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RESUMEN

Las proteinas lacteas poseen propiedades nutricionales, funcionales y biologicas,
las cuales son parcialmente atribuidas a los péptidos inactivos dentro de la
secuencia de la proteina que pueden ser liberados por accion de enzimas
proteoliticas nativas de la leche, enzimas de bacterias &cido lacticas, cultivos
iniciadores o de fuentes exogenas, durante la digestion gastrointestinal o el
procesamiento del alimento. Los péptidos han mostrado poseer varias propiedades
bioactivas como: antihipertensiva, antimicrobiana, inmunomoduladora, entre otras.
En este estudio se elabor6 un queso fresco tipo Cottage con adicién de bacterias
probidticas y se determind la actividad antihipertensiva de los péptidos generados.
Se prepararon cuatro tratamientos; queso control sin adicién de probiéticos, queso
con adicién de una mezcla comercial de bacterias probiéticas Yomix® 205, queso
con adicion de Lactobacillus casei y queso con adicidon de Lactobacillus rhamnosus,
cada tratamiento se prepar0 por triplicado y se almacend a 8°C para la posterior
obtenciéon de los extractos de queso solubles en agua a los 2,14 y 28 dias de
almacenamiento. Con los extractos de queso solubles en agua se determind el
perfil peptidico de los quesos mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) en fase reversa; el mayor numero de picos se obtuvo en el queso probiotico
con adicion de Lactobacillus casei. Con electroforesis desnaturalizante se observo
gue la protedlisis de Lactobacillus casei fue mayor en comparacién con el resto de
los quesos probidticos y el queso control. Finalmente de los extractos de queso
solubles en agua se evalud la actividad antihipertensiva de los péptidos a través de
la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ACE); el queso
con adicion de Lactobacillus rhamnosus presento el mayor porcentaje de inhibicion
de la enzima con un valor del 45% que se mantuvo constante durante 14 dias de
almacenamiento.



I. INTRODUCCION

La evolucién de los habitos nutricionales ha sido muy variable a través del tiempo,
pero siempre soportada con el criterio basico de mantener la salud. Cada dia las
exigencias de los consumidores se dirigen mas a la busqueda de nuevos productos
con propiedades funcionales que puedan proporcionar ademas del valor nutritivo,
otros componentes biolégicamente activos que permitan un mejor estado tanto
fisico como mental, reduciendo asi el riesgo de enfermedades y alargando la vida al
mismo tiempo que mantengan su calidad. Es por esto que actualmente se estan
descubriendo atributos funcionales en muchos alimentos tradicionales y a su vez,

desarrollando nuevos productos alimenticios con componentes benéficos a la salud.

Los probioticos son el ejemplo mejor caracterizado y mas estudiado de alimentos
funcionales y se definen como suplementos microbianos vivos que pueden aportar
al organismo beneficios para la salud cuando la bacteria permanece viable en el
alimento y hasta su consumo si es ingerido en niveles de al menos 10’ células

viables por gramo o mililitro del producto.

Un gran numero de productos alimenticios entre los que destacan el yogurt,
productos lacteos fermentados congelados, leche en polvo, helados y jugos de
frutas son empleados como vehiculo para la adicibn y consumo de bacterias
probidticas, siendo las leches fermentadas y el yogurt los productos mas
empleados, sin embargo, algunas cepas probioticas presentan inestabilidad en este
tipo de alimentos debido a las condiciones tipicas que presentan como niveles de
pH bajos, condiciones aerdbicas durante su produccion y empaque, presencia de
peroxido de hidrégeno y la inhibicion de sustancias producidas por las bacterias
iniciadoras lo que conlleva a la disminucion del nimero de bacterias probidticas

viables en el producto final.

Una alternativa para mantener la viabilidad de las bacterias probidticas es su
incorporaciéon en productos como los quesos donde el pH, la consistencia, el

contenido de grasa, el nivel de oxigeno y las condiciones de almacenamiento son



mas adecuados para la supervivencia de este tipo de microorganismos durante el
procesamiento y la digestion. Se han empleado diferentes tipos de quesos como
vehiculos para probiéticos, dentro de los cuales se encuentra el queso tipo Cottage
y quesos de tipo Continental y Cheddar, ya que estos tipos habituales de quesos

presentan condiciones favorables para las bacterias probioticas.

Durante el almacenamiento del queso ocurren una serie de reacciones bioguimicas
6 cambios metabdlicos en las que se incluyen la glucdlisis, lipdlisis y la mas
importante: la protedlisis. La protedlisis en quesos es catalizada por proteinasas y
peptidasas provenientes de diversas fuentes incluidas enzimas nativas de la leche,
enzimas coagulantes, bacterias acido lacticas iniciadoras y no iniciadoras, asi como
los probidticos adjuntos. La actividad de estas enzimas hidroliza las proteinas
lacteas contenidas en la matriz del queso provocando la liberacién directa de
péptidos bioactivos, los cuales se definen como secuencias de aminoacidos
inactivas en el interior de la proteina precursora, pero que ejercen determinadas
actividades bioldgicas tras su liberacion. Generalmente, los péptidos bioactivos
contienen de 3 a 20 residuos de aminoacidos por molécula, liberados durante el

procesado industrial de los alimentos o bien, durante la digestion gastrointestinal.

Las actividades descritas hasta la actualidad para estos péptidos son diversas, e
incluyen la actividad opioide, antihipertensiva, antimicrobiana, antitrombdtica y

guelante de minerales, entre otras.

Debido a la relacion causal/efecto existente entre la hipertension, en los ultimos
afios, los estudios se han centrado en la busqueda de péptidos con actividad
inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) y en el consecuente
empleo de dichos péptidos como ingredientes de alimentos funcionales

encaminados a la prevencion de la hipertension.

En este proyecto se llevo a cabo la incorporacion de microorganismos probioticos a
una matriz sélida proteica como lo es un queso para el estudio del metabolismo de
estos microorganismos como un medio para la obtencion de péptidos bioactivos

con actividad inhibitoria de la ACE.



II. ANTECEDENTES

[1.1 Alimentos funcionales

La nutriciébn actual estd enfocada a la prevencion de las enfermedades cronicas,
donde la dieta y el estiio de vida desempefian roles fundamentales. Los
consumidores estan preocupandose cada vez mas por su salud y esperan, a través
de los alimentos consumidos, alcanzar o mantener su salud y bienestar. La
respuesta a esta demanda ha sido el acelerado desarrollo de la industria de los
alimentos funcionales, los cuales son alimentos que poseen la caracteristica
particular de que algunos de sus componentes afectan funciones del organismo de
manera especifica y positiva, promoviendo un efecto fisiolégico o psicolégico mas
alla de su aporte nutricional clasico. Su efecto adicional puede ser su contribucion a

mantener la salud y bienestar o la disminucién del riesgo a contraer enfermedades.

La produccidon de estos alimentos, también llamados “saludables”, se ha

incrementado notablemente en distintos paises (Diplock y col., 1999).
II.2 Probioticos

Los probioticos constituyen uno de los grupos mas destacados dentro de los
alimentos funcionales. Son microorganismos vivos que al ser ingeridos en
cantidades suficientes, ejercen un efecto positivo en la salud més all4 de los efectos
nutricionales basicos (Tuhoy y col., 2003; Charalampopoulos y col., 2002; Betoret y
col., 2003).

En la actualidad, a los probibticos se les ha asociado con los siguientes efectos
benéficos potenciales: mejoran la digestion de lactosa, reducen la inflamacion
intestinal, reducen la incidencia de diarrea después del tratamiento con antibidticos,
estimulan el sistema inmune, mejoran la resistencia a las infecciones, reducen la
incidencia de reacciones alérgicas, protegen contra algunos tipos de cancer,
reducen los niveles de colesterol y la incidencia de enfermedades cardiacas, entre
otras (Salminen y col., 2004; Mattila-Sandholm y Saarela, 2003; Ouwehand y col.,
2003).



Los principales probidticos son las bacterias integrantes de los géneros
Lactobacillus (Lb) y Bifidobacterium, que son microorganismos que estan presentes
en el tracto gastrointestinal humano y que han sido, tradicionalmente, utilizadas en

diversas fermentaciones alimentarias.

Para que se manifieste el efecto benéfico de las bacterias probidticas, estas deben
permanecer viables en el alimento y hasta el tiempo de su consumo presentando
niveles de al menos 10’ células viables por gramo o mililitro del producto (Ishibashi
y Shimamura, 1993).

11.3 Quesos como vehiculo de probidticos

El yogurt y las leches fermentadas se han utilizado como vehiculos para el aporte
de probidticos, sin embargo, se ha observado que estos productos no son Optimos
para mantener altas concentraciones de algunos microorganismos como las
bifidobacterias. Este tipo de alimentos posee un rango bajo de pH y condiciones
anaerobicas las cuales provocan que la sobrevivencia de microorganismos

probidticos disminuya durante su vida de anaquel.

Una alternativa para mantener la viabilidad de las bacterias probibticas es su
incorporacion en productos como los quesos donde el pH, el alto contenido de
proteina y grasa, la consistencia solida, el nivel de oxigeno y las condiciones de
almacenamiento confieren cierta proteccibn a las bacterias durante su

procesamiento y la digestion (Boylston y col., 2004).

Se han empleado diferentes tipos de quesos como vehiculos para probiéticos.
Dentro de los quesos frescos, Blanchette y col., (1996) prepararon queso Cottage
cuyo aderezo cremoso fermentaron con Bifidobacterium infantis antes de
adicionarlo a la cuajada. Los probidticos sobrevivieron en el queso por periodos de
hasta 15 dias de almacenamiento, aunque las cuentas para este tiempo ya eran
relativamente bajas (10° ufc/g). A los 28 dias transcurridos ya no se pudieron

detectar bifidobacterias vivas.



[1.4 Proteinas de la leche

La leche estd compuesta principalmente por agua, carbohidratos, lipidos y
proteinas, asi como por otros constituyentes minoritarios como las enzimas,

vitaminas y sales minerales.

Las proteinas se encuentran en una proporcion de 30-35 g/L, constituyendo la
fraccion mas compleja de la leche. Existen dos tipos de proteinas lacteas, las
caseinas, que representan el 80% y las proteinas de suero (Whitney, 1988). La
concentracion proteica total, asi como la concentracion y la secuencia aminoacidica

de cada una de las proteinas lacteas dependen de la especie (Storry y col., 1983).

En general, las principales fracciones proteicas de la leche de vaca incluyen a-
lactalbumina (a-LA), B-lactoglobulina (B-LG), caseinas (CN), inmunoglobulinas (lg),
lactoferrina  (LF), fracciones de péptido-proteosa (estables al calor),
fosfoglicoproteinas (solubles en acido) y proteinas séricas menores tales como:

transferrina y albumina sérica.

Bajo la denominacion de caseinas se incluyen cuatro tipos de cadenas
polipeptidicas, as;-caseina (as;-CN), as,-caseina (as,-CN), B-caseina (B-CN) y k-
caseina (k-CN).

Las secuencias de sus estructuras primarias son complejas y muy diferentes a las
de otras proteinas, debido al alto contenido de prolina y a las regiones acidas que
incluyen los residuos de fosfoserina (Creamer y MacGibbon, 1996). La
conformacién secundaria de las caseinas estd poco organizada, similar a la

estructura de las proteinas globulares desnaturalizadas (Walstra y Jenness, 1987).

La leche contiene también moduladores de funciones gastrointestinales vy
hemodinamicas, hormonas y factores de crecimiento, ademas de cumplir con
funciones de inmunoregulacibn como la defensa contra enfermedades y la
modulacién de la poblacion de microorganismos intestinales (Tomé y Dehabbi,
1998).



I1.5 Péptidos de la leche

En los ultimos afios, el estudio de las proteinas en la dieta como componente
fisiologico activo ha incrementado. Las proteinas alimenticias se han reconocido
como fuente de péptidos biolégicamente activos. Tales péptidos se encuentran en
estado inactivo dentro de la molécula proteica y pueden ser liberados durante la

digestién enzimatica tanto in vivo como in vitro.

Estos péptidos se definen como secuencias de aminoacidos inactivas en el interior
de la proteina precursora, que ejercen determinadas actividades bioldgicas tras su
liberacién mediante hidrdlisis quimica o enzimatica. Generalmente, son péptidos de
tamafo pequefio, de 3 a 20 aminoacidos, liberados de las fracciones proteicas
mediante protedlisis enzimatica (Abubakar y col., 1998; Pihlanto-Leppald y col.,
2000), procesos fermentativos (Yamamoto y col., 1999; Gobbetti y col., 2000) o la
combinaciéon de ambos, que tiene lugar durante el procesamiento de alimentos o

durante la digestion gastrointestinal (Pihlanto-Leppéalé y col., 1998).

Se ha encontrado que los péptidos bioactivos obtenidos de las proteinas de la leche
presentan funciones antimicrobianas, inmunomoduladoras, antitromboticas y de
transporte de minerales. También se ha encontrado que son capaces de disminuir
la presion sanguinea de sujetos hipertensos y actuar como opioides (FitzGerald y
Meisel, 2003).

Los péptidos bioactivos se encuentran en la leche, en leches fermentadas, quesos
y sueros derivados de queseria (Roudot-Algaron y col., 1994; Saito y col., 2000;
Smacchi y Gobbetti, 1998; Gémez-Ruiz y col., 2002). Las enzimas proteoliticas de
la leche, las enzimas provenientes de las bacterias acido lacticas (BAL) y las
provenientes de fuentes exdgenas contribuyen a la generacion de péptidos
bioactivos, prestando particular atenciébn a los péptidos producidos por las
proteinasas de las BAL que actuan sobre las proteinas de la leche (Meisel, 1998).

Estudios de péptidos bioactivos provenientes de las proteinas lacteas han sido

publicados en afios recientes (Schanbacher y col., 1998).



Se le ha dada un énfasis particular al aislamiento de péptidos bioactivos derivados
de diferentes tipos de quesos europeos. Ultimamente se ha manifestado interés por
la caracterizacion de quesos de origen latinoamericano (Van Hekken y Farkye,
2003), asi como en el uso de cultivos lacticos iniciadores en la elaboracion de los

Mismos.
[1.6 Produccion de péptidos bioactivos

Basicamente los péptidos bioactivos pueden ser generados de las proteinas
precursoras de la leche de la siguiente manera:

» Hidrdlisis enzimatica por enzimas digestivas
* Fermentacion de leche con cultivos proteoliticos iniciadores

» Protedlisis por enzimas derivadas de microorganismos

En muchos estudios las combinaciones de los métodos proveen una generacion

efectiva de péptidos funcionales (Korhonen y Pihlanto-Leppéla, 2003).
[1.6.1 Digestion enzimatica

La manera mas comun de producir péptidos bioactivos es a través de la hidrélisis

enzimatica de las moléculas proteicas enteras.

Muchos de los péptidos bioactivos conocidos se han producido usando enzimas

gastrointestinales, usualmente pepsinay tripsina.

Otras enzimas y diferentes combinaciones de proteinasas provenientes de fuentes
bacterianas y fungicas (incluyendo alcalasa, quimiotripsina, pancreatina, pepsina y
termolisina) han sido utilizadas también para generar péptidos de varias proteinas

(Korhonen y Pihlanto-Leppalé, 2003).

Se han encontrado concentraciones elevadas de caseinofosfopéptidos en particular
altas cantidades de as;-CN f(59-79) por la digestion de las micelas de caseina

digeridas sucesivamente con pepsina y tripsina.



[1.6.2 Fermentacién de leche con cultivos proteoliticos iniciadores

Muchas industrias alimentarias utilizan cultivos lacticos iniciadores que son
altamente proteoliticos. Los péptidos bioactivos pueden ser generados por cultivos
iniciadores y no iniciadores usados en la manufactura de productos lacteos
fermentados. El sistema proteolitico de las BAL por ejemplo Lactococcus lactis, Lb.
helveticus y Lb. delbrueckii ssp, del cultivo iniciador y de la flora endogena de la
leche consiste en un sistema de proteinasas enlazadas a la pared celular y a un
namero distinto de peptidasas intracelulares, incluyendo endopeptidasas,
aminopeptidasas, tripeptidasas, y dipeptidasas (Christensen y col., 1999; Kunji y
col., 1996).

Los avances han hecho posible elucidar la caracterizacion bioquimica y genética de
estas enzimas. El hecho que las actividades de las peptidasas son afectadas por
las condiciones de crecimiento hace posible manipular la formacion de péptidos
(Williams y col., 2002).

Los péptidos liberados durante el proceso de fermentacion pueden ejercer distintas
actividades biologicas que podrian contribuir a las propiedades benéficas atribuidas
a los productos lacteos fermentados y a las propias BAL (Sanders, 1993; Lee y
Salminen, 1995).

Algunos de los péptidos liberados tras la accion de los microorganismos durante la
fermentacion de la leche, pueden ejercer actividad inhibitoria de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE), por lo que los productos fermentados podrian

ser empleados en la prevencién y tratamiento de la hipertension.

Los péptidos procedentes de los procesos fermentativos difieren en funcion de las
propiedades cualitativas y cuantitativas de las proteinas lacteas de las distintas
especies (Fazel, 1998).

Ademas, la accion de los fermentos es decisiva, por lo que las caracteristicas del
producto final dependeran de la especie y cepa del cultivo iniciador empleada en el

proceso de fermentacion (Yamamoto, 1997; Matar y col., 1997).



Durante el procesado y el almacenamiento de los productos fermentados, las
proteinasas son capaces de hidrolizar las proteinas del alimento a fermentar y

generar oligopéptidos (Harwalkar y McMahon, 1993).

Los di-, tri- y oligopéptidos de tamafio pequefio pueden ser transportados, mediante
sistemas de transporte especificos de la bacteria, hasta el interior de la célula,
donde las peptidasas de la membrana plasmatica los hidrolizan formandose
péptidos de menor tamafio y aminoacidos libres.

Los péptidos de mayor tamafio que no pueden ser transportados al interior de la
célula también pueden ser fuente de péptidos bioactivos tras su degradacion por la
peptidasas intracelulares liberadas durante la lisis celular (Thomas y Pritchard,
1987; Poolman y col., 1995; Law y Haandrikman, 1997). Los péptidos originados
contribuyen, por tanto, al cambio en las propiedades reolégicas, sensoriales y
bioldgicas del producto fermentado (Korhonen y col., 1998).

Existe dependencia del grado de protedlisis en funcidén de las especies y cepas de
microorganismos empleadas en cada estudio (Marshall y Tamine, 1997), asi como

de las condiciones del proceso de fermentacion.

El Cuadro 1 presenta una lista de estudios experimentales relacionados a la
produccion de péptidos mediante la fermentacion de leche empleando diferentes
microorganismos proteoliticos o enzimas proteoliticas derivadas de tales

microorganismos.
11.6.3 Protedlisis por enzimas derivadas de microorganismos

La protedlisis es uno de los fendmenos mas importantes que contribuyen al sabor y
textura de los diferentes tipos de quesos. Los agentes proteoliticos pueden provenir
de diferentes fuentes como: coagulantes de la leche, proteinasas nativas de la
leche como plasmina y catepsina D, BAL (iniciadoras y no-iniciadoras y sus
enzimas); e iniciadores secundarios, por ejemplo, bacterias acido propibnicas,

levaduras, mohos y sus enzimas.



La degradacion de las proteinas lacteas por proteasas permite la formacion de
péptidos y aminodacidos, los cuales actian como compuestos del sabor. Sin
embargo, los péptidos liberados de las proteinas alimentarias durante la
fermentacion, también tienen importancia en la salud ya que pueden proporcionar

numerosas respuestas fisioldgicas en el organismo.

Estos péptidos bioactivos pueden ser liberados durante la elaboracion o
maduracion de los productos lacteos por accion de las proteasa y peptidasas
microbianas (Ryhanen y col., 2001).

Las BAL son conocidas por poseer una variedad de enzimas proteoliticas capaces
de utilizar las proteinas como fuente de nitrdgeno para garantizar su crecimiento

durante la fermentacién (Matar y col., 1996).

El sistema proteolitico de la mayor parte de las BAL consta de una Unica proteinasa
extracelular con actividad caseinolitica, diversos transportadores de aminodcidos,
transportadores de di- y tripéptidos y un transportador de oligopéptidos.

El sistema se completa con aminopeptidasas intracelulares que intervienen en el
ultimo paso de la degradaciéon (Chistensen y col.,, 1999), liberandose los

aminoacidos esenciales para el desarrollo de las BAL.
I1.7 Produccion de péptidos bioactivos por BAL en quesos

Los péptidos bioactivos pueden ser liberados durante el proceso de manufactura de
productos lacteos. Proteasas provenientes de los mismos alimentos, como
plasminas en leche, pueden hidrolizar las proteinas durante el procesamiento y
almacenaje. Varios estudios han reportado que casomorfinas, péptidos inhibidores

de la ACE y fosfopéptidos se han encontrado en productos lacteos fermentados.

Los productos lacteos tradicionales como quesos y leches fermentadas bajo ciertas
condiciones pueden proveer beneficios a la salud cuando son ingeridos diariamente

como parte de una dieta.
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Cuadro 1. Péptidos bioactivos liberados de proteinas lacteas por varios

microorganismos y enzimas microbianas.

biovar diacetylactis

Microorganismo Proteina Secuencia Bioactividad
usado X peptidica
Precursora
Lb. helveticus B-CN Val-Pro-Pro Inhibidores de la ACE
Tyr-Pro-Phe-
Pro, Ala-Val-
Enzimas de Pro-Tyr-Pro- Opioide, inhibidores de la
Lactobacillus GG + B-CN, as1-CN Tyr-Pro-Gin- ACE,
pepsina y tripsina Arg, Thr-Thr- inmunoestimuladores
Met-Pro-Leu-
Trp
. Lys-Val-Leu-
Protellnasa Lb. B-CN Pro-Val-Pro- Inhibidores de la ACE
helveticus CP90
(Glu)
. Proteinas del -
Lb. helveticus CPN 4 Tyr-Pro Inhibidores de la ACE
suero
Lb. delbruekii subesp
bulgaricus SS1
B-CN, k-CN f MUChOtS Inhibidores de la ACE
Lc. lactis subesp. ragmentos
cremoris FT4
. Ala-Arg-His-
LEu?iﬁ:;l:esclkF"()slége;?,p K-CN Pro-His-Leu- Antioxidante
9 Ser-Phe-Met
Lb. rhamnosus + A;E)(;Lg;-elle_l-_Hrls-
digestion con pepsina B-CN Y Inhibidores de la ACE
corolase PP Gln-Glu-Pro-
y Val-Leu
.. Ser-Lys-Val-
Lb. det’;re;li(gussumsn B-CN Tyr-Pro-Phe- Inhibidores de la ACE
g Pro-Gly, Pro-lle
Streptococcus
thermophilus + Lc. Ser-Lys-Val- i
Lactis subesp. Lactis B-CN Tyr-Pro Inhibidores de la ACE

*Abreviaturas: CN=caseina, ACE=enzima convertidora de angiotensina

(Korhonen y Pihlanto-Leppal&, 2006).
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Los productos lacteos tradicionales como quesos y leches fermentadas bajo ciertas
condiciones pueden proveer beneficios a la salud cuando son ingeridos diariamente

como parte de una dieta.

En el Cuadro 2 se enlistan diversos péptidos bioactivos que se han encontrado en
diferentes tipos de quesos. Una gran variedad de péptidos son formados durante la
maduracion de los quesos, muchos de los cuales han demostrado tener actividades

bioldgicas.

Los caseinofosfopéptidos se conocen como constituyentes naturales del queso
Cheddar y Comté. Ademas, la protedlisis secundaria durante la maduracién del
gueso permite la formacion de otros péptidos y la presencia de los beneficios de

salud parece ser independiente de su estado de maduracion.

En un estudio realizado por Meisel y col., (1997) se detectd una alta actividad
inhibidora de la ACE en queso Gouda de edad media de maduracion comparada

con los de corto o largo término de maduracion.

Estos resultados sugieren que la concentracion de péptidos activos en quesos
aumenta durante la maduracién pero disminuye cuando la protedlisis excede cierto

nivel.

Laffineur y col., (1996) mostraron que las BAL son capaces de liberar péptidos de
B-CN con actividad inmunomodulatoria.

Un estudio realizado por Pihlanto-Leppala y col., (1998) mostraron que los cultivos
iniciadores de BAL fueron capaces de producir péptidos con actividad inhibitoria de

la ACE sélo después de la digestion de la a-LA y la B-LG, con pepsina y tripsina.

Otros péptidos con potente actividad inhibitoria que no habian sido reportados
provinieron de la B-CN y de la as3-CN. En un estudio similar, se detectaron péptidos
obtenidos de leche fermentada con Kluyveromyces marxianus var. marxianus,

conteniendo la secuencia de B-lactorfina (Belem y col., 1999).
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Cuadro 2. Péptidos bioactivos identificados en diferentes tipos de quesos

Tipo de Queso Péptidos bioactivos Bioactividad Referencia
identificados *
Fosfopéptidos,
B-CN f(8-16), f(58- precursores de B- Addeo y col.,
Parmesano ] o
77), 0s-CN (83-33) | casomorfinas, inhibidores 1992.
de la ACE
ag- Y fragmentos de Singh y col.,
Cheddar sy ired Varios fosfopéptidos any
3-CN 1997.
Variedades
italianas: Mozarella, . Smacchiy
) B-CN f(58-72) Inhibidores de la ACE ]
Crescenza, Italiano, Gobbetti, 1998.
Gorgonzola
Meisel y col.,
0s1-CN f(1-9), B-CN - .
Gouda Inhibidores de la ACE 1997; Saito y
f(60-68)
col., 2000.
Inmunoestimuladores, _
0g Y fragmentos f3- . o Gaganaire y
Emmental varios fosfopéptidos,
CN S col., 2001.
inhibidores de la ACE
OVino 0., Ogp. Y . Gomez-Ruiz y
Manchego Inhibidores de la ACE
fragmentos B-CN col., 2002.

*Abreviaturas: CN= caseina, ACE= enzima convertidora de angiotensina

Recientemente, diferentes tipos de quesos como el Gouda, han sido utilizados
como fuente de péptidos con actividad antihipertensiva (Saito y col., 2000; Ryhanen
y col., 2001). Sin embargo, son pocos los datos disponibles acerca del papel que
desempefian los diferentes cultivos iniciadores sobre la produccion de péptidos

bioactivos (Ryhé&nen y col., 2001).

13



En el estudio realizado por Gémez-Ruiz y col., (2002) se determind que la actividad
inhibitoria de ACE increment6 con la protedlisis hasta el octavo mes de maduracion

y empez06 a disminuir a los doce meses de maduracion del queso Manchego.

En un estudio realizado en queso Emmental se encontré6 que Catepsina D y
proteinasas celulares podrian actuar competitivamente en la degradacion de
caseinas durante la maduracion (Gaganaire y col., 2001). Se sefala que ademas
de la accion de las proteinasas nativas de la leche, los lactobacilos termofilicos
presentan un rol significativo en la protedlisis del queso a través de la accion de sus
proteinasas celulares. Estos microorganismos son considerados la especie
bacteriana mas activa durante la maduracién, no solamente debido a su alta

actividad proteolitica, sino también debido a su actividad autolitica.

Este estudio, también informa que algunas regiones de las caseinas no fueron
hidrolizadas, aun cuando eran sitios de ruptura potenciales de las diferentes
proteinasas de los Lactobacillus, o que podria estar relacionado a la modulacién de
la especificidad de las enzimas del queso por las condiciones fisicoquimicas (pH,
actividad de agua, y contenido de minerales y sales) y a la accesibilidad de los
sustratos, debido al rearreglo estructural durante la formacién de la matriz caseica y

condiciones ambientales en el queso.

11.8 Péptidos con actividad antihipertensiva

La hipertension arterial es un proceso multifactorial, por lo que los péptidos con
actividad antihipertensiva pueden actuar de formas muy diversas, siendo la

inhibicion de la ACE el mecanismo de accidon mas estudiado.

Dentro del reino animal, la actividad inhibitoria de la ACE se ha determinado en
hidrolizados de gelatina bovina (Kim y col., 2001), de musculo de sardina (Matsufuji
y col., 1994; Osajima y col., 1994), de bonito (Matsumura y col., 1993) o de atun
(Kohama y col., 1988 y 1991) y en hidrolizados de musculo de gallina (Fujita y col.,
2000).
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A partir de proteinas aisladas y purificadas, como la a- y y-zeina, se ha
determinado la actividad inhibitoria de la ACE mediante procesos de sintesis
(Maruyama y col., 1989a) y procesos hidroliticos (Miyoshi y col., 1991; Yano y col.,
1996). Pero dentro del reino animal, las proteinas mas estudiadas como fuente de
péptidos inhibidores de la ACE son las proteinas lacteas, principalmente caseinas,
tanto bovinas (Maruyama y Suzuki, 1982; Maruyama y col., 1987a) como humanas
(Kohmura'y col., 1989).

Recientemente, se ha iniciado el estudio de las proteinas de suero y queso como
fuente de péptidos con actividad inhibitoria de la ACE (Mullally y col., 1997a y b;
Pihlanto-Leppala, 2001).

[1.9 Actividad de la ACE. Relacion estructura/actividad de los péptidos inhibidores
de la ACE

La ACE (peptidildipéptido hidrolasa) es una enzima multifuncional que esta
localizada en diferentes tejidos (plasma, pulmén, rifién, corazén, musculo
esquelético, pancreas, cerebro) (Nakamura y col.,, 1995; Maeno y col.,, 1996;
Mullally y col.,, 1997). Esta enzima actla en el sistema renina-angiotensina,
hidrolizando la angiotensina-l, decapéptido inactivo, de secuencia DNVYIHPFHL,
producido por la accién de la renina. La hidrélisis conduce a la liberacion de la
ngiotensina-ll y el dipéptido C-terminal Hys-Leu (Skeggs y col., 1956).

La angiotensina-ll es un compuesto de elevada potencia vasoconstrictora. Su
accion provoca la contraccion rapida de las arteriolas, y por tanto, el incremento de

la presion arterial.

Ademas, estimula la secrecion de aldosterona por las glandulas suprarrenales,
hormona que induce la retencién de sodio y agua y la excrecion de potasio. La
acumulacion de agua provoca el incremento del volumen extracelular (Tirelli y col.,
1997), el consecuente aumento de la presion arterial y la neutralizacion de la

produccion de renina.
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La ACE actua simultdneamente en el sistema quinina-calicreina, catalizando la
degradacion de las bradiquininas (Erdos, 1975; Soffer, 1976), compuestos de
potente accion vasodilatadora. Esta accion favorece el incremento de la presion

arterial (Figura 1).

Se ha demostrado que la inhibicion de la ACE provoca el descenso de la presion

arterial en el hombre y en animales (Laffan y col., 1978).

Se han identificado varios péptidos endégenos que actian como inhibidores y
sustratos competitivos de la ACE, como las encefalinas, las bradiquininas y la

sustancia P.
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Figura 1. Sistemas renina-angiotensina y quinina-calicreina.
Accion de la ACE (Hernandez, 2002).

Se han identificado varios péptidos enddgenos que actian como inhibidores y
sustratos competitivos de la ACE, como las encefalinas, las bradiquininas y la

sustancia P.
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Como primeros inhibidores exdgenos se estudiaron los extractos del veneno de la
serpiente Bothrops jararaca. Estos extractos presentan un doble efecto. Potencian
la actividad de la bradiquinina (Ferreira, 1965) e inhiben la ACE, tanto in vitro
(Bakhle, 1968) como in vivo (Ng-Kwai-Hang y Vane, 1970). A partir de estos
extractos se han aislado distintos péptidos (Ferreira y col., 1970; Ondetti y col.,
1971).

Actualmente, un derivado sintético, el Captopril (D-3- mercapto-2-metilpropanoil-1-
prolina; ICso = 0,006 uM), obtenido tras el estudio del modelo hipotético del sitio
activo de la enzima, es el farmaco mas empleado en el control de la hipertension
(Unger y col., 1981; Wyvratt y Patchett, 1985).

La union de los péptidos a la ACE esta influida por la secuencia tripeptidica C
terminal de los mismos, que puede interaccionar con tres regiones del centro activo
de la ACE (Ondetti y Cushman, 1982). Asi, los aminoé&cidos de caracter hidrofobico,
como Triptofano (Trp), Tirosina (Tyr), Fenilalanina (Phe) o Prolina (Pro) favorecen la
unién a estas zonas. El péptido con secuencia C-terminal Phe- Alanina (Ala)-Prolina
(Pro), anélogo al encontrado en el inhibidor presente en el extracto del veneno de

serpiente es uno de los mas favorables para unirse al centro catalitico.

La carga positiva del grupo guanidino o del grupo €-amino de la Arginina (Arg) o
Lisina (Lys), respectivamente, contribuyen a la potencia inhibidora (Cheung y col.,
1980). La presencia de aminoacidos dicarboxilicos en la secuencia peptidica o de
Pro como penultimo aminoacido disminuye o anula la actividad inhibitoria de la ACE
(Erdos, 1976; Cushman y col., 1977). El extremo N-terminal también influye en la
actividad, y asi, la presencia de Valina (Val) o de Isoleucina (lle) en esta posicion

incrementa la actividad inhibitoria de la ACE en el péptido.
[1.10 Péptidos inhibidores de la ACE en quesos

Se han descrito péptidos con distintas actividades bioldgicas liberados durante el
proceso de elaboracion del queso, como las casomorfinas inmunoreactivas con

actividad agonista opiacea e inmunomodulante (Hamel y col.,, 1985) y los
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fosfopéptidos con actividad anticariogénica (Addeo y col., 1992; Roudot-Algaron y
col., 1994).

Ademas, se han encontrado varios péptidos con actividad inhibitoria de la ACE
formados durante el proceso proteolitico que tiene lugar durante la maduracion del

queso.

La especie de la leche de partida, el tipo de cultivo iniciador y las condiciones del
proceso de maduracion pueden influir en la actividad inhibitoria de la ACE del
producto final. Okamoto y col., (1995) han comprobado la actividad inhibitoria de la
ACE en quesos maduros como el Camembert, quesos azules y el Cheddar rojo,
mientras que en quesos frescos con bajo nivel de protedlisis, como el queso

Cottage no encontraron dicha actividad.

Este hecho fue confirmado por Meisel y col., (1997) que, al determinar el porcentaje
de inhibicion de los extractos solubles en agua y de los extractos ultrafiltrados
menores de 1,000 Da de distintos quesos, encontraron porcentajes proximos al
70% en quesos madurados e inferiores al 13 y al 27% en queso fresco y queso

Quarg, respectivamente.

La protedlisis que tiene lugar durante el proceso de maduracion del queso es el
proceso responsable del incremento de la actividad inhibitoria de la ACE hasta un

cierto nivel, a partir del cual comienza a disminuir dicha actividad.

Asi, la actividad inhibitoria de la ACE en el queso Gouda de 24 meses de
maduracion fue del 34.6%, mientras que en el de 8 meses fue del 70% (Meisel y
col., 1997). Este descenso de la actividad con el tiempo de maduracién se habia
observado durante el aislamiento de péptidos derivados de la as;-CN, que fue
posible en el queso Parmesano de 6 meses de maduracion y no pudieron
detectarse en el mismo queso de 15 meses de maduracion (Addeo y col., 1992).

Estos resultados indican que los péptidos con actividad inhibitoria de la ACE

liberados tras la accion de las enzimas proteoliticas de las bacterias lacticas
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durante el proceso de maduracion, son degradados posteriormente a fragmentos
inactivos (Meisel y col., 1997).

[1.11 Quesos en México

Segun la Norma Oficial Mexicana 121 de la Secretaria de Salud, los quesos son
productos elaborados con la cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de
vaca o de otras especies animales, con o sin adicion de crema, obtenida por la
coagulacion de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas,
acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento ulterior por calentamiento,
drenada, prensada o no, con o sin adicion de fermentos de maduracion, mohos
especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a
las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado

0 procesado.

Los quesos frescos, se caracterizan por ser productos de alto contenido de
humedad, sabor suave y no tener corteza, pudiendo o no adicionarle ingredientes
opcionales y tener un periodo de vida de anaquel corto, requiriendo condiciones de

refrigeracion.

11.11.1 Queso Cottage

El queso Cottage es un queso no madurado, particulado, ligeramente acidificado y
elaborado con leche descremada. Contiene un aderezo elaborado con crema
cultivada o fresca al cual se le adiciona sal. Entre los rasgos distintivos del producto
estan su forma granular y su sabor cremoso pese a su bajo contenido graso
(Walstra y col., 2006). El producto final tiene al menos 4% de grasa y menos de
80% de humedad para el caso de un producto entero. El queso cottage bajo en
grasa debe contener entre 0.5 y 2% de grasa y mas de 82.5% de humedad
(Kosikowski, 1982). En la mayoria de los productos fermentados, el punto final de la
fermentacion es un factor decisivo en la calidad final del producto (St-Gelais, y col.,
1995). Varios autores han reportado que es importante la correcta determinacion
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del tiempo “6ptimo” de corte para maximizar la textura, homogeneidad y
rendimiento del producto (Payne y col., 1993; Crofcheck y col., 1999).

La firmeza en este tipo de queso depende primeramente del pH y en menor grado
de la accion de la renina si ésta es usada (Walstra y col., 2001). Por esta razon,
durante la manufactura del queso cottage, el tiempo de corte usualmente es
determinado por el pH alcanzado. El corte al pH adecuado es el factor mas
importante en la produccién de un queso cottage de alta calidad (Crofcheck y col.,
1999). Generalmente, la acidificacién se lleva a cabo en un rango de pH de 4.6 a
4.8. Si la cuajada se corta a pH cercano a 4.8, los granos son inicialmente fragiles

pero adquieren firmeza cuando son cocinados.

Cuando el corte se realiza a valores menores de pH a 4.6, su contenido de
humedad y fragilidad se incrementan y hay un exceso de finos (Emmons y Beckett,
1984). Cuando no se utiliza renina, la cuajada esta lista para ser cortado a pH de
4.6. Si se emplea una pequefa cantidad de enzima, ésta influye en la coagulacion
de la leche debido a la hidrdlisis de la k-caseina resultando en una coagulacion a

un pH mas elevado y ocurriendo mas pronto que en la ausencia de la renina.

El tiempo de proceso también es importante en la manufactura de queso cottage de
alta calidad. En la industria, son ampliamente utilizados tres métodos de
procesamiento: corto, medio y largo, para la produccion de este tipo de queso
(Walstra y col., 2001). La principal diferencia entre dichos métodos es la

temperatura de coagulacion y la concentracion de los cultivos empleados.

En este estudio se elaboré un queso fresco tipo Cottage con adicion de
microorganismos probioticos y la evaluacion de la actividad antihipertensiva de los

péptidos generados.
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l1l. HIPOTESIS

La adiciébn de cepas probidticas a un queso fresco tipo Cottage puede generar
péptidos con actividad antihipertensiva.
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V. OBJETIVOS

IV.1 GENERAL

Elaborar un queso fresco tipo Cottage adicionado con probiéticos y determinar la

actividad antihipertensiva de los péptidos generados.

IV.2 ESPECIFICOS

» Identificar la produccion de péptidos bioactivos en queso Cottage mediante

cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) en fase reversa.

 Estimar el tamafio molecular de los péptidos bioactivos mediante
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE).

» Evaluar la actividad inhibitoria de la ACE en el extracto de queso soluble en
agua de los péptidos generados por las bacterias probidticas durante el
almacenamiento del queso.
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V. METODOLOGIA
V.1 Materiales

En la elaboracién del queso Cottage se utilizé el cultivo iniciador meséfilo Danisco®
MA 4001 constituido por las cepas Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris,

Lactococcus diacetylactis y Streptococcus thermophillus.

Las cepas probidticas empleadas fueron Lb. casei 373 y Lb. rhamnosus GG 53103
las cuales corresponden a la coleccion de cultivos tipo americano (ATTC) y fueron
proporcionadas por el Dr. Michael J. Miller del Departamento de Ciencia en

Alimentos y Nutricion Humana de la Universidad de lllinois.
Se utilizé la mezcla comercial de bacterias probiéticas Yomix® 205.
V.2 Métodos

V.2.1Preparacion de cepas probidticas

Las dos cepas probidticas fueron propagadas en 3 mL de caldo De Man Rogosa
Sharpe (MRS) estéril y fueron incubadas a 37C por 24 hrs. Posteriormente, se
estriaron en agar MRS y se incubaron a 37C por 24 hrs, transcurrido este tiempo
se seleccionaron colonias aisladas las cuales fueron inoculadas en la superficie de
tubos que contenian 3 mL de agar infusion cerebro y corazén (BHI) y se dejaron
crecer por 24 hrs. Posteriormente, fueron conservadas en refrigeracion hasta el
momento que se requirieron. A estas colonias se les realizaron las pruebas de

confirmacion necesarias como tincion de Gram y catalasa.

Posteriormente, las cepas probidticas conservadas en refrigeracién se propagaron
en 3 mL de leche descremada reconstituida estéril (LDR) al 12% por 24 hrs, y
llevaron a cabo dos resiembras, a esta leche fermentada que contenia
aproximadamente 8 logl0 ufc/mL, se le realizaron diluciones decimales hasta
obtener aproximadamente 4 logl0 ufc/mL, de esta diluciébn se tom6é 1 mL y se
adicion6 a 9 mL de LDR, posteriormente se incub6 a 37°C por 24 hrs y se obtuvo

una curva de crecimiento obteniendo aproximadamente 8 log10 ufc/mL.
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V.2.2 Elaboracién de queso Cottage control y probiético

La leche entera se calent6 hasta alcanzar una temperatura de 40C, se descremo,
se pasteurizd6 a 65T por 30 minutos y se dejé enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente, se le adiciond cloruro de calcio (20 g por 100 L), el cultivo iniciador
Danisco® MA 4001 al 1% y la enzima coagulante de origen microbiano al 10% de lo
recomendado por el fabricante (1.2 mL por 75 L de leche). A continuacion se incubé
la leche a temperatura ambiente de 12 a 14 hrs hasta alcanzar un pH de 4.6.

Después de la coagulacion, se cortd la cuajada, se dejo reposar 30 minutos y se
cocin6é elevando la temperatura lentamente (aproximadamente 1.7C cada 10
minutos) hasta alcanzar una temperatura entre 50 y 55°C. Posteriormente, se dreno
el suero y la cuajada se lavo con bafos de agua fria a 29, 15 y 4°C. Finalmente, se

escurrid la cuajada hasta eliminar la mayor cantidad de suero.

El aderezo se prepar6 mezclando leche entera (aproximadamente 3.5% de grasa)
con la crema obtenida previamente (aproximadamente 65% de grasa), se
estandarizé hasta un 18 % de grasa, se adiciondé 4% de cloruro de sodio (sal
comun) y se homogeneizo6 dos veces. Posteriormente, este aderezo se pasteurizo a
una temperatura de 74 por 30 minutos, transcurrid o este tiempo se llevo a la
camara de refrigeracién para su conservacion hasta su mezclado con la cuajada
(Kosikowsky, 1982).

Para el queso probiético se mezcld la leche previamente fermentada con las
bacterias probidticas en una proporcion 1:10 con el aderezo recién preparado y
este a su vez fue mezclado con la cuajada obtenida en una proporcion de 1 parte
de aderezo con o sin probibticos y 3 partes de cuajada. Se prepararon cuatro
tratamientos; queso control, queso con adicion de una mezcla comercial de
bacterias probiéticas Yomix® 205, queso con adicién de Lb. casei y queso con
adicion de Lb. rhamnosus. Cada tratamiento se prepard por triplicado y se
almacend en refrigeracion a 8°C para su posterior determinacién de sobrevivencia y
crecimiento de las bacterias probidticas en el queso, asi como el tratamiento

adecuado para la obtencion de EQSA a los 2, 14 y 28 dias de almacenamiento.
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V.2.3 Extractos de queso solubles en agua (EQSA)

Fue usado el procedimiento descrito por Kuchroo y Fox, (1982) para obtener los
EQSA: 20 g de queso con 40 mL de agua destilada fue homogeneizado durante 1
minuto con un ultra-turrax T-25 basic IKA®-Werke a 13,000 g. El homogeneizado se
mantuvo a 40° C por una hora y posteriormente fue c entrifugado a 3000 g por 20
minutos a 4°C. La capa grasa fue removida y el sob renadante fue filtrado al vacio,
posteriormente se liofilizé y almacend a -20<C.

V.2.4 HPLC en fase reversa del extracto de queso soluble en agua (EQSA)

El perfil de péptidos de los EQSA se detectd en un HPLC en fase reversa equipado
con detector de arreglo de diodos UV-VIS. La separacion se llevo a cabo en una
columna C18 y se realiz6 a temperatura ambiente usando una fase movil de
solventes con un flujo de 0.75 mL/minuto. El eluyente A fue una solucién al 10% de
acetonitrilo conteniendo 0.05 % de acido trifluoroacético en agua grado HPLC vy el
eluyente B fue una solucion al 60% de acetonitrilo conteniendo 0.05% de acido
trifluoroacético, ambos eluyentes se filtraron con membrana Millipore Type HA 0.45

pum. Se aplico un gradiente lineal de 0 a 80% de eluyente B por 110 minutos.

Se tomaron muestras de 40 mg de cada uno de los EQSA liofilizados y se diluyeron
en 1 mL del solvente A, posteriormente se centrifugaron a 10,000 g por 20 minutos
a 4°C, el sobrenadante obtenido se filtr6 a través de una membrana Millipore Type
HA 0.45 um vy del filtrado se tomé una alicuota de 10 uL la cual se inyectd en el
sistema de HPLC Agilent 1200. La absorbancia del eluido se midié a 215 nm.

V.2.5 Estimacion del tamafio molecular de los péptidos generados en el

qgueso por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

La degradacion de las caseinas en el queso control sin adicion de probidticos y en
los quesos probidticos se sigui6 mediante la técnica de electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) de Laemmli, (1970). Para el andlisis se utilizé una

camara de electroforesis mini vertical Hoefer SE 250.
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El gel concentrador se prepard a una concentracion de 4% y el gel separador a una
concentracion del 15% de acrilamida, ambos geles fueron preparados como se

muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Cantidad de cada uno de los reactivos empleados para la

preparacion de geles de acrilamida mediante el sistema TRIS-GLICINA

Reactivo Gel Concentrador Gel Separador
(5 ml)? (10 mp)?
Agua Destilada (mL) 3 2.4
Amortiguador del Gel’
1.25 25
(mL)
Acrilamida:bisacrilamida
30:0.8 0.7 5
(mL)
SDS (uL) 40 100
Persulfato de Amonio
25 50
(ML)
TEMED (uL) 5 5

& Volumen requerido para dos geles
P Gel concentrador: buffer Tris-HCI 0.5M, pH 6.8
Gel separador: buffer Tris-HCI 1.5M, pH 8.8
Se pesaron 10 mg de cada una de las muestras de EQSA liofilizados, se disolvieron
en 200 pL de buffer Tris’sEDTA pH 7.5, se tomaron 20 uL de cada solucion y se
adicionaron a 20 pL de buffer de muestra 2X, se calentaron durante 90 segundos

en agua hirviendo e inmediatamente se colocaron en hielo.

Como estandar de peso molecular se utilizé un marcador de bajo peso molecular
(1.4 a 26. 6 kDa) (Cat. 161-0326, Bio-Rad, Hércules, USA), el cual se preparo
tomando una alicuota de 2 pL del estandar al cual se le adicionaron 2 pL de buffer
de muestra 2X, se calenté a 95°C por 5 minutos e inmediatamente se enfrié en
hielo. Se cargaron 2 pL del estandar de peso molecular y 10 pL de cada una de las
muestra de EQSA liofilizado en cada carril. Las muestras se corrieron a 20 mA por

gel por aproximadamente 50 minutos.
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La tincién de las bandas de proteina se llevd a cabo por la técnica de tincion rapida
con plata (Ausubel y col., 2002). Los geles fueron colocados en 50 mL de cada una

de las soluciones necesarias por el tiempo indicado en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Tiempo en minutos en el que deben estar sumergidos los geles de

acrilamida en cada una de las soluciones de la tincién rapida con plata

Solucién Tiempo (minutos)
Agua destilada 10
Solucion fijadora 10
Agua destilada (2 veces) 5 (c/u)

Tiosulfato de sodio (0.2 g/L) 1

Agua destilada (2 veces) 20 segundos (c/u)
Nitrato de plata 0.1% (w/v) 10
Solucion reveladora ~1
Acido citrico 2.3 M, para detener la aparicién 10

de las bandas

Agua destilada 10
Solucién de secado 10

Al final, las bandas de proteina de las muestras se compararon contra el estandar
de peso molecular.

V.2.6 Evaluacion de la inhibicién de la ACE en el extracto de queso soluble

en agua de los péptidos generados por las bacterias probioticas

La actividad Inhibitoria de la ACE se determind mediante el método
espectrofotométrico de Cushman y Cheung, (1971) con modificaciones. Se
prepararon 100 mL de buffer de 50mM de sal de HEPES con 300mM de cloruro de
sodio al cual se le ajusté el pH a 8.3 a 37°C con HCI 1M, con este buffer se preparo

una solucion al 0.3% de hipuril-histidil-leucina (HHL) (Sigma).

Se prepar6 una solucién de la ACE (de pulmdn de conejo, Sigma) conteniendo 0.33

unit/mL.
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El inhibidor de la ACE se prepard pesando 1mg del EQSA del queso control y los
guesos probidticos y se disolvié en 1 mL de agua destilada.

En un tubo de ensayo se colocaron 0.20 mL de la solucién al 0.3% de HHL y 0.264
mL del inhibidor de la ACE, en tubos separados se prepararon los blancos
correspondientes al 0 y 100 % de actividad de la ACE los cuales contenian 0.20 mL
de la solucion al 0.3% de HHL mas 0.25 mL de HCL 1My 0.20 mL de la solucién al
0.3% de HHL, respectivamente. Posteriormente, se agitaron en un vortex
Thermolyne Type 37600 Mixer y a continuacion se estabilizaron a 37°C en un

termobafio TERLAB por 5 minutos.

Transcurrido este tiempo se adicionaron 0.05 mL de la solucion de la ACE para
iniciar la reaccion, se agitaron en el vortex e incubaron en el termobafio a 37°C por
15 minutos. Posteriormente, se adicionaron 0.25 mL de HCl 1M para detener la
reaccion y se agregaron 2 mL de acetato de etilo (Sigma) para extraer el acido
hipurico liberado por la ACE, se agitaron vigorosamente durante 60 segundos y se
dejaron reposar para obtener la separacion de fases. Se tomdé 1 mL de la fase
organica de cada tubo, se colocé en un vial y se introdujo a una estufa WTB-Binder
a 80°C hasta evaporar completamente el liquido.

Posteriormente, se agregaron 3 mL de agua destilada, se mezclé por inversion
hasta disolver el residuo y se transfirio a una celda de cuarzo para su medicion en

un espectrofotémetro Genesys™ 2 a una longitud de onda de 228 nm.

La actividad de inhibicion de la ACE de cada muestra y los blancos se determiné

por duplicado.
Calculos:

Unidades/mL (Az28nm blanco 100% de actividad - Ajzsnm blanco 0% de actividad) (2) (3)
dela ACE =

(9.8) (15) (0.91) (0.05)
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donde:

2 = Factor de conversion ya que so6lo se detecta la mitad del acido hipuarico del total
producido en el ensayo.

3 = Volumen total de la solucion de acido hipuarico

9.8 = Coeficiente milimolar del &cido hipuarico a 228 nm.

15 = Tiempo en minutos

0.91 = Eficiencia de extraccion del acetato de etilo

0.05 = Volumen usado en mL de la ACE

V.2.7 Disefo y analisis estadistico

El disefio experimental para el queso fue un bifactorial, siendo los dos factores de
estudio el tiempo de almacenamiento y la bacteria probiética adicionada. Se utilizd
una réplica de los EQSA de cada tratamiento a los diferentes tiempos de
almacenamiento en la determinacion del perfil peptidico de los quesos mediante
HPLC y en la estimacion del tamafio molecular de los péptidos en electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE), mientras que en la evaluacion de la inhibicion de la
ACE en el EQSA de los péptidos generados por las bacterias probidticas se
utilizaron 2 réplicas. Los resultados se analizaron en el paquete estadistico JMP

version 7 utilizando la prueba de Tukey (a = 0.05).
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VI. RESULTADOS

VI.1 Identificacion de péptidos bioactivos en queso Cottage mediante HPLC en fase
reversa

En la figura 2 se observa el efecto significativo (a = 0.05) sobre el nUmero de picos
debido al cambio del tipo de bacteria probiotica adicionada al queso; Lb. casei

presentd mayor nimero de picos en comparacion con el queso control y el resto de
los quesos probidticos.

No se observa efecto del tiempo de almacenamiento en la generacion del nimero
de picos, asi como tampoco interaccion entre el tiempo de almacenamiento con el

tipo de bacteria probidtica adicionada al queso.

4.0
é” 3.5 “queso[Lb. casei]
é 3.0
% 2.5 +queso[Lb rhamnos
% 2.0 +queso[control]
L
= 1.54
(O]
N
T 1.0 +
£
% 05_ < +
0.0+ T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Normal Quantile

Figura 2. Gréfico seminormal de la interaccion del tiempo de almacenamiento

respecto al tipo de bacteria probiotica adicionada al queso.
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De acuerdo a lo observado en la Figura 3 el queso con adicion de Lb. casei fue el
gue presentd mayor numero picos, seguido del queso con adicion de Lb.
rhamnosus y el queso con adicion de la mezcla comercial de bacterias probitticas

Yomix® 205. El queso control mostré el menor niimero de picos.

70
60—
50
40
30
20
10 T

NUM. DE PICOS

control
rhamnosus
Lb. casei
mezcla

Lb

queso

Figura 3. Comparacion en el nimero de picos generados

entre el queso control y los quesos probioticos.

En la Figura 4 se muestra el perfil peptidico de los EQSA del queso control (1),
queso con adicién de una mezcla comercial de bacterias probiéticas Yomix® 205
(2), queso con adicién de Lb. casei (3) y queso con adicion de Lb. rhamnosus (4) a
14 dias de almacenamiento en refrigeracibn a 8°C; se observa que existio
diferencia en el nimero de picos generados por el queso control y los quesos
probidticos de los cuales Lb. casei fue el que presentd el mayor nUmero de picos
seguido de Lb. rhamnosus y el queso con adicion de la mezcla comercial de
bacterias probidticas

La misma tendencia se presentd a los 28 dias de almacenamiento como se

muestra en la Figura 5.
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Figura 4. Perfil cromatografico de los péptidos de los extractos de queso solubles
en a 14 dias de almacenamiento en refrigeracion a 8°C.
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Figura 5. Perfil cromatografico de los péptidos de los extractos de queso solubles
en agua a 28 dias de almacenamiento en refrigeracion a 8°C.




VI.2 Estimacion del tamafio molecular de los péptidos generados en el queso por
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

26,625 Da

16,950 Da
14,437 Da
6.512 Da
3,496 Da

Figura 6. Separacion de proteinas y péptidos en electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE) del queso Cottage a 2 dias de almacenamiento en refrigeracion a
8°C. Da = Daltons, CN = Caseina, LG = Lactoglobulina, LA = Lactoalbumina.

En la Figura 6 se observa el gel de electroforesis de los EQSA a 2 dias
almacenamiento en refrigeracion a 8°C; en donde el Carril 1= estandar de pesos
moleculares, Carril 2 = queso control, Carril 3 = queso con adicion de una mezcla
comercial de bacterias probiéticas Yomix® 205, Carril 4 = queso con adicién de Lb.
casei y Carril 5 = queso con adicion de Lb. rhamnosus.

Se observa la apariciéon de una pequefia banda con un peso molecular aproximado
de 26,600 Da s6lo en el queso con adicion de Lb. casei.

En el queso control y en los quesos probidticos a 2 dias de almacenamiento se
observan bandas intensas semejantes correspondientes a las proteinas B-LG y a-
LA de la leche.
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Figura 7. Separacion de proteinas y péptidos en electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE) del queso Cottage a 14 y 28 dias de almacenamiento en refrigeracion
a 8°C. Da = Daltons, CN = Caseina, LG = Lactoglobulina, LA = Lactoalbumina.

En la Figura 7 se muestra el gel de electroforesis de los EQSA; donde Carril 1=
estandar de pesos moleculares, Carril 2= queso control a 14 dias de
almacenamiento, Carril 3= queso control a 28 dias de almacenamiento, Carril 4=
queso con adicién de una mezcla comercial de bacterias probiéticas Yomix® 205 a
14 dias de almacenamiento a 8°C, Carril 5 = queso con adicion de una mezcla
comercial de bacterias probiéticas Yomix® 205 a 28 dias de almacenamiento Carril
6 = queso con adicion de Lb. casei a 14 dias de almacenamiento, Carril 7= queso
con adicion de Lb. casei a 28 dias de almacenamiento, Carril 8= queso con adicion
de Lb. rhamnosus a 14 dias de almacenamiento, Carril 9= queso con adicién de Lb.
rhamnosus a 28 dias de almacenamiento.

Se observa la aparicion de las bandas correspondientes a las proteinas B-LG y a-
LA contenidas en la leche pero con menor intensidad que las mostradas en el gel
de electroforesis a los 2 dias de almacenamiento; el queso con adicién de Lb. casei
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presento la menor intensidad en las bandas tanto en el dia 14 como en el 28 de

almacenamiento en refrigeracion a 8°C.

VI.3 Evaluacion de la inhibicion de la ACE en el extracto de queso soluble en agua
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion de la ACE de los extractos de queso solubles en
agua correspondientes al queso control y a los quesos probidticos a 2, 14 y 28 dias
de almacenamiento en refrigeracion a 8°C.

En la Figura 8 se observa que en el queso control el porcentaje de inhibicién
aumentd conforme el tiempo de almacenamiento del queso, mientras que en el
queso adicionado de la mezcla de bacterias probiéticas Yomix® 205 la actividad de
inhibicién de la ACE fue nula a los 14 dias de almacenamiento.

El queso con adicién de Lb. casei presenté un porcentaje de inhibicion muy similar
en el dia 2 y 14 de almacenamiento, sin embargo a los 28 dias disminuyo
considerablemente. El mayor porcentaje de inhibicién de la ACE se presento en el
qgueso con adiciéon de Lb. rhamnosus con un valor del 45 % que se mantuvo
constante durante 14 dias de almacenamiento.
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VIIl. DISCUSION

VII.1 Identificacién de péptidos bioactivos en queso Cottage mediante HPLC en

fase reversa

En las Figuras 4 y 5 se observa, el efecto de la adicion de bacterias probiéticas al
gueso Cottage el cual se traduce en un incremento significativo en el nimero de
picos, comparado con el queso control (1), lo que indica que la adicién de bacterias
acido lacticas a un queso favorece la protedlisis, la cual puede ser catalizada por
enzimas de diversas fuentes incluyendo: enzimas nativas de la leche, el

coagulante, el cultivo iniciador, la flora lactica asociada y los probidticos.

Se encontrd diferencia en el nimero de picos entre los quesos adicionados con
probidticos, en donde el queso adicionado con Lb. casei (3) presenté un nimero
mayor de picos comparado con el queso adicionado con Lb. rhamnosus (4) y el
queso con adicion de la mezcla comercial de bacterias probiéticas Yomix® 205 (2),
sugiriendo que esta cepa mostré mayor capacidad proteolitica y por lo tanto liberd
mayor numero de fracciones peptidicas a partir de las proteinas precursoras de la

leche.

Esta capacidad proteolitica esta ampliamente distribuida en las bacterias acido
lacticas, principalmente en el género Lactobacillus en donde las peptidasas
intracelulares pueden degradar las proteinas generando péptidos con potencial
bioactivo. Las peptidasas de algunos microorganismos del género Lactobacillus
como L. helveticus, han sido reportadas como una de las cepas de mayor
capacidad proteolitica y se han caracterizado bioguimica y genéticamente, incluidas
las aminopeptidasas, dipeptidasas, endopeptidasas y tripeptidasas (Christensen y
col., 1999).

El queso control presentd un namero menor de picos, aun cuando durante el
proceso de manufactura del queso se llevo a cabo una protedlisis primaria por el
cultivo iniciador que es altamente proteolitico. Se puede asumir que la combinacion

del cultivo iniciador y las bacterias probidticas generan mayor cantidad de péptidos.
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La produccién de péptidos de mediano y pequefio tamafio se generan por la accién

de las proteinasas y peptidasas microbianas (Upadhyay y col., 2004)

La generacion de péptidos podria estar relacionada con la modulacién de la
especificidad de las enzimas del queso por las condiciones fisicoquimicas (pH,
actividad de agua, contenido de minerales y sales, entre otras), con la accesibilidad
de los sustratos, debido al rearreglo estructural durante la formacion de la matriz
caseica y con las condiciones ambientales en el queso (Gaganaire y col., 2001).

VII.2 Estimacion del tamafio molecular de los péptidos generados en el queso por
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

En la Figura 6 se puede observar que a 2 dias de almacenamiento en refrigeracion
a 8°C sOlo en el queso con adicion de Lb. casei (Carril 4) existié la aparicion de una
banda con un peso molecular aproximado de 26,600 Da correspondiente a las
caseinas de la leche, lo que sugiere que la combinacién del cultivo iniciador y la
bacteria probidtica llevan a cabo una protedlisis mas lenta de las proteinas de la

leche en comparacién con el resto de los quesos.

En el queso control y en los quesos probidticos a 2 dias de almacenamiento se
observan bandas intensas semejantes correspondientes a las proteinas B-LG y a-
LA, lo que indica que la protedlisis generada por el cultivo iniciador en el caso del
gueso control y la combinacion de este con las bacterias probidticas adicionadas no
fue suficiente para degradar este tipo de proteinas.

Es necesario considerar que existen diversos factores que influyen en la hidrdlisis
de las caseinas y otras proteinas de la leche, dentro de las cuales se incluyen: la
sal, el porcentaje de humedad, la calidad de la leche, la temperatura de
almacenamiento, viabilidad de la bacterias, residuos del coagulante en el queso,
proceso de manufactura, entre otros (Fox y col., 1993).

En la figura 7 se observa que en el transcurso del almacenamiento la concentracion
de las caseinas y otras proteinas provenientes de la leche disminuy6é y los
productos de la degradacion aumentaron, en el caso del queso con adicion de Lb.
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casei (Carril 6 y 7) se observa que las bandas correspondientes a B-LG y a-LA
disminuyen en intensidad a los 14 y 28 dias de almacenamiento en comparacion
con las bandas observadas a 2 dias de almacenamiento, esto indica que pudo
ocurrir la degradacion de las proteinas y la generacion de péptidos de tamaro
menor a 3,000 Da los cuales no se detectaron en esta técnica. Esto se puede
apoyar en varios estudios que han mostrado que Lb. acidophilus, Lb. casei y Lb.
paracasei son microorganismos con una alta capacidad proteolitica capaz de liberar
péptidos de tamafio pequefio y aminoacidos libres (Hickey y col., 1983; Gomes y
col., 1995; Shihata y Shah, 2000).

VILII Evaluacion de la inhibicién de la ACE en el extracto de queso soluble en agua

En la Figura 8 se presenta la actividad inhibitoria de la ACE en la que se observa
gue en el queso control aumentd el porcentaje de inhibicidbn conforme transcurrié el

tiempo de almacenamiento.

Este queso generdé una pequefia cantidad de péptidos de la protedlisis llevada a
cabo por el cultivo iniciador, los cuales presentaron sitios de unién con la ACE, lo
gue provoco un aumento de la actividad inhibitoria de la enzima. Se ha reportado
gue la union de los péptidos a la ACE esta influida por la secuencia tripeptidica C-
terminal de los mismos, que puede interaccionar con tres regiones del centro activo
de la ACE (Ondetti y Cushman, 1982). Asi, los aminoé&cidos de caracter hidrofobico,

como Trp, Tyr, Phe o Pro favorecen la unién a estas zonas.

El péptido con secuencia C-terminal Phe- Ala-Pro, analogo al encontrado en el
inhibidor presente en el extracto del veneno de serpiente es uno de los mas
favorables para unirse al centro catalitico. La carga positiva del grupo guanidino o
del grupo e€-amino de la Arg o Lys, respectivamente, contribuyen a la potencia
inhibidora (Cheung y col., 1980). El extremo N-terminal también influye en la
actividad, y asi, la presencia de Val o de lle en esta posicion incrementa la actividad

inhibitoria de la ACE en el péptido.

39



El queso con adicién de una mezcla comercial de bacterias probiéticas Yomix® 205
present6 un porcentaje de inhibicion variable durante el tiempo de almacenamiento,
lo que sugiere que la secuencia peptidica de los péptidos generados cambio y por

lo tanto la potencia inhibitoria se vio modificada.

El queso con adicién de Lb. casei que presentd una mayor niumero de picos en
HPLC en fase reversa y que fue confirmado en electroforesis con una mayor
degradacion de las proteinas, mostré una inhibicién de la ACE mayor al dia 2 de
almacenamiento en comparacion con el resto de los quesos probiéticos y el queso
control, posteriormente al dia 14 el porcentaje de inhibicibn aumento en 2 unidades,
sin embargo al dia 28 este porcentaje disminuyo considerablemente, lo que pudiera
indicar que los péptidos generados al dia 28 de almacenamiento presentaron una
secuencia peptidica diferente a los producidos al dia 14, lo que se observé en una

disminucioén de la actividad inhibitoria de la ACE.

Ha sido reportado que la presencia de aminoacidos dicarboxilicos en la secuencia
peptidica o de Pro como penultimo aminoacido disminuye o anula la actividad
inhibitoria de la ACE (Erdés, 1976; Cushman y col., 1977).

El queso con adicion de Lb. rhamnosus presentd un porcentaje de inhibicion de la
ACE relativamente bajo al inicio de su fabricacion, sin embargo se observd un
aumento significativo al dia 14 de almacenamiento en la actividad inhibitoria de la
ACE observandose constante en el dia 28; esto sugiere que no se generaron
péptidos en el transcurso de los 14 dias o bien, que los péptidos producidos
presentaron también una secuencia peptidica activa al sitio de unién con la ACE y
por lo tanto la actividad inhibitoria fue similar.
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VIIl. CONCLUSIONES

El nimero de péptidos liberados en los quesos con adicion de bacterias probidticas
fue diferente respecto al queso control, lo cual probablemente se debié a la
liberacibn de enzimas proteoliticas generadas por las bacterias probidticas

adicionadas.

Lb. casei resulté ser una bacteria probidtica con una alta capacidad proteolitica y

por lo tanto generé mayor numero de péptidos en el queso al cual fue adicionado.

La mayor actividad inhibitoria de la ACE se obtuvo de los péptidos generados en el
gueso probidtico con adicién de Lb. rhamnosus alcanzando un 45% de inhibicion
constante durante 14 dias de almacenamiento, sin embargo este valor es
relativamente bajo al compararse con quesos madurados en donde se reporta un
rango de entre 80 y 90% de inhibicién. Lo que sugiere que el potencial inhibitorio de
la ACE no depende de la cantidad de péptidos generados sino de la secuencia

peptidica que estos presenten.
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