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1. Resumen/Summary

La leche es un alimento muy rico nutricionalmente, en la que ademas podemos
encontrar una serie de compuestos con actividad funcional. Entre ellos, cabe destacar el
glicomacropéptido (GMP), un fragmento liberado de la kappa-caseina por accion de la
quimosina, al cual se le atribuye actividad antitrombética y actividad antibacteriana,
entre otras. Dicho péptido se encuentra en el lactosuero de queseria, el cual es un
subproducto que se produce en grandes cantidades, por lo que es de gran interés estudiar
los posibles usos a los que puede destinarse, que impliquen un aprovechamiento y
revalorizacién del mismo. El objetivo de este trabajo de fin de grado ha sido el
aislamiento del GMP mediante un tratamiento térmico y precipitacion con acido
tricloroacético (TCA) a partir de diferentes lactosueros industriales. Para evaluar la
eficacia del aislamiento se ha llevado a cabo una caracterizacion del GMP mediante
electroforesis con SDS e inmunocromatografia. Se ha comprobado la presencia de GMP
en las fracciones aisladas de los diferentes métodos y lactosueros. Una vez obtenidos los
aislados de GMP, se han realizado unos experimentos preliminares para evaluar su
actividad antimicrobiana frente a Cronobacter sakazakii, aunque no se han obtenido

resultados concluyentes.

Milk is a nutritionally rich food, in which we can also find a series of compounds with
functional activity. Among them, it is worth mentioning the glycomacropeptide (GMP),
a fragment released from kappa-casein by the action of chymosin, to which
antithrombotic activity and antibacterial activity, among others, have been attributed.
This peptide is found in cheese whey, which is a by-product produced in large
quantities, so it is of great interest to study the possible uses to which it can be applied,
which involve the use and revaluation of it. The aim of this end-of-grade work has been
to isolate GMP by means of thermal treatment and precipitation with trichloroacetic
acid (TCA) from different industrial lactosera. In order to evaluate the effectiveness of
the isolation, the GMP characterization has been carried out by means of electrophoresis
with SDS and immunochromatography. The presence of GMP has been verified in the
isolated fractions of the different methods and lactosera. Once the GMP isolates were
obtained, preliminary experiments were carried out to evaluate their antimicrobial

activity against Cronobacter sakazakii, although no conclusive results were obtained.



2. Introduccion

2.1 Composicion de la leche
Segun el Codex Alimentarius (1999), la leche de define como la secrecion de liquido de
las glandulas mamarias de hembras de abasto, obtenida mediante uno o mas ordefios,

sin ningun tipo de adicion o extraccion y destinada al consumo humano.

Su objetivo natural es satisfacer las necesidades nutricionales y fisiologicas de los recién
nacidos de las especies de mamiferos, garantizando asi su crecimiento y desarrollo.

La leche es un alimento liquido (87% de agua), contiene un promedio de 13% de

solidos totales de los cuales alrededor de un 9% son s6lidos no grasos.

La composicion de la 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, estos componentes se encuentran en una proporcion
variable dependiendo de la especie y la raza, la época del afo, la etapa de lactancia y el
estado de salud del animal (Guerra, 2014) (Tabla 1).

Tablal: Composicidn general de la leche de varias especies (Gantner, 2015).

Leche MST Grasa Proteina Lactosa Ceniza Energia

(9/100 ) (g/100 g) (9/100 g) (/100 g) (g/100 g) (kJ1100 g)
Humana 10-13 2,1-4,0 0.9-19 6,3-7.0 0,2-0,3 270-209
Yegua 9-12 04-7,2 1,3-2,0 6,0-7,2 0,3-05 109-210
Mona 8-12 0,3-1,8 1,4-2,0 5.8-7.4 0,3-05 160-180
Bufala 16-17 5,3-15,0 2,7-47 3,.2-4.9 0,8-0,9 420-480
Vaca 12-13 3,3-6,4 3,0-4,0 4456 0,7-0,8 270-280
Cabra 12-16 3,0-7,2 3,0-52 3.2-45 0,7-0,9 280-290
Oveja 18-20 4,9-9.0 4570 4159 0,8-1,0 410-440

* MST: Materia seca total |
La lactosa es el componente principal de la leche bovina con un valor en torno a 4,9%,
se trata de un disacarido formado por la unién de una glucosa y una galactosa. Ademas
de 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).



Los lipidos en la leche se encuentran principalmente en forma coloidal como globulos
grasos (0,1-20 um) y rodeados por la membrana del gl6bulo graso, como estabilizante

de esta estructura.

La leche bovina contiene alrededor de 3,5 a 5% de lipidos totales, siendo en su mayoria
triglicéridos (TG), con pequefias cantidades de diglicéridos (DG), monoglicéridos
(MG), fosfolipidos (PL), acidos grasos libres (FFA), colesterol y ésteres de colesterol
(Tabla 2). Ademas, en cantidades muy pequefias encontramos vitaminas liposolubles y
[-carotenos (Guerra, 2014).

Tabla 2: Composicion lipidica de la leche bovina (Calvo et al, 2014).

% minimo % mdximo

Triglicéridos 97.0 98.0
Diglicéridos 0.3 0.6
Monoglicéridos 0,2 0.4
Acidos grasos libres 0.1 0.4
Fosfolipidos 0,2 1.0
Colesterol 0,3 04

Las proteinas de la leche se clasifican en tres tipos: caseinas, las cuales son insolubles;

proteinas séricas, que son solubles y proteinas de la membrana del glébulo graso.
2.2 Las proteinas de la leche bovina

2.2.1 Caseinas

Las caseinas son proteinas especificas de la leche, representando en torno al 75-80% de
las proteinas totales. Se agrupan entre si formando micelas de caseina mediante enlaces
hidrofobicos y puentes electrostaticos gracias al fosforo y el calcio. Las micelas de
caseina no solo contienen las subunidades de caseina, sino que también contienen
calcio, fosforo y otros iones como magnesio Y citrato en forma insoluble, que se unen al
fosfato calcico coloidal de la leche. Ademas, las micelas también contienen asociadas
otras proteinas como la fraccion proteosa-peptona y ciertas enzimas. Estas agregaciones
son las que le dan el color blanco a la leche y hacen que tenga una carga neta negativa y

de esta manera se mantengan estables en suspensién en la leche (Jensen et al., 1995).

Aunque no se sabe exactamente la forma en la que se organizan las caseinas y dan lugar

a las micelas de caseinas, el modelo mas aceptado se fundamenta en la llamada



hipotesis submicelar, que se basa en que las micelas estan formadas a su vez por

submicelas de caseina (Walstra, 1999).
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Figura 1. Modelo esquematico de una seccion transversal a través de una micela de
caseina. Los circulos son las submicelas de caseina, los puntos grises el fosfato calcico
colloidal y las proteinas que conectan las submicelas con el exterior son las k-caseinas.
(Walstra, 1999).

Aunque existen otro modelos alternativos como el modelo de nanoclusters, ambos
métodos coinciden en el papel integrador del fosfato célcico coloidal y en la
localizacion de las terminaciones de k-caseina en el exterior de las micelas de caseina,

las cuales dan estabilidad a la micela en la leche (Phadungath, 2005).

Dentro de las caseinas hay varios tipos de caseina, principalmente: as-caseina (asl y
as2), B-caseina y k-caseina, y en conjunto, representan aproximadamente el 78% de las

proteinas de la leche bovina (Heck et al., 2009).

2.2.2 Proteinas séricas y de la membrana del glébulo graso

El lactosuero es definido como la sustancia liquida obtenida por separacion del coagulo

de leche en la elaboracion de queso (Foegeding y Luck, 2002).

Las proteinas séricas representan el 18% de las proteinas de la leche bovina
(McGregor y Poppitt, 2013). Dentro de las proteinas del lactosuero destacan la -
lactoglobulina, la a-lactalbumina, la lactoferrina, las inmunoglobulinas, la albimina

sérica y el glicomacropéptido, asi como diversos enzimas y factores de crecimiento.

La p-lactoglobulina es la proteina més prevalente en el lactosuero bovino. Representa
el 10% de la proteina total de leche y aproximadamente el 58% de las proteinas séricas
totales. La principal funcidn de esta proteina es el transporte de moléculas hidrofébicas,

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



La a-lactalobimina es la segunda proteina méas abundante del lactosuero y su
concentracion en la leche bovina varia entre 1,2 'y 1,5 g/L. Su principal funcién en la
gldndula mamaria es la de regular la actividad del enzima galactosiltransferasa en la
sintesis de lactosa (Permyakov y Berliner, 2000).

La albumina 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 albimina es un
portador de &cidos grasos libres, y tiene sitios de unién especificos para moléculas
hidréfobas que también puede unir en la leche (Brown, 1977).

Las inmunoglobulinas representan minimo el 2% de la proteina de leche total. En la
leche se encuentran cuatro tipos diferentes de inmunoglobulinas: 1gG1, 19G2, IgA e
IgM. Las inmunoglobulinas transfieren inmunidad cuando se suministran con el
calostro, sirviéndole de proteccion al recién nacido hasta que comienza a crear sus

propios anticuerpos (Whitney, 1997).

Las proteinas de la membrana del globulo graso representan menos del 4% del total
de proteinas de la leche (Murgiano et al., 2009) Existen alrededor de 40 proteinas
diferentes, con pesos moleculares de entre 15.000 y 240.000 Da. Entre las proteinas méas
abundantes, seis de ellas son glicoproteinas e incluyen la mucina-1 (MUCL1), la xantin
oxidasa (XO), la mucina-15 (MUC15 o PAS Ill), la CD36 (PAS IV), la butirofilina
(BTN) y la lactadherina (PAS VI/VII). La relacion de estas proteinas con la membrana
del globulo graso es diferente, pueden ser integrales, periféricas o bien establecer una
interaccion débil con la membrana, lo que condiciona la forma de obtenerlas. Siendo las

mas importantes la butirofilina y las mucinas (Mather, 2000).

2.3 El lactosuero como subproducto

El lactosuero contiene principalmente lactosa, proteinas con un importante valor
nutritivo, minerales, vitaminas y grasa. Existen varios tipos de lactosuero dependiendo
principalmente de como se realice la eliminacién de la caseina. La denominada
coagulacion dulce o enzimatica esta basada en la coagulacion de la caseina por accion
de enzimas. Estos enzimas pueden proceder del sistema digestivo de animales (pepsina
0 cuajo), de microorganismos o de origen recombinante. El segundo tipo de coagulacion
Ilamado coagulacion acida, resulta del proceso de fermentacion por bacterias lacticas, o
bien mediante la adicion de &cidos organicos o acidos minerales como en la elaboracion

de algunos quesos frescos (Jelen, 2003). En cualquiera de los dos tipos de lactosuero, se



estima que por cada kg de queso se producen 9 kg de lactosuero, esto representa cerca
del 85-90% del volumen de la leche y contiene aproximadamente el 55% de sus
nutrientes (Liu et al., 2005). Entre los mas abundantes de estos nutrientes estan la
lactosa (4,5-5%, p/v), proteinas solubles (0,6-0,8%, p/v), lipidos (0,4-0,5%, p/v) y sales
minerales (8-10% de extracto seco) (Londofio, 2006).

Para la industria alimentaria, el lactosuero constituye una fuente econémica de proteinas
que posee multiples propiedades que pueden ser utilizadas en una amplia gama de
alimentos. La industria lactea es uno de los sectores mas importantes de la economia de
los paises industrializados y en desarrollo. Aunque existen diferentes posibilidades para
la utilizacion de este subproducto, las estadisticas indican que una parte importante es
descartada como efluente, lo que crea un serio problema medioambiental (Aider et al.,
2009). Por una parte, afecta fisica y quimicamente a la estructura del suelo, resultando
en una disminucion del rendimiento de los cultivos agricolas y cuando se desecha en el

agua, reduce la vida acuatica al agotar el oxigeno disuelto (Aider et al., 2009).

Segun Almécija (2007) la distribucion de la produccion de lactosuero en el mundo en
el afio 2005 fue la siguiente: Europa 53%, America del Norte y central 28%, Asia 6%,
Africa 5%, Oceania 4% y América del Sur 4%. Estos porcentajes representan
anualmente 110-115 millones de toneladas de lactosuero a nivel mundial derivados de
la elaboracion de queso (Londofio, 2006). De este volumen de lactosuero, el 45% se
desecha en rios, lagos y estaciones de aguas residuales, o en el suelo, lo que representa
una pérdida significativa de nutrientes ocasionando serios problemas de contaminacion
(Londofio, 2006). EIl porcentaje restante es tratado y transformado en varios productos
alimentarios, de los cuales cerca del 45% es usado directamente en forma liquida, 30%
en polvo, 15% como lactosa y subproductos, y el resto como concentrados de proteinas
de lactosuero (Panesar et al., 2007). Otra posible uso del lactosuero es la obtencion de

péptidos bioactivos, procedentes de las proteinas del mismo.

2.4 Péptidos bioactivos de la leche

Las proteinas de la leche y sus fracciones son las principales fuentes de péptidos
bioactivos, los cuales son ingredientes potenciales para alimentos funcionales que
pueden ejercer alguna funcién para promover la salud (Giacometti y Bureti¢-

Tomljanovi¢, 2017).



Los peptidos bioactivos pueden tener un papel beneficioso en la salud humana con
diversas actividades como la hipocolesterolémica, antioxidante, antitrombdtica,
antimicrobiana, inmunomoduladora, antihipertensiva, antagonista y opioide (Mohanty et
al., 2016).

La actividad bioactiva del péptido viene dada por los aminoécidos que contiene y por

las secuencia de los mismos.

PEPTIDES FORMED

FROM CASEIN OR
WHEY PROTEINS

Antihypertensive Opioid agonist Antimicrobial Antimicrobial
Antioxidative Opioid antagonist Cytomodulatory Mineral binding
Antithrombotic Immunomodulatory

Hypocholesterolemic

Cardiovascular Nervous and Digestive system Immune system
system endocrine system

Figura 2. Efecto fisioldgico de los péptidos bioactivos formados a partir de proteinas de
la leche en las funciones humanas (Mohanty et al., 2016).

En la leche, los péptidos bioactivos estan inactivos dentro de la proteina nativa y son
activados por proteasas presentes en la leche, enzimas digestivas y enzimas producidas
por la microbiota intestinal y/o enzimas secretadas por microorganismos (Espejo-Carpio
et al.,, 2018). Las propiedades antimicrobianas de algunos de estos péptidos
proporcionan una barrera quimica contra el crecimiento bacteriano, desempefiando un
papel importante en la calidad e inocuidad de los alimentos y aumentando su vida Util
(Espejo-Carpio et al., 2018).

Principalmente estos péptidos bioactivos se pueden obtener por tres maneras: mediante
hidrolisis enzimatica llevada a cabo por enzimas digestivas; mediante fermentacion de
la leche por cultivos iniciadores; mediante proteolisis por accion de enzimas de
microorganismos o de plantas. Algunos estudios sugieren la combinacién de estos tres,

como método mas efectivo para generar péptidos bioactivos (Egger y Ménard., 2017).

La actividad bioactiva del péptido viene dada por los aminoacidos que contiene y por

las secuencia de los mismos



Tabla 3. Principales secuencias de péptidos bioactivos, provenientes de caseinas y
proteinas del lactosuero y con sus efectos correspondientes (Egger y Ménard., 2017).

Nombre Fragmento Efecto

Lactotripeptidos B-y Kk-caseina ACE inhibidor

agq caseina f(23-27) Antihipertensivo

ag1-Casokinina-5 ACE inhibidor
B-Casokinina-7 B-caseina f(177-183) ACE inhibidor
Lactokinina 2SEIElLIlEN R ) ACE inhibidor
Lactokinina Egcto- b liiE e ACE inhibidor
ag1-Immunocasokinina 0s1-caseina f(194-199) In/:nmt;]hnig(r:r?:ﬁslifr

Opioide

B-caseina f(60-66) Immunomodulator

B-Casomorphin-7

B-lactoglobulina f(71-75) hipocolesterolemia

Lactostatina
Antimicrobiano

Lactoferricina Lactoferina f(17-41) Immunomodulator

Los péptidos bioactivos de la leche pueden derivar tanto de las caseinas como de las

proteinas del lactosuero.

2.4.1 Tipos de péptidos bioactivos
Péptidos opioides

Los péptidos opioides derivados de las proteinas de la leche son exdgenos; pudiendo
presentar actividad agonista o antagonista. Con actividad agonista tenemos las
casomorfinas, derivadas de las caseinas, siendo las mas importantes las B-casomorfinas.
También hay derivados de las proteinas séricas, en las que destacan las lactorfinas.
Mientras que con actividad antagonista destacan las casoxinas (Torres-Llanez et al.,
2005).

Péptidos con accion antihipertensiva

Los péptidos antihipertensivos inhiben la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
(peptidildipeptido hidrolasa). ECA es una enzima multifuncional que esta localizada en
diferentes tejidos (plasma, pulmon, rifion, corazén, musculo esquelético, pancreas,
cerebro). Esta enzima puede incrementar la presién sanguinea al convertir angiotensina
| (decapéptido) en un potente vasoconstrictor, angiotensina Il (octapéptido). Los

péptidos de la leche que presentan esta accion son la ag-caseina y la p-caseina. Siendo
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esta Ultima la proteina de la leche con mayor nimero de fragmentos con actividad
inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) (Torres-Llanez et al.,
2005). Esta actividad se ve incrementada tras un proceso de protedlisis, tal y como
ocurre en la fermentacion de la leche (Dominguez Gonzalez et al., 2014).

Péptidos inmunomoduladores

Los péptidos inmunomoduladores presentes en la leche afectan al sistema inmune y a la
respuesta de proliferacion de las células. Los péptidos inmunoregulatorios obtenidos de
la B-caseina y la ag-caseina, aumentan la fagocitosis y modulan la proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos. La lactoferrina intacta o su péptido N-terminal también
modulan la blastogénesis o diferenciacion de linfocitos. Las hormonas, factores de
crecimiento y citocinas encontrados en la leche, también son importantes en la

inmunorregulacion y desarrollo del sistema inmune (Schanbacher et al., 1998).
Péptidos antitromboticos

Los péptidos antitrombaoticos, las casoplatelinas, son derivadas de la parte C-terminal, el
caseinglicomacropeptido (CMP) de la «-caseina, inhibiendo la agregacion de las
plaquetas. Esto es debido a la similitud en la estructura y funcionalidad con el
dodecapéptido presente en el fibrindgeno humano y el undecapéptido de la k-caseina

bovina (Clare y Swaisgood, 2000).
Péptidos transportadores de calcio

La caseina contiene fosfato que esta unido covalentemente via uniones monoéster a los
residuos de serina, el grado de fosforilacion depende de la caseina. Estos
caseinofosfopéptidos (CPPs) son liberados por proteolisis, la presencia de multiples
residuos de fosfatos los convierten en buenos agentes quelantes de calcio. Los CPPs
juegan un papel preponderante en la absorcidn de calcio en el intestino delgado y su
presencia en la cavidad oral promueve la remineralizacién del esmalte de los dientes
(FitzGerald, 1998).

Péptidos con actividad antimicrobiana

Como un complemento al sistema de defensa frente a enfermedades e infecciones
bacterianas y virales, se encuentran en la leche y en las secreciones mamarias un grupo
de proteinas y péptidos con esta actividad. Este grupo incluye la lactoperoxidasa, la

lisozima, la lactoferrina y la lactoferricina. Su accidén antimicrobiana puede ser ejercida



tanto en la glandula mamaria como en el tracto gastrointestinal de los lactantes (Sanchez
etal., 1992).

Dentro de los péptidos bioactivos del lactosuero hay que destacar el caseinmacropéptido
(CMP) que se describe a continuacion.

2.4.2 El glicomacropéptido (GMP)

El caseinmacropéptido (CMP) es el fragmento C-terminal liberado por la accion
proteolitica de la quimosina sobre la k-caseina durante la fabricacion del queso o por la
accion de la pepsina durante el proceso de digestion gastrica. La k-caseina se hidroliza
por el enlace Phe105-Met106, formandose dos polipéptidos muy diferentes: la para-k-
caseina (que comprende los residuos 1-105), ligeramente catiénica a pH 6-7,
hidrofobica y poco soluble, y el CMP (residuos 106-169), fuertemente polar por lo que
difunde hacia la fase acuosa, eliminandose durante el desuerado con el suero de queseria
(Delfour et al., 1965).

El CMP se halla en concentraciones relativamente elevadas (1,2-1,5 g/L) en los sueros
de queseria, lo que supone aproximadamente el 15-20% (p/p) del contenido total de
proteinas del lactosuero de vaca (Saito et al., 1991). EI CMP es un péptido cuyo punto
isoeléctrico se encuentra en torno a 4-5, por lo que se podria decir que tiene un caracter
acido, ademas de una elevada termoestabilidad y solubilidad. Puede presentar mualtiples
isoformas ya que puede poseer un gran nimero de modificaciones post-traduccionales
(fosforilacion y glicosilacion), ademas de diferentes variantes genéticas, al igual que

ocurre con la k-caseina.

La Ser-149 de la k-caseina siempre esta fosforilada, por lo que todas las moléculas de
CMP bovino contienen, al menos, un grupo de fosforo (Rasmussen et al., 1997). Sin
embargo, se ha encontrado CMP-bovino difosforilado en la Ser-127 y trifosforilado,
aungue no se ha descrito donde se produce esta tercera fosforilacion (Mollé y Léonil
(1995). Las formas mono-, di- y tri-fosforiladas fueron cuantificadas y supusieron un

78%, 20% Yy 2%, respectivamente.

Por otro lado, las formas glicosiladas representan alrededor del 50% del CMP bovino, y
son conocidas bajo el nombre genérico de glicomacropéptido (Vreeman et al., 1986).
En la x-caseina bovina se han caracterizado 5 estructuras glicosidicas de tipo-mucina

formadas por residuos de acido sialico, concretamente N-acetil neuraminico (NeuAc),
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galactosa (Gal) y N-acetil galactosamina (GalNAc) (Saito y Itoh, 1992), las cuales son
descritas a continuacion: a) monosacarido GalNAc-O-R, b) disacarido Gall-3GalNAc-
O-R, c¢) trisacarido NeuAc-2-3 Gall 3GalNAc-O-R, d) trisacarido Gall-3(NeuAc-2-
6)GalNAc-O-R, e) tetrasacarido NeuAc-2 3Gall-3(NeuAc-2-6)GalNAc-O-R.

Estos carbohidratos se unen a la cadena peptidica a través de enlaces O-glicosidicos
entre la GalNAc y los residuos de Ser o Thr. Los residuos Thr131, Thr133, Thrl36 y
Thr142 parecen ser los lugares de glicosilacion mas importantes, aunque también han
sido propuestos como lugares potenciales de glicosilacion los residuos Thr165, Thr135
y Serl41 (Ribadeau-Dumas y Zevaco, 1984). Mas recientemente, se ha procedido a la
identificacion de los lugares de glicosilacion por técnicas protedmicas lo que ha
permitido revelar que los principales residuos glicosilados son Thrl31, Thrl42 y
Thr133 (Holland et al., 2004). La microheterogeneidad del CMP a nivel glicosidico
depende del nimero y localizacion de los glicanos a lo largo de la cadena polipeptidica,
segun Mollé y Leéonil (1995) hay hasta 14 formas glicosiladas diferentes de CMP

bovino.

Tal y como han demostrado diferentes estudios de las ultimas decadas (Abd El-Salam et
al., 1996; Thoméa-Worringer et al., 2006), el CMP es un péptido multifuncional con un

gran namero de posibles funciones bioldgicas.

2.4.2.1 Bioactividad del glicomacropéptido

Diversos estudios que han abordado la relacion estructura-actividad del GMP han
determinado la importancia de ciertos aspectos estructurales sobre la funcién biologica
desempefiada. En particular, las bioactividades basadas en las interacciones con
componentes celulares estan estrechamente relacionadas con el contenido y estructura
de los oligosacaridos, mientras que otras actividades que pueden ser ejercidas por
pequefios péptidos contenidos en la cadena aminoacidica dependen exclusivamente de

la estructura primaria.

El contenido en &cido sialico del GMP es muy determinante en cuanto al tipo de
actividad biologica que pueda desarrollar. Hay experimentos in vivo realizados en
lechones que mostraron que la administracién exdgena de acido sialico produjo un
aumento en la produccién de gangliosidos con &cido sialico en el cerebro, mejorando la
capacidad de aprendizaje (Wang et al., 2004). De hecho, este efecto pudo ser también

observado tras la inclusion de GMP en la dieta de los animales como fuente de &cido
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sidlico, y se relacion6 con una mayor concentracién de sialoglicoproteinas presentes en
la corteza cerebral frontal y con unos niveles mayores de RNA mensajero de dos genes

implicados en la capacidad de aprendizaje (Wang et al., 2007).

Por otro lado, el GMP también interacciona con toxinas, virus y bacterias, ejerciendo
una serie de actividades beneficiosas para la salud mediadas fundamentalmente por la
fraccion glicosidica. Esto es debido a que un gran nimero de agentes patdgenos y
enterotoxinas pueden adherirse a ciertas células tras ser reconocidos por receptores
compuestos por oligosacéridos (Dziuba y Minkiewicz, 1996). De este modo, el CMP
tiene capacidad para prevenir los desérdenes gastrointestinales causados por patdégenos
tales como el Vibrio cholerae, ya que interacciona con la toxina del c6lera, inhibiendo la
union de ésta a los gangliésidos. Esta actividad desaparecio cuando fue eliminado el
acido sialico del CMP (Oh et al., 2000). La presencia de &cidos sialicos sobre la
superficie de las células diana es necesaria para que se produzca la infeccion del virus
influenza. Sin embargo, la actividad anti-adherente del CMP muestra una fuerte
dependencia con el tipo de cepa del patdgeno, lo que indica que los resultados obtenidos
en este tipo de ensayos pueden estar condicionados por multiples factores entre los que
se incluyen el grado de glicosilacion del CMP empleado en los experimentos, asi como

el uso de diferentes metodologias de ensayo y/o lineas celulares (Rhoades et al., 2005).

Por ultimo, varios estudios in vivo han demostrado que el GMP es capaz de mitigar
diarreas provocadas por Escherichia coli en monos Rhesus, a la vez que facilita un
aumento en la absorcion de zinc (Brick et al., 2003). Por otra parte, el GMP humano y
bovino puede fomentar el crecimiento de bacterias del género Bifidobacterium, tales
como B. breve, B. bifidum y B. infantis (Metwally et al., 2001). La administracion de
leche con un 2% de GMP produjo un aumento de B. lactis in vitro en comparacion con
leches no enriquecidas en GMP (Janer et al., 2004). La capacidad del GMP de
promover una microbiota intestinal saludable sefiala su potencial como ingrediente
prebidtico en alimentos funcionales, 0 como suplemento en formulas infantiles para
simular los efectos bacterioldgicos beneficiosos de la leche materna; efectos que pueden
ser potenciados dada su capacidad anti-adherente frente a ciertos patdgenos descrita

anteriormente (Brick et al., 2006).

La potencial utilidad del GMP como un compuesto bioactivo multifuncional esta
avalada por diversos estudios que han detectado la presencia de los CMPs bovino y

humano en concentraciones fisiolégicamente activas en el plasma sanguineo de recién
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nacidos y adultos (Chabance et al., 1995). En este sentido, varios estudios in vivo han
mostrado que el CMP es liberado intacto en el estbmago y sélo sufre hidrélisis parciales
tras la accion de las enzimas pancreéticas, aunque el nivel de protedlisis puede variar en

funcién del grado de glicosilacién (Boutrou et al., 2008)

2.5 Cronobacter sakazakii

Las especies de Cronobacter son bacterias Gram-negativas, mdviles, anaerobicas
facultativas, oxidasa-negativas, catalasa-positivas y en forma de baston que pertenecen a
la familia Enterobacteriaceae (Strydom et al., 2012). No pueden causar enfermedades
infecciosas cuando son ingeridas por adultos sanos, pero representan un riesgo muy alto
para los recién nacidos y los individuos inmunodeprimidos (Healy et al., 2010). Estos
organismos pueden afectar el sistema nervioso central humano, y los supervivientes a
menudo sufren de deficiencias neuroldgicas severas después de la infeccion, incluyendo

hidrocefalia, tetraplejia y retrasos en el desarrollo (Strydom et al., 2012).

El mecanismo de infeccion de Cronobacter sakazakii, se basa en un dafio tisular del
epitelio para atravesar la barrera intestinal y llegar asi al sistema circulatorio. No
obstante, es una bacteria que necesita de un cuerpo celular para llevar a cabo su
multiplicacion (Kim et al., 2010). Se relaciona con infecciones potencialmente mortales
como meningitis, enterocolitis y septicemia en neonatos y lactantes (lversen et al.,
2008). Las especies de Cronobacter se han aislado no solo de alimentos y productos
vegetales como cereales, frutas y verduras, legumbres, hierbas y especias, sino también
de alimentos de origen animal como leche, carne, pescado y productos elaborados a
partir de estos alimentos (Lee et al. al., 2012) Las formulas en polvo para lactantes (PIF,
del nombre en inglés, powder infant formula) son la Unica fuente alimentaria que se ha
relacionado epidemioldgicamente con brotes de las especies de Cronobacter (FAO,
2004). Varios estudios han relacionado la rehidratacion de los preparados en polvo para
lactantes y su preparacion en el hospital con la transmision de la infeccion por
Cronobacter (Acker et al., 2001).

Cronobacter sakazakii es capaz de resistir durante afios en alimentos deshidratados,
como es el caso de las PIF. Por ello, el Reglamento (CE) N2 2073/2005 establece la
ausencia en 10 g de Enterobacter sakazakii en preparados deshidratados para lactantes y
en alimentos dietéticos deshidratados destinados a usos medicos especiales para

lactantes de menos de 6 meses.
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3. Justificacion y objetivos

El presente estudio se ha planteado con el objetivo de darle un uso diferente al
lactosuero, un subproducto que se produce en grandes cantidades y ademas es un
problema por su gran capacidad contaminante.

El principal objetivo de este trabajo ha sido evaluar la obtencion del glicomacropéptido
(GMP) a partir de diferentes lactosueros, procedentes de dos tipos de coagulacion
enzimatica: con cuajo natural y con cuajo microbiano. Ademas, también se ha evaluado

la obtencion de GMP a partir del suero resultante de la elaboracion de requeson.

El segundo objetivo del trabajo ha sido evaluar la posible actividad antimicrobiana de
los diferentes tipos de glicomacropéptido obtenidos frente al patdgeno emergente
Cronobacter sakazakii.

4. Material y métodos

4.1. Origen de los subproductos lacteos

Para llevar a cabo el aislamiento de GMP, se partié de cinco subproductos lacteos
diferentes. Tres de ellos fueron de origen industrial suministrados por la empresa
aragonesa Villacorona S.A.-Quesos “el burgo” (Burgo de Ebro, Zaragoza): lactosuero
procedente de la elaboracion de queso fresco burguitos, lactosuero industrial de la
elaboracién de queso fresco “el burgo” y suero resultante de la elaboracion de requeson.
Los otros dos subproductos fueron obtenidos en la Planta Piloto de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de Zaragoza ubicada en la Facultad de
Veterinaria, mediante coagulacion enzimatica con cuajo natural, siguiendo las mismas
condiciones que en la elaboracion de queso fresco “el burgo” y utilizando leche de vaca
pasteurizada suministrada por la misma empresa Villacorona y lactosuero ovino

obtenido de la coagulacién enzimatica de leche de oveja.
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Figura 3. Imagen de los distintos lactosueros utilizados en este estudio.

El lactosuero que llamaremos burguitos es el suero resultante de la elaboracion de queso
fresco tradicional, denominado burguitos por la empresa de 125 g. Este queso se
elabora a partir de leche pasterizada (88°C/15 s), a la que se afiaden 570 mL de cloruro
calcico, 470 g de sorbato potésico, 870 g de cloruro sédico y 240 mL de cuajo
microbiano por cada 1000 L de leche. Se lleva a cabo el cuajado de la leche durante 20
minutos a 29°C y se procede con el corte hasta dejar el grano en el tamafio de un grano
de maiz. Una vez realizado el corte, se procede a la agitacion durante 10-15 min y a un
incremento de la temperatura de 2°C, es decir, se aumenta a 31°C.

El lactosuero que llamaremos “el burgo” es el suero resultante de la elaboracion del
queso fresco con sal de 2 Kg denominado “el burgo” por la empresa. La elaboracion del
mismo, se hace a partir de leche pasterizada (88°C/15 s), a la que se afiaden 570 mL de
cloruro célcico, 470 g de sorbato potésico, 6 Kg de cloruro sodico y 240 mL de cuajo
microbiano por cada 1000 L de leche. Se lleva a cabo el cuajado de la leche durante 25
minutos a 32°C y se procede con el corte hasta dejar el grano en el tamafio de un grano
de maiz. Una vez realizado el corte, se procede a la agitacion durante 10-15 min,

incrementando la temperatura en 2°C, pasando de 32°C a 34°C.

El suero de requeson es el resultante de la elaboracién de dicho producto, que se elabora
a partir de una mezcla de un 90% de lactosuero burguitos y un 10% de leche pasterizada
(88°C/15 s). Una vez mezclados ambos, la temperatura se eleva a 98°C y se afiade
cloruro célcico para favorecer la desnaturalizacion y floculacion de las proteinas hacia
la superficie. Estas se van recogiendo con un recipiente Ilamado requesonera y el

liquido resultante se recoge y se considera como suero de requeson.

El lactosuero “el burgo” es el suero resultante de la elaboracion de queso fresco burgo
en la citada planta piloto con cuajo natural, a partir de leche pasterizada (88°C/15 s).

Dicha elaboracién se llevé a cabo siguiendo los pardmetros y condiciones de

15



elaboracién del queso fresco “el burgo”, salvo la sustitucion del cuajo microbiano por

cuajo natural.

El lactosuero ovino es el suero resultante de la elaboracion de queso fresco de oveja en
la planta piloto. Dicha elaboracién se llevo a cabo por coagulacion con cuajo natural y a
una temperatura de 34°C, subiendo la temperatura a 38°C y agitando durante unos
minutos tras el corte de la cuajada.

Todos estos lactosueros se almacenaron durante la duracion del estudio o bien en
refrigeracion, afiadiendo azida sédica, para evitar una multiplicacion de los

microorganismos presentes, o bien en congelacion a -20°C.

4.2. Procedimientos para la obtencion del glicomacropéptido (GMP)

Los procedimientos que se han utilizado en este trabajo para la obtencién de GMP han

sido fundamentalmente dos.

El primer método se fundamenta en la precipitacion de las proteinas mediante
acidificacion y tratamiento térmico y esta basado en los trabajos de Martin-Diana et al.
(2001) y Abd EI-Salam et al. (2006). Para ello, se tomé un volumen de 500 mL de cada
uno de los lactosueros indicados anteriormente y se acidifico afiadiendo lentamente y
con agitacion una solucion de HCL 0,1 N hasta un pH de 3,5. A continuacion, se aplico
un tratamiento térmico de 90°C durante 1 h en bafio termostatico, con el objetivo de
desnaturalizar las proteinas presentes, dado que el GMP no se ve afectado debido a su
elevada termorresistencia. Una vez finalizado el tiempo de tratamiento, se dejo
atemperar durante unos minutos al bafio con agua fria, y se repartié en tubos de
centrifuga de 50 mL que se centrifugaron a 5000 x g durante 15 min a 4°C.
Posteriormente, se separ6 con mucho cuidado el precipitado de las proteinas formado,
del sobrenadante que contiene el GMP. A continuacion, se concentro el sobrenadante
por ultrafiltracién con una célula de ultrafiltracion con una membrana de 3,5 KDa en un
equipo de ultrafiltracion marca (Amicon, Beverly, EE.UU.) hasta tener una
concentracion 10 veces superior a la inicial. En algunos casos, el sobrenadante se

sometid a liofilizacion, para tener el GMP en solido.

El segundo método utilizado para el aislamiento de GMP se fundamenta en la
precipitacion de proteinas mediante 4acido tricloroacético (TCA). Para este

procedimiento existen dos opciones diferentes para llevarlo a cabo.
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Opcidn 1: esta basada en el estudio de (Chavez-Vela et al., 2012) y consistié en la
precipitacion de las proteinas del lactosuero con 0,5 volimenes de TCA al 24%, tras la
cual se hizo una centrifugacion a 5000 x g durante 20 min a 4°C y se separé con cuidado
el sobrenadante del precipitado. El sobrenadante obtenido se volvié a precipitar con
TCA, esta vez con 0,4 volimenes de TCA al 50% para conseguir asi la precipitacién del
GMP. Posteriormente, se centrifugd de nuevo con las mismas condiciones
anteriormente mencionadas y se separé con cuidado el precipitado del sobrenadante. El
precipitado se resuspendié con 1 mL de Tris-HCI 75 mM, pH 8 y se neutraliz6 con
NaOH 2 M.

Esquema del aislamiento de GMP mediante precipitacion con TCA segln la opcion 1:

. +0,4
+0,5 VOLUMENES VOLUMENES
0,
TCA 24% TCA 50%

LACTOSUERO CENTRIFUFACION PRECIPITADO CENTRIFUFACION
5000 x G 20 MIN 42C 5000 Xﬁczo MIN
SOLUCION NEUTRALIZACION
DE GMP con NaOH 2 M SOBRENADANTE

OPCION 2: estd basada en el estudio de (Li y Mine, 2004) y consistio en la

precipitacion de las muestras de lactosuero con TCA al 12% con el objetivo de

1 ml Tris HCI
0,1 M pH=8

desnaturalizar las proteinas. Seguidamente, se centrifugd a 5000 x g durante 10 min y se
separ0 el sobrenadante del precipitado; obteniendo asi una fraccion enriquecida en
GMP. Esta dltima fraccion se neutralizd con NaOH 2 M para obtener una solucion con

pH neutro.

17



Esquema de obtencién de GMP mediante la opcion 2 basada en la precipitacion con

TCA:
ADICION DE TCA
12%
CENTRIFUFACION 1ml Tris HCI
BRENADANTE
LACTOSUERO 5000 X G 20 MIN >0 0,1M pH=8

42C

SOLUCION NEUTRALIZACION
DE GMP CON NaOH 2 M

4.3 Determinacion de proteina por BCA

Este procedimiento se lleva a cabo utilizando un kit disefiado para la cuantificacion de
proteinas totales. Se basa en el uso del acido bicinconinico (BCA), el cual genera una
reaccion colorimétrica cuantificable a 562 nm. El kit esta formado por dos reactivos, el
reactivo A (carbonato y bicarbonato de sodio, tartrato de sodio y acido bicinconinico) y
el reactivo B (4% de sulfato cuprico) los cuales se mezclan en una proporcion 50:1 para
formar el reactivo WR (working reagent). Ademas, se preparan unos estandares de
albimina sérica bovina (BSA) en un rango de concentraciones de 5-250 ug/mL. Con los
estandares de BSA se realiza una curva patrén a partir de la cual sacaremos las

concentraciones de proteina de las muestras problema.

Se utiliza una placa de microensayo de 96 pocillos en la que se introducen los 20 ul de
los estandares y de las muestras (por duplicado) y 200 pl del reactivo WR en cada
pocillo. Después se lleva a incubar durante 30 minutos a una temperatura de 37°C,
tiempo tras el cual, se lee la absorbancia de la placa a una longitud de onda de 562 nm
en un lector de placas ELISA Multiskan MS (Labsystem, Helsinki, Finlandia). La
absorbancia se relaciona con los valores de concentracion correspondientes a los
estandares, representando asi la curva patrén y pudiendo calcular mediante la ecuacion

de la recta la cantidad de proteina que tenemos en la muestra.

Figura 4. Ejemplo de un ensayo de cuantificacion proteica por el método del BCA
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4.4 Analisis de las fracciones de GMP por electroforesis en SDS (SDS-
PAGE)

La electroforesis es una técnica utilizada principalmente para separar ADN, ARN, o
proteinas en base a su tamafio y carga eléctrica. Para ello, se utiliza una corriente
eléctrica que mueve las moléculas y las separa a través de un gel. Los poros del gel
actian como un tamiz, permitiendo que las moléculas més pequefias se muevan mas
rapido que las grandes. En este caso, la electroforesis por SDS consiste en la separacion
de las proteinas en un campo eléctrico, el cual va a provocar la movilidad de la proteina
en base a su tamafio, puesto que el SDS les confiere a todas las proteinas la misma
densidad de carga. De esta manera, se consigue que el movimiento de la proteina en el
soporte sélido (gel) por accion del campo eléctrico sea exclusivamente proporcional a

su peso molecular.

El procedimiento que se aplica se fundamenta en el protocolo descrito por Laemmli
(1970) vy se realiza en geles Mini-Protean 4-20% con 15 pocillos de la marca BIO-RAD
Laboratories (Hercules, EE.UU.).

Se comenzd preparando todas las muestras que se desean analizar en el gel de la
electroforesis, para lo cual se diluyen las muestras con agua miliQ a la concentracion de
GMP deseada. Seguidamente, se prepard el tampon mezclando el tampdn compuesto
por Tris-HCI 126 mM, pH 6,8, con 4% de SDS, 0,02% de azul de bromofenol, 20% de

glicerol y 10% de 2-mercaptoetanol.

Después, se mezclaron las muestras a analizar con dicho tampon en una proporcion 1:1,
afiadiendo 20 pL de cada uno a viales eppendorfs de 0,5 ml. Estos viales se llevaron a
bafio maria a 100°C durante 5 min. A continuacion, las muestras (en un volumen de 15
ul) y el patron de pesos moleculares (5 ul) (magic marker marca GE Healthcare
Buckinghamshire, Reino Unido) se cargaron en los pocillos del gel con puntas de pipeta
de lengua de gato y se aplico un voltaje de 180 V utilizando un equipo Mini Protein
Tetra Cell (BIO-RAD) y una fuente de electroforesis.

La electroforesis concluye cuando las muestras han recorrido todo el gel, que se
visualiza con el frente marcado con el azul de bromofenol que contiene el tampén.
Tras la electroforesis, se llevo a cabo la tincion del gel con dos métodos diferentes:

tincion PAS y tincion con Azul de Comassie R.
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4.5 Tincion PAS (Periodic Acid-Schiff)

Consiste en oxidar las bandas de proteina mediante el acido peryodico para incrementar
el numero de grupos carbonilos (aldehidos o cetonas) presentes en ellos.
Posteriormente, se trata la muestra con el reactivo de Schiff (PanReac, Barcelona,
Espafia) que reacciona con dos grupos aldehidicos contiguos dando lugar a una
coloracion rojo-plrpura caracteristica. De esta manera nos permite identificar las

glicoproteinas en la muestra.

En primer lugar, el gel se sumerge en un tampon de fijacion compuesto por &cido
acético, metanol y agua destilada en una proporcion 10:35:55 (v:v:v) respectivamente, y

se incuba a temperatura ambiente sin agitacion toda una noche.

Al dia siguiente, se preparan las siguientes soluciones: 200 mL de &cido acético al 5% y
a partir de esta se prepara una solucion de acido periédico disolviendo 0,35 g en 50 mL
de &cido acético al 5% y otra de meta-bisulfito sodico disolviendo 0,2 g en 100 mL de
acido acético al 5%. Seguidamente, se sustituyo la solucion de fijacion por la solucion
de acido periddico y se incub6 1 h con agitacion a temperatura ambiente; Despues, se
lavé el gel con agua miliQ y se afiadieron 50 ml de la solucion de meta-bisulfito sddico
hasta que cambio de color, al amarillo, se retird dicha solucion y se volvieron a afiadir
otros 50 mL de la misma solucion manteniendo la agitacion durante 10 min. A
continuacion, se le afiadio el reactivo de Schiff y se dejo en incubacion y agitacion a
temperatura ambiente durante 2 h. El reactivo de Schiff estd compuesto por 4 g de
pararosalinina, 800 mL de agua miliQ, 80 mL de HCI 0,1 M, 6,8 g disulfito sddico y 10

g de carbdn activo.

Finalmente, se elimin6 la solucion de Schiff y se afiadieron 50 mL de tampon de
fijacion durante 7 min, se eliminaron y se afiadieron otros 50 mL durante otros 7 min; la
misma operacion pero con solucion de decoloracion (acido acético y agua).

En este punto se llevé a escanear el gel y se continuo con la tincion Coomassie.

4.6 Tincion con Azul de Coomassie

Una vez escaneado el gel con los resultados del PAS, se tifio con una solucion azul de
Coomassie R formada por 300 mL de metanol, 80 mL de &cido acético, 20 mL de
glicerina y 650 mL de agua destilada durante 1 h en agitacion y a temperatura ambiente.
Finalmente, tras eliminar el colorante el gel se sumergi6 en una solucién de decolorante
compuesta por 250 mL de metanol, 80 mL de &cido acético, 20 mL de glicerina y 650
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mL de agua destilada, hasta que desaparecid el azul del gel y solo quedaron tefiidas las

bandas de péptidos y proteinas.

Al igual que en la tinciobn PAS, en este momento se llevo el gel al escaner y se
registraron los datos de la electroforesis.

4.7 Concentracion de las soluciones de GMP por liofilizacion

La liofilizacién se basa en sublimar el hielo de un producto congelado. EI agua del
producto pasa, por tanto, directamente de estado sélido a vapor sin pasar por el estado
liquido, para lo cual se debe trabajar por debajo del punto triple del agua, 0,01°C y 4,5

mmHg.

Por ello, se colocaron las soluciones de GMP aislado de los diferentes lactosueros en
recipientes de 100 mL, los cuales poseian una serie de agujeros en la tapa que permitian

que se realizara correctamente la sublimacion.
Se llevé a cabo en un liofilizador modelo DW8 marca Heto Holten (Dinamarca)
4.8 Deteccion del GMP por inmunocromatografia

Se utilizo este ensayo para determinar si hay presencia de GMP en la muestra mediante
el kit comercial STICK cGMP cedido amablemente por la empresa de biotecnologia
OPERON (Cuarte de Huerva, Zaragoza). El test de cGMP es un test rapido
inmunocromatografico para la deteccion cualitativa de GMP en leche. Este test es muy
sensible, capaz de detectar hasta una concentracion de 1% de GMP. Esta compuesto por
una solucién tampon en la que se diluye la muestra y por unas tiras de reaccion

cromatograficas (stick cGMP).

Este test se basa en que el cGMP que pudiera estar presente en la muestra reacciona con
las particulas coloidales coloreadas que estan recubiertas de anticuerpos monoclonales
especificos frente al GMP. Este complejo migra por un proceso cromatogréafico por la
zona de reaccion. En esta zona hay otros anticuerpos anti-GMP inmovilizados que
reaccionan con el complejo dando lugar a la formacion de una raya roja, la cual indica
que la muestra es positiva en GMP. Ademas, hay también unos anti-anticuerpos
monoclonales que sirven de control para asegurar que el test ha funcionado

correctamente dando lugar a una segunda banda por encima de la anterior.

Para la preparacion de las muestras de los aislados de GMP, estos se diluyeron con el

tampdn del kit hasta una dilucién 1/4000.
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4.9 Ensayo de actividad antimicrobiana del GMP frente a Cronobacter

sakazakii

Para este ensayo se siguieron una serie de pasos que se detallan a continuacion:

1-

Aislamiento de Cronobacter sakazakii: se parte de una cepa comercial la CECT 853,
de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafia). La cepa se encuentra
en unos crioviales almacenados a -70°C. Para proceder al aislamiento se cogié una
bolita con el asa de siembra y se inocul6 en un tubo con 10 mL de PBS (previamente
esterilizado y atemperado), que se llevé a incubacion a 37°C durante 24 h. Al dia
siguiente, una vez comprobada turbidez en el medio liquido debido al crecimiento de
la bacteria, se realiz6 una siembra por agotamiento (con un asa de siembra), con el

objetivo de obtener colonias aisladas de Cronobacter sakazakii.

Se cogi6 una de las colonias aisladas de Cronobacter sakazakii con un asa de
siembra, se inoculé en 10 mL del medio liquido TSB (caldo de soja y triptona). y se
llevé a incubar a 37°C durante 18-20 h. En ese tiempo, se consiguid tener una

suspension bacteriana de una concentracion de 108 ufc/mL.

Una vez pasado el tiempo de incubacidn, el tubo con la suspension bacteriana se
agitd en un vortex y se llevo a centrifugar a 5000 x g durante 10 min. Una vez
finalizada la centrifugacion se eliminod el liquido sobrenadante y se resuspendio el
precipitado con 10 ml de agua de peptona tamponada. A partir de esta suspension se
hicieron dos diluciones seriadas 1/100 afiadiendo 100 ul de la suspensidn bacteriana
en 10 ml de agua de peptona. Se obtuvo asi, una suspensién con una concentracion
final de 10* ufc/mL, que se utilizo en el ensayo antibacteriano que se describe a

continuacion.

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana frente a C. sakazakii, se prepararon
las muestras de GMP. Para ello se disolvieron 40 mg de GMP liofilizado, procedente
de los distintos lactosueros y procedimientos de aislamiento, en 2 ml de PBS, se
homogenizaron bien y se pasaron por un filtro de 0,22 pum para eliminar la carga
microbiana en un ambiente de esterilidad en campana de flujo laminar modelo PV-
30/70 marca Telstar (ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, EE.UU.) y con material
estéril. Seguidamente, se realizaron las diluciones de la solucion ajustando la
concentracion de GMP determinada por el método del BCA, a las concentraciones

seleccionadas para evaluar su actividad antibacteriana.
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5-

Finalmente, se sembraron en una placa de micro ensayo de 96 pocillos, 100 ul de la
suspension bacteriana y 100 pl de las distintas muestras con GMP, por pocillo,
ademas de dos controles. En uno de los controles se afiadié lactoferrina comercial de
Tatua Nutritionals (Nueva Zelanda), ya que se ha comprobado previamente en el
grupo de investigacion su accion antibacteriana frente a este microorganismo, y otro
control en el que se afiadieron 100 pl de agua de peptona y 100 ul de la suspensién
bacteriana. En la placa se sembraron las filas alternas, dejando asi una fila sin
sembrar entre cada muestra. Se sembraron dos series de muestras para poder hacer
posteriormente una siembra en placa, a las 4 h y a las 24 h de incubacién 37°C (en
ambos casos se realizé la siembra por duplicado).

Tras la incubacién de las muestras en la placa de microensayo, se procedio a realizar
una siembra en superficie en agar TCA (agar soja triptona). Se realizd por duplicado
y a distintas diluciones (10 y 10™), para asegurar un posterior recuento de manera
correcta pasadas las 4 h. Las muestras incubadas durante 24 h se sembraron a las
diluciones 10” y 10® para poder realizar el recuento correctamente. La placa se
dividio por la mitad y se afiadieron 50 ul de cada dilucion que se extendieron con el
asa de Digralsky. A las 24 h de incubacion a 37°C se realizo el recuento de las

colonias.

Figura 5. Colonias de Cronobacter sakazakii en Agar Triptona Soja.

S.

Resultados y discusion

5.1 Aislamiento y caracterizacion del GMP

El

aislamiento de GMP se llevé a cabo mediante dos técnicas como se ha descrito en la

seccion anterior, mediante un tratamiento térmico y mediante adicion de TCA,

partiendo de cinco lactosueros diferentes: lactosuero burguitos, lactosuero “el burgo”,

lactosuero requeson, lactosuero cuajo natural y lactosuero ovino. Para evaluar la

efectividad en el aislamiento por ambas técnicas se realizaron una serie de pruebas
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cuantitativas y cualitativas. En primer lugar, se realizaron electroforesis con SDS de
todas las muestras, tanto de las muestras aisladas mediante TCA como por tratamiento

térmico.

5.2 Electroforesis con SDS

Se llevaron a cabo electroforesis de los aislados, para comprobar la presencia de GMP.
Segun Mollé y Leonil, (2005) los monémeros que conforman el GMP, pueden tener
distinto peso molecular, entre 6500 Da cuando no estd nada glicosilado y 9500 Da
cuando esta altamente glicosilado. Y estos mondmeros pueden agruparse dando lugar a
polimeros superiores como dimeros, trimeros, etc., lo cual depende en gran medida del
pH.

Se realizé una tincion con azul de Coomasie en la que tratamos de identificar las bandas
correspondientes a los pesos moleculares anteriores y una tincion PAS con el objetivo

de ver si las fracciones aisladas del GMP estaban glicosiladas.

En la primera electroforesis, se realiz6 una tincion con azul de Coomasie con el objetivo
de observar si habia diferencias entre las muestras aisladas con los dos métodos de

precipitacion con TCA.
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Figura 6. Electroforesis con SDS en gel de 4-20% de poliacrilamida. Las muestras
ordenadas de izquierda a derecha son las siguientes: 1. Burguitos TCA 12%; 2. “el
burgo” TCA 12%; 3. Requeson TCA 12%; 4. Cuajo natural TCA 12%; 5. Ovino TCA
12%; 6. Patron de pesos moleculares; 7. Burguitos TCA 50%; 8. “el burgo” TCA 50%;
9. Requesdn TCA 50%; 10. Cuajo natural TCA 50%; 11. Ovino TCA 50%. Tincién con
azul de Coomasie.
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En las muestras de aislados por precipitacion con TCA al 50%, en la carrera 8
principalmente, se pueden observar los tres polimeros del GMP. En primer lugar
podemos observar un mondmero en torno a los 8 kDa, en segundo lugar podemos ver el
dimero en torno a 16 kDa y finalmente el trimero de 24 kDa. También se encuentra en
algunos casos una linea por debajo de 15 kDa que podria corresponderse a un dimero
formado por dos mondémeros de 7 kDa, ya que no siempre todos los mondmeros tienen
el mismo peso molecular, aunque normalmente oscila entre los 6-8 kDa. En las
muestras obtenidas por precipitacién con TCA al 12% también se puede observar en la
primera y segunda carrera dimeros de GMP.

70-> —~
55-> —
40->
35->
25->

15->

10>

Figura 7. Electroforesis con SDS en gel de 4-20% de poliacrilamida. Las muestras
ordenadas de izquierda a derecha son las siguientes 1. Patrén de pesos moleculares; 2.
Liofilizado Burguitos TT; 3.Liofilizado “el burgo” TT; 4.liofilizado requeson TT. Tincion con azul de
Coomasie.

En las tres muestras podemos observar dos bandas de mayor concentracion en 12-13k

Da y en 18-19 kDa. Estos podrian corresponderse con dimeros y trimeros del GMP.

Formados por monémeros de 6-7kDa.
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Figura 8: Electroforesis con SDS en gel de 4-20% de poliacrilamida. Las muestras
ordenadas de izquierda a derecha son las siguientes: 1. Patron de pesos moleculares;
2. Burguitos TCA; 3. “el burgo” TCA; 4. Requesdn TCA; 5. Cuajo Natural TCA; 6.
Patron de pesos moleculares; 7. Burguitos TT; 8. “el burgo” TT; 9. Requeson TT,;
10.Cuajo Natural TT; 11.Requeson TT filtrado; 12. Requeson TT filtrado; 13. Cuajo
Natural TT filtrado; 14. Cuajo natural TT filtrado. Tincion con azul de Coomasie.

En esta electroforesis se comparan los aislados de GMP por precipitacion con TCA al
12% y con tratamiento térmico. En las cuatro muestras correspondientes a los aislados
con precipitaciéon con TCA al 12% solo podemos ver bandas en las dos primeras
muestras. Las cuales se encuentra una banda visible en torno a 16 kDa que podria ser un
dimero de GMP. También se puede visualizar una banda mas fina de 13 kDa que podria

ser un dimero mas pequefio de GMP.

En las columnas que van de la 7 a la 10 ambas incluidas, correspondientes con las
muestras aisladas mediante tratamiento térmico, podemos observar dos bandas donde la
concentracion es claramente mayor. Estas bandas se encuentran al igual que en el caso
anterior en torno a 16 kDa y 13 kDa pudiendo ser ambas bandas dos dimeros de
diferente peso molecular del GMP. Ademas de estas dos bandas, en la columna 8

podemos ver lo una banda en 23-24 kDa que podria ser un trimero de GMP.
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Figura 9: Electroforesis con SDS en gel de 4-20% de poliacrilamida. Las muestras
ordenadas de izquierda a derecha son las siguientes: 1. Patron de pesos moleculares;
2. Burguitos TCA; 3. “el burgo” TCA; 4. Requesdn TCA; 5. Cuajo Natural TCA; 6.
Patron de pesos moleculares; 7. Burguitos TT; 8. “el burgo” TT; 9. Requeson TT; 10.
Cuajo Natural TT; 11. Requeson TT filtrado; 12. Requeson TT filtrado (1/10); 13.
Cuajo Natural TT filtrado; 14. Cuajo natural TT filtrado (1/10). Tincion PAS.

En la electroforesis de la Figura 9, se puede observar perfectamente los glicanos del
GMP en los aislados obtenidos por precipitacion con TCA al 12% provenientes de
lactosuero “el burgo” y lactosuero requeson (carreras 2 y 3). En segundo lugar, se
pueden observar tefiidos los glicanos en el aislado por tratamiento térmico proveniente
de lactosuero “cl burgo” (carrera 8). Y finalmente se pueden observar tefiidos los
glicanos en los aislados por tratamiento térmico provenientes de lactosuero de cuajo

natural previamente filtrado por un filtro de 0,22 um (carreras 13 y 14).

Ademas se pueden observar en el burguitos TCA (carrera 2), “cl burgo” TCA (carrera
3) y requesén TT filtrado (carrera 11) unas bandas mucho mas finas en torno a 15-16
kDa que podrian corresponder con dimeros glicosilados. En este ultimo habria también
un dimero de menor tamafio glicosilado que corresponderia con la banda entre 10-15
kDa.
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Fig. 1. SDS-PAGE patterns of: A) Molecular mass protein standards, B) whey protein
3 isolate (WPI; Arla Foods Ingredients), C) B-lg (Davisco Foods International), D) a-la
9: Acid whey supernatant (10 pg). (Arla Foods Ingredients), E) A CMP and F) B CMP.
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Figure 1. SDS-PAGE of sweet, commercial and acid whey and their
supernatants obtained by heating at 90 °C. In pockets can be observed
1: BIORAD Wide range standard; 2: Commercial whey (10 pg);
3: Commercial whey supernatant (lU ug); 4: Sweet whey (10 pg);
5: Sweet whey supernatant (10 pg) 6: Concentrated sweet whey;
7: Concentrated sweet whey supernatant (10 pg); 8: Acid whey (10 ug);

Figura 10y 11. La imagen de la izquierda (Figura 10) corresponde con un estudio de
(Rojas et al., 2013) y la imagen de la derecha (Figura 11) corresponde con un estudio
de (Farias et al., 2010).

Si comparamos nuestros resultados con los obtenidos por otros autores, como se
muestran en las Figuras 10 y 11, podemos ver como en la Figura 10, el GMP se
encuentra en forma de dimero en torno a 15-16 kDa, en forma de trimero en torno a 21-
22 kDa y en forma de pentamero de 40 kDa (en menor concentracion). Y en la figura
11, en las columnas E y F referentes a CMP, podemos observar una banda en torno a
14-15 kDa, que vendria a ser el dimero y otra en torno a 20-21 kDa, que se
corresponderia con el trimero. Estos resultados son bastante similares a los resultados
obtenidos en el andlisis por electroforesis de las fracciones aisladas en nuestro estudio,
con la diferencia de que los monémeros que conforman su polimero de GMP tienen un

peso molecular superior al nuestro.

5.3 Deteccion de GMP mediante kit inmunocromatografico

En segundo lugar, se hizo un analisis inmunocromatografico, mediante el kit comercial
STICK cGMP, para determinar la presencia de GMP en los aislados y de esta manera
asegurarnos de gue el aislamiento se estaba produciendo correctamente. Se aplicé el kit
en los aislados de GMP de todos los tipos de lactosuero y también sobre el sobrenadante

de dichos aislados, para comprobar si se estaba perdiendo GMP.

Los resultados fueron los siguientes:
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Tabla 4. Resultados del test inmunocromatografico en cada uno de los aislados tanto
por tratamiento térmico como por precipitacion con TCA.

Aislado TCA | Aislado TT | Sobrenadante TCA | Sobrenadante TT
Burguitos + +
“el burgo” + + + +
Requeson + +
Cuajo
+ +
Natural
Ovino - - - -

En vista de los resultados podemos concluir que el aislamiento de GMP de los
diferentes lactosueros se efectud correctamente. Aunque puede ser que se perdiera una
pequefia parte de GMP en el proceso, dado que algunos sobrenadantes dieron un
resultado positivo.

Por otro lado, se puede concluir que el kit no sirve cuando se trata de lactosuero ovino,
ya que no es capaz de detectar GMP ni en el aislado ni el sobrenadante del mismo,
probablemente a que no hay reaccion cruzada entre los anticuerpos frente a GMP

bovino y el GMP ovino.

5.4 Cuantificacion de proteina en los aislados de GMP por BCA
Para conocer la cantidad de GMP que se estaba aislando con cada procedimiento se
utilizo la prueba del BCA.

Se realizd este analisis con los dos tipos de aislados, tanto los obtenidos por
precipitacion con TCA, como los obtenidos por tratamiento térmico procedentes de
todos los tipos de lactosuero (salvo lactosuero “el burgo” y ovino). Con el objetivo de
determinar de forma cuantitativa la cantidad de proteina en los distintos aislados, y de
esta manera poder probar posteriormente la capacidad antimicrobiana del GMP a

diferentes concentraciones.

A través de las concentraciones de los estandares de albumina y su absorbancia,
sacamos una recta patron en la que interpolamos las absorbancias de las muestras de

aislado de GMP para conocer asi su concentracion proteica.
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CONCENTRACION

(mg/mL) ABS 1
2 2,125

1 1,191

05 0,668
0,25 0,393
0,125 0,228
0,06 0,150

ABS 2

2,103
1,254
0,683
0,396
0,238
0,149

MEDIA

2,114
1,223
0,676
0,395
0,233
0,150

A partir de los datos anteriores, obtenemos la recta patrén, donde interpolamos y

obtenemos de forma cuantitativa la cantidad de proteina de las muestras.

P y =1,0401x +0,1621
Recta patron R? = 0,9917

3 -
E
N 2 -
©
v
L1 A
o
=
(5]
'E 0 T T T T 1
2 o 0,5 1 1,5 2 2,5
< Concentracién (mg/mL)

Interpolando las distintas absorbancias de las muestras de aislado de GMP obtenemos

los siguientes resultados de concentracion proteica:

Tabla 5. Concentracion proteica segun tipo de aislamiento y lactosuero de procedencia.

Todas las muestras proceden de las fracciones de GMP liofilizadas, resuspendidas en

agua destilada en una concentracion de 1 mg/mL.

MUESTRA DE AISLADO DE GMP

BURGUITOS TT FILTRADO
BURGUITOS TCA FILTRADO
REQUESON TT

REQUESON TT FILTRADO
REQUESON TCA FILTRADO
CUAJO NATURAL TT

CUAJO NATURAL TT FILTRADO
CUAJO NATURAL TCA FILTRADO

CONCENTRACION (mg/mL)

5,45
0,16
6,54
7,45
0,67
1,25
1,08

0,7

En base a estos resultados podemos observar dos cuestiones, por un lado los liofilizados

de aislados de GMP por tratamiento térmico, tienen una mayor concentracion de

proteinas.
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5.5 Ensayo de actividad antimicrobiana frente a C. sakazakii

El ensayo de actividad antimicrobiana frente a C. sakazakii se realizd con aislados de
GMP de los distintos tipos de lactosueros de partida (salvo lactosuero “el burgo” y
ovino). Se incluyeron en los ensayos tanto los aislados por precipitacion con 12% de
TCA vy posterior liofilizacion, como los aislados por tratamiento térmico y posterior
liofilizacion. Posteriormente, mediante una siembra en superficie a partir de las
suspensiones bacterianas incubadas 4 y 24 h con las muestras de GMP, se evalud si la
adicion de GMP habia influido en el crecimiento de Cronobacter sakazakii, en

comparacion con el control.

En la mayoria de ensayos no se pudo hacer un recuento a las 24 h debido a que el
namero de colonias de C. sakazakii era tan elevado en la placa que imposibilitaba el

recuento.

Tabla 6. Tabla combinada de los resultados de los ensayos antibacterianos frente a C.
sakazakii. En ellas se puede ver el efecto que tiene la adicion de distintas
concentraciones de GMP sobre C. sakazakii (u.f.c/ ml). Se incluyd un control negativo
solo con la bacteria. Ademés, se incluyé como control positivo de actividad
antibacteriana lactoferrina bovina (LF), en una concentracion de 10 mg/ml.

BURGUITOS TT4 H BURGUITOS TCA 4 H BURGUITOS TT4 H
Control 5,29E+07 Control 2,95E+07 Control 7,30E+06
0,7 1,07E+08 0,006 2,60E+07 0,06  1,05E+07
135 1046408 0,0125 4,57E+07 0,125 1,27E+07
0,025 6,34E+07
= 1,33E+08 0,05 8,80E+06
LF 0 LF 0
REQUESON TCA4 H CUAJO NATURALTCA4H CUAJO NATURALTT 4 H
Control  2,30E+06 Control 6,73E+06 e  107E+07
0,06 1,51E+07
0,075 3,92E+06 0,06 7,69E+06 0,125 2 56E+07
0,152 7,62E+06 0,125 6,81E+06 0,25 2,27E+07
0,35 4,48E+06 0,25 7,93E+06
CUAJO NATURALTT 24 H REQUESON TT 4 H REQUESON TT 24 H
Control 3,28E+07 Control 4,75E+06 Control 3,66E+07
0,06 7,60E+07 0,06 8,38E+06 0,06 3,75E+07
0,125 7,51E+07 0,125 3,33E+06 0,125 6,54E+07
0,25 5,24E+07 0,25 9,22E+06 0,25 6,00E+07
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En los resultados de las tablas anteriores no se observa ningln efecto antimicrobiano,
que reduzca la multiplicacion de C. sakazakii en comparacién con el control. Mas bien
parece, en algunos casos, que podria haber favorecido el crecimiento bacteriano. Hay
estudios que indican que puode favorecer el crecimiento de microorganismos del género
Bifidobacterium, por lo que podria ocurrir algo parecido con C. sakazakii (Metwally et
al., 2001).

A excepcion del ensayo antibacteriano en el que se utilizo el aislado de GMP a partir del
lactosuero burguitos precipitado con TCA. En este ensayo se puede observar una
pequefia  disminucion del crecimiento de C. sakazakii cuando se adiciona una
concentracion de 0,006 mg/mL y una disminucion mayor cuando se aplica una

concentracion de 0,05 mg/mL (Figura 12).

Estos experimentos son obviamente preliminares y haria falta evaluar algunos aspectos
que pueden condicionar la actividad antibacteriana, como la presencia de glicanos y la
polimerizacion del GMP. Son varios los autores como Salam et al. (2006), Moreno y
Lopez-Fandifio. (2009) que creen que la estructura del GMP esta relacionada con su
actividad funcional, especialmente en lo que respecta al grado de glicosilacion del

mismo Y el tipo de oligosacaridos que lo componen.

Ademas otros estudios como el de Sun Yun et al. (2014) muestran como
concentraciones por debajo de 0,5 mg/ml de GMP, tienen mayor actividad

antibacteriana que cuando la concentracion de GMP es mayor de 1 mg/ml.

BURGUITOS TCA

8,00E+07

gn II
- o v o e o

control 0,006 0,0125 0,025 0,05 LF

6,00E+07

4,00E+07

u.f.c/ml

2,00E+07

0,00E+00

Concentracion (mg/ml)

Figura 12. Grafica que relaciona el crecimiento de C. sakazakii segun la concentracion
de aislado por 12% TCA de GMP procedente de lactosuero burguitos.
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6. Conclusiones

1.

Es posible obtener glicomacropéptido (GMP) de diferentes lactosueros de origen
industrial mediante precipitacién térmica y precipitacion con acido tricloroacético
(TCA). Ambas técnicas han demostrado ser validas para obtener GMP, tal y como
se ha demostrado en los andlisis por electroforesis y test inmunocromatografico.

No se detectan grandes diferencias entre ambos métodos de aislamiento, sin
embargo se podria decir que es mas rapido y mas sencillo el procedimiento de
obtencion por tratamiento térmico que el de precipitacion con TCA. Ademas la
concentracion proteica de la fraccion de GMP aislada por tratamiento térmico es
mayor que la obtenida por TCA.

La electroforesis y el test inmunocromatografico han resultado ser dos métodos
eficaces y complementarios para realizar el seguimiento del aislamiento de GMP.
Ademas, la tincién por PAS de los geles de electroforesis aporta una valiosa
informacion sobre la glicosilacion del GMP aislado.

No se ha podido demostrar la actividad antibacteriana de los diferentes GMPs
aislados frente a C. sakazakii, aunque si que a una concentracion muy baja de una
de las fracciones de GMP precipitada con TCA se obtuvo una reduccion en la
multiplicacion de C. sakazakii Por lo que se necesitarian mas ensayos
antibacterianos con concentraciones mas bajas para determinar si hay algun tipo de
accion antibacteriana del GMP sobre C. sakazakii 0 sobre otros microorganismos, y
si esta actividad puede estar condicionada por la polimerizacion y glicosilacion del
GMP.

7. Valoracion Personal

En el presente proyecto he aprendido de manera intensiva acerca de la leche y sus

derivados, especialmente de los muchos componentes de gran interés que forman parte

de ella mas alla de su gran valor nutricional.

Ademas he podido poner en practica muchos de los conocimientos aprendidos a lo largo

de la carrera. Desde el uso de equipos relacionados con analisis quimico de alimentos

como la electroforesis o tests inmunocromatograficos hasta la puesta en préactica de los

conocimientos sobre microbiologia al tener que hacer ensayos antibacterianos.
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Me parece importante destacar también el cambio de vision sobre la investigacion que
he experimentado a lo largo del estudio. Ya que no siempre las primeras hipdtesis son
correctas, lo que se quiere buscar sale a la primera, pero para mi esa es una de las partes

interesantes de la investigacion.

Por Gltimo y no menos importante me ha ensefiado lo importante que es trabajar en

equipo y que haya un buen ambiente de trabajo.
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