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RESUMEN GENERAL

CARACTERIZACION METAGENOMICA Y PEPTIDOMICA DE LECHE
FERMENTADA CON GRANOS DE KEFIR

Las leches fermentadas (LFs) forman parte del grupo de alimentos funcionales
ya que contienen microorganismos con potencial probidtico. El kéfir es una
antigua bebida lactea a la cual se le atribuyen beneficios al ser consumido, v.g la
reduccion de sintomas asociados a la intolerancia de la lactosa y estimulacion
del sistema inmunoldgico. Se caracterizaron fisicoquimicamente, metagenémica
y peptidobmicamente cuatro leches fermentadas (LFA, LFB, LFC y LFD) con
granos de kéfir. Los parametros de acidez variaron de 3.76 a 3.82 %. Después
de la fermentacion (48 h), las BAL estuvieron presentes de 7.25y 11.13 logl0
UFC - mL-1 vy las levaduras de 6.05 y 7.93 logl0 UFC - mL-1. Asi mismo, se
estudié la microbiota de LFA y LFD mediante la técnica de secuenciacion
metagendmica shotgun, la cual revelé 77 géneros de microorganismos, donde
los mas representativos fueron Acetobacter (73.8 %), Lactobacillus (19.6 %),
Lentilactobacillus (3.9 %), Lactococcus (0.76 %), de igual manera las especies
con mayor abundancia fueron Lactobacillus kefiranofaciens, Acetobacter
orientalis, Lactobacillus helvéticus, Staphylococcus aureus, Acetobacter syzygii,
Acetobacter okinawensis, Lentilactobacillus kefiri y Lactococcus lactis. El perfil
peptidico utilizando la técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas (LC-MS/MS) mostré la presencia de 3691 péptidos. Las principales
actividades bioldgicas, determinadas in silico, fueron antinflamatoria, inhibidora
de ACE, antibacterial, inhibidor de DPP — Ill y DPP — IV, antitrombotico,
anticancerigeno y antioxidante. Igualmente se evalué la actividad antioxidante in
vitro con los ensayos ABTS y DPPH; LFB demostr6 mayor porcentaje de
actividad inhibidora de radicales libres (55.45 %). Los resultados obtenidos
demuestran que, a las 48 de fermentacion, los microorganismos presentes en la
leche fermentadas liberan péptidos con actividad bioldgica.

Palabras clave: Leche fermentada, metagenomica, péptidos, actividad

antioxidante.

Tesis de Maestria en Ciencia, Programa de Posgrado en Ciencia y Tecnologia
Agroalimentaria, Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: Karla Ortiz Trapala

Director de Tesis: Dra. Consuelo S.O. Lobato Calleros.
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ABSTRACT

METAGENOMIC AND PEPTIDOMIC CHARACTERIZATION OF MILK FERMENTED
WITH KEFIR GRAINS

Fermented milks (LFs) are part of the group of functional foods since they contain
microorganisms with probiotic potential. Kefir is an ancient dairy drink to which benefits
are attributed when consumed, e.g. the reduction of symptoms associated with lactose
intolerance and stimulation of the immune system. Four fermented milks (LFA, LFB, LFC
and LFD) with kefir grains were characterized physiochemically, metagenomically and
peptidomically. The acidity parameters varied from 3.76 to 3.82%. After fermentation (48
h), the BAL were present of 7.25 and 11.13 log10 CFU -mL-1 and the yeasts of 6.05 and
7.93 log10 CFU - mL-1. Likewise, the microbiota of LFA and LFD was studied using the
shotgun metagenomic sequencing technique, which revealed 77 genera of
microorganisms, where the most representative were Acetobacter (73.8%), Lactobacillus
(19.6%), Lentilactobacillus (3.9%), Lactococcus (0.76%), likewise the species with the
highest abundance were Lactobacillus kefiranofaciens, Acetobacter orientalis,
Lactobacillus helveticus, Staphylococcus aureus, Acetobacter syzygii, Acetobacter
okinawensis, Lentilactobacillus kefiri and Lactococcus lactis. The peptide profile by the
liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS) technique showed the
presence of 3691 peptides. The main biological activities, determined in silico, were anti-
inflammatory, ACE inhibitor, antibacterial, DPP-IIl and DPP-IV inhibitor, antithrombotic,
anticancer and antioxidant). The antioxidant activity was also evaluated in vitro with the
ABTS and DPPH tests; LFB showed a higher percentage of free radical inhibitory activity
(55.45%). The results obtained show that, at 48 of fermentation, the microorganisms
present in fermented milk release peptides with biological activity.

Key words: Fermented milk, metagenomics, peptides, antioxidant activity.

Thesis.Maestria en Ciencia, Programa de Posgrado en Ciencia y TecnologiaAgroalientaria,
Universidad Auténoma Chapingo.

Author: Karla Ortiz Trapala

Advisor: Dr. Consuelo S.O. Lobato Calleros.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La fermentacién de la leche es una actividad que se ha desarrollado desde hace
10 000 afios, con el sedentarismo y la domesticacion de los animales (Bulttris,
1997; Khalil et al., 2023), surgieron productos como el yogur, kéfir y algunos
qguesos, los cuales, ademas de tener un sabor agradable y cumplir la necesidad
de saciar el hambre, se han utilizado durante miles de afios como tratamiento
para prevenir y reducir sintomas de algunas enfermedades gastrointestinales, ya
que se cree que tienen efectos benéficos para la salud humana, mismos que se
asocian a la microbiota y los procesos bioquimicos que ésta efectia en la
fermentacién. Los productos lacteos fermentados son producidos principalmente

en regiones rurales.

La fermentacion de la lactosa por accion de bacterias acido lacticas (BAL) nativas
de la leche o mediante cultivos iniciadores especificos cumple un papel esencial
en la elaboracion de gran parte de los productos lacteos tradicionales (Kim y
Ku,2018).

Gran parte de los productos lacteos fermentados tradicionales surgen a causa de
la fermentacion de la lactosa por accién de bacterias acido lacticas (BAL) nativas
de la leche o mediante cultivos iniciadores especificos (Kim y Ku,2018). El kéfir
es una bebida de origen Caucaso que se consume en todo el mundo, y se
produce mediante la inoculacién de leche con granos de kéfir. El estudio de los
granos de kéfir ha revelado la composicién de su microbiota conformada por
bacterias acido lacticas, hongos y levaduras (Rattray y O Connell, 2011). Los
microorganismos del kéfir producen vitaminas, degradan proteinas e hidrolizan

lactosa, lo que da como resultado un alimento nutritivo y digerible.
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Anteriormente, para estudiar la composicion microbiologica de los alimentos, se
empleaban técnicas dependientes de cultivo, sin embargo, con el surgimiento de
las ciencias émicas y las herramientas bioinformaticas ahora es posible conocer
la microbiota mediante técnicas independientes de cultivo (Kahraman-Illikkan y
Bagdat, 2021; Lynch et al., 2021).

La secuenciacion metagendémica shotgun proporciona una resolucion
taxonomica de nivel especie hasta cepa y predice el potencial funcional del
metagenoma (Niccum et al., 2020; You et al., 2022; Walsh et al., 2018).

La protedmica es otra herramienta de las ciencias 6micas, la cual tiene diversos
enfoques que permiten tener una vision cualitativa y cuantitativa del proteoma de
los alimentos (Gagnaire y Jan, 2017; Ibafiez et al., 2013). Las proteinas de los
productos lacteos fermentados actian como proveedoras y sustrato para las
enzimas dentro del proceso de protedlisis de la leche y la degradacién de
proteinas bacterianas. Asi mismo, las bacterias presentes en estos alimentos son
productoras de compuestos bioactivos. Los microorganismos del kéfir producen
vitaminas, degradan proteinas e hidrolizan lactosa, lo que da como resultado un

alimento nutritivo y digerible (Konuspayeva et al., 2023).

En la presente investigacion se planted la siguiente hipétesis: la leche fermentada
con granos de kéfir presentard UFC - mL* aceptables de BAL, asi como péptidos
con actividad biolégica para considerarse como alimento probiético. Por
consiguiente, el objetivo de esta investigacion fue caracterizar
fisicoquimicamente, metagendmicamente por secuenciacion shotgun vy

peptiddmicamente la leche fermentada con granos de kéfir.

Para lograr el objetivo general, se desarrollaron los siguientes objetivos
especificos: a) determinar las caracteristicas (proteina, grasa, humedad, sélidos
totales, pH y acidez), b) extraer ADN de las leches fermentadas, c) realizar la
secuenciacion metagendémica shotgun del producto lacteo fermentado, d)
Identificar los péptidos bioactivos de las leches fermentadas mediante LC-
MS/MS.

15



Este documento consta de cinco capitulos. El primero presenta una introduccion
general acerca de las leches fermentadas; el segundo muestra el estado del arte
referente a leches fermentadas y ciencias Omicas; el tercer capitulo esta
conformado por el desarrollo de metodologias y resultados referentes a la
caracterizacion fisicoquimica de las leches fermentadas. En el cuarto capitulo se
identificaron los géneros y especies mas abundantes en las leches fermentadas;
y por ultimo, en el quinto capitulo, se determinaron los péptidos bioactivos

liberados en el proceso de fermentacion y la actividad antioxidante in vitro.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Literatura citada

2.1.1 Leches fermentadas

Los productos lacteos fermentados han sido consumidos desde hace 10 000
afos. Hypdcrates fundador de la medicina racional y Galeno quien fue uno de los
médicos mas destacados de la antigiiedad, notaron que el consumo de leche
fermentada aliviaba desérdenes estomacales e intestinales y desde ese entonces
han sido consumidas no solo como alimento, sino como que también como
proveedoras de salud intestinal. Las leches fermentadas fueron definidas por el
Codex Alimentarius (2018) como un producto lacteo obtenido por la fermentacién
de la leche por accion de microorganismos iniciadores viables, activos y
abundantes, los cuales generan una disminucién de pH (Abi Khalil et al., 2023;
Dominguez et al., 2014; Mayo et al., 2010; Obermany Libudzisz, 1998).

El yogur y el kéfir son unas de las bebidas lacteas fermentadas mas comunes,
los cuales se ubican dentro de la clasificacién de alimentos funcionales ya que
en su composicién se encuentran probidticos y prebiodticos y en el proceso de

fermentacién estan involucrados un gran niumero de BAL y levaduras.

La Organizacion Mundial de la Salud(OMS) en 2002 definié a los probio6ticos
COMO microorganismos Vvivos que se originan a partir de una matriz alimentaria y
confieren un beneficio para la salud del huésped cuando se administran en
cantidades adecuadas, ya sea en cepas unicas o combinadas (Ahn, Lee, G., Lee,
W. 2023; Zendeboodi, et al., 2020); los iniciadores mas comunes en la
elaboracion de yogur son Lactobacillus delbrueckii spp. Bulgaricus vy

Streptococcus thermophilus, sin embargo, también se emplean algunos otros
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probioticos como Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium animalis ssp. Lactis.

Por otro lado, algunos grupos de microorganismos presentes en los cultivos
iniciadores (granos de kéfir) son: Lactobacillus paracasei, L. kefiranofaciens,
Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae y Lactococcus lactis por
mencionar algunos. Estos consorcios microbianos promueven propiedades
funcionales que a su vez beneficios a la salud del consumidor (Da Silva et al.,
2017; Delgado et al., 2020).

2.2 Kefir

El kéfir es una bebida lactea fermentada originaria de las montafias del Caucaso,
el Tibet o Mongolia. Fue descubierta por los caucasicos ya que se percataron de
que la leche fresca al ser transportada en bolsas de cuero ocasionalmente
fermentaba la leche convirtiéndola en una bebida efervescente (Irigoyen et al.,
2005). La palabra kéfir es origen turco “keyif” cuya traduccién puede ser “sentirse
bien”, “placer” y “buen sentimiento”, haciendo referencia a la sensacion de

bienestar que ésta genera posterior a su consumo.

El cultivo iniciador de ésta bebida es el kefirdn y no es mas que una matriz
polimérica que alberga un consorcio rico de microorganismos (hongos, bacterias
y levaduras), dentro de los cuales hay cuatro grupos microbianos dentro de los
granos de kéfir: bacterias homofermentativas, heterofermentativas y levaduras
asimiladoras de lactosa y no lactosa (Prado et al., 2015; Gentry et al., 2023), por
ejemplo: Lactobacillus paracasei, L. kefiranofaciens, Kluyveromyces lactis,
Saccharomyces cerevisiae y Lactococcus lactis, K.marxianus, K. lactis
subsp.lactis, Debaryomyces hanseii y Dekkera andmala, Saccharomyces
pastoriansianasporianus, Saccharomyces pastoriansatanis, Istria orientalis y
Debaryomuces occidentalis, por mencionar algunos. (Ding et al., 2022; Sayqgili et
al., 2023).

La fermentacién de lactosa por accion de estos microorganismos da lugar a la
acidificacion del producto, lo que previene el crecimiento de microorganismos que

la deterioran. Usualmente, los granos de kéfir se inoculan a concentraciones de
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2 a 8 % incubandose durante 18 a 24 h a 25 °C (Dallas et al., 2016; Otles y
Cagindi, 2003).

2.3. Metagendmica

La secuenciacion de proxima generacion o también llamadas de segunda
generacion (NGS) se refiere a la tecnologia de secuencuenciacion de ADN a gran
escala que permite consultar el genoma completo (Alfaro, Sepulveda y Lyon,
2019). Esta tecnologia ha favorecido el estudio de los sistemas bioldgicos, ya que
los métodos dependientes de cultivo presentan dificultades en cuanto al
crecimiento, reproducibilidad e identificacion de algunos microorganismos, sin
embargo, con la técnica de NGS se obtienen resultados en pocas horas y se
requiere poca cantidad de ADN para secuenciar el genoma completo. Dos de los
analisis metagendémicos comunmente empleados para estudios metagendmicos
y perfiles microbianos son 16 S rRNA analisis metagendmico de shotgun. El
analisis de 16 S rRNA se basa en las diferencias de los ribosomas eucariotas y
procariotas y Unicamente esta dirigido a la subunidad 30 S. En cuanto a la
clasificacion taxonomica se han caracterizado ocho grupos principales, desde
dominio hasta especie y su objetivo principal es amplificar las regiones
conservadoras que contienen las células bacterianas (V1-V9). Mientras que la
secuenciacion metagendémica shotgun secuencia el ADN gendmico completo y

tiene mayor cobertura genémica (Akacin, Ersoy, Dolucha y GU, 2022).
2.4 Péptidos bioactivos en leches fermentadas

Los péptidos son moléculas formadas por enlaces peptidicos. Los péptidos
suelen proceder de los alimentos y tienen de dos a veinte aminoacidos (Meisen,
y Fitz Gerald, 2003). Por otra parte, los péptidos bioactivos se definen como
cadenas de aminoacidos que dentro de la proteina precursora se encuentran
inactivos y tienen un impacto positivo en las funciones o condiciones del cuerpo
y pueden contribuir a la salud desempefiando determinadas actividades
biologicas que son manifestadas posterior a su liberacion mediante hidrolisis

quimica, enzimatica o mediante proteolisis microbiana (Aguilar et al., 2017).
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La actividad del péptido depende de su composicidn y secuencia de aminoacidos,
algunos de los efectos benéficos que bridan a la salud son: antioxidante (Mendis
et al., 2005; Suetsuna et al.,, 2000) antitrombético (Shimizu et al., 2009),
antihipertensivos (Jia et al., 2010) y antimicrobiano (McCann et al., 2006). Una
de las técnicas empleadas para identificar y analizar proteinas es la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS), la cual combina dos procesos distintos. El primer proceso se refiere a
la cromatografia de liquidos, en la cual la muestra liquida pasa a través de una
columna que contiene un material que separa las diferentes sustancias de la
muestra, por otro lado, la parte del proceso denominada espectrometria de
masas (MS) informa el peso molecular, estructura, identidad y el nimero de

sustancias presentes en la muestra (NCI, 2021; Shi et al., 2023).

2.4.1 Péptidos con actividad antioxidante

Los radicales libres se producen fisiologicamente mediante reacciones usuales
en el organismo y pueden ejercer diversas funciones como la defensa contra
infecciones. Sin embargo, una cantidad excesiva de radicales libres pueden
generar una sobre carga del sistema de defensa antioxidante enddgeno,
causando un dafio oxidativo celular que puede ser precursor del desarrollo de
diversas enfermedades cronico-degenerativas como el cancer (Halliwell, 1994;
Jadhav et al.,1995).

Los antioxidantes exdgenos son indispensables para conservar el equilibrio de
oxidacion y reduccién, los antioxidantes pueden reducir el estrés oxidativo al
momento de eliminar los radicales libres. Los péptidos bioactivos con potencial
antioxidante obtenidos mediante la protedlisis no solo brinda nutricion, sino que
también poseen una excelente actividad eliminadora de radicales libres (Zhang,
Yuy Zhao, 2023).

El ensayo DPPH es un método muy utilizado para la deteccion de la capacidad
antioxidante, el mecanismo de accion de éste método es que la presencia de

antioxidantes con donacion de hidrégeno conducira a la transformacion de DPPH

23



" a DPPH-H no radical, ocasionando un cambio de color de purpura a amarillo, la
capacidad antioxidante es evaluada con el valor de la absorbancia a 517 nm y
los resultados se estandarizan mediante la unidad equivalente de Trolox (Lang et
al., 2024;Schaich, Tian y Xie, 2015).

Otro método para determinar la capacidad antioxidante es el ensayo de ABTS,
éste es adecuado para antioxidantes liéfilos e hidrofilicos. En este método el
agente cromogeénico es el ABTS, donde tras la reaccidon oxidativa con persulfato
de potasio se genera el radical catidnico estable azul verdoso ABTS*. La
eliminaciéon de radicales por accién de los antioxidantes decolora el ABTS*, por
ende, la absorbancia a 734 nm refleja la capacidad antioxidante y los resultados
se comparan con el sistema estandar de control de Trolox y se expresan como

capacidad antioxidante equivalente de Trolox (Lang et al., 2024).
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3. ANALISIS FISICOQUIMICO Y MICROBIOLOGICO DE LECHES
FERMENTADAS CON GRANOS DE KEFIR

3.1 Resumen

Las leches fermentadas son alimentos funcionales que han demostrado contener
bacterias acidolacticas (BAL) con potencial probiotico. Se colectaron cuatro
granos de kéfir de diferentes productores del municipio de Zacatlan,
denominados LFA, LFB, LFC y LFD. A las muestras se les realizaron analisis
fisicoquimicos y microbiolégicos. Se encontr6 que los contenidos de proteina,
grasa, humedad y solidos totales no tienen diferencias estadisticas significativas
entre las muestras. Para los contenidos de proteina en las LFs tienen porcentajes
de entre 4.10 y 4.52, para grasa los rangos variaron entre 2.61y 2.77. Los solidos
totales estuvieron en un rango de entre 9.87 y 10.17. En relacién a pH y acidez
los parametros fueron de 3.76 a 3.82 para pH y de 1.53 a 1.70 % de acidez. El
analisis microbioldgico en BAL se presentaron como minimo 7.25 logio UFC - mL-
1 de LF y como méaximo 11.13 logio UFC - mL*' y en levaduras como minimo 6.05
logio UFC - mL* y 7.93 logio UFC - mL™2. Por lo tanto, se concluye que las LFs
inoculadas con granos de kéfir pueden ser consideradas como alimentos
funcionales.

Palabras clave: Leche fermentada, kéfir, alimento funcional, probi6ticos
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PHYSICOCHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF FERMENTED
MILKS WITH KEFIR GRAINS

3.1 Summary

Fermented milks are functional foods that have been shown to contain lactic acid
bacteria (LAB) with probiotic potential. Four kefir grains were collected from
different producers in the municipality of Zacatlan, called LFA, LFB, LFC and LFD.
The samples were subjected to physicochemical and microbiological analyses. It
was found that the contents of protein, fat, moisture and total solids do not have
significant statistical differences between the samples. For the protein contents in
the LFs they have percentages between 4.10 and 4.52, for fat the ranges varied
between 2.61 and 2.77. The total solids were in a range between 9.87 and 10.17.
In relation to pH and acidity the parameters were from 3.76 to 3.82 for pH and
from 1.53 to 1.70% acidity. The microbiological analysis in BAL presented a
minium 7.25 log10 CFU * mL-1 of LF and a maximum 11.13 log10 CFU - mL-1
and in yeast at least 6.05 logl0 CFU - mL-1 and 7.93 logl0 CFU - mL-1.
Therefore, it is concluded that LFs inoculated with kefir grains can be considered
as functional foods.

Keywords: Fermented milk, kefir, functional food, probiotics
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3.2 Introduccién

Las patologias gastrointestinales son un problema de salud a nivel mundial en
diversos estratos sociales (Herndndez et al., 2011). Elie Metchnikoff observé que
los granjeros bulgaros vivian mas tiempo y poseian mas salud que la poblacion
en general, inferia que esto era debido a su alto consumo de leche fermentada
(Rajam y Subramnian, 2022), en 1908 propuso la primer definicion de probidtico,
sin embargo esta se ha modificado, discutido y extendido a lo largo de los afios,
y en la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definieron a los probio6ticos
COMO microorganismos Vivos que se originan a partir de una matriz alimentaria y
confieren un beneficio para la salud del huésped cuando se administran en
cantidades adecuadas, ya sea en cepas Unicas o combinadas (Ahn., Lee,G,
Lee.W, 2023; Zendeboodi, Khorshidian, Mortazavian, y Da Cruz., 2020).

En la actualidad, se sabe que el consumo diario de microorganismos probidéticos
ayuda a mejorar y mantener la microbiota intestinal, y que esta misma contribuye
a la prevencioén de diversas afecciones gastrointestinales (Rajam, y Subramnian,
2022). El kéfir es una bebida lactea casera obtenida por la fermentacion de la
leche con granos de kéfir, compuestos por una comunidad de bacterias acido
lacticas, levaduras y algunas bacterias del género Acetobacter, y debido a éstas
comunidades de microorganismos algunos la consideran bebida probidtica
(Bengoa et al., 2019; Rosa et al., 2017), es por ello que el objetivo de dicha
investigaciébn es conocer las caracteristicas fisicoquimicas y la cuenta de
microorganismos viables en cuatro muestras de LF con granos de kéfir

provenientes de la ciudad de Zacatlan e impulsar su consumo en la poblacién.
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3.3 Materiales y métodos
3.3.1 Ubicacion del trabajo

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Tecnologia de
los Alimentos, ubicado en el Departamento de Preparatoria Agricola y en el
Laboratorio de Investigacién localizado en el Departamento de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Autbnoma Chapingo.

3.3.2 Materiales

Las muestras de kéfir fueron colectadas en la ciudad de Zacatlan, Puebla, con
coordenadas 19 ° 50" y 20° 06" de latitud norte; meridianos 7° 51" y 98° 11°de
longitud oeste, altitud entre 900 y 2900 msnm.

3.3.3 Acondicionamiento de la muestra

Se pesaron 25 g de kéfir, se enjuagaron con agua destilada y se filtraron con un
tamiz de plastico, posteriormente se inocularon con 250 mL de leche
semidescremada Lala® y se incubaron a temperatura ambiente (22 = 2 °C)
durante 48 h en recipientes de vidrio estériles, posterior a la fermentacién los
granos se filtraron y las muestras de leche fermentada se utilizaron para los

analisis correspondientes (Garrote et al., 1997).
3.3.2 Andlisis fisicoquimicos

Para el analisis de proteina, grasa, humedad y porcentaje de solidos totales, se
evaluaron con la técnica de transmision de infrarrojo cercano con el analizador
de lacteos FoodScan™ (Foss Analytical, CDMX, México) bajo la norma I1SO
21543:2020; IDF, 201:2020. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
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pH Yy acidez

La determinacion de pH se realizé con un potenciometro (Conductronic PC45,
Puebla, México) se tomaron alicuotas por triplicado de cada muestra de leche

fermentada (LF) y se realizaron las lecturas.

La acidez titulable (AT) se evalué mediante titulacion por neutralizacion con una
solucién estdndar de NaOH 0.1 N y fenolftaleina como indicador; el porcentaje
de acido lactico se determind con la ecuacion 1, todas las mediciones se

realizaron por triplicado (Cho et al., 2020).

(10+V N qoH*+0.009%0.1)
w

% Acido Lactico = ( ) 100 (Ec. 1)

Donde: Vyq.on €S el volumen gastado de NaOH en la titulacion

W es el peso de la muestra en gramos.

3.4 Analisis microbioldgico

Se realizé la técnica de vaciado en placa segun la metodologia planteada por
Azizi et al., (2017) y Falfan et al.,, (2022) con algunas modificaciones. Se
suspendieron 25 mL de cada LF en 225 mL de agua peptonada 0.1 % (Sigma-
Aldrich® Quimica, Toluca de Lerdo, México); y posteriormente se hicieron
diluciones seriadas hasta 1011, La siembra para BAL fue de 10, 101°y 10t en
medio de cultivo MRS (Difco™ Laboratories, Detroit, Michigan, USA), mientras
que para levaduras fueron 104, 10°y 107 en medio de cultivo PDA (Bioxon,
México City, México). El vaciado fue de la siguiente manera: se coloc6é 1 mL de
cada dilucién de interés en cajas de Petri desechables de 90 x 15 mm (Marca
Sym, México) e inmediatamente se vertié el medio de cultivo correspondiente.
Todas las siembras fueron realizadas por triplicado. Las BAL se incubaron en una
estufa de cultivo (RossCha, México) durante 24 — 36 h a 37 °C + 2 en condiciones
anaerobicas y se cuantificaron a los 3 d, mientras que las levaduras se incubaron
a 27 °C y se cuantificaron alos 5 — 7 d, bajo la norma NOM-111-SSA1-1994.
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3.5 Andlisis estadistico

Los resultados de los andlisis fisicoquimicos y microbiologicos se sometieron a
un Andlisis de Varianza (ANOVA) con un Disefio completamente al azar (DCA).
Se realizé una comparacion de medias con la prueba de Tukey. El nivel de
significancia se establecié en p < 0.05. Los datos se analizaron en los softwares
SAS 9.4 (SAS Institute Inc.) y Minitab 17 (Minitab Inc. All rights reserved).

3.6 Resultados y discusion
3.6.1 Andlisis fisicoquimicos

Los resultados obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica de las leches
fermentadas (LF) se muestran en el Cuadro 1; el porcentaje de proteina presenta
similitud con lo reportado por Kahraman-llikkan y Bagdat (2021) quienes en su
investigacion reportaron valores entre 4.8 y 5.8 % leche entera de vaca inoculado
con granos de kéfir, mientras que en esta investigacion los valores fueron 4.10 £
0.17y 4.52 £ 0.22. Shalabi (2022) reportd porcentaje de proteina 4.96 + 0.03 %
en un yogur batido con melaza de algarroba al 15 % en el dia cero de
almacenamiento, posiblemente el porcentaje de proteina es superior al obtenido
en este estudio debido a la adicion de algarroba, en cuanto al contenido de grasa
también reportd 2.78 + 0.01 %, muy similar al obtenido en la LFD 2.77 £ 0.19,
igualmente Aidarbekova y Aider (2022) reportaron valores de 2.90 + 0.01 en dos
de sus tratamientos con suero electroactivado; por otro lado Cufaoglu y Erdinc
(2023) y Vujicic et al. (1992) informaron que porcentajes de grasa del 1.2 % se
deben a las ligeras reducciones en el contenido de grasa a causa de la

produccion de lipasa durante la fermentacion.

La variable de soélidos totales (ST) no presentd diferencia estadistica significativa
en las cuatro leches fermentadas (p < 0.05) como se indica en el Cuadro 1. Estos
resultados son muy similares a los reportados por Wszolek et al. (2001) en su
estudio de leche bovina, caprina y ovina inoculadas con granos de kéfir

obteniendo sélidos totales entre el 10.6 y 14.9 %.
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En cuanto al contenido de humedad tampoco existio diferencia entre las LF donde
los valores fueron 89.83 y 90.12 %, esto es congruente dado que el porcentaje
de agua en leche cruda o ultrapasteurizada es del 87 % y para esta investigacion
Unicamente se inocularon los granos de kéfir en leches semidescremadas, es
decir no se alter6 la materia prima, asi mismo Liutkevicius y Sarkinas (2004)
demostraron en su investigacion que los granos de kéfir contienen 86.3 %
mientras que la Academia Rusa de Ciencias Médicas menciona que el kéfir
desgrasado y entero debe contener entre 88.9y 91.4 % por lo tanto las muestras:

LFA, LFB, LFC y LFD se ubican en el rango de dicha academia.

Se formaron dos grupos para la variable potencial hidrégeno (pH) en las cuatro
leches fermentadas, en el primero se encuentran las LFD, LFA y LFC donde no
existe diferencia estadistica significativa entre ellas mientras que en el segundo
grupo estan LFA, LFC y LFB, otros autores como Maoloni et al. (2020) reportaron
valores de pH que oscilaron entre 3.5 £ 0.3y 4.3 £ 0.3, sin embargo Pothuraju et
al. (2018) y Yilmaz et al. (2022) indicaron un pH de 4.2 a 4.6 en la produccién
de kéfir artesanal con un tiempo de fermentacién de 18 a 24 h, la diferencia con
los resultados obtenidos en esta investigacion comparado con los autores
mencionados puede ser por el tiempo de fermentacion. Rosa et al. (2017) y
Ferreira (2010) aseveran que la lactosa es degradada durante la fermentacion,
lo que ocasiona una disminucién del pH. Los porcentajes de acido lactico fueron
de 1.53 £ 0.022 % LFA a 1.70 + 0.07 % LFD, Bosenea et al. (2017) reportaron
valores de % AT de 1.1 % a 1.44% en yogur probiético de Lb. Casei ATCC 393
a los 60 dias de almacenamiento, esta diferencia puede deberse al tiempo de

almacenamiento de las muestras y a los cultivos iniciadores.

Aproximadamente el 30 % de lactosa de la leche es hidrolizada por la enzima 8-
galactosidasa, la cual desdobla la lactosa en glucosa y galactosa, convirtiendo la
leche fermentada a base de granos de keéfir como una opcién viable para ser

consumida por personas intolerantes a la lactosa.
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Cuadro 1. Analisis fisicoquimico de cuatro LF.

Leche Proteina Grasa ST Humedad H
fermentada (%) (%) (%) (%) P
LEA 452+022° 261+0.122 10.17+0.18% 89.83+0.182 3.80+0.010%
LFB 4.41+020° 269+0.032 10.14+0.10% 89.86+0.102 3.76 +0.005°
LEC 4.41+020° 262+0.162 9.87+0.182 90.12+0.182% 3.79 + 0.005%
LED 410+0.17%8  2.77+0.192 992 +0.142 90.08+0.142  3.82+0.0302

ab Medias + Desviacion estandar. Los valores con la misma letra en columnas son
estadisticamente iguales (p < 0.05). ST=Solidos totales

3.6.2 Andlisis microbioldgico

La microbiota de los granos de kéfir y de la leche fermentada, contienen muchas
especies de bacterias, levaduras y hongos los cuales forman una relacion
simbittica compleja; las levaduras generan vitaminas, aminoacidos y otros
compuestos que favorecen el crecimiento de las bacterias. De igual manera los
metabolitos producidos por las bacterias son utilizados por las levaduras como

fuente de energia (Rosa et al. 2017; Vardjan et al. 2013).

En el Cuadro 2 se presentan los logaritmos de unidades formadoras de colonias
de BAL (entre 7 y 11 logio) y levaduras (6 y 8 logio) por mL de LF; Gamba et al.
(2020) reportaron 108 y 10° UFC mL™? de BAL en leche de vaca fermentada con
kéfir y en una bebida a base de soya, en cuanto a levaduras reportaron 10%y 10/
UFC mL%, mientras que Irigoyen et al. (2020) obtuvieron cuentas de BAL de 108
UFC mLty 10° UFC mL™* en levaduras. De acuerdo con lo mencionado por la
Federacion Internacional de Lacteos (IDF), al momento de consumir el alimento
éste debe contener al menos 108 UFC/mL de bacterias viables para considerarse
como alimento funcional o probiotico, tal aseveracion es secundada por
Homayouni et al. (2008) y Rajam-Subramania (2022) quienes afirman que las

leches fermentadas con granos de kéfir son probidticas.
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Cuadro 2. Determinacion cuantitativa de levaduras y BAL en cuatro leches
fermentadas.

Leche Levaduras BAL
fermentada (Logio UFC-mL™Y) (Logi0 UFC-mL™1)
LFA 7.54 +0.07° 7.83 £0.01°
LFB 6.92 £0.20°¢ 11.13+0.112
LFC 6.05 + 0.05¢ 11.10+0.012
LFD 7.93 +0.002 7.25 £0.24°¢

Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05).
UFC = Unidades Formadoras de colonias

3.7 Conclusiones

Las cuatro leches fermentadas evaluadas en este estudio aportan porcentajes
significativos de proteina, bajo contenido en grasa y con pH bajo de 3.76 a 3.82
y valores de acidez del.53 + 0.022 a 1.70 = 0.07 %, caracteristica propia de
leches fermentadas con kéfir debido al crecimiento de BAL y a la produccion de

acido lactico.

En este estudio se demostré que la LFB y LFC contienen al menos 11 logaritmos
de BAL y 7 logaritmos de UFC mL* de levaduras. Por lo tanto, se infiere que las
leches fermentadas son una bebida funcional que puede ser consumida por

personas intolerantes a la lactosa o con el sindrome de colon irritable.

Debido al consorcio de microorganismos presentes en los granos de kéfir que
fermentan la leche, convierte a las LF como una buena alternativa para mantener
una homeostasis intestinal saludable y contribuye a la economia de las familias

mexicanas dado que es una bebida casera.
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4. ANALISIS METAGENOMICO SHOTGUN DE LECHES
FERMENTADAS

4.1 Resumen

Se estudi6 la microbiota de dos bebidas lacteas (muestras A y D) fermentadas
con granos de kéfir mediante un método independiente de cultivo y un enfoque
metagendmico. Las muestras de ADN de cada leche fermentada se secuenciaron
por metagendémica shotgun con Illumina HiSeq® (lllumina Inc., San Diego, CA,
EUA). Con lo cual se encontraron 77 géneros de microorganismos siendo los
mas representativos: Acetobacter (73.8%), Lactobacillus (19.6 %),
Lentilactobacillus (3.9 %), Lactococcus (0.76 %). Asi mismo, se identificaron ocho
especies mas abundantes en las dos leches fermentadas Lactobacillus
kefiranofaciens, Acetobacter orientalis, Lactobacillus helvéticus, Staphylococcus
aureus, Acetobacter syzygii, Acetobacter okinawensis, Lentilactobacillus kefiri y
Lactococcus lactis. A las 48 horas de fermentacion con granos de kéfir, se
produjeron nueve aminoacidos esenciales: histidina (His), tirosina (Tyr),
fenilalanina (Phe), metionina (Met), lisina (Lys), isoleucina (lle), leucina (Leu),
triptéfano (Trp) y valina (Val) y dos no esenciales: arginina (Arg) y prolina (Pro).
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CHAPTER 4. SHOTGUN METAGENOMIC ANALYSIS OF FERMENTED MILKS
4.1 Summary

The microbiota of two dairy drinks (samples A and D) fermented with kefir grains
was studied using an independent culture method and a metagenomic approach.
DNA samples from each fermented milk were sequenced by shotgun
metagenomics with lllumina HiSeq® (lllumina Inc., San Diego, CA, USA). With
which 77 genera of microorganisms were found being the most representative:
Acetobacter (73.8%), Lactobacillus (19.6%), Lentilactobacillus (3.9%),
Lactococcus (0.76%). Likewise, eight more abundant species were identified in
the two fermented milks Lactobacillus kefiranofaciens, Acetobacter orientalis,
Lactobacillus helveticus, Staphylococcus aureus, Acetobacter syzygii,
Acetobacter okinawensis, Lentilactobacillus kefiri and Lactococcus lactis. After 48
hours of fermentation with kefir grains, nine essential amino acids were produced:
histidine (His), tyrosine (Tyr), phenylalanine (Phe), methionine (Met), lysine (Lys),
isoleucine (lle), leucine (Leu), tryptophan (Trp) and valine (Val) and two non-
essential ones: arginine (Arg) and proline (Pro).

Keywords: Fermented milks; kefir; metagenomics
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4.2 Introduccion

Los alimentos y bebidas fermentadas tradicionales han sido consumidos desde
hace siglos, desarrollando un papel importante en el progreso de las
civilizaciones, ya que forman parte de la identidad y cultura de las diferentes
poblaciones humanas. No solo han sido empleadas en rituales y ceremonias,
sino también han sido parte esencial en la alimentacion dado que aportan
beneficios nutricionales y promueven la salud del consumidor (Villarreal et al.
2018).

El consumo de alimentos fermentados ha aumentado en todo el mundo debido a
los supuestos beneficios para la salud. Es fundamental comprender el
microbioma de los alimentos fermentados que influye principalmente en la calidad
y seguridad de estos alimentos. Uno de éstos alimentos es el kéfir, descrito como
una bebida lactea fermentada cuya caracteristica diferencial entre otras bebidas
lacteas fermentadas son los granos de kéfir empleados como starter o cultivo
iniciador, éstos estan constituidos principalmente por el polisacéarido kéfiran, el
cual conforma una matriz polimérica con un consorcio de bacterias acido lacticas
(BAL), hongos y levaduras (Ebner et al., 2015; Turek y Wszolek 2022; Yegin et
al., 2022; Wang, H., y Guo, M. 2023).

Anteriormente para conocer a detalle la composicion microbiana de cualquier
producto se realizaban técnicas dependientes de cultivo, sin embargo, ahora con
el desarrollo de nuevas técnicas es posible conocer la diversidad microbiana de
productos con técnicas independientes del cultivo. Se ha demostrado que la
secuenciacion metagenomica es una herramienta poderosa para describir la
diversidad microbiana de diferentes matrices alimentarias, como quesos frescos,
madurados, yogur probidtico, pulque, tepache y pozol por mencionar algunas
(Kahraman-llikkan, y Bagdat, 2021; Tenorio et al., 2021).

La metagenomica por shotgun es una herramienta tecnologica de secuenciacion
de alto rendimiento que combinada con enfoques computacionales ayudan a

caracterizar y comprender las funciones especificas de las comunidades
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bacterianas, asi como a inferir rutas metabdlicas importantes como por ejemplo

la biosintesis de amino&cidos (Quince et al., 2017).

Diversas investigaciones se han enfocado en el analisis metagendmico de los
granos de kéfir, sin embargo, existen pocos estudios de la bebida fermentada con
granos de kéfir, es necesario indagar sobre la composicién microbiana y la
presencia de comunidades procariotas y eucariotas, esto con la ayuda de las
ciencias Omicas. Este estudio tuvo como objetivo elucidar la diversidad
microbiana de las leches fermentadas con granos de kéfir a las 48 h de
fermentacién mediante la técnica independiente de cultivo: “secuenciacion de alto

rendimiento”.

4.3 Materiales y métodos

La extraccion de ADN se efectu6 en el Laboratorio de Biologia Molecular, situado

en el Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma Capingo.

Para la extraccion se emple6 un kit ZymoBIOMICS® DNA Miniprep (Zymo
Reserch, Irvine, EUA) y proteinasa K (Plasquim de México, México).

4.3.1 Extraccion de ADN

La Extraccion de ADN se realizé con el kit de minipreparacion de ADN
ZymoBIOMICSTM (Zymo Research, Irvine, California). La calidad del ADN
extraido se analizé utilizado un espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc., Wilmington, DE. EUA), la concentracion minima
recomendada de ADN (10 ng/ul) y el nivel de pureza de densidad o6ptica a
260/280 (1.8-2.0 ng/ul), si la proporcion es significativamente menor puede
indicar la presencia de proteinas fenol u otros contaminantes que son detectados
a 280 nm (Sambrook et al., 1989; Wilfinger, Mackey, K., y Chomczynski. 1997).
Las muestras LFA y LFD alcanzaron la concentracién minima recomendada de
pureza. EI ADN extraido se almaceno en tubos de PCR y se mantuvo a - 20 °C

hasta su secuenciacion metagendmica shotgun con el servicio Shotgun
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ZymoBIOMICS® para andlisis de microbiomas (Zymo Research, Irvine, CA,
EUA).

4.3.2 Secuenciaciéon por Shotgun

Las muestras de ADN se procesaron con el servicio de secuenciacion
metagendémica para andlisis de microbiomas Shotgun ZymoBIOMICS®
(ZymoResearch, Irvine, CA), donde se prepararon las bibliotecas KAPA™
HyperPlus (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EUA), la secuenciacion se realizo
con el sistema de secuenciacion lllumina NovaSeq® (lllumina, San Diego, CA,
EUA) y se cuantificaron las bibliotecas con TapeStation® (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA).

4.3.3 Andlisis bioinformaéatico

El analisis bioinformatico se realizd siguiendo la metodologia descrita por
Puentes, Garciay Tamames (2020). La cual se basa en el software SqueezeMeta
para el procesamiento automatizado de lecturas sin procesar en contigs anotados
y genomas reconstruidos (bins). Los datos fueron procesados en el cluster

Topanzolco (http://www.uusmb.unam.mx/) perteneciente a la unidad

universitaria de secuenciacion masiva y bioinforméatica de la Universidad

Nacional Autbnoma de México.

Las composiciones taxonémicas a nivel de género y especie se graficaron con el
paquete ggplot 2 de RStudio v.4.2.3(Northern Ave, Boston, Ma, EUA).

KEGG

Para la reconstruccion de anotaciones funcionales de rutas metabdlicas se utilizd
el recurso bioinformatico KEGG (Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto), el
cual contiene una base de datos PATHWAY misma que esta representada por
aproximadamente 90 diagramas graficos para rutas metabodlicas como

referencia.
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Primero se identificaron los genes de enzimas del genoma con los marcos de
lectura abiertos (ORFs), para ello se utilizé el software Prodigal (Hyatt et al.,
2010) el cual se encargd de predecir genes codificadores de proteinas y
determind la referencia y similitud de secuencia con la correlacion posicional de
los genes y los numeros de clasificacion numérica para las enzimas (CE), los
cuales se asignaron y se construyeron computacionalmente rutas especificas del
organismo correlacionando genes del genoma de estudio con productos génicos
(enzimas) en las rutas de referencia de acuerdo con los numeros CE

correspondientes (Kanehisa, M. 2000).

Se utilizé Kegg Mapper (https://www.genome.jp/kega/mapper/reconstruct.html),

como base de referencia para la construccién e interpretacion biolégica de
secuencias gendmicas y datos de alto rendimiento y la construccion de rutas

metabolicas, se seleccionaron dos de las mas representativas.

4.4 Resultados y discusion
4.4.1 Calidad de extraccién de ADN

La calidad e integridad de la extraccion de ADN de las cuatro leches fermentadas
se muestran en el Cuadro 3. De acuerdo con Requena y Pauca (2023) se

obtuvieron rangos aceptables en cuanto al rango de pureza (A 260/280) 1.7- 2.0.

Cuadro 3. Calidad e integridad de extraccion de ADN de LFs

Muestra ng / uL 260/280
LFA 57.3 1.70
LFB 48.9 1.74
LFC 42.2 1.70
LFD 64.9 1.73

LFA = Leche fermentada productor A. LFB = Leche fermentada productor B, LFC = Leche
fermentada productor C, LFD = Leche fermentada productor D. Fuente: Elaboracién propia con
datos experimentales.
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4.4.2 Abundancia relativa
Género

Las leches que fueron fermentadas con el cultivo iniciador (granos de kéfir) de
los productores A y D presentaron una comunidad de 77 géneros y se
seleccionaron los cinco con mayor abundancia (Figura 1). EI género con mayor
presencia en las dos leches fermentadas es Acetobacter con ~ 70 %. El segundo
género mas representativo es Lactobacillus, seguido de Lentilactobacilus y
Lactococus, sin embargo, el género Staphylococcus presentd mayor abundancia
en la leche fermentada D. Walsh et al. (2016) evaluaron tres variedades de
granos de Kkéfir; en los cuales evidenciaron la presencia de Acetobacter,
Leuconostoc, Propionibacterium y Bifidobacterium como géneros bacterianos
dominantes, en cuanto a géneros de hongos Unicamente detectaron la presencia
de Saccharomices y Kazachstania. Mientras que Wang y Guo (2023) reportaron
un total de 20 géneros representativos y 12 dominantes de los cuales dos
coinciden con los encontrados en esta investigacion; Lactobacillus, y
Acetobacter; esta pequefia variacion en los resultados puede deberse a que
Wang y Guo emplearon granos de kéfir reconstituidos, es decir fueron sometidos
a un tratamiento de deshidratacion y posteriormente se reintegraron con leche de
cabra. Bengoa et al. (2019) afirm6 que la diversidad de microorganismos en los
granos de kéfir y en la bebida fermentada cambia de acuerdo al tipo de leche,
temperatura de fermentacién, origen de los granos y las condiciones de

procesamiento.

Por otro lado, You et al. (2022) en su estudio comparativo de 73 leches
fermentadas; encontraron mayor abundancia de Leuconostoc, Acetobacter,
Lactobacillus y Lentilactobacillus en 18 muestras de que el kéfir, igualmente
mencionaron que las bacterias miembros de los géneros Lactobacillus,
Streptococcus y Acetobacter son comunmente asociadas a lacteos y éstas

desempeiian un papel importante en la fermentacion de la leche.
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Figura 1. Principales Géneros presentes en LFA 'y LFD.
LFA = Leche fermentada productor A. LFD = Leche fermentada productor D

Especie

Las LFAy LFD presentaron una comunidad de 77 especies (Figura 2). La especie
con mayor presencia en la leche fermentada A es Lactobacillus Kefiranofaciens,
seguido de Acetobacter orientalis, Staphylococcus aureus y Lactobacillus
helvéticus. Mientras que la leche fermentada D presentdé mayor presencia de
Acetobacter orientalis, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus helveticuls y
Staphylococcus aureus. Wang y Guo (2023) en su investigacion de leche de
cabra fermentada con granos de kéfir reconstituidos identificaron 41 especies
bacterianas y dentro de las diez mas representativas al igual que en este estudio
encontraron L. kefiranofacienns, y L. helveticus. Mientras que Walsh et al. (2023)
reportaron que en 215 muestras de kéfir las especies con mayor presencia fueron
Lc. lactis, L. helveticus, L. kefiranofaciens, Acetobacter orientalis y Leuconosoc
mesenteroides, iguamente mencionaron que no hubo diferencias importantes en
cuanto la dominancia respecto al tiempo de fermentacion (8 y 24 h). Por otro lado,

Zeng et al. (2022) identificaron un total de 715 especies en tres variedades de
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granos de kéfir tibetano donde la cepa dominante fue Lactobacillus
kefiranofaciens, L. crispatus, L. oris, L. mali y L. hilgardii. De acuerdo con lo
reportado con los autores anteriormente mencionados se observo que los granos

de kéfir L. kefiranofaciens y Acetobacter orientalis en leches fermentadas.

Nivel taxonoémico: Especie
Analizados con shotgun, MegaHit
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Figura 2. Principales Especies presentes en LFA 'y LFD.

LFA = Leche fermentada productor A. LFD = Leche fermentada productor D

4.4.3 Reconstruccién de rutas metabdlicas (KEGG)

El recurso de datos KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, por sus
siglas en inglés) es una base de referencia para la interpretacion biolégica de
conjuntos de datos moleculares, el cual genera un diagrama gréafico dibujado
manualmente donde se muestran redes de sefializaciébn, metabdlicas y de
reaccion-interaccion molecular. La base de datos PATHWAY contiene mapas de
vias para el procesamiento de informacion genética, metabolismo, procesos
celulares ambientales, procesamiento de informacion y enfermedades humanas,

por mencionar algunos (Kanehisa y Sato, 2020; Zeng et al. 2022)
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En la Figura 3 se muestran las rutas metabdlicas de la biosintesis de aminoacidos
de leches fermentadas A y D. Para rastrear la ruta de la muestra A se identifico
con linea verde, mientras que para la leche fermentada D, fue el color rojo, si las
dos muestras presentaron la misma ruta metabdlica, la linea de sefializacion fue

en color azul.

La leche fermentada A y D presentaron aminoacidos esenciales como la histidina
(His), tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe), metionina (Met), lisina (Lys), isoleucina
(lle), leucina (Leu), triptéfano (Trp) y valina (Val), estos resultados son similares
a los reportados por Hameed et al. (2021) quienes realizaron inoculaciones de
Lactobacillus plantarum Bu-Eg5 y Lactobacillus rhamnosus Bu-Eg6 en leches
descremadas que también reportaron nueve aminoacidos esenciales, mientras
que en esa misma investigacion reportaron ocho aa no esenciales y en esta

investigacién Unicamente se localizaron dos: arginina (Arg) y prolina (Pro).

Las baterias acido lacticas trabajan en conjunto con las levaduras, estas
disminuyen el pH y facilitan la liberacién de péptidos bioactivos que proveen aa
para el crecimiento de otras bacterias como las del género Acetobacter
(Ponomarova et al., 2017). En las leches fermentadas, se encontraron bacterias
homofermentativas como Lactococcus lactis, Lactococcus helveticus,
Lactobacillus kefiranofaciens y heterofermentativas como Acetobacter orientalis,
Acetobacter syzygii y Acetobacter okinawensis. Algunos aminoacidos esenciales,
como la L -tirosina, la LI -fenilalaninay la L -isoleucina, son clave que se producen
de forma significativa durante la fermentacion, mismos que se encontraron en las
muestras de esta investigacion. En la figura 4 se muestra la biosintesis de los
aminoécidos esenciales y no esenciales, de los cuales la His, Try y Phe provienen
de la ruta de las pentosas después de la fermentacion de 48 h, mientras que Cui
et al. (2023) mencionan que a las 36 h se descompone significativamente la
caseina y por lo tanto la expresion de los polipéptidos Tyr Leu Trp, Pro, Phe, Val
lle Ser Leu, Ala Phe Leu e lle Thr aumenta.
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Figura 3. Ruta metabdlica de principales aminoacidos en leches fermentadas A
y D, a través de la plataforma KEGG mapper (
https://www.genome.jp/kegag/mapper/reconstruct.html)

En la Figura 4 se observa la ruta metabdlica de la riboflavina que a su vez muestra
el EC (Enzyme Commission numbers), las enzimas sefialadas con color rosa se
localizaron en LFA, mientras que las de color verde corresponden a LFD.
Papagianni (2012) en su investigacion sobre ingenieria metabdlica de bacterias
acidolacticas para la produccion de compuestos de importancia industrial, afirmo

que la cepa de L. lactis fabrica riboflavina mediante la sobreexpresion de genes
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biosintéticos de riboflavina. En esta investigacion igualmente se encontrd
presencia de L. lactis en la LFA y D, lo cual justifica la expresion de dicha ruta
metabdlica, asi mismo, la riboflavina es uno de los micronutrientes esenciales
para el cuerpo humano con una amplia gama de funciones fisioldgicas, por lo
tanto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la ha catalogado como uno de
los seis indicadores para evaluar el crecimiento, el desarrollo y el estado
nutricional del hombre (J. Zhang et al., 2022). La riboflavina también conocida
como B2 se encontré en las leches fermentadas A y D, y su ruta de origen es la
ruta de las pentosas, por lo tanto, es imprescindible el consumo de leches
fermentadas en la alimentaciébn de la poblacion dado que respecto a esta
investigacion presena cualidades funcionales, como la proporcién de vitaminas
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mapper ( https://www.genome.jp/kega/mapper/reconstruct.html)
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4.5 Conclusiones

La secuenciacion de alto rendimiento brind6 informacion eficaz acerca de la
comunidad microbiana de las leches fermentadas LFA y LFD con granos de kéfir,
demostrando que la secuenciacion profunda puede ser empleada para
comprender mejor el papel que desarrollan los microorganismos en los productos

lacteos fermentados.

En este estudio se demostro que las LFA y LFD contienen 77 géneros y especies
de los cuales Unicamente se mostraron cuatro principales géneros y ocho
especies, lo cual convierte a la leche fermentada con granos de kéfir en una

bebida probidtica y funcional favorable para el consumo humano.
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5. SECUENCIACION DE PEPTIDOS EN LECHES FERMENTADAS
MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC-MS/MS)

5.1 Resumen

En el kéfir se encuentran microorganismos vivos, tales como las bacterias acido
lacticas (BAL) las cuales son consideradas como microorganismos probioticos,
ya que muchas de ellas muestran actividad proteolitica hacia las proteinas de la
leche, lo que ocasiona la liberacidbn de péptidos bioactivos. Los péptidos
bioactivos son fragmentos de proteinas especificos que tienen un impacto
positivo en una funcion o condicién corporal y pueden influir benéficamente en el
organismo. En este estudio se realiz0 la identificacion de péptidos bioactivos de
cuatro leches fermentadas (LFA, LFB, LFC y LFD) inoculadas con cuatro granos
de kéfir de cuatro diferentes productores de la ciudad de Zacatlan, LFA, LFB, LFC
y LFD mediante la técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS/MS), con la cual se identificaron 33 proteinas y 3691 péptidos con
actividad bioldgica. Las principales actividades bioldgicas que se encontraron in
silico fueron: antinflamatoria inhibidora de ACE, antibacterial, inhibidor de DPP —
'y DPP — IV, antitrombdtico, anticancerigeno y antioxidante. Se evalué la
actividad antioxidante in vitro con los ensayos ABTS y DPPH; las muestras LFA
(47.50 £ 0.70 %) y LFD (47 + 0.01) mostraron mayor porcentaje de actividad
inhibidora para el radical ABTS respecto a las otras muestras, mientras que para
DPPH la muestra LFB demostrd porcentaje de inhibicion de 55.45 + 0.07 % (p <
0.05).

Palabras clave: Leche fermentada; Péptidos bioactivos; Antioxidante.
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PEPTIDE SEQUENCING IN FERMENTED MILKS BY MASS
SPECTROMETRY (LC-MS/MS)

5.1 Summary

In kefir there are live microorganisms, such as lactic acid bacteria (LAC) which
are considered probiotic microorganisms, since many of them show proteolytic
activity towards milk proteins, which causes the release of bioactive peptides.
Bioactive peptides are specific protein fragments that have a positive impact on a
bodily function or condition and can beneficially influence the organism. In this
study, the identification of bioactive peptides of four fermented milk samples LFA,
LFB, LFC and LFD was performed using the liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (LC-MS/MS) technique, with which 33 proteins and 3691
peptides with biological activity were identified. The main biological activities that
were found in silico were: ACE inhibitory anti-inflammatory, antibacterial, DPP—III
and DPP-IV inhibitor, antithrombotic, anticancer and antioxidant. The antioxidant
activity was evaluated in vitro with the ABTS and DPPH assays; being the LFA
(47.50 £ 0.70%) and LFD (47 + 0.01) with the highest percentage of “inhibitory
activity” for the ABTS radical, while for DPPH it was 55.45 + 0.07% (p < 0.05) in
LFB.

Palabras clave: Fermented milk; Bioactive peptides; Antioxidant.
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5.2 Introduccién

A partir del desarrollo de la medicina moderna la humanidad ha consumido
medicamentos para tratar, mitigar o prevenir enfermedades cronicas o agudas.
Sin embargo, con el progreso de la ciencia y el estudio de los alimentos su
composicién quimica, funcional y los efectos benéficos que generan en el ser
humano ha aumentado la popularidad de consumo de alimentos funcionales y
nutracéuticos (Abdel et al., 2019). Los productos lacteos fermentados son
considerados como los primeros alimentos funcionales; estos alimentos se
definen como aquellos que promueven la salud mas alla de proporcionar una
nutricion basica (Sanders, 1998). Algunos de estos alimentos son el kéfir y el
yogur, ya que poseen caracteristicas unicas; el kéfir es una leche fermentada
probidtica originaria de las montafas del norte del Caucaso y se tiene registro de
que se ha consumido desde el afio 2000 a.C., su nombre proviene del eslavo
Keif, que significa bienestar debido a los efectos benéficos asociados con su
consumo; el yogur es otra bebida probidtica que muestra la presencia de
bacterias acido lacticas, que tienen sistemas proteoliticos que les permiten tener
un buen desarrollo en la leche y liberar péptidos potencialmente bioactivos (Sah
et al.,, 2014).

Los péptidos funcionales o bioactivos se definen como secuencias de
aminoacidos inactivos ubicados en el interior de la proteina, los cuales exhiben
una actividad bioldgica definida después de su liberacion mediante hidrdlisis
enzimatica a causa de enzimas digestivas (Kilara y Panyam, 2003),sin embargo
igualmente se liberan péptidos durante la fermentacion de la leche que contiene
cultivos iniciadores ya que las enzimas derivadas de microorganismos llevan a
cabo procesos proteoliticos (Fuglsang et al., 2003; Yamamoto, Akino y Takano,
1994). Regularmente suelen ser péptidos pequefios de 3 a 20 aminoacidos, en
algunos casos pueden contener mas aminoacidos, que son liberados durante el
procesado industrial de los alimentos o durante la digestion gastrointestinal
(Mulero et al., 2011).
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Las enfermedades crénicas y los fendmenos de envejecimiento son relevantes
para el desequilibrio de los niveles de radicales libres en el cuerpo, si se tiene un
exceso de radicales libres esto puede generar dafio celular letal al oxidar
proteinas celulares, enzimas, lipidos de membrana y ADN; y cuando el dafio no
se puede reparar, pueden surgir enfermedades crénicas como el cancer,
diabetes y enfermedades cardiovasculares. Por lo cual es indispensable inhibir
la peroxidacion de los lipidos y la generacion y propagacion de radicales libres
en las células vivas y en los alimentos. Los antioxidantes de origen natural son
una excelente alternativa para evitar la generacién de radicales libres, ya que los
antioxidantes poseen propiedades quimioterapéuticas y de conservacion (Sah et
al. 2014; Urso et al. 2003). Por lo anterior en la presente investigacion se evalué
la actividad antioxidante in vitro y las posibles actividades bioldgicas in silico de

cuatro leches fermentadas con granos de Kefir.

5.3 Materiales y métodos

El procesamiento de las muestras para la obtencion de extractos solubles se
realiz6 en el Laboratorio de Tecnologia de los Alimentos, ubicado en el
Departamento De Preparatoria Agricola; la digestion y secuenciacién de
proteinas se llevd a cabo en el Laboratorio Universitario de ProteGmica (LUP)
ubicado en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (IBt. UNAM).

Los reactivos utilizados albumina bovina (BSA), Folin-Ciocalteu, dodecilsulfato de
sodio (SDS), persulfato de potasio (K2S20s), acido clorhidrico (HCI, hidroxido de
sodio (NaOH), dithiothreitol, iodoacetamida fueron adquiridos en Sigma-Aldrich
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, U.S.A). La enzima tripsina fue adquirida de
Promega Sequncing (PROMEGA Madison, Wisconsin EUA).
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5.3.1 Obtencidn de extractos peptidicos solubles en agua

Los extractos peptidicos solubles se obtuvieron siguiendo la metodologia descrita
por Sah et al., (2014) y Yang et al., (2021). Se tomaron 100 mL de cada LF se
ajustdé pH a 4.6 con HCL 1 M adicionando NaOH 6M, posteriormente las
muestras se centrifugaron a (8000 rpm) a 4 + 1 °C por 15 min en una Centrifuge
5810 R (Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania), se retir6 el sobrenadante y se
filtraron con papel Watman™ No. 41 enseguida se realizé un segundo filtrado con
un filtro de jeringa con membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) con tamafio de
poro de 0.45 (Minisart SRP 4®, Sartorius, Gottingen, Alemania), las fracciones
filtradas se almacenaron a -20 °C para andlisis posteriores (Mahmoud et al.,
2019).

5.3.2 Determinacion de proteina soluble por el método de Lowry

Se estimé el contenido de proteina soluble por el método de Lowry et al. (1951);
se tom61 mL de las fracciones de LF obtenidas y se colocaron en tubos de
ensayo, posteriormente se agreg6é 1 mL de solucién conformada por una mezcla
en partes iguales de las siguientes disoluciones: 1) carbonato de sodio (Na2CO3)
al 10 % (m/v), sulfato de cobre (CuSO4-5H20) al 0.1 % (m/v) y tartrato de sodio
y potasio (KOCO(CHOH)2COONa-4H20) 0.2 % (m/v), 2) hidréxido de sodio
NaOH 0.8 N y 3) dodecilsulfato de sodio (SDS) 10 % (m/v), se dejoé en reposo
durante 10 minutos a temperatura ambiente (21 + 1 °C) bajo proteccion luminosa.
Posteriormente se agregaron 0.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu 0.3 N y se dej6
en reposo durante 30 min a temperatura ambiente bajo proteccion luminosa.
Finalmente, se midio la absorbancia a 750 nm con un espectrofotbmetro Genesys
10s UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) los valores obtenidos
fueron interpolados con un modelo obtenido a partir de una curva estandar de
BSA (0 - 0.1 mg-mL™1).
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5.3.3 Determinacion de actividad antioxidante
DPPH

El ensayo DPPH se determind por la capacidad de inhibicion del radical libre
DPPH (2,2 difenil-1picrilhidrazil) (Sigma-Aldrich México, Toluca, Estado de
México, México) de acuerdo con lo descrito por de Lima et al., (2018) con algunas
modificaciones; los ensayos se realizaron mezclando 1.5 mL de la disolucion del
radical DPPH 0.00008 M en metanol 80 % (v/v) y 0.5 mL de muestra LFA, LFB,
LFC, LFD (0.85 mg de proteina mL-1). Se incub6 por 30 minutos a temperatura
ambiente (21 + 1 °C) bajo proteccion luminosa. Transcurrido el tiempo de
reaccion se midio la absorbancia en un espectrofotometro Genesys 10S-UV-VIS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, U.S.A) a 515 nm. Se prepar6 un blanco
con 1.5 mL de metanol al 80 % (v/v) y un control con 1.5 mL de solucién DPPH
0.08 mM y 0.5 mL de metanol al 80 %. El porcentaje de inhibicién del radical se

calculé mediante la ecuacion 2:

.1+ .. Abs — Abs
% Inhibicién DP;’ZS muestre 100 (Ec 2)
DPPH

Donde: Abspppy €S la absorbancia del ensayo sin adicion de la muestra
Abs,e5trq €S la absorbancia del ensayo con la muestra adicionada.

ABTS

El ensayo ABTS se adaptd de Re et al. (1999) y Abdel-Hmid et al. (2019), se
realizé la determinacion de actividad antioxidante por medio de la capacidad de
inhibicién del radical libre ABTS (2,2 azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6sulfonico));
se preparo la soluciéon madre de ABTS diluyendo 0.0406 g de ABTS 0. 0074 M
en 5 mL de agua destilada, homogeneizaron bien y aforaron a 10 mLy 0.0175
g de persulfato de potasio 0.0025 M (concentracién final), se almacend bajo
proteccion luminosa a temperatura ambiente (21 + 1 °C) durante 16 h. La solucién
madre de ABTS se diluyé con agua destilada para obtener una absorbancia de

0.7000 £ 0.002 a 734 nm. Para los ensayos, se mezclaron 750 pl de la disolucién
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del radical ABTS con 250 pl de muestra a 8.5 mg de proteina mL1. Se incubé por
6 min a temperatura ambiente (21 + 1 °C). Concluida la reaccion se midio la
absorbancia a 734 nm en un espectrofotdmetro Genesys 10S UV-VIS (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) utilizando etanol como blanco. El

porcentaje de inhibicion del radical se calcul6 mediante la ecuacion 3.

iy e s Ab — Ab
% Inhibicion —=421S——muestia 4 100 (Ec. 3)
ABTS

Donde: Abs,prs €S la absorbancia del ensayo sin adicién de la muestra
Absestrq €S la absorbancia del ensayo con la muestra adicionada.

5.3.4 Separacion de proteinas por peso molecular (SDS-PAGE)

Se realiz6 electroforesis desnaturalizante de acuerdo con Laemmli (1970), con
gel de separacion de poliacrilamida SDS-PAGE 12 %. Se mezclaron 5 pl de cada
muestra (8. 5 mg -mL™), con 5 pl de solucién amortiguadora (Tris-HCL 0.125 M
pH 6.8, SDS 4 % (m/v), glicerol 25 mL L, 2- B-mercaptoetanol 10 mL L y azul
de bromofenol 0.20 g L) se hirvieron durante 5 minutos a 94 °C. En el primer
pozo del gel se colocaron 10 pl marcador de peso molecular (10 — 245 kDa) y en
los siguientes cuatro pozos se inyectaron 10 ul de cada muestra LFA, LFB, LFC,
LFD respectivamente. Posteriormente el gel se sumergié en solucion fijadora
(IPA 25 % y HOPO 10%) por 60 min, se retird la solucion fijadora y se afadié
solucion de tincion (azul de comassie 60 mg en 10 % acido acético) permanecié
en agitacion suave durante toda la noche, finalmente se retirg la solucion y se

enjuago el gel cuatro veces con agua MiliQ.
5.3.5 Digestidon de proteinas en gel

La digestion de proteinas se realiz6 mediante la metodologia descrita por Havilis
et al. (2023) y Sun et al. (2006) con algunas modificaciones. Se cortaron las
bandas y posteriormente se hizo una reduccion de las proteinas con DTT 50 mM
a 56 °C por 30 minutos, enseguida se realiz6 una alquilacion de las proteinas con

yodo acetamida (IAA) 10 Mm, las muestras se mantuvieron a temperatura
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ambiente durante 30 minutos y se cubrieron de la luz directa, posteriormente se
utilizé Tripsina de Promega (Madison, WI) para la escision proteolitica y la
digestion se realizd con tampdn bicarbonato de amonio (ABC) 25 mM, (pH 8.2) a
37 °C durante la noche. Finalmente se realiz6 un desalado de los péptidos
empleando puntas ZipTip C18Sep-Park de Walters (Milford, MA). Las muestras
se secaron en un SpeedVac-Savant SPD 1010 de ThermoScientific para
concentrar las proteinas y diluirlas en acido formico al 0.1 % y proceder a la
inyeccion al espectro de masas Thermo Scientific Orbritrap Velos Pro (Thermo

Fisher Scientific Inc. All rights reserved)
5.3.6 Secuenciacion de péptidos mediante (LC-MS/MS)

Para el analisis de espectrometria de masas se siguio la metodologia descrita
por Rodriguez et al. (2015) con algunas modificaciones; las muestras LFA, LFB,
LFC y LFD se analizaron individualmente mediante cromatografia liquida-
espectrometria de masas en tandem por electropulverizacion LC-MS/MS. Se
inyectaron 50 pg de cada muestra en el equipo. Se emple6 una columna capilar
C18 empaquetada internamente a un espectrometro de masas Orbitrap de
Thermo Scientific (San José, CA). En fase movil A se utilizé acido formico al 0.1
% en agua y en la fase mévil B acido formico al 0.1 % en acetonitrilo. Se aplicé
un caudal de 400 nL/min. Posterior al equilibrio de la columna en el segundo
disolvente B al 5%, se inyectdé una alicuota de cada muestra total (50 pg de
proteina), luego el contenido organico de la fase mévil se aumentd linealmente
hasta el 60 % durante 150 minutos y luego al 70 % durante 1 min. El efluyente se
rocié por medio de una fuente de iones de nanoelectropulverizacion en la trampa
de iones lineal hibrida del espectro de masas Thermo Scientific Orbritrap Velos
Pro (Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved) Los espectros de MS se
adquirieron en modo positivo y de perfil utilizando el analizador Orbitrap en el
rango de masa/carga (m/z) entre 350 y 1600.

62



5.3.7 Andlisis de datos

Para el andlisis de datos de actividad antioxidante por DPPH, ABTS vy
determinacién de proteina soluble Lowry se aplicé un Disefio completamente al
azar (DCA) y una comparacion de medias con el estadistico de prueba Tukey (a
< 0.05) y fueron analizados con los softwares SAS v.9.4 (SAS Institute Inc),
Minitab 17 (Minitab Inc. All rights reserved) y para las gréficas RStudio
v.4.2.3(Northern Ave, Boston, Ma). Todos los analisis se realizaron por triplicado.
Mientras que para el analisis de péptidos se utilizo la base de datos de Scaffold©
(2021-2023 Proteome Software Inc. All rights reserved), para la evaluacion de
actividad biologica se siguié la metodologia de Cui et al. (2022) quienes también

emplearon la base de datos BioPep (https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/).

5.4 Resultados y discusion
5.4.1 Proteina soluble Lowry

Los contenidos de proteina de los extractos peptidicos solubles en agua variaron
entre 8.58 + 0.24 mg/mL en LFA y 9.24 + 0.44 mg/mL en LFC. Las leches
fermentadas no presentaron diferencia estadistica significativa (p < 0.05) dado
que se utilizé la misma leche para todas y al parecer el consorcio microbiano no
influyé en la variable proteina. Bosnea et al. (2017) reportaron valores de 3.33 y
4.49 % en su estudio de yogur con células de L. casei inmovilizadas en granos
de trigo, la diferencia en el contenido de proteinas puede atribuirse a los
ingredientes adicionados y a los compuestos nitrogenados producidos por estos

materiales en los yogures producidos con trigo enriquecido con L. casei.

5.4.2 Actividad antioxidante

Las fracciones de caseina son precursoras de muchos péptidos bioactivos,
incluidos los péptidos antioxidantes. La actividad biolégica de los péptidos esta
determinada por la secuencia de aminoacidos, estructura, configuracion y peso
molecular. Los péptidos compuestos de triptéfano (Trp) tirosina (Tyr), histidina

(His) y prolina (Pro), son poderosos antioxidantes. Los aminoacidos hidrofobicos
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leucina (Leu) o valina (Val) presentes en la estructura peptidica afectan la
actividad antioxidante de los péptidos y su capacidad para inhibir la peroxidacion
lipidica (Bielecka et al., 2022; Power et al., 2013)

En esta investigacion se determiné la actividad antioxidante de los péptidos por
porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH Y ABTS*. Los valores mas altos
de actividad antioxidante del radical DPPH fue de 55.45 £+ 0.07 % (p < 0.05) en
LFB (Figura 5), Elfahrim et al. (2016) reportaron en su investigacion de leche
fermentada con L. helveticus 1188 que a las 12 h de fermentacion presentd
actividad antioxidante con el 41.34 %. Sin embargo, Al Zahrani y Shori (2023) en
su estudio de bebidas de soja y almendra ambas fermentadas con probioticos
Lactobacillus spp., reportaron un porcentaje de inhibicion de 66.14 + 0.028 %,
esta diferencia puede deberse a las cepas especificas empleadas para la
fermentacion de la bebida y que el medio de fermentacion de origen vegetal. Con
los resultados obtenidos se puede inferir que la actividad antioxidante presente
en los extractos peptidicos crudos liberados durante la fermentacion pueden
tener la capacidad de neutralizar los radicales libores DPPH mediante reduccion
directa, ya sea con transferencia de electrones o mediante un atomo de
hidrégeno (Sah et al., 2014), por lo tanto, se puede deducir que las leches

fermentadas presentan péptidos con actividad biolégica antioxidante.
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Figura 5. Inhibicion de radical DPPH de péptidos de cuatro leches fermentadas.

Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05)

En cuanto a la actividad eliminadora de radicales ABTS*; de acuerdo con el
ANOVA, existe diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre las cuatro
leches fermentadas, siendo la LFA (47.50 £ 0.70 %) y LFD (47 + 0.01) con mayor
porcentaje de “actividad inhibidora” (Figura 6) mientras que la leche con menor
porcentaje de inhibiciobn fue LFB. Valores similares reportaron Sah et al.
(2016donde obtuvieron el 50.48 + 1.77 % en péptidos aislados en un yogur
simbidtico, ambos datos se ubican dentro del rango reportado por Virtanen et al.
(2007) en su estudio de fracciones de suero obtenidas posterior a la fermentacion
de leche con diferentes BAL, las cuales evidenciaron actividad eliminadora de
radicales de ABTS con una tasa de inhibicion de 3 al 53 %. Algunas
investigaciones han informado que los péptidos antioxidantes se hidrolizan de las
proteinas de la leche mediante fermentacion de bacterias acido lacticas después
de 24 h, por lo tanto, se puede decir que las cuatro leches fermentadas en este
estudio cuentan con péptidos bioactivos con actividad antioxidante ya que fueron
fermentadas por 48 h a temperatura ambiente.
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Figura 6. Inhibicién de radical ABTS de péptidos en cuatro leches fermentadas.

La capacidad de eliminacion de radicales de los antioxidantes para DPPHy ABTS
podria ser distinta debido a la diferencia en solubilidad y difusividad en el medio
de reaccion, sin embargo, se deben tomar en cuenta otros aspectos, por ejemplo,
la naturaleza de la muestra para el método DPPH. Se debe considerar si el
eliminador de radicales es de naturaleza hidréfila sélo es soluble en medios
organicos, en especial en medios alcohdlicos y no en medios acuosos; dado que
el DPPH actua como indicador de reaccién y como sustrato oxidante; por otro
lado, el ABTS es soluble en medios acuosos como en medios organicos, es decir,
con este método se puede evaluar la actividad eliminadora de radicales libres
gue poseen los antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (Tang et al., 2010 y Sah et
al., 2014).

Autores como Suetsuna et al., (2000) y Phelan et al., (2009) mencionan que la
actividad antioxidante de los péptidos se puede atribuir a ciertas secuencias de
aminoacidos, a la presencia de enlaces peptidicos o a su estructura y

conformacion. Algunos aminoacidos hidréfobos se relacionan con el “potencial
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antioxidante” de los péptidos (Pefa et al., 2004), igualmente Chen et al., (1998)
afirman que la hidrofobicidad del péptido también es un factor importante para la
actividad antioxidante de éste, debido a la mayor accesibilidad de compuestos
hidréfobos v.g. acidos grasos lipofilos.

5.4.3 Pesos moleculares (SDS-PAGE)

La técnica de separacion analitica de alta resolucién de mezclas de proteinas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) 1D, implica la desnaturalizacion inicial de las proteinas, dandoles
carga negativa proporcional a su masa molecular (Nowakowski et al., 2014). Se
determind la distribucion de los pesos moleculares (Figura 7.) de los extractos
peptidicos solubles en agua de LFA, LFB, LFC y LFD para su respectivo analisis
en LC-MS/MS.

25 kDa

11 kD
9 kDa

LFA LFB LFC LFD

Figura 7. Distribucion de pesos moleculares de extractos peptidicos solubles en
agua

La matriz polimérica de acrilamida revel6 bandas proteicas con pesos
moleculares correspondientes a 25, 11 y 9 kDa, por lo tanto, se cree que son a-
lactoalbumina y B-lactoalbumina, dado que Egger et al. (2019) en su investigacion
sobre digestion de proteinas de leche encontraron a-lactoalbumina y B-
lactoalbumina a 19 y 15 kDa, respectivamente. Asi mismo, Altuna et al. (2021)
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evidenciaron en tres bebidas lacteas la presencia de B-lactoglobulina con peso
molecular de 18 a 27 kDa, a-lactoalbimina 16 kDa, seroalbuminas de 60 a 76
kDa y lactoferrina con un peso molecular de 80 a 85 kDa. Autores como Gonzélez
et al. (2011); Mieray et al. (1997) y Kunji et al. (1996) describen que las
proteinasas de las bacterias acido lacticas tienen la capacidad de hidrolizar mas
del 40 % de los enlaces peptidicos de las caseinas.

5.4.4 Caracterizacion de péptidos

Las proteinas extraidas de las cuatro leches fermentadas se sometieron a SDS-
PAGE. Las bandas de pesos moleculares menores a 15 kDa (ver figura 7) se
cortaron, procesaron y se sometieron a LC-MS/MS. Los resultados obtenidos del
espectrometro de masas fueron 33 proteinas totales que se muestran en el
cuadro 4. El software bioinformatico Proteome Discoverer v.1.4.1.14 ayuda a
identificar proteinas de mayor similitud con una base de datos, en este caso fue
con Bos taurus. Se observo que hubo presencia de B-lactoglobulina, p-caseina,
a-lactoalbumina k-caseina y a-Sl-caseina, por mencionar algunos. Asi mismo,
para obtener las caracteristicas de las secuencias peptidicas derivadas de las
proteinas totales se sometieron al software Scaffold 5

(https://www.proteomesoftware.com/products/scaffold-5) donde se obtuvieron las

secuencias de aminoacidos, mismas que posteriormente se emplearon para
evaluar la actividad biolégica in sillico en la base de datos BIOPEP-UWM (

https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/).

68


https://www.proteomesoftware.com/products/scaffold-5
https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/

Cuadro 4. Proteinas encontradas en LF con granos de kéfir en Scaffold 5.

No. Proteinas identificadas ID Alterno No. Accesion P.M LFA LFB LFC LFD
(UniProt) (kDa) (%) (%) (%) (%)
1 *Alérgeno principal beta-lactoglobulina - B5B0D4 20 79 79 79 84
2 *Beta-lactoglobulina LGB P02754 20 79 79 79 79
3 *Alfa-lactoalbdmina LALBA A0A452DI134 (+1) 19 63 60 68 70
4 *Variante D de beta-lactoglobulina (Fragmento) LGB or7777 5 98 98 98 98
5 Beta-caseina CSN2 AOA452DHW7 29 33 - 29 54
6 Beta-caseina CSN2 AOA4W2IPUS 29 29 - 29 35
7 Beta-caseina CSN2 AOA4W2EWT77 29 29 - 18 35
8 Kappa-caseina CSN3 AOA140T8A9 (+2) 21 33 15 30 37
9 Kappa-caseina (Fragment0Q) CSN3 K9zZSD8 14 42 - 28 48
10  Alfa-Sl-caseina CSN1s1 P02662 25 11 6.1 19 26
11  *Beta-caseina (Fragmento) - AOA145YPD8 9 90 29 80 90
12 Alfa-Sl1l-caseina CSN1Ss2 P02663 26 17 0.0 5.0 20
13 *Beta-caseina (Fragmento) CSN2 AOAOMAFTES 12 60 - - 77
14  Cadena ligera de inmunoglobulina, grupo de genes lambda IGL Q1RMNS8 25 21 14 21 21
15 Glicoproteina acida alfa-1 LOC113897706 AOA4W2FFCS5 (+1) 23 33 15 27 33
16  Glicoproteina 2 GP2 AOA3Q1M193 (+2) 58 15 0.0 2.9 15
17 Molécula de adhesién celular dependiente de glicosilacion 1 GLYCAM1 P80195 17 29 - - 29
18 Albdumina ALB AOA4AW?2D8T3 74 10 - 34 11
19  Proteina fijadora de &cidos grasos 3 FABP3 AOA4W2FMNO 19 18 - - 18
20 Receptor de inmunoglobulina polimérico PIGR AOAAW2FHG6 86 3.3 - 3.3 4.20
21  Osteopontina-K - P31098 31 5.8 - 58 5.80
22 Ribonucleasa pancreética RNASE1 P61823 16 42 14 28 42
23  Alfa-Sl-caseina CSN1s1 AOA4W21IH7 23 - - - 12
24 Prostaglandina D2 sintasa PTGDS AOA3QIMGMS5 21 15 - - 21
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25
26
27
28

29
30
31
32

Serina/treonina-proteina quinasa 40
Ortoélogo KIAA1109
Transportador de colesterol intracelular 2 NPC

Obscurina, calmodulina citoesquelética y
RhoGEF que interactda con titina
Miosina IXA

Proteina que contiene dominio de union al ADN tipo HSF
Receptor 2 de rianodina
Proteina que contiene dominio de transcriptasa inversa

STK40
KIAA1109
NPC2
OBSCN

MYO9A

RYR2

Q17QV9
AOA4W2DXW7 (+1)
P79345
AOA4W2F8X8

AOAAW2IQH2 (+1)
AOA4W2BNI4 (+5)
E1BHV1
AOA4W2DES4

49
555
17
862

292
48
557
66

2.3
0.4
22
0.1

0.4
2.6
0.0
3.7

2.30

0.10

0.0

2.3

8.7

0.3

2.30
0.40
6.70

0.0
2.6

0.0

Uniprot = Base de datos de proteinas. - = Ausente. P.M = Peso Molecular. KDa = kilo Daltons. LFA = Leche fermentada productor A. LFB = Leche
fermentada productor B. LFC = Leche fermentada productor C. LFD = Leche fermentada productor D. Fuente: Elaboracion propia con datos
experimentales, * = Proteinas seleccionadas para determinar péptidos bioactivos.
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Seis de las 33 proteinas presentaron mayor porcentaje de identidad (> 60 %)
comparado con proteinas y péptidos de la base de datos Bos taurus. En el
Cuadro 5 se observa que derivado de las seis proteinas seleccionadas se tiene
un total de 3691 péptidos. Las proteinas con mayor abundancia son Alérgeno
principal B-lactoglobulina, [-lactoglobulina, a-lactoalbumina y [-caseina
(Fragmento)

De los péptidos totales (3691) se divide en diferentes actividades biolégicas
como: antiinflamatoria, anticancerigena, inhibidor ACE, antibacterial, estimulante

de la captacion de glucosa, ansiolitico y antiinflamatorio, por mencionar algunas.

Cuadro 5. Péptidos mas abundantes presentes en seis proteinas de LF.

Proteina LFA LFB LFC LFD
Alérgeno principal B-lactoglobulina 235 235 9235 244
B-lactoglobulina 237 237 237 237
a-lactoalbumina 145 138 156 158
Variante D de B-lactoglobulina (Fragmento) 93 93 93 93
B-caseina (Fragmento) 176 40 162 176
B-caseina (Fragmento) 128 - - 143
Total de péptidos en cada leche fermentada 1014 743 883 1051

LFA = Leche fermentada productor A. LFB = Leche fermentada productor B, LFC = Leche
fermentada productor C, LFD = Leche fermentada productor D. Fuente: Elaboracion propia con
datos experimentales.

Las proteinas Alérgeno principal B-lactoglobulina y B-lactoglobulina ambas con
peso molecular de 20 kDa, con ID B5B0D4 y P02754, respectivamente, en la

base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/), se presentaron en las cuatro

leches fermentadas. En la Figura 8 se muestran que ambas proteinas
presentaron 18 péptidos con actividad biolégica. Cabe destacar que los péptidos
con mayor presencia son inhibidor dipeptidil peptidasa IV, inhibidor ACE y

antioxidante, aunque también se presentan otros con porcentaje menor al 1 %,
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como antibacterial, hipotensivo y neuropéptido. Abdel et al. (2019) evaluaron
actividad biolégica en leche fermentada por Lactobacillus casei ATCC 393 la cual
presento actividad biolégica inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE), y anticancerigena, a diferencia de los resultados obtenidos en esta
investigacion donde la actividad biolégica de los péptidos fue evaluada in silico,

mientras que Abdel et al. (2019) realizaron pruebas experimentales in vitro.
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Figura 8. Péptidos presentes en las proteinas -lactoglobulina ID B5B0D4 y 3-lactoglobulina ID P02754.

PM =peso molecular LFA = Leche fermentada productor A. LFB = Leche fermentada productor B, LFC = Leche fermentada productor C, LFD =
Leche fermentada productor D. Fuente: Elaboracidn propia con datos experimentales.
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Las proteinas a-lactoalbimina y Variante D-B-lactoglobulina (fragmento) ID
AO0A452D134(+1) y O77777 con 18 y 13 péptidos y pesos moleculares de 19y 5
kDa, respectivamente, fueron encontrados en las cuatro leches fermentadas
(Figura 9). En la proteina a-lactoalbumina se observan dos péptidos distintos a
los de la figura 8 (inhibidor de HMG-CoA reductasa y el antinflamatorio, aunque
los mas representativos para esta proteina son: inhibidor dipeptidil peptidasa
IV, inhibidor ACE, antioxidante y antibacterial. Mientras que para la Variante
D-B-lactoglobulina los péptidos mas representativos son: inhibidor ACE,
inhibidor dipeptidil peptidasa lll y IV, antioxidante cabe mencionar que la
proteina Variante D-B-lactoglobulina (fragmento) contienen mayor presencia de
péptidos antioxidantes que la a-lactoalbumina. Regazzo et al. (2010) reportaron
que leches fermentadas con Enterococcus faecalis TH563, L. delbrueckii
bulgaricus LA2 aislados de productos lacteos italianos mostraron actividad
inhibidora de ACE e inmunomoduladora y antihipertensiva, posiblemente
Regazzo y colaboradores encontraron menos péptidos con actividad bilégica
debido a que solo emplearon dos especies de cultivos iniciadores y por lo tanto
no hubo una mayor degradacion de las proteinas por parte de los

microorganismos empleados.
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Figura 9. Peptidos encontrados en proteinas: a-lactoalbamina ID A0OA452D134(+1) y Variante D-B-lactoglobulina

(fragmento) ID O77777.

PM =peso molecular LFA = Leche fermentada productor A. LFB = Leche fermentada productor B, LFC = Leche fermentada productor C,

LFD = Leche fermentada productor D. Fuente: Elaboracién propia con datos experimentales.
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Las proteinas B-caseina con ID AOA145YPD8 y AOAOMA4FTES en la base de
datos UniProt, y pesos moleculares de 9 y 12 kDa, respectivamente, fueron
encontrados de 16 a 22 péptidos bioactivos en las cuatro leches fermentadas. En
la proteina AOA145YPD8 se observan péptidos con actividad biolégica (ver
Figura 10) inhibidor dipeptidil peptidasa lll y IV, inhibidor ACE, antioxidante,
antiamnesico, anticancerigeno, cabe destacar que la leche fermentada B no

presentd 13 péptidos bioactivos, entre ellos el anticancerigeno.

Finamente, la proteina AOAOM4FTES5 (B-caseina) con 12 kDa de PM presentd 16
péptidos con actividad biolégica, esta proteina solo se encontré en las leches
fermentadas A y D; los principales péptidos con actividad biologica de ésta
proteina fueron: inhibidor dipeptidil peptidasa Il y IV, inhibidor ACE,
antioxidante, anticancerigeno, asi mismo, el péptido antiamnesico solo se

encuentra en la leche fermentada D.

Se sabe que el cancer es un importante problema de salud en casi todo el mundo
y el tratamiento suele ser muy costoso, es por ello que ha aumentado la busqueda
de otras alternativas para contrarrestar esta enfermedad, y una de éstas es el
tratamiento con alimentos funcionales y suplementos nutricionales, Hatmal et al.
(2018) evaluaron las condiciones de fermentacion de los granos de kéfiry el
potencial anticancerigeno, determinando que los factores que influyen
significativamente en las propiedades anticancerigenas son, el tiempo de
fermentacién y la proporcion kéfir — leche; también observaron que en tiempos
de fermentacion cortos (24 a 48 h) se produjeron perfiles anticancerigenos
superiores con tiempos mas largos de fermentacion (72 h), esto debido al
consumo bioquimico de las BAL. En relacion a lo mencionado anteriormente se
sustenta el haber encontrado péptidos con actividad anticancerigena en esta

investigacion ya que las leches se fermentaron 48 .
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B-casein (fragment), 12 kDa, ID = ADAOM4FTES
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Figura 10. Péptidos con actividad biolégica encontrados en proteinas B-caseina con ID A0A145YPD8 y
AOAOMAFTES

PM =peso molecular LFA = Leche fermentada productor A. LFB = Leche fermentada productor B, LFC = Leche fermentada productor C,

LFD = Leche fermentada productor D. Fuente: Elaboracién propia con datos experimentales.
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Del total de péptidos entre las cuatro leches fermentadas, se manifestaron 29
funciones biologicas diferentes, de las cuales se seleccionaron algunas
secuencias para investigar sus propiedades bioldgicas in silico, mismas que se
muestran en el cuadro 6 donde se reportan las propiedades fisicoquimicas de 24
secuencias de aminoacidos. Se emple6 la base de datos PepDraw
(https://pepdraw.com/) para identificar las propiedades fisicoquimicas de los

péptidos, para ello se eligid un péptido de cada actividad bioldgica portadora en
las leches fermentadas. Los resultaron mostraron valores de hidrofobicidad de
6.13 a 18.39 kcal*mol; punto isoeléctrico de acido (3.74) a basico (11.11); masas
269.13 a 1744.86 Da y cargas neutras, positivas y negativas 0, +1,-2 -1
respectivamente. Chauhan et al. (2023) aseveran que las funciones de las
proteinas estan determinadas por su estructura Gnica dada por sus
composiciones y pliegues de aminoacidos (AA), es decir aquellas proteinas que
tengan secuencias de aminoacidos similares, tendran bioactividad, estructura y

funcién similar.

Los péptidos bioactivos de las proteinas lacteas revelan propiedades
multifuncionales, incluyen una variedad de sustancias moduladoras en diversos
procesos regulatorios en el cuerpo. Dentro de los péptidos bioactivos se
encuentran los péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE), pueden ejercer efecto antihipertensivo. Los péptidos inmunomoduladores
de caseina estimulan la proliferacién de linfocitos humanos y la actividad
fagocitica de los macréfagos. Los péptidos antimicrobianos inhiben el crecimiento
de microorganismos patégenos (Mesiel et al. 1998), como Salmonella, Listeria

monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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Cuadro 6. Propiedades Fisicoquimicas de péptidos encontrados por LC-MS/MS

Actividad bioldgica Secuencia PM (Da) pl Hidrofobicidad carga
Kcal*mol 1 neta

Agonista opoide YPFPGPIPNSL 1200.6 5.48 +6.13 0
Ansiolitico YL 294.15 5.48 +594 0
Antiaminico VYPFPGPI 888.47 5.55 +5.47 0
Antibacterial IPAVFK 744.45  10.15 +8.55 +1
Anticancerigeno PGPIPN 593.3 5.44 +9.20 0
Antiinflamatorio IPP 325.19 5.23 +7.06 0
Antioxidante YVEEL 651.31 3.03 +12.74 -2
Antitrombatico PGP 269.13 5.25 +9.33 0
BChe inhibidor YPFPG 579.26 5.50 +6.91 0
Estimulante  (Péptido LV 230.16 5.63 +6.19 0
estimulante de la
captacion de glucosa)
Hipotensivo AA 160.08 5.61 +8.90 0
HMG-CoA reductasa GGV 231.12 5.64 +9.74 0
inhibidor
Inhibidor CaMPDE KF 293.17 9.80 +8.99 +1
Inhibidor de ACE ALPMHIR 836.46 11.18 9.64 +1
Inhibidor de la alfa- LR 287.19 1111 +8.46 +1
glucosidasa
Inhibidor de la dipeptidil LKPTPEGDLEIL 1323.72 3.74 +18.41 -2
peptidasa Il
Inhibidor de la dipeptidil LKPTPEGDL 968.5162 4.01 +17.15 -1
peptidasa IV
Inhibidor de renina LR 287.19 1111 +8.46 +1
Inmonomodulador VAGTWY 695.32 5.45 +6.54 0
Neuropéptido HIRL 537.33 10.91 +9.67 +1
Opoide YPVEPF 750.35 3.14 +8.93 -1
Osteoanabdlico YVEEL 651.31 3.03 +12.74 -2
Regulador(péptido que PGP 269.13 5.25 +9.33 0
regula la actividad de la
membrana mucosa del
estdmago)
Vinculante HKEMPFPKYPVEPF 1744.86 7.63 +18.39 0

PM =peso molecular, Pl= punto isoeléctrico, LFA = Leche fermentada productor A. LFB = Leche
fermentada productor B, LFC = Leche fermentada productor C, LFD = Leche fermentada
productor D. Fuente: Elaboracion propia con datos experimentales.
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5.5 Conclusiones

La identificacion y cuantificacién de péptidos bioactivos en productos lacteos
fermentados o en alimentos funcionales es una tarea dificil ya que las leches
fermentadas se consideran muestras complejas dado que pueden contener
cientos de péptidos diferentes y en diversas concentraciones. Se caracterizaron
las proteinas de cuatro leches fermentadas mediante electroforesis (SDS-PAGE),
donde las principales proteinas encontradas fueron B-lactoglobulina con pesos
moleculares de 5 y 20 kDa, a-lactoalbumina (19 kDa) y p-caseina (9 y 12 kDa).
Igualmente, con el analisis de LC-MS/MS se identificaron 3691 péptidos
bioactivos, mismos que se generaron por accion de las BAL al fermentar la leche.
Los resultados obtenidos en la presente investigacion son prometedores ya que
la leche fermentada con granos de kéfir es una bebida casera de facil acceso

para la poblacién y que posee beneficios a la salud.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Las cuatro leches fermentadas con granos de kéfir demostraron tener BAL y
levaduras viables después de 48 h de fermentacion, cuentas que son aceptables
para considerarse como alimento probiotico, las cuentas de BAL que se
obtuvieron van de 7.25 logl0 UFC - mL-1 a 11.13 logl0 UFC - mL-1 y en
levaduras de 6.05 log10 UFC - mL-1 a 7.93 log10 UFC - mL-1.

El andlisis de secuenciacion metagendmica shotgun, revel6 la presencia 77
géneros de microorganismos donde los mas representativos fueron Acetobacter
(73.8%), Lactobacillus (19.6 %), Lentilactobacillus (3.9 %), Lactococcus (0.76 %),
igualmente se identificaron ocho especies mas representativas Lactobacillus
kefiranofaciens, Acetobacter orientalis, Lactobacillus helvéticus, Acetobacter
syzygii, Acetobacter okinawensis, Lentilactobacillus kefiri y Lactococcus lactis.

El andlisis protebmico mediante (LC-MS/MS) detectd la presencia de 3691
péptidos, de los cuales se encontraron actividades biolégicas in silico importantes
como antinflamatoria, inhibidora de ACE, antibacterial, inhibidor de DPP — Il y IV,

antitrombdtico, anticancerigeno y antioxidante.

Los resultados obtenidos demuestran que el uso de las ciencias 6micas
(metagendmica y proteGmica) son importantes para conocer la relacién entre el
consorcio microbiano y la actividad biolégica de los alimentos. Finalmente se dice
que las leches fermentadas con granos de kéfir representan una opcion viable
para obtener una bebida fermentada con propiedades funcionales vy
biolégicamente activas, ademas de ser un producto de bajo costo y de facil

preparacion.
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