspension coloidal (Gémez y Mejia, 2005).

La lactosa es el principal carbohidrato de la leche de los mamiferos. Se trata de un
disacarido compuesto por D-glucosa y D-galactosa (Figura 1). La leche contiene trazas
de otros azlcares, incluyendo glucosa, fructosa, glucosamina, galactosamina y &cido
N-acetilneuraminico, como componentes de glicoproteinas y glicolipidos. La
concentracion de lactosa en la leche varia entre especies, representando en la leche de
vaca alrededor del 4,8%. La concentracion de lactosa en la leche es inversamente

proporcional a las concentraciones de lipidos y proteinas (Fox et al., 2015a).

6 CH,OH (1-+4)

6 CH,OH

Figura 1. Estructura de la lactosa (Fox et al., 2015a).

La leche bovina contiene aproximadamente un 3,5% de grasa, que Se encuentra en
forma de particulas emulsionadas denominadas globulos grasos, con un tamafio de entre
0,1 a 15 um. Los globulos grasos estan compuestos por un nucleo de triglicéridos
apolares y estan cubiertos por una envoltura de material tensioactivo, que es necesaria
para mantener su estabilidad en la emulsion y protegerlos de la degradacién enzimatica
y la coalescencia (Manoni et al., 2020). Esta envoltura es conocida como la membrana
del glébulo graso (MFGM, de su nombre en inglés) y estd compuesta por proteina,
fosfolipidos, colesterol y glicéridos, principalmente. Los lipidos de la leche son una
fuente importante de &cidos grasos esenciales y vitaminas liposolubles (A, D, E, K),
ademas de contribuir al sabor y a las propiedades reologicas de los productos lacteos
(Fox et al., 2015Db).



La proteina total que contiene la leche representa un 3,5% aproximadamente, y se
divide en dos grupos: las caseinas y las proteinas séricas (Gomez y Mejia, 2005). La
proporcion de caseina con respecto a las proteinas del suero muestra claras diferencias
entre especies, siendo en el caso de la leche de vaca de aproximadamente 80:20, y en la
humana de 20:80. Ademas de estos dos grupos de proteinas, la MFGM contiene algunas
proteinas Unicas que representan aproximadamente el 1% de las proteinas totales de la
leche (Fox et al., 2015c).

Los principales minerales que encontramos en la leche son el calcio, fosfatos, citratos,

cloruros, sulfatos, carbonatos, potasio y magnesio (Fox et al., 2015d).

La leche contiene vitaminas como la A, D, E, K, B1, B2, B6, B12, C, carotenos,
nicotinamida, biotina y acido folico, pero su concentracion esta sujeta a grandes
oscilaciones. Por lo general, es la concentracion de las vitaminas hidrosolubles la que se

conserva constante (Gomez y Mejia, 2005).

En la leche existen dos grupos de enzimas. Por un lado las hidrolasas, entre las cuales se
encuentran las lipasas, proteasas Yy esterasas Yy, por otro lado, las enzimas
oxido-reductasas, entre las cuales destacan la catalasa y la lactoperoxidasa (Gomez y
Mejia, 2005).

3.2.1.Caseinas

Las micelas de caseina son estructuras solidas y esponjosas dispersas en un medio
acuoso y presentan un diametro medio de 160 nm. Las caseinas estan formadas por un
92% de caseina y un 8% de sales, y constituyen el 80% de la proteina total de la leche
de vaca (Ferrandini et al., 2006). Las caseinas son las proteinas lacteas que se han
identificado como la principal fuente de péptidos bioactivos tras su hidrdlisis. Estos
péptidos se obtienen mediante digestiones in vitro e in vivo. La mayor parte de la
proteina es absorbida en forma de péptidos y no como aminoéacidos libres. Ademas de la
accion de las enzimas proteoliticas, los péptidos sufren una digestion adicional mediante
las peptidasas. Se ha descubierto que determinados péptidos ejercen un efecto protector
sobre el organismo, potenciando el sistema inmune o mostrando un efecto
antimicrobiano. Ademas, dichos péptidos presentan efectos positivos en el sistema

digestivo y en el sistema cardiovascular (Bar¢ et al., 2001).



Existen varios modelos que describen la estructura de la caseina, como el modelo
submicelar, el cual consiste en que la micela de caseina esta dividida en subunidades
individuales. La estructura interna de la submicela se debe a las interacciones
hidrofébicas que se establecen entre las moléculas de caseina individuales as y By a los
puentes de fosfato célcico. En la parte externa encontramos la k-caseina con la parte
hidrofilica del grupo carboxilo terminal sobresaliendo de la superficie micelar, en forma
de vellosidad (Ferrandini et al., 2006).

' £ Calcium _
. k-rich sub-micelle @ phosphate ‘ x-poor

Figura 2. Modelo submicelar de la estructura de la caseina (Horne, 2006).

3.2.2. Proteinas del lactosuero

Las proteinas del lactosuero tienen un papel importante como aporte de aminoacidos, y
pueden tener efectos bioldgicos y fisiologicos. Entre ellas, encontramos la
a-lactalbumina, la p-lactoglobulina, las inmunoglobulinas y la lactoferrina, entre otras
(Baro et al., 2001).

La a-lactalbumina constituye aproximadamente el 17% de las proteinas del suero en la
leche bovina. Esté constituida por 123 aminoécidos y posee un peso molecular préximo
a 14 kDa (Albis et al., 2009). Tiene una composicion rica en aminoacidos
esenciales. Por ello, debido a su perfil de aminoacidos Unico, tiene un interesante
potencial para maltiples usos: como componente de formulas infantiles, suplemento
para promover la salud gastrointestinal y modular la funcion neurolégica y como agente

terapéutico (Layman et al., 2018).

La pB-lactoglobulina es una proteina globular perteneciente a la familia de las
lipocalinas. Esta constituida por 162 residuos de aminoacidos. La masa del monémero

es de aproximadamente 18,3 kDa. Es la proteina de suero bovino méas abundante y



representa mas del 50% de la proteina de suero total. Posee propiedades antioxidantes
ademaés de ser un agente de transporte de ligandos, en particular compuestos hidréfobos
(Gotebiowski et al., 2020).

Las inmunoglobulinas forman un componente importante de la actividad inmunologica
que posee la leche, y especialmente el calostro, donde estan en elevados niveles. Las
inmunoglobulinas se dividen en varias clases: IgM, IgA, 1gG, IgE e IgD. Las principales
clases de inmunoglobulinas presentes en las secreciones mamarias son las 1gG, IgA e
IgM, destacando las IgG por su mayor cantidad. Existen varias subclases de 1gG, siendo
las 1gG1 y las 1gG2 las principales inmunoglobulinas en el lactosuero. Todas las
inmunoglobulinas monoméricas tienen la misma estructura molecular bésica, y estan
compuestas por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras idénticas, con una masa
molecular total de aproximadamente 160 kDa (Hurley y Theil, 2011).

El lactosuero contiene otras proteinas minoritarias, como la lactoferrina, que aunque se
encuentran en bajos niveles en la secrecion lactea madura, estdn en niveles mas
elevados en el calostro y desempefian funciones bioldgicas importantes para el recién
nacido.

3.2.2.1. Lactoferrina

La lactoferrina (LF) es una glicoproteina fijadora de hierro, con un peso molecular de
80 kDa (Figura 3). Pertenece a la familia de las transferrinas, que participan en diversas
funciones fisiologicas y protectoras, entre las que se encuentran las actividades
antioxidantes, antitumorales, antiinflamatorias y antimicrobianas (Sanchez et al., 1992).
Por tanto, esta proteina permite mejorar la inmunidad, la resistencia a las infecciones, la

absorcion de hierro y, en general, la salud humana (Superti, 2020).

La LF es fundamental en la dieta del lactante, puesto que desempefia funciones tanto
protectoras de infecciones como promotoras de la maduracion del sistema inmunoldgico
innato y adaptativo (Superti, 2020). Basandose en las diversas funciones de la LF, en
particular las antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias, en el estudio realizado
por Superti (2020) se observé que la adicion de LF a las formulas infantiles tenia
importancia en la prevencion de infecciones en recién nacidos, asi como en la reduccion
de la mortalidad. El efecto antimicrobiano fue la primera actividad protectora

identificada de la LF, y se ha demostrado ampliamente tanto in vitro como in vivo.



La actividad bacteriostatica y bactericida de la LF frente a un gran nimero de bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas se debe a dos mecanismos distintos. La actividad
principal de la LF implica la union y el secuestro del hierro libre en los sitios de
infeccion, privando asi a los microorganismos de este sustrato esencial para su
crecimiento e induciendo un efecto bacteriostatico. En cambio, la actividad bactericida
implica una interaccion directa con el agente infeccioso. Se han descrito interacciones
especificas tanto con el &cido lipoteicoico en las bacterias Gram-positivas, como con los
lipopolisacaridos en las bacterias Gram-negativas. Otros mecanismos de accion
antimicrobiana son la ruptura de la membrana celular de los patdgenos, la proteolisis de
factores de virulencia microbiana, la inhibicion de la adhesion microbiana a las células
del huésped mediante la union con los glicosaminoglicanos de las membranas y la
mejora del crecimiento de la microbiota probidtica comensal normal en el intestino
(Superti, 2020).

Figura 3. Estructura de la LF bovina. Las esferas rojas representan los atomos de hierro
(Superti, 2020).

3.2.3. Proteinas de la MFGM

Las principales proteinas que encontramos en la MFGM son la mucina,
la lactadherina (LD) y la butirofilina (Fox et al., 2015b).

Las mucinas son proteinas altamente glicosiladas, con un peso molecular que puede
variar desde 100 a 250 kDa (Gésime et al., 2009). La estructura de la proteina contiene
unidades repetidas en tdndem de longitud variable, que consisten en los aminoacidos
prolina, serina y treonina (Grondin et al., 2020). Son moléculas de larga extension que
contienen un dominio extracelular N-terminal fuertemente O-glicosilado, un dominio

transmembrana unico y un dominio citoplasmico C-terminal (Chatterjee et al., 2020).



Se clasifican en mucinas formadoras de geles y mucinas transmembrana (Grondin et al.,
2020). Para que un microorganismo pueda colonizar una célula, éste debe unirse a su
superficie, proceso en el que la mucina podria desempefiar un papel especifico,
actuando de inhibidor competitivo. De esta forma, podria unirse a los microorganismos
inhibiendo asi su adherencia a las células de la pared intestinal (Patton y Muller,
1992).

Otra de las glicoproteinas que se encuentra en la MFGM es la LD, que es capaz de
inhibir la infeccidn por rotavirus cuando es de origen humano, mientras que la LD
bovina no es activa contra el rotavirus humano (Civra et al., 2015). La LD tiene una
estructura con diferentes dominios, EGF1-EGF2-C1-C2 (Figura 4), representando EGF
los dominios con homologia con el factor de crecimiento epidérmico, y C los dominios
carboxilo terminales, que comparten homologia con los factores de coagulacién
sanguinea V y VIII. El dominio EGF2 muestra un motivo Arg-Gly-Asp (RGD)
responsable de la unién a células y el C2 facilita la union a fosfolipidos (Shi et al.,
2004).

Bl oW =

| EGF1_ | EGF-2 | c1 Cc2
1 44 80 251 409

Figura 4. Representacion de los dominios de la LD bovina. Los simbolos @ indican los sitios de
glicosilacién. Las lineas muestran los sitios de union de los puentes disulfuro
(Andersen et al., 2000).

3.3. Digestidn gastrointestinal de las proteinas

La digestion es el proceso de descomposicion mecénica y enzimatica de los alimentos
en sustancias para su absorcion en el torrente sanguineo. Los alimentos contienen tres
macronutrientes que requieren digestion antes de poder ser absorbidos: grasas,
carbohidratos y proteinas. A través del proceso de digestidn, estos macronutrientes se
descomponen en moléculas que pueden atravesar el epitelio intestinal y entrar al

torrente sanguineo para su uso en las células del cuerpo (Patricia y Dhamoon, 2021).

La ingesta proteica diaria es de 70 a 100 g de proteina dietética. Se necesita una
variedad de enzimas proteoliticas para descomponer las proteinas de la dieta en péptidos

pequefios y aminoacidos. Las proteinas o polipéptidos consumidos comienzan a
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descomponerse en el estdbmago bajo la accion de la pepsina. La secrecion gastrica
(compuesta por HCI) altera la conformacion del pepsindgeno producido para que pueda
convertirse en pepsina activa en el estbmago. Este acido también desnaturaliza las
proteinas, desplegandolas parcialmente para que las proteasas tengan un mejor acceso a
sus enlaces peptidicos. La pepsina en el estbmago comienza a hidrolizar las proteinas.
Conforme el alimento avanza en el tracto digestivo, las proteasas pancredticas se
excretan junto con el bicarbonato pancreatico, para neutralizar el acido del estbmago y
elevar el pH a un nivel méas 6ptimo para la actividad de dichas proteasas. Las proteasas
pancreaticas (tripsina, quimotripsina, elastasa y carboxipeptidasa) escinden los
polipéptidos en oligopéptidos y amino&cidos. La tripsina es la mas especifica y escinde
los enlaces peptidicos. Los oligopéptidos que quedan después de la accién de estas
endopeptidasas son atacados por las exopeptidasas, que escinden un aminoacido de un

extremo de la cadena (Goodman, 2010).

Protein Digestion and Absorption

exogenous protein endogenous protein
(dietary protein)
_i pancreatic proteases I

Na+ dependent
or independent

intracellular
peptidases

amino acids

Epithelial cell of Na+ indéenden o 4 independent . /K+ ATPase

villus

. Capillary

Figura 5. Etapas bésicas de la digestion y absorcion de proteinas con las principales enzimas y
transportadores implicados (Goodman, 2010).
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La leche es Unica en su cinética de digestion debido a que sus proteinas presentan
propiedades diferentes a otras proteinas alimentarias. La coagulacion de las caseinas en
el compartimento gastrico, inducida por la pepsina y las condiciones &cidas, conduce a
una digestion gastrica prolongada. Por el contrario, se ha demostrado que las proteinas
solubles del lactosuero llegan al compartimento intestinal mucho mas rapido (Egger et
al., 2019).

De igual manera, se debe sefialar que las diferencias en la digestion no se deben
Unicamente a la naturaleza de las proteinas. De hecho, una proteina se puede digerir de
manera diferente si se ha sometido a modificaciones durante el procesamiento
industrial. Se sabe que procesos como el calentamiento desnaturalizan las proteinas del
lactosuero, de forma que son mas facilmente digeribles. En el caso de la obtencién de
las caseinas para su uso como ingredientes, los procesos de acidificacion afectan a su
conformacién, convirtiéndolas en caseinatos de sodio, mientras que la filtracion por

membranas consigue mantenerlas intactas (Atallah et al., 2020).

3.4. Cronobacter sakazakii

Cronobacter es un bacilo Gram-negativo, mdvil, con un tamafio de 1-3 pm
aproximadamente. Se trata de un microorganismo anaerobio facultativo, no formador de
esporas y generalmente tiene flagelos. Es catalasa positivo y oxidasa negativo
(Lujan Medina et al., 2014).

C. sakazakii pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Este género consta de
7 especies: C. sakazakii, C. condimenti, C. dublinensis, C. malonaticus, C. muytjensii,
C. turicensis y C. universalis. C. sakazakii se ha aislado de varios entornos, entre ellos

alimentos y animales (Lepuschitz et al., 2019).

Se trata de un patdgeno termotolerante ya que el rango de temperatura para su
crecimiento es de 6 a 45 °C, siendo el rango 6ptimo de 37 a 43 °C (Chenu y Cox, 2009).
Las colonias producidas por este patogeno tienen una coloracion amarillenta en agar de
soja tripticasa (TSA) (Figura 6). Las colonias que pueden aparecer son de dos tipos:
gomosas con bordes ondulados y colonias lisas con menos pigmento (Lehner y Stephan,
2004).
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Figura 6. Crecimiento de colonias de C. sakazakii en placa de TSA, donde se observa su
morfologia caracteristica.

Los principales casos notificados de enfermedad causada por C. sakazakii se dan en
lactantes menores de 2 meses. Estos casos estan relacionados con la contaminacion de
las leches de formula en polvo que, aunque tienen un tratamiento térmico, no son
estériles. En el caso de que la leche de formula esté contaminada, la capacidad de
C. sakazakii para tolerar las condiciones de baja humedad le permite sobrevivir durante

largos periodos de tiempo en estos productos en polvo (Lepuschitz et al., 2019).

Recientemente, se ha estudiado la resistencia de Cronobacter spp. a entornos adversos,
especialmente en los que estd sometido a la desecacion y al estrés osmotico. Las
caracteristicas de Cronobacter que le permiten tolerar estas condiciones favorecen su
persistencia a largo plazo en formulas infantiles y en productos que se encuentran en

otras condiciones desfavorables (Du et al., 2018).

Las infecciones causadas por Cronobacter spp. se han asociado con casos esporadicos
de enfermedades potencialmente mortales como meningitis, enterocolitis necrotizante
(ECN) y septicemia en lactantes. Los sintomas incluyen un tipo de meningitis que
conduce a ventriculitis, absceso cerebral, hidrocefalia y formacién de quistes, asi como
ECN caracterizada por necrosis intestinal y neumatosis intestinal, infecciones
pulmonares, urinarias y del torrente sanguineo (Chenu y Cox, 2009).
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4. Objetivos

El objetivo general de este Trabajo Fin de Master ha sido la evaluacion de la actividad
bioldgica de las proteinas lacteas y de sus péptidos generados tras la digestion

gastrointestinal in vitro.

Los objetivos parciales propuestos en el presente trabajo para alcanzar el objetivo

general han sido:
1. Aislamiento de la lactadherina y mucina del glébulo graso de la leche de vaca.
2. Preparacion de formulas lacteas con lactosuero, mazada y proteinas bioactivas.

3. Evaluacion del efecto de la digestion gastrointestinal in vitro en la lactoferrina y

las formulas lacteas preparadas.

4. Evaluacién del efecto de los tratamientos tecnolédgicos, como la pasteurizacion y

la homogeneizacion, en la digestion de las formulas lacteas.

5. Estudio de la actividad antibacteriana frente a C. sakazakii de las proteinas lacteas

tras la digestion y después de los tratamientos tecnoldgicos.

5. Materiales y métodos

5.1. Obtencioén de las fracciones lacteas

La leche bovina cruda, proporcionada por la empresa Villacorona (ElI Burgo de Ebro,
Espafia), fue sometida a un control de calidad y a un posterior procesado en la Planta
Piloto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de Zaragoza. En el
control de calidad se valoré su pH, acidez, temperatura, porcentaje de materia grasa, la
actividad de la fosfatasa alcalina y de la lactoperoxidasa. Esta leche se calenté a
45-50 °C durante 30 min en una cuba quesera. Tras este calentamiento, se realizé un
proceso de desnatado de la leche, para lo que se introdujo dos veces consecutivas en una
centrifuga desnatadora modelo ARR-DES 125 (Suministros Quimicos Arroyo,

Santander, Espafia), obteniendo asi la mayor cantidad de nata posible.

Esta nata se someti6 a agitacion mecanica con una batidora Philips Cucina
(Philips, Amsterdam, Holanda). El batido produjo la aglomeracion de los glébulos

grasos y la inversion de fases. Asi, se obtuvieron los granos de mantequilla y se produjo
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la liberacion de la mazada. Para eliminar los restos de grasa, se realiz6 una filtracion de

la mazada con gasas queseras Yy, posteriormente, se conservé en congelacion.

El butterserum, que es la mazada retenida entre los granos de mantequilla, se obtuvo
mediante agitacion de los granos de mantequilla, previo calentamiento en una estufa
durante 25 min a 40 °C, y centrifugacion a 3.000 g a 20 °C durante 15 min, recogiendo

la fase acuosa, correspondiente al butterserum.

5.2. Aislamiento v purificacion de la lactadherina

El proceso de aislamiento empleado esta basado en el protocolo de Kim et al. (1992),
con algunas modificaciones. El aislamiento de la LD consta de tres fases: obtencion de
la fraccion enriquecida en MFGM, delipidacion de la misma y procesado de la fraccion
delipidada.

Para la primera fase de obtencién de la fraccion enriquecida en MFGM, se mezclo
mazada y butterserum en una proporcion 7:1 (v/v). Esta mezcla se ajusté a pH 4,8 con
HCI 1 M y se dejo en agitacion suave durante 30 min a 4 °C. Tras este periodo de
incubacidn, se centrifugd a 40.000 g durante 30 min a 4 °C, obteniendo un precipitado
correspondiente a la fraccion enriquecida en MFGM. Este precipitado se resuspendio

con agua mili-Q y se ajusto6 su pH a 6,8 con NaOH 0,1 M.

Para la delipidacién de la fraccion enriquecida en MFGM, se afiadié una mezcla
cloroformo-metanol (2:1, v/v) en una proporcion 9:1 (mezcla:muestra, v/v) y se incubo
en agitacion toda la noche a 4 °C. Tras este periodo, se rompio la emulsion generada con
un volumen de agua mili-Q y se centrifug6é a 3.400 g, durante 15 min a 10 °C. Se
recuperd la fraccion intermedia, formada entre el metanol y el cloroformo, y se le
afiadié agua destilada. Esta fraccion se llevo al rotavapor Laborota 4000 (Heidolph,
Schwabach, Alemania) para eliminar los residuos de los solventes organicos. Tras la
evaporacion del liquido, la fraccion delipidada de MFGM sin residuos se resuspendio en
12 mL de tampdén NaCl 0,02 M y se centrifugé a 25.000 g durante 1 h a 4 °C. El
precipitado formado se resuspendié en tampon Tris-HCI 0,1 M, KCI 1 M, pH 8,2,
urea 5 M, y benzamidina 0,2 mM, que permite que la membrana se disgregue y se
inhiban las proteasas presentes, facilitando la separacion de la LD. Esta mezcla se dejo
en agitacion durante 12 h a 4 °C. Para conseguir una mayor concentracion de LD, la
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mezcla se centrifugo a 40.000 g durante 30 min a 4 °C y el sobrenadante se concentrd

con una membrana de punto de corte de 10 kDa.

La purificacion de las fracciones enriquecidas en LD se realizdé mediante una
cromatografia de filtracion en gel. El gel utilizado en la columna fue el Sephacryl S-200
equilibrado con el tampon Tris-HCI descrito anteriormente. Se afiadié la muestra
concentrada a la columna, se le aplicé tampon a un flujo de 0,5 mL/min, y se recogieron
fracciones de 1,6 mL. Una vez finalizada la cromatografia, las fracciones se analizaron
en el espectrofotdometro modelo 6505 UV/Vis (Jenway, Stone, Reino Unido), midiendo

su absorbancia a una longitud de onda de 280 nm.

Los valores obtenidos se representaron graficamente en un cromatograma y los picos
con mayor absorbancia se caracterizaron mediante electroforesis para confirmar la
presencia de LD. Las fracciones con LD se concentraron y se pasaron por una segunda
purificacion mediante una columna de Concanavalina A-Sepharose, que es una
cromatografia de afinidad con una lectina que une glicoproteinas. Para ello, las muestras
se dializaron frente al tampon de unién (Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,5 M, MnCl, 1 mM,
CaCl, 1 mM, pH 7,4) mediante ultrafiltracion con una membrana de punto de corte de
10 kDa. La columna utilizada fue la Hi Trap Concanavalina A-Sepharose 4B de 1 mL
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) en el equipo AKTA start
(GE Healthcare), usando el programa UNICORN start v 1.1.

El flujo se ajustdé a 1 mL/min para lavar la columna con 8 mL de agua destilada estéril
y, posteriormente, se equilibr6 con otros 8 mL del tampdn de union anteriormente
descrito. Una vez equilibrada la columna, se pasé la muestra con recirculacion a un flujo
de 0,5 mL/min durante 1 h. Después, se lavo la columna; primero con 10 mL del
tampon de union a un flujo de 1 mL/min para eliminar las proteinas no unidas a la
columna, y después con 30 mL de tampon de elucidn, compuesto por Tris-HCI 0,02 M,
pH 7,4 y metil-a-D-manopiranosido (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.), para
liberar la LD retenida en la columna. Este tampon de elucién se aplicé sobre la columna
creando un gradiente de 0 a 0,5 M del metil-a-D-manopiranésido. La absorbancia de las
fracciones recogidas se determind en el espectrofotometro a una longitud de onda de
280 nm. Una vez realizada la elucion, se regeneré la columna, para su posterior
almacenamiento, con 10 mL de acetato de sodio 0,01 M, pH 6, NaCl 1 M,
MnClI; 1 mM, CaCl, 1 mM, MgCl; 1 mM vy etanol al 20%.
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La absorbancia de las fracciones se represent6d graficamente y, aquellas que contenian
una mayor absorbancia y tedricamente mayor cantidad de LD, se dializaron frente a
agua destilada y se concentraron mediante ultrafiltracion. Las muestras se caracterizaron
mediante electroforesis, como se describird en el apartado 5.4., para comprobar la

presencia de LD.

5.3. Aislamiento de mucina

Basandonos en los protocolos de Gallier et al. (2012) y Le et al. (2012), se realizo el
aislamiento de la mucina. Para ello, se partio de una fraccion de mazada, obtenida con el
proceso descrito en el punto 5.1. Esta mazada se someti6 a una degradacion enzimatica,
eliminando la presencia de otras proteinas y manteniendo Unicamente la mucina, que
persiste ante la proteolisis por su alto contenido en glicanos. Para ello, se mezclaron
1,5 mL de mazada y 18,5 mL de &cido férmico al 5%, alcanzando un pH menor a 2.
Seguidamente, se adiciond la pepsina géastrica porcina (Sigma-Aldrich) en una
proporcion 0,4:100 (p/p) y se incubo durante 2 h a 37 °C, con agitacion suave. Para
inactivar la pepsina, se ajusté el pH a 7 con NaOH 4 M. A continuacién, la mezcla se
concentré mediante una célula de ultrafiltracion con una membrana de punto de corte de

30 kDa, dejando un volumen final de 2 mL de proteina concentrada.

La muestra obtenida por el procedimiento anterior se sometié a una cromatografia de
filtracién en gel con Sepharose CL-2B (Sigma-Aldrich), segun el protocolo descrito por
Kodama y Kimura (2004). Se afiadio la muestra a la columna, equilibrada con tampon
Tris-HCI 50 mM, pH 8, con NaCl 0,15 M, EDTA 2 mM y 0,02% de azida sddica. Se
aplicé un flujo de 0,5 mL/min y se recogieron fracciones de 3 mL, cuyas absorbancias
se determinaron a una longitud de onda de 280 nm, y se caracterizaron por

electroforesis.

5.4. Técnicas electroforéticas
5.4.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Mediante este método, que separa las proteinas por su diferente peso molecular, se
caracterizaron las fracciones y las proteinas aisladas por cromatografia, asi como las

muestras tras la digestion gastrointestinal in vitro.

Para ello, se utilizo el equipo Mini-Protean Tetra Cell y los geles comerciales

Mini-Protean de poliacrilamida 4-20% (ambos de la marca Bio-Rad Laboratories,
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Hercules, CA, EE.UU.). Las muestras a caracterizar se diluyeron en una proporcion
1:1 (v/v) con un tampdn compuesto por Tris-HCI 126 mM, pH 6,8, con 20% de glicerol,
4% de SDS, 0,02% de azul de bromofenol y un 10% de 2-mercaptoetanol. El proceso de
electroforesis se desarrollé con un running buffer compuesto por Tris base 250 mM,
glicina 1,92 M y 1% de SDS, pH 8,3. Las muestras se hirvieron durante 5 min y se
cargaron 15 pL de cada muestra en los pocillos del gel. EI marcador de pesos
moleculares empleado fue el Page Ruler Prestained Protein Ladder (GE Healthcare).
A continuacién, se aplico un voltaje de 180 V utilizando el equipo Gene Power Supply
GPS 200/400 (Pharmacia, Estocolmo, Suecia).

5.4.2. Tincién de geles con azul de Coomassie

Tras finalizar la electroforesis, se cubri6 el gel con una solucion de colorante azul de
Coomassie, compuesto por 0,65 g/L de azul R-250 de Coomassie (Serva, Heidelberg,
Alemania) disuelto en una mezcla de metanol, acido acético, glicerol y agua destilada
en proporciones 30:10:10:50 (v/v/viv), respectivamente. El gel se incubd con el
colorante durante una hora en agitacion suave a temperatura ambiente. Pasada la hora se
retird el colorante y se afiadié decolorante formado por metanol, acido acético, glicerina
y agua destilada en las proporciones 25:8:2:65 (v/v/v/v), respectivamente, en agitacion
suave hasta que se observaron las bandas de proteina y péptidos tefiidas sobre un fondo
incoloro. Por Gltimo, se escane0 el gel utilizando un escaner modelo Image Scanner Il1

(GE Healthcare) y el programa Labscan v 6.0 para analizar los resultados.

5.4.3. Tincién de geles con acido peryoddico de Schiff (PAS)

Este método permite la tincion de glicoproteinas como la mucina y la LD. Para ello, el
gel se dejo una noche en agitacion suave con una solucion de fijacion, compuesta por
acido acético, metanol y agua destilada en las proporciones 10:35:55 (V/vIv),
respectivamente. A continuacion, se retird la solucion de fijacion y el gel se cubrié con
acido acético al 5% y acido peryddico (7 mg/mL), durante 1 h en agitacion suave.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se retird esta solucion y se afiadidé una solucién
de metabisulfito sédico (2 mg/mL) en acido acético al 5% hasta observar en el gel un
color amarillento; en ese momento, se retird la solucion y se cubrid el gel con la misma
solucion hasta que se decolord. Una vez decolorado, se afiadié el reactivo de Schiff y se

incubd durante 2 h en agitacion. Posteriormente, se retird el reactivo y se adiciond, en
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dos incubaciones de 7 min cada una, la solucion de fijacion empleada anteriormente.

Una vez acabado este proceso, se escaned el gel para analizar los resultados.

5.5. Preparacion de muestras y férmulas lacteas

Las muestras preparadas para los ensayos de digestion y posterior evaluacion de

actividad antimicrobiana fueron:

1. LF bovina comercial: donada por Tatua Nutritionals (Morrinsville, Nueva
Zelanda) a una concentracion de 10 mg/mL en agua destilada.

2. Formula lactea 1 (F1): compuesta por 4 mL de lactosuero reconstituido
(0,068 g/mL), LF 10 mg/mL y MFGM obtenida a partir de una centrifugacion a
40.000 g durante 30 min (4 °C) de 4 mL de mazada no homogeneizada.

3. Férmula 2 (F2): compuesta por 4 mL de mazada no homogeneizada,
LF 10 mg/mL y MFGM obtenida, como se ha indicado anteriormente, a partir de
4 mL de mazada no homogeneizada.

4. Formula 3 (F3): compuesta por 4 mL de lactosuero (0,068 g/mL), LF 10 mg/mL y
MFGM obtenida a partir de 4 mL de mazada homogeneizada en una fase a 250 bar.

5. Formula 4 (F4): compuesta por 4 mL de mazada homogeneizada con los mismos
parametros descritos anteriormente, LF 10 mg/mL y MFGM obtenida a partir de
4 mL de la mazada homogeneizada.

6. Formula 5 (F5): compuesta por 4 mL de lactosuero (0,068 g/mL), LF 10 mg/mL y
MFGM obtenida a partir de 4 mL de mazada no homogeneizada, sometida toda la
férmula a un tratamiento térmico de pasteurizacion de 72 °C/20 s.

7. Férmula 6 (F6): compuesta por 4 mL de mazada no homogeneizada,
LF 10 mg/mL y MFGM obtenida a partir de 4 mL de mazada no homogeneizada;

sometida toda la formula a un tratamiento térmico de pasteurizacion de 72 °C/20 s.

Para el tratamiento térmico de pasteurizacion de las muestras F5 y F6, se alicuotaron en
viales de 1 mL y se colocO una sonda térmica conectada a un data logger (Almemo
2409, Ahlborn, llmenau, Alemania) en su interior para el control de la temperatura. En
primer lugar, se atemperaron dos bafios de agua (Unitronic 200 y Precisterm S-138,
ambos de J.P. Selecta, Barcelona, Espafia) a 60 °C y 72 °C. Las muestras se introdujeron
en el bafio a 60 °C vy, al alcanzar esa temperatura, se transfirieron al bafio a 72 °C.
Durante este proceso, se cronometro el tiempo que tardaron las muestras en alcanzar la

temperatura final y los 20 s de tratamiento una vez alcanzados los 72 °C. Transcurrido el
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tiempo de tratamiento, las muestras se introdujeron rapidamente en un recipiente con

hielo y se guardaron a -20 °C hasta su posterior digestion.

5.6. Ensayos de digestién gastrointestinal in vitro

El método de digestion empleado estd basado en el protocolo de Mackie y Rigby (2015)
con algunas modificaciones. En primer lugar, se prepararon las soluciones simuladas de
digestion: solucion salivar (SSS) a pH 7, solucién gastrica (SGS) a pH 3 y solucién
intestinal (SIS) a pH 7. Estas soluciones se prepararon de acuerdo a las concentraciones
de sales indicadas en la Tabla 2, y se esterilizaron con un filtro Millipore de 0,22 um de

baja unién de proteinas (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

Se llevaron a cabo las digestiones in vitro de todas las muestras cuya composicion se
indica en el punto 5.5. Para ello, se tom6 un volumen inicial de 4 mL de la muestra, al
que se le adicionaron 3,2 mL de SSS, 20 pL de CaCl, y 780 pL de agua mili-Q, dando
lugar a un volumen final de 8 mL que se ajusté a pH 7. Esta primera digestion salivar se
incub6 durante 2 min a 37 °C en agitacién. Transcurrido el tiempo, se tomo una alicuota
de 4 mL de esta muestra, que se congeld con nitrégeno liquido, y el volumen restante

fue sometido a la siguiente fase.

Tabla 2. Composicion de las soluciones salinas simuladas para las diferentes etapas de la
digestion gastrointestinal in vitro, indicando la concentracion de las distintas sales
empleadas.*Afiadido en el momento de la digestion para evitar la precipitacion. **Volumen
empleado para el ajuste del pH de las distintas soluciones.

Concentracién Volumen (mL)

Componente g/L mol/L SSS SGS SIS
KCI 37,7 0,5 15,1 6,9 6,8
KH,PO, 68 0,5 3,7 0,9 0,8
NaHCO; 84 1,0 6,8 12,5 42,5
NaCl 117 2,0 - 11,8 9,6
MgCl, (H,0)s 30,5 0,15 0,5 0,4 1,1
(NH4),CO3 48 0,5 0,06 0,5 -
CaCly(H,0),* 44,1 0,3 1,5 0,15 0,6
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Para la digestidn gastrica se afiadieron 3 mL de SGS, 2 uL de CaCl;, 0,8 mL de pepsina
géstrica porcina (Sigma-Aldrich) (3,2 mg/mL) y 118 pL de agua mili-Q y se ajustd a
pH 3. Esta fase se incubo durante 2 h a 37 °C. Al finalizar la incubacion, se extrajeron
4 mL y se congelaron con nitrogeno liquido para detener la reaccion enzimatica. El

volumen sobrante fue sometido a la siguiente fase de digestion.

En la digestion intestinal se afadieron 2,2 mL de SIS, 8 pL de CaCl,, 1 mL de
pancreatina (Sigma-Aldrich, 8 x USP) (3 mg/mL con respecto al volumen final), 0,5 mL
de extracto de bilis porcina (Sigma-Aldrich) (53,5 mg/mL) y 262 pL de agua mili-Q y
se ajusto a pH 7. Esta altima fase se incub6 2 h a 37 °C. Al finalizar la incubacion, la
muestra se congeld con nitrogeno liquido y todos los extractos de las fases de digestion

se mantuvieron a -20 °C hasta su posterior anélisis.

Solucién $85 (3,2 mL) + CaCl,
(20 L) + 2gua mili-Q) (780 pL)

+ - pH=
huestra (4 mlL)

FASE ORAL

Scolucion 5GS (3 mL) + Pepsina

gastrica (0,8 mL) + CaCl, (2 pL)

+agua mili-) (113 pL) | pH=
+

huestra anterior (4 ml)

Selucion 51822 mL) +
Pancreztna (1 mL) +Bilis
poreina (0.5 mL) +CzCl, (8 pL)

+4 il 62 ul. - pH=]
INTESTINAL guamdeQ Q624L)

huestra anterior (4 ml)

2h-37°C

Figura 7. Esquema representativo de las digestiones in vitro a las que se sometieron las
muestras lacteas, en el que se indican las composiciones de cada mezcla, asi como el pH, tiempo
y temperatura de incubacion para cada fase de la digestion.
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5.7. Andlisis de actividad de la tripsina

Este andlisis, descrito por Brodkorb et al. (2019), se llevo a cabo para valorar la

actividad de la tripsina presente en la pancreatina utilizada en las digestiones.

Para ello, se emplearon p-tolueno-sulfonil-L-arginina-metil-éster  (TAME)
(Sigma-Aldrich) 10 mM como sustrato de la tripsina, una solucién enzimética de
tripsina a diferentes concentraciones: 10 pg/mL, 15 pg/mL y 20 pg/mL en HCI 1 mM y
un tampon Tris-HCI 46 mM con CaCl, 11,5 mM a pH 8,1.

Se mezclaron 2,6 mL del tampon Tris-HCI con 300 pL de sustrato y 100 pL de tripsina
y se realizd6 una medicién de absorbancia en continuo a 247 nm durante 10 min.
Posteriormente, se realiz6 el mismo ensayo con la pancreatina utilizada en el proceso de

digestion intestinal detallado en el punto anterior.

5.8. Determinacion del grado de hidrolisis tras la digestién

El grado de hidrolisis de las proteinas de las muestras lacteas tras las digestiones se
determind por el método del acido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico (TNBS)
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EE.UU.) basado en el protocolo de Spellman
et al. (2003). Este &cido se diluyd al 0,1% (p/v) en agua destilada y las muestras y
estandares se diluyeron en SDS al 1% (p/v). Los estandares se realizaron a partir de
L-leucina (Sigma-Aldrich) a distintas concentraciones, entre 15y 250 uM. En el caso de
los digeridos gastricos e intestinales, estos se diluyeron adecuadamente para asegurar
que los valores obtenidos entraran en la recta patron de la L-leucina. Se analizaron
0,25 mL, tanto de las muestras como de los estandares, por duplicado. Cada muestra se
adicion6 a un tubo con 2 mL de tampén fosfato de sodio 0,2 M, pH 8,2 v,
posteriormente, se afiadieron 2 mL del reactivo TNBS. A continuacion, las muestras se
incubaron a 50 °C durante 1 h en oscuridad. Tras la incubacién y para detener la
reaccion, se afiadieron 4 mL de HCI 0,1 N a cada tubo y se dejaron enfriar durante
30 min. Pasado este tiempo, se midid la absorbancia de las muestras a una longitud de
onda de 340 nm.
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5.9. Cultivo de Cronobacter sakazakii

La valoracién de la actividad antibacteriana tanto de las proteinas lacteas como de las
fracciones tras las digestiones se realizd sobre la cepa CECT 853 de C. sakazakii,
procedente de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espafa). Se
parti6 de la activacion del microorganismo que se encontraba fijado en crioperlas

contenidas en crioviales mantenidos a -80 °C.

Para el cultivo se transfirid una crioperla a 10 mL de caldo TSB con extracto de
levadura (YE) al 0,6% (v/v). Se incub6 durante 24 h a 37 °C y se sembro por
agotamiento en placa de agar tripticasa de soja (TSA) (Merck KGaA) enriquecido con
YE al 0,6% (v/v) para obtener colonias aisladas. Esta placa se incub6 24 h a 37 °C y se
conservo en refrigeracion a 4 °C. Tanto el cultivo de C. sakazakii como los posteriores
ensayos se realizaron en un ambiente estéril en una campana de flujo laminar modelo
PV-30/70 marca Telstar (Thermo Fisher Scientific).

5.10. Ensayo de actividad antibacteriana frente a C. sakazakii

En este ensayo se analiz6 la actividad antibacteriana de las muestras de proteina lactea
procedentes de las distintas etapas de digestion, frente a C. sakazakii en fase
estacionaria de crecimiento. En primer lugar, se cultivd una colonia aislada de esta
bacteria en 10 mL de TSB enriquecido en YE al 0,6% Yy se incubd entre 18 y 20 h a
37 °C. La suspension bacteriana obtenida se diluyd en agua de peptona al 1% para

obtener una concentracién aproximada de 10° ufc/mL.

En una placa de 96 pocillos estéril se sembraron 100 pL de las muestras a analizar,
previamente esterilizadas con filtros Millipore de 0,22 pm, junto con 100 pL de la
suspension de C. sakazakii (Figura 8). Como control de crecimiento de la bacteria se
afiadieron 100 pL de agua de peptona a la suspensién bacteriana. Todas las muestras se

analizaron por duplicado.
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Figura 8. Esquema de la preparacion de la suspension bacteriana y de la placa de 96 pocillos
empleada para el ensayo de actividad antibacteriana de las muestras lacteas previamente
sometidas a digestion enzimatica. Elaboracion de diluciones y siembra en placas de TSA de
cada muestra tras la incubacion a los tiempos correspondientes (4 y 24 h). LF: lactoferrina,
DS: digerido salivar, DG: digerido gastrico y DI: digerido intestinal.

La placa se incub6 a 37 °C y la actividad antibacteriana se valor6 a dos tiempos de
incubacion: 4 y 24 h. Para ello, se tomaron 100 pL de cada pocillo y se hicieron las
diluciones necesarias para una correcta siembra y recuento en las placas de TSA
(Figura 8). Estas placas se incubaron durante 24 h a 37 °C para realizar, posteriormente,

el recuento de las colonias.

5.11. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 con el programa GraphPad Prism
v 8.0.2 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.). En primer lugar, se comprobo la
normalidad de los datos con el test de Saphiro-Wilk. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA, del nombre en inglés Analysis of Variance) y se utilizo la prueba de Dunnett
como test de comparacion maltiple. Los datos que no seguian una distribucion normal
se sometieron al test no paramétrico Kruskal-Wallis y el test de Dunn como test de
comparacion multiple. Se consideraron estadisticamente significativas aquellas

diferencias con un valor p < 0,05, que se indican por asteriscos en las graficas.
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6. Resultados y discusion

6.1. Aislamiento y purificacion de la lactadherina

El proceso de aislamiento de la LD se baso en el protocolo de Kim et al. (1992). El
perfil cromatografico tras la ultima etapa de purificacion por filtracion en gel en la
columna de Sephacryl S-200 presenté dos picos, siendo el primero de mayor
absorbancia, con un mayor contenido de LD (Figura 9A). Las fracciones
correspondientes al primer pico se sometieron a una segunda purificacion, mediante
cromatografia de afinidad con Concanavalina A (resultados no mostrados). Las
fracciones obtenidas en este proceso de purificacion se caracterizaron mediante una
electroforesis con SDS, que se muestra en la Figura 9B, identificando la banda

correspondiente a la LD entre los pesos moleculares de 40 y 55 kDa.
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Figura 9. (A) Perfil de la cromatografia en Sephacryl S-200 High Resolution de la fraccion de
LD obtenida de la MFGM. Las fracciones recogidas fueron de 1,6 mL. (B) Electroforesis en gel
de poliacrilamida (4-20%) con SDS de las fracciones obtenidas en las cromatografias, tefiida
con azul de Coomassie. (1) Fraccion enriquecida en LD antes de su purificacién, (2) fracciones
50-68 de la cromatografia en Sephacryl S-200, (3) fracciones 69-85 de Sephacryl S-200, (4)
excluido de la cromatografia con Concanavalina A, (5) fracciones 16-23 de Concanavalina A,
(6) fracciones 24-34 de Concanavalina A, (7) fracciones 35-44 de Concanavalina A, (PM)
marcador de pesos moleculares. El recuadro rojo indica las bandas correspondientes a la LD.
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En el estudio realizado por Ripollés et al. (2018) se aislaron algunas proteinas lacteas de
la MFGM, entre ellas la LD, con el mismo procedimiento utilizado en el presente
trabajo y con resultados similares. En dicho estudio también se observé que la

intensidad de las bandas correspondientes a la LD disminuia con el tratamiento térmico.

El rendimiento de obtencion de la LD ha sido muy bajo debido a la dificultad de extraer
esta proteina de la MFGM vy a la baja concentracion en la que se encuentra (Ripollés et
al., 2018). Por ello, en este trabajo no se han podido realizar los ensayos antibacterianos
con esta proteina y inicamente se ha utilizado como referencia para su identificacion en

el andlisis de la composicion de las férmulas lacteas que contenian MFGM.

6.2. Aislamiento vy purificacion de la mucina

El aislamiento de la mucina se basd en los protocolos de Gallier et al. (2012) y
Le et al. (2012). El perfil cromatografico que present6 la mucina tras la purificacion por
filtracion en gel en la columna de Sepharose CL-2B presento tres picos, siendo en el
segundo pico y en la fase intermedia entre el segundo y el tercero donde se encontrd

mas cantidad de mucina (Figura 10).
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Figura 10. (A) Perfil de la cromatografia en Sepharose CL-2B de la fraccién de mucina
obtenida de la MFGM. Cada fraccion eluida fue de 3 mL. (B) Electroforesis con SDS en gel de
poliacrilamida (4-20%) de las fracciones obtenidas en las cromatografias, tefiida con PAS. (PM)
Marcador de pesos moleculares, (1) mucina previa a la cromatografia en Sepharose CL-2B, (2)
fraccion 35-50 de Sepharose CL-2B, (3) fraccion 68-74 de Sepharose CL-2B, (4) fraccion 75-91
de Sepharose CL-2B y (5) fraccion 92-105 de Sepharose CL-2B. El recuadro rojo indica las
bandas correspondientes a la mucina.
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Como se ha explicado anteriormente, la mucina es una glicoproteina que esta presente
en la membrana plasmaética apical de las células epiteliales mamarias y posteriormente
se secreta en la leche como un componente de la MFGM. La leche contiene varias
proteinas antimicrobianas, que presumiblemente protegen la glandula mamaria y el
intestino de las crias lactantes de infecciones, uniendose a una gran variedad de especies
bacterianas (Sando et al., 2009). Como se ha indicado para la LD, debido al bajo
rendimiento en la obtencion de la mucina no se pudieron realizar los ensayos
antibacterianos correspondientes y se utilizd como referencia en los analisis

electroforéticos de las formulas lacteas.

6.3. Andlisis de actividad de la tripsina

La tripsina es una enzima peptidasa que hidroliza los enlaces peptidicos de las proteinas
para formar péptidos y aminoacidos. Se produce en el pancreas, se secreta en el
duodeno y participa en la digestion gastrointestinal. Esta enzima es muy utilizada en los
procesos de digestion de muestras de proteina para transformarlas en péptidos (Perutka
y Sebela, 2018).

En este estudio se realiz6 un ensayo enzimatico, basado en el protocolo de Brodkorb et
al. (2019), para poder valorar la actividad de la tripsina presente en la pancreatina
utilizada en los ensayos de digestion gastrointestinal in vitro. Los resultados obtenidos
indicaron un aumento de la absorbancia debida al producto de la reaccién enzimatica

con respecto al tiempo (Figura 11).
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Figura 11. Representacion grafica de la actividad de la tripsina presente en la pancreatina
(1 mg/mL) empleada en los ensayos de digestion gastrointestinal in vitro.
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Tras este procedimiento se realizo el siguiente célculo, para determinar la actividad de

la tripsina por mg de pancreatina:

[(AAy4;Test — AAyy;Blanco) * V]
(ExX)

Unidades/mg =

AAz47: Incremento de la absorbancia por minuto

€: Coeficiente de extincion molar del TAME a 247 nm (L/(mol x cm))
Vf: Volumen final de la reaccion (L)

X: Cantidad de pancreatina analizada (mg)

El incremento de la absorbancia (pendiente de la recta) corresponde con la actividad de
la tripsina, expresada en AAbs/min. En este caso, la pendiente fue de 0,0008Abs/s =
0,048Abs/min

Unidades  [(AA247 Test — AA247 Blanco) * Vf] 0,048 * 3 - 1073
mg (€xX) © 540-106%x1

= 0,267 unidades TAME /mg pancreatina

Por tanto, la actividad especifica de la pancreatina utilizada fue de 0,267 unidades
TAME/mg de pancreatina, que equivalen a 5,12 USP. El producto comercial empleado
indica una actividad de 8 USP, algo mayor a la determinada en nuestro ensayo. Algunos
autores aconsejan el uso de la pancreatina con una actividad de entre 4 (Le et al., 2012)
y 8 USP (Sek et al., 2001) para una 6ptima digestion enzimatica.

6.4. Grado de hidrdlisis de las proteinas tras la digestién gastrointestinal in vitro

El grado de hidrélisis de las proteinas de las muestras lacteas tras las digestiones
realizadas in vitro se determiné por el método de Spellman et al. (2003). Para ello se
empled el reactivo TNBS, que reacciona con los aminoacidos libres. Se realizaron
estandares con soluciones de L-leucina a concentraciones de entre 0 y 250 uM y se
compararon con las muestras digeridas, analizando su absorbancia a 340 nm. El valor
maximo representado en la recta estandar que se muestra como ejemplo en la Figura 12
corresponde a una concentracion de 93 pM, punto a partir del cual la curva se estabilizo

debido a la saturacidn con el reactivo TNBS.
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Figura 12. Recta estandar de L-leucina para la determinacion del grado de hidrdlisis por el
método del TNBS de las muestras tras la digestion gastrointestinal in vitro.

En la Tabla 3 se muestran los resultados del grado de hidrélisis de la muestra de LF
nativa y las formulas lacteas tras las tres etapas de la digestion. Cada muestra se analizd
por duplicado y se obtuvo un valor de absorbancia medio, que se llevd a la recta
estandar de la L-leucina, para determinar la concentracion de aminodcidos libres

presentes en cada digerido.

Tabla 3. Valores de concentracion de los aminodacidos libres producidos tras la hidrélisis de la
lactoferrina (LF) y las formulas lacteas (F1-F6) en cada etapa de digestion gastrointestinal in
vitro en relacién a la concentracién de L-leucina. DS: digerido salivar, DG: digerido gastrico y
DI: digerido intestinal.

Concentracion (UM)
DS DG DI
LF 13,77 83,02 94,86
F1 92,64 123,46 446,90
F2 98,24 120,29 342,72
F3 86,56 144,78 431,00
F4 97,98 - 428,99
F5 92,92 152,87 424,33
F6 97,64 161,05 421,17
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Los valores de la concentracion de aminoacidos libres de los digeridos salivares se
pueden considerar como basales, ya que el simulado salivar no contiene ninguna
proteasa, por lo que no tendria que haberse producido hidrélisis. Si comparamos los
valores de concentracion de los aminoacidos libres del digerido gastrico con los valores
basales se observa un incremento de entre 1,2 a 1,7 veces, salvo para la LF que es 6
veces superior. Es posible que la cantidad de pepsina presente no sea suficiente para
hidrolizar el alto contenido de proteina de las formulas lacteas. Cuando se comparan los
valores de concentracion de los aminoacidos libres del digerido intestinal con los
valores basales se observa un incremento mayor que en la etapa gastrica, de entre 3y 7
veces superior. En el estudio realizado por Corrochano et al. (2019) se analiz6 el grado
de hidrolisis de las proteinas del lactosuero bovino mediante el método del TNBS. Los
resultados que obtuvieron indicaron que el grado de hidrolisis era mayor para una

proteina pura como la albumina que para el aislado de proteina del suero.

6.5. Actividad antibacteriana frente a C. sakazakii

En este estudio se realizaron diferentes ensayos para evaluar la actividad antibacteriana
frente a C. sakazakii, tanto de la LF bovina nativa como de las formulas lacteas
compuestas por distintas fracciones lacteas bioactivas, tras una digestion gastrointestinal
simulada in vitro. Asimismo, se evaluo el efecto de tratamientos como la pasteurizacion

y la homogeneizacion en la actividad de dichos preparados tras la digestion.

Previamente a los ensayos de actividad de todas las formulas lacteas, se comprobé si las
soluciones simuladas empleadas para las diferentes etapas de la digestion tenian algln
tipo de efecto en el crecimiento de C. sakazakii. Se observo que dichas soluciones por si
mismas no tenian un efecto antibacteriano significativo frente a esta bacteria
(Figura 13).
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Figura 13. (A) Electroforesis en gel de poliacrilamida (4-20%) con SDS de las soluciones de
digestion, tefiida con azul de Coomassie. (PM) Marcador de pesos moleculares, (1) SSS,
(2) SGS, (3) SIS. (B) Efecto antibacteriano de las soluciones simuladas para la digestién frente a
C. sakazakii tras incubacion durante 4 y 24 h. C: control, LF: LF a 5 mg/mL, SSS: solucién
salivar simulada, SGS: solucidén gastrica simulada, SIS: solucién intestinal simulada. Los
valores representan la media + desviacion estandar de dos réplicas en dos ensayos
independientes (n = 4). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control
(*p< 0,05).

Para la valoracion de los resultados de este ensayo antibacteriano, se utiliz6 como
control positivo la LF nativa comercial, de la cual se conoce que posee un efecto
antibacteriano frente a C. sakazakii a la concentracion utilizada (Harouna et al., 2015).
El efecto antibacteriano de la LF se debe a su capacidad para secuestrar el hierro del
medio necesario para la supervivencia de las bacterias y/o a una interaccion directa
entre la LF y el lipopolisacarido de las bacterias Gram-negativas o el &cido lipoteicoico
de las bacterias Gram-positivas (Berlutti et al., 2011). De esta manera, se analiz6

también el efecto sobre la bacteria de la LF tras su digestion gastrointestinal.

Los resultados que se muestran en la Figura 14B, indican que el efecto antibacteriano
que posee la LF a las 4 h de incubacion con la bacteria se mantiene tras todas las etapas
de la digestion gastrointestinal. Sin embargo, la significacion estadistica de la diferencia
de actividad antibacteriana respecto al control, disminuye en el caso del digerido
gastrico e intestinal. Si analizamos la electroforesis (Figura 14A), en el digerido gastrico
se observa una leve banda correspondiente a la LF, mientras que en el intestinal no se
observa ningun resto de proteina intacta, por lo que la actividad antibacteriana podria

deberse a los péptidos generados, que son muy evidentes en el digerido gastrico. Estos
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resultados coinciden con los estudios en los que se ha evidenciado la mayor actividad
antibacteriana de algunos péptidos derivados de la LF bovina como la lactoferricina
(Bellamy et al., 1992) y la lactoferrampina (Van der Kraan et al., 2004), respecto a la

proteina intacta.
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Figura 14. (A) Electroforesis en gel de poliacrilamida (4-20%) con SDS de la digestion de la
LF nativa, tefiida con azul de Coomassie. (PM) Marcador de pesos moleculares, (1) LF nativa
(1 mg/mL), (2) digerido salivar de la LF, (3) digerido gastrico de la LF, (4) digerido intestinal
de la LF, (5) pepsina gastrica porcina (1 mg/mL), (6) pancreatina (1 mg/mL) y (7) extracto de
bilis porcina (1 mg/mL). (B) Efecto antibacteriano de las distintas fases de digestion de la LF
nativa. C: control, LF: LF sin digerir a 5 mg/mL, DS: digerido salivar de la LF, DG: digerido
gastrico de la LF, DI digerido intestinal de la LF. Los valores representan la media + desviacion
estandar de dos réplicas en dos ensayos independientes (n = 4). Los asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al control (*p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001).

De igual manera, se evalud la actividad antibacteriana frente a C. sakazakii de los
digeridos de las diferentes formulas lacteas preparadas como se ha descrito

anteriormente.

Tras la digestion de estas formulas, los extractos procedentes de cada etapa fueron
analizados por electroforesis para determinar su composicion. Se observo que la fase
salivar no tenia efecto sobre las proteinas, debido a que la SSS no cuenta con enzimas.
En los digeridos gastricos si se observaron diferencias, puesto que se produjo una
hidrolisis por accién de la pepsina, apreciandose unas bandas de un tamafio menor a
15 kDa, correspondientes a pequefios peptidos producidos por la proteolisis. En el
digerido intestinal se observaron varias bandas correspondientes a la lipasa y proteasas,

y los péptidos que aparecian en la fase gastrica desaparecieron. Esto puede deberse a

31



que las proteasas de la pancreatina, como la tripsina, interactdan rompiendo los enlaces
de estos pequefios péptidos y contintan su hidrdlisis. Los péptidos obtenidos tras la
digestion intestinal son tan pequefios que no quedan retenidos en el gel de la
electroforesis. Estos resultados fueron bastante generalizados, independientemente de la

formula lactea de la que se tratase.

A B
PM1 2 3 4
kDa ] = 10-
o
2 8- I 24h
= *kkk
< T
©
% 6_ ***** T
~
®©
" 4
O
4
E o
O
L
O 0% T T T T
C LF DS DG DI
C D
PM1 2 3 4
kDa
S 104
170 | S N _ mm 4h
130 ._F S g1 I B 24h
100 S Z
70 -.. g 6 o
55 — LD- —;‘B * **
40 0 4
35 -. cs O *kkk
25 | e | E 2]
15 S e
10 - S o 0" T T T
- " C LF DS DG DI

Figura 15. (A, C) Electroforesis en gel de poliacrilamida (4-20%) con SDS de las digestiones
de F1 (A) y F2 (C), tefiidas con azul de Coomassie. (PM) Marcador de pesos moleculares, (1)
F1: lactosuero/LF/MFGM no homogeneizada (A) o F2: mazada no homogeneizada/LF/MFGM
no homogeneizada (C); (2) digerido salivar, (3) digerido gastrico y (4) digerido intestinal.
LF: lactoferrina, CS: caseinas, BL: B-lactoglobulina, AL: a-lactalbimina, LD: lactadherina.
(B, D) Actividad antibacteriana de las distintas fases de digestion de la formula lactea F1 (B) y
F2 (D) frente a C. sakazakii. C: Control, LF: LF a 5 mg/mL, DS: digerido salivar, DG: digerido
gastrico, DI: digerido intestinal. Los valores representan la media + desviacién estandar de dos
réplicas en dos ensayos independientes (n = 4). Los asteriscos indican diferencias significativas
con respecto al control (*p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001).
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Como se observa en la Figura 15, en la que se muestran los resultados de la actividad
antibacteriana de las formulas lacteas F1 y F2 tras la digestion, el digerido de la fase
salivar no mostro actividad. Sin embargo, se observa actividad del digerido gastrico de
las dos fdérmulas, siendo mayor en la F2 (Figura 15B y 15D). La actividad
antibacteriana de las dos formulas disminuyo tras la digestion intestinal, permitiendo un
mayor crecimiento bacteriano, posiblemente debido a la pérdida de los péptidos
bioactivos.

La mayor actividad antibacteriana de la F2 se podria explicar por el alto contenido de
MFGM, puesto que ademas de la afiadida a la formula, contiene tambiéen la MFGM
naturalmente presente en la mazada. Ademas de las proteinas bioactivas presentes en la
MFGM con propiedades antimicrobianas (Parron et al., 2018), también se estan
investigando otros componentes como los glicoesfingolipidos y fosfolipidos, que
funcionan como moléculas de sefializacion intracelular en una gran variedad de
procesos bioldgicos (Fuller et al., 2013). Por ello, en los ultimos afios se esta llevando a

cabo la adicion de MFGM o fracciones enriquecidas en ella a las férmulas infantiles.

En el caso de las férmulas F3 y F4, la MFGM fue sometida previamente a un proceso
de homogenizacion, que causé algunas pequefias diferencias en los resultados
(Figura 16). Se observé que durante la fase salivar no se produjo hidrolisis de las
proteinas (Figura 16A y 16C) y que el digerido de la formula F3, que contenia
lactosuero, no tuvo actividad frente al crecimiento del patdgeno. Sin embargo, en la
férmula F4, que contenia mazada, se observé algo de actividad antibacteriana con una
pequefia diferencia significativa respecto al control de crecimiento de C. sakazakii
(Figura 16B y 16D). Si que se observaron diferencias significativas respecto al control
en la actividad de ambas formulas en la fase gastrica a las 4 y 24 h de incubacidn,
teniendo una mayor actividad la F4. La actividad antibacteriana disminuyo tras la fase
intestinal, siendo la F4 la Gnica que mantuvo actividad hasta las 4 h de incubacion. Por
ello, se puede concluir que la formula F4, compuesta por mazada homogeneizada,

presenta una mayor actividad frente a C. sakazakii que la formula F3 con lactosuero.
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Figura 16. (A, C) Electroforesis en gel de poliacrilamida (4-20%) con SDS de las digestiones
de F3 (A) y F4 (C), tefiidas con azul de Coomassie. (PM) Marcador de pesos moleculares, (1)
F3: lactosuero/LF/MFGM homogeneizada (A) o F4: mazada homogeneizada/LF/MFGM
homogeneizada (C); (2) digerido salivar, (3) digerido gastrico y (4) digerido intestinal. (B, D)
Actividad antibacteriana de las distintas fases de digestion de la férmula lactea F3 (B) y F4 (D)
frente a C. sakazakii. C: Control, LF: LF a 5 mg/mL, DS: digerido salivar, DG: digerido
gastrico, DI: digerido intestinal. Los valores representan la media + desviacién estandar de dos
réplicas en dos ensayos independientes (n = 4). Los asteriscos indican diferencias significativas
con respecto al control (*p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001).

Las formulas F5 y F6 sufrieron un tratamiento térmico de pasteurizacién de 72 °C/20 s.
El digerido de la fase salivar de F5 no mostré actividad antibacteriana, mientras que el
digerido de la F6 si que la presento, con diferencias significativas respecto al control, a
las 4 h de incubacién (Figura 17B y 17D). Los digeridos procedentes de la fase gastrica

mostraron actividad antibacteriana, con diferencias significativas a las 4 y 24 h.
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La actividad antibacteriana de los digeridos intestinales de las dos formulas se mantuvo
a las 4 h, aunque con menor actividad que el digerido gastrico, y desaparecio a las 24 h

de incubacion.
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Figura 17. (A, C) Electroforesis en gel de poliacrilamida (4-20%) con SDS de las digestiones
de F5 (A) y F6 (C), tefiidas con azul de Coomassie. (PM) Marcador de pesos moleculares, (1)
F5: lactosuero/LF/MFGM no homogeneizada (A) o F4: mazada no homogeneizada/LF/MFGM
no homogeneizada (C), ambas con tratamiento térmico de 72 °C/20 s; (2) digerido salivar,
(3) digerido gastrico y (4) digerido intestinal. (B, D) Actividad antibacteriana de las distintas
fases de digestion de la férmula lactea F5 (B) y F6 (D) frente a C. sakazakii. C: control,
LF: LF a 5 mg/mL, DS: digerido salivar, DG: digerido gastrico, DI: digerido intestinal. Los
valores representan la media * desviacion estandar de dos réplicas en dos ensayos
independientes (n = 4). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control
(***p < 0,001, ****p < 0,0001).
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Los resultados obtenidos indican que el tratamiento térmico tiene efectos positivos en la
actividad antibacteriana que presentan las foérmulas lacteas, posiblemente porque
favorece la liberacion de péptidos activos. En el estudio realizado por Halabi et al.
(2020) se observo que el tratamiento térmico de las formulas infantiles elaboradas con
lactosuero, aumentd la susceptibilidad de algunas proteinas a la hidrolisis con pepsina.
La resistencia de la a-lactalbimina y la B-lactoglobulina a la hidrolisis, no se modificd
por el calentamiento, mientras que la LF aumentd su susceptibilidad en comparacion
con la forma nativa. Los resultados también indicaron que la cinética de la hidrolisis de
la LF en la digestion intestinal de las formulas infantiles tratadas térmicamente fue
mayor que las no tratadas. La pérdida de actividad de la LF desnaturalizada e
hidrolizada podria compensarse con la liberacién de péptidos de mayor actividad

antimicrobiana.

A modo de resumen, en la Tabla 4 se muestran los porcentajes respecto al control del
crecimiento de C. sakazakii en los ensayos de actividad antibacteriana de la LF y las
férmulas lacteas tras las diferentes etapas de la digestion gastrointestinal in vitro. Las
soluciones simuladas salivar y gastrica no tuvieron actividad por si mismas frente a
C. sakazakii, mientras que la solucién intestinal disminuyo el crecimiento, si bien esta
disminucion no fue estadisticamente significativa respecto al control. En el caso de la
LF se observo cémo fue perdiendo la actividad antibacteriana a lo largo de la digestion.
Esto se debe a que durante la fase gastrica la LF se hidroliza menos que durante la fase
intestinal, ya que las proteasas que contiene la pancreatina la hidrolizan con maés
efectividad (Goulding et al., 2021). En general se observo que, en todas las formulas
lacteas, el digerido salivar no tuvo accién antibacteriana, mientras que la mayor
actividad se observo en los digeridos de la fase gastrica y se mantuvo, en mayor o
menor medida, tras la fase intestinal. De manera general, existe un mayor efecto
antibacteriano frente al patogeno a las 4 h de incubacion que a las 24 h, principalmente
en la fase intestinal. Se observo que las formulas compuestas por mazada (F2, F4 y F6)
tuvieron un mayor efecto antibacteriano que las elaboradas a base de lactosuero (F1, F3
y F5). Asimismo, las férmulas tratadas térmicamente (F5 y F6) presentaron mayor
actividad que las tratadas por homogenizacion (F3 y F4) y que las que no sufrieron
ningdn tipo de tratamiento (F1 y F2), principalmente en la fase gastrica. También se

observo que el tratamiento térmico podria tener un efecto beneficioso en la formula F5,
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elaborada con lactosuero, ya que de las formulas con lactosuero, es la que mayor

actividad presentd frente a C. sakazakii.

Por lo tanto, son los digeridos gastricos los que presentan una mayor actividad
antibacteriana. Esta actividad frente a C. sakazakii puede deberse a la liberacion de
péptidos bioactivos mediante la protedlisis enzimatica que ocurre durante la digestion.
Tras su hidrolisis, las proteinas pueden volverse bioactivas incrementando su efecto

inhibitorio de agentes patdgenos (McEvoy et al., 2016).

Por ello, se realizé el fraccionamiento del digerido gastrico de la formula lactea F2, a
modo representativo de todas ellas, para identificar el peso molecular de los péptidos
presentes tras la digestion gastrica y comprobar cuéles eran los principales responsables
del efecto antibacteriano. Tras el fraccionamiento, se diferenciaron péptidos con un

tamano de entre 3 y 10 kDa y péptidos con un tamafio menor de 3 kDa.

Tabla 4. Representacion de los valores obtenidos en los ensayos antibacterianos frente a
C. sakazakii de las soluciones simuladas y los digeridos de la lactoferrina (LF) y de las férmulas
lacteas (F1-F6), expresados en porcentaje con respecto al control. SS: soluciones simuladas,
SSS: solucion salivar simulada, SGS: solucién gastrica simulada, SIS: solucién intestinal
simulada, DS: digerido salivar, DG: digerido gastrico, DI: digerido intestinal.

Muestras 4h 24 h
SSS SGS SIS SSS SGS SIS
SS 103,01 | 97,33 | 86,53 | 100,80 | 103,14 | 88,78
DS DG DI DS DG DI
LF nativa | 68,95 | 75,32 | 82,30 | 89,63 | 99,79 | 92,45
F1 95,27 | 7550 | 83,22 |101,27 | 75,13 | 100,37
F2 82,63 | 56,03 | 73,19 | 101,35 | 59,31 | 83,68
F3 96,97 | 77,82 | 84,06 | 102,25 | 69,73 | 103,17
F4 89,14 | 57,59 | 66,28 | 98,35 | 69,19 | 95,38
F5 101,87 | 45,35 | 74,34 | 105,40 | 67,88 | 100,73
F6 65,99 | 49,89 | 69,13 | 98,42 | 68,69 | 96,02

En la electroforesis de los péptidos de entre 3 y 10 kDa (resultados no mostrados) se
observo una pequefia banda en la parte final del gel, mientras que en la electroforesis de
los péptidos menores de 3 kDa, al tener un tamafio tan pequefio, no se observo ninguna
banda. Para completar el analisis, se evalué la actividad antibacteriana de las dos
fracciones peptidicas. Se observd que ambas tenian un efecto antibacteriano y que la
fraccion de entre 3 y 10 kDa presentaba mayor actividad que la de menos de 3 kDa
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(Tabla 5). La fraccion de 3 a 10 kDa mantuvo su actividad antibacteriana a las 24 h,

mientras que en la fraccion de 3 kDa disminuy6 notablemente.

Tabla 5. Representacion de los valores obtenidos en los ensayos antibacterianos de los péptidos
generados en la digestion gastrica de la F2. Los valores representan la media £+ desviacion
estandar de dos réplicas en dos ensayos independientes (n = 4) y se expresan también en
porcentaje con respecto al control. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto
al control (*p < 0,05, ****p < 0,0001).

Incubacion 4 h Incubacion 24 h
Péptidos 3-10 kDa Péptidos 3-10 kDa
Media + SD 4,09 £ 0,356 **** Media + SD 5,34 £ 0,311 ****
Porcentaje 59,1 Porcentaje 65,1
Péptidos < 3 kDa Péptidos < 3 kDa
Media + SD 5,42 £ 0,03 **** Media + SD 7,44 0,355 *
Porcentaje 78,3 Porcentaje 90,7

El proceso de digestion gastrointestinal tiene una gran influencia en la liberacion de
secuencias peptidicas encriptadas en las proteinas alimentarias. Los péptidos bioactivos
liberados pueden ejercer varias funciones bioldgicas diferentes, tanto en la luz intestinal
como si se absorben y se dirigen hacia diferentes drganos diana del cuerpo
(Aspri et al., 2018).

En este estudio realizado por Aspri et al. (2018), se observo que la leche fermentada de
burra tenia actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes antes de la digestion.
Tras la digestion in vitro de estas muestras fermentadas, la actividad frente a
L. monocytogenes aumentd y también aparecid actividad frente a S. aureus y B. cereus.
Esta actividad antibacteriana en la leche de burra podria deberse, en parte, al alto nivel
de LF y lisozima que contiene. Ademas, los autores destacaron que la leche de burra
fermentada con bacterias &cido lacticas contenia diferentes factores antimicrobianos
protectores, ademas de los péptidos liberados durante el proceso de su digestion. Estos
factores pueden ejercer un impacto beneficioso en la salud intestinal, particularmente

para el sistema de defensa inmunoldgico de nifios, ancianos y convalecientes.
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ANTIBIOTICS & ANTIMICROBIAL PEPTIDES

Inhibition of ribosomal synthesis (50S) Immune modulation Inhibition of Anti-biofilm
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Figura 20. Mecanismos de accién de los antibiéticos y péptidos antimicrobianos (Browne et al.,
2020).

En las dltimas décadas, ha surgido un gran interés por los péptidos antimicrobianos.
Estos suelen tener menos de 100 aminoacidos y su composicion incluye residuos
cargados positivamente, como lisina, arginina e histidina, y una gran proporciéon de
residuos hidrofdébicos (> 50%). Los péptidos con estas caracteristicas antimicrobianas a
menudo se dirigen directamente a la membrana celular bacteriana, donde pueden afectar
a sus funciones. Ademas pueden internalizarse en la bacteria alterando algunos de sus

organulos y condicionando su viabilidad (Figura 20) (Browne et al., 2020).

En el estudio realizado por Nielsen et al. (2018), se analizaron los péptidos liberados
durante la digestién gastrica en bebés prematuros de las proteinas tanto de la leche
humana como de la bovina. Los péptidos identificados se compararon en la Milk
Bioactive Peptide Database. Se revelaron 58 idénticos a péptidos bioactivos a los ya
conocidos: 5 derivados de proteinas de la leche humana, 50 de proteinas de la leche
bovina y 3 que no pudieron distinguirse entre las dos especies debido a tener secuencias
idénticas. Se identificaron péptidos con secuencias estrechamente relacionadas con
péptidos que muestran diferentes actividades: antimicrobiana, antioxidante,
antitrombdtica, cito e inmunomoduladora, opioide y ansiolitica. Los resultados de
Nielsen et al. (2018) y los del presente trabajo indican el interés que tiene la
investigacion en los péptidos bioactivos derivados de las proteinas lacteas como

potenciales ingredientes de alimentos funcionales.
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7. Conclusiones
Los resultados obtenidos en el presente trabajo han llevado a concluir que:

1. La lactoferrina bovina comercial tiene actividad antibacteriana frente a
C. sakazakii reduciendo el crecimiento del patégeno, tanto en estado nativo
como después de la digestion gastrointestinal in vitro.

2. Los digeridos de todas las formulas lacteas procedentes de la etapa gastrica son
los que tiene mas actividad antibacteriana frente a C. sakazakii.

3. Las formulas lacteas que contienen mazada presentan, en general, una actividad
antibacteriana frente a C. sakazakii mayor que las que contienen lactosuero.

4. Las formulas lacteas sometidas a un tratamiento, ya sea homogenizacién o
pasteurizacién, presentan una mayor actividad antibacteriana frente a
C. sakazakii, siendo el tratamiento térmico el que tiene mayor efecto.

5. La digestion géastrica in vitro permite liberar péptidos de bajo peso molecular

que presentan elevada actividad antibacteriana frente a C. sakazakii.
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