ACTIVIDAD PROTEOLITICA Y CONCENTRACION PEPTIDICA EN

YOGUR DE LECHE DE CABRA ADICIONADO CON PROBIOTICOS

Gabriela Rodriguez-Hernandez y América Chavez-Martinez

RESUMEN

El yogur es considerado un alimento funcional. La adi-
cion de probioticos favorece la actividad proteolitica, libe-
randose mas péptidos con actividad funcional al medio. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion
de probidticos sobre la protedlisis y perfil peptidico de yo-
gur de leche de cabra. Para esto se elaboro yogur con le-

che de cabra adicionado de mezclas de probioticos, se al-
macenaron a 4°C y se determino acidez titulable, concen-
tracion peptidica y porcentaje de protedlisis a los 0, 7'y 14
dias. La adicion de probioticos aumento la actividad proteo-
litica de los yogures, sin diferencias significativas de acidez
entre tratamientos, ni durante la vida en anaquel.

Introduccion

La leche de cabra es consi-
derada un alimento funcional
ya que ejerce funciones nutri-
cionales y terapéuticas (Do-
magala, 2009; Park, 2009).
Comparada con la leche de
vaca presenta menor grado de
alergenicidad y es mas fécil
de digerir por la naturaleza de
sus proteinas y sus acidos
grasos de cadena corta y me-
diana (Minervini et al., 2009).
Por otra parte, los alimentos
funcionales son alimentos o
nutrientes que producen un
cambio fisiologico benéfico
en el cuerpo, como en el caso
de los alimentos adicionados
con probidticos (Duggan
et al., 2002). Se estima que
durante la década pasada mas
de 500 nuevos productos fun-
cionales fueron introducidos
al mercado (Silveira et al.,
2015). El yogur es un tipo de
leche fermentada por la ac-
cién simbidtica de dos bacte-
rias termofilicas, Streptoco-
ccus salivarius subsp. thermo-
philus y Lactobacillus delbrue-

ckii subsp. bulgaricus, las que
deben encontrarse en el pro-
ducto final en 1x107 UFC/g
(Zourari et al., 1992). El suple-
mentar las bebidas lacteas fer-
mentadas con probioticos re-
presenta una opcion para dar
valor agregado a este tipo de
productos lacteos (Castro
et al., 2013). Por otra parte, se
ha comprobado que la adicion
de probidticos provoca un in-
cremento en la actividad pro-
teolitica, liberandose con esto
un mayor nimero de péptidos
(da Costa et al., 2007, Dziuba
y Darewicz, 2007).

La proteolisis es la degra-
dacion de las proteinas por
accion del sistema proteolitico
de las bacterias acido lacticas
(BAL), lo que produce peque-
nos péptidos y aminoacidos
libres (Smit et al., 2005).
Durante la fermentacion de la
leche, el sistema proteolitico
de los cultivos iniciadores
juegan un rol clave (Serra
et al., 2009), ya que la proted-
lisis que lleva a cabo cada
microorganismo es iniciada
por una sola proteinasa

extracelular. Sin embargo, al-
gunas BAL no sintetizan pro-
teinasas extracelulares, depen-
diendo en este caso de otras
cepas que las liberen al me-
dio. La protedlisis en leches
fermentadas es entonces de
suma importancia por varios
aspectos: puede determinar la
sobrevivencia de los cultivos
iniciadores, contribuye a la
formacion de compuestos del
sabor y olor, confiere propie-
dades reoldgicas, asi como
también permite la formacion
de péptidos bioactivos (Serra
et al., 2009). De los microor-
ganismos que se encuentran
frecuentemente formando par-
te de los cultivos iniciadores,
los mas estudiados han sido
Lactococcus spp. 'y Lactobaci-
llus spp. (Ebringer et al.,
2008). Se ha reportado que
algunas especies como Lacto-
bacillus spp. poseen proteina-
sas que hidrolizan en mayor
medida la proteina de leche de
cabra (Minervini et al., 2009).

El objetivo del presente es-
tudio, fue evaluar el efecto de
la adicion de probidticos en

yogur elaborado a base de le-
che de cabra, sobre la acidez,
concentracion peptidica y acti-
vidad proteolitica, durante su
vida en anaquel.

Materiales y Métodos
Preparacion del yogur

Se prepararon, por triplica-
do, tres tratamientos y un
control (Tabla I), siguiendo la
metodologia descrita por
Donkor et al. (2007), con pe-
quefias modificaciones. La
leche fue sometida a trata-
miento térmico de 95°C por
30min, enfriandose posterior-
mente a 37°C e inoculandose
con 1% de la totalidad de los
cultivos, es decir, el control
con el 1% del cultivo base
para yogur (YO-MIX 495
LYO, Danisco®) y los tres
tratamientos con 0,5% de cul-
tivo base y 0,5% de cada cul-
tivo correspondiente segliin se
indica en la Tabla I. Final-
mente, se incubaron a 37°C
hasta alcanzar un pH de 4,5.
Después de alcanzar este
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PROTEOLYTIC ACTIVITY AND PEPTIDE CONCENTRATION OF GOAT MILK YOGURT ADDED WITH

PROBIOTICS
Gabriela Rodriguez-Hernandez and América Chavez-Martinez

SUMMARY

Yogurt is considered a functional food. The addition of pro-
biotics and prebiotics favors the proteolytic activity, releasing
more peptides with functional activity to the medium. The goal
of this work was to evaluate the effect of probiotics on proteol-
ysis and peptide profile of goat milk yogurt. To this end, yogurt

was elaborated with goat’s milk and probiotic mixtures were
added, stored at 4°C. Titratable acidity, peptide concentration
and percentage of proteolysis at 0, 7 and 14 days were deter-
mined. The addition of probiotics increased the proteolytic ac-
tivity of the yogurts, without modifying the acidity of the same.

ACTIVIDADE PROTEOLITICA DE PEPTIDOS E CONCENTRACAO NO IOGURTE LEITE DE CABRA COM ADICAO

DE PROBIOTICOS
Gabriela Rodriguez-Hernandez e América Chavez-Martinez

RESUMO

O iogurte é considerado um alimento funcional. A adi-
¢do de probioticos e prebidticos favorecem a atividade
proteolitica, libertando mais péptidos com atividade fun-
cional para o meio. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito dos probioticos sobre a protedlise e o perfil pepti-
deo do iogurte feito a partir de leite de cabra. Para isso,

elaborou-se iogurte com leite de cabra através da adi¢do
de misturas de probioticos, armazenados a 4°C. Acidez ti-
tulavel, concentrag¢do de péptidos e percentuais de proteo-
lise foram determinados a 0, 7 e 14 dias. A adi¢do de pro-
bidticos aumentou a atividade proteolitica do iogurte, sem
modificar a sua acidez.

, TABLA 1 ,
PROBIOTICOS EMPLEADOS EN LA ELABORACION
DE LOS YOGUR DE LECHE DE CABRA

Tratamientos

Probiodticos

BCT1*

Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

MM101#**

Lactococcus lactis subsp. lactis

L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis,
L. lactis subsp. cremoris
Lactobacillus acidophilus*

RR22L40%**

Lactococcus lactis subsp. lactis

L. lactis subsp. cremoris
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Control

Sin probidticos adicionados.

*Marca CHR HANSEN® de México S.A. **Marca Danisco® Mexicana

S.A de CV.

valor, los yogures fueron en-
friados y mantenidos en refri-
geracion (4°C) por 15 dias, to-
mandose muestras a los 0, 7 y
14 dias a fin de determinar la
acidez titulable, la concentra-
cion peptidica total y el por-
centaje de protedlisis.

Obtencion de los filtrados

La obtencion de los filtrados
de las bebidas (FB) se llevo a
cabo segun lo descrito por
Donkor et al. (2007). Se toma-

ron 2,5ml de cada una de las
unidades experimentales y se
mezclaron con Sml de acido
tricloroacético 0,75%. La mezcla
se paso a través de papel filtro
Whatman N° 1 de 150mm) y
los filtrados fueron congelados
a -20°C hasta su analisis.

Acidez titulable

Esta se determiné por tripli-
cado, por el método 947.05-1947
de AOAC (1998), el cual se
basa en determinar el volumen
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de NaOH 0,IN necesario para
neutralizar los gramos por litro
de acido lactico presentes en la
muestra correspondiente. En
este caso se empled 10ml de
yogur, 20 ml de agua destilada
y dos gotas de fenolftaleina.

Concentracion peptidica total

La concentracion de los pép-
tidos contenidos en los FB se
determind por triplicado por el
método de Bradford (1976).
Este se basa en la reaccion de
las proteinas con el colorante
azul brillante de Comassie
G-250 para formar un com-
puesto colorido que absorbe
fuertemente a los 595nm. Para
hacer la curva de calibracion
se prepararon cuatro estandares
de albumina de suero bovino a
las concentraciones de 0,009;
0,006; 0,003 y 0,00lmgeml™).
Dicha técnica se emplea para
la determinacion de proteina
total, no obstante en los FB
solamente existian los péptidos
filtrados. Todos los estandares
se prepararon en solucion sali-
na 0,15M. Se graficé la curva
y se determiné la ecuacion de
regresion (y= 0,0583x-0,0001,
R2= 0,9993). Para el analisis de

las muestras se tomaron 0,Iml
de los FB o del estandar, y se
mezclaron con 1ml del reactivo
de Bradford, se agitaron una
vez por inmersion y se dejaron
reaccionar en la oscuridad a
temperatura ambiente por Smin.
Posteriormente se leyd la absor-
bancia a 595nm en un espectro-
fotometro (UV-1800 Shimadzu).
La medida de absorbancia obte-
nida se linealiz6 en la ecuacion
de regresion de la curva de ca-
libracion y se determiné la con-
centracion peptidica de cada
uno de los FB.

Actividad proteolitica

La protedlisis de cada uno
de los FB se determiné por
triplicado seglin el método de
Church et al. (1983), que se
basa en la reaccion de las ami-
nas primarias (NH;) libres con
el O-phthaldialdehido (OPA) y
el B-mercaptoetanol. El reacti-
vo OPA se prepard de la si-
guiente manera: 25ml de tetra-
borato de sodio 100mM; 2,5
ml de sodio duodecil sulfato
20%; 40mg de OPA en 1ml de
metanol; y 100ul de B-mercap-
toetanol, aforandose a 50ml con
agua tridestilada. Para las
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lecturas se tomod 50ul de cada
FB, y se mezclé con 1ml del
reactivo OPA por inversion de
la celda de cuarzo, con 2min de
incubacién a temperatura am-
biente y dentro del equipo para
evitar la exposicion a la luz.
Finalmente, se leyo la absorban-
cia en un espectrofotometro
(UV-1800 Shimadzu) a 340nm.
El grado de protedlisis se deter-
miné por diferencia entre las
actividades proteoliticas de la
muestra control con cada trata-
miento (Donkor et al., 2007).

Analisis estadistico

El analisis se realiz6 con el
paquete estadistico SAS System
(2006-version 9.1.3; SAS Insti-
tute Inc, Cary, NC, EEUU). Se
uso el procedimiento MIXED,
por medio de un disefio anidado
de bloques al azar con medicio-
nes repetidas a través del tiem-
po. Se usaron como variables
clasificatorias los tratamientos y
las repeticiones, y como varia-
bles de respuesta los valores de
acidez titulable, concentracion
peptidica y actividad proteoliti-
ca. Para determinar las diferen-
cias entre los tratamientos se
empled un analisis de Tukey.

Resultados y Discusion
Acidez titulable

La acidez vari6 de 7,46 a
12,21 de 4cido lactico en las

muestras de yogur monito-
readas durante su vida en

Acido lactico (g/1t)
EN

0 7 14
Dias

——BCTI —A—RR22L40
~#=MM101 =>Control

Figura 1. Acidez titulable de las
bebidas de yogur durante su vida
en anaquel. Todos los tratamientos
contenian Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus; y
adicionalmente los tratamientos
BCTI, MM101 y RR22L40 (ver
Tabla I). Control: sin probiotico
adicional.
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anaquel, como se muestra en la
Figura 1. No hubo diferencia
significativa en el monitoreo
de la acidez por efecto de los
tratamientos, ni por efecto de
la vida en anaquel. No se ob-
servaron cambios en los valo-
res de acidez, lo cual coincide
con Tranjan et al. (2009), quie-
nes elaboraron bebidas fermen-
tadas con suero de leche de
cabra y no registraron diferen-
cias significativas de la acidez
titulable durante la vida en
anaquel de las bebidas a los 0,
7 y 14 dias. Asi mismo,
Donkor et al. (2007) elabora-
ron yogur con diferentes mez-
clas de probioticos: Streptoco-
ccus salivarius subsp. thermo-
philus y Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus,
como base para todos los trata-
mientos y variaron la adicion
con L. acidophilus y L. casei,
no encontraron diferencias sig-
nificativas en las concentracio-
nes de acido lactico producido
entre tratamientos y durante su
vida en anaquel a los 1, 7y 14
dias, registrando diferencias
hasta los 21 y 28 dias.

Concentracion peptidica total

La concentracion peptidica
promedio de las muestras oscild
entre 0,005 y 0,006mg-I" duran-
te su vida en anaquel, como se
muestra en la Figura 2. Para
este analisis presentaron efecto
los tratamientos (p<0,05), la
vida en anaquel (p<0,05) y, por
lo tanto, la interaccion entre

0.009 1
0.008 -
0.007 -
0.006 -
0.005 -
0.004 -
0.003 -
0.002 -
0.001 A

0 7 14
Vida en anaquel (dias)

——BCT1 ®  —+-RR22L40 P

~#-MM101 ® =¢Control 2

Figura 2. Concentracion peptidi-
ca total de las bebidas de yogur
durante su vida en anaquel.
Todos los tratamientos BC
TI, MM101 y RR22L40 (ver
Tabla I). Control: sin probidtico
adicional. ab: Literales diferen-
tes, indican diferencias entre
tratamientos (p<0,05).

ellos (p<0,05), La concentracion
peptidica, en todos los trata-
mientos, incluyéndose el con-
trol, mostré una tendencia a
disminuir con el tiempo; sin
embargo, el control y el trata-
miento con los cultivos RR22
LYO presentaron siempre la
concentracion mas alta de pép-
tidos. La concentracion mas
baja la presento el tratamiento
BCT], observandose ésto duran-
te todo el almacenamiento.
Ademas de la importancia de
las enzimas proteoliticas/pepti-
doliticas de las BAL en las pro-
piedades organolépticas del pro-
ducto final, algunas BAL son
conocidas por su contribucion a
liberar péptidos que promueven
la salud mas alla de la nutricion
basica (Philanto y Korhonen,
2003). En relacion a la concen-
tracion peptidica, el control y el
tratamiento con los cultivos
RA22L40 mostraron los valo-
res mas altos.

El sistema proteolitico de las
BAL se compone de tres pasos
principales, el primero consiste
en la protedlisis de las protei-
nas por proteasas ligada a la
pared celular (Prep) para for-
mar una gran cantidad de oli-
gopéptidos (Opp) que, en el
segundo paso, son transporta-
dos a través de las membranas
por el sistema de transporte de
Opp; finalmente, una vez den-
tro de la célula, los péptidos
son degradados por diversas
peptidasas (PepA, PepE, PepF,
PepO, PepX), a pequeilos pép-
tidos y aminoacidos libres, y
de ahi pasan a desempefiar su
funcion bioldgica segun sea el
caso (Bockelmann, 1995). Esta
ultima degradacion la llevan a
cabo dipeptidasas y tripeptida-
sas, las cuales varian con res-
pecto a sus propiedades bioqui-
micas y fisicas. Muchas dipep-
tidasas son también prolinasas
o proélidasas, e hidrolizan los
péptidos N-C terminal con re-
siduos de prolina. Estas enzi-
mas son necesarias para liberar
la mayor cantidad de aminoaci-
dos (Marth y Steele, 2001). El
hecho que el control haya pre-
sentado la mayor concentra-
cion de péptidos pone de mani-
fiesto que el proceso llevado a
cabo per se produjo péptidos,
lo que pudo deberse al proceso
térmico al que se sometid la

leche (tratamiento térmico de
95°C por 30min) y a la accion
del cultivo base (Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus
y Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus).

La protedlsis que ocurre en
los yogures resulta de la rela-
cion simbiodtica entre los dos
microorganismos presentes en
el cultivo base. L. delbrueckii
posee una proteinasa que hi-
droliza la caseina para liberar
polipéptidos, que son poste-
riormente fraccionados por las
peptidasas producidas por S.
salivarius (Tamime y Robin-
son, 2007). Seguido del trata-
miento control, el tratamiento
con el cultivo RR22L40 fue el
que generd mayor concentra-
cion de péptidos. Una de las
diferencias a resaltar entre las
mezclas de cultivos utilizadas
es que este tratamiento no con-
tenia lactobacilos como probio-
tico, contenia dos especies de
lactococos y una de estreptoco-
cos. Los lactococos poseen una
proteinasa extracelular PrtP,
que hidroliza la caseina de la
leche y produce oligopéptidos
suficientes para sostener su
crecimiento; sin embargo, se ha
reportado que L. Lactis subsp.
cremoris no es capaz de degra-
dar di-, tri- y tetra-péptidos
(Tan et al., 1992), lo que pu-
diera explicar porqué este tra-
tamiento presentd una con-
centracion similar al control. A
la fecha, algunas BAL que pre-
sentan esta actividad son L.
helveticus CP790, L. rhamno-
sus GG, L. bulgaricus SS1 'y
L. lactis subsp. cremoris FTA
(Gobbetti et al., 2002).

Actividad proteolitica

La actividad proteolitica de
las muestras en promedio osci-
16 entre 1,66 a 90,44%, corres-
pondiendo a absorbancias entre
1,01 y 1,65 (Figura 3), presen-
tando efecto los tratamientos
(p<0,05) y la vida en anaquel
(p<0,05), y por lo tanto la inte-
raccion entre ellos (p<0,05). A
lo largo de la vida en anaquel,
los tratamientos RR22L40 y
MMI101 fueron los que presen-
taron mayor actividad proteoli-
tica. Como se muestra en la
Tabla II, el primero de ellos
con un porcentaje de actividad
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de entre 17,31 y 53,17 y el se-
gundo entre 1,67 y 76,40 com-
parados con la actividad pro-
teolitica del control (tomado
como 0%, para observar el
efecto proteolitico del los pro-
bidticos segun el tratamiento);
no existio diferencia estadisti-
ca entre ellos. El control pre-
sent6 la menor actividad pro-
teolitica, siendo ésta estadisti-
camente diferente a los tres
tratamientos. Lo anterior se
observé durante toda la vida
en anaquel. La adicion de pro-
bidticos ejercié un incremento
(p<0,05) en la actividad pro-
teolitica del yogur.

La producciéon de yogur es
un proceso complejo que invo-
lucra muchos cambios fisicos y
quimicos, incluyéndo la proted-
lisis, la cual consiste en la hi-
drolisis progresiva de las casei-
nas a polipéptidos, péptidos y
aminodacidos libres. La habili-
dad de las BAL para desarro-
llarse depende de su sistema
proteolitico, que les permite
liberar los aminoacidos esen-
ciales para su crecimiento
(Christensen et al., 1999). En
este estudio los probidticos
provocaron un incremento sig-
nificativo (p<0,05), en la acti-
vidad proteolitica de los yogu-
res que los contenian.

Las diferencias en el grado
proteolitico de los tratamientos
se debe a los diferentes probio-
ticos que contenian, ya que
aunque todos sintetizan pepti-

= N
- 13 N o

Absorbancia 349 4m

o
o

o

0 7 14
Vida en anaquel (dias)

——BCT1 © —A-RR22L40

~#-MMI101 ® —%Control ©

Figura 3. Actividad proteolitica de
las bebidas de yogur durante su
vida en anaquel. Todos los trata-
mientos contenian Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus; y adicionalmente los
tratamientos BCTI, MMI101 y
RR22L40 (ver Tabla I). Control:
sin probiotico adicional. ab:
Literales diferentes, indican dife-
rencias entre tratamientos (p<0,05).

TABLA 1I
PORCENTAIJES DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
DE CADA TRATAMIENTO EN COMPARACION
CON EL CONTROL

Vida en anaquel (dias)

Tratamientos

0 7 14
BCT1 17,32 £0,03 b 34,57 £0,06 b 53,18 £0,04 b
MMI101 1,68 £0,02 ba 64,36 £0,02 ba 76,41 +0,01 ba
RR22L40 11,06 £0,11 a 89,11 +0,18 a 90,25 +0,19 a

Todos los tratamientos contenian Streptococcus salivarius subsp. thermophi-
lus 'y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus; y adicionalmente los
tratamientos BCTI, MM101 y RR22L40 (ver Tabla I). Control: sin probi-
otico adicional. ab: Literales diferentes en una misma columna indican
diferencias entre tratamientos (p<0,05).

dasas como aminopeptidasas y
dipeptidasas, estas difieren
entre si en proporciones, pun-
tos de corte, eficiencia, y se-
gun las condiciones en las que
se encuentren variard su activi-
dad (Shihata y Shah, 2000).
Los tratamientos que presenta-
ron mayor actividad proteoliti-
ca fueron aquellos que conte-
nian lactococos y estreptococos
(RR22L40 y MM101). Los es-
treptococos metabolizan el ex-
ceso de aminoacidos que son
liberados, por lo que el grado
de protedlisis esta en el balan-
ce entre los aminoacidos libe-
rados y utilizados (Rasic y
Kurmann, 1978). El tratamien-
to que presentd mayor grado
de proteolisis contenia lactoco-
cos y estreptococos; los cocos
son capaces de actuar sobre los
péptidos liberados de las casei-
nas por los lactobacilos, y por-
que mayor cantidad de pépti-
dos y aminoacidos son libera-
dos de los que pueden utilizar
(Slocum et al., 1988).

De manera especifica, las
caracteristicas mas importantes
para cada probidtico usado son:
Lactococcus lactis sintetiza una
proteinasa inicial llamada PrtP,
L. acidophilus sintetiza una
proteinasa tipo serina (Law y
Haandrinkman, 1995), L. para-
casei una proteinasa inicial 1la-
mada PrtP y S. thermophilus
PrtS y peptidasas especificas de
prolina (Savijoki et al., 2006) y
posee mayor actividad extrace-
lular comparado con los otros
(Shihata y Shah, 2000). Las bi-
fidobacterias (como las conteni-
das en el cultivo BCT-1) tienen
una ruta de fermentacion de
carbohidratos tnica (Salminen
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et al., 2004) y su actividad pro-
teolitica es menor al resto
(Shihata y Shah, 2000). Debe
considerarse también que entre
los probidticos empleados se
generan diferentes asociaciones
simbioticas (Ustok et al., 2007);
sin embargo, el grado de activi-
dad proteolitica que se detecte
es debida en mayor grado a la
simbidsis entre los microorga-
nismos presentes, mas que al
decremento de la cantidad de
proteina que se hidroliza
(Salminen et al., 2004).

Conclusiones

Todos los tratamientos elabo-
rados presentaron mayor activi-
dad proteolitica con respecto a
la actividad que presento el
control, la cual aument6 del 1,6
al 90,2% al adicionar probidti-
cos a la mezcla basica. Durante
el analisis de la vida en anaquel
se observaron variaciones signi-
ficativas en los tratamientos de
yogur por efecto de la concen-
tracion peptidica y la actividad
proteolitica, no observando
cambios en la acidez titulable
solamente. Se recomienda un
estudio posterior para comparar
la actividad proteolitica en yo-
gur claborado con leche de ca-
bra y leche de vaca, asi como
también una evaluacion senso-
rial para estudiar el grado de
aceptacion de las bebidas ante
los consumidores.
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