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Resumen

Lactococcus lactis es una bacteria que presenta un alto potencial de generacion de péptidos bioactivos. Una de las actividades
mds importantes que ejercen los péptidos bioactivos es la fijacién de minerales como el calcio, hierro y zinc. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto del pH en la produccion de péptidos fijadores de calcio y hierro en fermentaciones con Lactococcus
lactis subsp. cremoris NCFB 712. Se observé que en la fermentacion con control de pH se favoreci6 la produccién de péptidos
fijadores de calcio (0.28 mmoles de Ca?>* mg™' de proteina), con respecto a la fermentacién sin control de pH (0.23 mmoles
de Ca®* mg~! de proteina). Existe una correlacién entre la actividad proteolitica y el calcio fijado por los sobrenadantes de las
fermentaciones con y sin control de pH. En cuanto a la actividad fijadora de hierro se observé un aumento en la fermentacién con
control de pH con respecto a la fermentacion sin control, en la cual se mantuvo la actividad fijadora inicial propia de las proteinas
de la leche. Se encontré que los pesos moleculares de algunos de los péptidos generados coinciden con los pesos moleculares de
secuencias reportadas como fijadoras de calcio y hierro.
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Abstract

Lactococcus lactis is a bacteria with a high potential of bioactive peptide production. One of the most important activities of
these peptides is metal chelating activity especially of calcium, iron and zinc. The aim of this work was evaluated the effect of
pH on calcium and iron chelating peptides production in fermentations by Lactoccocus lactis subsp. cremoris NCFB 712. It was
observed that during fermentation with pH control, the production of calcium binding peptides (0.28 mmol Ca?* mg~! protein)
was improved, with respect to fermentation without pH control (0.23 mmol Ca?* mg~' protein). There is a correlation between
proteolytic activity and calcium-binding activity by the supernatants of fermentations with or without pH control. As for the
iron-binding activity was observed an increase in the fermentation with pH control with respect to fermentation without control,
which was maintained as the initial binding activity characteristic of the milk proteins. It was found that the molecular weights
of some of the peptides generated match with the sequence reported molecular weights and calcium and iron binding.
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1 Introduccion

La deficiencia en la ingesta de algunos minerales
como el calcio, hierro y zinc es un problema de
salud a nivel mundial. Se ha visto que deficiencias
en la ingesta de hierro pueden afectar a la mitad
de la poblacién mundial, presentindose en un 35%
en los nifios y en un 42% en las mujeres. La
deficiencia en la ingesta de hierro provoca problemas
en el funcionamiento del sistema inmune (Bouglé
y Bouhallab, 2006), mientras que la deficiencia en
la ingesta de calcio puede provocar el desarrollo de
osteoporosis. La osteoporosis afecta al 20% de las
mujeres postmenopdusicas en EE.UU y a 7.8 millones
a nivel mundial (Heaney, 2000). Es por ello que se
buscan alternativas que permitan aumentar la fijacién
de minerales en el cuerpo. Una de las alternativas
son los péptidos fijadores de minerales. Los péptidos
fijadores de minerales o caseinofosfopéptidos (CPP)
tienen la habilidad de aumentar la absorcién del
calcio y otros minerales divalentes como el hierro,
el zinc y el magnesio ya que tienen la capacidad de
formar complejos solubles con éstos. La actividad
bioldgica de estos péptidos se debe a que contienen en
su estructura tres serinas fosfatadas (SerP) formando
la estructura anidnica SerP-SerP-SerP-Glu-Glu (Kitts,
2006). La alta concentracién de cargas negativas
de los CPP en especial, la de los grupos fosfatos
fijados a los residuos de serina, son los sitios
potenciales para la unién de los minerales. Se ha
visto que la mayoria de los péptidos fijadores de
minerales son generados a partir de las caseinas
pero también pueden ser producidos a partir de
algunas proteinas del suero como la B-lactoglobulina
y la a-lactoalbiimina (Vegarud y col., 2000). Estos
péptidos se encuentran encriptados en la proteinas
de la leche y deben ser liberados para ser bioactivos
(Vasiljevic y Shah, 2008), siendo la fermentacién de
la leche con bacterias dcido lacticas proteoliticas y
algunas bacterias probidticas, uno de los métodos
para la obtencion de secuencias peptidicas bioactivas
(Figueroa-Gonzalez, 2010; Gonzélez-Olivares, 2011).
Se han encontrado una gran cantidad de péptidos
bioactivos en quesos y leches fermentadas, ya que
durante la elaboracién de estos productos, las bacterias
acido lacticas utilizadas como cultivos iniciadores,
degradan las proteinas de la leche, debido a que
cuentan con un sistema proteolitico. Este sistema
consta de tres componentes principales: la proteinasa
ligada a pared celular (CEP o PrtP), sistemas de
transporte de oligopéptidos y aminodcidos y una gran
cantidad de peptidasas, la gran mayoria de ellas,

situadas intracelularmente (Hayes y col., 2007).

Dos de los géneros bacterianos mads utilizados
para la generacién de péptidos bioactivos durante el
proceso de fermentacion de la leche son Lactobacillus
helveticus 'y Lactococcus lactis.  Este tltimo es
utilizado en la produccién de diversos quesos y
leches fermentadas. La mayoria de los trabajos
de produccién de péptidos bioactivos, a partir del
sistema proteolitico de las bacterias 4cido lacticas, se
enfocan a la produccién de péptidos antihipertensivos
y existen pocos trabajos que estudian la generacién de
péptidos que presentan otro tipo de actividad, como
la actividad fijadora de minerales. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue evaluar la produccién de
péptidos fijadores de calcio y hierro a partir de la
fermentacidn con Lactococcus lactis subsp. cremoris
NCFB 712, bajo diferentes condiciones de pH. Se
realizé la fermentacion bajo dos condiciones de pH,
una en la que se dejé evolucionar libremente el pH
(fermentacién sin control de pH) y otra manteniendo
el pH a 6.2, valor reportado como éptimo para la
proteinasa de pared celular (Kunji y col., 1996).

2 Materiales y métodos

2.1 Microorganismo

Se empled la cepa Lactococcus lactis subsp. cremoris
NCFB 712 (Coleccion Nacional de Bacterias en
Alimentos, Reino Unido), la cual fue conservada
en medio litmus milk (Difco’™, EUA) a 4°C. El
inéculo fue crecido en leche descremada en polvo
(Alpura, México) por 24 h a 30°C obteniendo una
concentracién final de 10® ufc/mL.

2.2 Fermentacion

Se evaluaron dos condiciones de fermentacién en
funcién del pH: una manteniendo el pH a 6.2
(adicionando NaOH 10 N cada dos horas) y otra
dejando que el pH disminuyera por efecto de los
4cidos producidos por el microorganismo. La
fermentacion se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer
de 1L con 600 mL de leche reconstituida al 20%
(Figueroa-Hernandez, 2007). La leche se pasteuriz6
a 121°C durante 5 minutos. El medio de fermentacién
fue inoculado al 5% (v/v). Las fermentaciones se
llevaron a cabo a 30°C durante 28 h. Se tomaron
muestras a las 0, 8, 16, 24 y 28 h. Se ajust6 el pH
de cada muestra a 9 (para solubilizar la caseina) y se
centrifugaron a 25000xg por 30 min a 4°C (centrifuga
Beckman J2-MI, EUA), los sobrenadantes obtenidos
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se almacenaron a -20°C para realizar los andlisis
posteriores. Las fermentaciones fueron realizadas
por duplicado y los andlisis de los sobrenadantes por
triplicado.

2.3 Determinacion de calcio fijado

Para cuantificar la capacidad de fijacion de calcio de
los hidrolizados de las fermentaciones se empled la
técnica reportada por Brown y Rydvist (1981) con
ligeras modificaciones. Se mezclaron 2 mL de cloruro
de calcio 5 mM con 1 mL de la muestra diluida (1:10)
con solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M (pH
8). Se incubd la mezcla durante 30 min con agitacién
de 100 rpm a 22°C. Posteriormente se tomé una
alicuota de 10 uL y se le adicioné 1 mL del reactivo
de calcio arsenazo III (Diagnostic Chemical Limited,
Canada), finalmente se midié la absorbancia a 650
nm (espectrofotémetro Shimadzu UV-160, Japén) y
se cuantifico el calcio no fijado. EIl calcio total se
determiné tomando 10 ¢L de cloruro de calcio S mM y
se le adicion6 1 mL del reactivo de calcio arsenazo III.
Se elabord una curva patrén de calcio (0-100ug mL™").
El calcio fijado se determiné con la ecuacién 1.

Calcio Fijado = Cy — C, (H

donde:
Cy = Concentracién de calcio total
C, = Concentracion de calcio no fijado

2.4 Determinacion de hierro fijado

Para cuantificar la capacidad de fijacién de hierro
de los hidrolizados de las fermentaciones se usé la
metodologia reportada por Hwang y col. (2001) con
modificaciones menores: se tom6 0.1 mL de muestra
y se mezclé con 0.6 mL de agua desionizada, se
adicion6 0.1 mL de FeCl,-4H,0 (0.2mM). Se incubd
a temperatura ambiente por 30 s. Se adicionaron
0.2 mL de ferrozina 1 mM (Sigma-Aldrich, EUA).
La mezcla de reaccién se agitdé y se dejo reposar
por 10 minutos a temperatura ambiente. Se midi6 la
absorbancia a 562 nm y se calcul6 la concentracién de
hierro no fijado. Para la determinacién de hierro total
se preparé un testigo con todos los reactivos utilizados
con excepcion de la muestra. El hierro fijado por los
hidrolizados se determiné con la ecuacion 2.

% Hierro fijado = [(Cy — C1)/Cp]x100 2)

donde:
Cy = Concentracién de hierro total
C; = Concentracion de hierro no fijado

2.5 Determinacion de proteina

La determinacién de proteina se realiz6 por el método
de Lowry (1951) con algunas modificaciones. Se
mezclaron 100 yL de la muestra con 100 upL de
buffer de fosfatos (0.1M), se le adicioné un 1ml de
reactivo de Lowry, el cual fue previamente preparado
con 49 mL de Na,COj3 al 2% en NaOH 0.1 M, 0.5
mL de CuSOy4 al 1% y 0.5 mL de tartrato de sodio
y potasio (NaKC4H4O¢) al 1%. La solucién fue
incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente se le adicionaron 100 uL de reactivo de
Folin (Hycel, México). La reaccién nuevamente fue
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se ley6 la absorbancia a 595 nm. Se
elabor6 una curva patrén de seroalbimina bovina (0-
100 ug mL™").

2.6 Determinacion de actividad proteolitica

Se determind por el incremento de grupos amino
libres (Adler, 1979). Se mezclaron 2 mL de
buffer de fosfatos pH 8.2 con 250 uLL de muestra,
posteriormente la mezcla fue agitada vigorosamente
y se le adicionaron 2 mL de la solucién de
acido trinitrobencensulfénico (TNBS) al 0.1% (Fluka,
Buchs, Suiza). La mezcla de reaccion fue agitada y se
incub6 a una temperatura de 50°C durante 60 minutos.
Los tubos de reaccién se mantuvieron aislados de la
luz. Para detener la reaccién se adicionaron 4 mL
de HCI 0.1N. Se ley6 la absorbancia a 340 nm. Se
elabor6 una curva patrén utilizando una solucién de
glicina 3mM con 1% de SDS.

2.7 Estimacion del peso molecular de los
péptidos generados

Se realizé una cromatografia de exclusiéon molecular
para estimar el peso molecular de los péptidos
generados durante las fermentaciones con un
cromatografo (Lab Alliance, EUA) y un detector
de arreglo de diodos UV-Visible (SpectraSystem
UV6000 LP, EUA). La columna utilizada fue la
BioSep SEC-S-2000 con un tamafio de 300 x 7.80
mm (Phenomenex®, EUA). Se utilizé un buffer de
fosfatos (0.1M, pH 6.8) como fase mévil. El flujo de

trabajo utilizado fue de 0.9 mL min~".
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2.8 Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas de andlisis de varianza
(@=0.05) con el programa estadistico NCSS 2000
(Hintze, 2001) para determinar si existian diferencias
significativas en el porcentaje de hierro fijado
y la concentracién de calcio fijado durante las
fermentaciones. Se estimé la correlacién existente
entre la actividad proteolitica y la concentracién de
calcio fijado o el porcentaje de hierro fijado por los
péptidos producidos durante las fermentaciones con el
programa Office Excel 2007 (Microsoft, EUA).

3 Resultados y discusion

3.1 Produccion de péptidos fijadores de
calcio

Se llevaron a cabo fermentaciones con dos diferentes
condiciones de pH con Lactococcus lactis subsp.
cremoris NCFB 712, a una de ellas se le control6 el
pH, al valor 6ptimo de la proteinasa ligada a pared
celular (pH = 6.2) (Kunji y col., 1996), mientras
que el pH en la fermentacién sin control varié de
6.44 a 5.01 a las 28 h de fermentaciéon (Fig. 1).
Se evalué el grado de fijaciéon de calcio de los
sobrenadantes obtenidos de las fermentaciones, y se
observé un aumento en la concentracién de calcio que
puede ser fijado por las muestras de la fermentacién
con control de pH a partir de la octava hora de
fermentacion hasta las 24 h. Este mismo efecto
se observé en la fermentacién sin control de pH
pero en menor proporciéon. Esto se corroboré al
realizar el andlisis estadistico encontrdndose que la
concentracion de calcio fijado por los sobrenadantes
de las fermentaciones es significativamente diferente
a las 16, 24 y 28 h, siendo mayor la concentraciéon
de calcio fijado en la fermentacién con control de
pH. Las médximas concentraciones de calcio fijado
fueron de 0.28 mmoles de Ca>* mg~! de proteina en
la fermentacién con control de pH y de 0.23 mmoles
de Ca’>* mg~! de protefna para la fermentacién sin
control de pH, ambos valores se alcanzaron a las 24
h de fermentacién. Se ha visto que el grado de fijacion
de calcio al péptido se encuentra muy relacionada con
el grado de fosforilacion de la caseina de la que se
obtuvo el péptido, seleccién de la enzima con la cual
fueron obtenidos los fragmentos peptidicos y de las
condiciones en las que se llevan a cabo los estudios de
interaccién péptido-mineral como: el pH, temperatura
y fuerza iénica (Kitts, 2006).

6.00

- 5.50

pH

Concentracion de calcio fijado (mmoles de
Ca 2 mg!de prot)

Tiempo de fermentacion (horas)

== Control de pH Sin control de pH -~ pH (sin control de pH)

Fig. 1. Concentracion de calcio fijado por los péptidos
generados durante las fermentaciones realizadas con
Lactococcus lactis subsp. cremoris NCFB 712 con y
sin control del pH.

En un trabajo realizado por Kim y Lim (2004) donde
se estudi6 el hidrolizado triptico de proteinas del suero
de la leche, se encontr6 que se producen péptidos
fijadores de calcio con pesos moleculares entre 3.4
y 1.4 kDa. Los péptidos pueden fijar entre 0.1 a 2
mmoles de Ca** mg~! de proteina. Por lo que las
concentraciones de calcio fijado encontradas en esta
investigacion con Lactococcus lactis subsp. cremoris
NCFB 712 se encuentran dentro del intervalo de
valores reportado por dichos autores.

Dimitrov (2009) realiz6 un estudio para determinar
la capacidad fijadora de calcio de sobrenadantes
ultrafiltrados de leches fermentadas con cepas de
bacterias lcticas, encontrando cepas que presentaban
fracciones peptidicas con mayor capacidad de fijacion
de calcio, entre las cepas que mostraron tener una
mayor actividad se hallaban cepas de Lactobacillus
helveticus, Lactococcus lactis y Lactobacillus casei;
la maxima concentracién de calcio fijado por los
sobrenadantes de Lactococcus lactis fue de 20.68
mmoles de Ca’* mL~'. Se calcularon los valores
de calcio fijado en las fermentaciones realizadas con
Lactococcus lactis subsp. cremoris NCFB 712, los
cuales van de 3.36 a 23.8 mmoles de Ca’>* mL~!
en la fermentacion con control de pH y de 3.70 a
15.52 mmoles de Ca*>* mL~! para la fermentacién sin
control de pH. Se observé que los valores maximos
obtenidos de calcio fijado por los sobrenadantes de las
fermentaciones con control de pH son muy similares
al obtenido por la cepa de Lactococcus lactis reportada
por Dimitrov (2009).
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Fig. 2. Correlacién de la actividad proteolitica con
la concentracién de calcio fijado por los péptidos
generados durante la fermentacién con control de pH
realizada con Lactococcus lactis subsp. cremoris
NCFB 712.
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Fig. 3. Correlacién de la actividad proteolitica con
la concentracion de calcio fijado por los péptidos
generados durante la fermentacién sin control de pH
realizada con Lactococcus lactis subsp. cremoris
NCFB 712.

Se determind la correlacion entre el calcio fijado y
la actividad proteolitica, debido a que se ha reportado
que puede existir una correlacién entre la actividad
proteolitica y la actividad bioldgica de los péptidos
(Pihlanto y col., 2010). Se encontré una correlacion
de 0.967 para la fermentacion con control de pH (Fig.
2) y de 0.830 para la fermentacién sin control de
pH (Fig. 3). Esto nos indica que la produccién de
péptidos fijadores de calcio estd relacionada con la
actividad proteolitica de la proteinasa de pared celular
de Lactococcus lactis subsp. cremoris NCFB 712.
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3.2 Produccion de péptidos fijadores de
hierro

Se determind el grado de fijacién del hierro de
los sobrenadantes de las fermentaciones realizadas
con Lactococcus lactis subsp. cremoris NCFB 712
(Fig. 4), y se observé que en las fermentaciones
realizadas con control de pH se obtuvo un mayor
porcentaje de hierro fijado que en las fermentaciones
sin control de pH, lo cual se confirmé al realizar
el andlisis estadistico encontrdndose que existen
diferencias significativas entre ambas fermentaciones
en la concentracién de hierro fijado a las 8, 16 y 28 h.

En el inicio de la fermentacién se observé un
alto porcentaje de hierro fijado (30%), debido a que
la leche contiene proteinas que tienen la capacidad
de ligar hierro, como la a-lactoalblimina, la g-
lactoglobulina y la lactoferrina. Los porcentajes
maximos de hierro fijado en las fermentaciones
con control de pH y sin control son 60 y 38 %
respectivamente.

Existen pocos trabajos acerca de la capacidad de
fijacién de hierro por péptidos generados durante la
fermentacién o hidrdlisis enzimatica de las proteinas
de la leche. Farvin y col. (2010) demostraron que las
fracciones peptidicas del yogurt tenian la capacidad
de fijar hierro (7.7%), sin embargo utilizaron otra
técnica para la determinacion de hierro y la cantidad
de proteina de los sobrenadantes utilizados era menor
al encontrado en las fermentaciones realizadas en esta
investigacion con Lactococcus lactis subsp. cremoris
NCFB 712.

Liu y col. (2005) determinaron la capacidad
fijadora de hierro de los sobrenadantes de las muestras
obtenidas a diferentes tiempos durante la elaboracion
de kéfir con leche de vaca y soya cuyo contenido
proteico era 10 mg mL~!. En este estudio no se
encontraron incrementos significativos en la actividad
fijadora de hierro de las muestras de kéfir cuando son
comparadas con las muestras sin fermentar (26%).
Aunque no se puede comparar la actividad fijadora
de hierro obtenido por los sobrenadantes del kéfir con
los obtenidos por los sobrenadantes las fermentaciones
de esta investigacion con Lactococcus lactis subsp.
cremoris NCFB 712 si se observa claramente que las
fermentaciones con control de pH presentan una mejor
actividad fijadora de hierro, lo cual no se observa en las
fermentaciones realizadas sin control de pH.

Por otro lado, se encontré que en este caso
no existe correlacion entre la actividad proteolitica
y el porcentaje de hierro fijado. Esto se debe a
que la capacidad fijadora de las proteinas presentes,
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observada desde el inicio de la fermentacion, es mas
alta que la de los péptidos producidos (Fig. 4).

60.0 650
50.0
S~ 6.00
40.0 = i I
I so 550
300 1 =
- 5.00
200 — — —
s
_— 450
0.0 — — - m—— — 400
0 16 2

8

pH

Fierro fijado (%)

Tiempo de fermentacion (horas)

= Con control de pH Sin control de pH -+ pH

Fig. 4. Porcentaje de hierro fijado por los péptidos
generados durante las fermentaciones realizadas con
Lactococcus lactis subsp. cremoris NCFB 712 con y
sin control de pH.

3.3 Comparacion de los  péptidos
encontrados con péptidos fijadores de
minerales reportados

Por medio de la cromatografia de exclusién molecular
se estimo el peso molecular de los péptidos generados
durante las fermentaciones realizadas con Lactococcus
lactis subsp. cremoris NCFB 712. En la Fig.
5 se observa el cromatograma del sobrenadante
obtenido a la 28 h en ambas fermentaciones, en
donde se pudo observar que los perfiles peptidicos de
las fermentaciones realizadas mostraban diferencias
sobre todo en la concentracién de algunos de los
péptidos producidos durante la fermentacién, aunque
también se observaron diferencias en los pesos
moleculares de los péptidos generados en ambas
fermentaciones. Los pesos moleculares de los
péptidos producidos en las fermentaciones fueron
comparados con péptidos fijadores de minerales
reportados, encontrdndose varias coincidencias (Tabla
1). En la Tabla 1 se hace una compilacién de
los reportes mds relevantes al respecto y como se
puede observar dentro de los fragmentos peptidicos

de las fermentaciones realizadas con control de pH, se
encuentran dos fragmentos fijadores de minerales muy
comunmente producidos por medio de la hidr6lisis
enzimética con pepsina o tripsina a partir de la caseina,
que son las secuencias S-CN(1-25) y a,-CN(59-
79). Estos fragmentos contienen en su secuencia el
triplete aniénico SerP-SerP-SerP, que se reporta como
responsable de la unién de los minerales divalentes al
péptido (Kitts, 2006). Sin embargo se ha visto que
existen otros sitios potenciales para la fijacion de los
minerales dentro de la estructura de los péptidos, como
los grupos carboxilicos libres del dcido glutdmico y
aspadrtico, pero su actividad es menor (Kitts, 2006).

Se debe mencionar que también existen secuencias
peptidicas que coinciden con péptidos fijadores de
minerales derivados de la proteinas del suero, los
cuales han sido estudiados en los tltimos afios como
fuentes de péptidos fijadores de minerales ya que
también se ha visto que las proteinas del suero de la
leche presentan sitios en donde se puede fijar el calcio,
estos sitios se encuentran en la S-lactoglobulina (G-
LG) y la a-lactoalbimina (a-LA). En la @-LA existe
un sitio que tiene una alta afinidad por el calcio,
los aminoacidos en donde se fija este mineral son la
asparagina y la lisina (Kim y Lim, 2004).

- T=28, Control de pH

T=28, Sin control
de pH

=030 T 00T D

cr3

Tiempo (minutos)

Fig. 5. Cromatogramas de exclusién molecular de los
sobrenadantes de las fermentaciones realizadas con
Lactococcus lactis subsp. cremoris NCFB 712 con
y sin control de pH a las 28 horas, obtenidos a una
longitud de onda de 215 nm.
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Tabla 1. Comparacién bibliografica de los pesos moleculares de los péptidos generados durante las
fermentaciones con Lactococcus lactis subsp. cremoris NCFB 712 que coinciden con péptidos acarreadores de

calcio y hierro.

Control de pH
PM experimental PM reportado Secuencia Capacidad de fijacién de Referencia
(kDa) (kDa) reportada minerales reportada
3.13 3.11 B-CN(1-25)-4P 4 mol de Fe’*mol~! de Meisel y Fitzgerald, (2003);
péptido, 2 mol de Ca?t, Cross y col., (2005);
Mg?*, Zn**mol~" de péptido Vegarud y col., (2000);
(4.64 +£0.77 mol de Ca?* Zidane y col., (2012)
mol~! de péptido)
2.79 2.71 @,1-CN(59-79)-  6.84 +0.45 mol Ca**mol™! Cross y col. (2001);
5P de péptido Aimutis, (2004); Cross y
col. (2005)
2.05 2.07 as1-CN(43-58)- Ca’* y Fe?* Vegarud y col. (2000)
2P
1.06 1.01 B-CN(15-20)-4P 6.2 mmoles de Ca>*mL™! Dimitrov (2009)
0.71 0.67 B-LG(78-83) 0.4 mmoles deCa>* mg~! de Kim y Lim (2004)
proteina
0.69 a-CN(29- Ca* Aimutis (2004)
34)7'p
Sin control de pH
PM experimental PM reportado Secuencia Capacidad de fijacién de Referencia
(kDa) (kDa) reportada minerales reportada
2.02 2.07 a51-CN(43-58)- Ca’* y Fe?* Vegarud y col. (2000)
2P
1.06 1.01 B-CN(15-20)-4P 6.2 mmoles de Ca®* mL~! Dimitrov (2009)
0.70 0.69 B-LG(78-83) 0.4 mmoles deCa’* mg~! de Kim y Lim (2004)
proteina
0.69 a-CN(29- Ca>* Aimutis ( 2004)
34)~'p

LG: Lactoglobulina, CN: Caseina

Conclusiones

En este trabajo se encontr6 que durante la
fermentacidén con Lactococcus lactis subsp cremoris
NCFB 712 se generaron secuencias peptidicas que
tienen la capacidad de fijar hierro y calcio. Con
respecto a las fermentaciones efectuadas para evaluar
la actividad fijadora de calcio se observé que en los
sobrenadantes de las fermentaciones con control de pH
se produjo un incremento en esta actividad. También
se determiné que existe una correlacién entre la
actividad proteolitica y el calcio fijado encontrandose
una mayor correlacién con los sobrenadantes de las
fermentaciones con control de pH. En cuanto a la
actividad fijadora de hierro, se observé que en las
fermentaciones con control de pH se increment6 la
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actividad con respecto a las fermentaciones realizadas
sin control, en las que se mantuvo la actividad propia
de la leche. Los pesos moleculares de algunos
péptidos producidos durante las fermentaciones con
Lactococcus lactis subsp.  cremoris NCFB 712
coincidieron con algunas secuencias fijadoras de
calcio y hierro reportadas.
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