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RESUMEN

RESUMEN

Este estudio fue realizado para conocer el potencial de produccion de péptidos
bioactivos durante la elaboracion de seis leches fermentadas (Actimel, Chamyto,
LC1, Yogurt natural Danone, Soful y Yakult).

En la primera etapa se realizaron fijaciones por la técnica de Gram para evidenciar
la presencia de microorganismos de cada producto

Por la técnica de Kunitz (1947), se determiné la actividad proteolitica de los
diferentes leches fermentadas comerciales y se encontr6 que Yogurt natural
Danone, LC1, Soful, Actimel, fueron los productos que presentaron mayor actividad
y en su formulacion presentan microorganismos del yogurt.

Se determiné la actividad proteolitica en placa de agar — caseina (Molin y Ternstrom,
1982), utilizando como indculo los productos fermentados comerciales, esta técnica
nos permitié respaldar la informacién obtenida de la técnica de Kunitz, encontrando
por ambas técnicas que los productos comerciales con mayor actividad proteolitica
fueron: Yogurt natural Danone y LC1

Posteriormente, se realiz6 la cuenta viable de cada producto comercial con el fin de
inocular el mismo numero de microorganismos en cada fermentacion.

En una segunda etapa, se inoculd 1 x 10° ufc/100 ml en leche descremada al 12%
(S.T.), se llevaron a cabo fermentaciones. Se determinaron péptidos solubles con el
método de Lowry et al (1951), a las muestras obtenidas durante la fermentacion
tratadas previamente con TCA para eliminar proteina.

La generacion de péptidos solubles en los productos es variable, ya que se puede
observar generacion, consumo Yy acumulacion de péptidos solubles en las
fermentaciones.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que los productos comerciales
fermentados que se probaron, poseen microorganismos con diferente actividad
proteolitica. Entre ellos Yogurt natural de Danone, LC1, Soful y Actimel resultaron
los mas interesantes por la cantidad de péptidos que se presentaron a lo largo de la
fermentacion. Para saber si algunos de estos péptidos son bioactivos, sera necesario
realizar una purificacion y caracterizacion de los mismos.



INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

En la década pasada se demostrd que las proteinas no deben ser consideradas solo
como componentes nutricionales, ya que también poseen otras propiedades
bioldgicas.

En particular dentro de la estructura primaria de las proteinas de la leche, se han
observado algunas secuencias de aminoacidos que corresponden a la de péptidos
que presentan ciertas actividades biolégicas como son: regulacién del sistema
inmune, regulacion de la presibn sanguinea, transporte de minerales,
antitrombdéticos, bactericidas, antigastricos, etc, por lo que se les denomina péptidos
bioactivos. Estos péptidos , por formar parte de las proteinas de la leche se dice que
estan encriptados y son liberados a través de procesos enzimaticos, ya sea durante
la digestion de las proteinas en el tracto gastrointestinal, o por las enzimas de las
bacterias lacticas que intervienen en la elaboracibn de productos lacteos
fermentados como quesos y leches fermentadas.

Las leches fermentadas ademas de su amplia aceptacion como alimentos nutritivos,
han sido utilizadas como el principal vehiculo para el consumo de bacterias con
caracteristicas probidticas, por los humanos en el transcurso de las ultimas dos
décadas, particularmente las bacterias que tienen la capacidad de implantarse en la
flora intestinal como algunas especies de bifidobacterias, Lactobacillus casei o
Lactobacillus acidophilus (Garcia- Garibay, 2003)

Dado que estas bacterias probidticas son capaces de sintetizar proteasas que
hidrolizan las proteinas de la leche y de liberar una gran variedad de péptidos en el
medio y que puedan ser las responsables de los efectos benéficos a la salud
atribuidas a las bacterias (Leclerc et al, 2002).

Los péptidos formados dependen del sitio de protedlisis, de la proteina precursora y
de la accién sinérgica de los péptidos con los compuestos no peptidicos (lipidos,
glicolipidos y oligosacaridos) (Smacchi y Gobbetti, 2000).

En este trabajo se pretende estudiar la actividad proteolitica de seis leches
fermentadas comerciales (Actimel, Chamyto, LC1, Soful, Yakult y Yogurt natural
Danone); y conocer la capacidad de generar péptidos bioactivos durante su
elaboracion.



OBIETIVO

3. OBJETIVO

Estudiar la actividad proteolitica de diferentes cultivos probidticos para conocer su

potencial de produccién de péptidos bioactivos durante la elaboracién de leches
fermentadas.



REVISION BIBLIOGRAFICA

4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1. PROBIOTICOS

Los probidticos son microorganismos vivos incorporados como suplementos a
algunos alimentos para beneficiar la salud del huésped humano o animal a través del
mejoramiento del balance de su flora intestinal (Garcia- Garibay, 1993; Shah, 2000;
Kalantzopoulos, 1997;Schaafsma, 2002).

En anos recientes se ha incrementado el interés en la salud a través de la prevencion
de enfermedades por la incorporacion de bacterias probidticas a los alimentos para
contrarrestar el efecto de las bacterias dafiinas en el tracto intestinal. (Torrez, 1997)
El conocimiento de los efectos benéficos de algunas de las bacterias de la flora
intestinal se inicia a principios de siglo con los trabajos de Metchnikoff. Desde
entonces, se ha desarrollado un creciente interés por las bacterias con
caracteristicas probidticas en los humanos, tanto en el sector cientifico como en el
industrial, particularmente en gran parte de los paises europeos, en Japon, en EUA y
Canada.

Los productos lacteos fermentados son considerados vehiculos a través de los
cuales, el consumidor recibe el numero adecuado de bacterias probidticas. Las
cuentas deberan ser mayores a 1x10’ ufc g”' para asegurar el efecto probistico
(Vinderola y Reinheimer, 2000)

Metchnikoff en el ano de 1908, propuso que las bacterias lacticas se utilizaran como
suplementos dietéticos, ya que el observo que el consumo de productos fermentados
beneficiaban la salud. Una de las contribuciones mas importantes de estos
microorganismos es la de extender la durabilidad de los productos fermentados en
comparacioén con el sustrato crudo. Estos alimentos fermentados, presentan ademas,
menor riesgo de toxiinfecciones que el producto fresco, debido a los distintos
compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias que intervienen en la
fermentacion, y que inhiben el desarrollo de microorganismos patdégenos (Torrez,
2000).

En la tabla 1 se muestran los compuestos antimicrobianos producidos por bacterias
lacticas

Desde el punto de vista nutricional y de la salud, las leches fermentadas aportan
nutrimentos adicionales a los del producto fresco, como son vitaminas del complejo
B, mayor cantidad de proteinas en productos concentrados, ademas las proteinas
tienen mayor valor bioldgico debido a la prehidrdlisis que sufren por las proteasas
producidas por las bacterias acido lacticas. Las leches fermentadas son alimentos
convenientes para las personas que sufren intolerancia a la lactosa, ya que la
presencia de lactasas microbianas hidrolizan la lactosa en el producto fermentado y
continuan actuando estas enzimas cuando las bacterias se implantan en el tracto
gastrointestinal (Syndifrais, 2002).
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Tabla 1. Compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias acido lacticas
utilizadas en leches fermentadas (Garcia- Garibay, 1993).

BACTERIA FABRICANTE COMPUESTO MICROORGANISMOS SENSIBLES
Bacterias lacticas en general Acido lactico y otros acidos Bacterias en general
Bacterias lacticas en general Peroxido de hidrégeno (activa | Bacterias gramnegativas y fungi

el sistema lactoperoxidasa) (bactericida)

Bacteriostatico de bacterias
grampositivas

Bacterias lacticas en general Diacetilo Bacterias y levaduras

L. lactis ssp. Lactis Niacina (biocida de naturaleza | Bacterias grampositivas
peptidica)

L. lactis ssp. cremoris : Diploccina (biocida de | Bacterias grampositivas

naturaleza peptidica)

L. delbruecksii ss. bulgaricus: | Bulgaricano (biocida de | Bacterias gramnegativas y positivas
naturaleza peptidica)

L. acidophilus: Lactobacilina (biocida de | Bacterias gramnegativas y positivas
naturaleza peptidica)

L. acidophilus Latocidina (biocida de | Bacterias gramnegativas y positivas
naturaleza peptidica)

L. acidophilus Acidolina (biocida  de | Bacterias gramnegativas y positivas
naturaleza peptidica)

L. acidophilus Acidofilina (biocida de | Bacterias gramnegativas y positivas
naturaleza peptidica)

B. bifidum Biocidas no peptidicos Bacterias

P. freudenreichi ss shermani: Microgard (biocida no | Bacterias gramnegativas y algunos
peptidico) fungi

L. reuterii Reuterina (biocida no | Bacterias y fungi
peptidico)

Las bacterias probidticas tipicas de mayor aplicacion y las que mas interés han
despertado en investigaciones alimenticias son algunas especies de bifidobacterias,
Lactobacillus caseiy Lactobacillus acidophilus (Gillland 1998; Salminen et al. 1998).

Hoy en dia se ha incrementado el interés por utilizar cepas diferentes a las
tradicionales bacterias acido lacticas. Dentro delas tradicionales bacterias acido
lacticas se encuentran: L. acidophillus, L. plantarum, L. casei, L. casei ssp
rhamnosus, L. delbrueckii ssp bulgaricus, L.fermentum, L. reuteri, Saccharomyces
boulardii, Lactococcus lactis ssp lactis, Bifidobacterium bifidum , Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium  longum, Bifidobacterium breve, Strep. salivarus ssp
thermophilus, Enterococcos faecalis, Enterococcus faecium, Lactococcus lactis ssp
cremoris.

Los beneficios derivados del consumo de alimentos que contiene probidticos son
ampliamente conocidos, por lo que actualmente se conocen mas de 90 productos
lacteos fermentados con probioticos alrededor del mundo. Los probidticos pueden
ejercer beneficios principalmente en: el tracto digestivo, en el sistema inmunoldgico,
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en el sistema cardiovascular y en el tracto urogenital (Schaafsma, 2002;
Kalantzopoulos, 1997; Aso et al , 1998; Baricault et al, 1995; Crawford et al. 1980;
Bensusan, 2002; Guarner, 2002).

4.1.1. TRACTO DIGESTIVO

A nivel del tracto digestivo, se han reportado diversos efectos de los probiéticos, tales
como: disminucidn de la malabsorcién de lactosa, tratamiento de varios tipos de
diarrea (rotavirus, diarrea del viajero y diarreas asociadas al consumo de antibidticos,
diarreas de origen bacteriano), disminucion de sintomas de enfermedades
inflamatorias intestinales, tratamientos de infecciones en recién nacidos, de ulcera
péptica y prevencion de cancer de colon (Schaafsma, 2002).

Algunos probidticos muestran propiedades antiinflamatorias cuando actuan en la
mucosa del intestino humano, se ha observado que la colonizacion con cepas de
Lactobacillus reuteri pueden prever el desarrollo de colitis en ratones genéticamente
suceptibles (Guarner 2002).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo regular de productos
lacteos puede reducir el cancer de colon y cancer de mama en humanos. El caso
reciente de un estudio controlado, en el cual se suministraba un yogurt por dia, fue
asociado con la disminucion del riesgo de adenomas en el colon (Rowland, 2002).

Van Niel et al (2002), realizaron un estudio acerca de la terapia con Lactobacillus
GG, demostrando que estos son muy efectivos en casos de diarrea aguda y reducen
la frecuencia de evacuaciones diarreicas y el tiempo de duracién de la diarrea.

Una nueva opcion de uso de probidticos en diarrea es la suplementacion de
soluciones de rehidratacién oral con Lactobacillus GG, que ha mostrado ser inocuo y
que resulta en una reduccion del tiempo de duracidon de la diarrea (Guandalini et al,
2000).

4.1.2. SISTEMA INMUNOLOGICO

Como resultado de las investigaciones del efecto de los probidticos en el sistema
inmunologico, se descubridé que el efecto se da por interaccién del microorganismo
con las células de la mucosa intestinal, permitiendo a través de ello, la modulacion
del sistema inmunoldgico, a través del incremento de los niveles de secrecion de IgA
y de anticuerpos de la sangre (Schaafsma, 2002). Reportes clinicos sugieren que el
consumo de leches fermentadas con bacterias probidticas pueden aliviar algunos de
los sintomas de dermatitis atépica y reducir el desarrollo de alergias, posiblemente
por la via de regulacion del sistema inmune (Cross et al, 2001).

En nifos, se han sugerido probidticos para aminorar alergias a las proteinas de la
leche por los efectos inmunomoduladores que estos ejercen, ya que el cambio de la
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microflora intestinal de los nifios, puede evitar el crecimiento de bacterias asociadas
al desarrollo de diferentes tipos dermatitis, entre ellas la dermatitis atdpica.

El consumo diario de probidticos se puede lograr por medio de alimentos naturales ,
como es el yogurt, de leches fermentadas adicionadas de lactobacilos y leches
infantiles industrializadas adicionadas de proboticos(Mastretta et al,2002; Pfeifer y
Rosat, 1999).

En un estudio realizado en el centro de investigaciones de Yakult en Japon, se
observo que la administracion de L casei Shirota activa el sistema inmuoldgico en
ratones. (Bensusan N, 2002).

Gill et al (2001), sugieren que el consumo de Bifidobacterium lactis HNO19, puede
ser un efectivo sumplemento para incrementar la inmunidad celular en la vejez, ya
que ellos observaron un aumento de los fagositos mono y polimorfonucleares.

4.1.3. SISTEMA CARDIOVASCULAR

Se ha demostrado que los péptidos inhibidores de enzima convertidora de
angiotensina (ACE), formados en la leche durante la fermentacion por ciertas
bacterias lacticas, son capaces de disminuir la presidon sanguinea (Schaafsma,
2002).

Kalantzopoulos (1997), reporta que que algunas cepas de L. acidophilus pueden
asimilar el colesterol malo en el intestino y reducir su absorcion

4.1.4. TRACTO UROGENITAL.

Los probiéticos ayudan a reducir las infecciones en el tracto urogenital, asi como la
incidencia del cancer de vejiga (Schaafsma, 2002).

Dentro de las nuevas lineas de investigacion se ha incrementado el interés por el
potencial de las bacterias probidticas para prevenir infecciones en tracto urinario
(ITU). Esta inquietud se debe principalmente a la gran resistencia que han
desarrollado las bacterias infecciosas a los antibiéticos y a la reconocida actividad de
los probidticos. Tres cepas de Lactobacillus mostraron capacidad para colonizar la
vagina y actuar como barrera de uropatégenos. Su habilidad para producir
crecimiento y adhesién antagonista contra patdogenos urogenitales es clinicamente
importante como un nuevo sistema de prevencion de infecciones tracto urinarias
(Reid, 2000).

4.2 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas se caracterizan por ser gram positivas, no esporuladas,
fermentadoras de carbohidratos, fabricantes de &acido lactico, acido tolerantes,
proliferan en habitats anaerobios, catalasa negativa, no méviles, y no reductoras de
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nitratos. Utilizan lactosa como fuente de carbono, vitaminas, sales, acidos grasos o
ésteres de acidos grasos, usan caseina como fuente de nitrogeno. (Bergey’s
manual). Estas bacterias se caracterizan por tener grandes requerimientos de
factores de crecimiento como péptidos y aminoacidos, no pueden asimilar el
nitrdgeno inorganico, pero son capaces de degradar proteinas y péptidos para
satisfacer sus necesidades de crecimiento (Shihata y Shah, 2000; Beshkova et al,
1998; Meisel y Bockelmann, 1999; Chavagnat et al, 2000).

4.3 SISTEMA PROTEOLITICO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas tienen un sistema eficiente para reducir grandes
subunidades de caseinas a oligopéptidos o pequefias cadenas de aminoacidos y
proveer a las células con los aminoacidos necesarios para su crecimiento en leche.

Aunque las bacterias acido lacticas varian considerablemente en su capacidad para
degradar las proteinas de la leche, muchos organismos poseen sistemas similares.
Para las bacterias acido lacticas, la caseina es la principal fuente de nitrogeno.

El sistema proteolitico de las bacterias acido lacticas se compone de tres pasos
principales:

« EIl primero consiste en la protedlisis de la caseina por proteasas ligadas a la
pared celular para formar una gran cantidad de péptidos.

+» En el segundo paso, los péptidos son transportados dentro de las células por
uno de los sistemas de transporte de péptidos.

+ Una vez dentro de la célula, los péptidos son degradados por un diverso
grupo de peptidasas hasta formar aminoacidos libres, los cuales son
metabolizados o asimilados en proteinas (Decker, 2001; Kranenburg et al,
2002; Juillard et al, 1995).

En la figura 1 se muestra el diagrama del metabolismo de proteinas
4.3.1 PROTEASAS

Las proteasas de las bacterias acido lacticas realizan el primer paso en la
degradacion de la caseina. Las proteasas han sido clasificadas de acuerdo a su
actividad y propiedades, de la siguiente manera:

- Tipo P, que actua sobre la - caseina

- Tipo Py, que actua sobre la as1- k- y B- caseina.

- Tipo Py / Py que es una mezla de las anteriores
Estas proteasas son especificas, por lo que han sido utilizadas para la formacién de
sabores en la elaboracion de productos lacteos fermentados,

Estas proteasas que se encuentran ligadas a la pared celular (Prep.), degradan la
caseina de la leche para formar oligopéptidos, los cuales son transportados a través
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de las membranas por el sistema de transporte de oligopéptidos (Opp) (Tjwantan et
al, 1993; Juillard et al, 1995;)

Figura 1. Metabolismo de proteinas
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4.3.2 PEPTIDASAS

Los péptidos generados de la caseina por las proteasas, posteriormente son
degradados por una gran variedad de peptidasas (PepA, PepE, PepF, PepO, PepX),
degradando en pequefos péptidos y aminoacidos. Se ha encontrado que las
peptidasas se encuentran dentro de la célula y son altamente especificas (Tjwantan
et al, 1993). En la tabla 2, se mencionan las principales peptidasas de bacterias

acido lacticas
4.3.2.1 ENDOPEPTIDASAS

Muchas de éstas son metaloenzimas que contienen secuencias tipicas con uniones
Zn. Algunas de éstas (PepF) tienen pH oOptimos en rango alcalino 7.5 — 9 (Decker,
2001).
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4.3.2.2 DIPEPTIDASAS Y TRIPEPTIDASAS

Estas enzimas varian con respecto a sus propiedades bioquimicas y fisicas. Muchas
dipeptidasas son también prolinasas o prolidasas e hidrolizan los péptidos con N — C
— terminal con residuos de prolina. (Decker, 2001).

Son necesarias para liberar la mayor cantidad de aminoacidos. Los productos
liberados por la accidn de endopeptidasas y aminpeptidasas son aminoacidos y
pequefnos péptidos (dipéptidos y tripéptidos). Para un eficiente proceso proteolitico,
se requieren de numerosas peptidasas y tripeptidasas para liberar la mayor cantidad
de aminoacidos. (Tjwantan et al, 1993; Kok y de Vos, 1994).

4.3.2.3 AMINOPEPTIDASAS

Las amino peptidasas son enzimas que hidrolizan péptidos N- terminal para generar
aminoacidos N- terminal, son ampliamente encontradas en bacterias acido lacticas.
Las aminopeptidasas hidrolizan los péptidos en un rango de 2-12 aminoacidos y en
general presentan baja actividad en dipéptidos con prolina. (Decker, 2001)

Entre la aminopeptidasas encontradas de bacterias acido lacticas se encuentran la
Glutamilaminopeptidasa y la X- prolildipeptidilaminopeptidasa

Estas enzimas requieren de sustratos especificos e hidroliza una gran cantidad de
dipéptidos, tripéptidos y tetrapéptidos. La propiedades bioquimicas y la especificidad
de sustratos de enzimas aisladas de L. lactis ssp lactis NCRZ267 y L. delbrueckii ssp
bulgaricus, sugieren que los péptidos generados son muy similares (Tjwantan et al,
1993).

4.3.2.4 TRANSPORTE DE AMINOACIDOS Y PEPTIDOS.

Las bacterias acido lacticas poseen una gran variedad de sistemas de transportes
para péptidos y aminoacidos (Smid et al, 1991).

Se han encontrado tres tipos de sistemas de transporte de aminoacidos:

i) Transporte pmf , el cual se lleva a cabo por acoplamiento de fuerza
motivada por protones
ii) El mecanismo de este transporte es por enlaces de alta energia , ya sea

por los metabolitos derivados de ATP o por ATP mismo;

iii) Transporte por intercambio, el cual se ve ejemplificado por el sistema
arginona/ornitina (Kok y de Vos, 1994; Poolman et al, 1995; Smid et al,
1991)

El transporte de di- y tripeptidos se lleva a cabo por el sistema derivado de la fuerza
motivada por protones, el cual tiene alta especificidad de sustrato. Se ha observado
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que el sistema de transporte de dipeptidos y tripéptidos tienen una afinidad
considerable por dipéptidos que contienen prolina (Tjwantan et al, 1993)

Se ha sugerido que la principal funciéon de estos trasnportadores es permitir
simplemente excretar el exceso de aminoacidos del citoplasma para mantener una
adecuada proporcién (Decker, 2001)

Tabla 2. Peptidasas de bacterias acido lacticas (Decker, 2001)

PEPTIDASA ABREVIACION SUSTRATO
O ESPECIFICIDAD

Aminopeptidasa A Pep A Glu/ Asp v (X),
| Aminopeptidasa C | PepC XV (X |
| Aminopeptidasa L | Pep L |Leu | X.Leu | X X |
[ Aminopeptidasa N Pep N XY (X, |
| Aminopeptidasa P | Pep P | X¥ Prov_(X), |
| Aminopeptidasa X | Pep X | X L Pro (X), |
| Pirrolidon Carboxil peptidasa | Pep | Glu _ (X), |
| Dipeptidasa V | PepV | X vX |
| Dipeptidasa D | PepD (X | X |
| Tripeptidasa T | PepT | X fX X |
| Proiminopeptidasa | Pepl [ Pro_ Xv(X)n |
| Prolidasa | PepQ Xy Pro |
| Prolinasa | PepR | Pro, X |
[Endopeptidasa F PepF 00, X_X_ X _1(X) |
| Endopeptidasa O | PepO (X X _ XL (X)n |
| Endopeptidasa E | PepE 1 X)X XL X |
| Endopeptidasa G | PepG [0 X XL (X), |

4.4 PROTEINAS DE LA LECHE

La leche es considerada como componente basico de la alimentacion, ésta es rica en
variedad de nutrientes esenciales, se considera que dentro de estos nutrientes, las
proteinas juegan un papel importante. Las proteinas de la leche son divididas en
caseinas y proteinas del suero. Las caseinas estan constituidas por cuatro familias
de moléculas (as1, as2, kY B) que muestran polimorfismo genético con fosforilaciéon y
glicolisacion.

Las proteinas del suero mas abundantes son (- lactoglobulina y a- lactoalbumina, de
las cuales también se conocen variantes genéticas. La fraccion de suero también
contiene cantidades considerables de inmunoglobulinas y seroalbuminas las cuales

11



REVISION BIBLIOGRAFICA

pasan a la glandula mamaria y son secretadas en la leche. La lactoferrina vy la
lactoperoxidasa son las proteinas mejor caracterizadas de la creciente lista de
componentes protéicos menores del suero (Steijns, 2001).

Es importante mencionar que la protedlisis por bacterias acido lacticas en leche,
leches fermentadas y quesos contribuye a la generacion de péptidos bioactivos
(Smacchi y Gobetti, 2000).

4.5 PEPTIDOS BIOACTIVOS

Se conocen como péptidos bioactivos los fragmentos de proteinas que presentan
actividades biologicas ya sea como opioides, acarreadores de minerales,
inmunoestimuladores, antitrombaticos, antigastricos, etc.

Los péptidos bioactivos pueden ser liberados durante la elaboracién de productos
lacteos fermentados, ya que las proteasas presentes en los microorganismos
fermentadores, hidrolizan las proteinas durante la fermentacion y el almacenamiento.
Los cultivos de bacterias contienen una gran diversidad de enzimas proteoliticas que
son responsables del rompimiento de las proteinas en péptidos y aminoacidos.
Durante la fermentacion de la leche, muchos oligopéptidos son liberados por la
degradacion de las caseinas, los cuales pueden ser precursores de péptidos con
actividades bioldgicas, cuando son fraccionados por otras enzimas. La baja
especificidad de las peptidasas sugiere que todas las cadenas de péptidos pueden
ser fraccionados parcialmente (Ryhanen et al, 2001).

Las proteinas de la leche son actualmente la principal fuente de péptidos bioactivos
(tabla 3), éstos pueden ser obtenidos in vitro o in vivo. Los péptidos bioactivos
derivados de proteinas se encuentran inactivos dentro de la secuencia de la proteina,
hasta que son liberados por protedlisis enzimatica (Meisel y Bockelmann, 1999).

Las funciones de los péptidos bioactivos se enlistan en la tabla 4.

4.6 CLASIFICACION DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS

4.6.1 PEPTIDOS OPIOIDES

Los receptores opioides ( tipo u ,6 y k) se encuentran localizados en el sistema
nervioso, inmune, endocrino y en el tracto gastrointestinal de los mamiferos, estos
receptores pueden interactuar con ligandos exdgenos de opioides y opioides
antagonistas.
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Tabla 3. Péptidos bioactivos derivados de las proteinas de la leche (Meisel y
Bockelmann, 1999).

PEPTIDO BIOACTIVO PROTEINA PRECURSORA BIOACTIVIDAD

| Casomorfinas | a-,p- caseina | Opioide agonista
| a- lactorfina | a- lactoalbtimina | Opioide agonista
| B- Lactorfina | - Lactoglobulina | Opioide agonista
| Lactoferroxinas | Lactoferrina | Opioide antagonista
| Casoxinas | k- Caseina | Opioide antagonista

Lactoquininas

a- lactoalbumina,

seroalblimina

B- lactoglobulina,

Inhibidor de ACE

| Inmunopéptidos

|OL-, B- caseina

| Inmunoregulador

| Lactoferricina | Lactoferrina | Antimicrobiano
| Casocidina | ag,- caseina | Antimicrobiano
| Isracidina | 0s1- caseina | Antimicrobiano
| Casoplatelina | k- Caseina | Antitrombético

| Fosfopéptidos

|OL-, B- caseina

| Acarreador de minerales

Los péptidos opioides son generados de la hidrdlisis de las proteinas de la leche. Las
exorfinas son péptidos derivados de la «-caseina, tienen propiedades
farmacoldgicas similares al opio. Las a- y B -casomorfinas (derivadas de la o y B-
caseina), y las lactorfinas (derivadas de la a y B- lactoalbumina), actian como
opioides agonistas, mientras que las Casoxinas (derivadas de la k- caseina), se
comportan como opioides antagonistas. Las casomorfinas (derivadas de la o y B-
caseina), pueden producir analgésia, modulan la conducta social e influyen en la
estimulacién de la secrecion de insulina y somatostatina, también pueden influir en la
absorcion gastrointestinal de los nutrientes, prolongar el tiempo de transito y ejercer
una actividad antidiarréica (Meisel et al, 1997).

4.6.2 PEPTIDOS INMUNOESTIMULADORES

Recientes investigaciones han demostrado que la actividad metabdlica de bacterias
acido lacticas en leche, generan péptidos inmunoestimuladores a través de la via
enzimatica, estos péptidos producen una respuesta mayor del sistema inmune a
través de un aumento de la actividad fagocitdésica de los macroéfagos humanos en
contra de las viejas células rojas de la sangre.
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Tabla 4. Principales funciones de los péptidos de origen lacteo y ejemplos

(Schanbacher et al, 1997)

EFECTOS

EFECTOR

[ @

Digestion y funcion gastrointestinal

Aumenta la velocidad del movimiento peristaltico

Péptido opioide agonista (casomorfinas,
lactorfinas)

| Disminuye la motilidad intestinal

|| Opioide antagonista (Casoxinas, Lactoferroxinas) |

Incrementa la velocidad de absorcién de

nutrientes

Fosfopéptidos de caseina

| Mejora la absorcién de minerales

|| Fosfopéptidos de caseina |

| @ Modulacién hemodinamica

Antihipertension

Casoquininas (ACE-l; péptidos inhibidores de
enzima Angiotensina)

Incrementa el flujo de sangre

Casoplatenina (péptidos de k-caseina)
Lactoferrina y péptidos

| @ Probidticos, soporte de flora intestinal

Mejora el crecimiento de bifidobacterias en el
tracto gastrointestinal

Glicomacropéptido de k-caseina
Oligosacaridos de leche, Casomorfinas
lactoferrina y Péptidos de lactoferrina

@ Proteccion
inmunolégicas

contra enfermedades

Destruccién de coliformes y bacterias patdgenas
del intestino y glandula mamaria

Péptidos bactericidas de lactoferrina

| Inhibicién de infecciones virales

|| Glicolipidos, esfingolipidos

| @ Inmunidad pasiva

| Favorece la capacidad fagocitésica

|| Citoquininas

| @ Inmunoregulacion

Modulacion de la diferenciacion de linfocitos

Péptidos inmunoregulatorios de caseina
Lactoferrina y péptidos de lactoferrina

Modulaciéon de linfocitos e intercambio de los
granulositos

Citoquininas

| @ Antiinflamacion

| Modulacién de la funcién de linfocitos

|| Péptidos inmunoregulatorios de caseina |

Reduce la liberacion de citocinas por linfocitos y
macrofagos

Lactoferrina y péptidos de lactoferrina

Modulacién de respuesta polimorfonuclear de
leucocitos

Citoquininas

| @ Crecimiento y desarrollo

| Elevacion del desarrollo del tracto intestinal

| Elevacion del desarrollo de la funcion gastrica

|| Factores de crecimiento: IGF, EGF

|| Hormonas: prolactina, y otras en la leche |
|
|

| Mejora del desarrollo neuroendécrino || Citocinas
Aumento del desarrollo del sistema inmune Péptidos inmunoregulatorios de caseina,
lactoferrina
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Los inmunopéptidos obtenidos de a-s1, - caseina y a-lactoalbumina estimulan la
actividad fagocitdsica de los macrofagos humanos, protegiendo al organismo contra
Kleibsiella pneumoniae. La isracidina, péptido originado de la hidrdlisis de la o-g1-
caseina, ofrece proteccion contra Staphilococcus aureus y Candida albicans; también
se observo que favorece una mayor formacion de anticuerpos y proliferacion de
linfocitos (Harsharnijit et al, 2000)

4.6.3 PEPTIDOS ACARREADORES DE MINERALES

La secuencia de la caseina presenta varios residuos fosforiles y fosfopéptidos; en el
intestino, estos fosfopéptidos forman compuestos solubles con el calcio, provocando
una mejor absorcion del calcio. Los caseinofosfopéptidos adicionados a pastas
dentales pueden prevenir la desmineralizacion y ejercer un efecto anticariogénico.
Los fosfopéptidos derivados de la caseina, forman sales organofosfatadas con trazas
de elementos como Fe, Mn, Cu y Se, para funcionar como acarreadores, y han sido
utilizados en el tratamiento de raquitismo (Smacchi y Gobetti, 2000).

Los fosfopéptidos derivados de la hidrdlisis de caseina mejoran la calcificacion de los
huesos en ausencia de Vitamina D, ademas los caseinofosfopéptidos juegan un
papel importante en el transporte de calcio para la absorcion en la mucosa del
duodeno, asi como la absorcion en las microvellosidades del intestino ( Kitts y Yuan,
1992).

Los caseinofosfopéptidos pueden inhibir la caries dental a través de la recalcificacion
del esmalte dental, razon por la cual se ha sugerido su aplicacion en el tratamiento
de enfermedades dentales (Swaisgoodt y Clare, 2000).

4.6.4 PEPTIDOS ANTITROMBOTICOS

La casoplatelina, secuencia derivada de la caseina, afecta la formacion de plaquetas
e inhibe la agregaciéon de plaquetas activadoras de ADP y las ligadas al fibrinbgeno
humano. Al hidrolizar las proteinas de la leche con tripsina se obtuvo un fragmento
de k- caseina la casiopiastrina que posee actividad antitrombdtica, a través de la
inhibicion de la unién del fibrinbgeno.

Se han observado péptidos antitrombdticos en el plasma de infantes después de la
ingesta de leche materna y después de la ingesta de férmula lactea. Los péptidos
obtenidos de la digestion intestinal pueden producir efectos locales sobre la regién
gastronintestinal, en la mucosa absorbente, o bien pueden entrar al torrente
sanguineo alcanzando los 6érganos vecinos. Sin embargo es dificil medir la absorcidn
de los péptidos bioactivos, ya que es dificil detectarlos dentro del plasma (Meisel y
Schlimme, 1990).
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4.6.5 PEPTIDOS BACTERICIDAS

Los péptidos bactericidas son derivados de la hidrdlisis de lactoferrina. La lactoferrina
es una glicoproteina transportadora de hierro presente en la leche. Se han
encontrado alrededor de 30 secuencias diferentes de lactoferrina con N- terminal. La
actividad antimicrobiana de la lactoferrina ha sido correlacionada con la carga neta
positiva de la molécula y el alto contenido de residuos hidrofobicos (Strom et al,
2000).

Estos péptidos eliminan microorganismos sensibles incrementando la permeabilidad
de la membrana celular. Dionysius y Milne (1998), observaron la actividad bactericida
de la lactoferricina en cepas de E. coli enterotoxigénica y en Listeria monocitogenes.
Posteriormente se observé la actividad bactericida en cepas aisladas de E. coli
enterohemorragica. Las propiedades antifungicas de la lactoferricina se demostraron
con Candida albicans.

La casocidina | (residuos 165-203), fragmento de la a-s; caseina, contiene una alta
proporcion de residuos de aminoacidos basicos que inhiben el crecimiento de
Escherichia coli y Staphilococcus carnosus . (Meisel et al, 1997)

Se han encontrado péptidos bactericidas en leche, glicopéptidos basicos con
actividad bactericida contra cadenas de Staphylococcus aureus 'y Streptococcus

La casocidina, obtenida por protedlisis con pepsina, tiene actividad contra Bacillus
subtilis, Diplococcus neumoniae y Streptococcus pyogenes (Meisel, 2001)

La isracidina, segmento de a-s1 caseina protege contra Staphylococcus aureus y
Candida albicans en ratones, este péptido previene a las borregas y vacas de la
mastitis. El glicopéptido derivado de la fraccion (residuo 106-169) de la k - caseina
actua como péptido de defensa por su capacidad de inhibir adhesiones virales y
bacterianas en las superficies de la boca (Brody 2000).

4.6.6 PEPTIDOS ANTIHIPERETENSIVOS (INHIBIDORES DE ACE)

La enzima convertidora de angiotensina | (ACE) se encuentra localizada en
diferentes tejidos y es una enzima clave en la regulacién de la presidn sanguinea.
Esta enzima ha estado asociada al sistema reninangiotensina, dicho sistema
interviene en la regulacion de la presion sanguinea y en la regulacién del
metabolismo de electrdlitos; cuando la enzima angiotensina | es inhibida, se obtiene
un efecto antihipertensivo. (Meisel, 1993 )

Los péptidos inhibidores de ACE derivados de la leche, son diferentes fragmentos de

caseinas, llamados casoquininas y los péptidos generados por las proteinas del
suero son llamadas lactoquininas. Las casoquininas, altamente activas, son

16



REVISION BIBLIOGRAFICA

fragmentos de a1 —caseina (23-27) y B-caseina (177- 183) tienen un 1Cso menor de
20 um/l (1Cso.: Concentracion de péptido que inhibe la actividad de ACE en un 50%).
El fragmento opioide de la 3 - casomorfina -7, exhibe una baja actividad inhibidora de
ACE, mientras que la B - lactorfina 5 presenta una actividad moderada.

4.7 PEPTIDOS BIOACTIVOS EN LECHES FERMENTADAS

Las leches fermentadas contienen un gran numero de compuestos con actividades
biolégicas que pueden contribuir en la salud humana, la hidrélisis de las proteinas
por bacterias acido lacticas pueden contribuir a las propiedades probidticas
(Kalantzopoulos, 1997)

El tipo de cultivo usado es uno de los principales factores que influyen en el tipo de
péptido bioactivo encontrado en leches fermentadas; por ejemplo, la protedlisis por
Lactobacillus helveticus esta relacionada con la produccion de péptidos
antihipertensivos.

Nakamura et al. (1995), purificaron péptidos inhibidores de ACE de una bebida
japonesa fermentada con Lb heleveticus y Saccharomyces cerevisiae. Los péptidos
antihipertensivos, Val-Pro-Pro y lle-Pro-Pro, los cuales son originados por hidrélisis
de la a s1- y B- caseina; han sido encontrados en leches fermentadas producidas por
Lb helveticus CP790 (Meisel, 1998).

Los péptidos inhibidores de ACE, no son tan potentes como los medicamentos
usados en el tratamiento de la hipertensién, ya que los productos lacteos tienen
actividad moderada y pueden ser considerados como alimentos funcionales, los
cuales deben ser incluidos en la dieta diaria (Meisel et al, 1997).

Una leche fermentada con Lactobacillus GG y posteriormente hidrolizada con
pepsina y tripsina, presentd péptidos bioactivos que corresponden a fragmentos de
as1- Y B- caseina, y a-lactoalbumina, con actividad inmunomoduladora, opioides y
actividad inhibitoria de ACE. La produccion de estos péptidos bioactivos podrian
explicar parcialmente las propiedades probidticas atribuidas al Lactobacillus GG
(Rokka et al 1997).

En el yogurt se han encontrado péptidos que reducen el riesgo de cancer de colon,
por medio de una disminucion de la proliferacion de células cancerosas (Ganjam et
al. 1997;Rowland, 2002).

4.8 USO DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS EN ALIMENTOS FUNCIONALES Y
FARMACEUTICOS

Se ha observado que los péptidos bioactivos derivados de las proteinas de la leche,
ejercen un beneficio a la salud del consumidor.
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Los péptidos derivados de caseina, pueden ser usados como suplementos
alimenticios o como preparaciones farmacéuticas (fosfopéptidos y B-casomorfinas
(Reynolds, 1987).

Se ha considerado producir péptidos bioactivos como nutraceuticos (cualquier
sustancia en el alimento que provee beneficios médicos o en la salud, incluyendo
prevencion y tratamiento de enfermedades) y como alimentos funcionales (aquellos
que contienen sustancias que consumidos como parte de la dieta, regulan cierto
proceso cuando son consumidos).

Se han planteado las siguientes opciones para el diseno de productos dietéticos y
preparaciones farmacéuticas:

+ Suplementos dietéticos con péptidos bioactivos sintéticos especificos, pueden
ser comercialmente preparados en concentrados deshidratados, utilizandolos
en productos consumidos en la dieta como son: panes, pasteles, harinas,
bebidas, preparaciones en tabletas y pastas dentales.

+ Produccion de péptidos bioactivos durante el procesamiento de alimentos
mediante el uso de microorganismos genéticamente modificados.

+ Incorporacion de la codificaciéon de genes para los péptidos, o la introduccion
de nuevos sitios susceptibles a la accién de proteasas, dentro del precursor
mediante técnicas de ingenieria genética. Las mismas técnicas podrian ser
usadas para eliminar actividades bioldgicas indeseables.

+« Administracion de péptidos bioactivos como preparaciones farmacéuticas, por
ejemplo, en el tratamiento de diarrea (casomorfinas), padecimientos dentales,
0seos Yy deficiencias en la absorcion de minerales (caseinofosfopéptidos), e
inmunodeficiencia (péptidos Inmunoestimuladores), etc.
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5. MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

En este estudio se utilizaron 6 leches fermentadas comerciales, leches que sirvieron
a lo largo del proyecto y que fueron seleccionadas por ser productos que contienen
microorganismos probidticos. (Gilliland 1998; Salminen et al. 1998)

Las leches fermentadas utilizadas fueron:

¥

¥

Actimel: Bebida lactea fermentada, elaborada por Danone de México, S.A. de
C.V. Contiene las cepas: Lactobacillus casei DN-114 001 y cultivos de yogurt

Chamyto: Producto lacteo fermentado, elaborado por Nestlé México, S.A de
C.V., producido con L. johnsonii (Lactobacillus acidophillus)

LC1: Bebida lactea fermentada, producida por Nestlé de México, S.A de C.V.,
elaborado con : L. johnsonii (Lactobacillus acidophillus), y cultivos lacticos

Soful: Alimento lacteo fermentado, producido por Yakult de México con
Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus thermophilus

Yakult: Bebida lactea fermentada, elaborada por Yakult de México, con
Lactobacillus casei Shirota.

Yogurt natural Danone: Elaborado por Danone de México S.A de CV.
Contiene las cepas: Lactobacillus delbrueckii sp bulgaricus, Streptococcus
thermophilus

La estrategia seguida durante la elaboracion del proyecto fue la siguiente:

Se realizaron fijaciones por la técnica de Gram para evidenciar la presencia de
microorganismos en cada producto.

Por la técnica de Kunitz (1947), se determiné la actividad proteolitica a cada
producto comercial.

Posteriormente con la técnica en placa de agar caseina (Molin y Térnstrom,
1982), se determind la actividad proteolitica de cada producto.

Considerando las diferencias de los valores de actividad, se decidid realizar
cuenta viable de cada producto comercial.

Una vez determinada la cantidad de microorganismos de cada producto, se

realizaron los calculos respectivos de volumen de cada producto para inocular
la misma cantidad de microorganismos en cada fermentacién. Se realizaron las
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fermentaciones respectivas y se tomaron muestras a diferentes intervalos de
tiempo. A cada muestra se le midio el pH y se determin6 la cantidad de
péptidos libres por el método de Lowry et al(1951).

Las técnicas utilizadas a lo largo de este trabajo se describen a continuacion.

51 MORFOLOGIA DE MICROORGANISMOS PRESENTES EN LECHES
FERMENTADAS COMERCIALES

La fijacion de bacterias se realiz6 mediante la Tincién de Gram (Atlas, 1989).

Las preparaciones se observaron al microscopio 6ptico (Olimpus BX 50 a 100, 200 y
1000x); y se capturaron las imagenes con el Analizador de imagenes Image Pro
Plus.

5.2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La actividad proteolitica fue determinada con el método de Kunitz (1947), que se
describe a continuacion.

Reactivos:
a) Solucién de caseina (Merck) al 1% en solucion amortiguadora de fosfatos
0.05M, pH7.5

b) Solucion de acido tricloro acético (J.T. Baker) al 5%
Procedimiento
Se prepararon tres series de tubos: 3 Blancos, 3 Testigos y 3 Tubos de reaccién.

+ Los blancos se prepararon con 2 ml de la solucién de caseina al 1% y se
agregaron 3 ml de solucién de acido tricloroacético al 5%

+ A los tubos testigo se agregd 1.9 ml de solucion de caseina al 1% + 3 ml de
solucion de acido tricloroacético al 5%; finalmente se adiciond 0.1 ml del
cultivo (leche fermentada).

+ Los tubos de reaccién se prepararon con 1.9 ml de solucion de caseina al 1%,
se adiciond 0.1 ml del cultivo (leche fermentada) y se incubaron durante 20
minutos a 40° C en un bafio de temperatura controlada. La reaccién fue
detenida por adicidon de 3 ml de solucién de acido tricloroacético al 5%.

Todos los tubos (blancos, testigo y de reaccion), se centrifugaron en una centrifuga
Beckman J2 MI a 18000 rpm durante 15 minutos y se determiné la absorbancia del
sobrenadante a 280 nm en celdas de cuarzo en el espectrofotometro Shimadzu UV-
160 A.
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Los resultados se trataron y se reportaron en UE/ml de cultivo. Una unidad de
actividad enzimatica (UE), fue definida como la cantidad de enzima que produce un
aumento en 0.001 unidades de absorbancia por minuto

5.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLiTI'CA EN LECHES
FERMENTADAS COMERCIALES EN PLACA DE AGAR- CASEINA

Se utilizé una técnica de rapida identificacion en placa, la técnica de placa de agar de
caseina (Molin y Ternostrom, 1982), con la finalidad de.conocer la actividad
proteolitica de las leches fermentadas comerciales.

Reactivos:
a) Agar bacterioldgico (Bioxon) al 2%
b) Leche descremada

Procedimiento

En un matraz Erlenmeyer de 250ml. se colocaron 100ml de agua destilada
En un matraz Erlenmeyer de 500 ml se colocaron 300 ml de agua y 6 g. de agar
bacterioldgico. Ambos matraces se esterilizaron a 121°C durante 15 min.

En el matraz Erlenmeyer de 250 ml con agua destilada estéril, se agregaron 8 g de
leche descremada en condiciones de asepsia. EI matraz se agitdo y la leche se
pasteurizé a 90° C durante 5 min.

Posteriormente en condiciones de asepsia se incorporé la leche al agar, se
homogenizo y se realizo el vaciado del medio en cajas de petri y éste solidifico a
temperatura ambiente. Se sembraron e incubaron las leche fermentadas a 40 ° C
por 48 hrs. en jarra de anaerobiosis (BBL Gaspak anaerobyc system).

Después de la incubacion, se realizé una aspersion con una solucién de HgCl, al
10%.

La reaccion positiva fue indicada mediante la generacion de un halo alrededor de la
muestra, como resultado de la degradacion de las proteinas producidas por las
cepas de las bacterias.

5.4. CUENTA VIABLE DE CULTIVOS LACTEOS

La técnica que se describe fue realizada para cada leche fermentada comercial.

Reactivos

a) Medio de cultivo MRS
b) Solucion salina (NaCl al 0.85 %)
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Procedimiento

En un matraz Erlenmeyer de 500 ml se colocaron 400 ml de agua, 22 g. de agar
MRS y 8g de agar bacteriolégico, se disolvieron perfectamente y se esterilizo el
matraz a 121°C durante 15 min.

Se prepararon 10 tubos con solucién salina y se esterilizaron a 121°C durante 15
min.

En los tubos con solucion salina, se realizaron diluciones sucesivas de los productos
comerciales (10" a 107°). De las diluciones correspondientes se tomé 1 ml y se
deposito en cajas de petri; posteriormente se agrego el medio de cultivo y se agitd
para mezclar perfectamente la muestra con el medio de cultivo.

Una vez solidificado el medio, se incubé a la temperatura oOptima de cada
microorganismo (tabla 5), por un tiempo de 24- 48 horas, en jarra de anaerobiosis
(BBL Gaspak anaerobyc system).

Tabla 5. Temperaturas de Incubacién

Producto Temperatura de
crecimiento

| Actimel | 37°C
| Chamyto | 38°C
| LC1 | 38°C
| Soful | 37°C
| Yakult | 37°C
| Yogurt natural Danone || 42°C

Pasado el tiempo de incubacion, se realizé la cuenta viable de los microorganismos

Los resultados se reportaron en UFC/ml. Que son las colonias formadas por 1 ml de
muestra multiplicadas por el inverso de la dilucién

5.5 CINETICAS PARA LA DETERMINACION DE PEPTIDOS SOLUBLES.
Para poder determinar los péptidos solubles, se realizaron cinéticas de las leches

fermentadas en leche descremadada, la metodologia de dichas cinéticas se describe
a continuacion.
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5.51. PREPARACION DE LA LECHE

En un matraz Erlenmeyer de 250ml. se colocaron 100 ml de agua destilada, el
matraz se esterilizé a 121°C durante 15 min.

En condiciones de asepsia, se agregaron 12 g de leche descremada al matraz
Erlenmeyer de 250 ml con agua destilada estéril, el matraz se agité y la leche se
pasteurizd a 90° C durante 5 min.

5.5.2. ADICION DEL INOCULO

Una vez determinada la cantidad de microorganismos viables en cada producto, se
realizaron los calculos respectivos para ajustar el volumen necesario de cada leche
fermentada e inocular inocular 1 x 10 ® UFC/100 ml de leche preparada como se
describe en la seccion 5.5.1.

Los matraces se incubaron durante cinco horas a una temperatura de 40°C en bafio
de temperatura controlada. Se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo
(0,0.5,1, 2, 3, 4, 5 hrs).

5.5.3. DETERMINACION DE PEPTIDOS SOLUBLES PRODUCIDOS DURANTE LA
FERMENTACION

La determinacion de péptidos solubles se realizé por el método de Lowry, para lo
cual es necesario precipitar las proteinas de las muestras obtenidas durante la
fermentacion.

Reactivos

a) Acido tricloroacético (J.T. Baker) al 12%

b) Na;COs; (J.T. Baker) al 2% en NaOH (Reasol) 0.1N
c) CuSO4 (J.T. Baker)al 1% en H, O

d) Tartrato de Nay K (J.T. Baker) al 2% en H; O

e) Reactivo de Folin Ciocalteu (Sigma) 1:1 en agua

Procedimiento
Se tomaron dos mililitros de la muestra y se le agregaron 2 ml de solucién de acido

tricloaro acético al 12%, se centrifugd en una centrifuga Beckman J2-MI a 18000 rpm
durante 15 min. El sobrenadante se separo en tubos de 5 ml.
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Haciendo la determinacion de Lowry en las muestras sin proteina, se detecta la
cantidad de péptidos solubles por el complejo proteina- cobre, atribuido al contenido
de tirosinas y triptofanos (Lowry et al, 1951; Cheftel et al, 1995).

Una vez precipitadas las proteinas, se aplicé el método de Lowry que se describe a
continuacion.

De los sobrenadantes obtenidos, se realizaron diluciones 1:10.

Se mezclaron 50 volumenes de b) + 1 volumen de c) + 1 volumen de d), de esta
mezcla se tomaron 5 ml y se les agregd 1 ml de sobrenadantemuestra.

Después de dejar reposar 10 minutos, en la oscuridad, se agregaron 0.5 ml de
reactivo e).

Finalmente se dejo reposar 30 minutos en la oscuridad y se leyé a A =590 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV-160 A.

La curva patréon se realizd a partir de una solucion de 500ug/ml de seroalbumina
bovina (Sigma) que se diluyo a diferentes concentraciones (100, 200, 300, 400, 500
ug /ml), para cubrir un intervalo de 0 a 500 ug /ml, se siguié el mismo procedimiento
que para las muestras.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. MICROORGANISMOS PRESENTES EN LECHES FERMENTADAS
COMERCIALES.

De acuerdo con la técnica descrita en la seccidén 5.1, se observaron los siguientes
microorganismos presentes en las leches fermentadas comerciales.

1000x 1000x
Fig 2. Microorganimos presentes en Actimel

En Actimel (figura 2), se observaron dos tipos diferentes de lactobacilos, de acuerdo
con el fabricante, Actimel presenta L.casei defensis y cultivos de yogurt. Reuter,
(1997) y Holzapfel et al (1998); reportan la presencia de L. caseiy L. delbrueckii ssp
bulgaricus en este producto, por lo que los dos tipos de lactobacilos observados
podrian ser los citados.

1000x
Fig 3. Microorganimos presentes en Chamyto
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En el caso de Chamyto (figura 3), se observé un lactobacilo, el fabricante reporta el
L. acidophilus, por lo que el lactobacilo encontrado puede ser el reportado por el
fabricante.

1000x

Fig 4. Microorganimos presentes en LC1

En LC1 (figura 4), se observaron 2 microorganismos, un lactobacilo y un coco. En
este producto, el fabricante reporta la presencia de L. johnsoni vy cultivos lacticos.
Reuter (1997) y Holzapfel et al (1998), reportan la presencia de L. johnsonii y S.
thermophilus, por lo que los microorganismos encontrados, corresponden a lo
descrito por los autores y fabricante.

1000X
Fig 5. Microorganimos presentes en Soful
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En Soful (figura 5), se observd sélo un coco, el fabricante reporta 2 cepas: S.
thermophilus y L. casei Shirota. El fabricante reporta una relaciéon de 90:10, siendo el
L. casei el que tiene una mayor proporcion, posiblemente las condiciones empleadas
para el crecimiento no fueron favorables para el desarrollo del L.casei

1000x

Fig. 6. Microorganimos presentes en Yakult.

En Yakult (figura 6), se observé un lactobacilo, el fabricante reporta L.casei Shirota.
Reuter (1997) y Holzapfel et al (1998); reportan la presencia de L.casei en este
producto

‘.l‘ L

= \ 0
s . N | Y ;l
/ ’ \\ ;\ \
Lol /R . XY \"“'?’
| / YL

’ L i e X \
[ il ‘ i

’ i ‘ 7 e -
R PGS ¢
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Fig 7. Microorganismos presentes en Yogurt natural Danone
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En el yogurt natural Danone (figura 7), se observaron dos microorganismos
diferentes un lactobacilo y un coco, que pueden ser L. delbrueckii ssp bulgaricus y S.
thermophilus, microorganismos reportados por el fabricante.

6.2. DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LECHES
FERMENTADAS COMERCIALES

Se determind la actividad proteolitica a las 6 leches fermentadas comerciales,

inoculando en caseina, 20 min, como se describe en el método de Kunitz, (seccion
5.2).Los resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Actividad proteolitica de leches fermentadas comerciales

Leche fermentada Actividad Proteolitica (UE/ ml)
Yogurt natural 116
Danone

| LC1 | 68

| Soful | 60

| Actimel | 57

| Yakult | 0

| Chamyto | 0

El producto que presentd mayor actividad proteolitica es el Yogurt natural Danone.
Los microorganismos del yogurt han sido ampliamente estudiados, observando que
estas bacterias (S. thermophilus y L. delbrueckii ssp bulgaricus) Son mas
proteoliticas que las bacterias probidticas (Shihata y Shah, 2000).

En el caso de productos como LC1 , Soful y Actimel, es importante mencionar que
poseen microorganismos del yogurt.

Reuter (1997) y Holzapfel et al (1998), reportan que LC1, contiene S. thermophilus y
L. acidophilus. Shihata y Shah (2000), mencionan que L. acidophilus crece
lentamente en leche por carecer de actividad proteolitica, por lo que la practica
comun es adicionar bacterias del yogurt (S. thermophilus y L. delbrueckii ssp
bulgaricus). La presencia de S. thermophilus, puede ser la razén por la que este
producto presenta actividad proteolitica. Chavagnat et al (2000), estudiaron el
sistema proteolitico de S. thermophilus, el cual presenta una importante actividad,
que se encontraron al menos 14 peptidasas que participan en la maduracion de
quesos.
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Soful presenté una importante actividad proteolitica. Este producto contiene L. casei
Shirota y S. thermophilus, reportados por el fabricante. Martinez et al (2001),
estudiaron una cepa de L. casei , encontrando una muy buena actividad proteolitica
en esta cepa, hallaron proteasas de la pared celular, aminopeptidasas, dipeptidasas
y peptidasas especializadas para péptidos con prolina. Cabe mencionar que la
actividad proteolitica varia de una cepa a otra aun siendo de la misma especie, por lo
que no se puede asegurar que en Soful, la actividad proteolitica se presente por el L.
casei, ya que en Yakult, producto que contiene la misma cepa (L. casei Shirota), no
se observd actividad proteolitica. Sin embargo, en Soful la presencia de S.
thermophilus que es un microorganismo del yogurt, es el que podria generar la
actividad proteolitica en el producto

Actimel contiene L. casei y L. delbrueckii ssp bulgaricus, con base en lo publicado
por Reuter (1997) , Holzapfel et al (1998) y los resultados obtenidos en la seccién
6.1. En este producto, el valor de la actividad proteolitica podria presentarse por el L.
delbrueckii ssp bulgaricus, ya que este microorganismo posee sistemas proteoliticos
muy activos (Feller et al 1990).

Chamyto, el cual contiene L. acidophilus, no presentd actividad proteolitica.
Posiblemente el producto no estaba en 6ptimas condiciones. De acuerdo con Shah
(2000), Nighswonger et al (1996), muchos tipos de L. acidophilus no crecen en leche
y sobreviven poco en productos fermentados, ya que puede ser estable por mas de
una semana solo si es tratado adecuadamente.

Gilliland (1998), reportan que la viabilidad de L. acidophilus y su actividad enzimatica
disminuye marcadamente durante el almacenamiento.

Yakult contiene L. casei, segun Reuter (1997), Holzapfel et al (1998) y los resultados
obtenidos en la secciéon 6.1. Este producto no mostré actividad proteolitica.
Fernandez de Palencia et al (1997) y Fernandez et al (1997), purificaron y
caracterizaron una proteinasa de la pared celular y una prolidasa de una cepa de L.
casei respectivamente.Es importante enfatizar que la actividad proteolitica varia de
una cepa a otra aun siendo de la misma especie, por lo que no se puede asegurar
que esta cepa genere actividad proteolitica.

Torrez M. (2003), reporta que en un estudio realizado a leches fermentadas se
observo que los productos no eran distribuidos en optimas condiciones, ya que no
eran almacenados a temperaturas adecuadas, lo que provoca una disminucion en la
cuenta microbiana de los productos, lo cual es muy importante de considerar, ya que
los productos fermentados comerciales que en este proyecto han sido utilizados,
podrian presentar una menor actividad proteolitica por esta causa.

Es importante sefialar que en los productos que presentan microorganismos de
yogurt como son: Actimel y yogurt natural Danone (con el L.delbrueckii ssp
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bulgaricus ) y LC1, Soful y yogurt natural Danone (con el S. thermophilus ), se
encontré mayor actividad proteolitica.

Ohmiya et al (1978), estudiaron proteasas intracelulares de L.delbrueckii ssp
bulgaricus y L. helveticus, encontraron una amplia variacion en la protedlisis de la
caseina yen los fragmentos de caseina derivados de las diferentes cepas.

Hickey et al (1983) y Ezzat et al (1985), encontraron diferencia entre cepas de L.
delbrueckii ssp bulgaricus cuando determinaron actividad proteolitica con diferentes
técnicas.

Singh et al (1983), monitorearon 10 cepas de L. delbrueckii ssp bulgaricus en agar de
caseina, 4 de ellas, exhibieron un alto grado de protedlisis y 6 mostraron niveles
mucho mas bajos.

Ayres et al (1988), observaron variacion en la cantidad de tirosina liberada por la
actividad proteolitica de cepas de L. delbrueckii ssp bulgaricus.

Oberg et al (1991) Shihata y Shah (2000), encontraron variacion en la actividad
proteolitica en cepas de L. delbrueckii ssp bulgaricus; cuando se monitoreo actividad
proteolitica

Guimont (2002), Shihata y Shah (2002) en cepas de S. thermophilus; cuando se
realizaron fermentaciones con 6 cepas diferentes

Nighswonger et al (1996), estudio la actividad proteolitica de L. acidophilus;
encontrando disminucion de la actividad durante el almacenamiento del producto

Shihata y Shah (2000) realizaron un estudio de la actividad proteolitica de 11 cepas
de este microorganismo, encontrando diferencias importantes entre cepas.

Parra et al (2000) en cepas de L. casei , monitorearon la actividad proteolitica de este
microorganismo en la maduracién de un queso de cabra, encontraron buenos
resultados cuando este microorganismo se agregaba al cultivo iniciador.

De lo anterior, se considera que la actividad proteolitica no puede ser atribuida a
algun microorganismo en particular, ya que la actividad es variable. por la gran
diversidad de cepas entre microorganismos de la misma especie.

Es importante considerar que el método utilizado en este experimento sélo nos
permite evaluar dicha actividad en un intervalo muy corto de tiempo (20 min),
ademas la cantidad de muestra es muy pequeia (0.1 ml) y cuando se agrego el
in6bculo del producto comercial, no se trataba de enzimas puras de los
microorganimos, sino de una combinacion de los componentes propios del producto
entre ellos: grasa,leche, azucares, saborizantes, colorante, grenetina, etc. Por lo que
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cabe mencionar que esta técnica fue preliminar, ya que se considerd importante
establecer si los cultivos presentes en los productos eran capaces de liberar
proteasas.

6.3. DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LECHES
FERMENTADAS COMERCIALES EN PLACA DE AGAR CASEINA

La determinacion de produccion de proteasas se realizd con la técnica de placa de
agar con leche descremada (seccidn 5.3). Dicha hidrdlisis se aprecia a través de la
formacion de halos alrededor de la colonia, lo que indica actividad proteolitica de los
microorganismos presentes en las leches fermentadas comerciales. Los resultados
se muestran en las figura 8

LC1 y yogurt natural de Danone presentaron halo alrededor de la colonia. Estos
resultados sirven para confirmar los resultados obtenidos en la seccion 6.2, donde se
observa que los productos con mayor actividad proteolitica por la técnica de Kunitz
fueron Yogurt natural de Danone y LC1.

Los halos observados con Yogurt natural Danone y LC1 son mas pequefios que los
observados con otros microorganismos que liberan las proteasas en el medio, como
las pseudomonas (Martinez, 2001), ya que las proteasas de las bacterias acido
lacticas se encuentran ligadas a la pared celular.

Fig. 8 Determinacion de la actividad proteolitica de leches fermentadas comerciales en placa de agar-
caseina
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En el caso de Yakult y Chamyto no se observé crecimiento por lo que es
posible que se necesite mayor tiempo de incubacién, para observar
crecimiento y actividad en placa de agar-caseina, debido a que es un

microorganismo que crece muy lentamente.

En el caso de Soful y Actimel no se observo actividad proteolitica,
posiblemente incubando un tiempo mayor, la actividad se hubiera
reflejado, ya que en los resultados de la seccidn 6.2, estos productos
muestran actividad.

6.4 CUENTA VIABLE DE CULTIVOS LACTEOS

Se realizé la cuenta viable de las leches fermentadas, con la técnica descrita en la
seccion 5.4. Los resultados se muestran en las tabla 8

Tabla 7. Cuenta viable de leches fermentadas

Leche Actimel || Chamyto LC1 Soful Yakult || Yogurt natural
fermentada Danone
UFC / ml 3.8x10° || 02x10° || 1.1x10% || 10x10° 2x10° 16.3x 10 °
Las cuentas microbiolégicas, muestran que todas las leches fermentadas

comerciales presentan una cantidad mayor de 10 ° ufc/ml, cantidad sugerida para
ejercer algun efecto probidtico (Shah, 2000)

6.5. CINETICAS PARA LA DETERMINACION DE PEPTIDOS SOLUBLES

La determinacion de péptidos solubles, se realizd por el metodo de Lowry et al
(1951), como se describe en la seccion 5.5 . Los resultados se muestran en las
figuras 9, 10, 11, 12, 13.
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Actimel (figura 9), presenté una tendencia de aumento de péptidos solubles,
obteniendo un valor maximo a las 4 hrs de fermentacion y posteriormente este valor
disminuyo hasta 0.4 mg/ml a las 5 hrs de fermentacion.

Péptidos solubles (mg/ ml)
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Fig. 9 Evaluaciéon de los péptidos solubles producidos durante la fermentacion de
leche descremada ( 12% S.T.) inoculada con Actimel (1 x 10 °UFC/100 ml) a 40°C

33



RESULTADOS Y DISCUSION

LC1 (figura 10), mostré una disminucién en la cantidad de péptidos solubles durante
la primer hora de fermentacion, posteriormente la tendencia es de aumento en la
cantidad de péptidos solubles a excepcidén de las 3 y 5hrs, donde se observa una
disminucién de péptidos.

Péptidos solubles (mg / ml)
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Fig. 10 Evaluacion de los péptidos solubles producidos durante la fermentacion de
leche descremada ( 12% S.T.) inoculada con LC1 (1 x 10 ° UFC/100 ml) a 40°C
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Fig. 11 Evaluacién de los péptidos solubles producidos durante la fermentacion de
leche descremada ( 12% S.T.) inoculada con Soful (1 x 10 ® UFC/100 ml) a 40°C

En Soful (figura 11) hay consumo de péptidos solubles en las primeras dos horas de
fermentacion, a partir de las dos hrs., se puede apreciar un aumento del mismo hasta
las 4 hrs. Donde, posteriormente disminuye la concentracion de péptidos solubles en
el medio.
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Péptidos solubles (mg/ml)
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Fig. 12 Evaluacién de los péptidos solubles producidos durante la fermentacion de
leche descremada ( 12% S.T.) inoculada con Yakult (1 x 10 ° UFC/100 ml) a 40°C

En Yakult (figura 12), la tendencia en cuanto al contenido de péptidos solubles no es
clara. Las condiciones de crecimiento, no fueron las adecuadas para este
microorganismo, en el Manual de Bergey (1978), se menciona que la temperatura
optima de crecimiento de este microorganismo 37 ° C, ademas las condiciones de
oxigeno tampoco fueron las adecuadas, ya que este microorganismo crece en
ausencia de oxigeno.
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En Yogurt natural Danone (figura 13), se observd generacion péptidos solubles
durante las primeras 4 hrs. de 1.4 mg/ml, posteriormente este valor descendi6 hasta
1mg/ml.
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Fig. 13 Evaluacién de los péptidos solubles producidos durante la fermentacion de
leche descremada ( 12% S.T.) inoculada con Yogurt natural Danone (1 x 10 °
UFC/100 ml) a 40°C

Las cinéticas realizadas de las leches fermentadas comerciales, presentan
diferencias importantes. En todos los productos se observa claramente: etapa de
generacion, etapa de consumo y etapa de acumulacion. Las etapas antes
mencionadas, varian en cada producto en tiempo y cantidad de péptidos solubles.

En Actimel (figura 9) y en yogurt natural Danone (figura 13), el tiempo de generacion
maximo coincide para ambos productos, a las 4 hrs de fermentacién. En Soful (figura
11) y LC1 (figura 12), se observa que a las 4 hrs de fermentacion hay también una
generacion de péptidos, considerando que en ambos productos se observa consumo
de péptidos solubles.
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Juillard et al, (1995), Beshkova et al, (1998), Guimont (2002), Zourari et al, (1992) y
Fadda et al, (2001); encontraron un evidente consumo de aminodacidos durante la
fase de crecimiento de las bacterias lacticas, motivo por el cual la liberacién de
péptidos solubles se ve disminuido durante la fase exponencial de crecimiento,
después de esta fase, en la fase de declinacion o muerte bacteriana, puede
presentarse una acumulacién péptidos.

En leches fermentadas con S. thermophillus y L. delbrueckii ssp bulgaricus, se
observo un consumo de los péptidos generados durante la fermentacién. Beshkova
et al, (1998), reportaron que después de la fermentacion, alrededor del 70% de los
aminoacidos disminuyen. S. thermophilus posee una capacidad proteolitica baja y
consume alrededor del 70% de los péptidos libres (en forma de aminoacidos)
generados por L. delbrueckii ssp bulgaricus en el proceso de coagulacion de la leche
en cultivos mixtos.

También es importante sefialar que la concentracion de aminoacidos es resultado del
equilibrio entre la protedlisis y la asimilacion por las bacterias acido lacticas, ya que
algunos aminoacidos o péptidos no son necesarios para éstas y son acumulados en
el medio en cantidades superiores al resto de los aminoacidos que si son
metabolizados por las bacterias acido lacticas durante el crecimiento (Leclerc et al,
2002).

En cuanto al sistema proteolitico de las bacterias acido lacticas, se sabe que existe
una marcada diferencia entre el sistema de los lactobacilos y él de los estreptococos.
Se ha observado que los lactobacilos presentan capacidad proteasica mayor que los
cocos, mientras que los cocos presentan capacidad peptidasica mayor que los
lactobacilos (Tamine y Robinson, 1991; Chavagnat et al 2000).

La diferencia en cantidades de péptidos durante la fermentacion puede deberse a las
diferentes proteasas de las cepas y a que dicha actividad varia entre una cepa y otra,
asi como a la presencia de cultivos mixtos (Leclerc et al, 2002; Di Cagno et al, 2003).

De acuerdo con Shihata y Shah, (2000) las bacterias del yogurt (S. thermophilus y L.
delbrueckii ssp bulgaricus),son mas proteoliticas en comparaciéon que algunas
bacterias probidticas, entre ellas L. acidophilus. Las bacterias del yogurt liberan una
gran cantidad de aminoacidos y muestran una gran actividad aminopeptidasa mayor
que las bacterias probiodticas, como resultado, las bacterias del yogurt crecen mas
rapido, generando mayor cantidad de péptidos durante su crecimiento, mientras que
las bacterias probidticas requieren de adicion de péptidos y aminoacidos para un
optimo crecimiento, en particular en cultivos que no contienen L. delbrueckii ssp
bulgaricus. En los resultados obtenidos, de la evaluacion de péptidos solubles, los
porductos que muestran la tendencia de generacion durante la fermentacidn, son
precisamente los que contienen L. delbrueckii ssp bulgaricus como son Actimel
(figura 9) y Yogurt natural Danone (figura 13).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Es importante no olvidar que la actividad proteolitica varia en cepas de la misma
especie, por lo que no se puede establecer que algun microorganismo en comun
presente en las leches fermentadas sea el que genere mayor cantidad de péptidos
solubles. Shihat y Shah (2000), realizaron un estudio con 9 cepas de S.thermophilus,
de las cuales 3 no mostraron actividad proteoitica en las mismas condiciones de
trabajo, 6 cepas de L. delbrueckii ssp bulgaricus, de las cuales una no tuvo actividad
proteolitica y 12 cepas de L. acidophilus, dos de ellas no mostraron actividad; a las
diferentes cepas les determinaron actividad proteolitica, observando en ocasiones
mayor variacion entre cepas de la misma especie que entre cepas de diferentes
especies, por lo cual no es posible afirmar que la actividad proteolitica en las leches
fermentadas comerciales esté dada por algun microorganismo en particular. En el
mismo estudio, evaluaron 10 cepas de bifidobacterias de las cuales solo 3
presentaron actividad proteolitica, confirmando el hecho de que la mayoria de las
cepas clasificadas como tipicamente probidticas en general presentan menor
actividad proteolitica.
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7. CONCLUSIONES

Se estudio la actividad proteolitica de diferentes cultivos probiéticos para conocer su
potencial en cuanto a la produccién de péptidos bioactivos durante la elaboracion de
leches fermentadas.

Los microorganismos presentes en cada leche fermentada comercial corresponden a
los declarados por el fabricante

Las leches fermentadas comerciales mostraron actividad proteolitica, observando
una mayor actividad en los productos que contienen micoorganismos del yogurt. Las
leches fermentadas comerciales con mayor actividad proteolitica, son en orden de
importancia:

Yogurt natural Danone >> LC1 > Soful > Actimel

Cabe mencionar que el método utilizado presentd dificultades para determinar la
actividad proteolitica, ya este método es utilizado generalmente en soluciones
enzimaticas, en nuestro caso, se utilizé6 en productos que contenian ademas de las
enzimas, microorganismos, proteinas, lipidos y azucares.

La cuenta viable de cada producto permitié conocer la cantidad de microorganismos
presentes en cada producto, observando que las leches fermentadas comerciales
estudiadas, poseen el numero de microorganismos necesarios para ejercer efecto
probidtico (107~ 10° UFC/ml)

La liberacién de péptidos solubles de las leches fermentadas comerciales presenta
diferencias importantes, ya que varia en cada producto, aun cuando éstos presentan
cepas en comun. Desde el punto de vista de generacidén de péptidos, los productos
gue mayor generacion presentan son: Yogurt natural de Danone, Actimel, LC1, Soful,
En el caso de Yakult y Chamyto, las condiciones en el estudio no fueron las mas
adecuadas para observar la actividad proteolitica evaluada por las diferentes
técnicas.

Los péptidos solubles generados por los productos comerciales dependen de
factores complejos entre ellos, la cantidad de leche presente en la leche fermentada,
la asimilacion de aminoacidos de los cultivos, la interaccion entre mezclas de
cultivos, etc.

Dado que el interés de este estudio radica en la liberacion los péptidos formados por
la hidrolisis de las proteinas de la leche por las proteasas de las bacterias acido
lacticas, los productos que mejores resultados revelan en este sentido son los que
presentan microorganismos del yogurt: Actimel, LC1, Yogurt Natural Danone.y Soful.
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Este estudio permitié reflexionar sobre la importancia de algunos de los conocidos
efectos probioticos de bacterias acido lacticas, ya que éstos pueden estar
relacionados con la presencia de péptidos bioactivos, lo que hace necesario
identificar y caracterizar los péptidos liberados durante la hidrdlisis de proteinas en
las leches fermentadas comerciales.

Es importante senalar que el estudio de mezclas de microorganismos es complejo,
ya que la actividad proteolitica esta fuertemente involucrada en la nutricion y en las
interacciones entre las bacterias para complementar sus capacidades enzimaticas y
asi cubrir sus necesidades de crecimiento. Por lo que se sugiere un estudio mas
completo a través de técnicas mas finas, ésto con la finalidad de conocer que
bacterias acido lacticas presentan una mayor actividad proteolitica y puedan ser las
mas utilizadas para la generacion de péptidos bioactivos
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