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RESUMEN 

 

Actualmente las proteínas de la leche son consideradas como una fuente importante 

de péptidos bioactivos. Esto ha provocado que se intensifique el estudio en 

hidrolizados proteicos de leches fermentadas, yogurt y quesos. Es por ello que en esta 

investigación se analizó un queso semimadurado a dos diferentes temperaturas (4 °C 

y 14 °C) durante 28 días para determinar, en cuál de ellos se observaba mayor 

actividad proteolítica y mayor sobrevivencia de un probiótico (Lactobacillus 

rhamnosus GG) inoculada de manera individual junto con una cepa filante (L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772).  

Se observó que en el queso inoculado solo con el probiótico hubo muerte celular a 

ambas temperaturas hasta en dos ciclos logarítmicos. Por otro lado en el sistema con 

ambos microorganismos se mantuvo la sobrevivencia del probiótico a lo largo del 

periodo de maduración sin encontrar diferencia significativa entre las dos 

temperaturas de maduración. En este contexto, por medio de microscopía electrónica 

de barrido se observó la interacción que existe entre las bacterias ácido lácticas y la 

matriz proteica, encontrando exopolisacárido producido por L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCFB 2772. Adicionalmente se observaron diferencias estructurales entre 

ambos sistemas, las cuales consistían en mayor agregación proteica en el queso 

inoculado con ambas bacterias lácticas. 

Por otra parte, se midió la concentración de grupos amino libres para conocer el 

grado de hidrólisis de las proteínas del queso, mediante el método del ácido 

trinitrobencensulfónico (TNBS). A través de este análisis se encontró un aumento de 

los grupos amino libres en ambas temperaturas de maduración, sin embargo no se 

encontró diferencia significativa en la producción final de grupos amino libres entre 

ellos. El perfil de pesos moleculares de los péptidos generados durante la maduración, 

fue determinado por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) con una 

T=15% y la concentración de las fracciones peptídicas se midió por HPLC en 

columna de exclusión de tamaño. El análisis de las imágenes de los geles de 

electroforesis se efectuó mediante el analizador de imágenes ImageJ. Se encontró que 
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en el queso madurado a una temperatura de 14 °C se produjo una mayor cantidad de 

péptidos menores a 6.5 kDa que a una temperatura de 4 °C. Mediante el análisis de 

HPLC se encontró acumulación de péptidos de bajo peso molecular, menores a los 3 

kDa a ambas temperaturas de maduración, sin embargo, a 14 °C se localizó mayor 

concentración de péptidos de bajo peso molecular. Se pudieron separar dos fracciones 

de cada uno de los sistemas, que correspondían a (1.45 y 0.34 kDa) para el sistema 

madurado a 14 °C y en el sistema a 4 °C correspondían a (1.76 y 0.43 kDa). Estos 

pesos moleculares pueden corresponder a péptidos con actividad biológica, lo cual 

aumenta las expectativas de tener este tipo de péptidos en los quesos semimadurados. 
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  CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

   

En los últimos años, una tendencia importante en los países desarrollados ha sido la 

promoción del beneficio de los alimentos funcionales. En el sector lácteo, esta 

tendencia se ha encaminado a la utilización de probióticos en productos fermentados. 

El uso de estos microorganismos tiene una incidencia en la salud, debido en buena 

parte a la producción de metabolitos que se liberan durante el proceso de 

fermentación. Algunos de estos metabolitos son péptidos de bajo peso molecular con 

actividades biológicas potencialmente benéficas a la salud. Aunque la mayoría de los 

productos con probióticos son leches fermentadas, actualmente se han comenzado a 

aplicar en quesos madurados y semimadurados como cultivos iniciadores (Farnworth, 

2008). 

Los productos lácteos fermentados son asociados generalmente con bacterias ácido 

lácticas (BAL), entre las cuales podemos encontrar las cepas probióticas. Estas 

bacterias pueden exhibir un efecto terapéutico y preventivo contra una serie de 

enfermedades en los seres humanos y en animales. Se ha demostrado que bacterias 

como Lactobacillus helveticus y Lactobacillus rhamnosus, tienen la capacidad de 

generar péptidos bioactivos durante el proceso de fermentación (Mulero et al., 2011). 

La generación de péptidos bioactivos se produce, debido a que las bacterias ácido 

lácticas poseen un sistema proteolítico compuesto de proteinasas, peptidasas y 

sistemas de transporte, que les permite degradar las proteínas de la leche 

(principalmente caseínas) en aminoácidos y péptidos para suplir sus necesidades 

metabólicas y, así garantizar su crecimiento durante la fermentación (Torres et al., 

2005). Estos péptidos bioactivos son de bajo peso molecular (3 a 20 aminoácidos) y 

se ha demostrado que, tras su administración oral, pueden ejercer un efecto positivo 

sobre los sistemas cardiovascular, digestivo, inmunológico y nervioso, en función de 

la secuencia de aminoácidos que los conformen (Figueroa-González et al., 2010).  

Por otra parte, se ha evaluado el efecto de la adición de cultivos iniciadores sobre las 

características sensoriales y químicas en diferentes tipos de queso. Sin embargo, son 
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pocos los estudios disponibles acerca del papel que desempeñan los diferentes 

cultivos iniciadores, en particular los probióticos sobre la producción de péptidos 

bioactivos. 

Además para que el probiótico confiera un efecto benéfico a la salud del consumidor, 

debe sobrevivir durante el periodo de maduración del queso y durante su vida de 

anaquel. Por ello, para asegurar que la cantidad de probióticos sea la adecuada en el 

momento de consumo (1 x 109 UFC/mL), se elaboran quesos inoculados con altas 

concentraciones de microorganismos y se realizan las modificaciones pertinentes en 

los procesos de fabricación del queso de tal manera que favorezcan su sobrevivencia 

(Farnworth, 2008). En este sentido, una de las estrategias está dirigida hacia la 

implementación de diferentes cultivos iniciadores como el uso de bacterias filantes. 

Estas bacterias pueden ser probióticas o no y producen exopolisacáridos que pueden 

ejercer protección hacia los probióticos de las condiciones adversas que prevalezcan 

en el producto durante su almacenamiento 

Adicional al estudio de los perfiles peptídicos durante el periodo de maduración de un 

queso; el objetivo de este trabajo fue monitorear el efecto que ejerce Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772, productor de exopolisacárido, como 

cultivo iniciador, en la sobrevivencia de Lactobacillus rhamnosus GG, en un queso 

semimadurado a dos temperaturas diferentes. 
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  CAPÍTULO 2 

 

  REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1 Composición de la leche 

 

La leche es una emulsión de materia grasa, en forma globular. Este líquido es una 

suspensión de materias proteicas en un suero constituido por una solución verdadera 

que contiene, principalmente lactosa y sales minerales (Alais, 1998). 

Además contiene otros componentes presentes en cantidades mínimas: lecitinas, 

vitaminas, enzimas, nucleótidos, gases disueltos, etc. En la tabla 1 se muestra los 

principales componentes de la leche en porcentaje. 

 

Tabla 1. Composición aproximada de la leche. (Adaptada de Walstra et al., 2001) 

Componentes Contenido medio de la 

leche (%p/p) 

Agua 87.5 

Lactosa 4.6 

Grasa 3.7 

Proteína 3.2 

Sustancias minerales 0.7 

Ácidos orgánicos 0.15 

Varios 0.15 

 

2.2 Proteínas de la leche 

 

Las proteínas de la leche (Tabla 2) tienen un alto valor biológico y están formadas por 

caseínas (80%) y las proteínas del suero (20%).  
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  Tabla 2. Concentración de las proteínas en la leche (Gösta, 2003) 

 

 

 

2.2.1 Caseínas 

 

Las caseínas están constituidas de diferentes fracciones (Tabla 2), aparecen en forma 

de micelas conformadas por complejos macromoleculares de fosfoproteínas y 

glicoproteínas estabilizadas por puentes de calcio y fosfato en forma de suspensión 

coloidal. Las proteínas que se encuentran al interior de la micela son insolubles en 

presencia de calcio y precipitan a pH de 4.6 (Alais, 1998).  

Las caseínas poseen alrededor de 200 aminoácidos y en algunos tramos cuentan con 

una estructura secundaria organizada, debido a la presencia de restos de prolina y, 

grupos serina unidos a grupos fosfato (Fox y McSweeney, 2003). 

 

 

 Concentración en 

leche (g/L) 

% de la proteína total 

(p/p) 

Caseína    

αs1 caseína 10.0 30.6 

αs2 caseína 2.6 8.0 

β caseína 10.1 30.8 

κ caseína 3.3 10.1 

Total caseína 26.0 79.5 

Seroproteínas   

αlactoalbúmina 1.2 3.7 

β lactoglobulinas 3.2 9.8 

Albúmina del suero sanguíneo 0.4 1.2 

Inmunoglobulinas 0.7 2.1 

Otras (incluyendo peptona-

proteasas) 

0.8 2.4 

Total Seroproteínas 6.3 19.3 

Proteínas de la membrana del 

glóbulo de grasa 

0.4 1.2 

Proteína total 32.7 100 
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2.2.1.1 Caseína αs1 

 

La caseína αs1 es la proteína mayoritaria en la leche de vaca. La variante más común 

tiene 199 aminoácidos en su secuencia, con 8 o 9 grupos fosfato. Desde el punto de 

vista estructural, está formada por tres regiones hidrofóbicas, con dos de ellas 

situadas en los extremos (1-41, 90-113 y 132-199) y una zona muy polar entre los 

aminoácidos 42 y 80. En esta última zona se encuentran todos los grupos fosfato 

menos uno, lo que le da una carga neta negativa muy importante a esta región de la 

proteína al pH de la leche (alrededor de 6.6). La caseína αs1 contiene 17 restos de 

prolina, distribuidos a lo largo de toda la cadena, lo que permite que  haya muy pocas 

zonas con estructura secundaria organizada. La asociación con otras moléculas de 

caseína durante la elaboración del queso se produce a través de interacciones 

hidrofóbicas en las que está implicada fundamentalmente la zona situada entre los 

aminoácidos 136 y 196 (Fox y McSweeney, 2003). 

 

2.2.1.2 Caseína αs2 

 

Esta caseína está formada por 207 aminoácidos (Alais, 1998). Se conocen variantes 

genéticas con diferencias en el grado de fosforilación. La máxima fosforilación se 

produce en 12 serinas y una treonina, se caracteriza por ser más hidrofílica que la 

caseína αs1. Posee tres regiones de carga neta negativa, una de ellas en el extremo N-

terminal. En la zona del extremo C-terminal se sitúan aminoácidos hidrofóbicos y 

algunos con carga neta positiva. Esta caseína tiene un puente disulfuro entre las 

cisteínas que ocupan las posiciones 36 y 40 de la secuencia (Fox y McSweeney, 

2003).  

 

2.2.1.3 Caseína β 

  

La caseína β es la caseína más hidrofóbica, presenta una estructura particular, con una 

clara división en dos zonas. Por un lado, la que corresponde al extremo C-terminal, es 
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particularmente hidrofóbica, mientras que los aminoácidos más hidrofílicos, y todos 

los grupos fosfato unidos a serinas, se concentran en el extremo N-terminal (Fox y 

McSweeney, 2003). La variante genética más común está formada por 209 

aminoácidos, con cinco grupos fosfato (Alais, 1998). 

 

2.2.1.4 Caseína κ 

 

La caseína κ tiene una estructura distinta de la de las otras caseínas. En primer lugar, 

es más pequeña, ya que solo está constituida por 169 aminoácidos. Además tiene 

solamente un grupo de fosfato. Esta característica permite que su interacción con el 

ión calcio sea menor que lo que presenta las otras caseínas. Sin embargo, comparte 

con la caseína β la propiedad de tener zonas predominantemente hidrofílicas e 

hidrofóbicas bien marcadas y separadas. Una particularidad de esta caseína es la 

presencia de una zona con carga neta positiva entre los aminoácidos 20 y 115. La 

caseína κ es la única caseína que tiene parte de las moléculas glicosiladas, el grupo 

glucídico está formado o bien por un trisacárido o bien por un tetrasacárido unido a 

un resto de treonina, en la posición 131, o bien en otra más próxima aún al extremo 

carboxilo-terminal de la cadena. Cuando se encuentra presente el ácido N-acetil 

neuramínico, aporta carga neta a la caseína κ (Fox y McSweeney, 2003). Esta 

proteína se rompe fácilmente por proteólisis en el enlace 105-106 situado entre la 

fenilalanina y la metionina, en una región rica en restos de prolina y probablemente 

fácilmente accesible. Cuando esta proteólisis se produce, el fragmento N-terminal (1-

105) conocido como para κ-caseína, que es fundamentalmente hidrofóbico, queda 

unido a las otras caseínas en la micela, mientras que el fragmento C-terminal (106-

169) llamado caseinomacropéptido, es muy hidrofílico debido a que en esta fracción 

está ubicado el resto glucídico y por lo tanto, queda libre en solución (Alais, 1998). 

La ruptura de la caseína κ a temperaturas por encima de 20º C, produce la 

desestabilización de la micela y la agregación del resto de las caseínas. Este proceso 

es el que sucede en la fabricación de los quesos con coagulación enzimática 

(Villegas, 2004). 
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2.2.2 Proteínas del suero de leche 

 

Las proteínas del suero son aquellas que se mantienen en solución cuando el pH de la 

leche se lleva a 4.6 y precipitan las caseínas. La mayoría son proteínas globulares 

sujetas a la desnaturalización por calor, presentan una hidrofobicidad relativamente 

elevada y sus cadenas peptídicas están muy compactas. La mayoría contiene una gran 

proporción de hélices α y una distribución bastante homogénea de sus cargas 

(Walstra, 2001). 

 

2.2.2.1 α-lactoalbúmina 

 

La α-lactoalbúmina es una proteína formada por una sola cadena polipeptídica, de 

123 aminoácidos, que se caracteriza por tener un bajo peso molecular de unos 14000 

Da, y un alto contenido de triptófano (Alais, 1998). Su estructura terciaria, es 

globular, muy compacta, mantenida por cuatro puentes disulfuro, con una zona de 

hélice α y otra de hojas plegadas β. Es una proteína ácida con un punto isoeléctrico de 

4.8. En la vaca existen dos variantes genéticas (A y B), con distribución desigual 

según las razas (Fox y McSweeney, 2003). 

Esta proteína liga fuertemente dos átomos de calcio, la cual es imprescindible en el 

mantenimiento de su estructura y su estabilidad frente al calor (Walstra and Jenness 

1986). 

 

2.2.2.2 β-lactoglobulina 

 

Es la proteína más abundante del lactosuero; constituye alrededor de la mitad de las 

proteínas del suero de leche. Es una proteína muy hidrofóbica, igual que la caseína, 

pero no contiene grupos fosfato y sólo posee una pequeña cantidad de prolina 

(Walstra, 2001). 

Tiene un peso de 18000 Da. A temperatura ordinaria, la β- lactoglobulina de la leche 

no parece ligarse a otras fracciones proteicas; por el contrario, durante el 
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calentamiento forma un complejo con la caseína κ, mediante un enlace disulfuro. Es 

la molécula que aporta el mayor número de puentes sulfhídrilos, que se modifican o 

separan en el curso de la desnaturalización (Alais, 1998). 

 

2.2.2.3 Seroalbúmina 

 

Esta proteína es de origen sanguíneo, es una molécula grande con muchos puentes 

disulfuro y hélices α (Walstra, 2001). Consta de una sola cadena polipeptídica de 582 

restos de aminoácidos. Su estructura terciaria pone de manifiesto tres dominios de 

aproximadamente el mismo tamaño molecular. Posee un grupo tiol libre (cys 34) y 17 

enlaces disulfuro (Walstra y Jenness, 1986). 

 

2.3 Bacterias ácido lácticas 

 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo de bacterias Gram-positivas, no 

esporuladas, no pigmentadas, catalasa negativas y capaces de crecer en el rango de 

pH entre 4.0 y 4.5, anaerobias facultativas o microaerofílicas, cuyo metabolismo 

fermentador las define como bacterias homolácticas o heterolácticas (Villegas, 2004). 

La limitada capacidad biosintética de las BAL hace que requieran de factores de 

crecimiento complejos como vitaminas del grupo B, purinas, pirimidinas y 

aminoácidos específicos. Además el crecimiento sostenido de las BAL depende de la 

acción de proteinasas, peptidasas y del buen funcionamiento del sistema de transporte 

de péptidos y aminoácidos específicos (Herrera, 2006). Debido a que en la leche las 

concentraciones de aminoácidos libres y péptidos no son suficientes para permitirles 

crecer hasta altas densidades celulares (Hidalgo, 2006). 

Dentro de las BAL de importancia en la industria alimentaria se encuentran las 

pertenecientes a los géneros Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, 

Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pedicoccus y Weissella, siendo el género 

Lactobacillus el más usado en la industria láctea (Herrera, 2006). 
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La importancia de la utilización de las BAL en la elaboración de productos 

alimenticios va más allá de la formación de sabores ácidos, dentro de estas funciones 

se encuentran: inhibición de organismos patógenos, coagulación de la leche, 

reducción del contenido de lactosa, formación de aroma, producción de gas requerida 

para la formación de “ojos” en los quesos, proteólisis requerida en la maduración de 

los quesos y su uso como probióticos (Parra-Huertas, 2010). 

 

2.3.1 Bacterias lácticas probióticas 

 

La palabra probiótico se deriva de dos palabras griegas que son: pro (a favor de) y 

biótico (vida). Lilly y Stillwell en el año de 1965 intentaron utilizar por primera vez 

el término, aplicado a una sustancia microbiana que estimulara el crecimiento de otro 

microorganismo. Fuller (1989) definió a los microorganismos probióticos como: “un 

suplemento alimenticio con microorganismos vivos que afecta benéficamente al 

huésped, mejorando el equilibrio microbiano intestinal” con lo que logró una mayor 

aceptación. La definición más reciente, y la más ampliamente aceptada hasta hoy es 

la publicada por la FAO/ WHO (2002) la cual menciona lo siguiente: “los 

microorganismos probióticos son microorganismos vivos que, cuando se administran 

en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del huésped” (Kun Lee y 

Salminen, 2009). 

Los efectos benéficos de los microorganismos probióticos en la salud humana 

incluyen: mejora en la digestión a través de un buen funcionamiento del intestino, 

aumenta la tolerancia a la lactosa, favorece la proliferación de la microflora benéfica, 

reduce el pH intestinal, reduce el colesterol, incrementa la producción de las 

vitaminas B (ácido fólico), restauración de la microflora intestinal después de una 

terapia con antibióticos y estimulación de la respuesta inmune (Ávila, 2011). 

Entre los microorganismos probióticos más importantes se encuentran las BAL, 

fundamentalmente lactobacilos y bifidobacterium. En la tabla 3 se muestran tres 

grupos de microorganismos que son considerados como probiótico. 
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Tabla 3. Algunos microorganismos considerados como probióticos 

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Otros 

L. acidophilus B. bifidum Saccharomyces 

boulardii 

L. casei B. breve Streptococcus faecium 

L. rhamnosus B. infantis  

L. fermentum B. longum  

L. gasseri B. lactis  

L. johnsonii B. adolescenties  

L. paracasei   

L. plantarum   

L. reuterii   

 

Los microorganismos probióticos se han utilizado para la elaboración de alimentos 

fermentados, siendo los productos lácteos los que desempeñan un papel predominante 

como portadores de estos. 

Al utilizar un probiótico en un alimento fermentado, se deben considerar varios 

factores que pueden influir sobre la sobrevivencia del probiótico en el producto 

durante su vida de anaquel y así llegar activo en el momento de incorporarse en el 

aparato gastrointestinal del consumidor. Estos factores incluyen, el estado de los 

organismos probióticos agregados, las condiciones de almacenamiento y la 

composición química del producto como (acidez, contenido de carbohidratos 

disponibles, fuentes de nitrógeno, actividad de agua y contenido de oxígeno) (Flores, 

2008). La cantidad recomendada de microorganismos probióticos que debe tener un 

alimento debe ser de 1x107 a 1x109 UFC/mL de microorganismos vivos, al momento 

de consumo, para que de esta manera puedan conferir beneficios a la salud de los 

consumidores (Ávila, 2011). 
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2.3.1.1 Lactobacillus rhamnosus GG 

 

Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) es una cepa que se aisló en 1983 del 

tracto gastrointestinal de un ser humano sano y fue clasificada como una subespecie 

de L. casei. Años más tarde, el análisis genético del microorganismo lo catalogó 

como una especie propia (Ávila, 2011). Este probiótico se ha utilizado en diversos 

productos, como leches fermentadas, quesos semimadurados, jugos y suplementos 

alimenticios. Se ha demostrado que L. rhamnosus GG (Figura 1) es un 

microorganismo benéfico, capaz de resistir el pH ácido del estómago y la 

concentración de las sales biliares en el intestino delgado, por ello puede colonizar el 

tracto digestivo manteniendo un balance de la flora intestinal (Kun Lee y Salminen, 

2009). 

 

Figura 1 Lactobacillus rhamnosus GG. (Bac Map Genome Atlas) 

 

2.3.2 BAL productoras de exopolisacárido 

 

Las BAL se caracterizan por su capacidad de convertir los carbohidratos a ácido 

láctico. Algunas BAL son capaces de desviar una proporción de azúcares 

fermentables hacia la biosíntesis de exopolisacáridos (EPS), dependiendo también de 

las condiciones de cultivo y la composición del medio. Los EPS son polisacáridos de 

cadena larga con ramificaciones de unidades repetidas de azúcares. Estas unidades de 

azúcar son principalmente, glucosa, galactosa y ramnosa en diferentes proporciones 

(Parra-Huertas, 2010). Están asociados a la superficie de la célula en forma de 

cápsula y secretados al medio ambiente en forma de limo. Los EPS en su ambiente 

natural desempeñan un rol importante en la protección de la célula microbiana contra 
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la desecación, fagocitosis, acción de antibióticos y compuestos tóxicos, depredación 

por protozoos, presión osmótica, adherencia a superficies, formación de películas y 

en el reconocimiento celular, pero no son alimento de la misma bacteria productora 

(Zamudio, 2005). Por otra parte, se ha observado que estos compuestos pueden 

favorecer la retención de nutrientes en la matriz del EPS que posteriormente pueden 

ser utilizados como fuente de carbono y energía. Este es un proceso común entre los 

microorganismos; por ejemplo, pueden retener proteínas cuya posterior hidrólisis 

puede constituir un suministro de aminoácidos y péptidos necesarios para el 

crecimiento bacteriano (Mata, 2006). 

Los EPS de BAL se pueden subdividir en 2 grupos: los homopolisacáridos y los 

heteropolisacáridos. Los primeros están compuestos por un único tipo de 

monosacárido, como el dextrano, constituido por monómeros de glucosa y hay un 

único enzima implicado en su síntesis. Los heteropolisacáridos, en cambio, están 

constituidos por dos o más tipos de monosacáridos, glucosa, galactosa y ramnosa y de 

forma poco abundante, fucosa y manosa, además, pueden llevar unidos otras 

moléculas y en su síntesis y polimerización están implicados varios enzimas; pueden 

ser producidos por las especies de Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. 

cremoris, Lactobacillus casei, L. sake, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus 

y Streptococcus thermophilus (Zamudio, 2005). 

La producción de EPS está estrechamente ligada a la disponibilidad de la fuente de 

carbono: carbohidratos, aminoácidos, ácidos grasos, etc. Generalmente, el material 

hidrocarbonado habitual son los azúcares, aunque la limitación de otros nutrientes 

como los compuestos nitrogenados, el fósforo y el azufre, afecta notablemente su 

producción. En cuanto a la temperatura, los valores comprendidos entre 10 y 28 °C, 

la producción de EPS por las BAL es el óptimo, de hecho, algunas cepas son más 

filantes a temperaturas inferiores a su óptimo decrecimiento. El pH es un factor clave 

para el desarrollo de EPS, por la estrecha relación que existe entre el crecimiento de 

las BAL y la acidez del medio. En general, se puede considerar que para valores de 

pH inferiores a 3.5 la alteración está prácticamente inhibida, incluso hasta 3.7 ya que 

puede existir una seria limitación de su desarrollo, por encima de este valor la 

producción se potencia notablemente (Mangas, 1997). 
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2.3.2.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (hasta 1984 conocido como 

Lactobacillus bulgaricus) es una de las bacterias utilizadas para la producción de 

yogur. También se encuentra en otros productos fermentados de manera natural. Fue 

identificado por primera vez en 1905 por el médico búlgaro Stamen Grigorov 

(Salome, 2008). Es considerado como un microorganismo acidófilo, ya que requiere 

de un pH bajo (alrededor de 5.4 a 4.6) para crecer es termófilo ya que, su temperatura 

óptima de crecimiento es de 40-45°C (Ralph, 1998). 

Esta especie se ha reportado como bacilos largos, aislados y en cortos filamentos; 

aparecen con frecuencia en forma de espiral alrededor de las colonias en los cultivos 

en el suero (Figura 2). Presenta un buen poder proteolítico por lo que tiene un rol 

muy importante para la maduración de los quesos (Botazzi, 1999). 

 

Figura 2. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.  

(Dennis Kunkel Microsopy, Inc.Visuals Unlimited, Inc.) 

 

El análisis estructural del EPS de L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772, 

demostró que cuando el medio de cultivo contenía fructosa el EPS estaba constituido 

por unidades repetidas de glucosa y galactosa a diferencia de cuando crece en un 

cultivo mixto de fructosa y glucosa, donde se producen con subunidades de glucosa 

galactosa y ramnosa (Welman y Maddox, 2003).  

El exopolisacárido que produce L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 juega 

un rol importante en las propiedades de productos fermentados, sobre todo porque la 

producción de polisacáridos garantiza una mayor viscosidad y una mejor textura por 

la disminución de la sinéresis en la elaboración de yogurt. También condiciona la 
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estructura y regula su rendimiento en peso, por la capacidad de ligar agua del ESP. 

Esta bacteria se utiliza principalmente en yogurt, pero también en la elaboración de 

algunos quesos como el Mozzarella (Perry et al., 1997). 

 

2.3.3 Sistema proteolítico de las bacterias lácticas 

 

Las bacterias ácido lácticas tienen un complejo sistema proteolítico capaz de 

convertir la caseína de la leche a aminoácidos libres y péptidos, necesarios para su 

crecimiento y producción de ácido láctico. El sistema proteolítico está compuesto por 

proteinasas localizadas en la pared celular, que permiten la degradación de caseínas a 

oligopéptidos. Adicionalmente existe un sistema de transporte de péptidos que 

permite el paso de estos al interior de la célula. Finalmente las peptidasas 

intracelulares hidrolizan los oligopéptidos en péptidos o en aminoácidos, para ser 

utilizados por la célula (Law y Haandrikman, 1997). 

Las especies de bacterias lácticas difieren en su capacidad para hidrolizar proteínas, 

debido a la variación en su especificidad y a la organización de su sistema de enzimas 

proteolíticas.  

Normalmente, los bacilos termófilos con forma de bastón, presentan una actividad 

proteolítica superior a la de los cocos mesófilos y termófilos (Walstra, 2001) 

Las enzimas que secretan las BAL pueden clasificarse en: 

 Enzimas proteolíticas: endopeptidasas (o proteasas), que hidrolizan las 

proteínas liberando péptidos y las exopeptidasas (aminopeptidasas, 

dipeptidasas), que rompen los péptidos para originar aminoácidos. 

 Enzimas activas sobre aminoácidos (decarboxilasas, desaminasas, 

transaminasas, desmetilasas). Modifican o descomponen los aminoácidos 

liberados por las exopeptidasas. 
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En la figura 3 se presenta la ubicación de enzimas involucradas en la digestión de 

proteínas de la leche por las bacterias ácido lácticas. 

Figura 3. Enzimas involucradas en la digestión de proteínas por las BAL. 

 (Villegas, 2004). 

 

2.4 Quesos 

 

El queso es el producto fresco o madurado, sólido o semisólido, que resulta de la 

coagulación de la leche natural (entera), de la desnatada total o parcialmente, de la 

nata, del suero de mantequilla, o de una mezcla de algunos o de todos estos 

productos, por la acción del cuajo u otros coagulantes apropiados, con o sin hidrólisis 

previa de la lactosa, seguida del desuerado del coágulo obtenido. Este coágulo, 

llamado cuajada, está esencialmente constituido de un gel de caseína que retiene la 

materia grasa y una parte más o menos importante de la parte acuosa de la leche, el 

lactosuero y en el que la relación entre la caseína y las proteínas séricas sea igual o 

superior a la de la leche. La cuajada puede ser consumida como tal bajo la categoría 

de queso fresco o sufrir una maduración que la llevará a una serie de 

transformaciones especialmente enzimáticas, que la hacen adquirir caracteres 

organolépticos específicos, constituyendo el queso maduro (Chamorro y Losada, 

2002). Desde el punto de vista nutricional, se considera que posee gran valor 
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alimenticio por su contenido de proteínas, grasas, calcio, fósforo y vitaminas (Alais, 

1998). 

El agua que queda retenida en el queso desempeña un papel muy importante, es 

esencial para el desarrollo de los microorganismos y determina la velocidad de las 

fermentaciones y de la maduración, el tiempo de conservación, la textura del queso y 

el rendimiento. La materia grasa influye en la textura, el sabor, el rendimiento y en el 

color. La lactosa es el sustrato para la formación de ácido y por lo tanto, interviene en 

la coagulación de la leche, el desuerado y la textura de la cuajada y también en el 

crecimiento de microorganismos. La caseína coagulada constituye la base de la pasta 

quesera y durante su degradación se originan compuestos aromáticos. Las proteínas 

del suero que quedan incluidas en la cuajada contribuyen al valor nutritivo del queso 

y tienen mucha importancia en el proceso de maduración. Los minerales participan en 

la coagulación de la leche e influyen sobre el desuerado y la textura del queso 

(Amiot, 1991). 

Se conocen en el mundo más de 2 mil tipos de quesos; sin embargo, en realidad, hay 

menos de 50 tipos diferentes. Una clasificación muy general se fundamenta en si los 

quesos, han sido sometidos o no a un proceso de fermentación (maduración) con 

microorganismos. 

 

2.4.1 Cultivos iniciadores en la maduración 

 

La función principal de las bacterias lácticas (cultivos iniciadores) es la producción 

de ácido láctico a partir de la lactosa. El ácido láctico promueve la formación y el 

desuerado de la cuajada, además evita que crezcan en ella microorganismos 

patógenos debido a que disminuye el pH a 5,0-4,2 y le confiere sabor ácido.  

Los cultivos iniciadores también dan lugar a las sustancias responsables del aroma y 

contribuyen a la maduración mediante la proteólisis (ruptura de proteínas) y la 

lipólisis (ruptura de las grasas). 

El cultivo iniciador que se utiliza depende del tipo de queso que se va a elaborar. Si el 

queso es de pasta blanda se usan cultivos de acidificación rápida, como Lactococcus 

lactis, subsp. lactis y Lactococcus lactis, subsp. cremoris. Para obtener quesos de 
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pasta dura y firme, se utilizan cultivos con buena capacidad proteolítica y lenta 

producción de ácido, como es el caso de Lactobacillus casei y Leuconostoc 

citrovorum. 

Para otras variedades de quesos se inoculan otros microorganismos:  

- Mohos: se adicionan en quesos madurados superficialmente (Penicillium 

camemberti) y en los de pasta azul (Penicillium roqueforti).  

- Bacterias propiónicas: son productoras de ácido propiónico y CO2, son responsables 

de la formación de “ojos” en quesos como el Gruyére.  

 

Por otro lado se ha evaluado la sobrevivencia de bacterias probióticas con cultivos 

iniciadores durante la elaboración de quesos madurados y semimadurados como es el 

caso de queso Cheddar (Folkertsma et al., 1996; Phillips et al., 2006; Ong y Shah, 

2009), queso Gouda (Gomes, Malcata, Klaver, 1995), queso Festivo (Ryhanen et al., 

2001), queso Pategrás Argentino (Bergamini et al., 2009). Estos estudios han 

demostrado que los quesos tienen gran potencial de ser un transportador de bacterias 

probióticas al consumidor. El alto contenido de grasa, el pH, y la matriz sólida del 

queso, podrían proteger a la bacteria eficientemente durante el almacenamiento y su 

tránsito a través del tracto intestinal (Bergamini et al., 2006). La mayoría de las 

publicaciones referentes a la incorporación de bacterias probióticas en los quesos se 

han centrado sólo en su viabilidad durante la fabricación y almacenamiento y sólo 

unos pocos estudios han evaluado la viabilidad de los probióticos durante la 

maduración del queso. 

Varios estudios han mostrado la baja supervivencia de los microorganismos 

probióticos durante la maduración del queso o sus efectos adversos en el sabor, pero 

la adición de los probióticos como complementos junto con un cultivo iniciador tuvo 

éxito en la elaboración de algunos quesos madurados (Phillips et al., 2006; Poveda, 

2003; Lynch et al., 1997). Además de la adición de los probióticos como cultivo 

secundario o complementario se han explorado diferentes alternativas para mejorar la 

supervivencia de los microorganismos probióticos, como es la microencapsulación y 

la aplicación de factores estimulantes de crecimiento (Farnworth, 2008). 
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2.4.2 Actividad proteolítica durante la maduración 

 

La proteólisis es el fenómeno bioquímico más importante que tiene lugar durante la 

maduración de las variedades de queso, ya que no solo tiene implicaciones en el 

sabor, sino también en su aspecto y textura. Debido a la degradación parcial de las 

proteínas en productos solubles más simples (Ralph, 1998). Los agentes proteolíticos 

son enzimas procedentes de: 1) el cuajo o el coagulante utilizado (fundamentalmente 

quimosina, también puede ser pepsina o proteinasas fúngicas); 2) la leche 

(generalmente plasmina y quizás catepsina D y otras proteinasas de células 

somáticas), 3) los cultivos iniciadoras, 4) la flora ocasional, 5) el cultivo secundario 

(en algunas variedades de queso), como Penicillium roqueforti, P. camemberti, 

Brevibacterium linens, y algunas especies de lactobacilos y 6) las proteinasas 

exógenas, adicionadas para acelerar la maduración o acentuar el sabor (Poveda, 

2012). Todos estos agentes explican la diversidad de productos que se acumulan en la 

pasta de un queso durante la maduración: proteosas, péptidos, aminoácidos, aminas, 

amoniaco, sulfuro de hidrógeno, ácidos volátiles, aldehídos, cetonas, etc. (Ralph, 

1998).  

La velocidad de la proteólisis depende de factores como: 

a) La temperatura. La solubilización de la caseína es lenta hacia 0 ºC, pero 

continúa y es dos veces más intensa a 21 ºC que a 0 ºC. Folkertsma et al. 

(1996) reportaron que es posible acelerar la maduración por el incremento de 

la proteólisis en el queso Cheddar usando temperaturas elevadas de 

maduración. 

b) La velocidad de solubilización de la caseína es más rápida al principio de la 

maduración que al final. 

c) En los quesos con humedad baja, como la de los quesos prensados, la 

maduración es lenta. Cuanto mayor es la humedad de un queso fresco, más 

rápida es la proteólisis, a una temperatura dada. El revestimiento del queso 

con una capa impermeable favorece su maduración (Keating, 2013).  

d) La caseína se degrada más rápido en los quesos descremados que en los 

quesos grasos.  
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e) A mayor dosis de cuajo, más pronunciada es la solubilización de la caseína. 

f) El contenido de sal retrasa la proteólisis 

g) La proteólisis se retrasa en un medio muy ácido, por debajo de pH 5.5. (Alais, 

1998). 

 

Durante la maduración las bacterias lácticas son capaces de liberar péptidos de bajo 

peso molecular que se encuentran encriptados en la estructura primaria de las 

proteínas de la leche. Muchos de estos fragmentos además de conferir sabores 

específicos tienen actividades biológicas que determinan respuestas fisiológicas en el 

organismo humano. 

En los últimos años ha habido mucho interés en la identificación de los péptidos 

producidos por la proteólisis en los quesos, y su relación con la acción de proteasas 

específicas de las bacterias lácticas. Varios estudios han reflejado la presencia de 

péptidos con actividades biológicas en quesos (Gouldsworthy et al., 1996; Ryhanen 

et al., 2001; Pritchard et al., 2010). Entre los diferentes tipos de péptidos bioactivos 

se encuentran los antitrombóticos, inmunoestimuladores, opiodes, antimicrobianos y 

los antihipertensivos (Saito et al., 2000; Gómez-Ruiz et al., 2004; Ong y Shah, 2008; 

Gómez-Ruiz et al., 2002). Los péptidos antihipertensivos o péptidos inhibidores de la 

enzima convertidora de angiotensina (ECA) han sido ampliamente estudiados debido 

a la búsqueda de alternativas que ayuden a disminuir los numerosos casos de 

hipertensión arterial, la cual es considerada una de las enfermedades crónicas más 

serias. Estos estudios muestran que la actividad inhibitoria de la ECA a lo largo de la 

maduración de los quesos se incrementa, porque se ha demostrado que existe una 

relación con el grado de proteólisis. Ryhanen et al. (2001) demostraron que la 

actividad inhibitoria de la ECA se incrementó durante la maduración de un queso 

Festivo y disminuyó cuando la proteólisis excedió un cierto nivel. Gómez-Ruiz et al. 

(2002) estudiaron los péptidos con actividad inhibitoria de la ECA en queso 

Manchego y encontraron que la actividad disminuyó en los primeros 4 meses y hubo 

una actividad máxima a los 8 meses y con una nueva disminución a los 12 meses. 
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CAPÍTULO 3 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

3.1 Hipótesis 

 

Durante el proceso de maduración del queso semimadurado a diferentes temperaturas, 

existen diferencias en la viabilidad y la actividad proteolítica de Lactobacillus 

rhamnosus GG influenciadas por la presencia de Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCFB 2772. 

 

3.2 Objetivo general 

   

 Estudiar el comportamiento de Lactobacillus rhamnosus GG en un queso 

semimadurado al combinarlo con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

NCFB 2772 para determinar el efecto del cultivo iniciador sobre la actividad 

proteolítica y la viabilidad del probiótico. 

 

3.3 Objetivos específicos 

 

 Elaborar un queso inoculado con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

NCFB 2772 y Lactobacillus rhamnosus GG. 

 Determinar la viabilidad de la bacteria probiótica durante la maduración del 

queso por 4 semanas. 

 Mediante microscopía electrónica de barrido observar la interacción de L. 

rhamnosus GG con los diferentes componentes del queso en presencia de 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. 

 Cuantificar la producción de péptidos durante la maduración del queso. 

 Estudiar el perfil proteolítico del queso durante la maduración. 
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CAPÍTULO 4 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La fase experimental se llevó a cabo en el Centro de Investigación del Área 

Académica de Química en Alimentos, de la Universidad Autónoma del Estado de 

Hidalgo, ubicada en las instalaciones del Instituto de Ciencias Básicas e Ingeniería 

(ICBI).  

 

4.1 Preparación del cultivo madre 

 

Se trabajó con dos cepas: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 y 

Lactobacillus rhamnosus GG. Proporcionadas por el laboratorio de Biotecnología 

Alimentaria del departamento de Biotecnología de la Universidad Autónoma 

Metropolitana-Iztapalapa. 

Para la preparación del cultivo madre, los microorganismos se propagaron en caldo 

MRS (DifcoTM). Se tomó una asada de cultivo puro y se inoculó en un tubo de ensayo 

que contenía 10 mL del caldo MRS. L. rhamnosus GG se incubó a 37 °C y L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 a 42 °C por 24 h. Al final se realizó tinción 

de Gram para comprobar la pureza del inoculó. 

Los microorganismos se propagaron en tubos con 10 mL de leche descremada 

(Svelty, Nestlé ®) al 10 %. La leche se pasteurizó a 90 °C por 10 min. Se tomó una 

asada de los tubos de MRS (DifcoTM) y se inoculó en la solución de leche descremada 

al 10 %. Las condiciones de incubación fueron las mismas que las utilizadas para el 

cultivo madre y se realizó tinción de Gram al final de la incubación. Debido a que se 

tenía que inocular 1x109 UFC/mL se realizó la cuenta total de microorganismos. Se 

prepararon tubos de agua peptonada (DifcoTM) y cajas con 15 mL de agar MRS 

(DifcoTM). Todos los medios de cultivo se prepararon según instrucciones del 

fabricante. Para preparar las diluciones, se tomó 1 mL de los tubos de leche con 

cultivo propagado y se colocó en 9 mL con agua peptonada (DifcoTM). De este tubo 

se hicieron diluciones sucesivas hasta 1x10-9. Se colocaron 0.1 mL de cada tubo en 
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una caja de Petri, y se extendieron con varilla de vidrio estéril. Las cajas de Petri se 

incubaron de manera invertida, de acuerdo a las condiciones dadas en la primera 

propagación. Al final de la incubación se realizó la cuenta viable.  

Finalmente, se prepararon 600 mL de una solución de leche (Svelty, Nestlé ®) al 10 

% en dos matraces Erlenmeyer de 1 L, un matraz para L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCFB 2772 y un matraz para L. rhamnosus GG y 100 mL de solución de 

leche para un matraz con L. rhamnosus GG. Los matraces la leche se pasteurizaron a 

90 °C por 10 min. Cada matraz se inoculó con 1x109 UFC/mL del microorganismo 

correspondiente. Los matraces se incubaron en las mismas condiciones de tiempo y 

temperatura que en la propagación. Al final de la incubación se comprobó la pureza 

de los cultivos madre por tinción de Gram. Los cultivos se mantuvieron a una 

temperatura de 4 °C, hasta su utilización (Figura 4).  

 

Figura 4. Cultivos de Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus NCFB 2772 

 

4.2 Elaboración de queso tipo manchego 

 

Los quesos se elaboraron en el taller de lácteos del Instituto de Ciencias 

Agropecuarias de la Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo.  

Se adquirieron 70 L de leche pasteurizada de la empresa PROUNILAC, perteneciente 

a la UAEH. Se realizó el análisis fisicoquímico (grasa, proteína, temperatura, pH y 
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conductividad) de la leche por medio de un analizador de leche (Lactoscan MCC). De 

acuerdo al análisis, la leche se estandarizó a un 3.6 % de grasa por medio de una 

descremadora (Elecrem 315L). Después de la estandarización se separaron 60 L de 

leche para inocular al 1 % con cada cultivo de L. rhamnosus GG y L. delbrueckii 

subsp. bulgaricus NCFB 2772 y 10 L de leche se inocularon al 1 % únicamente con 

la bacteria probiótica. La leche se llevó a 36 ºC antes de la adición de los respectivos 

cultivos. Para llevar a cabo la premaduración, se mantuvo la temperatura de 36 °C a 

37 °C, durante aproximadamente 30 a 40 min hasta llegar a 18.5 °D. Cuando se 

alcanzó la acidez requerida se agregó 7.2 % (v/v) de cuajo (Fromase fuerza 1:10000) 

y 1.2 % (p/v) de cloruro de calcio. Se dejó en reposo durante 1 h para permitir la 

floculación total de las caseínas. Al término de este tiempo se cortó la cuajada con 

liras de 1 cm. Se agitó constantemente sin calor durante 40 min para estimular la 

salida de suero y alcanzar 11.5 °D. Cuando se alcanzó la acidez de esta etapa, se 

desueró la cuajada y se depositó en moldes de 1 kg revestidos con tela de manta. Las 

unidades de queso se prensaron (peso promedio de 3 kg/cm2) durante 2 h y se 

voltearon para continuar el prensado en las mismas condiciones durante 24 h más. Al 

término del prensado los quesos se desmoldaron y se envasaron a vacío 

(MultivacC100) y se almacenaron durante cuatro semanas de la siguiente forma, dos 

quesos inoculados con los dos microorganismos y dos quesos inoculados con el 

probiótico solo a 4 ºC y la misma cantidad de quesos a 14 ºC. En la figura 5 se 

muestran 4 fotos que permiten ver diferentes etapas durante la elaboración del queso. 
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Figura 5.Diferentes etapas durante la elaboración del queso tipo manchego. 
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4.3 Muestreo 

 

Se tomaron muestras al día 0, 7, 14, 21 y 28, en condiciones estériles y cada análisis 

se realizó por duplicado. Para la determinación de cuenta viable se tomaron 10 g de 

queso y se colocaron en bolsas estériles para muestras microbiológicas. Para 

cuantificar los grupos amino libre y el estudio del perfil proteolítico se tomaron 20 g 

de queso y se colocaron en frascos de muestreo (Figura 6). Al final de cada muestreo 

los quesos se envasaron de nuevo a vacío y se regresaron a las condiciones de 

almacenado. 

 

 

Figura 6. Toma de muestra de forma aséptica. 

 

4.4 Determinación de viabilidad 

 

Se adicionaron 9 mL de agua peptona (DifcoTM) al 1 % estéril a la muestra a 

temperatura ambiente. Se homogenizó en un stomacher (Stomacher ® 400 circulator 

Seward) durante 3 min hasta que se obtuvo una suspensión completa y homogénea. 

Se diluyó 1 mL de la mezcla homogénea en un tubo con 9 mL de agua peptonada y se 

realizaron las diluciones subsecuentes hasta una dilución final de 1 x 10-6. Se tomaron 

100 µL de cada dilución y se depositaron en cajas de Petri con agar MRS (DifcoTM) 
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ajustado a un pH 5.20 con ácido acético 0.1 N, para que solo creciera Lactobacillus 

rhamnosus GG. Se incubaron las cajas a 37 °C, en condiciones anaerobias durante 72 

h. Se realizó el recuento en placa para cada prueba y se realizaron los cálculos 

correspondientes. 

 

4.5 Microscopía electrónica de barrido  

 

Para observar la presencia del exopolisacárido producido por L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCBF 2772 y su interacción con el probiótico, se utilizó esta técnica. 

La preparación y análisis de las muestras se realizaron en el laboratorio de 

microscopia electrónica de barrido de la UAM-I, con la ayuda del Dr. José 

Sepúlveda, se utilizó el equipo Scanning Electron Microscope JEOL JSM-5900LV. 

Se realizó en base al siguiente procedimiento: 

Primero se llevó a cabo la fijación de la muestra, se tomó una pequeña fracción de la 

orilla y centro, de cada queso inoculado con L. rhamnosus GG y L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCFB 2772 y del queso inoculado sólo con el probiótico. Las muestras se 

colocaron en un frasco que contenía glutaraldehído al 3 %, durante 36 h a 4 °C. 

Posteriormente se realizaron 3 lavados cada 10 min con amortiguador de fosfatos 0.2 

M. Enseguida se colocaron las muestras en tetra óxido de osmio al 1 %, para llevar a 

cabo un proceso de post-fijación durante 1 h a 4 °C. Pasado este tiempo se 

deshidrataron las muestras con alcohol etílico a diferentes porcentajes (30 %, 40 %, 

50 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 %), realizando dos lavados cada 15 min con cada una 

de las soluciones durante el periodo de cambio. Se colocaron las muestras en cajas 

microporosas y se procedió a secar a punto crítico (PO 1040 lb/in2, 31 °C) (Sambri 

780-B, Sample Drying at the critical Point Tousimis Research corporation, Japan) 

usando dióxido de carbono como medio de transición. Finalmente la muestra fue 

cubierta con una capa de oro para darle propiedades conductoras y se observó al 

microscopio.  
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4.6 Estudio del perfil proteolítico 

 

Para caracterizar el perfil proteolítico del queso durante la maduración se realizaron 

tres estudios diferentes. El primer estudio fue la determinación de grupos amino libres 

con la finalidad de conocer la concentración de los péptidos producidos por la técnica 

de TNBS. El segundo estudio consistió en la separación de péptidos por peso 

molecular por medio de la electroforesis en gel de poliacrilamida. Finalmente, con el 

objetivo de observar los cambios en la concentración de las fracciones peptídicas 

durante la maduración del queso, se realizó un análisis por HPLC con una columna de 

exclusión. 

 

4.6.1 Preparación de las muestras 

 

Para realizar los análisis de perfil proteolítico las muestras se prepararon de la 

siguiente manera: 

a) Se agregaron 50 mL de agua desionizada a cada muestra y se homogenizaron en 

el stomacher (Stomacher ® 400 circulator Seward) a 260 rpm durante 3 min. 

b) Se colocaron 10 mL de la muestra homogenizada en tubos de centrífuga. Se 

colocaron en una centrífuga (HERMLE Labnet Z323K) a 5,000 rpm durante 5 

min a 4 ºC. Posteriormente se filtraron en papel Whatman no. 4 a vacío y el 

sobrenadante se volvió a centrifugar a 5,000 rpm, durante 10 min a 4 ºC. 

c) Los sobrenadantes se almacenaron en tubos de ensayo a -18 ºC, hasta su 

utilización. 

 

Figura 7. Preparación de muestras para análisis de perfil proteolítico. 

 a) Tubo con la muestra centrifugada, b) centrifuga utilizada, c) equipo de filtración 

de la muestra. 

a 
b c 
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4.6.2 Cuantificación de grupos amino libres 

 

Para la cuantificación de los grupos amino libres se utilizó la técnica del ácido 

trinitrobencensulfónico (TNBS) propuesta por Adler en 1979, se basa en la reacción 

del ácido trinitrobencensulfónico (TNBS) con las aminas primarias en condiciones 

ligeramente alcalinas (pH 8.2) (Guadix et al., 2010) Esta técnica mide grupos amino 

libres en hidrolizados proteicos. La reacción que se lleva a cabo se muestra en la 

figura 8. 

 

Figura 8. Reacción de TNBS con los grupos amino libres. 

 

El análisis se llevó a cabo con el siguiente procedimiento: 

a) Se agregó 1 mL de solución amortiguadora de fosfatos 0.2125 M pH 8.2 en tubos 

de ensayo forrados con papel aluminio. 

b) Se agregó a cada tubo 125 µL de muestra. En caso del tubo blanco en lugar de 

muestra se agregó agua desionizada.  

c) Se agregó 1 ml de TNBS al 0.10 % en amortiguador de fosfatos 0.2125 M pH 8.2 

(la preparación de esta solución se llevó a cabo justo antes de realizar la prueba en 

la oscuridad) y se agitó cada tubo en vórtex. 

d)  Se incubó la mezcla en una incubadora (BOEKEL SCIENTIFIC MODEL 

132000) durante 1 h a 50 °C en la oscuridad. 

e) Se paró la reacción adicionando a cada tubo 2 mL de ácido clorhídrico 0.1N y se 

agitaron en vórtex. 

f) Se leyó en un espectrofotómetro (THERMO SCIENTIFIC, GENESYSTM 10 VIS) 

a 340 nm de longitud de onda contra el blanco. Se usaron celdas de cuarzo. 
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Para calcular la concentración se realizó una curva patrón partiendo de una solución 

de glicina 3mM con 1% de SDS. Se realizaron diferentes disoluciones a 0.05, 0.1, 

0.15, 0.2 y 0.25 mg/mL. La curva patrón se muestra en el apartado 9.3.1. La ecuación 

de la recta utilizada para medir la concentración de las muestras fue la siguiente: 

y = 4.278x - 0.2275 

R² = 0.9615 

 

La preparación de las soluciones usadas para esta técnica se encuentra en el apéndice 

9.1.1. 

 

4.6.3 Separación de péptidos por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) 

 

La electroforesis es una técnica de separación basada en la migración de las 

moléculas cargadas en un campo eléctrico. Las moléculas se separan en función de su 

carga eléctrica, desplazándose al electrodo de carga contraria y a mayor velocidad 

cuanto mayor es la carga de la molécula (Lodish et al., 2005). Una de las técnicas 

más utilizadas en gel de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas en inglés), es la que se 

lleva a cabo en presencia del detergente duodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE), para 

analizar mezclas de proteínas. En la electroforesis SDS-PAGE, se mezclan las 

proteínas con el detergente aniónico SDS para formar complejos desnaturalizados, 

cargados negativamente (Lomonte, 2009). La separación está en función del tamaño, 

lo que permite determinar el peso molecular de las proteínas. La técnica se llevó a 

cabo de la siguiente manera: 

Preparación del gel de separación: En un matraz Kitazato de 50 mL se colocaron 

4.16 mL de la solución stock de acrilamida al 30 %, 5.84 mL de buffer Tris-HCl 1.5 

M pH de 8.8 y 160 µL de SDS al 10 %, para elaborar un gel de separación de 12.5 % 

de T. La mezcla se desgasificó durante 15 min con agitación suave, conectando el 

matraz a una bomba de vacío. Enseguida se adicionaron 50 µL de una solución de 

persulfato de amonio al 10 % en buffer Tris-HCl pH 8.8 (preparada al momento de 

terminar el proceso de desgasificación) y 5 µL de TEMED. La mezcla se agitó 
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suavemente para homogenizar la solución. Inmediatamente se depositó la solución 

hasta 3/5 partes de los cristales para electroforesis con un separador de 0.7 mm 

(BIORAD®). Se introdujeron 2 ml de agua desionizada para evitar que el gel se 

secara. Se dejaron solidificar durante 3 h. 

Preparación del gel de concentración: Una vez polimerizado el gel de separación, 

se preparó el gel de concentración a 4 % de T. En un matraz de Kitazato de 50 mL se 

agregaron0.53 mL de solución stock de acrilamida al 30 %, 3.47 mL de buffer Tris- 

HCl 0.05 M, pH 6.8 y 80 µL de SDS al 10 %. Se desgasificó durante 15 min, con 

agitación suave, conectando el matraz a una bomba de vacío. Pasado este tiempo se 

adicionaron 25 µL de persulfato de amonio al 10 % en buffer Tris-HCl pH de 6.8 

(preparado al momento de terminar el proceso de desgasificación) y 5 µL de 

TEMED. Se eliminó el agua depositada sobre el gel previamente polimerizado y se 

agregaron 2 mL de la solución. Inmediatamente se colocaron los peines para formar 

los carriles de cada placa. Se dejó polimerizar por 3 h. 

Preparación del estándar y de las muestras. Se colocaron 4 L del estándar de 

amplio rango (Bio-Rad) en un tubo eppendorf. Se agregaron 20 L de buffer tris HCl 

0.05 M pH 6.8, 20 L de buffer colorante, 20 L de agua desionizada y 3 L de -

mercaptoetanol. 

Para la preparación de las muestras se colocaron 40 µL de cada una y se depositaron 

en tubos eppendorf de 1 mL, se agregaron 20 µL de buffer con colorante y 3 µL de -

mercaptoetanol, el estándar y las muestras se incubaron durante 15 min a ebullición.  

Corrida en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se montó el equipo Mini-

PROTEAN Tetra cell de BIO-RAD. Una vez concluido el tiempo de polimerización 

de los geles, se removieron los peines y se montaron los cristales dentro de la cámara 

donde se llevó a cabo el paso de corriente. Una vez asegurado que no existieran fugas 

en la cámara, se adicionaron 600 mL de buffer de corrida tris-glicina-SDS pH 8.3 

(1x), se inyectaron 15 µL de estándar y de cada una de las muestras previamente 

preparadas, en cada uno de los carriles. Una vez colocadas las muestras en el gel se 

inició la corrida a 200 V aproximadamente durante 1 h. Este proceso se llevó a cabo 

en baño de hielo (Figura 9). 
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Una vez terminada la corrida, se desmontaron los geles de los cristales y se fijaron las 

proteínas y péptidos con agitación suave y constante en una solución de ácido acético 

al 7.5 %, durante 40 min. Se realizó la tinción de los geles con azul de coomassie por 

12 h. Se destiñeron los geles con una solución al 7 % de ácido acético y 10 % 

metanol, en agua desionizada, durante 4 h. Los geles se enjuagaron en agua 

desionizada con agitación suave y constante por 4 h. Los geles se escanearon y las 

imágenes se analizaron con el software ImageJ. 

 

 

Figura 9.Equipo de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra cell, BIO-RAD 

La preparación de las soluciones usadas para esta técnica se encuentra en el apéndice 

9.1.2. 

 

4.6.4 Caracterización del tamaño de los péptidos mediante HPLC de exclusión 

molecular 

 

La cromatografía de líquidos de alta eficiencia (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de 

una mezcla basándose en diferentes tipos de interacciones químicas entre las 

sustancias analizadas y la columna cromatográfica (Sierra, 2010). La separación 

consiste en la mezcla de moléculas (muestra) la cual interacciona con un medio o 

matriz de soporte que se denomina fase estacionaria, un segundo medio (fase móvil) 

que es inmiscible con la fase estacionaria se hace fluir a través de esta para eluir a las 
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moléculas de las muestra (Nollet y Toldrá, 2013). La técnica que se siguió fue una 

técnica adaptada para péptidos de bajo peso molecular (González-Olivares et al., 

2011). 

Las muestras se descongelaron y se centrifugaron a 1,000 rpm a 4 °C. Se inyectaron 

en un equipo HPLC modular (Perkin Elmer, Series 200), con una columna de 

exclusión molecular (SEPAX Technologies, Inc., SRT SEC-150, tamaño de partícula 

5μm, tamaño de poro 150 Å, 300 x 7.8 mm). La fase móvil utilizada fue 

amortiguador de fosfatos pH 6.8. Se inyectaron 20 μL de muestra. La corrida se 

realizó con un flujo isocrático de 0.25 mL/min durante 70 min a temperatura 

ambiente (Figura 10). La detección se realizó a 220nm con un detector de arreglo de 

diodos (Applied Biosystems 1000S). 

 

 

Figura 10. Equipo para Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) 

 

4.7 Análisis estadístico 

 

Los resultados experimentales de sobrevivencia y cuantificación de grupos amino 

libres de las cepas a distintas temperaturas de almacenamiento y durante diferentes 

días de experimentación se realizaron por duplicado. Fueron analizados mediante 

análisis de varianza (ANOVA), se hizo la comparación de medias por el método de 

Tuckey’s con un nivel de significancia de 0.05. El programa utilizado para el análisis 

fue NCSS-2007 (versión: 07-1-15). 
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  CAPÍTULO 5 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1 Determinación de viabilidad 

 

Durante el recuento en placa, con agar MRS ajustado a pH de 5.2 de L. rhamnosus 

GG, se pudo observar que presentó las características morfológicas de colonias para 

el género de Lactobacillus (Figura 11). De acuerdo a lo reportado por Samaniego 

(2000), las colonias de lactobacilos en medios sólidos son pequeñas (2-5 mm), 

convexas, suaves, con márgenes enteros, opacas y sin pigmento. El género se 

caracteriza por presentar células en forma de bacilos largos y extendidos, aunque con 

frecuencia pueden observarse bacilos cortos. 

 

 

Figura 11. Morfología de las colonias de L. rhamnosus GG en agar MRS. 

 

5.1.2 Viabilidad de L. rhamnosus GG 

 

En el queso donde soló se inoculó el probiótico, no hubo crecimiento del 

microorganismo durante el periodo de maduración del queso, a ninguna de las dos 
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temperaturas evaluadas. La concentración inicial del probiótico inoculado en el queso 

fue de 1 x 109 UFC/g. Esta concentración disminuyó en la primera semana en el 

queso madurado a 4 °C. Bajo estas condiciones de maduración no se observó una 

diferencia significativa entre las semanas 0, 1 y 3 (Figura 12). El valor inicial en la 

semana 0 fue de 3.92 log UFC/g y en la semana 3 fue de 1.25 log UFC/g. En el caso 

del queso madurado a 14 ºC, la concentración del probiótico también disminuyó hacia 

el final del tiempo de maduración (Figura 12). La concentración inoculada de 

microorganismo fue la misma que para el queso almacenado a 4 ºC (1 x 109 UFC/g). 

La concentración del probiótico en la semana 0 fue de 5.85 log UFC/g, valor que 

disminuyó de manera significativa al final de la maduración, hasta 5.45 log UFC/g.  

Uno de los factores que pueden provocar la muerte de los probióticos en una matriz 

láctea como el queso, se asocia principalmente a la falta de cultivos iniciadores que 

estimulen el crecimiento de estos probióticos. Este efecto se debe en parte, a la 

producción de aminoácidos libres (Farnworth, 2008), por la producción de sabores y 

aromas durante la maduración que pueden ejercer un efecto inhibitorio sobre el 

crecimiento celular. No obstante, la adición de probióticos junto con cultivos 

iniciadores en quesos semimadurados, ha tenido éxito (Bergamini, et al. 2005).  

Por otro lado se ha demostrado que la dosis mínima requerida, para observar un 

efecto benéfico en el consumo de probióticos en el producto, es de 106 a 107 UFC/g 

(Karimi et al. 2011). En esta investigación la cuenta viable en el queso con el 

probiótico L. rhamnosus GG al final de la maduración fue de 104 UFC/g (Figura 12). 

Estos resultados son indicativos de la necesidad de mezclar el microorganismo 

probiótico con un cultivo iniciador para asegurar su viablidad a niveles superiores de 

106 UFC/g. 

Adicionalmente se ha reportado que la microencapsulación tiene un efecto positivo en 

la viabilidad de los probióticos durante la maduración (Champagne et al., 2011). 

Otros estudios se han enfocado a la adición de factores estimulantes de crecimiento, 

la adición de diferentes cultivos mixtos y la maduración de quesos empacados al 

vacío (Farnworth, 2008). Todos estos estudios se han llevado a cabo con la finalidad 

de mejorar las condiciones que permitan a los microorganismos probióticos 

mantenerse en los niveles requeridos para su consumo. 
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Figura 12.Viabilidad (log UFC/g) de L. rhamnosus GG durante la maduración de un 

queso tipo manchego. 

 

5.1.3 Viabilidad de L. rhamnosus GG y L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 

2772 

 

L. rhmanosus GG se inoculó a una concentración del 1% (v/v) que fue la misma 

concentración a la que se inoculó L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. En el 

sistema de maduración a 4 °C no se encontró diferencia significativa a lo largo de la 

maduración en la cuenta viable (Figura 13), presentando una concentración inicial de 

8.01 log UFC/g y llegando al final de la maduración a un conteo de 7.46 log UFC/g. 

En el sistema madurado a 14 °C, no se encontró diferencia significativa, sin embargo 

si se observó un aumento en la concentración de microorganismos con respecto a la 

concentración inicial (Figura 13), teniendo al inicio una concentración de 7.78 log 

UFC/g y una concentración al final de la maduración de 7.96 log UFC/g. 

Al hacer una comparación entre la concentración final de microorganismos los quesos 

madurados a las dos temperaturas se observó que, no hubo diferencia significativa en 

la concentración de microorganismos. Estos resultados indican que la temperatura de 

maduración no es un factor determinante en la viabilidad de L. rhamnosus GG en 
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presencia de L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. Ong y Shah (2009) 

reportaron que en un queso Cheddar madurado por 24 semanas a 4 y 8 ºC, la 

temperatura no afectó la viabilidad de los microorganismos probióticos en un cultivo 

mixto. 

 

 

 

Figura 13. Viabilidad (log UFC/g) de L. rhamnosus GG en presencia de L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 durante la maduración del queso. 

 

La viabilidad del probiótico cuando no se encuentra mezclado con el cultivo 

iniciador, puede verse favorecida por otros factores, como la composición del queso y 

la presencia de otros microorganismos que ejercen un efecto protector. Este efecto 

protector se puede deber, a su vez, a otros factores derivados de los antes 

mencionados, como la producción de exopolisacáridos provenientes del cultivo 

iniciador (cuando el microorganismo lo produzca) y la liberación de factores de 

crecimiento necesarios para el probiótico (Karimi et al., 2011). 

Comparando la viabilidad del queso inoculado solo con el probiótico y el inoculado 

con ambos microorganismos, se puede observar que hubo una simbiosis en el 

segundo caso. Esta simbiosis se ejerce ya que L. delbrueckii subsp. bulgaricus libera 

aminoácidos y péptidos que el probiótico necesita para su crecimiento (Farnworth, 

2008). Este sistema protocooperativo es similar al que se encuentra en leches 
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fermentadas como el yogurt (García-Garibay, 2002). Adicionalmente L. delbrueckii 

subsp. bulgaricus NCFB 2772 produce un EPS, el cual está asociado a la superficie 

de la célula en forma de cápsula y es secretado al medio ambiente en forma de limo. 

Este EPS favorece la retención de nutrientes, pero no es alimento de la misma célula 

bacteriana. L. rhamnosus GG puede utilizar este EPS como fuente de carbono y 

nitrógeno para su sobrevivencia (Badel et al., 2011). Se ha visto que ha temperaturas 

entre 10 ºC y 25 ºC la producción del EPS es mayor (Mangas, 1997), sin embargo, en 

el presente trabajo durante las dos temperaturas de maduración probadas, se mantuvo 

viable el probiótico durante todo el periodo, en presencia de L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCFB 2772. 

 

5.2 Análisis de la interacción microorganismo-queso-EPS mediante microscopía 

electrónica de barrido (SEM) 

  

Se realizaron múltiples micrografías de los quesos inoculado con L. rhamnosus GG 

(Figura 14, 15 y 16). En estas imágenes se observan los glóbulos de grasa atrapados 

en la matriz proteica. López et al. (2007) observaron la microestructura durante la 

maduración de un queso Emmental y vieron que en al área interfacial se producen 

interacciones entre la red de caseína y la grasa, donde revela la presencia de 

individuales y pequeños glóbulos de grasa, al igual que grandes e irregulares glóbulos 

de grasa, que se cree que sean glóbulos de grasa dentro de una matriz caseína o la 

grasa no globular capaz de formar grasa. Estos resultados concuerdan con lo visto en 

las imágenes 14 y 15. Hassan et al. (2004) observaron que en un queso elaborado con 

un cultivo no productor de ESP, la matriz de caseína que separa las inclusiones de 

grasa puede formar barreras impermeables que impiden la fusión de la grasa. 

Las diferencias en la microestructura se pueden reflejar en la macroestructura de un 

queso y son percibidas a simple vista, debido a su relación con la composición 

química del queso y el procedimiento de elaboración (Kalab, 1995). Por ejemplo, los 

quesos prensados tienen cavidades muy pequeñas y mayor contenido de grasa, 

mientras que los quesos frescos al contener más agua tienen espacios vacíos más 

grandes los cuales son observados en el análisis microestructural. En las figuras 14 y 
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15 se pueden observar cavidades pequeñas ya que los quesos elaborados son quesos 

prensados semimadurados tipo Manchego.  

También se observó la unión de aglomerados de caseína (Figura 14), lo cual podría 

ser el resultado de la presión aplicada en el queso durante el desuerado. Ali y 

Robinson (1990) encontraron que la presión durante la elaboración del queso 

incrementa la unión de los agregados de caseína.  

Al realizar un acercamiento de la imagen hasta 2500 x (Figura 15), además de las 

interacciones, se observaron agregados indeterminados los cuales pueden deberse a 

fracciones proteicas liberadas de las micelas de caseína y que en un sentido estricto 

pueden estar interaccionando de manera directa con la membrana del glóbulo de 

grasa.  

 

Figura 14. Micrografía del borde del queso inoculado con L. rhamnosus GG (500x). 

G. Grasa; P. Proteínas. 

G 
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Figura 15 Micrografía del borde del queso inoculado con L. rhamnosus GG (2,500x).  

 G. Grasa; P. Proteínas 

 

En la figura 16 se observa un lactobacilo, el cual puede corresponder a L. rhamnosus 

GG, de acuerdo a la morfología vista por Kostrzynska y Lepp (2011). Estas 

micrografías no mostraron una alta concentración de lactobacilos en el queso, es decir 

estos resultados concuerdan con los obtenidos en los análisis de viabilidad. 

 

Figura 16. Micrografía del centro del queso inoculado con L. rhamnosus GG 

(10,000x).  

P. Proteínas; L. Lactobacilo 
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Las microfotografías obtenidas por SEM del queso con L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCFB 2772 y L. rhamnosus GG, se muestran en las figuras 17, 18, 19, 20, 

21 y 22.  

En la figura 17, se observa la interacción que hay entre las moléculas de grasa 

dispersadas en la cuajada del queso, rodeado por la matriz proteica.  

Los aglomerados de caseína en este sistema, parecen estar mejor fusionados que los 

observados en el queso inoculados solo con el probiótico. Hassan et al. (2002) 

también observaron que en un queso Feta hecho con un cultivo productor de EPS 

había grandes aglomerados de caseína que no se encontraban en aquellos donde no 

había un cultivo productor de EPS. Las características del glóbulo de grasa que se 

observan en el queso inoculado con ambos microorganismos, reflejaron mayor 

concentración de los glóbulos que en el queso inoculado con el probiótico. 

 

Figura 17. Micrografía del centro del queso (500x) con L. rhamnosus GG y L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. G. Grasa; P. Proteínas. 

 

En la figura 18 se puede observar un lactobacilo que podría corresponder a L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772, ya que de acuerdo a lo visto por Kunkel 

(2012) y Botazzi (1999), son bacilos largos y aislados; generalmente no se encuentran 

como agregados. 
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Figura 18. Micrografía del centro del queso (5,000x) con L. rhamnosus GG y L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. L. Lactobacillus; P. Proteínas; G. Grasa. 

 

Se observó que el exopolisacárido producido por la cepa filante se encontraba 

interaccionando con la matriz proteica del queso (Figura 19). Hassan et al. (2003), 

reportaron que los EPS pueden permanecer unidos a la célula en forma de cápsula o 

pueden ser secretados en forma de limo. Algunas cepas producen ambas formas de 

EPS y otras solo lo secretan, sin embargo hay pocos estudios donde se pueda 

observar el tipo capsular de EPS. Esto último es debido a que la observación de la 

cápsula bacteriana por microscopia electrónica de barrido es difícil, porque la luz 

evapora el agua. Hassan et al. (1995) utilizaron microscopia electrónica láser 

confocal de exploración, lo cual permitió la observación de células bacterianas 

hidratadas y el EPS capsular producido. 

Los EPS incrementan la retención de humedad por enlaces con el agua o por 

atrapamiento de su red tridimensional (Hassan, 2008). En las observaciones en 

microscopía electrónica de barrido las interacciones entre los componentes con el 

agua generaron espacios vacíos al evaporarse durante la preparación de las muestras 

(Figura 17 y 19). Guzel-Seydim et al. (2005) reportaron que los EPS se unen 

fuertemente al agua dentro de la matriz del queso filante y la retienen por más tiempo 

que en el queso sin cultivo filante. 
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Figura 19. Micrografía del borde del queso (6,500x y 10,000x) con L. rhamnosus 

GG y L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. P. Proteínas; EPS. 

Exopolisacárido. 

 

En la matriz del queso pudimos observar lactococos, provenientes de la leche bronca 

resistentes a la pasteurización o bien su presencia pudo deberse a que hubo 

contaminación durante la elaboración. Ya que la leche nativa contiene una gran 

diversidad de microflora (Figura 20). 

 

Figura 20. Micrografía del borde del queso (2,000x) con L. rhamnosus GG y L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. P. Proteínas; G. Grasa; L. Lactococos 

 

Se localizaron los lactobacilos sobre la matriz proteica del queso (Figura 21) y sobre 

un glóbulo de grasa (Figura 22). Kalab (1993) y Hassan et al. (1995) usaron 

microscopia electrónica de barrido y observaron que la matriz proteica del yogurt 

consiste en micelas de caseína, interconectadas donde la fase líquida y las BAL son 
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inmovilizadas en la fase intersticial. Además se observó que las cepas filantes se 

convierten en parte de la microestructura, por las conexiones que se producen entre la 

superficie bacteriana y la matriz que rodea el EPS. Esta información concuerda con lo 

observado en la figura 21, donde los lactobacilos, están inmovilizados en la matriz 

proteica, que de acuerdo a la morfología, aparentemente, son del género L. 

rhamnosus GG. 

 

 

Figura 21. Micrografía del borde del queso (10,000x) con L. rhamnosus GG y L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. P. Proteínas; G. Grasa; L. Lactobacillus 

 

 

Figura 22. Micrografía del borde del queso (5,000x y 10,000x) con L. rhamnosus 

GG y L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. P. Proteínas; G. Grasa; L. 

Lactobacillus 
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5.3 Cuantificación del grado de hidrólisis por el método de TNBS 

  

Este estudio fue hecho solo con los quesos inoculados con L. rhamnosus GG y L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 

La determinación de la concentración de grupos amino libre, para cada uno de las 

muestras analizadas durante la maduración del queso, a 4 °C y a 14 °C, se realizó por 

el método de TNBS (Figura 23). Se observó que en el día 0 en ambas temperaturas de 

maduración hay presencia de grupos amino libre, 0.271 ± 0.005 mg/L para el sistema 

a 4 °C y 0.339 ± 0.046 mg/L para el sistema a 14 °C. 

La presencia de grupos amino libres al inicio del estudio, puede atribuirse al proceso 

de premaduración. Durante este proceso se promueve la primera proteólisis de 

caseínas de la leche por las enzimas del sistema proteolítico de L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCFB 2772. 

En el sistema madurado a 14 °C la concentración de grupos amino libres no tuvo 

diferencia significativa entre las semanas 0 a la 4. Sin embargo, respecto a la semana 

0, al final del estudio se encontró un incremento en la concentración de péptidos 

producidos durante el proceso de maduración de 0.339 ± 0.046 a 0.597 ± 0.016 mg/L. 
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En el sistema de maduración a 4 °C tampoco se encontró un incremento significativo 

de la concentración de aminos libres (Figura 23). La concentración inicial de grupos 

amino libres fue de 0.271 ± 0.005 mg/L. El primer incremento se generó en la semana 

2 con una concentración de 0.399 ± 0.051 mg/L. Llegando a una concentración final 

de 0.511 ± 0.039 mg/L. 

Ambas temperaturas de maduración se encuentran alejadas de la temperatura y pH 

óptimo del sistema proteolítico de las BAL, el cual se encuentra entre 25 y 37°C 

(Juille et al., 2005). Sin embargo, el aumento de la concentración de grupos amino 

libres a 14 °C se puede deber, a que las enzimas del sistema proteolítico presentan 

actividad incluso a temperaturas de almacenamiento menores a las de su temperatura 

óptima (Figueroa-González, 2007). 

Existen reportes de que con ambas temperaturas existe una degradación de las 

caseínas por la acción del sistema proteolítico de las bacterias lácticas y en 

consecuencia hay generación de péptidos de bajo peso molecular (Savijoki et al., 

2005; Rojas-Ronquillo et al. 2012). 

La degradación de aminoácidos libres y péptidos pequeños es debida al sistema 

proteinasa-peptidasa del cultivo iniciador (L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 

2772). Esta degradación proteica es lo que sustenta el crecimiento de la bacteria, ya 

que la cantidad de aminoácidos libres que se encuentra principalmente en la leche es 

insuficiente para que el microorganismo pueda crecer óptimamente (Juillard, 1996). 

Se ha demostrado que la contribución de las enzimas de las BAL no iniciadoras en la 

proteólisis de queso, es poca en cuanto a la producción de péptidos de cadena corta y 

aminoácidos libres (McSweeney et al. 1994; Lane y Fox, 1996). 

Kuchroo et al. (1983), usaron por primera vez el método de TNBS para monitorear la 

proteólisis de queso durante 14 semanas. Encontraron un incremento en la proteólisis 

de la semana 2 a la semana 12 y un aumento mayor hacia el final del estudio (semana 

14). El método de TNBS se ha utilizado con éxito en la estimación de aminoácidos 

libres en queso y como un indicador de la proteólisis, en la maduración por BAL 

(Bouton y Grappin, 1994).  
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5.4 Estimación del peso molecular de los péptidos producidos por electroforesis 

en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

La proteólisis primaria en el queso podría ser definida como aquellos cambios en αs-, 

β-, κ-caseínas y péptidos, los cuales pueden ser detectados por electroforesis-PAGE 

(Pavia, 2000). Se muestran las imágenes de los geles de electroforesis con las 

muestras obtenidas durante la maduración del queso, inoculados con Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 y Lactobacillus rhamnosus GG en las 

figuras 24, 25, 26 y 27. La disminución de la zona que corresponde a las proteínas de 

leche se observa claramente a través del tiempo. Además de estimar el peso 

molecular de los péptidos producidos durante la maduración del queso. La 

electroforesis-PAGE nos permite observar también la proteólisis que se produce 

durante el almacenamiento del queso inoculado con L. rhamnosus GG y L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772. 

La aparición de bandas de fracciones peptídicas menores a 14.2 kDa es de gran 

importancia, ya que este es el peso molecular correspondiente a la α-lactoalbúmina 

(α-LA) proteína que tiene el peso molecular más pequeño de todas las proteínas 

importantes de la leche, aunque cabe señalar que no es una proteína que participe de 

manera importante en la formación del coágulo del queso. Esta proteína es la 

referencia para diferenciar entre péptidos y proteínas en una electroforesis de leche 

(Figueroa-González, 2007). Se logró identificar péptidos con pesos moleculares entre 

13.99 a 1.20 kDa, en ambas temperaturas de maduración. Las fracciones menores a 

6.5 kDa son importantes, ya que los péptidos reportados como bioactivos, en su 

mayoría, tienen peso moleculares menores a éste (Meisel, 2005; Visser, 1992; 

Dionysius et al., 1997).  

En las figuras 24 y 25 se puede observar la formación de péptidos debido a la 

actividad proteolítica en los quesos (a y b) madurados a 4 ºC. Se encontraron bandas 

que correspondían a péptidos menores a 14.4 kDa y bandas menores a los 6.5 kDa 

que se observaron durante todo el tiempo de maduración. Al mismo tiempo se 

encontró, que la concentración de estos péptidos generados por la acción del sistema 

proteolítico va en aumento hasta la cuarta semana. Estos datos concuerdan con los 
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resultados obtenidos en el análisis de grupos amino libres con el método de TNBS, en 

el cual se observó un aumento de la concentración de estos grupos al final de la 

maduración. 

 

 

Figura 24. Electroforesis en gel de poliacrilamida durante la maduración del queso a 

4 °C (a). 

Carril 1: estándar de polipéptidos; 2: semana 0; 3: semana 1; 4: semana 2; 5: semana 

3; 6: semana 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Electroforesis en gel de poliacrilamida durante la maduración del queso a 

4 °C (b). 

Carril 1: estándar de polipéptidos; 2: semana 0; 3: semana 1; 4: semana 2; 5: semana 

3; 6: semana 4. 
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Se obtuvo la curva patrón de pesos moleculares y se pudo estimar el peso molecular 

de los péptidos obtenidos durante la maduración del queso. Los resultados muestran 

(tabla 4) que a partir de la semana 0 se obtienen péptidos menores a los 6.5 kDa.  

Se observó la acumulación de un péptido entre 5.0 y 5.6 kDa que se encontró durante 

todos las semanas del estudio. Al final de la maduración se observó un péptido de 1.4 

kDa y otro entre 2 y 2.8 kDa. Estos péptidos son muy importantes ya que pueden 

corresponder a secuencias con propiedades bioactivas. De la misma manera se 

encontraron péptidos de alto peso molecular, superiores a 10 kDa e inferiores a 14.4 

kDa; estos péptidos conservaron su concentración aparente en los geles de 

electroforesis durante todo el estudio y podrían ser potencialmente bioactivos.  

Algunos péptidos como los de 6.1 y 6.8 kDa, se encontraron durante todo el proceso, 

sin embargo estos a diferencia de los de 5.0 y 5.6 kDa, no se acumularon, sino que 

disminuyó su concentración aparente (figuras 24 y 25). Como se puede observar en 

los geles, el rango de péptidos obtenidos se encontró entre 14 y 1.4 kDa. Sin embargo 

los péptidos de menor peso molecular, solo se observaron en semanas específicas de 

la maduración, que fue en las semanas 1 y 2 uno entre 2 y 2.8 kDa; uno de 3.2 kDa en 

la semana 3 y al final de la maduración un péptido de 1.4 kDa. 

 

Tabla 4. PM (kDa) de péptidos generados durante la maduración del queso a 4 ºC.  

Semana  0 1 2 3 4 

P
es

o
 m

o
le

cu
la

r 
d

e 

p
ép

ti
d

o
s 

(K
D

a
) 

    14.9 

   14.0  

    11.5 

10.4 10.3 10.3 10.7  

   
 

9.0 

8.6 8.2 8.2 8.6 
 

6.3 6.1 6.3 6.6 6.8 

5.1 4.9 5.0 5.2 5.6 

 
  3.2  

 
2.0 2.8 

 
1.4 

 

En cuanto a los quesos madurados a 14 °C (a y b), se observó una mayor 

concentración de péptidos con pesos moleculares menores a 6.5 kDa (Figura 26 y 27). 

De igual manera se observó una acumulación durante todo el proceso de maduración, 
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de péptidos de peso molecular menor al de la α-LA. En estos geles es clara la 

disminución de la concentración de fracciones de peso molecular mayor a 14.4 kDa.  

Se sabe que el sistema proteolítico de BAL, es un sistema que toma como sustrato las 

proteínas de alto peso molecular que por medio de un mecanismo de cascada genera 

péptidos de bajo peso molecular partiendo de péptidos de peso molecular intermedio 

como sustrato de las enzimas propias del sistema (Law y Haandrikman, 1997; 

Gasson, 1994; Meisel, 2005). 

En los geles de electroforesis se observó, en la zona de péptidos menores a 6.5 kDa, 

una acumulación de péptidos de bajo peso molecular. Estos datos corresponden a los 

encontrados en el análisis de grupos amino libres por medio de TNBS.  

De acuerdo a los análisis de electroforesis se pudo observar una separación completa 

de péptidos donde hubo desaparición de proteínas conforme transcurría la 

maduración, principalmente en lo referente a los péptidos de más de 6.5 kDa. Los 

péptidos menores a 6.5 kDa aparecieron desde la semana 0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Electroforesis en gel de poliacrilamida durante la maduración del queso a 

14°C (a). 

Carril 1: estándar de polipéptidos; 2: semana 0; 3: semana 1; 4: semana 2; 5: semana 

3; 6: semana 4. 
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Figura 27. Electroforesis en gel de poliacrilamida durante la maduración del queso a 

14 °C (b)  

Carril 1: estándar de polipéptidos; 2: semana 0; 3: semana 1; 4: semana 2; 5: semana 

3; 6: semana 4. 

 

Se identificaron por medio del análisis de las imágenes, los péptidos con mayor 

concentración (Tabla 5). De acuerdo al análisis se pudo observar una acumulación de 

un péptido de entre 1.3 y 1.5 kDa, que se presentó desde la semana 1 (figuras 26 y 

27). De la misma forma se encontraron péptidos de entre 6.5 a 6.7 kDa, que se 

observan durante todo el proceso de maduración. Hay péptidos de alto peso molecular 

(superior a 11 kDa) que se generaron en la mitad del proceso de maduración y que se 

presentaron hasta el final de dicho proceso. De igual manera, péptidos de entre 8.8 y 

9.5 kDa, se pudieron observar durante todo el proceso de maduración, pero su 

concentración fue disminuyendo durante este tiempo.  

La formación de péptidos encontrados durante la fermentación del queso oscila entre 

los 13.4 y 1.3 kDa. En la semana 2 de maduración se obtuvo un mayor número de 

fragmentos peptídicos. 
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Tabla 5. PM (kDa) de péptidos generados durante la maduración del queso a 14ºC. 

Semana 0 1 2 3 4 

P
es

o
 m

o
le

cu
la

r 
d

e 

p
ép

ti
d

o
s 

(K
D

a
) 

   13.4  

12.6 12.1    

  11.0 11.6 11.35 

9.0 8.8 9.0 9.6 9.4 

  

  

8.3 

 

  

7.1 

 6.7 6.5 6.6 

 

6.7 

  

2.34 

  

 

1.5 1.3 1.4 1.4 

 

Comparando los dos sistemas de maduración, se observó que a 4 ºC hubo menos 

proteólisis. Se encontró solamente un péptido de menos de 2 kDa (1.4 kDa) al final 

del estudio en este sistema mientras que en el madurado a 14 ºC hubo acumulación de 

péptidos de bajo peso molecular. Los demás péptidos fueron mayores a los 2 kDa.  

A través del análisis de SDS-PAGE se observó que a temperaturas más elevadas se 

incrementó la formación de péptidos de bajo peso molecular. Esta acumulación de 

péptidos puede estar relacionada al aumento de péptidos que se encontró al final de la 

maduración respecto a los encontrados en el tiempo 0, en el análisis de grupos amino 

libres.  

Se ha reportado que el uso de temperaturas elevadas acelera la maduración del queso 

por el incremento de la proteólisis (Folkertsma, Fox y McSweeney, 1996). Además 

en un estudio realizado por Ong y Shah (2009), se demostró que, quesos madurados a 

8 ºC tuvieron mayor proteólisis que otros madurados a 4 ºC durante 24 semanas. Este 

estudio tuvo mayor diferencia significativa en los quesos que se habían adicionado 

con el probiótico L. casei y L. acidophilus. Sin embargo, donde no se encontró 

diferencia fue en el peso molecular de los péptidos, ya que a ambas temperaturas de 

maduración no se observó diferencia significativa en los pesos moleculares de los 

péptidos obtenidos.  

Estos resultados siempre están relacionados con las características del sistema 

proteolítico de las BAL. Las proteinasas del sistema proteolítico de los lactobacilos 

están asociadas a la envoltura celular, con propiedades similares a las de los 

lactococos (Kunji, et al.1996). Los lactococos iniciadores poseen en su envoltura 
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celular proteinasas (PrtP o lactocepin) que contribuyen a la formación de pequeños 

péptidos (probablemente porque hidrolizan grandes péptidos producidos por la 

quimosina o plasmina) y una multitud de peptidasas intracelulares son responsables 

de la hidrólisis de péptidos pequeños y la liberación de aminoácidos en los quesos 

(Ong y Shah, 2008). Consecuentemente estos microorganismos pueden generar una 

gran variedad de péptidos incluyendo péptidos bioactivos. Algunos estudios han 

demostrado que la adición de microorganismos probióticos al cultivo iniciador, 

mejora la proteólisis, a través de un incrementó en la hidrólisis de la caseína 

(Bergamini et al., 2006; Ong y Shah, 2008).   

Folkertsma et al (1996), encontraron que la velocidad de degradación de la αs1-CN, se 

incrementó cuando los quesos se maduraron entre 8 y 16 ºC durante 3 meses. Sin 

embargo, a 9 meses de maduración, el grado de degradación de la αs1- y β-CN, fue 

mayor en quesos madurados a 16 ºC que a temperaturas inferiores. Esto indica que el 

tiempo de maduración también es un factor determinante en el aumento de la 

concentración de péptidos de diferentes pesos moleculares. 

Adicionalmente se han recomendado temperaturas de maduración elevadas (≤15 ºC) 

para acelerar la maduración de los quesos, manteniendo la calidad química 

(producción de aromas) y la viabilidad de los cultivos iniciadores (Folkertsma et 

al.1996).  

 

5.5 Caracterización de péptidos mediante HPLC por exclusión molecular 

 

Se realizó la separación de péptidos por HPLC por exclusión molecular. Se 

analizaron las fracciones peptídicas menores a 6 kDa, ya que la mayoría de los 

péptidos con actividad biológica están reportados en este rango de peso molecular. En 

el caso del queso madurado a 4 °C se encontró que, en la semana 0 hubo presencia de 

seis fracciones peptídicas menores a 6 kDa. Al final del estudio en las semanas 3 y 4 

las fracciones peptídicas aumentaron a siete (Tabla 6). Durante el proceso de 

maduración se observó que algunas fracciones que aparecían desde la semana 0, 

desaparecían en las semanas subsecuentes. Esto se observó en la fracción de 5.84 

kDa, la cual desapareció en la primera semana de maduración. 
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Otras fracciones después de desaparecer se volvían a presentar en semanas siguientes 

como es el caso de la fracción de 3.60 kDa que apareció en la semana 0 y volvió a 

aparecer en la semana 3 (Figura 28). Algunas otras fracciones de pesos moleculares 

menores a 1 kDa se observaron de la semana 2 hasta el final de la maduración 

(fracciones de 0.95 y 0.65 kDa). 

La fracción de 1.76 kDa inició en la semana 0 con una concentración de 607.74 ppm 

para finalizar en la semana 4 con una concentración de 730.05 ppm (Tabla 6). En el 

caso del péptido de 0.43 KDa hubo una concentración de 7.66 ppm y al final de la 

maduración se tuvo una concentración de 170.95  

 

Tabla 6. Péptidos menores a 6 kDa encontrados en el queso madurado a 4 °C. 

Peso Molecular 

(kDa) 

Concentración (ppm) 

Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 

5.84 93.77 6.71       

3.60 11.91     145.42 82.17 

2.52     85.11   4.50 

1.76  607.74 627.85   669.50  730.05 

1.33 587.64 393.02 474.26 65.13   

0.95     32.75 23.48 15.23 

0.65     14.13 45.35 36.7 

0.43 7.66 105.92 36.23 142.52 170.95 

0.26 12.79 0.62   22.46 13.86 
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Figura 28. Análisis de las muestras del queso almacenado a 4 °C, analizadas por 

HPLC de exclusión molecular a 220 nm. 

A: 730.05 ppm; B: 170.95ppm 

 

Para el queso madurado a 14 °C las fracciones menores a 6 kDa correspondieron a un 

grupo de péptidos con pesos moleculares menores a los observados en la maduración 

a 4 °C. Estos resultados coinciden con lo encontrado en el análisis por electroforesis. 

Por otro lado en el sistema madurado a 4 °C se observó una fracciones peptídica 

correspondiente a 3.97 kDa (Tabla 7) en la semana 0 que desapareció y no volvió a 

presentarse. Fracciones como la de 1.01 kDa y de 0.61 kDa aparecieron en la semana 

1, desaparecieron en las semanas subsecuentes y volvieron a desaparecer justo al final 

de la maduración (Tabla 7). 

Se localizaron dos fracciones peptídicas que se acumularon al final de la maduración. 

Estas fracciones correspondieron a 1.45 kDa y 0.34 kDa, con concentraciones finales 

de 1053.06 ppm y 273.69 ppm, respectivamente (Figura 29). 
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Tabla 7. Péptidos menores a 6 kDa encontrados en el queso almacenado a 14°C. 

Peso Molecular 

(kDa) 

Concentración (ppm) 

Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 

3.97 14.91         

2.80 116.47 140.21 22.85 272.88   

1.45  220.31  24.15 0.22 427.73 1053.06  

1.01   88.05   21.23   

0.81     33.19 56.51 23.7 

0.61   92.54     13.75 

0.44         175.68 

0.34   109.84 80.25 236.23 273.69 

 

 
Figura 29. Análisis de las muestras del queso almacenado a 14 °C, analizados por 

HPLC de exclusión molecular a 220 nm. 

A: 1053.05 ppm; B: 273.09 ppm 

 

Los péptidos de bajo peso molecular generados durante la maduración pueden 

provenir directamente de la hidrolisis primaria de caseínas o de péptidos de peso 

molecular superior a 6 kDa, que a su vez provienen de cadenas proteicas de pesos 

moleculares superiores y que fueron hidrolizadas por el sistema proteolítico de las 

BAL (Ramchandran y Shah, 2008). 
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Los péptidos menores a 3 kDa pueden presentar secuencias con actividad biológica 

ya que muchos autores han reportado péptidos de menos de 3 kDa biológicamente 

activos (Meisel, 1998; Meisel, 2001; Clare y Swaisgood, 2000; Rokka et al., 2007). 

La acumulación de péptidos en quesos madurados y semimadurados es dependiente 

de tres factores. El primero está relacionado con la cepa de origen, ya que el 

crecimiento es dependiente de su sistema proteolítico que a su vez está relacionada 

con sus necesidades nutricionales. El segundo factor es la temperatura de maduración 

del queso, ya que la actividad proteolítica depende de las temperaturas óptimas de 

cada una de las enzimas que componen el sistema proteolítico de las BAL. 

Finalmente el último factor está relacionado con el tipo y la concentración inicial de 

proteína (Poolman et al., 1995).  

Aun cuando la temperatura óptima de las enzimas del sistema proteolítico de las BAL 

se encuentra entre 25 y 37°C (Jullie et al., 2005) la actividad continua a temperaturas 

más bajas, ya sea por el propio crecimiento microbiano en menor proporción o bien 

por la liberación de enzimas debido a la lisis celular.  

Debido a los requerimientos nutricionales de cada especie inoculada, la acumulación 

de péptidos de bajo peso molecular puede ser variable, con un número de residuos 

que va de 2 a 6 aminoácidos (Dave y Shah, 1998; Gomes et al., 1998). De igual 

forma las características de aparición y desaparición de fracciones peptídicas durante 

la maduración pueden corresponder al sistema de rompimiento en cascada 

característico del sistema proteolítico, donde las proteínas son el sustrato para la 

obtención de péptidos de alto peso molecular, que a su vez son los iniciadores en la 

generación de péptidos de peso molecular intermedio y de bajo peso molecular. Estos 

últimos pueden provenir tanto de hidrólisis primaria de proteínas como de hidrolisis 

subsecuente de péptidos (Gasson y De Vos, 1994). 
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CAPÍTULO 6 

 

CONCLUSIONES 

 

 

De acuerdo a los objetivos planteados en este estudio se pudo concluir lo siguiente: 

 

 Cuando Lactobacillus rhamnosus GG es inoculado sin la presencia de un 

cultivo iniciador en un queso tipo manchego, la viabilidad disminuye de 

manera significativa a 4 °C. 

 No hay diferencia significativa en la viabilidad de Lactobacillus rhamnosus 

GG en presencia de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772, 

durante la maduración de un queso tanto a 4 °C como a 14 °C; sin embargo la 

cuenta viable del probiótico a la semana 4 de maduración, a ambas 

temperaturas, fue mayor a 1 x 107 UFC/g, lo que indica que en ambos 

sistemas, el probiótico puede ejercer efectos positivos en la salud del 

consumidor. 

 En los quesos inoculados solamente con el probiótico los agregados proteicos 

se encuentran menos fusionados que los quesos inoculados con ambos 

lactobacilos. Del mismo modo se observa mayor retención de humedad en el 

queso con ambos lactobacilos por el aumento de cavidades vacías, vistas en el 

análisis de microscopía. 

 Se obtuvo mayor viabilidad de L. rhamnosus GG, en el queso inoculado por 

ambos microorganismos, posiblemente por las modificaciones inducidas por 

la presencia del EPS, producido por Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus NCFB 2772, en la matriz proteica. 

 La presencia de flora nativa de la leche de origen, puede ejercer también 

diferencias tanto en la concentración de péptidos como en la viabilidad de la 
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bacteria probiótica. Sin embargo la presencia de esta flora y sus efectos no 

fueron objeto de estudio en esta investigación. 

 No hubo diferencia significativa en la producción de grupos amino libres 

tanto a 4 °C como a 14 °C en el queso inoculado con ambos microorganismos. 

Sin embargo la concentración fue en aumento durante todo el proceso de 

maduración a las dos temperaturas. 

 En el proceso de maduración a 14 °C hubo mayor producción de péptidos de 

bajo peso molecular (menores a 14 kDa) aunque en ambos sistemas se 

localizaron péptidos de pesos moleculares menores a 1.5 kDa. 

 La formación y acumulación de péptidos de bajo peso molecular durante las 

últimas semanas de maduración, permiten especular sobre la posible 

formación de péptidos con actividad biológica. 
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CAPÍTULO 7 

 

  RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS 

 

 

 Evaluar cómo influye el EPS producido por L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

NCFB 2772 sobre la textura y propiedades funcionales del queso. 

 Realizar una evaluación sensorial sobre los características de sabor y textura 

del queso inoculado con L. rhamnosus GG y L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

NCFB 2772. 

 Estudiar la actividad antihipertensiva y antitrombótica de las fracciones 

obtenidas en el queso madurado. 

 Purificar y secuenciar los péptidos con actividad biológica generados durante 

el proceso de maduración del queso inoculado con L. rhamnosus GG y L. 

delbrueckii subsp bulgaricus NCFB 2772. 
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CAPÍTULO 9 

 

APÉNDICE 

 

 

9.1 Preparación de soluciones 

 

9.1.1 Preparación de soluciones del método de TNBS 

 

Amortiguador de fosfatos 0.2125 M pH 8.2 

9.2525g de fosfato dibásico (K2HPO4) aforado a 250 mL 

1.4460 g de fosfato monobásico (KH2PO4) aforado a 50 mL 

Se agrega fosfato de potasio monobásico al fosfato de potasio dibásico hasta alcanzar 

el pH de 8.2. 

 

Solución de ácido clorhídrico 0.1 N 

0.970 mL de ácido clorhídrico (HCl) 10.3 N aforado a 100 mL 

 

Solución de ácido TNBS 0.10% 

0.05 mL de TNBS aforado a 50 mL de amortiguador de fosfatos 0.2125 M pH 8.2. 

 

9.1.2 Preparación de soluciones para electroforesis 

 

Solución stock de acrilamida 30% T 

37.5 g de solución stock de acrilamida (40 % acrilamida/Bis Solución, 37.5:1) 

aforado con 50 mL de agua desionizada. 

    

Composición del gel de separación. (12.5% T) 

4.16 mL de solución stock de acrilamida 30 % T 

5.84mL de buffer Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8  
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El %T denota el porcentaje total de concentración de ambos monómeros (acrilamida 

y bisacrilamida). La solución se almacenó a 4°C. 

 

Solución reguladora Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 

Tris (hidroximetil) amino metano 18.15 g. Se disolvió en 80 mL de agua desionizada 

y se ajustó el pH a 8.8 con HCl 6 N y por último se aforó a 100 mL con agua 

desionizada. 

 

Solución reguladora Tris-HCl 1.5 M, pH 6.8 

Tris (hidroximetil) amino metano 6.0 g. Se disolvió en 60 mL de agua desionizada y 

se ajustó el pH a 8.8 con HCl 6 N y por último se aforo a 100 mL con agua 

desionizada. 

 

Solución de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 % 

Dodecil sulfato de sodio 0.1g. Se aforó a 1 mL con agua desionizada y se guardó a 

0°C. 

 

Solución de persulfato de amonio al 10%  

Se pesó 0.1 g de persulfato de amonio y se disolvió en 1 mL de buffer Tris-HCl pH  

6.8 y 8.8. 

Nota: Esta solución se preparó inmediatamente antes de usarse. 

 

Solución amortiguadora de la muestra  

Agua desionizada0.95mL 

Solución reguladora  Tris-HCl 0.5M pH 6.8. 0.25mL 

Glicerol 0.20mL 

SDS 10% 0.40mL 

Azul de bromofenol 1% 0.10mL 
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Solución amortiguadora de corrida tris-glicina-SDS (5x) 

Tris (hidroximetil) amino metano 4.5 g 

Glicina 21.6 g 

SDS 1.5 g 

Se ajustó el pH a 8.3 con HCl y se aforó a 300 mL con agua desionizada. Se 

almacenó a 4°C. 

 

Solución desteñidora ácido acético (7%)- metanol (10%) 

Metanol 20 mL 

Ácido acético 14 mL 

Se aforó a 200 mL con agua desionizada. Se almacenó a 4 °C. 

 

Solución fijadora de ácido acético al 7.5% 

Ácido acético 11.25 mL aforado en 150 mL con agua desionizada. 

 

Solución de azul de Coomassie 

Etanol al 96% 450 mL 

Ácido acético glacial 50 mL 

Azul de coomassie 2.5 g 

Agua desionizada 500 mL 

Se agito durante toda la noche para que el tinte se disuelva bien. Se filtró y se guardó 

en bote ámbar evitando la exposición a la luz. 

 

9.1.3 Preparación de soluciones para el método HPLC de exclusión molecular 

 

Amortiguador de fosfatos 0.15 M pH 6.8 

 

8.238 g de fosfato de sodio dibásico 

11.33 g fosfato de sodio monobásico  

Se ajusta a un pH de 6.8 y se afora a 1 L con agua desionizada 
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9.2 Estándar de pesos moleculares  

9.2.1 Estándar de pesos moleculares para electroforesis SDS-PAGE  

 

SDS-PAGE Molecular Weight Standards (Daltons), Broad-Range  

Catalog Number 161-0317  

Marca BIO-RAD 

Miosina 200,000 

β-galactosidasa 116,250 

Phosphorilase b 97,400 

Bovine serumalbumin 66,200 

Ovalbumin 45,200 

Carbonicanhydrase 31,000 

Soybean trypsininhibitor 21,500 

Lysozyme 14,400 

Aprotinina 6,500 

  

9.2.2 Estándar de pesos moleculares para HPLC de exclusión molecular 

 

Polypeptide SDS-PAGE Molecular Weight Standards (Daltons)  

Catalog Number 161-0326  

Marca BIO-RAD 

Triosephosphate 

isomerase 

26, 625 

Myoglobin 16,950 

α-Lactalbumin 14,437 

Aprotinin 6,512 

Insulin b chain, oxidized 3,496 

Bacitracin 1,423 
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9.3 Curvas patrón 

 

9.3.1 Curva patrón de TNBS 

 

 

  

9.3.2 Curva para la determinación de pesos moleculares por electroforesis 

 

9.3.2.1 Curva patrón de sistema de maduración a 4ºC (a) 
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9.3.2.2 Curva patrón de sistema de maduración a 4ºC (b) 

 

 

 

9.3.2.3 Curva patrón de sistema de maduración a 14ºC (a) 
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9.3.2.4 Curva patrón de sistema de maduración a 14ºC (b) 

 

9.3.3 Curva de pesos moleculares para HPLC por exclusión molecular 

 

 

9.3.4 Curva de concentración (ppm) para HPLC por exclusión molecular 
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9.4 Viabilidad de L. rhamnosus GG (Log UFC/g) durante la maduración de un 

queso. 

 

| Semana 

Muestra 0 1 2 3 

14 °C A 6.11 5.85 6.08 5.85 

5.90 6.28 5.60 5.48 

14 °C B 5.90 5.78 5.60 5.48 

5.48 5.30 5.00 5.00 

4 °C A 5.70 5.00 5.48 5.00 

5.00 5.00 5.00 0.00 

4 °C B 5.00 5.00 0.00 0.00 

0.00 0.00 0.00 0.00 

 

Semana 

 0 1 2 3 

  V DS V DS V DS V DS 

4°C 3.92a 0.40 3.75a 0.00 2.62a 0.34 1.25a 0.00 

14°C 5.85a 0.27 5.80a 0.40 5.57a 0.44 5.45b 0.35 

 

9.5  Viabilidad de L. rhamnosus GG y L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 

2772 (Log UFC/g) durante la maduración de un queso.  

  

  Semana 

Muestra 0 1 2 3 4 

14 °C A 7.90 7.85 7.60 7.48 7.60 

8.15 8.28 7.30 7.30 7.85 

14 °C B 7.78 7.78 7.48 7.78 8.28 

7.30 0.00 7.00 7.30 8.11 

4 °C A 8.48 8.49 7.70 7.95 7.60 

8.26 8.18 7.00 7.70 7.78 

4 °C B 7.85 8.36 7.78 7.30 7.00 

7.48 8.11 0.00 7.00 0.00 

 

  0 1 2 3 4 

Muestra V DS V DS V DS V DS V DS 

4°C 8.01a 0.44 8.29a 0.17 7.49a 0.43 7.49a 0.42 7.46a 0.41 

14°C 7.78a 0.36 7.97a 0.27 7.35a 0.26 7.46a 0.23 7.96a 0.3 
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9.6 Concentración de los grupos amino libres (mg/L) durante la maduración de 

un queso. 

 

Semana 

Muestra 0 1 2 3 4 

4 ºC A 0.268 0.315 0.363 0.442 0.539 

4 ºC B 0.275 0.309 0.436 0.460 0.483 

14 ºC A 0.307 0.343 0.402 0.505 0.608 

14 ºC B 0.372 0.386 0.432 0.475 0.585 

 

  Semana 

  0 1 2 3 4 

 
C  DS C  DS C  DS C  DS C  DS 

4°C 0.271a 0.005 0.312a 0.004 0.399a 0.051 0.451a 0.012 0.511a 0.039 

14°C 0.339a 0.046 0.364a 0.030 0.417a 0.021 0.490a 0.021 0.597a 0.016 

 

 



 

 
 

 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




