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1. INTRODUCCIÓN  

 La leche es un alimento de alto valor nutricional que durante largo tiempo se 

ha considerado como un alimento completo debido a sus constituyentes. Estudios 

recientes han demostrado que este alimento puede ser una fuente rica en compuestos  

con actividad biológica, principalmente en productos fermentados. Durante distintas 

investigaciones, se ha observado que la producción de estos compuestos biológicamente 

activos, se lleva a cabo durante la fermentación con bacterias lácticas, las cuales liberan 

pequeñas moléculas constituidas por residuos de aminoácidos. 

 Algunas de estas moléculas proporcionan actividad biológica que puede formar parte de 

una alternativa como coadyuvantes en el tratamiento de algunas enfermedades, 

principalmente hipertensión y trombosis. Estas moléculas con actividad biológica reciben 

el nombre de péptidos bioactivos, están constituidos por una secuencia de aminoácidos, 

codificados e identificados, los cuales presentan funciones fisiológicas tales como: 

antimicrobiana, antitrombótica, opioide, inmunoestimuladora y acarreadora de metales o  

antihipertensiva, siendo esta última la función más estudiada  (Baró et al., 2001). 

Los péptidos antihipertensivos son capaces de inhibir la acción de la enzima convertidora 

de angiotensina, reduciendo la formación de angiotensina II y propiciado la degradación 

de bradiquinina en el ciclo de la renina angiotensina. Debido a esta inhibición se 

disminuye la vasoconstricción de las arterias y se produce un efecto hipotensor. Estos 

péptidos con actividad antihipertensiva son de bajo peso molecular (menores a 6 kDa) y 

se han aislado a partir de hidrolizados enzimáticos de las caseínas, mediante la 

fermentación con bacterias ácido lácticas y se ha comprobado su liberación durante el 

proceso de digestión de algunos alimentos. Durante el proceso de fermentación de leche, 

la capacidad proteolítica de las bacterias ácido lácticas juega un papel muy importante en 

el fraccionamiento de proteínas a péptidos y aminoácidos libres (Meisel, 1993). 

Debido a la importancia de la liberación de péptidos bioactivos en la fermentación láctica,   

el objetivo de este trabajo fue separar y determinar la capacidad antihipertensiva de 

fracciones peptídicas liberadas en un proceso de fermentación de leche llevado a cabo 

por las bacterias ácido lácticas Lactobacillus rhamnosus GG y Streptococcus  

thermophilus 54-102. 
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2. ANTECEDENTES  

2.1 Leche 

 La leche es una combinación de diferentes estados coloidales la cual es 

secretada por la glándula mamaria, es muy compleja y está constituida por agua y materia 

seca disuelta (Baró, et al., 2001). Este complejo coloidal está fisicoquímicamente 

equilibrado pero es termodinámicamente inestable; está conformado por tres sistemas 

coloidales: un sistema de dispersión, debido a las sales coloidales que se encuentran 

unidas a las proteínas; una emulsión debida a la grasa, proteínas y vitaminas que se 

encuentran en solución y una suspensión debida a las proteínas que se encuentran 

interaccionando con algunos componentes de la leche (Meisel, 1993).  

La leche es un alimento de alto valor nutricional y, al mismo tiempo, es una fuente 

importante de compuestos con actividades biológicas. Adicionalmente, la leche es 

considerada como un alimento completo para la alimentación humana y animal. Muchas 

de sus moléculas bioactivas se producen durante la elaboración de productos derivados, 

en especial, productos fermentados o madurados usando bacterias lácticas (Fitzgerald y 

Murray, 2006). 

2.2 Proteínas de la leche 

 La leche contiene una diversidad de proteínas, muchas de las cuales se 

encuentran en pequeñas cantidades. Las proteínas de la leche pueden clasificarse de 

acuerdo a sus propiedades físicas y químicas o por sus funciones biológicas. La principal 

forma de clasificarlas está en función de sus características fisicoquímicas y funcionales. 

Los dos principales grupos de proteínas presentes en la leche se distinguen por su 

diferente comportamiento y por su forma de existencia. 

Estos dos grupos de proteínas son: las caseínas, que constituyen aproximadamente el 

80% de las substancias proteicas de la leche, y que precipitan a pH de 4.6, que es el 

punto isoeléctrico y, las proteínas del suero, que son solubles a este mismo pH y que solo 

precipitan cuando han sido modificadas o desnaturalizadas por tratamientos térmicos 

(Parra et al., 2000). 
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2.2.1 Caseínas 

 Las caseínas son las proteínas predominantes en la leche. Estas proteínas 

forman polímeros, debido a la gran proporción de grupos ionizables y de polos hidrófobos 

e hidrófilos que se unen en una misma molécula en una solución coloidal, estas moléculas 

complejas reciben el nombre de micelas de caseína (Fitzgerald y Murray, 2006).  

La micela de caseína es una molécula que está conformada por subgrupos de caseína 

como la α-caseína (ACN), k-caseína (KCN) y β-caseína (BCN), que se distinguen por una 

variación genética que esta relacionada con la secuencia de algunos aminoácidos. Estas 

proteínas contienen grupos hidroxilos esterificados con un grupo fosfato en diferentes 

posiciones  presentes en cada cadena (Baró et al., 2001). 

Existen dos vías para la precipitación de la caseína: la vía ácida y la vía enzimática. La 

primera trata de disminuir el pH inicial de la leche hasta 4.5 en donde se encuentra el 

punto isoeléctrico de las caseínas, el cual depende de los iones que se encuentran en 

solución (Leroy y De Vuyst, 2004). La segunda vía utiliza la acción de la quimosina para 

romper el enlace 105-106 de la KCN y liberar las proteínas hidrofóbicas de la micela de 

caseína (Walstra y Jenness, 1987). 

 Se conocen cinco tipos de caseínas: 

Caseína αS1. Proteína que presenta la carga más alta y el menor contenido de fosfato 

después de la caseína kappa. Su cadena polipeptídica está formada por dos regiones 

predominantemente hidrofóbicas situadas en la posición  1-44 y 90-199 y en los residuos 

45-89 de alta polaridad. Todos los grupos fosfato, excepto uno, están en el segmento 45-

89 y los residuos de prolina se distribuyen a intervalos en los segmentos hidrofóbicos 

(Walstra y Jenness, 1987; Walstra et al., 2001; Farell et al., 2004). 

Caseína αs2. Proteína en donde se han encontrado diversas variantes, las cuales difieren 

en el número de ésteres de fosfato, que oscila entre 10 y 14 por molécula. Las caseínas 

α-s2 contienen dos residuos de cisteína en donde se forman puentes disulfuro. Por su alto 

contenido de fosfato forma enlaces estables con el calcio (Farrell et al., 2004). 

Caseína β. Es una proteína hidrofóbica que contiene un gran número de residuos de 

prolina, su carga está heterogéneamente distribuida, dividiendo la molécula en dos partes 

que presentan propiedades muy diferentes. Esto provoca que la caseína β tenga 

propiedades tensoactivas, con una parte hidrofílica cargada y una cola que es una larga 
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cadena apolar. La asociación de esta proteína también es, de alguna forma, como la de 

un tensoactivo en cuanto a que se produce una concentración crítica en las micelas. Las 

micelas están formadas por 20 ó 30 moléculas, cuya asociación es muy dependiente de la 

temperatura y de la fuerza iónica. A temperaturas inferiores a 5ºC no se produce la 

asociación de la caseína β y la molécula permanece desplegada. En la leche, parte de la 

caseína se solubiliza a baja temperatura y, en consecuencia, la viscosidad aumenta. 

Estos cambios son reversibles pero muy lentamente (Walstra et al., 2001) 

Caseína γ. Es un producto de la degradación de la caseína β por acción enzimática  de la 

plasmina. Su estructura está formada en mayor proporción con residuos de aminoácidos 

29-209 de la secuencia de la caseína β, es decir, con su parte más hidrofóbica (Farrell et 

al., 2004). La cantidad de caseínas γ puede variar ampliamente dependiendo de la 

frescura de la leche y de su temperatura de conservación (Walstra y Jennes, 1987). 

Caseína κ. Proteína distinta al resto de las caseínas. Sólo contiene dos residuos de 

cisteína capaces de formar puentes disulfuro intermoleculares, debido a esto, la caseína κ 

se encuentra en la leche en forma de oligómeros que contienen de 5-11 monómeros. 

Aproximadamente dos tercios de las moléculas contienen un grupo carbohidratado que 

está esterificado a una de las treoninas (131, 133, 135 ó 142) y poseen galactosamina, 

galactosa y uno o dos residuos de ácido N-acetil-neuramínico. Cada uno de estos grupos 

puede tener una o dos cargas y son bastante hidrofílicos. El enlace peptídico entre los 

residuos 105 y 106 es rápidamente hidrolizado por la acción de las enzimas; cabe resaltar 

que hay una región cargada positivamente muy cerca de este enlace. La caseína κ se 

asocia también fuertemente para formar micelas de más de 30 moléculas, entre las que 

se incluyen grupos carbohidratados protuberantes (Walstra y Jenness, 1987). 

2.2.2 Proteínas del suero 

 Dentro del suero se pueden encontrar proteínas disueltas conocidas como 

seroproteínas .Estas proteínas están acompañadas por algunas otras pertenecientes al 

fraccionamiento de la KCN durante la elaboración de queso. Las proteínas del suero son 

sensibles a tratamiento térmico provocado por la desnaturalización y agregación 

molecular. Pueden ser precipitadas por polielectrolitos como la carboximetilcelulosa. De 

todas la proteínas del suero, las de mayor concentración son la α-lactoalbúmina y la β-

lactoglobulina (Ryhänen et al, 2001). 
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α-Lactoalbúmina (ALA). Se encuentra en la leche de vaca en una concentración de 1-

1.5 g/L, constituyendo aproximadamente el 3.4% de las proteínas totales y el 20% de las 

proteínas del lactosuero. Esta proteína, además de tener una función nutricional posee 

una función  bioquímica ya que participa en reacciones enzimáticas, proporcionando a la 

galactosil-transferasa un incremento en la afinidad por la glucosa, durante la síntesis de 

lactosa. La ALA, está formada por una cadena de 123 aminoácidos posee dos dominios; 

uno formado por una α hélice y otro por una pequeña hoja β, estos se unen por un puente 

de cisteína entre los residuos 73 y 91 que forman el sitio de unión del calcio.  Otro puente 

disulfuro conecta los dos dominios en los residuos 61 y 77 y toda la estructura es 

estabilizada en cuatro puentes disulfuro, posee un sitio secundario de unión al mismo 

mineral al que se acoplan cuatro cationes. La unión al calcio produce cambios en la 

función y estructura terciaria de la proteína, además de este mineral se pueden unir otros 

cationes como Mg2+, Mn2+, K+ y Na+. (Ryhänen et al., 2001) 

β–lactoglobulina (BLG). Es la proteína más abundante del suero lácteo (50 a 65% del 

suero y 7 a 12% del total de las proteínas de la leche). Es una  proteína globular con una 

cadena polipeptídica simple de 162 aminoácidos y tiene un peso  molecular de alrededor 

de 18,4 kDa (Kunji et al.,1995). Existen diferentes variantes genéticas de la BLG, entre 

ellas las más abundantes son la variante A y la B. Estas variantes difieren en la 

sustitución de una glicina  en la variante B por un ácido aspártico en la variante A (Wang 

et al., 2004). Ambas estructuras están estabilizadas por dos uniones disulfuro (entre Cys 

160–Cys 66 y Cys 119–Cys 106) y también contienen un grupo sulfidrilo libre (Cys 121). A 

pesar de diferencias menores en la composición de aminoácidos entre las diferentes 

variantes genéticas, todas poseen un alto contenido de aminoácidos esenciales (Garault 

et al., 2000). La BLG tiene numerosas funciones biológicas, entre ellas, una alta eficiencia 

en la unión del retinol (provitamina A). Es una fuente rica en cisteína, un aminoácido 

esencial que estimula la síntesis de glutatión, el cual es un tripéptido anticarcinogénico 

que protege contra tumores intestinales. Además, la estructura globular de la BLG la hace 

muy estable contra las enzimas proteolíticas y los ácidos presentes en el estómago (De 

Wit et al., 1998). 

2.3 Bacterias ácido lácticas (BAL) 

 Las BAL son un grupo de microorganismos representados por varios géneros 

con características morfológicas, fisiológicas y metabólicas, similares (Leroy y De Vuyst, 

2004). Pueden ser cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no móviles, 
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anaeróbicos, microaerofílicos o aerotolerantes, homofermentativos o heterofermentativos 

(Fulier, 1989). 

El crecimiento de las BAL a diferentes temperaturas y la presencia de enzimas 

específicas para el desdoblamiento de lactosa y la hidrólisis de caseínas, son factores que 

definen en gran medida a los diferentes géneros de estas bacterias (Smacchi y Gobbetti, 

1998; Fitzgerald y Murray, 2006,). 

2.3.1 Sistema proteolítico de BAL 

 Las BAL poseen un sistema proteolítico eficiente para reducir grandes 

subunidades de caseínas a oligopéptidos o pequeñas cadenas de aminoácidos y proveer 

a las células con los aminoácidos necesarios para su crecimiento en la leche (Takahashi, 

1999). Este sistema consta de tres pasos principales (Smacchi, y Gobbetti, 2000; Letort y 

Juillard, 2001;Diaz y Decker, 2003)  

1. Proteólisis de la caseína por proteasas ligadas a la pared celular para formar una 

gran cantidad de péptidos. 

2. Transporte de péptidos al interior de las células por un sistemas de transporte de 

fracciones peptídicas, específico para cada microorganismo. 

3. Degradación de péptidos por un diverso grupo de peptidasas hasta formar 

aminoácidos libres, los cuales son metabolizados o asimilados en proteínas. 

2.3.1.1 Proteasas 

 Las proteasas de las BAL realizan el primer paso en la degradación de la 

caseína. Las proteasas han sido clasificadas de acuerdo a su actividad y propiedades en: 

Tipo PI , que actúa sobre la BCN, Tipo PIII, que actúa sobre la ACN, KCN y BCN. y Tipo 

PI / PIII , que es una mezcla de las anteriores (Fernandez et al.,1997). 

Estas proteasas son específicas, por lo que han sido utilizadas para la formación de 

sabores en la elaboración de productos lácteos fermentados. Se encuentran ligadas a la 

pared celular, degradando la caseína de la leche para formar oligopéptidos, los cuales son 

transportados a través de las membranas por el sistema de transporte de oligopéptidos 

(Tjwantan et al., 1993; Juillard et al., 1995). 
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2.3.1.2 Peptidasas 

 Una gran variedad de peptidasas (PepA, PepE, PepF, PepO, PepX) tienen la 

capacidad de degradar a los péptidos generados a partir de la caseína, por la acción de 

las proteasas. Estos péptidos son degradados a otros más pequeños y algunas veces a 

aminoácidos libres. Se ha encontrado que las peptidasas, se encuentran dentro de la 

célula y son altamente específicas (Adda et al., 1982; Dunn y Lindsay, 1985; Lee y 

Desmazeaud, 1985). 

Estas enzimas varían con respecto a sus propiedades bioquímicas y físicas. Muchas de 

ellas son prolinasas o prolidasas, que hidrolizan los péptidos con residuos de prolina tanto 

en el extremo C- como el N- terminal (Diaz y Decker, 2003). Las peptidasas son 

necesarias para liberar la mayor cantidad de aminoácidos necesarios para el desarrollo de 

los microrganismos (Tjwantan et al., 1993; Kok y De Vos, 1994). 

2.3.1.3 Peptidasas específicas de  Streptococcus thermophilus  

 La degradación de caseínas por acción de S. thermophilus se inicia por una 

proteinasa extracelular, conocida como PrtS, que se encuentra ligada a su pared celular. 

Esta enzima tiene diferencias específicas a las proteinasas de pared celular de otras 

bacterias lácticas. Una de estas diferencias es su punto isoeléctrico, el cual se encuentra 

a un pH de 4.6 mientras que en otras BAL, el punto isoeléctrico puede estar entre 4.5 y 5 

(Chapot-Chartier et al., 1994) 

Por otra parte, Shihata y Shah (2000) observaron que algunas especies de S. 

thermophilus, presentaron mayor capacidad para iniciar la primera etapa de la proteólisis 

(acción de proteinasas). Estos resultados se pueden explicar por sus requerimientos de 

ácido glutámico y metionina, que son cerca de 5 y 60 veces más, respectivamente, que el 

contenido de estos mismos aminoácidos libres en la leche (45 y <1 mg/mL, 

respectivamente) (Juillard et al., 1995). La PrtS se activa cuando en el medio se 

encuentran concentraciones insuficientes de estos aminoácidos (Letort y Juillard, 2001). 

De igual manera se ha observado que esta proteinasa es necesaria en los sistemas de 

protocooperación (Somkuti y Paul, 2010).  

Courtin y colaboradores (2002) estudiaron los cambios de pH y el desarrollo de S. 

thermophilus y L. bulgaricus durante la fermentación de leche. Ellos reportaron que la 

acción de la proteinasa PrtS fue esencial para el crecimiento de S. thermophilus en cultivo 
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puro, pero no observaron ningún efecto en su crecimiento mientras se encontraba en un 

cultivo mixto con L. bulgaricus. Esto se debió a la presencia de la proteinasa particular 

PrtB específica del lactobacilo que además es homóloga a la PrtP de lactococo. Por otra 

parte, la proteinasa PrtB resultó ser esencial para el crecimiento de S. thermophilus en 

cultivos mixtos donde se encontró una disminución de pH mayor que en cultivos puros.  

2.3.1.4 Aminopeptidasas 

 Las aminopeptidasas son enzimas, encontradas en BAL, que hidrolizan 

péptidos en el extremo N- terminal para generar aminoácidos. Estas enzimas hidrolizan 

los péptidos en un rango de 2-12 aminoácidos y generalmente presentan baja actividad 

en dipéptidos con prolina (Diaz y Decker, 2003). Dentro de este grupo de enzimas se 

encuentran la glutamilaminopeptidasa y la X- prolildipeptidilaminopeptidasa. Estas 

aminopeptidasas requieren de sustratos específicos e hidrolizan una gran cantidad de 

dipéptidos, tripéptidos y tetrapéptidos (Tjwantan et al., 1993). 

2.4 Leches fermentadas  

La fermentación es una forma simple, barata y segura de conservar la leche. El 

término leche fermentada incluye los productos lácteos obtenidos a partir de una 

tecnología equivalente a la de la fabricación del yogurt, pero que emplea microorganismos 

diferentes a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus, los 

cuales, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-185-SSA1-2002, son los únicos 

aceptados para la elaboración del yogurt. 

Entre los cambios que se producen en la leche durante su fermentación está el descenso 

del pH que puede llegar hasta un valor de 4. La producción de ácidos no disociados (por 

ejemplo, ácido láctico), de  peróxido y de otras sustancias con actividad antibiótica 

(bacteriocinas), provoca la inhibición del desarrollo microbiano en leches fermentadas. 

Debido a que el peróxido sirve como sustrato en algunas enzimas presentes en la leche, 

hay un potencial de óxido-reducción bajo (Fitzgerald y Murray, 2006). 

2.4.1 Generación de péptidos bioactivos en leches fermentadas 

  Los péptidos bioactivos han sido aislados de diferentes fuentes, tanto 

animales como vegetales. Estas pequeñas fracciones peptídicas pueden ser liberadas 

durante la elaboración de productos lácteos fermentados o por acción enzimática. Los 

cultivos de BAL contienen una gran diversidad de enzimas proteolíticas que son 
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responsables del rompimiento de las proteínas en péptidos y aminoácidos en la 

elaboración de leche fermentada (González et al., 2011) 

Durante el proceso de fermentación, la proteólisis se lleva a cabo por la acción de 

proteasas presentes en BAL. Estas enzimas hidrolizan las proteínas durante la 

fermentación y también durante el almacenamiento (aún en condiciones de refrigeración), 

de la leche fermentada. Al hidrolizarse las proteínas, muchos oligopéptidos son liberados 

y estos pueden ser precursores de péptidos con actividades biológicas, cuando son 

fraccionados por otras enzimas (Korhonen, 2009). Estas pequeñas moléculas derivadas 

no tienen biodisponibilidad definida debido a que son liberadas de la estructura primaria 

de las proteínas que se encuentran encriptadas (Ryhänen et al., 2001). 

La actividad biológica de los péptidos bioactivos depende en gran parte de los 

aminoácidos que lo constituyen. Es por ello que en los últimos años se han destinado 

muchos esfuerzos al estudio de las diferentes actividades benéficas que estos péptidos 

pueden tener sobre el organismo, incluyendo su actividad antihipertensiva, 

antimicrobiana, opioide, inmunoestimuladora, acarreadora de minerales y antitrombótica, 

entre otras (Ryhänen et al., 2001). 

Estás moléculas son de interés para el sector industrial (alimentos y farmacéutica) ya que 

pueden ser incluidas en diversos alimentos y/o medicamentos para lograr su efecto en el 

organismo del consumidor final (Aimutis, 2004).  

2.4.2 Liberación de péptidos bioactivos en leches fermentadas 

Diversas investigaciones se han dedicado a verificar la obtención de péptidos bioactivos 

mediante el sistema proteolítico presente en BAL durante el proceso de fermentación 

(Korhonen et al., 1998; Hong et al., 2008; Fitzgerald y Meisel, 2000; González et al., 

2011). Se han obtenido resultados variables debido a que cada microrganismo tiene o se 

adapta a diversos factores durante este proceso. Dentro de estos factores se encuentran 

la temperatura, el pH, la concentración de sustrato, el tipo de cepa microbiana y el tipo de 

caseína que hidrolizan en el primer paso de la proteólisis (Law y Haandrikman, 1997).  

Se ha demostrado que las leches fermentadas con BAL, contienen péptidos bioactivos 

que tienen actividad biológica, que ayudan a contrarrestar algunas enfermedades en el 

ser humano. Un ejemplo de estos productos es la leche Evolus™, la cual fue la primera 

leche fermentada comercializada para este fin en Finlandia en el año 2000 (Berry, 2000). 
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Otras como Vita de Kaiku™ y Emmi-Evolus™, producidas en España y Portugal, 

respectivamente, se han comercializado en toda Europa (Mine et al., 2010). Otro ejemplo 

es el producto Calpis™, el cual es elaborado en Japón y se obtiene por fermentación 

mediante el uso cepas de Lactobacillus helveticus y Saccharomyces cerevisiae. Esta 

leche ha sido sujeta a varios estudios para corroborar su efecto antihipertensivo (Hata et 

al., 1996; Fitzgerald y Meisel, 2000; Korhonen y Pihlanto- Lepälä, 2006). 

2.5 Hipertensión  

 La hipertensión arterial es una enfermedad caracterizada por un incremento 

de la presión sanguínea de las arterias. Esta enfermedad está asociada a un aumento en 

el riesgo de aterosclerosis (Kumar et al., 2009). La hipertensión crónica es el factor de 

riesgo más importante para desarrollar enfermedades cardiovasculares así como la 

enfermedad cerebrovascular y renal. Esta afección produce cambios en el flujo 

sanguíneo, causada por una disfunción de la capa interna de los vasos y la constipación 

de la pared de las arteriolas, que son las responsables de mantener el tono vascular 

periférico (Dreisbach et al., 2010)  

La hipertensión es un problema de salud a nivel mundial y ha sido tratada con diversos 

medicamentos sintéticos que inhiben a la enzima convertidora de angiotensina (ECA). 

Esta enzima participa en el  mecanismo responsable de la alteración de la presión normal 

de la sangre, cuando esta circula a través de las venas y arterias del cuerpo humano 

(Maruyama y Susuki 1982; Maruyama et al., 1987). La ECA es una metaloproteasa 

dependiente de zinc presente en diversos tejidos como vasos sanguíneos, pulmón, riñón y 

en el corazón (cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos). Es bien conocido que la ECA es 

una enzima que tiene actividad idéntica a la de una quinasa (Skeggs et al., 1956). 

 

2.5.1 Sistema renina-angiotensina  

El sistema renina-angiotensina consiste en una cascada de interacciones entre enzimas y 

sustratos que culminan con la producción de angiotensina II (figura 1) cuya síntesis 

depende, en gran parte, de la conversión de angiotensina I a través de la activación de 

ECA. Un aumento de la actividad de esta enzima, lleva a la degradación de bradiquinina, 

la cual es un vasodilatador que genera fracciones inactivas. La angiotensina II tiene 

propiedades profibróticas y vasoconstrictoras, lo que promueve el remodelamiento 
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miocárdico. El uso de inhibidores de ECA ayuda a prevenir eventos isquémicos y 

aterogénesis (Santos et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Reacciones catalizadas por la enzima convertidora de angiotensina (ECA). 
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2.6 Péptidos antihipertensivos   

 Los péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina presentan 

una actividad menor a la de los fármacos, sin embargo, tienen las ventajas de no provocar 

efectos secundarios y ser más económicos. Los primeros inhibidores exógenos de la 

enzima convertidora de angiotensina (ECA) con un efecto antihipertensivo in vivo, fueron 

descubiertos en veneno de serpiente. Posteriormente, se encontraron varios inhibidores 

en hidrolizados enzimáticos de proteínas presentes en alimentos, como caseína, suero, 

gelatina, levadura y maíz. Los péptidos inhibidores de ECA son los más comunes en las 

proteínas de los alimentos (Korhonen y Pihlanto-Lepälä, 2006). Una dieta rica en péptidos 

inhibidores de la ECA provoca una importante disminución en el desarrollo de la 

hipertensión (Hong et al., 2008).  

Los péptidos antihipertensivos son liberados durante la fermentación anaeróbica con BAL. 

(Matsui et al., 2003). Estas hidrolizan las caseínas mediante su sistema proteolítico, lo 

que tiene como consecuencia la liberación de pequeñas fracciones peptídicas. Dentro de 

estas secuencias peptídicas, puede haber algunas con carácter antihipertensivo, las 

cuales inhiben la actividad de la ECA. Estos péptidos se caracterizan por tener un bajo 

peso molecular y se han aislado en leches fermentadas diversas (Ryhänen et al., 2001). 

Muchos de los inhibidores de la ECA, derivados de leche, se originan de la hidrolisis de 

caseínas (Maruyama et al., 1987; Murayama y Susuki, 1982). Algunas de estas fracciones 

son las denominadas casokininas (Meisel, 1993). 

La producción de péptidos con actividad antihipertensiva, se puede realizar mediante 

hidrolisis de diferentes tipos de enzimas (digestivas, microbianas o vegetales), mediante 

fermentación con diferentes tipos de microorganismos o mediante una combinación de 

ambos procesos (Korhonen y Pihlanto- Lepälä, 2006). 

Diferentes estructuras de péptidos inhibidores aislados, indican que la unión a la enzima 

convertidora de angiotensina está influenciada por la secuencia del tripéptido IPP del 

extremo C-terminal del sustrato de donde se deriva esta relación. Este mecanismo no 

esta completamente claro pero parece que la enzima prefiere sustratos o inhibidores 

competitivos que contienen residuos de aminoácidos hidrofóbicos en las tres últimas 

posiciones del extremo C-terminal. Muchos de los péptidos inhibidores conocidos 

contienen residuos de Pro, Lisina (Lys) o Arginina (Arg) en dicho extremo (Maruyama et 

al., 1985; Quirós et al., 2007).   
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Por otra parte, Meisel y col. (1997) propusieron que el mecanismo de inhibición de la 

enzima convertidora de angiotensina presenta una interacción del inhibidor con un sitio de 

unión aniónico; esto explica que la carga positiva de los residuos de Arg y Lys presente 

una mayor actividad antihipertensiva. 

La unión de los péptidos de la ECA está influida por la secuencia IPP, que puede 

interaccionar con tres regiones de su centro activo (Maruyama et al., 1992). Así, los 

aminoácidos de carácter hidrofóbico, como Trp, Tyr, Phe o Pro, favorecen la unión a estas 

zonas. El péptido con secuencia C-terminal Phe-Ala-Pro, análogo al encontrado en el 

inhibidor presente en el extracto de veneno de serpiente es uno de los más favorables 

para unirse al centro catalítico (Araujo et al., 2000). 
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3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo General  

Evaluar la capacidad antihipertensiva de fracciones peptídicas producidas en una leche 

fermentada por bacterias acido lácticas, a través de ensayos enzimáticos para determinar 

el grado de inhibición de la enzima convertidora de angiotensina. 

3.2 Objetivos Específicos 

 Fermentar leche con cultivos lácticos de Lactobacillus rhamnosus GG y 

Streptococcus  thermophilus 54-102 para determinar los cambios de pH 

producidos durante el proceso. 

 Medir la concentración de grupos amino libres por medio de la técnica de ácido 

trinitrobencensulfónico obtenidos durante la fermentación para determinar el grado 

de proteólisis de cada microorganismo. 

 Caracterizar las fracciones peptídicas mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida para determinar la acumulación de péptidos de bajo peso molecular. 

 Separar las fracciones peptídicas obtenidas durante la fermentación, por medio de 

HPLC para detectar la presencia de aminoácidos aromáticos. 

 Evaluar el efecto antihipertensivo de las fracciones peptídicas obtenidas durante la 

fermentación mediante reacciones enzimáticas in vitro. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS   

 Las cepas Streptococcus thermophilus 54-102 y Lactobacillus rhamnosus GG 

ultizadas en este estudio fueron proporcionadas por el laboratorio de Biotecnología 

Alimentaria de la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. 

4.1 Propagación de las cepas y preparación del cultivo iniciador 

 Las cepas puras fueron acondicionadas en caldo MRS. Se incubaron por 24 

horas a 42°C. Después de la incubación se transfirió un mililitro del caldo inoculado a 

un tubo con 9 mL de una solución de leche descremada en polvo (Dairy Gold) al 10% 

(P/V) previamente pasteurizada a 90°C por 10 minutos. El tubo conteniendo dicha 

solución, se incubó nuevamente durante 24 horas a 42°C. Después de este último 

periodo de incubación, se realizó una tinción de Gram para descartar contaminación 

del cultivo. 

En un matraz Erlenmeyer previamente esterilizado se pasteurizaron 100 mL de una 

solución de leche descremada en polvo al 10% (P/V) durante 10 minutos a 90°C. A 

este matraz se le adicionó 1 mL de la solución de leche inoculada e incubada. El 

matraz se incubó por 24 horas a 42°C. Este matraz fue el cultivo madre para cada uno 

de los microorganismos. 

Al término del tiempo de incubación, se realizó una tinción de Gram para comprobar la 

pureza del cultivo madre. Se realizó la cuenta viable del microorganismo por conteo en 

placa en Agar MRS. 

4.2 Fermentación 

 Para el proceso de fermentación, se prepararon tres sistemas: dos de ellos 

inoculados solamente con un microrganismo y el último inoculado con ambos. La 

concentración inicial de bacterias fue de aproximadamente 1x106 UFC para cada uno 

de los sistemas. La solución para la fermentación se preparó con leche descremada 

en polvo al 10 % P/V adicionada con 2% de lactosa (P/V). Esta solución se pasteurizó 

a 90°C durante 10 minutos antes de la inoculación. 

 Los sistemas estudiados se incubaron a 42°C. Las fermentaciones se 

realizaron por triplicado. Se tomaron 5 mL de muestra cada 2 horas para determinar el 

pH. Se realizaron fermentaciones previas para explorar los puntos de muestreo, el 
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tiempo de fermentación y los cambios de pH. De esta forma, se estandarizó el proceso 

de fermentación.  

Después de las fermentaciones exploratorias, se determinó que el proceso se 

detuviera al alcanzar un pH de 4.5 o cuando se obtuvieran tres mediciones sin cambio 

de pH, independientemente del valor. Las muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 

10 minutos a 4°C (centrífuga Eppendorf) con la finalidad de eliminar la biomasa y 

proteínas de alto peso molecular. Los sobrenadantes de las muestras centrifugadas se 

almacenaron en congelación para su análisis posterior. Todas las mediciones se 

realizaron por triplicado. 

4.3 Determinación de la actividad proteolítica por el método del ácido 

trinitrobencensulfónico (TNBS) 

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

por Adler en 1979 la cual se basa en la reacción del ácido trinitrobencensulfónico con las 

aminas primarias en condiciones ligeramente alcalinas (pH 8.2) (Guadix et al., 2000). Esta 

técnica mide grupos amino libres en hidrolizados proteicos. La reacción que se lleva a 

cabo se muestra en la figura 2. 

 

 

 

 

 

Figura 2. Reacción de TNBS con los grupos amino libres (Adler, 1979). 

 

La preparación de las soluciones empleadas en este análisis se muestra en el anexo 

8.2.1.  

Se agregaron 2 mL de solución amortiguadora de fosfatos 0.2125 M, pH 8.2 en tubos de 

ensaye forrados con papel aluminio. El procedimiento utilizado fue el siguiente: 
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1. Se agregaron 250 µL de muestra a cada tubo. El blanco contenía 250 µL de agua 

desionizada. 

2. Se agregó 1 mL de la solución de TNBS al 0.10% a cada tubo, agitándolos en 

vortex hasta homogenización completa. 

3. Se incubaron las muestras durante una hora a 50°C. 

4. Se detuvo la reacción con 4 mL de HCl 0.1 N y los tubos se agitaron nuevamente 

en vortex. 

5. Se leyó espectrofotométricamente a 340 nm. 

4.4 Análisis de péptidos de bajo peso molecular por electroforesis en gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE-Tricina 

 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 

para analizar mezclas de proteínas 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). En esta técnica 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.  

4.4.1 Preparación de geles  

 Los protocolos de preparación de todas las soluciones para el análisis de 

electroforesis se muestran en el anexo 8.3 

El gel de separación se preparó al 5.5% de C y 16.5% de T. El gel se preparó con una 

solución amortiguadora de Tris-HCl a un pH de 8.45. La solución se preparó siguiendo el 

protocolo del apéndice 1.a. El persulfato de amonio preparado al 10% con el amortiguador 

tris-HCl a pH 8.45 y el TEMED, se agregaron después de 15 minutos de desgasificación 

por medio de agitación lenta a vacío. La solución se transfirió a los cristales de formación 

del gel hasta aproximadamente 4.5 cm de altura. 

Después de 2 minutos de iniciar la polimerización, se agregó agua desionizada para evitar 

la deshidratación del gel. Los geles se polimerizaron por alrededor de 24 horas, antes de 

colocar el gel de concentración. Dicho gel se preparó al 4% de T, con un amortiguador 
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Tris-HCl a pH 6.6. La mezcla se preparó de acuerdo al procedimiento descrito en el anexo 

1.b. El persulfato preparado al 10% con una solución amortiguadora a pH 6.6 y el TEMED 

se agregaron de la misma forma que en el gel de separación. Se retiró el agua 

desionizada que se colocó en el gel de separación, se vació el gel de concentración y se 

colocaron los peines, dejando polimerizar durante aproximadamente dos horas. 

4.4.2 Preparación de muestras y electroforesis 

 Se utilizaron muestras obtenidas durante la fermentación de Lactobacillus 

rhamnossus GG y Streptococcus thermophilus 54-102 y del cultivo mixto. Se tomaron las 

muestras aleatorias de los tiempos de fermentación, tomando como criterio los cambios 

en la concentración de grupos amino libres. Los tiempos para la fermentación fueron a las 

12, 26, 28, 32, 36 y 56 horas para Lactobacillus rhamnossus; a las 4, 6, 8, 10 y 11 horas 

para Streptococcus thermophilus 54-102 y a las 15, 21, 27, 39 y 41 horas para el cultivo 

mixto. Las muestras se centrifugaron en una microcentrífuga SORVALL fresco a 10 000 

rpm por 10 minutos a 4°C. Del sobrenadante se tomaron 40 µL que se adicionaron en 

viales, posteriormente se adicionaron 20 µL de solución buffer colorante y 3 µL de β-

mercaptoetanol.  

Para el cálculo de los pesos moleculares, se tomaron 4µL del estándar de polipéptidos 

(Polypeptide SDS-PAGE Molecular Weight Standars Bio-Rad), se adicionaron 20µL de 

solución reguladora Tris-HCl a pH 6.8, 20µL de agua desionizada, 20µL de solución buffer 

colorante y 3µL de β-mercaptoetanol. Las muestras y el estándar se incubaron por 30 

minutos a 40°C. 

Se removieron los peines del gel de concentración y se pasaron los geles al equipo 

MiniProtean II para iniciar la corrida. Se depositaron 15µL de muestra en los carriles 

formados en el gel de acrilamida. Se llevó a cabo la electroforesis a 30V hasta que las 

muestras entraron por completo al gel de separación (aproximadamente 1 hora). 

Posteriormente, se cambió el voltaje a 95V hasta que la migración de las muestras llegara 

al final del gel (aproximadamente 5 horas).  

Una vez terminada la electroforesis, se fijaron los péptidos sumergiendo los geles en una 

solución fijadora de metanol al 50% y ácido acético al 10%, por una hora. La tinción se 

realizó después del tiempo de fijación, con una solución de azul de Comassie, por dos 

horas. Los geles se destiñeron con ácido acético al 7.5% (Schagger y Von Jagow, 1987). 
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4.5 Separación de péptidos con aminoácidos aromáticos por HPLC 

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 et al., 2009). 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 moléculas de las muestra 

(Nollet y Toldrá, 2013). La técnica utilizada fue una adaptación para péptidos de bajo peso 

molecular (González et al., 2011). 

Las muestras se descongelaron, se centrifugaron a 1000 rpm a 4°C y 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 un 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. La detección se realizó a 220nm con un 

detector de arreglo de diodos (Applied Biosystems 1000S). 

4.6 Determinación de la actividad antihipertensiva de péptidos  

 El fundamento de este método es la conversión de la angiotensina I a II, 

hidrolizando el enlace peptídico entre fenilalanina y la histidina dando como producto el 

dipéptido histidil leucina (Cushman et al., 1977). En la determinación de la ACE de este 

experimento se utilizó como sustrato el hipuril histidil leucina (HHL); formándose como 

subproducto histidil leucina y acido hipúrico donde el ácido puede ser extraído y detectado 

espectrofotométricamente a 230 nm (Rojas- Ronquillo, 2009).   

En este trabajo la actividad antihipertensiva se determinó utilizando el siguiente protocolo: 

1. Se tomaron 80µL de las muestras previamente centrifugadas a 10000 rpm durante 

10 minutos a 4°C. 

2. Se agregaron a los sobrenadantes 200 µL de una solución 5mM de hidrato de N 

Hipuril Histidil Leucina (HHL) (Sigma Aldrich) en amortiguador de borato 0.1 M a 

pH 8.3. La solución se preparó el mismo día del análisis. 
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3. A los tubos de reacción, se añadieron 20 µL de ECA de porcino (Sigma Aldrich) 

preparada en solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M. El tubo se mezcló en 

vortex durante 1 minuto. 

4. Los tubos con ECA, se incubaron durante 1 hora con 15 minutos a 37°C. 

5. La reacción se detuvo agregando 250 µL de ácido clorhídrico 1N y agitando el tubo 

en vortex. El ácido hipúrico obtenido de la reacción enzimática se extrajo con 1.7 

mL de acetato de etilo. 

6. Los tubos se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 minutos a 4°C, para lograr la 

separación de fases. 

7. De la fase orgánica se tomaron 400 µL, calentándose durante 30 minutos a 95°C. 

8. El residuo se resuspendió en 2 mL de agua destilada agitándose 1 minuto en 

vortex antes de llevar a cabo la lectura. 

9. La absorbancia se leyó a 220 nm. 

Para obtener el valor correspondiente a 0% de actividad, se preparó un tubo de 

reacción con 200µL de HHL y 20µL de agua destilada mientras que para obtener una 

lectura de 100% de actividad se preparó un tubo de reacción de 80µL de amortiguador 

de borato sin sustrato y 20µL de enzima. El blanco se preparó con 80µL de agua 

destilada, 200µL de HHL y 20µL de enzima. Todos los tubos recibieron el mismo 

tratamiento que el de las muestras. 

El porcentaje de inhibición fue calculado mediante la siguiente ecuación: 

(𝐵 − 𝐴)

(𝐵 − 𝐶)
𝑋 100 

Donde: 

A es la absorbancia de la reacción con enzima, sustrato e inhibidor (muestra) 

B  es la absorbancia de la reacción con enzima y sustrato (100% de actividad) 

C es la absorbancia de la prueba con sustrato, sin enzima ni inhibidor (0% de actividad) 

 

La preparación de las soluciones utilizadas para realizar el experimento se encuentra 

descrita en el apéndice 8.4. 

  



21 
 

Jessica Lizbeth Sebastian Nicolas 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

5.1 Cambios de pH durante la fermentación 

El pH disminuyó de manera constante en los tres sistemas estudiados hasta 

alcanzar un pH entre 4.5 y 5 (Fig. 3). El sistema fermentado con Lactobacillus rhamnosus 

GG tardó más tiempo (56 horas) en alcanzar el pH de referencia para dar por terminada la 

fermentación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
Figura 3. Cambios de pH durante la fermentación de leche por 
Lactobacillus rhamnosus GG (A), Streptococcus thermophilus 54-102 

(B) y cultivo mixto (C). 
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El tiempo de descenso del pH pudo deberse al tipo de proceso fermentativo y al estrés del 

microrganismo ya que, al momento de ser inoculada, dicha cepa había pasado 3 días a 

4°C. Se ha observado que las bacterias lácticas homofermentativas tienen la capacidad 

de fermentar la lactosa en menor tiempo con respecto a otros microrganismos puesto que 

toman a este azúcar como primera fuente de carbono para la producción de ácido láctico 

(Fitzgerald y Murray, 2006). 

En el caso de la fermentación con Streptococcus thermophilus 54-102 (Fig. 3), se observó 

una disminución de pH más rápida (11 horas) en comparación con la observada para 

Lactobacillus rhamnosus GG. Algunos autores han descrito que la disminución del pH 

durante el proceso de fermentación es debida a dos factores importantes: a la generación 

de biomasa y a la conversión de lactosa en ácido láctico. Estos dos factores suelen ser 

determinantes en las diferencias observadas entre dos sistemas de fermentación con 

distintos microorganismos, ya que su adaptación es dependiente de la capacidad de 

utilización de las fuentes de carbono y de nitrógeno (Pearce y Flint, 2002).  

Por otro lado, algunos estudios han demostrado que la disminución de pH en un sistema 

de fermentación de leche sigue un patrón similar al observado en este estudio (Ragajopal 

y Sandine, 1990; Donkor et al., 2007; Quirós et al., 2007). Adicionalmente, la fermentación 

con Streptococcus thermophilus 54-102 mostró una disminución de pH 4.5 a 4 en un 

periodo de 12 horas. Esta disminución se debe a la adaptación del microrganismo al 

medio de fermentación y a la fuente de aminoácidos libres disponibles para su crecimiento 

(Rojas-Ronquillo, 2009). 

En el sistema donde se inocularon los dos microorganismos, se observó  una disminución 

hasta pH 5, alrededor de las 41 horas (Fig. 3). Se decidió detener la fermentación en este 

valor, ya que en pruebas preliminares de simbiosis, los mismos microrganismos no 

lograron disminuir el pH hasta 4.5. Se sabe que en sistemas simbióticos donde participa 

Streptococcus thermophilus 54-102, su crecimiento y adaptación es dependiente del 

metabolismo del otro microorganismo ya que la liberación de algunos aminoácidos 

esenciales es necesaria para su crecimiento, con el consecuente retraso en la formación 

de biomasa y, principalmente, de la conversión de lactosa (Rajagopal y Sandine, 1990; 

Moreira et al., 2000). 
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Por otro lado, la diminución de pH en sistemas lácteos fermentados con Streptococcus 

thermophilus se ve retrasado por la utilización de dos fuentes de carbono diferentes. En 

primer lugar se realiza la hidrolísis de la lactosa y se sabe que este microrganismo tiene 

una curva de crecimiento diaúxica. Esto es debido a que Streptococcus thermophilus es 

capaz de utilizar la galactosa liberada como fuente de carbono, fermentándola por la vía 

de las pentosas fosfato. Sin embargo, en sistemas mixtos, la acidificación del medio se ve 

limitada por la fermentación solo de la glucosa liberada del disacárido hidrolizado (García- 

Garibay, 1993). 

5. 2 Determinación de grupos amino libres durante la fermentación láctica 

 Para evaluar el nivel de proteólisis durante la fermentación, se realizó un 

análisis de concentración de grupos amino libres por la técnica de TNBS.  

Durante la fermentación con Lactobacillus rhamnosus GG se observó una proteólisis 

inicial mayor en comparación con la de Streptococcus thermophilus 54-102 (Fig. 4-a). Sin 

embargo, en el transcurso de la fermentación, la concentración de grupos amino libres, a 

pesar de permanecer aparentemente constante (de 0.544 a 0.639 mg/L) presentó 

diferencia significativa (P=0.05). Estos resultados estadísticos mostraron que hubo un 

aumento en la concentración de grupos amino libres al final de la fermentación 

(Fernández-Espla y Rul, 1999). 

En general, las diferencias en la concentración de grupos amino libres se deben a la 

especificidad del sistema proteolítico de cada microrganismo. Algunas investigaciones 

similares a este trabajo, realizadas con el género Lactobacillus casei, han demostrado que 

no existe variación de la concentración de grupos amino libres hasta las 21 horas de 

fermentación (Rojas-Ronquillo, 2009). También se ha determinado que las diferencias 

pueden deberse al método, ya que en el caso de las fermentaciones con hidrólisis de 

caseínas, la disminución de grupos amino libres se puede deber en gran medida a la 

precipitación de las proteínas de alto peso molecular. Dichas proteínas, a pesar de estar 

fraccionadas, sufren un proceso de floculación debido a que se encuentran en un medio 

cercano a su punto isoeléctrico. Este fenómeno es causado por la generación de ácido 

láctico, lo cual provoca la separación de las caseínas (Rojas-Ronquillo, 2009; González et 

al., 2011).  
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Durante la proteólisis con Streptococcus thermophilus 54-102, se observó un 

comportamiento diferente durante la cinética de fermentación con respecto al obtenido 

con Lactobacillus rhamnosus GG. Al inicio de la fermentación con Streptococcus 

thermophilus 54-102, se encontró una alta actividad proteolítica que disminuyó a las 7 

horas de fermentación. Sin embargo, al final del proceso se obtuvo una concentración de 

grupos amino libres de 0.24 mg/L (Fig. 4-b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Concentración de grupos amino libres durante la  
fermentación de leche  con (A) L. rhamnosus GG, (B) S. thermophilus 
54-102 y (C) Cultivo mixto. 
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Se sabe que algunas especies de Streptococcus thermophilus tienen baja actividad 

proteolítica asociada a las proteasas de la pared celular. Además, se ha demostrado que 

una actividad proteolítica mayor se debe a peptidasas intracelulares que se liberan por 

lisis celular (Rojas-Ronquillo, 2009). 

Se ha observado que las diferencias entre los sistemas proteolíticos de bacterias lácticas, 

se deben principalmente  a la proteólisis inicial (Chang et al., 2014). Las especies de 

estreptococos, al tener mayores requerimientos nutricionales de aminoácidos, en 

comparación con especies de lactobacilos, deben tener mayor capacidad de hidrólisis 

inicial de proteínas. Fernández-Espla y Col. (2000), aislaron por primera vez una proteasa 

ligada a la pared celular de Streptococcus thermophilus CNRZ 385. Esta enzima es una 

serino-proteasa prolino específica altamente activada por iones calcio, presenta una 

especificidad intermedia entre las proteasas de lactococos, conocidas como PI y PIII. Esta 

enzima fue nombrada como PrtS.  

Al contrario de los lactobacilos, la mayoría de las peptidasas, di y tri peptidasas y 

aminopeptidasas de estreptococos son intracelulares. Se ha observado que en 

Streptococcus thermophilus existen hasta 15 peptidasas como oligopeptidasas, 

dipeptidasas y aminopeptidasas homólogas a las presentes en Lactococcus lactis. Esto es 

de suma importancia, ya que el sistema de peptidasas de Streptococcus thermophilus es 

un sistema más complejo y todo el corte peptídico se realiza al interior de la célula con 

una excreción muy disminuida de péptidos de cadena corta (Rul y Monnet, 1997).  

Algunas peptidasas de estreptococos son aminopeptidasas A, las cuales son específicas 

para aminoácidos ácidos y otras como las PepX son específicas para prolina (Rul y 

Monnet, 1997). Letort y Julliard (2001) aislaron e identificaron una aminopeptidasa 

intracelular X-prolil dipeptidil aminopeptidasa en Streptococcus thermophilus ACA-DC 4, la 

cual es específica para el corte de fracciones en terminación de prolina en el carbono 

terminal. 

En la fermentación con el cultivo mixto (Fig. 4-c)  se observó un aumento en la 

concentración de grupos amino libres durante todo el proceso de fermentación. La 

concentración final podría deberse a dos factores importantes: 1) grupos expuestos a 

causa de la desnaturalización parcial de las caseínas debido a la formación de ácido 

láctico provocando una disminución del pH hasta 4.5, valor del punto isoeléctrico de este 

grupo de proteínas, por lo que los grupos amino, principalmente de la KCN, se exponen 
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libremente (Yamamoto et al., 1994) y 2) acción del sistema proteolítico de Lactobacillus 

rhamnossus GG que genera la liberación inicial de péptidos y aminoácidos libres para el 

desarrollo y crecimiento de Streptococcus thermophilus 54-102. Distintas investigaciones, 

(Quirós, 2007; Rojas-Ronquillo, 2009) han demostrado que el crecimiento y la adaptación  

de especies de estreptococos son dependientes del metabolismo del otro microorganismo 

(Fernandez-Espla et al., 2000). Después de contar con los aminoácidos necesarios para 

su crecimiento, la acción proteolítica de Streptococcus thermophillus continúa hasta el 

final de la fermentación (Fitzgerald y Murray, 2006). 

5.3 Separación de péptidos por electroforesis 

Al realizar la electroforesis a las muestras obtenidas durante la fermentación 

con Lactobacillus rhamnosus, se encontraron bandas correspondientes a péptidos 

menores a 1.4 kDa (Fig. 5). Muchos de los péptidos con funciones bioactivas que se 

encuentran reportados en la bibliografía, son menores a 10 kDa (Rojas-Ronquillo, 2009) 

En la Fig. 5, se observa un incremento en la concentración de péptidos de bajo peso 

molecular y una disminución, tanto en la concentración de caseínas (c) como de proteínas 

de suero (a y b).  
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Figura 5 Separación de péptidos presentes durante la fermentación de 
leche al 10% con Lactobacillus rhamnosus GG. (c) CN, (b) BLG y (a) 
ALA. 
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En el análisis por Image-J, se observó una disminución en la concentración de las 

proteínas de peso molecular mayor a 14.4 kDa. Del mismo modo, desde el primer tiempo 

de monitoreo se identificaron hasta 5 péptidos menores a 14.4 kDa.  Se ha observado que 

la actividad proteolítica de las bacterias lácticas continúa y se mantiene activa durante el 

proceso de fermentación. Varios autores han destacado que el origen de péptidos 

provenientes de proteínas del suero, es en general de mayor importancia debido a que el 

fraccionamiento de BLG es superior por su concentración de prolina, ya que las 

proteinasas y peptidasas del sistema proteolítico de bacterias lácticas son prolino-

específicas (Gasson y de Voss, 1994; Ortíz-Chao et al., 2009). 

En el caso de la fermentación con Streptococcus thermophilus (Fig. 6), no se observó una 

concentración alta de péptidos menores a 1.4 kDa, a pesar de haber encontrado una 

disminución en la concentración de proteínas de peso molecular mayor a 14.4 kDa. Estos 

datos coinciden con los resultados obtenidos durante el análisis de grupos amino libres 

por el método de TNBS. Se observó una proteólisis muy alta al inicio de la fermentación, 

derivando en la disminución en la concentración de caseína.  
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Figura 6. Separación de péptidos presentes durante la fermentación de 
leche al 10% con Streptococcus thermophilus 54-102. (c) CN, (b) BLG y 

(a) ALA 
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Se ha observado que debido a sus requerimientos nutricionales, Streptococcus 

thermophilus es una especie que tiene una alta actividad de la proteinasa PrtS al inicio de 

las fermentaciones, para obtener los aminoácidos necesarios para su sobrevivencia. Esta 

actividad disminuye ya que el corte peptídico se lleva al interior de la célula al contrario de 

lo que ocurre en otras bacterias lácticas donde hay un fraccionamiento peptídico tanto en 

la pared celular como al interior (Chang et al., 2014). 

Por otro lado, se ha demostrado que Streptococcus thermophilus es un microorganismo 

que libera al medio péptidos con aminoácidos aromáticos en su estructura, principalmente 

en el extremo C-terminal (Chang et al., 2014). Esto remarca la importancia de los 

resultados en obtenidos en el presente trabajo, ya que se ha demostrado que estructuras 

peptídicas con aminoácidos aromáticos, muestran actividad antihipertensiva (Hong et al., 

2008).  

En la Figura 7, se observa que, al realizar la fermentación con un sistema inoculado con 

ambos microorganismos se generó una mayor concentración de péptidos de bajo peso 

molecular, que con los sistemas inoculados con un solo microrganismo. Al mismo tiempo, 

se observó una disminución en la concentración de las proteínas de peso molecular 

mayor a 14.4 kDa, igual que en los otros sistemas bajo estudio. Sin embargo, al llevar a 

cabo el análisis con el software Image-J, se detectaron péptidos con peso molecular 

menor a 1.4 kDa. Es bien conocido que, en algunos sistemas simbióticos, existe un 

mecanismo de protocooperación el cual se encuentra regulado por la liberación de 

aminoácidos esenciales para una de las especies presentes en el medio (Leroy y De 

Vuyst, 2004). 

El patrón de péptidos liberados observado en el sistema mixto fue diferente al encontrado 

en los sistemas inoculados con un solo microorganismo. Mientras que en la leche 

inoculada únicamente con S. thermophilus, se observó una baja concentración de 

péptidos de bajo peso molecular durante toda la fermentación, en la leche fermentada con 

L. rhamnosus se encontró una concentración constante desde la mitad de la fermentación 

hasta el final de la misma. 
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La concentración de péptidos obtenidos en el sistema combinado aumentó durante todo el 

estudio. Estos resultados son consistentes con los observados en el análisis de grupos 

amino libres. La importancia de encontrar péptidos con pesos moleculares menores a 10 

kDa, radica principalmente en que, como ya se mencionó anteriormente, las estructuras 

reportadas con actividad antihipertensiva son fragmentos peptídicos de pesos 

moleculares no mayores a 10 kDa (Matsufuji et al.,1994). También se encontró que la 

liberación de péptidos durante la fermentación siguió el mismo patrón que el estudio 

realizado por Rojas-Ronquillo y col. en 2012, donde además, encontraron que la actividad 

antihipertensiva estaba relacionada con la producción de péptidos de bajo peso 

molecular.  

5.4 Identificación de aminoácidos aromáticos en fracciones peptídicas 

Diferentes autores han  reportado que los péptidos antihipertensivos, tienen en 

sus estructuras aminoácidos aromáticos (Cheung et al., 1980; Rokka et al., 1997; 

González et al., 2011). Debido a la importancia de la presencia de este tipo de 

aminoácidos en las cadenas de péptidos con carácter antihipertensivo, se realizó la 
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Figura 7. Separación de péptidos presentes durante la fermentación de leche 
al 10% con L. rhamnosus GG y Streptococcus thermophilus 54-102. (c) CN, (b) 

BLG y (a) ALA 
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separación a 257 nm para detectar la presencia de fenilalanina y a 280 nm para identificar 

la presencia de triptófano y tirosina.  

Se analizaron las fracciones peptídicas correspondientes al inicio, a la mitad y al final  de 

cada fermentación. En la figura 8-I se observa que, al inicio de la fermentación con 

Lactobacillus rhamnossus GG (Fig. 8-IA) a 257 nm se encontraron fracciones de 8.5 kDa 

de peso molecular con presencia de fenilalanina, con un tiempo de retención (tR) de 35 

min. No obstante, durante el proceso de fermentación esta fracción desapareció de 

manera gradual. En la figura 8-IB se muestra cómo la concentración de esta fracción 

peptídica disminuyó y desapareció completamente al final del estudio (Fig. 8-IC). 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso del análisis a 280 nm (Fig. 8-II), al inicio de la fermentación se observaron dos 

fracciones peptídicas de pesos moleculares de 5.2 y 3.3 kDa con tR=35 y 40 min 
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Figura 8. Separación de péptidos  producidos por Lactobacillus rhamnosus GG por HPLC en 
columna de exclusión de tamaño a 257 nm (serie 8-I) y 280 nm (serie 8-II). (A) inicio de 
fermentación, (B) mitad de fermentación y (C) final de la fermentación.  
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respectivamente (Fig. 8-IIA) con presencia de Trp y Tyr. Sin embargo, después de 21 

horas de la fermentación (Fig. 8-IIB), la fracción de 3.3 kDa (tR=40 min) permanece 

aparentemente constante durante todo el proceso fermentativo, lo cual podría indicar la 

presencia de un péptido acumulado en la fermentación conteniendo residuos de Tyr y Trp.  

Según Gasson y de Vos (1994), las BAL prefieren a las caseínas en lugar de las proteínas 

del suero para iniciar la cascada de reacciones proteolíticas. A pesar de ello, a partir de la 

BCN, se generan más de 100 oligopéptidos con tamaños de 4 a 30 residuos de 

aminoácidos, por la acción de PrtP. Estos péptidos generados son de cadena superior a 3 

aminoácidos con concentraciones traza de fenilalanina. Por ello, la presencia de 

fenilalanina no es constante durante el tiempo que dura la fermentación, pues 

Lactobacillus rhamnossus tiene necesidades de este aminoácido para su metabolismo 

(Morishita y Deguchi, 1999). 

La presencia de aminoácidos aromáticos en las fracciones peptídicas, se debe al sistema 

proteolítico particular de cada BAL. Al final del proceso proteolítico, las peptidasas 

intracelulares cortan las fracciones peptídicas en el interior de la célula y excretan las 

fracciones que no utilizan. Petidasas como la PepX, PepO, PepF, PepT pueden realizar 

los cortes de péptidos en la parte hidrofóbica de la secuencia peptídica y algunas veces 

los péptidos excretados acumulados poseen aminoácidos aromáticos en su estructura 

(Kunji et al., 1996). Adicionalmente se sabe que este tipo de estructura se acopla mejor al 

sitio activo de la ECA, provocando su inhibición (Araujo et al., 2000). 

En el análisis de las fracciones peptídicas obtenidas durante la fermentación con 

Streptococcus thermophilus se observó una proteína de 46.9 kDa con presencia de Phe 

(Fig. 9-IA). Esta fracción podría provenir de la seroalbúmina bovina que durante la 

fermentación fue fraccionada, o bien,  de algunas proteínas asociadas en polímeros, lo 

cual es muy común en ciertas condiciones de temperatura y pH para algunas caseínas, 

principalmente BCN (Walstra et al., 1987). Esta proteína desapareció durante el proceso 

de fermentación llevado a acbo en el presente trabajo. 

Del mismo modo, al inicio de la fermentación, se observó una fracción peptídica de 8.8 

kDa la cual permaneció en una concentración aparentemente constante (Fig. 9-IB y 9-IC). 

Muchas de estas fracciones se producen desde el primer rompimiento de proteínas por la 

proteinasa PrtS de Streptococcus thermophilus 54-102. Esta proteinasa se activa 

cortando las proteínas de la leche para que el microorganismo obtenga los aminoácidos 
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necesarios para su sobrevivencia. Estos péptidos fraccionados, son transportados al 

interior de la célula y, al mismo tiempo, algunos se excretan, siendo estos últimos los que 

presentan actividad antihipertensiva, incluso desde el inicio del proceso fermentativo 

(Chang et al., 2014).  

En la presente investigación, desde el inicio de la fermentación, se identificaron dos 

péptidos con residuos de Tyr y Trp (Fig. 9-IIA) con pesos moleculares de 8.8 y 5.0 kDa 

(tR=35 y 40 min, respectivamente). En la parte intermedia de la fermentación se identificó 

un péptido de 3.2 kDa (Fig. 9-IIB y C). Al final de la fermentación, estos tres péptidos 

fueron identificados. También se observó un aumento en la concentración del péptido de 

3.2 kDa (Figura 9-IIC). 
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De acuerdo a los cromatogramas obtenidos para la fermentación con ambos 

microorganismos (Fig.10-I y 10-II), se observa un aumento en la concentración aparente 

de los péptidos con residuos de aminoácidos aromáticos. Al inicio de la fermentación (Fig. 

10-IA) se identificaron dos péptidos de menos de 10 kDa conteniendo Phe (8.8 y 5.0 kDa 

con tR= 35 y 40 min, respectivamente) y aunque la concentración del péptido de 8.8 kDa 

disminuyó en la etapa intermedia de la fermentación (Fig. 10-IB) otro péptido de 9.4 kDa 

(tR=30 min) apareció al final de la misma (Fig. 10-IC). Adicionalmente, la concentración 

aparente de los otros dos péptidos permaneció constante. 
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hubo un incremento aparente en la concentración de la fracción de 5.0 kDa (Fig. 10-IIB). 

Igual que en el análisis a 257 kDa, algunas fraciones desaparecieron en la etapa 

intermedia de la fermentación (Fig. 10-IIB) mientras que otras, aparecerieron al final, 

principalmente una fracción de 9.2 kDa (Fig. 10-IIC). 

La fracción de 5.0 kDa ya se había observado durante el proceso de fermentación con 

Streptococcus thermophilus. De lo anterior se podría inferir que esta fracción se produjo 

por este microorganismo y además se acumuló durante la fermentación, 

independientemente de que se encontrara en un sistema simbiótico. 

Durante el proceso fermentativo en un sistema mixto, el sistema proteolítico de  

Lactobacillus rhamnosus GG rompió la caseína para obtener aminoácidos esenciales para 

su metabolismo, liberando fracciones peptídicas de bajo peso molecular que  

Streptoccocus thermophillus 54-102 introduce a la célula. Este comportamiento se ha 

descrito principalmente para L. delbrueckii sub. bulgaricus y S. salivarius sub. 

thermophilus durante la elaboración de yogurt (García-Garibay et al., 1993). Por medio de 

la proteinasa PrtS, S. thermophilus desintegra la fracción peptídica, utilizando solo 

algunos aminoácidos esenciales para  su crecimiento y sobrevivencia en el medio. Por 

otro lado, este microorganismo contiene peptidasas especiales como la PepS que al 

romper a los oligopéptidos libera residuos con aminoácidos aromáticos e hidrofóbicos, 

principalemente Phe (Adda et al., 1982; Dun y Lindsay, 1985; Lee y Desmazeaud, 1985).  

5.5 Determinación de la actividad antihipertensiva  

 Al inicio de la fermentación con Lactobacillus rhamnosus GG (Fig. 11a) se 

determinó una inhibición de ECA de 46.9%. Dicha inhibición se incrementó a la mitad del 

proceso, ya que a las 21 horas de fermentación se obtuvo un porcentaje de 74.6% de 

inhibición. Sin embargo, a pesar de que se observó la acumulación de péptidos de bajo 

peso molecular, el porcentaje de inhibición disminuyó al final del proceso (59.9%). 

Se sabe que al inicio de la fermentación Lactobacillus rhamnossus requiere aminoácidos 

aromáticos (Phe, Trp) esenciales para su crecimiento (Morishita et al., 1999). Sin 

embargo, aparentemente, estas necesidades impiden la acumulación de péptidos con 

residuos de aminoácidos aromáticos, lo cual puede ocasionar una disminución de la 

inhibición de ECA.  
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Por el contrario, las fracciones peptídicas de la fermentación con S. thermophilus 54-102  

presentaron un incremento de la inhibición de la ECA  (80.4%) al final de la 

fermentación(Fig. 11b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  11. Inhibición de la enzima convertidora de angiotensina con 

péptidos liberados por (a) L. rhamnosus GG, (b) S. thermophilus 54-102, 
(c) cultivo mixto. 
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El comportamiento observado en los sistemas fermentados con S. thermophilus tiene que 

ver con que sus requerimientos nutricionales son diferentes al de otras bacterias (Letort et 

al., 2002) y poseen un sistema muy avanzado a manera de operón de producción de 

aminoácidos (leucina, isoleucina y valina) (Matsufuji et al., 1994; Garault et al., 2000). 

También se generan péptidos de bajo peso molecular, aunque durante el experimento se 

observó que los péptidos de bajo peso molecular se presentaron en menor proporción que 

en la fermentación con Lactobacillus rhamnossus. Además, la nula necesidad de péptidos 

con aminoácidos aromáticos por parte de S. thermophilus permite la acumulación de 

estos en el medio de fermentación (Akpemado y Bracquart, 1983; Letort y Julliard, 2001).  

Al inicio de la fermentación en el cultivo mixto (Fig. 11c) se observó un 38% de inhibición, 

este porcentaje se incrementó de manera gradual, alcanzando 80% de inhibición a las 21 

horas y permaneció sin cambio significativo hasta el final del proceso (41 horas). Este 

incremento pudo deberse a la presencia de una peptidasa intracelular específica de 

Streptococcus thermophilus que generara de manera constante péptidos conteniendo Phe 

(Fernández–Espla y Rul, 1999) puesto que se ha reportado que este microrganismo 

excreta al medio péptidos de dos y tres aminoácidos generados por la acción de 

dipeptidasas intracelulares (Rul y Monnet 1997; Fernández–Espla y Rul., 1999).  

Este incremento en la actividad antihipertensiva es congruente con los resultados 

obtenidos durante el análisis por electroforesis, donde se encontró acumulación de 

péptidos de bajo peso molecular; así como con lo observado en el análisis por HPLC 

donde se determinó la presencia constante de péptidos con residuos de aminoácidos 

aromáticos. Se ha observado un incremento en la inhibición de ECA durante la 

fermentación de leche con BAL (Rokka et al., 1997). Sin embargo, se sabe que la 

capacidad antihipertensiva de leches fermentadas donde se han utilizado BAL 

combinadas es mayor (Quirós et al., 2007). Adicionalmente, debido a que Streptococcus 

thermophilus tiene la capacidad de liberar péptidos con capacidad antihipertensiva desde 

el inicio de la hidrólisis proteica (Cheung et al., 2014), es probable que esta actividad no 

se pierda mientras esta bacteria se encuentre en combinación con otros microorganismos 

durante una fermentación láctica. 

En el caso del cultivo mixto estudiado en la presente investigación, los microorganismos 

utilizados mostraron un crecimiento simbiótico tal y como se observó en la proteólisis. La 

liberación de péptidos por estos microorganismos expuso un comportamiento similar al 

observado durante la fermentación con Streptococcus thermophilus, sin embargo, de 
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acuerdo a los análisis por electroforesis, hay una mayor diversidad y concentración de 

péptidos en este sistema y estos residuos pudieran presentar otras actividades biológicas 

de importancia, que no se estudiaron en esta investigación.  
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6. CONCLUSIONES 

  

La combinación de L. rhamnosus y S. thermophilus 54-102 en un sistema de fermentación 

láctea favorece la acidificación del medio en tiempos más cortos, comparado con los 

sistemas fermentados inoculados solo con L. rhamnosus. Así mismo, la utilización de un 

sistema mixto promueve una mayor actividad proteolítica favoreciendo una mayor 

producción de péptidos de bajo peso molecular. 

El sistema de fermentación mixto L. rhamnosus/S. thermophilus 54-102, no produce 

efectos negativos en la producción de péptidos con fracciones conteniendo aminoácidos 

aromáticos. Es decir, no hay degradación de este tipo de péptidos en el medio una vez 

liberados. 

La actividad antihipertensiva de las fracciones peptídicas obtenidas en este trabajo esta 

relacionada con la presencia de péptidos de bajo peso molecular así como con la 

presencia de aminoácidos aromáticos en dichas fracciones. Adicionalmente, utilizar un 

sistema mixto para la fermentación de la leche, aumenta la capacidad antihipertensiva de 

los péptidos derivados de la proteólisis. 
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7. ANEXOS 

Preparación de medio de cultivo 

Se tomaron 55g/L de agar MRS y se agregó 1.2% de agar bacteriológico, se diluyó en 

agua destilada y se agitó durante 5 minutos aproximadamente. Se esterilizó en autoclave 

a 121°C  durante 15 minutos. 

8.2.1 Preparación de reactivos para técnica del TNBS 

Amortiguador de fosfatos 0.2125 M a pH 8.2  

Se pesaron 9.2525g de fosfato monobásico de potasio (K2HPO4) y se disolvieron en 

250mL de agua. Se pesaron 1.4460g de fosfato dibásico de potasio (KH2PO4) y se 

diluyeron en 50mL. La solución de KH2PO4 se agregó a la solución de K2HPO4 hasta 

alcanzar un pH de 8.2. 

Solución de TNBS al 0.10%  

Se midieron 0.05mL de ácido trinitrobencenosulfónico y se disolvieron en en 25mL de la 

solución de buffer de fosfatos 0.2125 M a pH 8.2 . 

8.3 Preparación de reactivos para electroforesis  

Gel de separación  

Se midieron 3.65mL de la solución stock de acrilamida 19:1 al 30%, se adicionaron 

5.32mL de buffer tris 8.45 y 180µL de SDS 10%. Se Agitó lentamente a vacío durante 15 

minutos para desgasificar la solución. Al final se agregaron 39.375µL persulfato de 

amonio pH 8.8 (preparado al instante) y 5.63µL de TEMED 
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Gel de concentración 

Se midieron 0.32mL de la solución stock de acrilamida 19:1 al 30% y se agregaron: 

3.68mL de buffer Tris pH 6.8 y 80µL de SDS 10 %. Se agitó lentamente a vacío durante 

15 minutos para desgasificar la solución. Al final se agregaron 50µL de persulfato de 

amonio a pH 6.8 y 5µL de TEMED 

Solución de Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% 

Se pesó 0.1g de dodecil sulfato de sodio y se diluyó en 1mL de agua desionizada. La 

solución se almacenó en congelación.  

Solución de persulfato de amonio al 10%  

Se pesó 0.1 g de persulfato de amonio y se diluyó con 1mL de solución reguladora de 

Tris-HCl a pH 8.45 para el gel de separación y a pH de 6.8 para el gel de concentración. 

Solución reguladora para la muestra  

Se diluyeron 0.20mL de glicerol en 0.95mL de agua desionizada. La mezcla se agitó en 

vortex hasta su homogenización. Se adicionaron 0.25mL de solución reguladora Tris-HCl 

0.05M a pH 6.8 y 0.10mL azul de bromofenol al 1%. Se siguió agitando hasta una 

coloración homogénea. Finalmente se agregaron 0.40mL de SDS al 10% y se agitó por 30 

segundos más en vortex. 

Solución reguladora de corrida Tris-glicina-SDS pH 8.3 (5X) 

Se pesaron 7.5 g de Tris (hidroximetil) amino metano y 36g de glicina. Se diluyeron en 

500mL de agua desionoizada y se ajustó el pH a 8.3 con HCl 1N. Al final se adicionaron  

2.5g de SDS homogenizando con un agitador magnético a baja velocidad apra evitar la 

formación de espuma. La siolución se almacenó en congelación. 

Solución fijadora ácido acético (10%)-metanol (50%) 

Se midieron y mezclaron 10mL de ácido acético glacial y 50mL de metanol, 

posteriormente se aforaron a 100mL con agua desinizada . La solución se almacenó en 

refrigeración. 

Solución destiñidora ácido acético (7%)-metanol (10%) 

Se midieron y mezclaron 7mL de ácido acético glacial y 10mL de metanol, posteriormente 

se aforararon a 100mL con agua desionizada. La solución se almacenó en refrigeración. 
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Solución de azul de Coomassie  

Se mezlaron en 100mL de agua desionizada: 10mL de ácido acético glacial y 90mL de 

etanol al 96%. Cuando la mezcla quedo homogénea, se agregaron 0.5 g de azul de 

Comassie, se agitó la solución hasta un color homogéneo. La solución se almacenó en 

refrigeración en un frasco ambar 

8.4 Preparación de reactivos para determinación de actividad antihipertensiva  

Solución amortiguadora de Borato 0.1 M, 0.3 M cloruro de sodio (NaCl) a pH de 8.3 

(amortiguador del HHL 5mM). 

Se pesaron 61.8 mg de ácido bórico (H3BO3) y 175.3mg de NaCl. Se diluyeron las sales 

en agua 10mL de agua destilada. 

Solución para el sustrato HHL 

Para preparar 2 mL de solución para el sustrato HHL, se pesaron 4.3mg de HHL y se 

diluyeron en 2mL de buffer de borato 0.1 M a pH de 8.3 

Solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 8.3  

Se pesaron 0.136g de fosfato monobásico de potasio (K2HPO4) y se disolvieron en 10mL 

de agua. Se pesaron 0.174g de fosfato dibásico de potasio (KH2PO4) y se diluyeron en 10 

mL. La solución de KH2PO4 se agregó a la solución de K2HPO4 hasta alcanzar un pH de 

8.3. 

Preparación de la enzima 

Para tener 1U/mL de enzima, se resuspende toda la enzima de un frasco de ACE de riñón 

porcino (Sigma–Aldrich) en 1 mL de buffer de fosfatos 0.1M a pH de 8.3.  
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