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Resumen

En las Ultimas dos décadas se ha intensificado la investigacién en el campo de los
componentes bioactivos que se encuentran en los alimentos, uno de estos componentes son
los péptidos bioactivos. Estos péptidos bioactivos se encuentran encriptados en la estructura
de las proteinas alimentarias y una de las fuentes principales son las proteinas de la leche.
Se sabe que la leche es un alimento con una alta densidad nutricional y ademas es una
fuente importante de compuestos con actividades biolégicas (carbohidratos, lipidos y
proteinas) que van mas alla del aspecto nutricional. En varios estudios se ha demostrado la
capacidad de varias cepas de bacterias lacticas (BAL) de liberar secuencias peptidicas
bioactivas a partir de su proteina precursora durante el proceso de fermentacion. El objetivo
de este trabajo fue determinar si el sistema proteolitico de Lactococcus lactis presenta la
capacidad de generar secuencias potencialmente bioactivas a partir de las proteinas de la
leche.

En este estudio se determind la cantidad de grupos amino libres para medir el grado
de hidrdlisis de las proteinas de la leche, la cantidad de grupos amino libres fue medida por
el método del &cido trinitrobencensulfénico (TNBS). Se probaron tres diferentes
concentraciones de sélidos de leche para determinar en cual de estos medios se puede
producir una mayor cantidad de péptidos. Se observé que las tres concentraciones de
sélidos probadas presentaron tendencias similares, aumentando desde el tiempo O hasta
llegar a su maximo entre las 28 y 32 horas. De acuerdo a los experimentos realizados se
observé que la concentracion de sélidos tuvo un efecto en la concentracion de grupos amino
libres obteniéndose una mayor concentracion en las fermentaciones realizadas con el 20%
de solidos.

Durante el tiempo de almacenamiento se observdo una disminucion en la
concentracion de grupos amino libres y aunque posteriormente se observé un incremento en
ningun caso se alcanzan los niveles de acumulacion obtenidos durante las fermentaciones.

La cantidad de péptidos fue determinada por electroforesis en gel de poliacrilamida
modificada con una T=20% y una C=6%). El analisis de las imagenes de los geles de
electroforesis se efectu6 mediante el analizador de imagenes Gel-Doc. Se encontré que los
geles realizados con las muestras de las fermentaciones de 20% de sélidos presentaron una

menor cantidad de péptidos menores a 14 kDa que los de las fermentaciones con 10y 15 %
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de sdlidos. El peso molecular de los péptidos generados durante las fermentaciones oscilo
entre 13. 7 a 0.37 kDa. El peso molecular de algunos de estos péptidos coincidié con el peso
molecular de péptidos reportados como bioactivos, encontrandose que la mayoria de los
péptidos encontrados en las fermentaciones coinciden con péptidos antihipertensivos,
acarreadores de minerales e inmunomoduladores.

Se encontr6 que el PM de algunos de los péptidos generados en las fermentaciones
coincidié con el peso molecular de péptidos encontrados en yogures comerciales (Lala,
Alpura, Danone, Yoplait, Nestlé) los cuales son fermentados con Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus y en la leche fermentada LC1 las cual es
fermentada con Lactobacillus johnsonii y Streptococcus termophilus. Esta coincidencia nos
indica cierta similitud en la especificidad entre los diferentes sistemas proteoliticos de estas
bacterias lacticas.
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1. Introduccidn

Debido a que hoy en dia, el consumidor pone mucha atencién en la relacién que
existe entre buena alimentacién y salud, los productores, los investigadores y los
profesionales en el area de alimentos han centrado su interés en los “nutraceuticos y los
alimentos funcionales”, los cuales contienen algin o algunos componentes bioactivos (Leroy
& Vuyst, 2004).

Se sabe que la fraccion protéica de la leche contiene muchos componentes valiosos y
sustancias que tienen alguna actividad biolégica (Meisel, 1998). Dentro de los mas
relevantes estan los péptidos bioactivos. Segun Korhonen y Pihlanto (2003 b y c) las
proteinas de la leche son la fuente mas importante de este tipo de péptidos. Los péptidos
generados por la hidrélisis de las proteinas de la leche tienen diversos efectos en el
organismo (en los sistemas nervioso, inmunol6gico, cardiovascular y endécrino)
dependiendo de la secuencia de aminoacidos que lo conformen.

Durante la dltima década se ha demostrado que algunas bacterias lacticas
(Lactobacillus helveticus, Lactobacillus GG y Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus)
(Hartmann & Meisel, 2007; Korhonen & Pihlanto, 2003; Smacchi & Gobbetti, 2002) tienen la
capacidad de generar péptidos durante la fermentacion de la leche, ya que poseen un
sistema que les permite degradar las proteinas de la leche (principalmente las caseinas) a
aminodcidos y péptidos (Juillard et al., 1998).

En este trabajo se pretende generar péptidos potencialmente bioactivos a partir de la
actividad del sistema proteolitico de Lactococcus lactis cuando es crecido en leche.

Se probaron diferentes medios para la generacion de péptidos en las cuales vari6 la
concentracion de solidos de leche (10, 15 y 20%) para determinar en cual de estos medios
se producia una mayor concentracion fragmentos peptidicos potencialmente bioactivos. La
cantidad de péptidos durante las fermentaciones se cuantifico como el aumento en la
concentracion de grupos amino libres en cada uno de los puntos analizados. La
concentracion de grupos amino libres se determind por el método del &cido
trinitrobencensulfénico (TNBS). También se midié la concentracién de grupos amino libres
durante el almacenamiento a 4°C durante 15 dias.

Se estimaron los pesos moleculares y la concentracion de los péptidos menores a
14.4 kDa mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Posteriormente se realizé una
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comparacion de los pesos moleculares de los péptidos generados con los pesos moleculares
de los péptidos reportados como bioactivos.
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2. Antecedentes

2.1. Composicion de la leche

La leche ha sido reconocida como parte fundamental de la dieta humana desde
tiempos inmemoriales. Se sabe que la leche es una secrecidon polifasica producida por la
glandula mamaria, que contiene aproximadamente 5% de lactosa, 3.2 de proteinas, 4% de
lipidos y 0.7% de sales minerales. El valor nutricional de la leche y de los productos lacteos
se debe en gran parte a estos componentes. Ademas de estos compuestos la leche presenta
en su composicién sustancias que brindan proteccion inmunoldgica y otras que presentan
alguna actividad fisioldgica en bs neonatos y en los adultos (Sindayikengera & Wenshui,
2005).

La leche se encuentra en un estado en equilibrio en el cual se pueden diferenciar tres
fases principales: emulsion (la cual consiste en la capa de glébulos grasos que forma la
crema), suspensién (caseinas y sales minerales que forman el cuajo) y solucién (suero con
proteinas y sustancias solubles). En la leche también se distingue un estado micelar, el cual
consiste en la agregacion de aproximadamente el 80% de las proteinas totales con hasta un
8% de minerales (principalmente fosfato de calcio). Las micelas de la leche contienen
cantidades significativas, a nivel fisiolégico, de calcio y fosforo, lo que constituye
aproximadamente un 27% del calcio total de la leche (Cheftel et al., 1989). El contenido de
calcio presente en la micela determina el diametro de ésta, el cual oscila de 0.02 a 0.6 pm.
La funcion de la micela es prevenir la calcificacién de la glandula mamaria (Silva & Malcata,

2005).

2.1.1. La leche como alimento funcional

Desde hace cientos de afios la leche era usada para prevenir infecciones, por esta
razon en un texto antiguo de origen islamico, se le reconocia su valor mediante la cita: “Bebe
leche porque quita rapidamente el calor del corazon, fortalece la espalda, incrementa al
cerebro, aumenta la inteligencia”. Aunque estas palabras no estan fundamentadas por los
estandares cientificos de nuestros dias, demuestran que alin en esos tiempos el consumo de
la leche traia grandes beneficios en la salud a quien la consumia. Ya en el siglo XX, gracias
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al desarrollo de la nutricion, se estudiaron y reconocieron el valor y la cantidad de nutrientes
gue se encontraban en la leche. Desde ese momento y principalmente en los ultimos 30
afos se ha investigado y demostrado que la leche y los productos lacteos pueden ayudar a
prevenir o reducir cierto tipo de desoérdenes crénicos como la osteoporosis, hipertension,
obesidad y sobrepeso, cancer de colon entre otros. Se sabe que la prevencion de estos
desdrdenes se debe en gran parte a que la leche y los productos lacteos contienen entre
otras cosas componentes que presentan algin tipo de actividad en el organismo
(bioactividad).
Tabla 1 Componentes bioactivos de laleche de vaca

Componentes bioactivos
Proteinas del suero
Péptidos derivados de la caseina
Péptidos derivados del suero
Calcio biodisponible
Oligosacéridos
Acido linoleico conjugado (CLA)
Enzimas

Como se observa en la tabla 1, la leche es un sistema integral de compuestos
bioactivos, entre los que destacan las proteinas y péptidos derivados de ellas, los lipidos y
carbohidratos, los cuales pueden actuar de forma sinérgica o de manera independiente y que
proveen de beneficios mas alla de su contenido nutricional (Meisel, 1997).

Aungue las diferentes fracciones de la caseina @s;-, as;-, 3-, ?), pueden llegar a
representar alrededor del 80% de las proteinas totales, no tienen establecido ningan papel
fisiologico, se ha demostrado que los péptidos derivados de éstas presentan algunas
propiedades biol6gicas en el organismo. Estos péptidos con actividad bioldgica se
encuentran encriptados en estado inactivo dentro de las secuencias polipeptidicas de estas
proteinas (Shah, 2000).

Las proteinas del suero de la leche constituyen el 20% del total de las proteinas de la
leche y algunas de éstas poseen propiedades fisioldgicas, como las proteinas ligadoras de
metales, las inmunoglobulinas, los factores de crecimiento y hormonas. En estudios
realizados con animales de laboratorio (ratas y ratones) se ha demostrado que algunas
proteinas del suero tienen propiedades inmunoestimulatorias y anticancerigenas en animales
de laboratorio (MclIntosh et al., 1995; Wong & Watson, 1995).
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Se ha reportado que la lactosa promueve la absorcién del calcio, ademas de que es
un precursor de la lactolusa y otros galacto-oligosacaridos, los cuales promueven el
crecimiento de las bacterias probiéticas. Algunos oligosacaridos presentes en la leche
inhiben el crecimiento de Campylobacter jejuni, Streptococcus pneumoniae y E. coli
enteropatdégeno (Shah, 2000).

Se piensa que el calcio juega un papel en la regulacion de la presion sanguinea, ya
gue existe una evidencia epidemioldgica de la asociacién de ésta con el consumo de
cantidades elevadas de calcio proveniente principalmente de productos lacteos. El posible
papel protectivo del calcio en la prevencién del cancer de colon esta siendo investigado, en
estos estudios se ha propuesto la capacidad que tiene este mineral de ligar las sales biliares,
las cuales son las promotoras principales de este tipo de cancer, y asi lograr prevenir su
efecto téxico (Sindayikengera & Wenshui, 2005).

En lo que corresponde a los componentes grasos con actividad biologica podemos
destacar el papel del &cido linoleico conjugado (CLA), la esfingomielina, el &cido butirico y el
miristico, los cuales actdan como protectores contra ciertas enfermedades crénicas (algunos
tipos de cancer y arteriosclerosis) (Sindayikengera & Wenshui, 2005; Shah, 2000; Pariza,
1997).

2.1.2. Proteinas de la leche

La leche se considera un buen alimento en gran parte debido a la alta calidad de sus
proteinas, las cuales tienen propiedades nutricionales, biolégicas y funcionales que las
hacen Unicas. El contenido proteico medio es de 30-35 g/L, lo cual equivale al 95% del
nitrégeno que se haya disponible en la leche. En este fluido biolégico pueden distinguirse
dos grupos principales de proteinas: las caseinas, las cuales son proteinas fosforadas e
insolubles a un valor de pH de 4.6 y las proteinas del suero las cuales se encuentran
solubles a este valor de pH (Sindayikengera & Wenshui, 2005). Ademas de las caseinas y de
las proteinas del suero, existen otros dos grupos de proteinas o material ligado a proteina,
como es el caso de la proteosa peptona y del nitrégeno no proteico (NNP). La proteosa
peptona se precipita al agregarse acido tricloro acético (TCA) al 12%, mientras que el NNP

es soluble en esta solucion (Fox & McSweeney, 1998).
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Las sustancias nitrogenadas no proteinicas (NNP) constituyen una pequefia parte
gue comprende un gran nimero de sustancias con un peso molecular inferior a los de las
proteinas (500 Da). Son sustancias dializables, y permanecen en solucién en las condiciones
en que se produce la precipitacion de las proteinas; su estructura quimica es muy variada.
Junto con los aminoacidos libres se encuentran: urea, creatina, nucleétidos, etc (Alais, 1991).

En la tabla 2 se enlistan las principales proteinas que se encuentran en la leche de

vaca asi como la concentracién y sus funciones sugeridas o establecidas.

Tabla 2 Concentracion y funciones biolégicas de las proteinas principales de la

leche de vaca (Sindayikengera & Wenshui, 2005)

Proteina Concentracion (g/L) Funciones biol6gicas sugeridas
Caseinas (a-,3-,?-) 28 Precursoras de péptidos bioactivos
?-Lactoglobulina 33 Acarreador de retinol, liga acidos

grasos, precursor de péptidos

bioactivos
?-Lactoalbdmina 1.2 Sintesis de lactosa, acarreador de
ca®, precursor de péptidos
bioactivos
Inmunoglobulinas 0.5-0.1 Proteccion inmunoespecifica
IgGT 0.6
IgG2 0.06 Sistemas de anticuerpos
IgM 0.09
IgA 0.08
Glicomacropéptido 1.2 Agente antimicrobiano,
antitrombatico y regulador de la
funcién gastrica
Lactoferrina 0.1 Accién antimicrobiana,
transportador de Hierro y precursor
de péptidos bioactivos
Lactoperoxidasa 0.03 Antimicrobiana con efecto sinérgico
conlas IG’s y la Lactoferrina
Lisozima 0.0004 Accion antimicrobiana
Seroalbimina 0.3 Precursor de péeptidos bioactivos,
liga acidos grasos

Proteosa peptona 1.2 Acarreador potencial de minerales

2.1.2.1. Caseinas

Las caseinas representan aproximadamente el 80% del total de las proteinas de la
leche de vaca y se encuentran basicamente en forma de complejos macromoleculares, estos
complejos contienen minerales (principalmente fosfato de calcio) cuya concentracién llega a
representar hasta el 8% de su composicion. A estos complejos se les conoce como micelas.
Existen cuatro fracciones principales la ay(38%), la as,(10%), la B (36%) y la ?-caseinas
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(13%). El peso molecular de cada una de las fracciones antes mencionadas va desde 20 a
25 kDa. Presentan una baja solubilidad a un pH de 4.6.

Las caseinas comparten una estructura similar, son proteinas conjugadas, la mayoria
con grupos fosfatos, los cuales se encuentran esterificados a sus residuos de serina, estos
grupos fosfatos son importantes para la formacion de la micela de caseina. La unién del
calcio a cada una de las caseinas individuales es proporcional al contenido de fosfato. Las
fosforilaciones son madificaciones post-traduc cionales y solo se lleva a cabo la fosforilacion
en algunas serinas especfficas, las cuales se encuentran definidas por una secuencia de
reconocimiento (S-X-A, en el cual la X es un aminoacido cualquiera y A aminoacido cuyo
grupo R sea de naturaleza acida).

La conformacién de las caseinas se parece mucho a las proteinas globulares
desnaturalizadas.Tiene un gran namero de residuos de prolina lo cual causa un torcimiento
en la estructura y esto inhibe la formacion de estructuras secundarias altamente ordenadas.
Las caseinas tampoco contienen enlaces disulfuro, por lo que son muy estables a altas
temperaturas y sus residuos hidrofébicos presentan una considerable exposicion (Cheftel et
al., 1989).

2.1.2.1.1. as1-Caseina (as1-CN)

Es la caseina que se encuentra en mayor proporcion, se conocen cinco variantes
genéticas: A, B, C, Dy E. Su secuencia estd compuesta por 199 aminoacidos, de los cuales
19 son prolinas. Tiene un peso molecular de 23,000 Da, consiste en 199 residuos de los
cuales 19 son de prolina. Consta de dos regiones hidrofobas, que contienen todos los
residuos de prolina; que estan separados por una regién polar, la cual contiene uno de los
ocho grupos fosfatos. Posee estructuras poco ordenadas, ya que no presenta una gran
cantidad de a-hélices, presenta estructura secundaria abierta, lo que permite el libre acceso

a las proteasas. Esta fraccion puede ser precipitada con bajas concentraciones de calcio.

2.1.2.1.2. as;-Caseina (as2-CN)

Se conocen cuatro variantes genéticas: A, B, C y D que tienen la misma estructura
primaria, sélo se diferencian en el grado de fosforilacion. Tiene un peso molecular de 25,000
Da, consiste de 207 residuos de los cuales 10 son residuos de prolina. Es la mas hidréfilica
de todas las caseinas debido a que contiene mas grupos fosfoseril (10 a 13) y ademas tiene
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una gran cantidad de residuos cationicos. Los grupos fosfoseril estdn agrupados en tres
dominios (residuos: 816, 56-61, 129-133) mientras que la parte hidr6foba se limita a las
porciones 160-207 correspondiente al C-terminal y a la secuencia 90-120. Esta estructura
sugiere que las interacciones electrostaticas son muy importantes y dependen del valor de
pH (Cheftel et al., 1989).

2.1.2.1.3. R-Caseina (B-CN)

Posee siete variantes genéticas: Al, A2, A3, B, C, Dy E. Tiene un peso molecular de
24,000 Da y consta de 209 residuos, de los cuales, 35 residuos son prolinas. Es la mas
hidréfoba de las caseinas; las partes fuertemente cargadas estan separadas por un
segmento muy largo hidréfobo; asi la parte N-terminal (residuos de 1-21) que contiene cuatro
de los 5 &tomos de fésforo tiene una carga neta de -12 a un pH de 6.6, mientras que la parte
hidr6foba no tiene carga a ese mismo valor de pH, La molécula presenta un caracter
anfipolar muy marcado ya que tiene una parte muy polar (1/3 de la molécula) y una parte
correspondiente al Gterminal muy hidréfoba, (2/3 de la molécula). El alto contenido en
prolina confiere a la molécula una estructura poco ordenada.

2.1.2.1.4.?-Caseina (?-CN)

Esta fraccién es esencial para estabilizar las micelas de la leche y sélo se conocen
dos variantes genéticas: A y B. Es una glicoproteina que presenta un peso molecular de
19,000 Da, consta de 169 residuos de los cuales 20 corresponden a prolinas, en su
estructura primaria presenta residuos de Cys, aminoacido no presente en las otras fracciones
de la caseina. Se divide en dos dominios claramente diferenciados, el segmento N-terminal
hidrofobico y con la carga neta positiva y el extremo C- terminal, de alto caracter hidrofilico.
Es muy resistente a la precipitacion del calcio. Estabiliza a las otras caseinas, al darse el
rompimiento con quimosina en los enlaces Pheys y Metys se elimina su capacidad
estabilizadora dando como resultado dos porciones: una hidrofébica (para-?- caseina) y otra
hidrofilica llamada caseinomacropéptido (Cheftel et al., 1989).
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2.1.2.2. Proteinas del suero lacteo
2.1.2.2.1. Generalidades

El suero representa una rica y variada mezcla de proteinas que poseen un amplio
rango de propiedades fisicoquimicas y funcionales. Concretamente las proteinas del suero
suponen alrededor del 20% de las proteinas totales de la leche de vaca. Las proteinas
principales del suero en la leche de vaca son: la R-Lactoglobulina (50%), la a-Lactoalbimina
(20%), la Seroalbumina (10%) y las Inmunoglobulinas (10%). Son proteinas globulares
tipicas, que no se encuentran fosforiladas pero algunas son glicosiladas, son insensibles al
Ca”™ y en contraste con las caseinas la mayoria de éstas poseen estructura terciaria y
cuaternaria. Contienen una menor cantidad de acido glutamico y prolina que las caseinas,
pero son ricas en aminoacidos azufrados (Cys, Met) y ramificados (Leu, Val, le) (Walzem et
al., 2002; Fox, 2001; Cheftel et al., 1989). Las proteinas del suero al ser digeridas
permanecen solubles al pH acido del estbmago (lo cual contrasta con las caseinas las cuales
forman coagulos), esto provoca que su paso por el estbmago sea muy rapido y que lleguen
al intestino practicamente intactas permitiendo que su absorcion sea a través de un sector
mas largo del intestino. Su largo paso por el intestino facilita una gran variedad de funciones,
por ejemplo, interacciones con la flora intestinal o con los minerales presentes en el bolo

alimenticio lo cual aumenta su absorcién (Jiménez & Garcia, 2006).

2.1.2.2.2. Bioactividad de las proteinas del suero

Las proteinas del suero no sélo juegan un papel importante en la nutricién al ser una
fuente balanceada de aminoacidos, sino que ademas, en muchos casos, pueden ejercer
determinados efectos biolédgicos y fisioldgicos, in vivo esto ha quedado demostrado en una
gran cantidad de investigaciones realizadas desde la década de los noventa. Entre estas
proteinas bioactivas del suero de leche se pueden mencionar a b alactoalbimina, la B-
lactoglobulina, la lactoferrina, la lactoperoxidasa, las inmunoglobulinas, el glicomacropéptido
y una gran variedad de factores de crecimiento, las cuales estan implicadas en un gran
namero de efectos fisioldgicos que han sido dservados en animales y humanos. Pero lo
mas relevante es que estas mismas proteinas parcialmente hidrolizadas pueden producir
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numerosos péptidos que poseen actividades biologicas (Jiménez & Garcia, 2006; Walzem et
al., 2002; Fox & McSweeney, 1998).

Se ha demostrado que algunas proteinas del suero como la lactoferrina (Lf) y la 3-
lactoglobulina (B-LA) presentan actividades antimicrobianas y antivirales capaces de inhibir
patégenos a nivel gastrointestinal, de promover la respuesta inmune del organismo, o bien
de regular el desarrollo celular (Meisel, 1997).

Wong y Watson en 1995 reportaron que las proteinas del suero parecian incrementar
la respuesta inmune, tanto la humoral como la celular. Esta posible accién parece estar
relacionada con el aumento de la concentracion de glutation mediada por las proteinas del
suero, esto se debe a que estas proteinas tienen una gran cantidad de sustratos necesarios
para la sintesis del glutation (aminoacidos azufrados). La presencia de altas cantidades de
glutation en los tejidos tumorosos detiene el desarrollo del tumor, posiblemente por la
disminucion de los radicales libres y por la reduccion del dafio en el DNA inducido por la
oxidacion. Ademéas de que se sabe que el glutation es necesario para la actividad y
proliferacion linfocitaria, particularmente de las células T (Korhonen & Pihlanto, 2003 c).

En el suero también existen factores estimuladores de crecimiento dentro de los
cuales podemos incluir a la lactoferrina, al factor de crecimiento de epidermis (EGF), al factor
de crecimiento transformado (TGF) y al factor de crecimiento tipo insulina (IGF). Las
propiedades de estimulacién de crecimiento de estas proteinas han sido muy estudiadas y
se han propuesto diferentes mecanismos mediante el cual llevan a cabo esta accion: 1)
Ayudan a mejorar la absorcién de nutrientes esenciales, como el calcio y otros minerales; 2)
transporte controlado de aminoacidos esenciales a tejidos particulares; 3) estimulacion
directa del crecimiento celulares; y 4) inhibiciobn de citoquinasas que promueven la
destruccion de tejidos e indirectamente disminuyen el crecimiento (Shah, 2000).

2.1.2.2.3. - Lactoglobulina (3-LG)

Es la proteina que se encuentra en una mayor proporcion en el suero de la leche
(representa alrededor del 60% del total de las proteinas del suero de leche de vaca). Se han
realizado un gran nimero de estudios sobre las propiedades fisicogquimicas de la 3- LG. Se
conocen siete variantes genéticas: A, B, C, D, E, Fy G (Fox, 1992). Se trata de una proteina
globular compacta de estructura desordenada con distribucién uniforme de residuos no
polares, polares e ionizados. Su secuencia consiste en una cadena de 162 aminodacidos con
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un peso molecular aproximado de 18 kDa, esta proteina es rica en aminoacidos azufrados ya
gue contiene dos moles de cistina (Cysegs.160 Y CYS106110) Y Una de cisteina (Cysi,1) por cada
mondémero de 18 kDa. La cisteina juega un papel muy importante ya que los puentes
disulfuro que se forman por el efecto del calentamiento con la > CN, dan estabilidad a las
micelas de caseinas durante el calentamiento e interfieren con el proceso de coagulacion
enzimatica. (Fox & McSweeney, 1998).

La estructura secundaria de esta proteina incluye una estructura en forma de a- hélice
en un 15%, la cual se estabiliza por la formacién de enlaces hidrofébicos entre los residuos
no polares y las Lys. También presenta una estructura de lamina § en un 50 % y una forma
desordenada en un 15 -20% (Creamer et al., 1983).

En cuanto a su estructura cuaternarias se ha encontrado que la R- LG se encuentra
en forma de dimero (uniébn no covalente de dos monémeros) a un valor de pH entre 5y 7
(Pérez & Calvo, 1995). Si el valor de pH es inferior a 3.5 0 superior a 7.5 se lleva a cabo la
disociacion de los mondémeros, debido a repulsiones electrostaticas entre sus unidades,
mientras que a valores de pH entre 3.5y 5.2 |la 3- LG se encuentra en forma de tetrdmeros y
octameros (Wong et al., 1996).

La ausencia de fosfato asi como el bajo contenido de prolina y la presencia de
cisteina, cistina y metionina hacen que la - LG sea poco estable frente a agentes
desnaturalizantes, como el calor, los alcalis, los compuestos organicos y los metales
pesados. Ademas la desnaturalizacion de esta proteina, provoca la exposicién de grupos
activos, ocultos en la estructura nativa, que pueden reaccionar entre si 0 con otros grupos de
otros compuestos (Chaplin & Lyster, 1986).

Se sabe que la B-LG fija minerales, ya que posee regiones con una gran cantidad de
aminoacidos cargados, los cuales permiten fijarlos y acarrearlos durante su paso a través de
la pared intestinal. Ademas del acarreo de minerales, la 3- LG posee un dominio ligeramente
hidrofobico, por lo que facilita la absorcion de vitaminas liposolubles como el retinol (aunado
al hecho de que la estructura globular de esta proteina le confiere estabilidad contra los
acidos y enzimas proteoliticas que se encuentran en el estbmago) (Jiménez & Garcia, 2006;
Fox & McSweeney, 1998; Papiz et al., 1986). Ademas, por su alto contenido de aminoacidos
azufrados favorece la sintesis de glutation lo cual tiene un efecto positivo sobre el sistema
inmunoldégico (Jiménez & Garcia, 2006).
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2.1.2.2.4. a- Lactoalbumina (a- LA)

La a-Lactoalbumina (a-LA) es un componente original de la leche que se sintetiza por
la glandula mamaria, pero es dos veces menos abundante (en la leche de vaca) que laR-LG.
Esta constituida por 123 aminoacidos y cuatro enlaces disulfuro. Presenta tres variantes
genéticas A, B y C, siendo la variante B la mas comun. Esta proteina se caracteriza por su
bajo peso molecular 14.4 kDa y su elevado contenido de residuos de triptofano (alrededor
del 7.2%). Su estructura ha sido determinada parcialmente por medio de la cristalografia
(Alais, 1991).

La estructura primaria de la a- LA es homdloga a la lisozima de muchas especies,
como la del huevo de pollo. De un total de 123 residuos en a- LA, 54 son idénticos a residuos
de lisozima y 23 son estructuralmente similares. La a- LA es una metalo-proteina, liga el Ca™*
en un espacio que contiene cuatro residuos de aspartato. Estos residuos son altamente
conservados en la a- LA y en la lisozima. Esta es la proteina del suero méas termoestable.
Cuando el pH se reduce hasta 5, los residuos de aspartato empiezan a protonarse y pierden
su habilidad de ligar calcio (Fox & McSweeney, 1998).

Debido a su alto contenido de aminoacidos ramificados se utiliza para disminuir el
dafo al tejido muscular provocado por el ejercicio o la anoxia. Algunos estudios sugieren
ademas que esta proteina podria tener aplicaciones en la prevencion del cancer, pues puede
inducir la apoptosis celular (muerte celular programada), funcion que se pierde en las células
tumorales (Jiménez & Garcia, 2006).

2.1.2.2.5. Lactoferrina (Lf)

La lactoferrina (Lf) es una glicoproteina, esta formada por 689 aminoacidos teniendo
un peso molecular proximo a los 80 kDa, es producida por las células epiteliales de las
mucosas de los mamiferos. Pertenece a la familia de las proteinas transportadoras de hierro,
también denominadas como transferrinas. Esta proteina presenta una alta homologia entre
especies localizandose en secreciones mucosas como lagrimas, saliva, fluidos vaginales y
seminales. Sin embargo se encuentra en una mayor concentracion en el calostro y la leche
(7 g/L en el calostro humano).

La molécula de Lf se encuentra integrada por una cadena polipeptidica simple, la cual
se encuentra plegada en dos lébulos globulares simétricos (I6bulos N y C) que se

interconectan por una regién bisagra. Cada lébulo tiene la capacidad de unir un atomo de
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Fe* o Fe®, aunque también pueden unirse iones Cu”, Zn* y Mn**. Esta glicoproteina
presenta una carga neta positiva con un punto isoeléctrico entre 8 y 8.5. (Lonnerdal & lyer,
1995).

La habilidad de la lactoferrina de inhibir el crecimiento microbiano en condiciones in
vitro fue una de las primeras funciones descritas para esta proteina, y esto puede ser debido
al secuestro del hierro del medio, el cual es requerido para el metabolismo microbiano. Sin
embargo en los Ultimos afios se ha descrito un segundo mecanismo antibacteriano, el cual
es independiente del hierro y que implica a la regién basica cercana al N-terminal de esta
proteina. Este mecanismo fue clarificado por estudios que muestran que la lactoferrina
puede romper o incluso penetrar la membrana celular de las bacterias (Yamauchi et 4.,
1993) ademas de que se han aislado los péptidos correspondientes a la regiéon N-terminal
llamados lactoferricinas, los cuales han mostrado ser mas potentes que la misma lactoferrina
(Bellamy et al., 1992).

Se ha demostrado también que la lactoferrina puede favorecer la respuesta inmune
del organismo ya que promueve la proliferacion de linfocitos y la diferenciacion celular, lo
cual ayuda a la reparacion de los tejidos dafiados (Walzem et al., 2002). Varios estudios han
demostrado que puede ayudar al tratamiento de algunos tipos de cancer, y se han llegado a
proponer varios mecanismos por los cuales podria ejercer su actividad. Algunos de los
mecanismos mas simples por los que esta proteina podria prevenir el desarrollo de tumores,
provienen de su capacidad antioxidante, pues esta proteina podria actuar como apagador de
radicales libres, que promueven la formacién de tumores. Se ha demostrado que el efecto
bactericida de esta proteina contra Helicobacter pylori, podria ayudar a prevenir el cancer de
estdbmago, ya que ésta bacteria ha sido asociada con el éste tipo de cancer (Jiménez &
Garcia, 2006).

2.1.2.2.6. Seroalbimina (SA)

La seroalbumina oonsiste en una cadena de 582 aminoacidos, de peso molecular
aproximado de 66.2 kDa. En su estructura contiene 17 puentes disulfuro y un grupo tiol libre.
La seroalbumina se ha encontrado como mondémero o dimero, pero no se han encontrado
polimerizaciones de mayor grado. Schlimme y Buchneim en el 2002 encontraron que la
estructura globular de la seroalblimina se estabiliza gracias a la presencia de una cisteina
con un grupo—SH libre en la posiciéon 34 y de 17 puentes disulfuro.
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Es una proteina con una baja estabilidad térmica, por lo que se desnaturaliza
facilmente. Presenta tendencia a unirse a otras moléculas principalmente a acidos grasos, lo

que le sirve de proteccién frente al atague enzimatico y a la desnaturalizacion térmica.

2.1.2.2.7. Inmunoglobulinas (1g)

Existen cinco clases de inmunoglobulinas (Ig G, Ig M, Ig A, Ig D e Ig E), de las cuales
la Ig G es la que se encuentra en mayor concentracion, representando alrededor del 80 % de
las inmunoglobulinas presentes en la leche. Su actividad como anticuerpo favorece las
transferencias de inmunidad pasiva al neonato. Todas las inmunoglobulinas presentan una
estructura similar, la cual esta compuesta por cuatro subunidades de peso molecular préximo
a los 160 kDa unidas a su vez por puentes disulfuro.

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas altamente heterogéneas que pueden

encontrarse de forma monomérica (alrededor de un 80-90% de la fraccién total de Ig) o
polimérica, las cuales pueden distinguirse por su especificidad inmunoguimica.
Una unidad monomérica esta conformada por cuatro cadenas polipeptidicas (dos cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras), las cuales se encuentran unidas por dos puentes disulfuro.
Las cadenas pesadas (cadenas H) tienen un peso de entre 50 a 70 kDa mientras que las
cadenas ligeras (cadenas L) tienen un peso de 20 kDa. La proporcidon de ambas cadenas es
responsable de la unién de los antigenos y las regiones Gterminales determinan las
propiedades fisicoquimicas de cada una de ellas (Steijns, 2001).

2.1.2.2.8. Glicomacropéptido (GMP)

Solo se encuentra en el suero de queseria debido es un polipéptido resultante del
rompimiento de la k-caseina bovina tratada con quimosina durante la elaboracion de queso.
Este rompimiento genera dos péptidos, los residuos del cuajada (f1-105) y el
glicomacropéptido (f106-169) (Silva & Malcata, 2005; Schlimme & Buchneim, 2002). Su peso
molecular aproximado es de 7000 Da.

Este es un glicofosfopéptido que carece de aminoacidos aromaticos y presenta una
gran cantidad de aminoacidos ramificados. Su porcion C-terminal es mas hidrofiica y
contiene oligosacaridos unidos a treonina y serina. Para su correcta absorcién necesita ser

desdoblado a péptidos menores (Aimutis, 2004).
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Posee la habilidad de unir las enterotoxinas de Vibrio cholerae y Escherichia coli,
gracias a sus estructuras glicosidicas. Sus carbohidratos asemejan los sitios receptores de
las enterotoxina. Se ha observado que puede ser utilizado en dietas que controlan a las
enfermedades hepaticas en donde los aminoacidos ramificados se aprovechan como fuentes
de carbono y como agentes que estimulan la absorcién de calcio, hierro o zinc. (Silva &
Malcata, 2005).

El glicomacropéptido es un potente estimulador de la hormona pancreética
colecistoquinina, la cual es una hormona supresora del apetito que desempefa varias
acciones implicadas en las funciones gastrointestinales, como la regulacion de la ingesta de
alimento, la motilidad del intestino, el vaciado gastrico y la liberacion de enzimas
pancreaticas (Beucher et al., 1994).

2.1.2.2.9. Otras fracciones minoritarias

La lisozima es una enzima antibacterial localizada en la leche, las lagrimas y la saliva,
siendo su mejor fuente la leche humana (2.5 mg/100ml). El mecanismo de accion de la
lisozima se da por la hidrélisis de uniones R(1-4) glicosidicas de los peptidoglicanos de la
pared celular bacteriana (Alais, 2001).

La lactoperoxidasa es una peroxidasa con porfirina (grupo hemo Fe®*), la cual es secretada
por la glandula mamaria. Consiste en 612 aminoacidos los cuales constituyen una sola
cadena polipeptidica. ElI grupo hemo esta unido a la cadena polipeptidica por un puente
disulfuro. Tiene un peso molecular aproximado de 77,500 Da (Ozer, 1999). Esta enzima
forma parte de un complejo conocido como sistema lactoperoxidasa en el cual actia como
catalizador de la oxidacién del ién tiocianato (SCN) a hipotiocianato (OSCN), gracias al
peroxido de hidrogeno producido por las bacterias endégenas (Aimutis, 2004). Este sistema
es uno de los sistemas antimicrobianos mas estudiados en los ultimos 20 afios. La oxidacion
del grupo sulfihidrilo (-SH) de enzimas y proteinas bacterianas debido al i6n hipotiocianato
(OSCN) es de vital importancia para el efecto bacteriostatico o bactericida de este sistema.
Este sistema causa un dafio estructural a los microorganismos, permitiendo la salida de los
iones potasio, aminoacidos y polipéptidos al medio circundante, lo cual impide la toma de
nutrientes del microorganismo (glucosa, pirimidinas, purinas y aminoécidos) inhibiendo la

sintesis de proteinas y DNA (Ozer, 1999).

28



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

2.1.3. Péptidos bioactivos en la leche

Varios estudios que se han llevado a cabo durante las ultimas dos décadas han
mostrado que las proteinas ya no sélo pueden ser consideradas como componentes
nutricionales, ya que ellas también poseen otras propiedades bioldgicas. En particular se ha
encontrado que los hidrolizados de proteinas de leche presentan actividades fisiol6gicas que
pueden influenciar la regulacién del sistema inmune, la presion sanguinea, el transporte de
minerales o la coagulacion. (Rokka, 1997)

Se denominan como péptidos bioactivos a “aquellos péptidos que se producen por
una hidrélisis enzimatica de proteinas alimenticias y que poseen alguna actividad biolégica”
(Smacchi & Gobbetti, 2000). Este tipo de péptidos fueron aislados por primera vezen 1975, y
en 1979 se demostré que los péptidos derivados de una digestién enzimatica de la caseina
de leche de vaca, tenian una actividad opioide. A partir de entonces han sido detectados una
gran cantidad de este tipo de péptidos en diversas fuentes como son la leche humana, la
leche de vaca y en algunas proteinas vegetales (Meisel & Schlimme, 1990).

En el afio de 1995 Schlimme y Meisel reportaron que a partir de las proteinas lacteas
se podian obtener péptidos bioactivos. Estos péptidos que se encuentran encriptados en las
proteinas de la leche, usualmente tienen una longitud de 3-20 residuos por molécula
(Korhonen & Pihlanto, 2003 a y b), y han mostrado tener una gran variedad de actividades
tales como antitromboticaes, inmunomoduladoras, opidcea y como acarreadores de
minerales. La mayoria de estas acciones se pueden ejercer, siempre y cuando los péptidos
logren atravesar el epitelio intestinal para entrar a la circulacion sanguinea o se logren unir a
los sitios receptores especificos de las células intraepiteliales para emitir sefiales celulares
con un impacto fisioldgico.

De todas las proteinas presentes en la leche, la caseina parece ser la mejor fuente de
este tipo de péptidos, aunque también se han encontrado fragmentos peptidicos con
actividad biolégica provenientes de las proteinas del suero.

Para que los péptidos bioactivos lleven a cabo su funcidon en el organismo es
necesario que estos sean liberados de sus secuencias precursoras. Estos péptidos
derivados de las proteinas de la leche son inactivos en el interior de la scuencia de la

proteina precursora pero pueden ser liberados mediante una hidrélisis quimica o enzimatica.
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La protedlisis enzimatica la cual puede llevarse a cabo con el uso de proteinasas y
peptidasas de las bacterias acido lacticas (Juillard et al., 1995) o bien mediante el uso de
enzimas digestivas como la pepsina (Meisel, 2001).

Algunos de estos péptidos derivados de la leche revelan tener propiedades mdltiples,
como algunas secuencias peptidicas que tienen dos o mas actividades biol6gicas diferentes
(Meisel & Bockelmann, 1999), por ejemplo, los péptidos de la secuencia 60-70 de la 3-CN
muestran actividad inmunoestimulatora, opioide e inhibidora de la ACE (antihipertensiva). Lo
anterior puede deberse a que existen algunas regiones en la estructura de las caseinas que
contienen secuencias peptidicas las cuales ejercen diferentes efectos bioldgicos. Estas
regiones han sido consideradas como “zonas estratégicas”, ya que éstas estan protegidas
del rompimiento proteolitico, debido a que contienen una gran cantidad de residuos de
prolina y presentan una secuencia altamente hidrofébica (Korhonen & Pihlanto, 2003 a).

Actualmente se sabe que un gran cantidad de este tipo de péptidos tiene un gran
potencial como componente de alimentos funcionales, ya que administrados en pequefias
cantidades (nutricionalmente insignificantes), pueden ejercer efectos fisioldgicos. Los
péptidos digeridos después de la protedlisis intestinal, probablemente no pierden sus
propiedades bioactivas después de la absorcion, esto puede producir efectos locales sobre
la regién gastrointestinal después de la mucosa absorbente, o bien pueden entrar al torrente
sanguineo alcanzando los drganos vecinos. Sin embargo es dificil medir la absorcion de los
péptidos bioactivos, ya que resulta muy complicado detectarlos dentro del plasma, a través

de algun método quimico (Meisel & Schlimme, 1990).

Los péptidos bioactivos derivados de la leche se han clasificado, de acuerdo a su
actividad especifica en el cuerpo humano en:

= Péptidos antimicrobianos

= Péptidos acarreadores de minerales
= Péptidos antitrombdéticos

» Péptidos inmunomodulatorios

= Péptidos opioides

» Péptidos antihipertensivos (inhibidores de ACE)
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2.1.3.1. Péptidos antimicrobianos

Es bien conocido que el efecto antibacteriano total de la leche suele ser mayor que la
suma de las contribuciones individuales de las inmunoglobulinas, proteinas de defensa
(como la lactoferrina, lactoperoxidasa y lisozima) y de los péptidos producidos por algunas
proteinas lacteas. Lo anterior se debe a la actividad sinérgica que ocurre entre todas las
fracciones antes mencionadas, especialmente entre las proteinas y los péptidos generados
de éstas (Clare & Swaisgood, 2000).

En las Ultimas dos décadas se han descrito una gran cantidad de péptidos
antibacterianos codificados en la estructuras primarias de las proteinas de la leche. Parece
ser que el efecto antimicrobiano de los péptidos derivados de las proteinas lacteas parece
estar relacionado con la carga neta positiva de éstos. Un gran porcentaje de aminoacidos
constituyentes son basicos y entre ellos forman un bucle en forma de a- hélice en el extremo
carboxilo terminal (Kang et al., 1996), lo que provoca la formacién de canales idnicos en la
membrana de los microorganismos (Agawa et al., 1991), alterando su permeabilidad y
provocando la muerte celular (Bellamy et al., 1992).

Casecidina. Se obtiene de la digestién de la caseina-as, (f164-179), con quimosina a
un pH neutro, presenta 4 aminoacidos basicos en su estructura, fue el primer péptido
identificado con actividad antimicrobiana; actualmente se ha purificado y se ha
comprobado su actividad antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus, Sarcina, Bacillus
subtilis, Diplococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes (Silva & Malcata, 2005).

Casocidina-1. Es un péptido catidnico derivado de la caseina-as, (f165-203), el cual
contiene una alta proporcion de aminoacidos béasicos (10 de 39), impide el crecimiento de
Escherichia coliy Staphylococcus carnosus (Meisel, 2001).

Isracidina. Es un segmento N-terminal de la caseina- as; (f1-23), el cual se obtiene al
hidrolizar esta proteina con quimosina. Se ha probado que inhibe el crecimiento in vitro de
Lactobacilos y otras bacterias gram positivas, pero lo cuando se encuentra en altas
concentraciones (0.1- 1 mg/ml). En estudios con ratones se ha detectado que este péptido
los protege contra el ataque de Staphylococcus aureus y Candida albicans. Este péptido
se probo, con resultados positivos, en vacas, para comprobar su eficacia contra la mastitis

en niveles comparables con los usados con antibidticos convencionales.
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Lactoferricina B. Este péptido es obtenido por la accion de la pepsina durante la
digestion proteolitica de la lactoferrina (f17-41). Se ha demostrado que tiene efectos contra
las bacterias Gram -positivas (Bacillus, Listeria y Streptococcus) y Gram-negativas (E. coli,
Klebsiella, Salmonella, Proteus y Pseudomonas) en estudios in vitro. En estudios recientes
se ha probado que la lactoferricina B actla sobre las afecciones enterohemorragicas
causadas por E. coli en cantidades significativamente menores que la lactoferrina
hidrolizada y que la lactoferrina misma. Se piensa que este efecto puede deberse a la
carga neta del péptido, ya que por esta razon se incrementa de forma importante la
permeabilidad de la membrana (Meisel, 1998). La estructura de la lactoferricina B se
muestra en la figura 1.

~NEL3
i A
i_// COOH

Figura 1. Estructura de la Lactoferricina B

Kappacina Es un péptido que se obtienen de la fracciéon no glicosilada ni fosforilada
del caseinomacropeptido (?-CN f106-169), el cual muestra tener accion inhibidora contra
bacterias gram positivas (Str. mutants) y gram negativas (Porphyromonas gingivalis),
ademas de que ésta fraccion peptidica tiene la capacidad de ligar enterotoxinas e inhibir la
adhesion de virus y bacterias.

Se ha demostrado la formacién de cuatro fragmentos (f15-20, f25-40, f78-83 y f92-
100) que presentan actividad antimicrobiana (solamente contra bacterias gram +), los cuales
son obtenidos a partir de una digestion proteolitica de la 3-LG con tripsina (Gobbetti et al.,
2004).

2.1.3.2. Péptidos antitromboticos

En los dltimos afios se ha estudiado la similitud existente entre algunas secuencias
peptidicas de la ?-CN (principalmente el undecapéptido Met-Ala-lle-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn+
GIn-Asp-Lys correspondiente a la fraccion f106-116) y la cadena ? del fibrindgeno. Las
fracciones peptidicas derivadas de la ?-CN también conocidas como casoplatelinas actian
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como inhibidores de la agregacion plaquetaria y de la unidn que se da entre la cadena ? del
fibrinbgeno humano con el receptor especifico que se encuentra en la membrana de las
plaquetas (Fiat et al., 1993; Meisel, 1997).

Segun estudios realizados en 1989 por Fiat y colaboradores, la caracteristica
estructural similar entre la cadena ? del fibrinGgeno y las casoplatelinas, que es responsable
de la competencia en el proceso de agregacion de las plaquetas, es la homologia en la
secuencia de aminoacidos lle;og, LyS112, Y ASpPys.

Se ha encontrado que el fragmento Lys-Arg-Asp-Ser, el cual se obtiene de la
lactoferrina presenta actividad antitrombética, pero presenta otro mecanismo de accion, ya
gue inhibe, de una forma dosis dependiente, la agregacién plaquetaria inducida por ADP,
debido a que existe una homologia con el fragmento (f 572-575) de la cadena a del
fibrindgeno.

En el plasma de recién nacidos alimentados con leche materna o formulas infantiles
elaboradas a partir de leche de vaca han sido encontradas secuencias peptidicas en una
concentracion suficiente para ejercer un efecto antitrombético in vivo, esto demuestra su
liberacion a partir de las proteinas de la leche durante el proceso de digestion gastrointestinal
(Chabance et al., 1995). En 1998 Chabance y colaboradores demostraron la presencia de
péptidos antitrombdticos en el estbmago, duodeno y en la sangre de adultos que habian
ingerido leche o yogurt. Este hecho demuestra la capacidad que tienen las bacterias lacticas
de hidrolizar las proteinas presentes en la leche para formar péptidos bioactivos durante el
proceso de fermentacién, asi como la capacidad que tiene el tracto gastrointestinal de
absorber estos péptidos.

2.1.3.3. Péptidos inmunomodulatorios

El sistema inmune tiene dos funciones primordiales, la primera de ellas es la
eliminacion de los microorganismos extrafios y la segunda es la restauracion de los tejidos
gue se encuentran dafiados. Es bien conocido que los humanos poseen dos sistemas de
defensa: la inmunidad adquirida o especifica, la cual responde a estimulos especificos
(antigenos); y la inmunidad innata, la cual no requiere de estimulos, ni requiere de la
exposicidn repetida a éstos, sino que consiste en barreras fisicas como membranas mucosa,

macréfagos, células especializadas, etc. (Fiat et al., 1993).
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La inmunoestimulacion fue la primera propiedad biol6gica demostrada en las
proteinas de la leche humana (Fiat et al., 1993). Se sabe que la lactoferrina humana participa
en la diferenciacion de los linfocitos in vitro. El sitio de union de la lactoferrina con los
linfocitos se encuentra en el péptido f (4-52) del extremo N-terminal, el cual es liberado por la
tripsina (Gill et al., 2000). La lactoferricina es especifica contra las bacterias enteropatégenas
y puede actuar en sinergismo con anticuerpos especificos para una mayor proteccién contra
bacterias patdgenas (Schanbacher et al., 1998).

Es bien conocido que el sistema gastrointestinal contiene elementos especializados
gue reaccionan con los antigenos provenientes de la dieta, provocando una respuesta
inmunolégica. Es asi como la mucosa intestinal es la primera barrera de proteccion contra los
patégenos que provienen de los alimentos. La respuesta humoral es el mecanismo principal
de proteccion y previene la entrada de antigenos potencialmente dafiinos mientras interactta
con los patégenos que puedan encontrarse en la mucosa (LeBlanc et al., 2002).

Los péptidos que ejercen esta actividad son fragmentos derivados principalmente de
la as;- CN, de la FCN, de la ?-CN y de la a-La. Este tipo de péptidos estimulan la actividad
fagocitica en los fagocitos (Schlimme & Meisel, 1995) y también modulan las funciones de
los linfocitos (Migliore-Samour et al., 1989; Kayser & Meisel, 1996; Schanbacher et al., 1997).

El mecanismo de accion de estos péptidos no estd bien establecido, aunque la
hipétesis mas aceptada describe la unién a los receptores opiadceos situados en la
membrana de los linfocitos, lo cual influye en su capacidad inmunoreactiva. Existe una
marcada relacién entre el sistema inmune y los péptidos opioides, debido a que los
receptores opioides p estan presentes en los linfocitos T y en los leucocitos fagociticos
humanos (Meisel & Schlimme, 1990; Meisel, 1998). Se ha identificado que el aminoacido Arg
de los extremos amino o carboxilo terminal puede ser reconocido por los receptores
especificos de la membrana de los linfocitos y macréfagos (Pagelow & Werner, 1986). Se ha
observado que otro grupo involucrado con la estimulaciéon del sistema inmune son los
péptidos inhibidores de ACE, ya que estos estimulan la bradiquinina, la cual es inactivada
por la ACE, pero que en forma activa estimula macrofagos y la migracion de linfocitos (Fiat et
al.,, 1993). La RB-casoquinina-10 es uno de los péptidos inhibidores de ACE que también

funciona como inmunomodulador.
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Fiat y colaboradores en el afio 1993 encontraron que péptidos derivados de la
hidrdlisis de la a 'y 3- CN eran capaces de estimular la fagocitosis de eritrocitos por la accion
de macréfagos del peritoneo, asi como también ejercer un efecto frente a las infecciones
causadas por Klebsiella pneumoniae tras su administracion intravenosa en ratones.

En estudios mas recientes se ha descrito que la inmunoreactividad de los linfocitos
humanos es estimulada por varios péptidos bioactivos obtenidos a partir de proteinas de la
leche. Los péptidos Tyr-Gly y Tyr-Gly-Gly correspondientes a fragmentos de la a-LA y ?-CN,
respectivamente, incrementaban significativamente la proliferacién de linfocitos.

2.1.3.4. Caseinofosfopeptidos (CPP)

En las Ultimas dos décadas se han realizado muchos estudios acerca de este tipo de
péptidos, los cuales pueden funcionar como acarreadores para diversos minerales,
especialmente el calcio. En estos estudios se ha propuesto que los caseinopéptidos (o
péptidos acarreadores de minerales) pueden formar complejos solubles con el fosfato de
calcio in vitro, por lo que pueden llevar a un aumento en la absorcion del calcio ya que limitan
la precipitacion de este mineral en el ileon distal (Meisel, 1997).

Se ha reportado que la fosforilacion posttraduccional de las caseinas se lleva a cabo
en la glandula mamaria durante la biosintesis de la leche, en la cual la especificidad de la
caseina quinasa, es tal que la fosforilacion clasicamente ocurre alrededor de secuencias
primarias ricas en residuos de serina 'y acido glutamico, lo cual conlleva a la formacién de los
llamados tripletes iGnicos (SerP-SerP-SerP-Glu-Glu). Estas secuencias o secuencias muy
relacionadas con éstas, se dan en los fragmentos (66- 70) de la ag-caseina, los fragmentos
(8-12, 56-60, 129-133) de la as,- caseina y en el fragmento (15-19) de la 3- caseina (Meisel &
FitzGerald, 2003, Korhonen & Pihlanto, 2003 c).

La alta concentracion de cargas negativas en los CPP los hace resistentes a una
protedlisis posterior, ademas de que las cadenas laterales con carga negativa, en particular
las de los grupos fosfatos son las responsables de la uniéon de los minerales. Los
caseinofosfopéptidos han mostrado capacidad de ligar macroelementos como el calcio, el
magnesio y el hierro, pero también tiene la capacidad de ligar oligoelementos como el zinc,
bario, cromo, niquel, cobalto y selenio (Silva & Malcata, 2005). En un estudio realizado por
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Schlimme y Meisel en 1995 se observd secuencias préximas a los grupos fosforilados
determinan las diferencias en la actividad quelante del calcio de los distintos CPP.

En varios estudios realizados en animales y humanos se ha registrado la presencia
de caseinofosfopéptidos después de una ingestion de leche, productos lacteos fermentados,
caseina u otras preparaciones que contienen este tipo de péptidos (Naito et al., 1972). En
estudios mas recientes se ha reportado por primera vez la presencia de los CPP en el
intestino delgado distal (ileon) de los humanos después de que estos consumieron leche o
preparaciones con estos péptidos (Meisel et al., 2001; Hartmann & Meisel, 2007). Estos
estudios demostraron que los caseinofosfopéptidos se encuentran de forma natural después
de la ingestién de alimentos que contienen caseina y que alguna cantidad de péptidos
pueden sobrevivir hasta el ileon distal, esto puede deberse a algunos efectos protectivos que
se encuentran en la leche que previenen de una degradacion excesiva de estos péptidos
cuando estos son ingeridos como parte de sus estructuras intactas (caseinas).

Debido a que los caseinofosfopeptidos pueden ligar y solubilizar minerales, tienen
usos potenciales como ingredientes de alimentos funcionales o en suplementos de minerales
como el calcio, magnesio, y hierro, ya que estos minerales son requeridos para tener un
buen funcionamiento y una ingesta adecuada de estos previene enfermedades como la

osteoporosis, la hipertensién y la anemia (Meisel & FitzGerald, 2003)

2.1.3.5. Péptidos opioides

Se ha encontrado que en los sistemas nervioso, inmune y enddcrino asi como en el
tracto gastrointestinal existen una serie de receptores opioides, los cuales pueden ser de tres
tipos (U, d, ?), estos receptores interactlan con péptidos opioides, los cuales pueden ser
exogenos o enddgenos (Meisel 1997). Los efectos fisiol6gicos que pueden ejercer estos
péptidos dependen del tipo de receptor al que se una: los receptores [ estan vinculados al
control de la motilidad intestinal y del comportamiento emocional, los receptores d al control
del comportamiento emocional y finalmente los del tipo ? estan relacionados con la analgesia
y la saciedad (Korhonen & Pihlanto, 2003 c). Estos péptidos opioides pueden ser clasificados
segun el tipo de accidbn que ejercen en los receptores mencionados anteriormente
encontrandose a: i) agonistas los cuales actlan principalmente como activadores del

receptor |, ii) Agonistas-Antagonistas los cuales bloguean (antagonistas) a los receptores yy

36



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

actian como agonistas en los receptores ?, iii) Antagonistas los cuales ejercen la accién
contraria a los agonistas, bloqueando a los receptores.

Los péptidos opioides de origen alimentario con actividad opioide fueron descubiertos
a finales de la década de los 70s. La caracteristica estructural comin entre los péptidos
opioides exdgenos y enddgenos es la presencia de Tyr en el extremo amino terminal
(exceptuando a los derivados de la a-CN). La carga negativa que se encuentra localizada en
el grupo fendlico de la Tyr ha sido descrita como indispensable para la actividad opiacea, ya
gue la eliminacién de este aminoacido provoca la pérdida de actividad del péptido. La
presencia de otro aminoacido aromatico, como la Phe o Tyr en la tercera o cuarta posicion
favorece la fijacion del péptido al receptor opioide. Ademas la prolina en la segunda posicion
es crucial para la actividad biol6gica ya que ayuda a mantener la adecuada orientacion de
las cadenas de los aminoacidos Tyr y Phe (Meisel, 1997; 1998; Meisel & FitzGerald, 2000).

En la leche han sido encontrados péptidos opioides agonistas derivados de las
caseinas, conocidos como casomorfinas, dentro de las cuales se incluyen fragmentos de la
3-CN (f(60-70)) los cuales son ligandos de los receptores | Las [3-casomorfinas son capaces
de reducir la secrecion gastrica y la motilidad intestinal, por lo que existe gran interés en este
tipo de péptidos ya que se pueden emplear en el tratamiento de la diarrea. También se han
encontrado péptidos opioides agonistas derivados de otras proteinas como las exorfinas, que
se encuentran en la secuencia f(90-96) de la as1-CN, la a-lactorfina que se encuentra en la
fragmento f(50-53 ) de laa —LA y la R-actorfina la cual se halla en el fragmento f(102-115) de
la R-LG (Meisel & FitzGerald, 2003).

También han sido encontrados en la leche péptidos opioides que suprimen la
actividad agonista de las encefalinas, produciendo el mismo efecto que la naloxona,
(péptidos antagonistas opioides). Este grupo de péptidos incluye a las casoxinas, las cuales
se obtienen de la ?- y as-CN, y a las lactoferroxinas derivados de la lactoferrina. Las
casoxinas son ligandos especificos para los receptores opioides | con baja actividad si son
comparadas con la naloxona y las lactoferroxinas. Estos péptidos antagonistas se
consideran péptidos opioides atipicos y presentan como minimo dos residuos de tirosina
(Tyn), su estructura se puede expresar de forma general como: X,-Tyr-X,-Tyr-(OCHj3), donde
Xa €S un residuo neutro o basico y % son de 2 a 4 residuos neutros (Meisel & FitzGerald,

2000). La actividad antagonista de estos péptidos se reduce cuando el grupo a-carboxilo se
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encuentra libre, en cambio aumenta con la adicion de Ser o Pro a derivados de la ?-CN
(Clare & Swaisgood, 2000).

2.1.3.6. Péptidos antihipertensivos (inhibidores de la ACE)

La hipertension arterial es un proceso en el cual intervienen una gran variedad de
factores, por lo que los péptidos que ejercen una actividad antihipertensiva pueden actuar de
forma muy diversa, siendo la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) el
mecanismo de accion mas estudiado.

Se ha demostrado que la inhibicion de la ACE provoca un descenso en la presion
arterial en hombres y animales. Existen varios péptidos enddégenos que actlan como
inhibidores y sustratos competitivos de esta enzima, como las encefalinas, las bradiquininas
y la sustancia P.

Los primeros inhibidores de la ACE de origen exdgeno que fueron estudiados fueron
los aislados del extracto de veneno de la serpiente Bothrops jararaca, los cuales mostraron
tener un doble efecto, ya que aumentaron la actividad de la bradiquinina y ademas inhibieron
a la ACE en condiciones in vivo e in vitro. Actualmente el farmaco mas empleado para el
control de la hipertension es el Captopril, el cual tiene una elevadisima potencia inhibidora
con un valor de IC 5, de 0.006 uM

Han sido encontrados péptidos con actividad inhibidora de la ACE en hidrolizados de
musculo de sardina, bonito y atin, y en aislados de proteinas vegetales como la zeina, pero
los péptidos inhibidores de la ACE mas estudiados son los que se derivan de las proteinas
lacteas, principalmente de las caseinas (de origen bovino y humano), pero también han sido
encontrados en hidrolizados de proteinas de suero. Los fragmentos de las caseinas que
presentan un efecto antihipertensivo se denominan como casoquininas y los derivados de las
proteinas del suero lactoquininas. Las casoquininas que tienen una elevada potencia
inhibidora de la ACE (cuyo valor de ICs, es menor a 20uM) se obtienen de los fragmentos de
la as1l-CN f(23-27) y R-CNf(177-183), pero también existen fragmentos con una menor
actividad inhibidora como los fragmentos de la 3-casomorfina-7. Se ha encontrado un
fragmento de la LG que ademas de tener una alta potencia inhibidora de la ACE (ICso =
42.6 uM), es resistente a una digestion posterior (Meisel, 2001).
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La enzima convertidora de angiotensina, también conocida como ACE, es una
ectoenzima que se localiza en la superficie de las células vasculares endoteliales del
cerebro, corazén pulmones, higado intestino, pancreas, bazo, muasculo esquelético y
placenta. (Meisel, 1997). La ACE (EC 3.4.15.1) actlda en el sistema renina- angiotensina
hidrolizando la angiotensina |, un decapéptido inactivo, con secuencia Asp-Asn-Val-Tyr-lle-
His-Pro-Phe-His-Leu, el cual se produce por la accién de la renina. Su hidrélisis conduce a
la liberacién de la angiotensina Il y del dipéptido terminal Hys-Leu. La angiotensina Il es un
compuesto de elevada potencia vasoconstrictora, que provoca el incremento de la presion
arterial. Ademas de que estimula la secrecién de aldosterona, lo que induce a la retenciéon de
sodio y agua y a la excrecioén del potasio. La acumulacion de agua provoca el incremento del
volumen extracelular con el consecuente aumento en la presion arterial (Silva & Malcata,
2005; Smacchi & Gobbetti, 2000).

La ACE actua simultaneamente en el sistema quinina- calicreina, catalizando la
degradacion de las bradiquininas, las cuales son potentes vasodilatadores, por lo que su
degradacion favorece el incremento de la presion arterial.

La unién de los péptidos a la ACE esta influenciada por la secuencia tripeptidica C-
terminal de los mismos, la cual puede interaccionar con tres regiones del centro activo de la
ACE. Los aminoacidos de caracter hidrofébico, como Trp, Tyr, Phe o Pro favorecen a que se
de la union en estas zonas. Se sabe que el péptido con secuencia C. terminal Phe-Ala-Pro,
el cual es un anélogo del inhibidor presente en el extracto del veneno de serpiente, se une
muy facilmente al centro catalitico de la enzima. La carga positiva del grupo guanidino o del
grupo eamino de la Arg y Lys, respectivamente, contribuyen a la potencia inhibitoria. La
presencia de aminoacidos dicarboxilicos en la secuencia peptidica o de Pro como pendltimo
aminoacido disminuye o anula la actividad inhibidora de la ACE. El extremo N terminal
influye en la actividad, y asi, la presencia de Val o lle en esta posicién incrementa la
actividad inhibitoria de la ACE en el péptido (Torres et al., 2005; Meisel, 2001, Meisel, 1998).

39



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

2.1.3.7. Péptidos con otras actividades biologicas

Péptidos antioxidantes
En estudios recientes se ha demostrado que pueden ser liberados péptidos con

propiedades antioxidantes a partir de la hidrdlisis de caseina con enzimas digestivas y BAL
proteoliticas en leches fermentadas (Korhonen & Pihlanto, 2003 a). La mayoria de estos
péptidos son derivados de la as,-CN, los cuales han mostrado tener actividades reductoras
de radicales libres e inhibidoras de la peroxidacion lipidica (enzimatica y no enzimatica). La
presencia de Leu o Pro en el extremo N-terminal puede aumentar su actividad antioxidante y
ademas puede facilitar su efecto sinérgico con antioxidantes de origen no proteico como el
BHT o el BHA.

En el futuro, estos péptidos antioxidantes pueden tener aplicaciones en productos
cosméticos, farmacéuticos y alimenticios. Es necesaria una mayor investigacién para
demostrar si estos péptidos producidos durante la fermentacion pueden prevenir dafos
oxidativos in vivo. La presencia de Leu o Pro en el extremo Nterminal puede aumentar su
actividad antioxidante y ademas puede facilitar su efecto sinérgico con antioxidantes de
origen no proteico como el BHT o el BHA (Hartmann & Meisel, 2007).

Péptidos citomoduladores
Basados en varios estudios citoquimicos se ha probado que existe suficiente evidencia

de una posible accién de los péptidos derivados de la leche como mensajeros especificos,
los cuales, pueden disminuir la viabilidad de las células cancerigenas. Se ha encontrado que
algunos péptidos extraidos de un extracto liofilizado de queso Gouda inhiben la proliferacion
de las células de la leucemia, aun en concentraciones tan bajas como 1pmol/L. Este efecto
antiproliferativo del extracto del queso Gouda puede ser resultado de la apoptosis inducida
por los péptidos (citomoduladores que se encuentran en él), en donde se observa que las
células cancerosas son mas reactivas con éstos que las células no cancerosas. El sitio
primario para que se lleve a cabo este proceso de apoptosis selectiva de las células
malignas, podria ser el tracto intestinal. Los efectos de los péptidos citomoduladores y los
péptidos inmunomoduladores en la viabilidad y respuesta inmune de las células podrian ser
el mecanismo mediante el cual los péptidos bioactivos pueden ejercer efectos protectivos en
el desarrollo de tumores (Meisel, 2005; 2001).
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Péptidos Hipocolesterolémicos
Nagaoka y colaboradores en 2001 identificaron un péptido hipocolesterolémico (lle-

lle-Ala- Glu- Lys) en un hidrolizado triptico de la 3-LG. Este péptido suprime la absorcion del
colesterol por las células CaCo-2 in vitro. El mecanismo por el cual logra este efecto sigue
sin ser clarificado

2.1.3.8. Utilizacion de los péptidos bioactivos (Alimentos
funcionales)

Como se sabe los “alimentos funcionales” se definen como aquellos alimentos que
aportan efectos beneficos sobre una o mas funciones fisiologicas, mas alla de los efectos
nutricionales, y que tienen como objetivo mejorar el estado de salud y bienestar o reducir el
riesgo de trastornos en el organismo.

Se sabe que la obtencion de alimentos funcionales puede llevarse a cabo por la
adicion de probiéticos, prebidticos, simbidticos o ingredientes funcionales. Los péptidos
bioactivos se incluyen en el grupo de ingredientes funcionales de naturaleza proteica, que
permiten la obtencion de alimentos funcionales. Dentro del grupo de los péptidos bioactivos,
aquellos con actividad antihipertensiva han centrado el interés de los cientificos y las
industrias, debido al incremento de la mortalidad en paises industrializados por la
hipertensién y / o por sus complicaciones renales, cardiacas o cerebrales. Se han empezado
a comercializar algunos alimentos con propiedades antihipertensivas. En Japdn se
comercializa un producto FOSHU (Food for Special Health Uses), el cual contiene el
decapéptido f(23-34) derivado de la a s1- CN. Se ha demostrado la accién preventiva de la
hipertension y de los trastornos del sistema circulatorio (Sugai, 1998).

Se comercializan dos leches fermentadas (Ameal S y Evolus) que contienen a los
tripéptidos Val-lle-Pro e le-Pro-Pro, los cuales han mostrado tener actividad inhibidora de la

ACE y por lo tanto pueden ejercer un efecto antihipertensivo.

Ameal S

Esta leche fermentada es elaborada con Lactobacillus helveticus y Saccharomyces
cerevisiae (Takano, 1998; FitzGerald, & Murray, 2006). Es producida por la compafiia

41



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

japonesa Calpis. Se ha reportado en varios estudios que este producto fermentado tiene
propiedades antihipertensivas en ratas espontaneamente hipertensas y humanos (Tabla 3).
En los estudios que se han realizado en humanos sobre el efecto hipotensivo (tabla
3) que tiene esta bebida fermentada los resultados han sido contradictorios, por un lado,
Hata y colaboradores en 1996 reportaron que existia una disminucion en la presion sistélica
(alrededor de -14 mm de Hg) de pacientes voluntarios con hipertensién media que ingirieron
95 ml del producto durante 8 semanas al ser comparados con un grupo control que solo
ingeria leche acidificada, mientras que Mizushima y colaboradores, en 2004 reportaron que
no existia diferencia estadisticamente significativa en la presién sanguinea de pacientes en

condiciones similares al ingerir 160 g de Ameal-S durante 2 semanas.

Evolus
Es una leche fermentada producida en Finlandia con Lactobacillus helveticus.

LBK16H (Leporanta, 2001), y se ha demostrado que tiene efectos hipotensivos en ratas y
humanos, los cuales pueden observarse en la tabla 3.

Existen dos estudios del efecto hipotensivo que ejerce este producto lacteo en
hombres, en estos se reporta una disminucion significativa de la presion sistolica (de 6 y 10
mm de Hg ) cuando se ingiere 150 ml durante 8 y 21 semanas respectivamente al
compararse con un grupo control que consumié una leche fermentada por varias cepas de
Lactococcus (Seppo, 2003; 2002; FitzGerald & Murray, 2006).Sin embargo en un estudio
realizado en el afio 2004 no se reporta una disminucion estadisticamente significativa de la
presioén sistélica en pacientes que consumieron 150 mL diarios de Evolus durante 21 dias (
FitzGerald & Murray, 2006;Tuomilehto et al., 2004).

Ambas leches fermentadas ya se comercializan como alimentos funcionales
preventivos de la hipertension en varios paises.
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Tabla 3 Efectos Hipotensivos de las leches fermentadas Evolus y Ameal-S
(Fitzgerald & Murray, 2006)

Sujeto de Organismo Producto Dosis Efecto en la
estudio Presion Arterial
?Presién sistdlica
Ratas Lactobacillus Ameal-S 5 ml /Kg de pesc -21.8+ 4.2 (P<0.05)
helveticusy En una sola dosis Después de 6 h
Saccharomyces oral
cerevisiae
Ratas Lactobacillus Ameal-S 10 ml /Kg de peso | -26.4+3.1(P<0.01)
helveticusy En una sohk dosis Después de 6 h
Saccharomyces oral
cerevisiae
Ratas Lactobacillus Ameal-S 2.5 % (p/p) -19.1 (P<0.05)
helveticusy Después de 23
Saccharomyces semanas
cerevisiae
Ratas Lactobacillus Ameal-S 25 ml/dia -10.0 (P<0.001
helveticusy Después de 14
Saccharomyces semanas
cerevisiae
Ratas Lactobacillus Evolus 27 mi/dia -21.0 (P<0.001)
helveticus LBK16H Después de 14
semanas
Humanos Lactobacillus Ameal-S 95 ml /dia -14.1+ 3.1 (P<0.01)
helveticusy 30 pacientes con Después de 8
Saccharomyces hipertension semanas
cerevisiae moderada
Humanos Lactobacillus Ameal-S 160ml/dia -5.2+ 8.1 (P<0.390)
helveticusy Después de 8
Saccharomyces semanas
cerevisiae
Humanos Lactobacillus Evolus 150 mi/dia -10.1 (P<0.05)
helveticus LBK16H 17 pacientes con Después de 8
hipertension semanas
moderada
Humanos Lactobacillus Evolus 150 ml/dia 6.7+ 3.0 (P<0.03)
helveticus LBK16H 39 pacientes con Después de 21
hipertensién semanas
moderada
Humanos Lactobacillus Evolus 150 ml/dia -2.6+15.9 (P<0.311)

helveticus LBK16H

Después de 21
semanas

Actualmente son comercializados otros alimentos funcionales con péptidos bioactivos

como el Biozate y el Bio Pure GMP, los cuales son producidos por la compafia

estadounidense Davisco, el primer producto es un hidrolizado de la (3LG y el segundo

contiene al glicomacropeptido. En Japon también se comercializa otra bebida bajo el nombre

de Casein DP Peptio Drink, la cual contiene el dodecapéptido derivado de la caseina (Phe-
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Phe-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu-Val-Phe-Gly-Lys) al cual se le atribuyen propiedades
antihipertensivas.

Ademas de utilizar los péptidos bioactivos como ingredientes en la elaboracién de
alimentos funcionales, dichos péptidos pueden formar parte de preparaciones farmacéuticas,
aplicadas a la prevencion y el tratamiento de distintos trastornos del organismo. Actualmente
se comercializan suplementos alimenticios con los péptidos antihipertensivos vya
mencionados bajo el nombre de Ameal Peptide S (Calpis) en diferentes paises de Europa, el
suroeste de Asia y Estados Unidos (Hartmann & Meisel, 2007).

Debido a que los caseinofosfopéptidos promueven la recalcificacion del esmalte
dental (Meisel & FitzGerald, 2003), estos péptidos han sido utilizados en chicles y pastas

dentales bajo el nombre comercial de “ReCal-Dent” (Hartmann & Meisel, 2007).

2.1.3.9. Medios de produccion de los péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos pueden ser liberados de su proteina precursora de varias
formas, las mas comunes son las siguientes (Korhonen & Pihlanto, 2003 a, b y c):
= Por una hidrélisis enzimatica con enzimas digestivas y enzimas derivadas de otros
microorganismos
» Por medio de la fermentacion microbiana
» Combinaciones de los métodos anteriores

Una vez que la estructura de los péptidos es conocida, también es posible
sintetizarlos, existen tres maneras para lograrlo: 1) por medio de una sintesis quimica; 2)
utilizando tecnologia de DNA recombinante; 3) por medio sintesis enzimatica (Korhonen &
Pihlanto, 2003 a, Meisel, 2001).

Hidrolisis enzimética:

El rompimiento de las proteinas de la leche y la liberacion de los péptidos bioactivos
de estas estructuras proteicas normalmente ocurre durante el proceso de la digestion por la
accion de la pepsina y las enzimas pancreaticas (tripsina, quimotripsina, carboxi- y amino-
peptidasas). Estas enzimas producen fragmentos peptidicos activos en el tracto

gastrointestinal de los individuos que consumen leche (Schlimme & Meisel, 1995). Los
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efectos fisiol6gicos de los péptidos bioactivos dependen de la habilidad de éstos de alcanzar
intactos los sitios implicados en la absorcibn a través del epitelio intestinal para
posteriormente ser transportados a los 6rganos periféricos. (Vermeirssen et al., 2004)

Muchos de los péptidos bioactivos conocidos han sido producidos in vitro utilizando
enzimas gastrointestinales, principalmente pepsina y tripsina. Pero también se han utilizado
otras enzimas digestivas, combinaciones de éstas (alcalasa, quimotripsina, pancreatina y
termolisina) y enzimas de hongos y bacterias (Korhonen & Pihlanto, 2003 c).

Fermentacién microbiana

La fermentacion natural o controlada se ha explotado desde hace miles de afos para
preservar distintos alimentos y mantener o alterar sus propiedades nutritivas y/o sensoriales.
Los cultivos iniciadores utilizados en la industria alimentaria son proteoliticos, por esta razén
se pueden generar péptidos bioactivos en alimentos que son fermentados con estos cultivos
iniciadores proteoliticos. Las principales cepas proteoliticas para la elaboracion de productos
lacteos fermentados son Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis, Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus.

Se han liberado varios péptidos bioactivos a partir de las fermentaciones con las BAL
(antihipertensivos, inmunomoduladores, antioxidativos, etc). La manera mas efectiva y
sencilla de incrementar la concentracion de péptidos bioactivos en los productos lacteos
fermentados es fermentar o cofermentar con cepas de BAL altamente proteoliticas. La
seleccion de las cepas influye en la cantidad de péptidos bioactivos que son liberados
(Gobbetti et al., 2004; Korhonen & Pihlanto, 2004; 2001; Matar et al., 2003).

Ademas del uso de microorganismos, se han usado enzimas proteoliticas aisladas de
las bacterias acido lacticas (BAL) para producir péptidos bioactivos a partir de las proteinas

de la leche.

2.1.3.10. Presencia de péptidos bioactivos en productos lacteos
fermentados

En la literatura existe bastante evidencia de que se pueden liberar péptidos bioactivos
durante los procesos de elaboracion de los productos lacteos. Algunas proteinasas
endogenas presentes en la leche como la plasmina o catepsina pueden hidrolizar a las

caseinas durante el procesamiento y almacenamiento de la leche (Korhonen & Pihlanto,
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2003b; Hurley et al., 2000). También se sabe que esos péptidos pueden ser generados
durante la fermentacion de la leche por la accién proteolitica de los cultivos iniciadores.
Debido a este hecho es posible encontrar péptidos con actividad biolégica en productos
como los quesos y las leches fermentadas (Korhonen & Pihlanto, 2003 b; 2001; Gobbetti et
al., 2002).

Durante la maduracion de los quesos son formados una gran variedad de péptidos,
varios de éstos han mostrado tener algin tipo de actividad (Tabla 4). Los
caseinofosfopéptidos se encuentran de forma natural en los quesos y durante la maduracion
(protedlisis secundaria) de éstos se generan otra clase de péptidos bioactivos,
principalmente con actividad antihipertensiva. Se ha estudiado que la actividad
antihipertensiva que presentan los quesos es muy dependiente de la etapa de maduracion

en la que se encuentre el queso.

Tabla 4 Algunos péptidos bioactivos que se encuentran en alimentos lacteos

(Korhonen & Pihlanto, 2003 a; 2003 b)

Alimento

Queso Cheddar

Ejemplos de péptidos
identificados
Fragmentos de asi1- y B-CN

Papel Biofuncional

Acarreadores de minerales

Quesos italianos
Mozzarrella
Crescenza
Italico
Gorgonzola

7-CN 1(58-72)

Antihipertensivos

Productos tipo Yogurt

asi-, 3,y ?-CN

Antihipertensivo

Queso Gouda

as-CN f(1-9), 3-CN 1(60-68)

Antihipertersivo

Queso Festivo
Queso Emmental

as1-CN f(1-9), f (1-7), f(1-6)
Fragmentos de asi- y B-CN

Antihipertensivo
Acarreadores de minerales,
antimicrobianos y Antihipertensivo

Queso Manchego

Fragmentos de as1-, as2 y[3-CN
(de origen ovino)

Antihipertensivo

Leche Agria 3-CN f(74-76), f(84-86), ?-CN f Antihipertensivo
(108-111)
Dahi Ser-Lys-Val-Tyr-Pro Antihipertensivo
Queso elaborado con enzimas ?-CN f(60-66) Opioide y antihipertensivo
modificadas
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2.2. Bacterias Lacticas
2.2.1. Generalidades

La bacterias acido lacticas (BAL) es un grupo relativamente heterogéneo de bacterias
Gram +, las cuales pueden ser cocos 0 bacilos. Son habitantes de diversos nichos
ecoldgicos entre los que destacan: una gran variedad de alimentos, la boca, el tracto
gastrointestinal y urogenital de humanos y animales.

Comparten también ciertas caracteristicas que las definen como grupo, entre las que
destacan: 1) Presentan un bajo contenido de G+C (menor al 55%) en su DNA 2) Tienen una
alta tolerancia a grandes cantidades de &acido 3) Son organismos que no forman esporas 4)
Presentan una gran cantidad de auxotrofias y por lo tanto son nutricionalmente exigentes 5)
Son aerotolerantes pero no son microorganismos aerdbicos 6) No son capaces de producir
porfirinas 7) Presentan un metabolismo estrictamente fermentativo produciendo &cido lactico
como producto principal (Broadbent & Steele, 2005 ).

Dentro de las bacterias lacticas se incluyen a los géneros: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Jay, 2000). Se
sabe que las BAL son utilizadas para la fermentaciéon de una gran variedad de productos
alimenticios (Tan et al., 1993). Comunmente se utilizan como cultivos iniciadores, los cuales
convierten los alimentos originales en otro tipo de alimentos (conocidos como alimentos
fermentados). Para que estas bacterias puedan crecer en leche requieren tener un sistema
proteolitico que les permita degradar la caseina (la cual es la fuente principal de nitrégeno en
la leche) (Eddy et al., 1991).

La importancia que tienen este grupo de bacterias en la industria alimentaria se debe
a que 1) Producen acido lactico, lo cual disminuye el pH, y por lo inhibe el crecimiento de
algunas bacterias de descomposicion en alimentos fermentados 2) Producen enzimas y
péptidos 3) Algunas especies muestran tener propiedades probidticas 4) Algunas especies
producen bacteriocinas
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2.2.1.2. Sistema Proteolitico de las Bacterias Lacticas

En la década de los ochenta, se obtuvo una gran cantidad de informacion acerca del
sistema proteolitico (Pritchard & Coolbear, 1993, Tan et al., 1993, Visser, 1993). Se han
purificado y caracterizado bioquimicamente una gran cantidad de peptidasas y proteinasas
de varias capas de Lactococcus y Lactobacillus. La presencia de varias peptidasas
principales especificas en estos géneros indica que ambos géneros hacen uso de un sistema

proteolitico similar (Sasaki, et al., 1995).

Los componentes estructurales del sistema proteolitico de las BAL pueden ser divididas
en tres grandes grupos de acuerdo a su funcion (Kunji et al., 1996):

» Proteinasas son las encargadas del rompimiento inicial de péptidos

» Peptidasas degradan los péptidos formados por la accion de las proteinasas

= Sistemas de transporte trasladan los péptidos producidos hacia la membrana

citoplasmatica.

De acuerdo a la especie, se pueden encontrar diferencias entre el sistema proteolitico de
las bacterias acido lacticas (BAL), pero es evidente que estas especies necesitan, medios
ricos en proteina como la carne y la leche para su crecimiento. Hay dos caracteristicas que
diferencian a estas bacterias de otras bacterias proteoliticas. En primer lugar, las bacterias
acido lacticas son microorganismos con muchas auxotrofias y por lo tanto su crecimiento
siempre depende de la eficiencia de su sistema para la degradacién de las proteinas y del
transporte de aminoacidos y péptidos pequefios. Y en segundo lugar, las bacterias lacticas
tienen sistemas proteoliticos que son altamente especificos y dan como resultado la
produccion de péptidos Unicos. Las bacterias acido lacticas que inician la fermentacion en la
leche, un medio rico en lactosa, hidrolizan principalmente a la caseina-as; y a la R-caseina,
por ser las proteinas que se encuentran en mayor concentracion (Gasson & de Vos, 1994).

En la figura 2 se muestra un esquema del sistema proteolitico de las BAL.
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Figura 2 Sistema Proteolitico de las BAL

Es por ello que los sistemas proteoliticos de las bacterias lacticas fermentadoras de la
leche que mas se han estudiado en las ultimas décadas, son los de Lactococcus y
Lactobacillus, principalmente enfocados a la deteccidn, aislamiento y caracterizacion
bioquimica de las enzimas parcialmente purificadas. En estas investigaciones se ha puesto
de manifiesto la capacidad proteolitica en varias especies de bacterias lacticas (Gasson & de

Vos, 1994).

2.2.2. Propiedades probioticas de algunas BAL
2.2.2.1. Generalidades

El término de probidtico fue utilizado por primera vez, por el ruso Elie Metchnikoff, el
cual fue ganador de un premio Nobel. Un probiético se puede definir como: ‘un cultivo de
microorganismos que pueden ser administrados para disminuir el numero de infecciones
intestinales o para mejorar la salud en términos generales debido a que puede contribuir a
tener un mejor balance gastrointestinal (Fuller, 1989).

Haavenaar y Veld en 1992 en definieron y ampliaron el concepto de probiético
definido por Fuller, quedando como: “microorganismos viables (bacterias lacticas u otras
bacterias, o levaduras aplicadas como células secas o en productos fermentados) que
ejercen un efecto benéfico en la salud del huésped. Un comité cientifico definid a los
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probidticos como: “microorganismos vivos que al ser consumidos en cierta cantidad pueden
ejercer diversos beneficios en la salud ademas de los inherentes en la alimentacion (Guarner
& Schaafsma, 1998).

En las Ultimas dos décadas se han adicionado una gran cantidad de bacterias con
propiedades probidticas a una gran cantidad de productos alimentarios, principalmente de
origen lacteo (Forestier & De Champ, 2001), estos productos han tenido gran éxito en Japén
y Europa.

Existen microorganismos pertenecientes a diferentes géneros que pueden ser
utilizados como probiéticos, las cepas mas utilizadas pertenecen al grupo de las bacterias
acido lacticas (Lactobacillus, Bifidobacterium y Enterococcus)

Algunas caracteristicas que deben presentar las bacterias probioticas son las
siguientes (Shah, 2001):

* Viabilidad de los organismos probioticos: para que las bacterias probioticas
puedan ejercer beneficios en la salud de quien las consume, deben estar viables y en
una concentracion elevada, de al menos 10° UFC/g de producto. La viabilidad de las
bacterias probidticas puede perderse por ciertos factores como la acidez del
producto, el acido que puede producirse durante el almacenamiento, el nivel de
oxigeno en los alimentos y la falta de nutrientes requeridos por las bacterias
probidticas.

» Tolerancia al acido y a la bilis: Uno de los criterios mas importantes para la
seleccion de los microorganismos probidticos, es la habilidad de las bacterias
probidticas para sobrevivir en ambientes acidos como el que se encuentra los
productos lacteos y en el estdmago, donde el fH puede llegar a 1.5, también los
organismos deben de ser capaces de sobrevivir con las concentraciones de sales
biliares que se encuentran en el intestino. Se ha podido demostrar que sélo algunas
cepas de L. acidophilus y Bifidobacterium spp logran sobrevivir en las condiciones
antes descritas, por lo que no se puede generalizar que todas las cepas probidticas
son tolerantes al acido y a la bilis (Lankaputhra & Shah, 1995).

= Antagonismo Bacteriano: Ademas de la produccion de é&cido lactico y acético, las

cepas probidticas también producen otros &cidos como el citrico; y otras sustancias
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como el peroxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas, las cuales actian como
sustancias antimicrobianas. Estas sustancias crean un ambiente hostil para las
bacterias patégenas y microorganismos de descomposicion.

Propiedades de adherencia: La adherencia es uno de los criterios mas importantes
en la seleccion de una cepa probidtica. Los efectos deseados del microorganismo
probidtico sélo se producen si éste es capaz de adherirse, colonizar y multiplicarse en
el intestino. La habilidad del probiético a adherirse en el intestino aumentara las
posibilidades de ocupar un nicho intestinal. La adherencia a la pared celular del
intestino es un prerrequisito para la colonizacion del tracto intestinal (Shah, 2001).

2.2.2.2. Efectos en la salud

En estos dias existe suficiente evidencia para validar el hecho de que una

administracion oral de Lactobacillus o Bifidobacterium, es suficiente para reparar el

balance normal de las poblaciones microbianas en el intestino. También se ha

encontrado que ademas de su papel gastrointestinal, los organismos probiéticos ofrecen

otros beneficios nutricionales y terapéuticos que a continuacion se enlistan (Shah, 2001):

Propiedades antimicrobianas: Las bacterias probidticas producen acidos organicos
como el acido lactico y el acético, perdxido de hidrégeno y bacteriocinas las cuales
son conocidas como sustancias con actividad antimicrobiana. Estas sustancias
antimicrobianas disminuyen la multiplicacion de las bacterias de descomposicion y
patégenas, debido a esto las bacterias probiéticas han mostrado tener propiedades
antimicrobianas contra las bacterias Gram + como el Staphylococcus aureus vy el
Clostridium perfringens. El peroxido de hidrogeno en presencia de acidos organicos
presenta una mayor actividad antimicrobiana que presentaria si estuviera solo el
peréxido de hidrégeno o el acido lactico.

Propiedades antimutagénicas: Varios estudios han mostrado que existe una
relacion inversa entre la incidencia de ciertos canceres y el consumo de productos
lacteos fermentados. La actividad antimutagénica de la leche fermentada se ha
demostrado in vitro contra una gran cantidad de mutagenos como el benzopireno, 2-

nitrofluoreno entre otros. El mecanismo de esta actividad todavia no esta bien
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definido, pero se sugiere que el mecanismo podria ser la ligacion de los mutagenos
por el microorganismo (Shah, 2001; Sanders, 1999).

» Propiedades anticarcinogénicas: Las bacterias acido lacticas y los productos
fermentados derivados de éstas tienen una actividad anticarcinégena. El modo de
accion puede ser: por la supresion de enzimas bacterianas, por la activacion del
sistema inmunolégico del huésped, o por la reduccién del pH del intestino. Las
bacterias probitticas pueden remover las fuentes de sustancias procarcinégenas o
las enzimas que conducen a la formacion de carcindbgenos como las nitrosaminas.

= Mejoramiento del metabolismo de la lactosa: La mala absorcion de la lactosa, es
una condiciéon en la cual la lactosa, el principal carbohidrato de la leche, no es
completamente digerido a sus monosacaridos componentes (glucosa y galactosa).
Las personas que son mal absorbedores de la lactosa se quejan de dolores gastricos
después del consumo de leche o productos lacteos. La lactosa puede ser digerida por
las bacterias probiéticas y por lo tanto esta clase de productos puede ser consumidos

por personas que presentan este tipo de problemas.

= Reduccion del colesterol en sangre: Estudios han demostrado que el consumo de
ciertos productos lacteos fermentados pueden ayudar a reducir el nivel de colesterol
en sangre.
Segun un estudio reportado por Homma (1988) enel cual se alimentdé a hombres con
el colesterol elevado en sangre con alimentos fermentados que contenian una gran
cantidad de microorganismos probiéticos (~ 10° UFC/g), pudieron reducir su nivel de
colesterol en sangre de 3.0 g/l a 1.5 g/l. EI mecanismo mediante el cual los
probidticos bajan el colesterol en sangre no esta bien definido (Shah, 2001). Aunque
existe una hip6tesis en donde se sugiere que ciertas cepas de Lactobacillus
acidophilus pueden asimilar la molécula de colesterol. También se ha sugerido que
algunas cepas de Lactobacilos y Bifidobacterias tienen la capacidad de transformar
enzimaticamente las sales biliares, las cuales tienen un papel importante en la
regulacion del colesterol.

= Regulacién de la presidon sanguinea: Se ha demostrado que algunos productos
alimentarios que contienen probidticos pueden contribuir al control de la presion
sanguinea. Este efecto antihipertensivo ha sido documentado en estudios con ratas

espontaneamente hipertensas (Hata, et al., 1996).Los componentes a los que se le
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atribuye principalmente el efecto son dos tripéptidos (Val-Pro-Pro) y (Iso-Pro-Pro) los
cuales fueron aislados de un producto conocido como Evolus, que es una leche
fermentada con Sacharomyces cerevisae y Lactobacillus helveticus (cepas
probioticas). Estos péptidos actian como inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina-| y por lo tanto pueden reducir la presion arterial. Es de notar que este
efecto se da por un producto y no por las células viables de los probidticos (Sanders,
1999).

» Estimulaciéon del sistema inmune: se ha observado que existe una
inmunomodulacién por L. acidophilus y Bifidobacterium (Shah, 2001), pero falta
estudiar bien el mecanismo mediante el cual se logra este efecto. Se piensa que esta
asociado con la translocacion de un pequefio mimero de bacterias tomadas de la
ingesta al tejido linfatico del intestino delgado. (Shah, 2001). La cepa probidtica
Lactobacillus helveticus tiene la capacidad de liberar péptidos con actividad
inmunomoduladora a partir de la (3-, y ?- CN), por lo que algunos efectos de
modulacién inmunoldgica de las bacterias probiéticas pueden deberse a este tipo de
secuencias peptidicas (Hartmann & Meisel, 2007).

2.2.3. Género Lactococcus
2.2.3.1. Generalidades

Los miembros del género Lactococcus son cocos gram +, que pueden ser ovoides,
segun las condiciones del medio, generalmente miden de 0.5 a 1.5 um. No forman esporas y
no son maviles. Las especies del genero Lactococcus crecen en pares o formando pequefias
cadenas. Presentan un metabolismo fermentativo, tienen requerimientos nutricionales
complejos y son auxotrofos a una gran cantidad de aminoacidos y vitaminas. Su temperatura
optima de crecimiento es de 30°C pero pueden crecer a 10° C, pero no a 45° C.

Este género es relativamente nuevo y la mayoria de sus miembros pertenecian a los
géneros Streptococcus y Lactobacillus. El genero Lactococcus esta comprendido
principalmente por cinco especies: Lactococcus lactis, Lactococcus piscium, Lactococcus
plantarum, Lactococcus raffinolactis, Lactococcus garvieae. De todas estas especies solo

Lactococcus lactis es empleado comercialmente como cultivo iniciador en la industria

53



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

guesera principalmente, pero también es utilizado para la fermentacion de otros productos
lacteos. La composicidbn de estos cultivos iniciadores mesdfilos incluyen a las cepas
productoras de acido (L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. aemoris) y a la bacteria
fermentadora de &cido citrico (L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis) (Batt, 1999).

2.2.3.2. Lactococcus lactis
2.2.3.2.1. Generalidades

Las cepas de Lactococcus lactis son usadas para la produccién de alimentos
(quesos, crema agria). No solo contribuyen con el sabor, aroma y textura caracteristicos de
estos productos, sino que también ayudan a preservar el producto por la produccién de
acidos organicos, bacteriocinas y peréxido de hidrogeno.

Los miembros del género Lactococcus lactis son bacterias gram positivo, mesofilas
anaerobias facultativas. Son bacterias no moviles ni forman esporas. Presentan una
morfologia esférica o ovoide, los cuales pueden presentarse en pares o formando pequefas
cadenas. Son bacterias homofermentativas que producen principalmente acido L (+) lactico a
partir de la glucosa

Se reconocen dos subespecies (L. lactis subsps lactis y cremoris). Estas se pueden
se pueden diferenciar por caracteristicas fenotipicas. Lactococcus lactis subsp. lactis puede
crecer a 40°C y al 4% de NaCl, produce amoniaco a partir de arginina mientras que
Lactococcus lactis subsp. cremoris no crece a 40°C, ni al 4% de NaCl ni produce amoniaco.
Existe una biovariante Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, la cual se
distingue por su capacidad de metabolizar citrato.

Los Lactococos son organismos con muchos reguerimientos nutricionales,
normalmente habitan en medios con fuentes ricas en carbono y nitrégeno, como la leche.
Durante las fermentaciones lacticas, el medio de crecimiento para Lactococcus lactis es la
leche. En el laboratorio es utilizado el medio M-17 para su propagacion. Tienen un tiempo de
duplicacion méximo de 60-70 minutos en la leche y de 35-40 minutos en un medio sintético
no definido. Su crecimiento se empieza a inhibir a un pH de 4.5. No necesitan de oxigeno
para crecer, pero pueden tolerar la presencia de éste, debido a la presencia de enzimas
metabolizadoras de oxigeno.
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Las cepas de Lactococcus lactis son auxotrofas a una gran cantidad de aminoacidos
y vitaminas, los cuales necesitan ser agregados en el medio de crecimiento. Los
aminoacidos esenciales para el crecimiento de L. lactis son los siguientes: isoleucina, valina,
leucina, histidina, metionina, arginina, prolina, glutamato, serina y treonina. Las vitaminas
gue requieren para tener un crecimiento Optimo son: biotina, piridoxina, acido folico,
riboflavina, niacina, tiamina y acido pantoténico. El requerimiento de los aminoéacidos y
vitaminas depende de la cepa.

Para que Lactococcus lactis pueda crecer en la leche requiere hacer uso de su
sistema proteolitico, ya que la leche aunque tiene un alto contenido proteico no es una buena
fuente de aminoacidos libres, y éstos deben obtenerse a partir de las proteinas presentes en
la leche. Una protedlisis adecuada de las proteinas de la leche es esencial para el
crecimiento de la cepa y para la produccion de acido durante la fermentacién (Courtney,
1999)

Algunas cepas de Lactococcus lactis pueden producir bacteriocinas, las bacteriocinas
son péptidos o proteinas que pueden inhibir a bacterias muy relacionadas con el genero de
la bacteria que las produce. Las bacteriocinas producidas por L. lactis pertenecen a dos
categorias: lantibidticas y no-lantibiéticas. La nisina es la bacteriocina mejor caracterizada de
todas las bacteriocinas producidas por las BAL y es la Unica bacteriocina aprobada
mundialmente como aditivo alimentario. La nisina inhibe a Listeria monocytogenes, Bacillus,
Clostridium y algunas BAL (Barefoot & Nettles, 1993).

Aun cuando no se ha demostrado completamente que Lactococcus lactis es una
bacteria probiética, Kimoto y otros autores (1999), han reportado que ciertas cepas de
Lactococcus lactis, principalmente de las subespecies lactis y cremoris, tienen la habilidad
de resistir en ambientes con valores muy bajos de pH y con concentraciones de sales
biliares, ademas de que presentan una moderada adherencia a las células de la pared
intestinal. En la figura 3 se muestra una micrografia electrénica en la que se observa a

Lactococcus lactis adherido a las células de la pared intestinal.
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Figura 3 Micrografia Electronica que muestra a Lactococcus lactis adherido a las
células de la pared intestinal (Kimoto et al., 1999)

2.2.3.2.2. Sistema proteolitico de Lactococcus lactis

El sistema proteolitico de Lactococcus lactis es el mas conocido de todos los
sistemas proteoliticos de las bacterias lacticas. Para poder crecer en leche esta bacteria
acido lactica tiene que hacer uso del sistema proteolitico, debido a sus requerimientos

nutricionales.

2.2.3.2.2.1. Proteinasas

Las proteinasas realizan el primer paso en la degradacién de la caseina, se
encuentran ligadas a la pared extracelular y se les designa como PrtP (Kok & De Vos, 1994;
Tan et al., 1993; Pritchard & Coolbear, 1993; Smid et al., 1991).

Con base a las pruebas bioquimicas que se le han realizado a las proteinasas de
Lactococcus se pueden mencionar algunas caracteristicas importantes (Pritchard &
Coolbear, 1993; Tan et al., 1993; Kok, 1990):

= Son proteinas grandes con pesos moleculares de 140 kDa

= Son serinoproteinasas y se ha probado que son inhibidas por los inhibidores tipicos
de las serinoproteinasas PMSF y DPP.

= Tienen pH 6ptimo alrededor de 6 (5.5-6.5).

= Exhiben una alta homologia con las subtilisinas, las cuales son serinoproteinasas

producidas por Bacillus spp.
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En 1986 Visser y colaboradores propusieron una clasificaciéon de las proteinasas
basado en la especificidad del sustrato: 1) Tipo P, que actla principalmente sobre la 3- CN.
Este tipo se encuentra en Lactococcus cremoris HP, TR, AC1, C3, W92, H2 y Lactococcus
lactis NCDO763; 2) Tipo Py, que actla sobre la as1-, ?-, RB-CN. Este tipo de proteinasa se ha
encontrado en Lactococcus lactis SK11 y AM1. Ambas proteinasas presentan el 98 % de
similitud en su secuencia aminoac idica.

Recientemente se ha demostrado que las proteinasas de tipo P,, las cuales degradan
principalmente la B-CN, pueden formar mas de 100 oligopéptidos diferentes, el tamafio de
estos péptidos va de 4 a 30 residuos, pero la mayor parte de éstos cae en el rango de 4 a
10 aminoacidos. (Savijoki et al., 2006).

Mas del 50% de estos péptidos generados se originan del extremo C-terminal de la 3-
CN mientras que otro 25% de péptidos son derivados de la regién 60-105 de esta misma
proteina. También se ha observado que no existe produccion significativa de aminoacidos
(a excepcion de la fenilalanina) ni de di y tripéptidos (Juillard et al., 1995).

2.2.3.2.2. Sistemas de Transporte de Aminoacidos y Péptidos

El segundo paso en la utilizacién de la caseina es la transportacion de los péptidos
generados por las proteinasas al interior de las células mediante la acciéon de de diversos
sistemas de transporte. Se han descrito varios sistemas de transporte para aminoacidos,
para di y tripéptidos y uno de oligopéptidos.

Lactococcus lactis posee al menos 10 sistemas de transporte de aminoacidos, los
cuales presentan una alta especificidad para aminoacidos estructuralmente muy similares
como Glu/GIn, Leu/lle/Val, Ser/Thr, Ala/Gly, Lys/Arg/Orn (Kunji et al., 1996; Konings, et al.,
1989). Uno de ellos transporta di y tripéptidos hidrofilicos mediante una fuerza motriz de
protones (DtpT) y otro sistema (Dpp) transporta di, tri y tetrapéptidos que contienen
aminoacidos relativamente hidrofébicos (aminoécidos ramificados) y es mediado por ATP
(Savijoki et al., 2006). El sistema de transporte Dpp ha mostrado ser esencial para el
crecimiento de Lactococcus lactis en un medio que contiene caseina. Ver figura 4 en donde
se muestran los sistemas de transporte de Lactococcus lactis (Law & Haandrikman, 1997).
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Figura 4 Sistemas de Transporte de péptidos en Lactococcus lactis

A partir de estudios realizados con mutantes de L. lactis se hizo evidente el hecho de
gue este microorganismo contaba con un sistema transportador especifico para
oligopéptidos (Opp), el cual puede transportar péptidos de hasta 10 aminoacidos, se sabe
gue la naturaleza del péptido afecta la cinética del transporte de los péptidos que van a ser
transportados. Al realizarse estudios con inhibidores metabdlicos se concluydé que este
sistema de transporte esta mediado por la hidrélisis de ATP. El sistema Opp pertenece a la
superfamilia de proteinas ABC y consiste en cinco subunidades: una de ellas es la que liga
al péptido (OppA), dos de ellas estan ancladas en la membrana (OppB y OppC) y otras dos
ligan el ATP (OppD y OppF) (Doeven et al., 2005; Kunji et al., 1996).

2.2.3.2.3. Peptidasas

Una vez que los péptidos derivados de las caseinas han sido transportados hacia el
interior de las células de las bacterias lacticas, éstos son degradados por la accion
concertada de peptidasas, las cuales pueden tener especificidades diferentes o
traslapadas. Las endopeptidasas intracelulares, las aminopeptidasas generales (PepN y
PepC) y la Xpropil.dipeptidil aminopeptidasas son las primeras enzimas que actian sobre
los oligopéptidos (Savijoki et al., 2006).

Endopeptidasas
Se han identificado dos endopeptidasas en L. lactis subsp. cremoris, una de ellas es

una metalopeptidasa monomérica (Pep O) de 70 kDa que es capaz de hidrolizar
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oligopéptidos pero incapaz de hidrolizar caseina; la otra metalopeptidasa nombrada como
(Pep F) tiene la capacidad de hidrolizar péptidos de entre 7 y 17 residuos.

La Pep O tiene la capacidad de hidrolizar pentapéptidos, polipéptidos, como la
bradiquinina (9aa), la sustancia P (11 aa), glucagon (29 aa) y la cadena B de la insulina (30
aa) y varios fragmentos de caseina pero no tiene la capacidad de degradar di, tri y
tetrapéptidos. Un estudio en su secuencia revel 6 la presencia de una secuencia consenso
(His-Glu-X-X-His), que es tipica de las metalopeptidasas dependientes de zinc. Al realizar
estudios con los genes de la metalopeptidasa se demostré que el sistema de transporte de
oligopéptidos (Opp) y la endopeptidasa (Pep O) se encuentran ligados, con el uso de cepas
mutantes se observé que la Pep O no es esencial para la utilizacion de las caseinas o
oligopéptidos lo cual contrasta con el sistema Opp que es esencial para el crecimiento de la
bacteria a partir de la caseina. Aparentemente la actividad de la Pep O puede ser
reemplazada por otras peptidasas con especificidades de sustrato similares (Law &
Haandrikman, 1997).

Aminopeptidasas
Se cree que las aminopeptidasas son de suma importancia para el desarrollo del

sabor en los productos lacteos fermentados, debido a que son capaces de liberar
aminoécidos libres a partir de los oligopéptidos formados por la actividad de las proteinasas.
Las aminopeptidasas pueden ser muy especificas (tal es caso de la aminopeptidasa
especifica para glutamato) o pueden presentar una amplia especificidad (como las
aminopeptidasas generales Ny C).

= Aminopeptidasas generales
La aminopeptidasa general N (Pep N) es una metalopeptidasa de alrededor de 95

kDa, la cual es capaz de hidrolizar el aminoacido terminal del extremo N de una gran
variedad de péptidos, los cuales difieren en tamafio y composicion. Generalmente no tiene
la capacidad de romper dipéptidos que contengan Pro en cualquier posicién sin embargo
puede hidrolizar tripéptidos que contengan Pro en la primera o segunda posicion (Tan et al.,
1993; Kunji et al., 1996).

La aminopeptidasa general C (Pep C) es una tiolpeptidasa de alrededor de 50 kDa,
esta enzima muestra cierta similitud con la bleomicina hidrolasa de los mamiferos, enzima

gue se cree esta implicada en la degradacion del glicopéptido bleomicina. Al igual que la
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Pep N esta metalopeptidasa no tiene la capacidad de hidrolizar a los dipéptidos que
contienen prolina pero muestra preferencia por los dipéptidos que contienen Ala, Leu, Lys
en la posicidon N- terminal. Esta enzima es fuertemente inhibida por la yodoacetamida y el
acido p- cloromercuribenzoico.

= Aminopeptidasas especificas

Se ha aislado una aminopeptidasa especffica para residuos amino-terminales de
glutamato y aspartato (Pep A) en L. lactis. subsp. cremoris HP la cual tiene un tamarfio de
130 KDa estando conformada en subunidades identicas de 43 kDa.

En la cepa de L. lactis subsp. lactis NCDO 712 se ha logrado aislar una enzima con la

misma especificidad (PepA) pero que también es capaz de liberar serina del extremo N.
terminal. Su peso fue determinado mediante cromatografia de permeacién en gel (245 KDa)
(Law & Haandrikman, 1997).
Se han encontrado aminopeptidasas especificas para el rompimiento de residuos
piroglutdmicos en el residuo N terminal, estas enzimas se denotan como (PCP). Estas
proteinas de 25 kDa muestran cierta similitud con enzimas analogas en B. subtilus y
Streptococcus pneumonia.

Dipeptidasas
La hidrdlisis de dipéptidos en L. lactis puede llevarse a cabo por un gran nimero de

enzimas como las aminopeptidasas (C y A) y la prolina iminopeptidasa. Sin embargo se ha
purificado una metalopeptidasa de 100 kDa, la cual especificamente hidroliza dipéptidos. La
dipeptidasa de L. lactis subsp. cremoris HG1 tiene la capacidad de hidrolizar todos los
dipéptidos con excepcién de los que contienen prolina. Se ha aislado una dipeptidasa de L.
lactis subsp. Cremoris Wg2, la cual es una metalopeptidasa monomérica de 51 kDa que o
puede hidrolizar a los dipéptidos que contengan Gly o GIn en su posicion N terminal.

Tripeptidasas
Los tripéptidos pueden ser hidrolizados por varias aminopeptidasas provenientes de

las BAL. Se ha aislado una tripeptidasa especifica (PepT) o aminotripeptidasa de L. lactis
susbsp. cremoris Wg2. Esta metaloenzima intracelular de 52 kDa es capaz de remover el
residuo N- terminal de los tripéptidos mientras que los di, tetra y oligopéptidos y los
tripéptidos que contienen prolina en la pendltima posicion no pueden ser hidrolizados por
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esta enzima. Se ha aislado una tripeptidasa de 75 kDa de L. lactis subsp. dacetylactis
CNRZ 267 que no es capaz de hidrolizar los tripéptidos con residuos Gly terminales (Law &
Haandrikman, 1997).

Peptidasas Prolino especificas
Se cree que las peptidasas capaces de hidrolizar secuencias peptidicas que

contienen prolina son importantes para la degradacion de los péptidos derivados de la
caseina debido al alto contenido de prolina en esta proteina (11.7% a-CN y 16.7% R-CN) y
al hecho de que la mayoria de las BAL dependen de la caseina como Unica fuente de
prolina. Las peptidasas generales como la Pep N, Pep C y PepT tienen la capacidad de
romper oligopéptidos y tripéptidos que contienen prolina, pero su actividad es muy baja.

La prolina iminopeptidasa (PIP) de L. lactis es altamente especifica para di y
tripéptidos que contienen un residuo de prolina en el extremo N. Esta enzima se aislo como
un dimero de 110 kDa (su masa monomérica es de 50 kDa). Esta metalopeptidasa
intracelular es capaz de remover el residuo prolina del extremo N- terminal de di y
tripéptidos pero no de tetrapéptidos. Al igual que la PepT, la PIP no puede hidrolizar
péptidos que contengan prolina en la pendltima posicion.

Para poder utilizar los oligopéptidos que contienen prolina los Lactococcus dependen
de la actividad de una endopeptidasa o de la X-prolil-dipeptidil aminopeptidasa (PepX). La
PepX es capaz de liberar dipéptidos a partir de oligopéptidos, aun cuando el pendltimo
residuo sea prolina. También pueden ser liberados dipéptidos prolil- prolina- N-terminal a
partir de oligopéptidos por la accién de la PepX. La PepX aislada de L. lactis subsp.
cremoris es una serinoproteinasa de 90 kDa que presenta inhibicion con PMSF y DFP (Law
& Haandrikman, 1997).

61



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente

bioactivos

3. Objetivos
3.1. General

Determinacion y cuantificacion de los péptidos potencialmente bioactivos generados
mediante el sistema proteolitico de Lactococcus lactis durante la fermentacion de la leche

3.2. Particulares

= Estudiar el efecto que tiene la concentracion de sélidos totales en la produccion de
péptidos potencialmente bioactivos.

= Estudiar el efecto que tiene el tiempo de almacenamiento sobre la concentracion de
péptidos producidos por una fermentacioén con Lactococcus lactis.

= Determinar el peso molecular aproximado de los péptidos obtenidos en la
fermentacion.

» Establecer con base en el peso molecular, la posible funcionalidad de los péptidos

encontrados.
Hipotesis

Los péptidos bioactivos se encuentran encriptados dentro de las secuencias ck las
proteinas de la leche, para poder ejercer su efecto en el cuerpo necesitan ser liberados
de estas secuencias. Mediante la fermentacion de la leche con bacterias lacticas se han
obtenido secuencias peptidicas con actividad fisioldgica, por lo que posiblemente algunos

péptidos generados por el sistema proteolitico de Lactococcus lactis podrian tener alguna
actividad fisiolégica en el organismo.
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5. Metodologia
5.1. Plan de trabajo

El plan de trabajo propuesto fue el siguiente:

Acondicionamiento de Lactococcus lactis
la cepa NCDO 712

Preparacion de los 10%

medios afermentar [ 15%
20%

y

Fermentacién TNBS —,| Andlisis
30°C estadistico

b

A
Toma de muestras

v

Electroforesis
Almacenamiento

4°C

Toma de muestras
TNBS Andlisis
estadistico

Cada una de las fermentaciones realizadas se hizo por duplicado. Para el analisis estadistico
se utilizé el paquete NCSS 2000.
El disefio experimental empleado fue el disefio por bloques. La variable respuesta es

a cantidad de péptidos (medidos como grupos amino libres) y los blogues son la
concentracion de sélidos disponibles en las fermentaciones y el tiempo de fermentacion.

5.2. Cepa utilizada

La cepa que fue utilizada para la obtencién de péptidos fue Lactococcus lactis NCFB
712 de la Coleccién nacional de bacterias alimentarias del Reino Unido (National Collection
of Food Bacteria, Reading, Reino Unido) antes conocida como NCDO (National Collection of
Dairy Organism).
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La cepa estaba conservada en forma de perlas utilizando leche como medio
protector, almacenada a una temperatura aproximada de -15° C.

5.2.1. Acondicionamiento de la cepa

Los medios y leches utilizados para el acondicionamiento de la cepa fueron los
siguientes:
= Medio de Cultivo Mann Rogosa Sharpe (MRS) (Difco, Detroit, USA).
= Medio de cultivo Litmus Milk (Difco, Detroit, USA).
= Leche en polvo Svelty al 10% en agua destilada.
= Leche en polvo Alpura al 10% en agua destilada.

Para lograr la activacion del microorganismo las perlas de Lactococcus lactis se
inocularon en Litmus Milk previamente esterilizado, posteriormente se incubaron por un dia a
30° C, temperatura reportada como 6ptima para esta cepa. Cuando los tubos con este medio
presentaron crecimiento, se realizé una tincion de Gram para descartar cualquier tipo de
contaminacién. Una vez comprobada la pureza se procedié a inocular de este medio al
medio MRS previamente esterilizado, y se incubd durante un dia a una temperatura de 30°
C. Este cultivo se inocul6 al 5% en 100 mL de leche Svelty en matraces de 250 mL.
Posteriormente del cultivo se inocularon al 5% en 100 mL de la leche Alpura al 10% la cual
estaba contenida en matraces de 250 mL (leche con la que se realizaran las
fermentaciones). En cada uno de estos cultivos se realizaron tinciones de Gram para
descartar cualquier tipo de contaminacion. Estos (ltimos cultivos se utilizaron para inocular
los medios en los que se llevaron a cabo las fermentaciones.

5.3. Preparacion de las leches para la fermentacion

La preparacion de cada uno de los medio utilizados se realiz6 de la siguiente manera.
= Leche al 10%: Se agregaron 60 gramos de leche Alpura en un matraz Erlenmeyer de
1 litro , posteriormente se disolvieron en 600 mL de agua y se esterilizé a 121° C

durante 5 minutos
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» Leche al 15%: En un matraz de 1 litro se colocaron 90 gramos de leche Alpura en
polvo y 600 mL de agua destilada, esto se disuelve perfectamente y posteriormente
se esteriliza a las mismas condiciones

» Leche al 20%: Se agregaron 120 gramos de leche Alpura en polvo a un matraz que
contenia 600 mL de agua destilada, se homogenizo perfectamente y se esterilizé a
121° C durante 5 minutos.

5.4. Fermentacion

Las leches con diferentes concentraciones de solidos fueron inoculadas con el cultivo
obtenido segun se indica en el punto 5.2.1. Esto se realizé adicionando 30 niL (5 % de
indculo) de este cultivo a 600 mL de las leches con diferentes contenidos de sélidos.
Posteriormente éstas fueron incubadas a una temperatura de 30 ° C durante dos dias.
Durante la fermentacién se tomaron 10 mL de muestra de cada una de las fermentaciones
realizadas en los tiempos (0, 4, 8, 12, 20, 24, 32, 40 y 48 h). Con estas muestras se
monitored el pH y la concentracion de grupos amino libres por el método del Acido
Trinitrobencensulfénico (TNBS), fue determinada la concentracion asi como el peso
molecular de los péptidos obtenidos.

5.5. Almacenamiento

Se tomaron 10 mL de muestra de las leches fermentadas almacenadas durante 15
dias a 4°C. Las muestras fueron tomadas cada tercer dia (1, 3, 6, 9, 12, 15) y se determino
la concentracion de grupos amino libres por el método del TNBS en cada una de ellas. Las
muestras se almacenaban en congelacién hasta su procesamiento.

5.6. Determinacion de grupos amino libres por el método del
Acido Trinitrobencensulfonico (TNBS)

Para cuantificar los péptidos que produjo la cepa utilizada (Lactococcus lactis) a partir
de su crecimiento en leche gracias a su sistema proteolitico, se realiz6 la determinacién de
péptidos solubles por medio de la técnica del &cido trinitrobencenlsulfonico (TNBS). Esta
técnica mide grupos amino libres en hidrolizados proteicos. Este método propuesto por Adler
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en 1979 se basa en la reaccion del acido trinitrobencensulfonico (TNBS) con las aminas
primarias en condiciones ligeramente alcalinas (pH 8.2). La reaccién que se lleva a cabo se

muestra en la figura 5.

NO,

/ NO»
02N SO3 —  O,N— NH— + S0 + H'
NGOz \NOZ

Figura 5 Reaccion del TNBS con los grupos aminos

La preparacién de las soluciones empleados en esta técnica se presenta en la
seccion 11.2.1.
Procedimiento:
Se agregaron 2 mL de buffer de fosfatos pH 8.2 en un tubo de reaccién
Posteriormente se agregaron 0.250mL de la muestra
Se agregaron 2 mL de la solucién de TNBS (Fluka, Buchs, Suiza) al 0.10%

R N .

Se agit6 bien el tubo de reaccién y se incub6 a una temperatura de 50° C durante
60 minutos. Se debe de mantener los tubos de reaccion aislados de la luz
Terminado el tiempo se detuvo la reaccién agregando 4 mL de HCI 0.1N

Los tubos se leyeron a 340 nm contra un blanco conformado por los reactivos y el
agua desionizada

Se elaboro una curva patron utilizando una solucion de Glicina 3mM con 1% de SDS'y
posteriormente se hicieron disoluciones de ésta para cada uno de los puntos de la curva.

(ver apéndices 10.4.1.).
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5.7. Electroforesis en gel de Poliacrilamida— SDS (SDS-
PAGE)

La electroforesis es un método analitico en el que se separan biomoléculas por bk
accion de un campo eléctrico, éstas migran en funcién de su carga, su peso y su estructura
tridimensional (Garcia, 2000, Maier, 1982). Es un método de alta sensibilidad y resolucion.
Se utiliza una electroforesis discontinua con un gel concentrador para tener una mayor
resolucion, ademas de que permite la aplicacion de las muestras sin una previa
concentracién. Se ocupd un gel separador para diferenciar las moléculas.

La electroforesis con duodecil sulfato de sodio (SDS) sirve para estimar el peso
molecular de los péptidos ya que éste desnaturaliza las proteinas. También se utiliza un
agente reductor (B-mercaptoetanol) para reducir los puentes disulfuro de las proteinas.
Debido a que todos los complejos proteina-SDS tienen la misma densidad de carga y
conformacion, la separacion ocurre en funcién del peso molecular. Al graficar el log del peso
molecular (PM) de las proteinas del patron en funcion del valor de RF (medida de la
movilidad de la proteina con respecto al frente de migracién) se obtiene un gréafico en donde
se pueden determinar los pesos moleculares desconocidos por regresion lineal o
interpolacion en la curva (Garcia, 2000).

El método utilizado fue una adaptacion del método de Schagger y Von Jagow (1987)
para la determinacién de péptidos y proteinas de bajo peso molecular. La tricina empleada
en este método en lugar de la glicina nos permite una mayor resolucién de las proteinas o

péptidos de bajo peso molecular.

Preparacion de muestras
Las muestras se centrifugaron a 10000 RPM durante 30 minutosa 4°C.
= Se tomaron alicuotas de 40 pL y se depositaron en viales de 1.5 mL. Se agregaron
20 uL de buffer de la muestra (a la cual se le adiciond 1.5 L de - mercaptoetanol)
= Estos viales fueron incubados durante 30 minutos a 40°C y posteriormente se

depositaron las muestras en los carriles del gel
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Preparacion de los geles

1.

Se preparé un gel de separaciéon * con una T del 20% y una C del 6% con un pH
de 8.45. Esto se prepar6 con un dia de anticipacion debido a que el gel debe
polimerizarse durante al menos 16 horas

Se prepar6 posteriormente el gel de concentracién con una T del 4% y una C de
6% con pH de 8.45 y se dejo6 polimerizar por espacio de una hora

Se prepararon la muestras y 300 mL del la solucién amortiguadora de corrida a un
pH de 8.45*

Los geles fueron corridos en un sistema Miniprotean Il (Bio-Rad, Hercules, USA).
Se inyecth un éstandar de amplio espectro y uno de péptidos (Bio-Rad, Hercules,
USA) en los geles, los cuales fueron preparados como se explica en el
anexo10.2.2.2.7.

Se utilizo un voltaje de 30V hasta que las muestras alcanzaran el gel de separacion
(aproximadamente una hora). Posteriormente se aumento el voltaje a 95 V dejando
correr las muestras hasta que el frente de corrida llegase al extremo inferior de los
cristales.

Es importante mantener la camara de electroforesis en hielo durante todo el tiempo

de la corrida de las muestras, ya que el alto voltaje puede causar un calor excesivo en gel

y provocar variaciones en la movilidad de los segmentos polipeptidicos. .

Teflido y destefiido de los geles

1.

Al terminar de correr la electroforesis, los geles son sacados y colocados en una
solucion destefiidora (metanol, 50% 10% éacido acético). Se dejan en esta solucién
por espacio de una hora.

Se colocaron los geles en SYPRO RUBI (Bio-Rad, Hercules, USA) durante 16
horas.

Posteriormente los geles fueron colocados de nuevo en la solucién destefiidora
para quitar el exceso del SYPRO RUBI aproximadamente por 4 horas.

Por ultimo los geles son enjuagados con agua desionizada y se tomaron imagenes
de éstos en el Gel-Doc 100 (Bio-Rad, Hercules, USA).
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De acuerdo con los estandares utilizados (Amplio Espectro y de Polipéptidos de Bio-
Rad ver seccion 10.3 de los apéndices) se puede considerar péptido a las fracciones que
migran después de la lisozima (14.4 kDa). Esta zona es indicada en cada gel de
electroforesis para cada una de las fermentaciones realizadas. Se utilizd6 el programa
Molecular Analyst (Bio-Rad, Hercules, USA) para la determinacion de la concentracién de
cada uno de los péptidos generados.

* La preparacién de las soluciones utilizadas para los geles de electroforesis se

presenta enla seccion 10.2.2.
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6. Resultados y discusion

6.1.1. Generacion de grupos amino libres durante la
fermentacion

A partir de la determinacion de la concentraciéon de grupos amino libres para cada uno de los
puntos analizados de las tres fermentaciones realizadas con diferentes concentraciones de
sélidos de leche (10%, 15% y 20%) y los datos de pH obtenidos se genero el grafico 1. En
este grafico se observa que la concentracién inicial de grupos amino es proporcional a la
cantidad de sdlidos de leche que se utilizaron para cada una de las fermentaciones. Se
aprecia que la cantidad de grupos amino libres iniciales encontrados en las fermentaciones
con el 10% de solidos eran aproximadamente la mitad de los encontrados en las
fermentaciones con el 20% de sdlidos.También en este gréfico se observa que la
concentracion de grupos amino libres va aumentando conforme transcurre el tiempo en las
tres fermentaciones, lo anterior indica que existe una degradacion de las proteinas de leche
por la accién del sistema proteolitico de Lactococcus lactis. Esta degradacién de las
proteinas de la leche, principalmente de las caseinas (Juillard et al., 1995), es lo que
sustenta el crecimiento de esta bacteria lactica en la eche, ya que la cantidad inicial de
aminodacidos libres que se encuentra presente en la leche es insuficiente para que el
microorganismo pueda crecer éptimamente (Juillard et al., 1996). La concentracion maxima
de péptidos (grupos amino libres) en las fermentaciones realizadas se alcanza durante las 28
y 32 horas de fermentacion.

A partir de la hora 32 de fermentacion se observé una disminucion en la cantidad de
péptidos en las tres fermentaciones, esto Ultimo puede deberse a que existe un consumo de
péptidos mayor a los generados por parte del microorganismo, ya que €stos son requeridos
para la obtencion de aminoacidos esenciales para su crecimiento, aunado a una disminucion
en la actividad proteolitica de Lactococcus lactis, muy posiblemente debido a que el intervalo
optimo de pH para las proteinasas y peptidasas de su sistema proteolitica es de 5.5a 6.5y
5.8 a 8, respectivamente, y el valor de pH durante las Gltimas horas de fermentacion (a partir
de la hora 32) es inferior a 5 (Kuniji et al., 1996). La disminucion en la actividad proteolitica de

la cepa también puede deberse a la regulacién del sistema proteolitico por la concentracion
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de algunos aminoacidos que se encuentren disponibles en el medio de fermentacién
(principalmente lle, Leu y Val) ya que estos aminoacidos activan la expresion del represor
CodyY, el cual reprime la expresion de los genes del sistema proteolitico (Savijoki et al.,
2006). También se ha observado que varias secuencias peptidicas generadas durante las
fermentaciones con bacterias acido lacticas como los fragmentos la R-CN f (58-72), (58-70),
(60-70) y (60-66) pueden inhibir a algunas endopeptidasas del sistema proteolitico y por lo
tanto disminuir la capacidad proteolitica de éstas (Smacchi & Gobbetti, 2000).
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Grafico 1 Concentracién de los grupos amino libres y comportamiento de pH durante
las fermentaciones, a diferentes concentraciones de leche. Los datos graficados son
el promedio de las dos fermentaciones

Con el fin de observar solamente la cantidad de grupos amino libres generados
(péptidos) por la accién del sistema proteolitico durante las fermentaciones realizadas se
restd la cantidad inicial de grupos amino libres de cada una de las fermentaciones a cada
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uno de los puntos obtenidos durante la fermentacion. Con estos valores se construy6 el
grafico 2.

2.5

2 1 M 10%
O015%
o 20%

0.5 1

Diferencia en la concentracion de
gupos amino libres (mg/mL)

0 4 8 12 20 24 28 32 40 48

Tiempo (horas)

Gréfico 2 Generacién de grupos amino libres durante las fermentaciones. Los datos
graficados son el promedio de las dos fermentaciones
En este gréafico es muy notoria la acumulacion de los péptidos generados durante la
fermentacion. En 1995 Juillard y colaboradores mencionaron que no todos los péptidos
generados por el sistema proteolitico de Lactococcus lactis eran utilizados para el

crecimiento de la bacteria por lo que una cantidad de éstos podia acumularse durante la
fermentacion.

Se observd en este grafico que durante las primeras horas, las fermentaciones
realizadas con el 15% de solidos presentaban una mayor cantidad de péptidos generados
gue las realizadas con el 20% de sélidos, pero que a partir de la hora 20 de fementacién esto
se revertia llegando a una concentracion de péptidos generada cercana a 2.30 mg/mL a las
32 horas. La concentraciéon de péptidos generados en las fermentaciones realizadas con el
10% de solidos de leche siempre se encontraron por debajo de las concentraciones de
péptidos producidos en las otras fermentaciones.

Se realizé un andlisis estadistico de las tres fermentaciones realizadas con
Lactococcus lactis en donde se variaron la cantidad de solidos de leche presentes en el
medio de fermentacion, por medio del paquete estadistico NCSS 2000. En este paquete se
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realiz6 un analisis de varianza por comparacion de medias. Por medio de este andlisis
podemos inferir que la concentracién de sélidos disponibles para la fermentacion, el tiempo y
la interaccion entre estas dos variables influyen significativamente sobre la cantidad de
péptidos que se producen. El andlisis estadistico nos muestra que existen diferencias
significativas con respecto a la cantidad de péptidos generados al variar las cantidad de
sélidos de leche disponibles para la fermentacion, siendo las que contienen un 20% de
sélidos las que generan una mayor cantidad de péptidos. En este analisis tambien se
observé que no existe diferencia estadistica en la concentraciéon de péptidos generados entre
los tiempos 28 y 32 horas, que es donde las fermentaciones alcanzan su maxima
concentracion de péptidos generados.

Se calcul6 el rendimiento de la concentracion de péptidos (aumento en la cantidad de
grupos amino libres) con respecto a la cantidad de proteina de leche tedrica disponible por
cada mL, para cada fermentacion, estos rendimientos se muestran en la tabla 5. La cantidad
de proteinas teorica disponible para las fermentaciones es de 26 mg/ml para la de 10%, 39
mg/mL para la de 15% y 52 mg/mL para la de 20%. Los rendimientos mostrados en la tabla 6
son los promedios de dos repeticiones realizadas por cada fermentacion.

Tabla 5 Rendimiento de la concentracion de péptidos con respecto a la cantidad de
proteina disponible para cada una de las fermentaciones

Tiempo de % de Rendimiento dela concentracion de péptidos con respecto
fermentacion al contenido de proteina total para cada una de las
(horas) fermentaciones
10% 15% 20%
0 0 0 0
4 0.44 131 0.65
8 0.96 214 1.67
12 1.31 2.85 2.39
20 1.59 3.36 3.80
24 2.04 371 4,11
28 2.36 3.94 4.50
32 2.80 4.19 4,15
48 1.91 2.69 1.94

En esta tabla se observa que los porcentajes de rendimiento de las fermentaciones
realizadas con el 10% de solidos eran muy inferiores a los encontrados en las dras dos
fermentaciones. También se observa que el porcentaje de rendimiento promedio de las

fermentaciones efectuadas con el 15% de sdlidos de leche es superior al encontrado para
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las fermentaciones realizadas con el 20%, aunque en los tiempos donde se encuentran los
maximos (28 a 32 horas) se tiene un porcentaje ligeramente mayor de rendimiento en las
fermentaciones efectuadas con el 20% de solidos de leche.

Se realizé el analisis estadistico de los rendimientos obtenidos, el cual indicé que
existen diferencias significativas con respecto al porcentaje de rendimiento al variar la
cantidad de solidos pero en los tiempos 28 y 32 (cuando se obtiene una mayor concentracion
de péptidos generados) la diferencia entre los rendimientos encontrados de las
fermentaciones realizadas con el 15 y el 20% de soélidos no son significativas. Posiblemente
esto se debe a que la actividad de agua en los medios de fermentaciéon va disminuyendo
confome aumenta la concentracién de sélidos totales teniendo una influencia sobre el

metabolismo microbiano.

6.1.2. Determinacion de grupos amino libres durante el
almacenamiento en refrigeracion

Ademds de las graficas obtenidas para cada una de las fermentaciones, también
se realizé el monitoreo de la concentracion de grupos amino libres durante 15 dias a una
temperatura de 4° C para observar el efecto que tiene el almacenamiento sobre los péptidos
producidos y poder observar el comportamiento que podrian presentar éstos en un producto
lacteo fermentado. En el grafico 3 se muestra el efecto que tiene el almacenamiento sobre la

concentracién de grupos amino en cada una de las fermentaciones realizadas.
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Gréfico 3 Concentracion de grupos amino libres durante el almacenamiento a 4° C.
Para las diferentes concentraciones de sélidos empleadas en las fermentaciones

En este gréafico se puede observar que existe un decremento en la concentracion de
los grupos amino libres durante el primer dia de almacenamiento el cual podria posiblemente
deberse a que la cantidad de péptidos consumidos es mayor a la cantidad de péptidos
generados (acumulacion) por el sistema proteolitico debido al cambio brusco de temperatura
(de 30°C a 4°C) al que fueron sometidos las fermentaciones.

Posteriormente existe un pequefio aumento en la concentracién de grupos amino
sobre todo en las fermentaciones realizadas con el 15 y el 20% hasta el dia 12 de
almacenamiento, esto posiblemente se deba a que las enzimas del sistema proteolitico
lograron adaptarse a las condiciones de pH y temperatura y siguen teniendo actividad
proteolitica, aunque en menor grado que durante el tiempo de fermentacion ya que las
condiciones del medio de fermentacion eran menos adversas, a partir de este dia la

concentraciéon de grupos amino libres en las fermentaciones realizadas empieza a disminuir.

Se realizé un andlisis estadistico con ayuda del mismo paquete estadistico NCSS
2000; el andlisis de varianza arrojé que la concentracién de soélidos totales, el tiempo de
almacenamiento y la interaccion de ambas son variables que influyen sobre la concentracion

de grupos amino libres en cada una de las fermentaciones realizadas. La concentracion de

75



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

grupos amino libres durante el tiempo de almacenamiento para las fermentaciones de 20%
es estadisticamente diferente a las obtenidas en las fermentaciones realizadas con el 15y el
10% de soélidos. Durante el periodo de almacenamiento se observa una disminucion
significativa de la concentracion de grupos amino libres de cada una de las fermentaciones
con respecto con a la obtenida durante la fermentacién lo cual puede deberse a las
proteinasas y peptidasas de su sistema proteolitico que no se encuentran a su temperatura y
pH 6ptimo.

6.2. Determinacion de peptidos por electroforesis SDS-
PAGE

A partir de la imagen del gel de electroforesis, se pudieron determinar: i) la

concentracion de los péptidos obtenidos durante las fermentaciones y ii) los pesos
moleculares aproximados de estos péptidos.

6.2.1. Determinacion de los péptidos generados en las
fermentaciones realizadas con 10% de solidos de leche

En la figura 6 se puede observar la aparicion de bandas de fracciones peptidicas
menores a 14.4 kDa (el cual es el peso molecular correspondiente a la a-LA y que se toma
como referencia para diferenciar entre péptidos y proteinas), para cada uno de los tiempos
de fermentacion inyectados en el gel de electroforesis, estas bandas son mas notorias en las
horas 20 y 28 de fermentacion. Las fracciones menores a 14.4 kDa tienen gran importancia,
ya que los péptidos reportados como bioactivos tienen peso moleculares menores a éste.
Smacchi y Gobbetti en 2000 reportan la existencia de fracciones peptidicas en el yogurt de
hasta 10 kDa que presentan actividades biolégicas.

También en esta figura se observa la disminucion de la concentracién de algunas
proteinas de la leche sobre todo de algunas fracciones de la caseina (? y probablemente a;;)
ylaB-LG.

Con ayuda de la tricina, la cual es utilizada para sustituir a la glicina de la
electroforesis convencional, se lograron separar los péptidos obtenidos durante la

fermentacién de la leche por la accion de Lactococcus lactis.
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Figura 6 Separacion de los péptidos generados por las fermentaciones realizadas con
el 10% de solidos de leche en electroforesis en gel de poliacriamida-SDS-tricina
desnaturalizante T=20% y C =6%. La tincién se realiz6 con Spyro Rubi. ST de pesos
moleculares (Polypeptide de Bio-Rad). El tiempo se reporta en horas.

Se realiz6 el célculo para la concentracion de los péptidos generados durante la
fermentacion por una comparacion de areas, estas areas se calcularon por medio del
programa Molecular Analyst el cual se encuentra integrado a Gel Doc de Bio-Rad. Se tomd
como referencia a la a-LA en una concentracion de 1mg/mL. Las concentraciones de los
péptidos generados por Lactococcus lactis se reportan en la tabla 6. En esta tabla se aprecia
que la cantidad de péptidos menores a 14.4 kDa aumenta hasta llegar al tiempo 28 en donde
se aprecia un decaimiento en la concentracién de éstos; lo anterior concuerda con lo
obtenido en el método de TNBS en donde se observa este mismo comportamiento.

Tabla 6 Concentracion total de los péptidos menores a 14.4 kDa generados por
Lactococcus lactis durante la fermentacion de una leche con 10% de sélidos

Tiempo de fermentacién Concentracion total de
(Horas) péptidos (mg/mL)
0 0.20
8 0.24
12 0.30
20 0.37
28 0.47
48 0.35

Con ayuda de la curva obtenida con el patron de pesos moleculares (ver seccion
10.4.2), se pudo estimar el peso molecular de los péptidos obtenidos durante la

fermentacion. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7. En esta tabla se observa

77



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

gue a partir de la hora 8 de fermentacion se obtienen péptidos menores a los 6.6 kDa, los
cuales tienen una gran posibilidad de poseer actividades biolégicas. En los tiempos 20 y 28
se observa que existe una mayor cantidad de fragmentos peptidicos secuencias menores a
14.4 kDa. El rango de los péptidos obtenidos va de 13.54 a 0.738 kDa. En el tiempo 48 de
fermentacion se observa la desaparicion de los fragmentos peptidicos de mayor peso
molecular (13.54 y 11.24 kDa).

Se realiz6 una comparacién de los pesos moleculares de los péptidos determinados
mediante la electroforesis con los pesos moleculares de los péptidos reportados como
bioactivos. Los péptidos que coincidieron con los pesos moleculares de las secuencias
bioactivas se reportan en la tabla con letras negritas.

Tabla 7 PM de los péptidos generados durante la fermentacién de una leche con 10%
de sélidos con Lactococcus lactis

T=0 Horas T=8 Horas T=12 Horas T=20 Horas T=28 Horas T=48 Horas
13544.68 13544.68 13544.68 13544.68 13544.68 9342.08
11248.80 11248.80 11248.80 11248.80 11248.80 5693.03
9342.08 9342.08 6056.63 9342.08 9342.08 3469.32

3806.93 3806.93 6056.63 6056.63 2625.73
2180.66 2180.66 3690.89 4444.20 1702.31
1249.11 1249.11 2625.73 2625.73 975.10

738.00 1867.97 2180.66

1211.03 1288.38

835.28 975.10

Se construy6 un grafico de la concentracion de los péptidos menores a 7 kDa en cada
una de las muestras analizadas por electroforesis (grafico 4). En este grafico se aprecia
como varian los péptidos de cierto peso molecular a lo largo de la fermentacion. En el tiempo
8 de fermentacion se encuentran secuencias peptidicas de 3, 2 y 1 kDa, en el tiempo 12 se
observa la aparicion de péptidos de mayor peso molecular (6 kDa) resultado de la hidrélisis
de proteinas y péptidos de mayor peso molecular, que no se observan en esta figura pero
gue estan presentes en las muestras. También durante este tiempo se observa un aumento
en la cantidad de péptidos de peso molecular intermedio (3 y 2kDa), los péptidos de 1 kDa
disminuyen su concentracién seguramente porque son degradados a aminoacidos o bien
son consumidos por el microorganismo. En el tiempo 20 se observa una degradacion de las
fracciones peptidicas de 6, 3 y 2 kDa para formar secuencias peptidicas de menor tamafio (1
kDa). Esto concuerda con lo propuesto por Tan y colaboradores en 1993 los cuales

78



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

plantearon que los segmentos peptidicos de bajo peso molecular (1 kDa y menores) eran
generados a partir de secuencias peptidicas de mayor tamafio por la accién de las
peptidasas de su sistema proteolitico. Durante el tiempo 28 se observa la acumulacién de
fracciones peptidicas de 6, 4 y 2 kDa derivados de la hidrélisis de segmentos peptidicos de
mayor tamafio, tambien se observa un aumento en la concentracion de los péptidos menores
a 1 kDa la cual puede explicarse por la disminucién de péptidos de 1y 3 kDa. En el dltimo
tiempo de la fermentacion se observa la aparicion de secuencias peptidicas de 5 kDa y 3

kDa también se observa la degradacién de péptidos de 6, 2 y menores de 1 kDa.

0.35- m0.1-0.99
kDa

B1 kDa

@2 kDa

M3 kDa

O 4kDa

B 5kDa

Concentracion (mg/mL)

06 kDa

8 12 20 28 48

Tiempo de fermentacién (horas)

Gréfico 4 Perfil de péptidos menores a 7 kDa generados por Lactococcus lactis
durante una fermentacion en un medio con 10% de sélidos de leche

6.2.2. Determinacion de los péptidos generados en las
fermentaciones realizadas con 15% de solidos de leche

En la figura 7 se aprecia la aparicion de bandas correspondientes a fracciones
peptidicas menores a 14. 4 kDa en todos los tiempos de fermentacién analizados por

electroforesis; se observa que la concentracion va en aumento conforme transcurre la
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fermentacion, siendo mas evidentes las bandas en los tiempos 24 y 32. En el tiempo 48 se
aprecia una disminucion en la cantidad de bandas, lo anterior concuerda con lo determinado
con el método del TNBS, en donde se encontré una disminucion en la concentracion de
grupos amino libres en ese tiempo.

26.6
kDa
14.4 N
KDa :
I
| Zona
: > de
I péptidos
|
I
|

J

Figura 7 Separacion de los péptidos generados por las fermentaciones realizadas con
el 15% de sélidos de leche en electroforesis en gel de poliacriamida-SDS-tricina
desnaturalizante T=20% y C =6%. La tincién se realizo con Spyro Rubi. ST de pesos
moleculares (Polypeptide de Bio-Rad). El tiempo se reporta en horas.

Mediante comparacion de areas se determiné la concentracién de los péptidos
generados por estas fermentaciones. Se tomd como referencia la a-LA en una concentracion
de 1mg/mL. Las concentraciones se reportan en la tabla 8, en ésta se observa un aumento

en la concentracion conforme avanza la fermentacion hasta llegar a su maximo en la hora
32, este comportamiento concuerda con lo obtenido por TNBS.

Tabla 8 Concentracion total de los péptidos (menores a 14.4 kDa) generados por
Lactococcus lactis durante la fermentacién de una leche con 15% de sélidos

Tiempo de fermentacion Concentracion total de
(Horas) péptidos (mg/mL)
0 0.53
8 0.76
12 0.91
24 1.07
32 1.18
48 0.84
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El peso molecular aproximado de las fracciones peptidicas generadas en las
fermentaciones realizadas con el 15 % de soélidos de leche se muestra en la tabla 9, en la
cual se observa que a partir de la octava hora de fermentacion se tienen fracciones
peptidicas menores de 6.6 kDa. El rango de los pesos moleculares de los péptidos
encontrados en esta fermentacion va de 13.66 a 0.85 kDa. En la hora 12 de fermentacion se
obtuvieron un mayor nimero de fragmentos peptidicos. Durante la Ultima hora de
fermentacién se observa la degradacion de las fracciones peptidicas de mayor tamafio
(13.66 y 8.92). Se realiz6 una comparacion del PM de los fragmentos obtenidos con los PM
de los péptidos reportados como bioactivos, los péptidos que coinciden con éstos ultimos
son reportados con letras negritas.

Tabla 9 PM de los péptidos generados durante la fermentacién de una leche con 15%
de sélidos con Lactococcus lactis

T=0 Horas T=8 Horas T=12 Horas T=24 Horas T=32 Horas T=48 Horas
13667.80 13667.80 13667.80 13667.80 13667.80 8920.34
11041.80 11041.80 9409.06 9409.06 9409.06 5821.90
9409.06 5821.90 6477.30 5821.90 4227.43 4227.43
4227.43 4961.02 4227.43 2910.21 3069.65
3069.65 4227.43 2759.05 1899.36 1899.36
2351.07 2759.05 1899.36 1618.50 1454.74
1899.36 1899.36 1175.24 1454.74 853.37
1001.46 1175.24 853.37 853.37
853.37

En el grafico 5 se observa como van evolucionando los péptidos menores a 7 kDa
durante las fermentaciones, a partir de la hora 12 de fermentacion se presentan péptidos de
bajo peso molecular (menores a 1 kDa), los cuales son generados a partir de secuencias
peptidicas de mayor peso molecular (2 y 1 kDa). Los péptidos de peso molecular intermedio
(2, 3 kDa) pueden ser generados por la hidrélisis de fragmentos de mayor peso molecular (4,
5 y 6 kDa). Las secuencias peptidicas mayores a los 4 kDa son generadas por la
degradaciéon de proteinas o péptidos de mayor peso molecular que no se aprecian en el
grafico pero que se encuentran en las muestras. El comportamiento de los péptidos en este
grafico concuerda con lo reportado por Gasson y De Vos en 1994, los cuales propusieron
gue la formacién de los péptidos de péptidos de menor peso molecular se debe a la
degradacion de los péptidos de peso molecular intermedio, los cuales a su vez se generaban
de la hidroliosis de secuencias peptidicas de mayor peso molecular, este fendbmeno es
conocido como la formacion escalonada de péptidos.
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Gréfico 5 Perfil de péptidos menores a 7 k Da generados por Lactococcus lactis
durante una fermentacion en un medio con el 15% de s6lidos de leche

6.23. Determinacion de péptidos generados en las
fermentaciones realizadas con 20% de sélidos de leche

En la figura 8 se puede observar que en cada una de las muestras analizadas con el
20% de sdlidos; se encontraban bandas que correspondian péptidos menores a 14.4 kDa,
mas aun, fueron encontradas bandas menores a los 6.6 kDa. También se observa que la
concentracion de estos péptidos generados por la accion del sistema proteolitico se va
elevando conforme transcurre la fermentacion hasta la hora 32 de fermentacién, ya que a las
48 horas de fermentacion se observa una disminucién en la concentracién de los péptidos,
esto concuerda con lo obtenido con el método de TNBS, en el cual se observé una
disminucién en la cantidad de grupos aminos libres en ese tiempo de fermentacion. En esta

figura se observa la disminucion de la ?-CN, la B-LG, la a-LA y posiblemente la as1-CN.
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Figura 8 Separacion de los péptidos en electroforesis para las fermentaciones con
20% de sélidos realizadas en gel de poliacriamida-SDS desnaturalizante. La tincién se
realizo con Spyro Rubi. LaT=20%y C =6%. ST de pesos moleculares (Broad de Bio-
Rad). El tiempo se reporta en horas.

Se realiz6 el calculo para la concentracion de los péptidos generados durante la
fermentacion por una comparacion de areas, tomando como referencia a la B-LG (Img/mL).
La concentracion de los péptidos en los distintos tiempos de fermentacién analizados se
reporta en la tabla 10, en la cual se observa que la concentracion maxima de péptidos s
encuentra durante la hora 20 pero no existe gran diferencia con la del tiempo 32.
Posteriormente en el tiempo 48 la concentracion de los péptidos disminuye, lo cual también
coincidio con lo obtenido por el método de TNBS.

Tabla 10 Concentracion total de los péptidos generados por Lactococcus lactis
durante la fermentacion de una leche con 20% de sélidos

Tiempo de fermentacion Concentracién total de
(Horas) péptidos (mg/mL)
0 0.71
4 1.02
12 1.03
20 1.24
32 1.17
48 1.01

Se calculo el PM de los péptidos obtenidos durante esta fermentacién. Los resultados
se muestran en la tabla 7. En esta tabla se observa que a partir de la hora 4 de fermentacion
se obtienen péptidos menores a los 6.6 kDa, los cuales tienen una gran posibilidad de
poseer actividades biol6gicas. Se realiz6 una comparacion bibliografica con los pesos
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obtenidos por la electroforesis con aquellos que han ddo reportados como bioactivos,
encontrandose algunas secuencias posiblemente bioactivas, las cuales se marcaron en la
tabla con letras negritas. También en esta tabla se observa que estas secuencias
potencialmente bioactivas se encuentran desde las primeras cuatro horas hasta el término de
la fermentacién (a las 48 horas). Se observa también que durante lbs tiempos 20 y 32 se
encuentran una mayor cantidad de péptidos (11 péptidos). Se aprecia la desaparicion de los
fragmentos peptidicos de peso molecular superior a 8 kDa a partir de la hora 12 de
fermentacion, cosa que no sucedié con las otras fermentaciones realizadas en donde se
encuentran secuencias con mayor tamafo hasta la hora 32.

Tabla 11 PM generados durante la fermentacion de una leche con 20% de s6lidos con
Lactococcus lactis

T=0 Horas T=4 Horas T=12 Horas T=20 Horas T=32 Horas T=48 Horas
13530.23 13530.23 7900.64 7900.64 7900.64 7900.64
11309.00 11309.00 6220.43 6220.43 6220.43 6220.43
10034.68 9174.09 3973.00 4753.34 4753.34 4753.34
5686.96 3128.07 3973.00 4217.73 3973.00
4217.73 1997.90 3128.07 3421.51 2693.87
1481.74 2693.87 3128.07 1997.90
975.10 1997.90 2390.32 1573.01
569.39 1481.74 1573.01 975.10
374.70 975.10 975.10 569.39
569.39 569.39 374.70
374.70 374.70

En el grafico 6 se observa que a las 4 horas de fermentacion solo se encuentran

fragmentos peptidicos de 4 y 5 kDa, resultado de la hidrolisis de secuencias de mayor peso
molecular, a partir de la hora 12 se encuentran fragmentos peptidicos de 3, 1 y menores a 1
kDa, los cuales pueden provenir de la protedlisis de los fragmentos peptidicos (de 4 y 5 kDa).
Se aprecia que los fragmentos peptidicos menores a 1 kDa se conservan durante todo el
tiempo de fermentacién, no ocurre lo mismo con los fragmentos de 1, 2, 3 kDa, los cuales
pueden acumularse y después ser degradados a péptidos de menor tamafio, esto se
observa claramente en los péptidos de 3 KDa los cuales son degradados para generar
fragmentos peptidicos de 2 kDa principalmente (durante el tiempo 20 y 32).

El comportamiento que se presenta en este grafico concuerda con lo panteado por
Gasson y De Vos en 1994 en donde se dice que la formacién de péptidos de menor peso

molecular y que pueden tener importancia biolégica se da de forma escalonada, es decir, se
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parte de la proteina, la cual se hidroliza para dar lugar a un péptido de peso molecular
elevado para que éste se vuelva a hidrolizar para formar péptidos de tamafio intermedio, y
posteriormente finalizar con péptidos de bajo peso molecular.
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Gréfico 6 Perfiles de péptidos menores a 7 kDa en las fermentaciones realizadas con

Lactococcus lactis en un medio preparado con 20% de s6lidos de leche.

Por los resultados obtenidos mediante la electroforesis de las tres fermentaciones
realizadas se puede concluir que los péptidos obtenidos en éstas oscilan entre los 13. 7 y
0.37 kDa, lo cual era esperado ya que se ha reportado que la existencia de péptidos en
leches fermentadas con bacterias lacticas con peso moleculares dentro del mismo rango.
También se encontré que las fermentaciones generaron segmentos peptidicos muy similares
en las tres fermentaciones realizadas. Al principio de las tres fermentaciones se encuentran
fragmentos peptidicos con alto PM (de 13.6 a 9.3), los cuales van siendo degradados
durante el transcurso de la fermentacion sobre todo los fragmentos con mayor peso. Se
aprecia que en las fermentaciones realizadas con el 20% este proceso es mas rapido que las
otras dos fermentaciones, ya que desde la hora 12 de fermentacion los péptidos encontrados
son menores a 8 kDa mientras que en las otras fermentaciones todavia se encuentran

péptidos mayores los cuales son degradados entre los tiempos 32 y 48. En las tres
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fermentaciones se encuentran similitudes en el peso molecular de los péptidos generados,
algunas de éstas fracciones son potencialmente bioactivas.

Con respecto a la concentracion de los péptidos encontrados por electroforesis que
son generados durante el proceso de fermentacion se observdé que las fermentaciones
realizadas con el 10% presentaron una concentracién muy baja cuando se comparan con las
otras dos fermentaciones realizadas, entre las otras dos fermentaciones no existe una gran
diferencia pero se encontraron concentraciones un poco mas elevadas en las
fermentaciones realizadas con 20%, por lo que cualquiera de estos dos medios de
fermentacién pueden utilizarse para lograr un buen método de produccion de este tipo de
secuencias bioactivas..

Se observé que la produccion de péptidos en las tres fermentaciones concuerda con
lo propuesto por Gasson y De Vos en 1994, los cuales proponen que la generaron de
péptidos de menor tamafio se debe a la protedlisis de segmentos peptidicos de mayor
tamafio, los cuales a su vez son originados de la hidrélisis de segmentos peptidicos de
mucho mayor tamafio o de las proteinas de la leche.

6.2.4. Comparacion de los PM de los péptidos generados durante
las fermentaciones con los PM de péptidos reportados como
bioactivos

La hipétesis de este trabajo era determinar si Lactococcus lactis era capaz de generar
secuencias peptidicas bioactivas a partir de la fermentacion de las proteinas de la leche
mediante el uso de su sistema proteaolitico.

Con ayuda de la electroforesis, fue posible determinar en las tres fermentaciones
realizadas (10, 15 y 20% de solidos), secuencias peptidicas que oscilan entre 13.67 a 0.38
kDa. Los pesos moleculares de la gran mayoria de los péptidos reportados como bioactivos
se encuentran entre 0.38 a 4.8 kDa, aunque se han reportado péptidos antimicrobianos cuyo
peso molecular es mas elevado que los 5 kDa, de hecho en la fermentacion realizada con
15% de solidos se encontré una secuencia peptidica que coincide con el PM (5.82 kDa) de
un péptido antimicrobiano derivado de la lactoferrina (Dionysius & Milne, 1997).
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La coincidencia de los pesos moleculares de los péptidos obtenidos durante la
fermentacién con Lactococcus lactis con los reportados como bioactivos, nos indica que
existe una gran posibilidad de que se hayan generado ciertas secuencias peptidicas
bioactivas durante las fermentaciones. De esta manera, se compararon los pesos
moleculares de las fracciones peptidicas obtenidas con los pesos moleculares de las
secuencias de los péptidos reportados como bioactivos. Para esto se consideran como
posibles equivalentes del péptido bioactivo en cuestion a péptidos que difieran del peso de
éste en un rango aproximado de * 55 Da para los péptidos mayores a 1kDa y de + 20 Da
para los péptidos menores a 1kDa, debido a que la determinacion del PM del péptido por
electroforesis en gel de poliacrilamida—SDS podria no detectar cambios tan pequefios en el
PM. En la tabla 12 se reportan los péptidos encontrados por electroforesis generados
durante las fermentaciones con Lactococcus lactis.

Tabla 12 Péptidos potencialmente bioactivos encontrados por electroforesis
generados en las fermentaciones

Fermentacion Peso PM Posible secuencia Posible ICs0
en donde se Molecular reportado bioactividad (ng/mL)
encontro encontrado (Da)
con
electroforesis
(Da)
15% 5821.90 5851 Lff(1-48) Antimicrobiano
20% 4753.34 4807.04 as2-CN f(165-203) Antimicrobiano
20% 3973 3980 as2>-CN f(1-32) Inmunomodulador
10% 3469.32 3470.01 3-CN f(1-28) Inmunomodulador
20% 3421.51
20% 3128.07 3125 Lff(1741) Inmunomodulador
y antimicrobiano
15% 3069.65 311455 3-CN f(1-25) Acarreador de
minerales,

Inmunomodulador,
Citomodulador

15% 2759 2764.41 as1-CN f(1-23) Inmunomodulador
y Antimicrobiano
20% 2693.87 2710.82 as1-CN f(59-79) Acarreador de
minerales
10% 2625.73 2623.21 as>-CN f(127-147) Acarreador de
minerales
20% 1997.90 2011.51 as>-CN f(164-174) Antimicrobiano
10% 1867.97 1881.37 3-CN f(193-209) Inmunomodulador
20% 1899.36
10% 1702.31 1700.68 3-CN f(29-41) Acarreador de
minerales
15% 1618.50 1590.79 R-CN f(12-23) Antimicrobiano
20% 1573.01
15% 1454.74 1463.90 3-CN f(7-18) Acarreador de
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20% 1481.74 minerales
10% 1249.11 1269.60 ?-CN f(106-116) Antitrombético
10% 1211.03 1217.50 [3-CN 1(60-70) Opioide,
Inmunomodulador
1200.47 a-LAT(105-110) Antihipertensivo 745.2
15% 1175.24 1194.56 as1-CN f(66-74) Acarreador de
minerales
1157.41 3-CN f(193-202) Inhibidor de la 347.22
ACE,
Inmunomodulador
15% 1001.0 1003.31 as1-CN f(102-109) Antihipertensiva
1003.33 ?-CN f(103-111) Antitrombotica
1001.24 BSA f(208-216) Inhibidor de la
ACE
10% 975.10 979.24 as>-CN f(174-181) Antihipertensivo
20%
15% 853.37 852.98 B-LGf(94-100) Inhibidor de la
ACE y
Inmunomodulador
865.92 as1-CN f(157-164) Antihipertensivo 84.86
10% 835.37 837.12 B-LG 1(142-148) Inhibidor de Ta
ACE
830.00 R-CN f(177-183) Inhibidor de la 35.7
ACE,
Citomodulador
10% 738.00 737.89 as>-CN f(174-179) Inhibidor de la
ACE
20% 569.39 579.72 as1-CN f(23-27) Inhibidor de la
ACE
579.68 3-CN f(60-64) Opioide, Inhibidor 6.3
de la ACE
20% 374.70 392.52 B-LG f(81-83) Inhibidor de Ta
ACE

Nota: ICs,: Es la concentraciéon de péptido requerida para inhibir en un 50% la actividad de la
enzima ACE, para los péptidos antihipertensivos; y en el caso de los péptidos opioides indica
la cantidad de péptido requerida para lograr la inhibicién a un ligando opioide en un 50%. Los
valores de IC 5, reportados en la tabla fueron obtenidos de (FitzGerald & Meisel, 2000; Meisel
& FitzGerald, 2000).

En la tabla 12 se puede observar que hay una gran cantidad de segmentos
potencialmente bioactivos en las fermentaciones realizadas, encontrandose posibles
secuencias bioactivas iguales en al menos dos fermentaciones realizadas con diferentes
concentraciones de leche (3470.01, 1881.37, 1590.79, 1463.90 y 975.10). Lo anterior habla
de la especificidad de las peptidasas de Lactococcus lactis de hidrolizar las proteinas de la
leche en sitios muy especificos. Se encontraron secuencias peptidicas potencialmente
bioactivas dentro del rango de 5.82 a 0.37 kDa. La gran mayoria de los péptidos encontrados

88



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

en las fermentaciones coinciden con el peso molecular de péptidos bioactivos que presentan
una accion antihipertensiva, inmunomoduladora, antimicrobiana y ligadora de minerales pero
también fueron encontrados en menor cantidad fragmentos peptidicos que coincidian con
péptidos opioides, citomoduladores y antitrombaticos.

En los geles de electroforesis sobre todo en los de las fermentaciones realizadas con
el 20% se aprecia una disminucién en las algunas de las proteinas de la leche como la 3-LG,
a-LA la ?-CNy muy posiblemente la as1-CN; esta disminucién es debida a la degradacion
de éstas por el sistema proteolitico. En estudios realizados por Flambard y colaboradores en
1994 se demostrd que la degradacion de la ?- y la B-CN era de suma importancia para la
obtencién de aminoacidos indispensables para Lactococcus lactis pudiera crezca en leche.

En la tabla anterior se aprecian péptidos reportados como bioactivos que coinciden
con los valores de PM de las secuencias peptidicas encontradas en las fermentaciones que
provienen de las proteinas antes mencionadas por lo que muy posiblemente si se
encuentren estas secuencias en las fermentaciones.

Se compard los valores de ICs, reportados para los péptidos antihipertensivos y
opioides con las concentraciones de las fracciones peptidicas con ese PM obtenidas por
electroforesis. En las fermentaciones realizadas con el 10% se encontraron dos secuencias
peptidicas que podrian ser péptidos antihipertensivos; del primero de ellos (PM 1200.47 Da)
se requieren 745.2 pg/mL para lograr la inhibicion de la ACE en un 50% y de otro péptido
(PM 830 Da) se requieren 35.7 ug/mL para lograr ese mismo efecto.La cantidad obtenida en
las fermentaciones de éstos péptidos fue de 28.3 y 25.6 pug/mL respectivamente, cantidades
por debajo de valor de ICs, reportado.

Con respecto a las fermentaciones realizadas con el 15% de ST, se encontraron dos
secuencias peptidicas que coinciden con el pseo molecular de péptidos antihipertensivos, el
primero de ellos tiene un PM de 1157.41Da y el segundo con un PM ce 865.92 Da., estos
dos péptidos presentan los siguientes valores de ICs, 347.22 y 84.86 ug/mL. La cantidad
obtenida de estas secuencias en las realizadas con el 15% de solidos de leche fue de 139.4
y 92.33 pg/mL respectivamente, al realizar la comparacion con los valores respectivos de
ICsoSe observa que la concentracion obtenida es inferior que éste, pero la segunda cantidad
es mayor al valor del ICso correspondiente.

En las fermentaciones realizadas con el 20 % se encontré un péptido (PM 569.68

Da) que coincide con el PM de un péptido reportado como opioide, del cual se requieren 6.3
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pg/mL para inhibir en un 50% la unién a un ligando opioide y en la fermentacién se obtuvo
196 mg/mL, cantidad muy por arriba del valor del IC 5, reportado.

Como se mencion6 en los antecedentes, esta bien documentado que los sistemas
proteoliticos de las bacterias acido lacticas son muy similares en sus componentes y
mecanismo de accién (Savijoki, et al., 2006; Kuniji et al., 1996; Tan et al., 1993), por lo que
algunos de los péptidos potencialmente bioactivos generados durante la fermentacion de la
leche con Lactococcus lactis podrian encontrarse en otros productos lacteos.

Se compard el peso molecular de los péptidos obtenidos en las fermentaciones
realizadas con los encontrados en yogures comerciales (Pérez, 2006), estos productos son
fermentados con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus.
También se compararon con la leche fermentada LC1 la cual es elaborada con Lactobacillus
johnsonii y Streptococcus thermophilus (Gonzalez, 2004). Se encontraron algunas
coincidencias las cualesse reportan en la tabla 13.

Tabla 13 Coincidencias de péptidos reportados como bioactivos en yoguresy otros
productos lacteos fermentados (Gonzéalez, 2004; Pérez, 2006)

Peso Molecular de Tos péptidos encontrados por electroforesis (kDa)
Producto en donde se encontraron los péptidos
Fermentacion Alpura Yoplait LCala Nestlé [CT Danone
con
Lactococcus
lactis
3469.32 3474
2625.73 2604 2601 2643
1997.90 2037
1702.31 1721
1618.50 1600 1602 1601
1454.74 1450 1463
1249.11 1277 1259
1175.24 1191
1001.1 1001 1013 1014
835.37 825 825
579 581 567.75
374.70 391

En la tabla 13 se observé que 12 de los segmentos peptidicos potencialmente
bioactivos generados en las fermentaciones realizadas han sido encontrados también en
otros productos lacteos fermentados con otras BAL, lo que podria indicar que aunque existen

diferencias en la especificidad de ciertas peptidasas y en sus sistemas de transporte, el
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mecanismo mediante el cual degrada las proteinas de la leche sigue un mismo patrén
(Savijoki et al., 2006).

Se observa que en yogurt yoplait se encontraron 9 fragmentos peptidicos que
presentan el mismo peso molecular que los generados por Lactococcus lactis en las

fermentaciones.

91



Utilizacion del sistema proteolitico de Lactococcus lactis para la generacion de péptidos potencialmente
bioactivos

7. Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos se puede concluir lo

siguiente:

= Durante la fermentacién de la leche con Lactococcus lactis se observd que hubo
hidrélisis de las proteinas de la leche la cual fue determinada por & aumento en la
concentracién de grupos amino libres.

» Las fermentaciones con las tres concentraciones de soélidos de la leche probadas
tuvieron tendencias similares aumentando desde el tiempo cero hasta llegar a un
maximo entre las 28 y 32 horas.

= La concentracion de solidos tuvo un efecto en la concentracion de grupos amino
libres obteniéndose una mayor cantidad en las fermentaciones realizadas con el 20%
de solidos de leche.

= En términos de rendimiento (cantidad de grupos amino libres/cantidad de proteina en
las fermentaciones) los mejores resultados se obtuvieron para la fermentaciéon
realizada con el 15% de sélidos.

» Durante el almacenamiento se observa una disminucion en la concentracion de
grupos amino libres y aunque posteriormente se observa un incremento en ningln
caso se alcanzan los niveles de acumulacion obtenidos durante las fermentaciones.

= Mediante la técnica de electroforesis, se logré observar la generacion de péptidos,
menores a los 14.4 kDa, los péptidos encontrados en las fermentaciones se
encuentran entre 10s 0.37 a 13.6 kDa.

= Se encontré una mayor diversidad de segmentos peptidicos menores a 14.4 kDa en
las fermentaciones realizadas con el 20% de sdlidos de leche.

» Se hallaron coincidencias en los PM de los péptidos generados con los encontrados
en otros productos hcteos fermentados con otras BAL lo cual nos indica cierta
similitud en la especificidad entre los diferentes sistemas proteoliticos de estas
bacterias.
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7.1. Recomendaciones

a)

b)

c)

Efectuar un aislamiento de las fracciones peptidicas potencialmente bioactivas
generadas en las fermentaciones realizadas con Lactococcus lactis para poder
secuenciar y verificar de que se trate de esa cadena polipeptidica, se pueden también
llevar a cabo pruebas de bioactividad para determinar los IC 5, de cada una de ellas.
Por los resultados obtenidos en este trabajo, se recomienda parar la fermentacion
entre los tiempos 28 y 32 horas para obtener una mayor cantidad de péptidos, y sea
ésta una alternativa a los métodos de produccidon de secuencias peptidicas
potencialmente bioactivas existentes (métodos con enzimas digestivas)

Se podrian efectuar fermentaciones en donde se controle el pH para observar si se
obtiene una mayor cantidad de péptidos que las realizadas sin control de pH. En
estudios realizados por Le Blanc y colaboradores en 2002 se encontré que las leches
fermentadas con Lactobacillus helveticus en donde se controlaba el pH el grado de
protedlisis fue mas elevado que en aquellas en las que no se controla el pH.
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8. Perspectivas

En este trabajo de investigacion queda de manifiesto que las BAL, las cuales son
utilizadas para la elaboracion de productos lacteos fermentados, tienen la capacidad de
producir péptidos que pueden tener alguna actividad biolégica, sin embargo con los métodos
hasta ahora utilizados no es posible asegurar que todos los fragmentos peptidicos
generados por Lactococcus lactis presentaran alguna actividad biologica, es por ello que se
tiene que hacer uso de otras tecnologias como las siguientes: i) identificacion de péptidos ii)
aislamiento iii) secuenciacion iv) pruebas de funcionalidad.

Los resultados obtenidos hasta el momento nos indican que Lactococcus lactis tiene
una gran potencialidad para generar secuencias peptidicas bioactivas y por lo que puede
tratarse de un buen método de producion de éstas cadenas polipeptidicas (como alternativa

de los métodos de produccion de péptidos por hidrélisis enzimatica).

Algunos de los retos mas importantes que a los que se enfrentan los investigadores de ésta
area son los siguientes (Korhonen et al., 1998; Korhonen, 2002; Pihlanto, 2001):
= Desarrollo de mejores técnicas de separacion (cromatograficos y de
membrana) por las cuales las secuencias activas puedan ser separadas y
enriquecidas.
= Estudios acerca de las propiedades que presentan estas fracciones activas.
= Desarrollo de nuevos alimentos que contengan fragmentos activos, en los
cuales se retenga la actividad de estos por el mayor tiempo posible, ya que se
sabe gque los péptidos son mas reactivos que las proteinas, debido a su bajo
peso molecular, y por lo tanto los péptidos que estan presentes en la matriz del
alimento, pueden reaccionar con los otros componentes alimentarios, por esta
razon deben de investigarse la influencia de las condiciones de proceso
(principalmente el calentamiento) y la posible interaccién de los péptidos
bioactivos liberados con los carbohidratos y los lipidos presentes en el alimento
sobre la actividad fisioldgica que pueden ejercer en el organismo asi como la
biodisponibilidad del péptido biolégicamente activo en el alimento.
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Realizar estudios acerca de la posible formaciébn de compuestos toxicos,
alergénicos o cancerigenos como la acrilamida o las aminas biogénicas durante
el proceso de obtencién de péptidos bioactivos.

Desarrollo de procesos a escala comercial que permitan producir una mayor
cantidad de péptidos bioactivos en los cuales se utilice cepas bacterianas
(bacterias lacticas) para la liberacion de estos a partir materiales ricos en
proteinas.

Realizar mas estudios moleculares acerca del mecanismo 0 mecanismos, por
el cual los péptidos bioactivos ejercen su actividad o actividades.
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10. Apéndices

10.1. Abreviaturas y simbolos de los aminoacidos

Tabla A.1. Abreviaturas de tres y una letra para los aminoacidos

Aminoacido Abreviatura de tres letras Abreviatura de una letra
Alanita Ala A
Arginina Arg R
Asparigina Asn N
Acido aspartico Asp D
Asn o0 Asp Asx B
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glno Glu Glx 4
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Fosfoserina Ser (P) S
Treonina Thr T
Fosfotreonina Thr (P) T(P)
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val A

10.2. Preparacion de soluciones

10.2.1. Soluciones para el método de TNBS
10.2.1.1. Solucion de glicina 3.0 mM en 1% SDS para curva patron

Pesar 22.5 mg de glicina, 1 g de SDS y agregarlo en 50 mL de agua desionizada, revolverlos bien y
posteriormente aforar la solucién a 100 mL
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10.2.1.2. Buffer de fosfatos a pH 8.2

Pesar 0.2125 de NaH,PO, y 0.2125g de Na,HPO, y adicionarlos a 900 mL de agua desionizada,
agregar Na,HPO, hasta tener un pH de 8.2 £ 0.02, aforar a un 1L.

10.2.1.3. Soluciéon 0.1 % de TNBS

Esta solucion depende de la cantidad de tubos a analizar debe preparase al momento del uso, en la
campana con guantes y con un matraz volumétrico forrado con aluminio. Agregar la cantidad
necesaria de TNBS en el volumen correspondiente de buffer de fosfatos pH 8.2.

10.2.1.4. Solucion de HCI 0.1 N

Agregar 8.170 mL de HCI, en la campana a 900 mL de agua desionizada, aforar a 1L

10.2.2. Soluciones para electroforesis

10.2.2.1. Electroforesis para péptidos

Nota: Toda el agua utilizada para las soluciones y durante todo el proceso de electroforesis, debe ser
desionizada

10.2.2.2.1. Solucion stock de acrilamida (49.5% Ty 6% C)

Porcentaje de acrilamida 46.5%
Porcentaje de bisacrilamida 3.0%

10.2.2.2.2. Gel de separacion (20% T, 6 % C)

Solucion stock de acrilamida 3.23 mL
Solucién amortiguadora de separacién pH 8.45 4,76 mL
SDS al 10% 160 pL
Persulfato de amonio al 10% 35 uL
TEMED 5puL

Nota: El persulfato y el TEMED deben de agregarse después de desgasificar por 15 minutos a la
solucion formada por los otros tres componentes, ademas de que el persulfato debe de ser preparado

en el momento de su uso.

10.2.2.2.3. Gel de concentracion (4% T, 6% C)

Solucién stock de acrilamida 0.32 mL
Soluciéon amortiguadora pH 8.45 3.68 mL
SDS al 10% 80 uL
Persulfato de amonio al 10% 50 pL
TEMED 5 uL
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10.2.2.2.4. Solucion amortiguadora de separacion

Tris3.0 M
SDS al 0.3%

Ajustar el pH a 8.45 con HCI

10.2.2.2.5. Solucién amortiguadora de la muestra

Agua desionizada

Solucién amortiguadora pH 6.8 (tris-HCI 0.5 M)
Glicerol

SDS al 10%

Azul de Comassie al 1%

10.2.2.2.7. Preparacion de los estandares

Estandar de amplio espectro o de polipéptidos
Solucion amortiguadora de la muestra
3-Mercaptoetanol

Solucion amortiguadora de pH 6.8

Se coloca en un vial y se hierven durante 5 minutos

2 mL
1 mL
1.2 mL

0.5 mL
100 pL

2 UL

20 pL
1.5 uL
20 pL

10.2.2.2.6. Solucion amortiguadora de corrida (1X)

Tris base 0.1 M
Tricina 0.1 M
SDS al 0.1%

Nota: El pH debera ser aproximadamente de 8.25, de lo contrario serd necesario ajustarlo con &cido o

base segln sea el caso.

10.3. Estandares utilizados para la electroforesis

10.3.1. Estandar de amplio rango (Broad Bio-Rad)

Proteina Peso molecular (Da)

Miosina 200,000
?-galactosidasa 116,250
Fosforilasa b 97,400
Seroalblmina 66,200
Ovoalbumina 45,000
Anhidrasa carboénica 31,000
Inhibidor de tripsina 21,500
Lisozima 14,400
Aprotinina 6,500
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10.3.2. Estandar de Polipéptidos (Polypeptide Bio-Rad)

Proteina Peso molecular (Da)
Triosafosfato isomerasa 26,625
Mioglobina 16,950
a-Lactoalbumina 14,437
Aprotinina 6,517
Insulina b, oxidada 3,496
Bacitracina 1,423

10.4. Curvas patron

10.4.1. Curva patron del método de TNBS

Absorbancie
(@]
)]

y = 4.3874x + 0.0058
R® = 0.9988

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Concentraccion de grupos aminos libres
equivalentes de glicina (mg/mL)

10.4.2. Curva para la determinacion de pesos moleculares por

electroforesis
5.5
>
i y =-3.0114x + 5.2476
5 R®=0.9779
E a5
g .
35
3 T
o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Rf
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