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RESUMEN. Las proteinas lacteas son conocidas por tener
propiedades nutricionales, funcionales y bioldgicas que hacen de
ellas ingredientes importantes en alimentos funcionales promotores
de la salud. Estas propiedades son parcialmente atribuidas a los
péptidos bioactivos codificados en las diferentes proteinas delaleche.
Los péptidos bioactivos, son inactivos dentro de la secuencia de la
proteina intacta y pueden ser liberados por accién de enzimas
proteoliticas nativas de la leche, enzimas de bacterias 4cido lacticas
ode fuentes exégenas, durante ladigestién gastrointestinal o durante
el proceso del alimento. Los péptidos derivados de las protefnas
caseicas y séricas han demostrado poseer varias propiedades
bioactivas como lo son: opioide, antihipertensiva, antimicrobial,
inmunomodulatoria, transporte de minerales y antitrombética. Esta
revisién presenta una perspectiva de la importancia de las proteinas
licteas en la produccién de péptidos bioactivos y sus actividades
biol6gicas, asi como de las principales técnicas utilizadas para el
aislamiento e identificacién de estos péptidos.

Palabras clave: Péptido bioactivo, protedlisis, protefnas de laleche.

INTRODUCCION

La leche contiene elementos nutritivos, da proteccién -

inmunol6gica y suministra sustancias biol6gicas activas tanto
a neonatos como a adultos. En general, las principales
fracciones proteicas de la leche de vaca incluyen o-
lactalbdmina (a-LA), B-lactoglobulina (B-LG), caseinas (CN),
inmunoglobulinas (Ig), lactoferrina (LF), fracciones de
péptido-proteosa (estables al calor), fosfoglicoproteinas
(solubles en 4cido), y proteinas séricas menores tales como:
transferrina y albiimina sérica (1). De estas fracciones, los
péptidos bioactivos pueden ser generados por protedlisis
enzimética, ya sea durante la digestién gastrointestinal o por
efecto del proceso de los alimentos (2). El calificativo
“bioactivo” es cominmente utilizado para describir protefnas
y péptidos con diversos tipos de actividad biolégica. Se ha
encontrado que los péptidos bioactivos obtenidos de las
protefnas de la leche presentan funciones antimicrobiales,
inmunomoduladoras, antitrombéticas y de transporte de
minerales. También se ha encontrado que son capaces de
disminuir la presién sanguinea de sujetos hipertensos y actuar
como opioides (3).

111

SUMMARY. Bioactive peptides derived from milk proteins. Milk
proteins are known for having a wide range of nutritional, functional
and biological properties that make them important ingredients in
functional or health promoting foods. These properties are partly
attributed to bioactive peptides coded in the different milk proteins.
Bioactive peptides are inactive within the protein sequence but may
be released by the action of native proteolitic enzymes from milk,
enzymes from lactic acid bacteria or from exogenous sources or may
be produced during gastrointestinal digestion or processing of foods.
Peptides derived from caseins and whey proteins were shown to
present several bioactive properties such as opioid, antihypertensive,
antimicrobial, immunodulatory, mineral carrier and antithrombotic.
This overview presents a perspective of the importance of dairy
proteins in the production of bioactive peptides and their biological
activities, as well as the main analytical tecniques that have been
used for the isolation and identification of these peptides.
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Los péptidos bioactivos se encuetrdn en la leche, en leches
fermentadas, quesos y sueros derivados de queserfa (4-8). Las
enzimas proteoliticas de la leche, las enzimas provenientes de
las bacterias 4cido lacticas (BAL) y las provenientes de fuentes
exégenas contribuyen a la generacién de péptidos bioactivos,
prestando particular atencién a los péptidos producidos por
las proteinasas de las BAL que actiian sobre las proteinas de
la leche (9).

Estudios de péptidos bioactivos provenientes de las
proteinas lacteas han sido publicados en afios recientes (10-
13). Se le ha dada un énfasis particular al aislamiento de
péptidos bioactivos derivados de diferentes tipos de quesos
europeos. Ultimamente se ha manifestado interés por la
caracterizacién de quesos de origen latinoamericano (14), asf
como en el uso de cultivos lacticos iniciadores en la elaboracién
de los mismos (15,16), sin embargo no existe informacién del
aislamiento de péptidos bioactivos en estos tipos de quesos
por lo que este seria un campo de investigacién por explorar.

Proteinas y péptidos bioactivos de la leche
La leche contiene moduladores de funciones
gastrointestinales y hemodindmicas, hormonas y factores de
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crecimiento, ademés de cumplir con funciones de
inmunoregulacién como, la defensa contra enfermedades, y
modulacién de la poblacién de microorganismos intestinales
(17). Una caracteristica importante de la modulacién involucra
la accién antibacteriana frente a patégenos intestinales,
coliformes y la accién prebidtica, estimulando el crecimiento
de microflora benéfica en el intestino (10).

La bioactividad de la leche es atribuida a las proteinas y
péptidos secretados por las glandulas mamarias, la cual estd
latente, ausente o incompleta en la proteina nativa. Las
estructuras de las secuencias biolégicamente activas se han
obtenido de la digestidn enzimética in vitro y/o por digestién
gastrointestinal in vivo de proteinas precursoras (9,18). Una
vez que los péptidos son liberados en el cuerpo, ellos pueden
actuar como compuestos reguladores con actividad tipo
hormonal (9,13). La actividad biolégica esta relacionada con
la composicién y secuencia de los aminoacidos presentes. Los
péptidos bioactivos usualmente contienen 3 a 20 residuos de
aminodcidos por molécula (13).

Las proteinas intactas de la leche presentan gran variedad
de actividades biol6gicas; las inmunoglobulinas tienen un
efecto inmunoprotector, la lactoferrina despliegan actividad
antibacterial, mientras que las bajas concentraciones de
factores de crecimiento y hormonas, presentes principalmente
en calostro, podrian jugar un papel significativo en el desarrollo
postnatal (17). Las proteinas de la leche también contienen
varias secuencias de péptidos bioactivos los cuales estin
codificados dentro de la estructura primaria. Varios péptidos
derivados de la leche poseen propiedades multifuncionales,
por ejemplo, secuencias especificas de péptidos presentan dos
o més actividades bioldgicas. Algunas regiones de la estructura
primaria de B-caseina (B-CN) contienen secuencias
sobrepuestas, las cuales presentan diferentes efectos biolégicos
9,19).

Importancia fisiolégica de los péptidos bioactivos derivados
de las proteinas lacteas

Los péptidos bioactivos estdn ampliamente distribuidos en
las protefnas de la leche, lo cual sugiere la importancia
fisiolégica de estos péptidos. Aunque la potencia de los
péptidos derivados de la leche es menor que la de los péptidos
utilizados en fdrmacos, los primeros podrian tener un efecto
fisiol6gico importante debido a que la ingesta de proteinas
lacteas es alta atribuible al consumo de leche y productos
lacteos. Para que exista un efecto fisioldgico In vivo, es
necesario que los péptidos bioactivos sean liberados durante
la digestion y que alcancen el sitio donde ejercen su accién en
el tracto intestinal o después de su reabsorcién en los 6rganos
periféricos. Ademds de que se ha demostrado la formacién de
estos péptidos bioactivos tanto en digestién in vivo como in
vitro, estos también son liberados durante la elaboracién de
los productos lacteos (13).

Péptidos opioides. Los péptidos opioides tipicos son
conocidos como endégenos y son derivados de encefalinas,
endorfinas y dinorfinas. Estos actiian como receptores ligandog
de opioides. Los efectos fisiol6gicos de estos péptidos
dependen del tipo de receptor: los receptores p estin
vinculados al control de la motilidad intestinal y
comportamiento emocional, los receptores d, al control de]
comportamiento emocional y los receptores k estin
relacionados con analgesia y saciedad (20). Los péptidos
opioides atipicos derivados de las proteinas de la leche, son
exdgenos; pudiendo presentar actividad agonista o antagonista.
Los derivados de la CN, son conocidos como casomorfinas y/
o casoxinas, mientras que los derivados de las proteinas séricas,
son conocidos como lactorfinas. Las B-casomorfinas son
opioides agonistas y son fragmentos de 3-CN (fragmento 60-
70) y han sido caracterizados como ligandos tipo-p1. Otras
secuencias de opioides agonistas también han sido
identificados en o -CN, -lactalbimina, y B-lactoglobulina
(12,21). Los opioides antagonistas son derivados de la k-CN
(casoxinas) y o ,-CN (9,12).

Los péptidos opioides atipicos tienen secuencias N-
terminales que difieren de los péptidos opioides endégenos
tipicos (10). La caracteristica estructural comiin entre péptidos
opioides enddgenos y exdgenos, es la presencia de un residuo
tirosina en el amino terminal (excepto opioides derivados de
a-CN) y la presencia de otro residuo aromatico (fenilalanina
o tirosina), en la tercera o cuarta posicién. Esta es una
caracteristica estructural importante que permite ajustar al sitio
de unidén de los receptores opioides. El potencial negativo,
localizado en la vecindad del grupo hidroxil fendlico de
tirosina, es esencial para la actividad opioide, cuando no estd
presente resulta en ausencia total de bioactividad (22-23).

Péptidos con accién antihipertensiva (inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina). Los péptidos
antihipertensivos inhiben la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) (peptidildipeptido hidrolasa). ECA es una
enzima multifuncional que esta localizada en diferentes tejidos
(plasma, pulmédn, rifién, corazén, misculo esquelético,
péancreas, cerebro). Esta enzima puede incrementar la presion
sanguinea al convertir angiotensina I (decapéptido) en un
potente vasoconstrictor, angiotensina II (octapéptido) (24-26).

Varios péptidos inhibidores de ECA han sido identificados
en la digestién proteolitica de proteinas de la leche. Los
inhibidores de ECA derivados de CN o casoquinina han sido
identificados dentro de las secuencias de 3-CN y k-CN. Ellos
también han sido derivados por digestion triptica de o -CN 'y
-CN de bovino (10,18). Inhibidores de ECA también han sido
obtenidos de leche fermentada “Calpis”, la cual es obtenida
por la fermentacién de leche descremada con Lactobacillus
helveticus y Sacharomyces cerevisiae. Los péptidos que
muestran actividad antihipertensiva estan formados por Val-
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Pro-Pro ¢ Ile-Pro-Pro, estas secuencias de aminodcidos se
encuentran en la estructura primaria de B-CN y k-CN de
bovinos, respectivamente (11). También se ha descrito que las
proteinas séricas a-LA, B-LG e hidrolizados del suero
obtenidos con pepsina, tripsina y quimotripsina, contienen
péptidos con accién inhibitoria de ECA (13,27).

Aungue la relacién actividad-estructura de los péptidos
inhibidores de ECA aun no ha sido establecida, estos péptidos
muestran algunas caracterfsticas comunes. La ECA parece
tener preferencia por sustratos o inhibidores competitivos con
residuos hidrofébicos (aromaticos o cadenas ramificada) en
cada una de las tres posiciones C-terminal. Muchos de los
péptidos inhibidores contienen prolina en la posicién C-
terminal. Casoquininas también contienen lisina o arginina en
el residuo C-terminal. La informacién sobre actividad-
estructura sugiere que la carga positiva del grupo guanidino o
del grupo e-amino de la posicién C-terminal de arginina o
lisina, respectivamente, contribuyen al potencial inhibitorio
(22).

Agentes inmunomodulatorios. Los péptidos
inmunomodulatorios presentes en la leche afectan al sistema
inmune y a la respuesta de proliferacién de células (18,28).
Los péptidos inmunoregulatorios obtenidos de -y o -CN 'y
o-LA aumentan la fagocitosis y modulan la proliferacién y
diferenciacion de linfocitos. LF intacta o su péptido N-terminal
también modula la blastogénesis o diferenciacién de linfocitos.
Lashormonas, factores de crecimiento y citocinas encontrados
en la leche también son importantes en la inmunoregulacién y
desarrollo inmune (10).

Péptidos antitrombdticos. Los péptidos antitrombéticos,
las casoplatelinas, son derivadas de la parte C-terminal
(caseinoglicomacropéptido) de la x-CN, inhibiendo la
agregacion de las plaquetas. Esto es debido ala similitud en la
estructura y funcionalidad del dodecapéptido presente en el
fibrinogeno humano y el undecapéptido de la k-CN de bovino
(1,18).

A nivel molecular, la coagulacién de la sangre y de la leche
muestra gran similitud. En la leche el mecanismo de
coagulacién es definido por la interaccién de x-CN con
quimosina y el proceso de coagulacién de la sangre, es definido
por la interaccién de fibrogeno con trombina.

Péptidos transportadores de calcio (caseinofosfopéptidos).
La casefna contiene fosfato que estd unido covalentemente
via uniones monoester a Jos residuos de serina, el grado de
fosforilacién depende de la CN particular. Se han identificado
varios fosfopéptidos derivados de la caseina que contienen la
secuencia -Ser (P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu. Estos
caseinofosfopéptidos (CPPs) son liberados por protedlisis, la
presencia de miiltiples residuos de fosfatos los convierten en

buenos agentes quelantes de calcio (9,29). Los CPPs juegan
un papel preponderante en la absorcidn de calcio en el intestino
delgado y su presencia en la cavidad oral promueve la
remineralizaci6n del esmalte de los dientes.

Péptidos con actividad antimicrobiana. Como un
complemento al sistema de defensa contra enfermedades e
infecciones bacterianas y virales, un grupo de proteinas y
péptidos se encuentran en la leche y secreciones mamarias.
Estas incluyen lactoperoxidasa, lisozima, LF y lactoferricina.
Su accidn antimicrobial puede ser obtenida tanto en la glandula
mamaria como en el tracto gastrointestinal de los lactantes
(30,31).

Lactoferricina es un péptido catiénico de bajo peso
molecular, compuesto por 25 residuos de aminoacidos. Ocho
de los 25 residuos de aminoacidos en este péptido son bésicos
y esta caracteristica probablemente sea importante en
determinar sus propiedades bactericidas potentes (22,32). Las
propiedades bactericidas perecen estar correlacionadas con
la carga positiva neta del péptido, la cual puede matar
microorganismos susceptibles ya que incrementa la
permeabilidad de la membrana celular ocasionando su ruptura
(9,10,33).

LF exhibe actividad bacteriostatica y bactericida frente a
un gran rango de microorganismos, es una glicoproteina unida -
a hierro, es bacteriostitico debido a su alta afinidad por Fe** y
bactericida debido a la habilidad de la LF intacta o a la
secuencia cercana a N-terminal de lactoferrina humana o de
bovino, en unaregidn distinta de los sitios de unién de hierro,
llamada lactoferricina (3). Este péptido es obtenido de la
degradacién de LF de bovino con pepsina y presenta
propiedades bactericidas més potentes que LF.

Algunos péptidos que presentan actividad antimicrobiana,
también han sido aislados de a_-CN, _-CN, asi como de a-
LA. La cesecidina, se obtiene por la digestién de CN con
quimosina. Este péptido presenta actividad in vitro contra
Staphylococcus, Sarcina, Bacillus subtilis, Diplococcus
pneumoniae, y Streptococcus pyogenes (18). La casocidina-
I, es un péptido derivado de o ,-CN (f165-203) que presenta
efectos antibacterianos, inhibiendo el crecimiento de
Escherichia coli y Staphylococcus carnosus (9). Laisracidina
es un segmento de o, -CN (f1-23) con actividad antibacterial
contra Staphylococcus aureus y Candida albicans. La leche
también contiene péptidos que exhiben propiedades
antifiingicas (3,18).

Formaci6n de péptidos bioactives por BAL en quesos y
suero de queseria

La prote6lisis es uno de los fenémenos més importantes
que contribuyen al sabor y textura de los diferentes tipos de
quesos. Los agentes proteoliticos pueden provenir de
diferentes fuentes como: coagulantes de la leche, proteinasas
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nativas de la leche como plasmina y catepsina D, BAL
iniciadoras y no-iniciadoras y sus enzimas (34,35); e
iniciadores secundarios, por ejemplo, bacterias dcido
propionicas, levaduras, mohos, y sus enzimas (36,37).

La degradacién de las proteinas lacteas por proteasas
permite la formacién de péptidos y amino4cidos, los cuales
actdan como compuestos de sabor 0 como precursores de
compuestos del sabor (38-39). Sin embargo, los péptidos
liberados de las proteinas alimentarias durante la fermentacién,
también tienen importancia en la salud ya que pueden propiciar
numerosas respuestas fisiolégicas en el organismo (9). Estos
péptidos bioactivos pueden ser liberados durante la elaboracién
de productos lacteos (40). Las BAL son conocidas por poseer
una variedad de enzimas proteoliticas capaces de utilizar las
proteinas como una fuente de nitrégeno para garantizar su
crecimiento durante la fermentacién (41).

Las BAL son utilizadas en la salud humana ya que su
ingestién puede proteger contra varias infecciones virales
estimulado al sistema inmune (42,43). En el mismo campo de
interés, ha sido mostrado que estas actiian en la prevencién de
cédncer de colén (44). Los cultivos iniciadores utilizados en la
industria lactea son altamente proteoliticos. Ademds de las
proteinasas enlazadas a la pared celular, al menos 16 peptidasas
de BAL han sido identificadas y caracterizadas genéticamente.
Este sistema provee un mecanismo de transporte especifico
para aminoécidos, di- y tripéptidos y oligopéptidos liberados
de la molécula proteica. En el tracto intestinal, las enzimas
digestivas enddgenas y las proteasas liberadas por
microorganismos colonizadores del intestino, pueden degradar
oligopéptidos permitiendo una posible formacién de péptidos
con bioactividades especificas. Una vez liberados en el
intestino, estos péptidos pueden actuar localmente o pasar a
través de la pared intestinal a la circulacién sanguinea y
alcanzar los 6rganos, con la subsiguiente regulacién fisiol6gica
(2,45).

Los CPPs se pueden formar durante la maduracién del
queso debido a las proteasas (3-4). La presencia de péptidos
con actividad antihipertensiva de varios alimentos se debe a
que actiian inhibiendo la ECA (46-48). Laffineur y col. (49)
mostraron que las BAL son capaces de liberar péptidos de 3-
CN con actividad inmunomodulatoria. Un estudio realizado
por Pihlanto-Leppild y colaboradores (13) mostré que los
cultivos iniciadores de bacterias dcido licticas fueron capaces
de producir péptidos con actividad inhibitoria de ECA solo
después de la digestion de la a-LA y la B-LG, con pepsina y
tripsina (27).

Otros péptidos con potente actividad inhibitoria que no
habian sido reportados provinieron de la B-CN y de la o ,-
CN. En un estudio similar, se detectaron péptidos obtenidos
de leche fermentada con Kluyveromyces marxianus var.
marxianus, conteniendo la secuencia de f-lactorfina (31).
Recientemente, diferentes tipos de quesos como el Gouda,

han sido utilizados como fuente de péptidos con actividaq
antihip\ertensiva (6,40). Similarmente, algunos péptidog
antihipertensivos como las B-casomorfinas, fueron aisladog
de quesos enzimaticamente modificados (46).

Como se ha mencionado con anterioridad, la hidrélisis de
las protefnas de la leche con proteinasas de BAL produce
péptidos bioactivos (46,50). El efecto sobre las caracteristicag
sensoriales y quimicas que causa el inocular la leche cop
cultivos iniciadores ha sido ensayado en diferentes tipos de
quesos (36,39). Sin embargo, son pocos los datos disponibles
acerca del papel que desempeiian los diferentes cultivos
iniciadores sobre la produccién de péptidos bioactivos (40).
En el estudio realizado por Gémez-Ruiz y col. (8) se determiné
que la actividad inhibitoria de ECA incrementé con Ia
protedlisis hasta el octavo mes de maduracién y empezé a
disminuir a los doce meses de maduracién del queso
Manchego. En este estudio un total de 22 fragmentos de
péptidos fueron identificados en nueve fracciones (8).

No solo los quesos son fuentes de péptidos bioactivos, sino
también el suero derivado; esto ltimo toma particular
importancia debido al incremento del suero como subproducto
de la industria quesera (31,51). El suero de bovino contiene
proteinas unidas a metales, inmunoglobulinas, factores de
crecimiento y hormonas. A varias proteinas del suero se le
han atribuido propiedades ffsiolégicas. Sin embargo, los
péptidos bioactivos del suero y sus efectos fisiolégicos han
sido menos estudiados que los obtenidos de las casefnas. Varios
estudios han encontrado secuencias de péptidos con actividad
antihipertensiva en proteinas séricas de leche utilizando
enzimas digestivas (26) o microbianas o combinacién de
ambas (27). Los péptidos antihipertensivos también han sido
obtenidos por la digestién de proteinas del suero de queso
con proteinasa K, obteniéndose un tripéptido a partir de la p-
LG (51). Los productos fermentados que presentan péptidos
inhibidores de ECA tienen un gran potencial como alimentos
funcionales para la prevencién de hipertension.

Algunos de los péptidos obtenidos de proteinas séricas son
o-lactorfina, B-lactorfina, albutensina A y B-lactensina. Las
serorfinas obtenidas de albimina sérica de bovino presentan
actividad opioide. Los péptidos, a-lactorfina, B-lactorfina
causan la contraccién del misculo liso similar a la causada
por morfina (52). La literatura menciona que las principales
actividades bioactivas del suero son, por un lado, su actividad
anticancerosa y, més concretamente, su papel protector frente
al céncer de colon, y por otro lado, su papel como estimulador
de la respuesta inmune (53).

En un estudio realizado en queso Emmental se encontré
que Catepsina D y proteinasas celulares podrian actuar
competitivamente en la degradacién de caseinas durante la
maduracién (54). Se sefiala que ademads de la accién de las
proteinasas nativas de la leche, los lactobacilos termofilicos
presentan un rol significativo en la proteélisis del queso a través
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de la acciéon de sus proteinasas celulares. Estos
microorganismos son considerados la especie bacteriana mas
activa durante la maduracién, no solamente debido a su alta
actividad proteolitica, sino también debido a su actividad
autolftica. Este estudio, también informa que algunas regiones
de las casefnas no fueron hidrolizadas, ain cuando eran sitios
de ruptura potenciales de las diferentes proteinasas de los
lactobacilos, lo que podria estar relacionado a: 1a modulacién
de laespecificidad de las enzimas del queso por las condiciones
fisicoquimicas (pH, actividad de agua, y contenido de
minerales y sales) y a la accesibilidad de los sustratos, debido
al rearreglo estructural durante la formacién de la matriz
caseica y condiciones ambientales en el queso (54,55).

Técnicas de aislamiento e identificacién de péptidos
bioactivos

Los protocolos utilizados para la obtencién de péptidos
bioactivos consisten en: preparaicién de extractos acuosos,
fraccionamiento por cromatografia por exclusién de tamaifio
(4,6,27) y HPLC en fase reversa (8,25,46) o electroforesis
capilar (6). Para la identificacién de la secuencia de los
péptidos, se ha utilizado la degradacién de Edman o la
espectrometria de masas en “tandem” (34).

La actividad potencialmente bioactiva de los péptidos es
determinada por comparacién de las secuencias encontradas
con las reportadas de péptidos bioactivos en bases de datos
(55). Aquellos estudios que incluyen la confirmacién de la
actividad bioactiva de los péptidos in vivo o in vitro, incluyen
a la cromatografia semi-preparativa para la obtencién de
suficiente material para los ensayos biolégicos (6,28,43).

Los protocolos antes descritos, han sido los clasicos, en
los cuales las separaciones cromatograficas para el aislamiento
y purificaci6n se realizan de manera discontinua. Sin embargo,
cuando es necesario realizar una gran cantidad de muestras de
manera rapida, el procedimiento descrito no resulta eficiente
y se le ha considerado “el cuello de botella” para aquellos que
buscan la automatizacién en el andlisis de péptidos. Por estas
razones, algunos fabricantes de instrumentacién analitica se
han enfocado a desarrollar plataformas integradas que abordan
el problema de reducir el tiempo de anilisis, mientras que otros
se han enfocado a mejorar etapas especificas del anélisis. Para
la identificacién sistemética de los péptidos constituyentes en
un sistema complejo, las herramientas analiticas que permiten
la identificaci6n de las mismas en gran escala y con gran
rapidez son la cromatografia bidimensional (2D) como técnica
de separacidn, la espectrometria de masas especializada como
técnica de identificacién de la secuencia de aminoacidos y la
bioinformitica para comparar la informaci6n estructural
generada de la espectrometria de masas a través de las bases
de datos (56,57).

Una metodologia que presenta ventajas para la separacion
de péptidos en dos dimensiones, es la cromatografia capilar

de liquidos (2D-LC) con interfase directa con una gran
variedad de espectrémetros de masas.” Debido a la alta
sensibilidad de la LC, y a que todo el anilisis es realizado en
fase liquida y en linea, estos sistemas (2D-LC-MS) permiten
separar hasta péptidos menos frecuentes (56).
Anteriormente, los métodos de identificacién de proteinas,
consistian en la degradacién de Edman y el andlisis
composicional de aminodcidos, sin embargo ambas
metodologias son muy laboriosas y requieren de mucho
tiempo. La introducci6n de los métodos de espectrometria de
masas reforz6 las estrategias de identificacién de péptidos y
proteinas; especialmente con el desarrollo del espectrémetro
de tiempo de vuelo (TOF) y los métodos de ionizacién suave,
incluyendo el de MALDI (matrix-assisted laser desorption
ionization) y la ionizacién por electroespreado (ESI) (58).
En la identificacién de la secuencia de los péptidos por
medio de la espectrometria de masas, estos son separados
usando cromatografia de liquidos o pueden ser analizados
directamente por MS. Los péptidos individuales son separados
y fragmentados por colisién con un gas inerte dentro del
espectrémetro de masas y las masas de los fragmentos
derivados son medidas. La informacién generada de las masas
moleculares se compara con valores teéricos de las bases de
datos de péptidos para encontrar la secuencia del péptido e
identificar a la proteina enlistada de acuerdo con una exactitud
medida estadisticamente por un software especializado (58).
Un método alternativo consiste en la identificacién de
péptidos usando “tandem” MS y biisqueda en las bases de
datos especificas para proteinas. Para este tipo de andlisis se
utiliza un sistema de cuadrupolo TOF o una trampa de iones.
En ambos instrumentos la fragmentacién es inducida en una
celda de colisién y se miden las masas moleculares de los
iones fragmentados. Las masas obtenidas de los iones son
comparadas con los valores teéricos de masas de fragmentos
de secuencias de proteinas de las bases de datos. Los equipos
“tandem” MS en combinacién con la cromatografia de
liquidos multidimensional permite el anilisis eficiente de un
gran nimero de mezclas de péptidos provenientes de la
digestion de varias proteinas de sistemas biolégicos complejos

(58).

CONCLUSIONES

La leche y derivados licteos contienen numerosas
secuencias peptidicas que determinan funciones fisiol6gicas
importantes y modulan diferentes procesos regulatorios. Las
investigaciones realizadas sobre péptidos bioactivos en
productos licteos y derivados indican que, aunque el
mecanismo fisiol6gico de estos péptidos aiin no es claro,
ofrecen un gran potencial para el desarrollo de alimentos
funcionales. Ademas, la fermentacién microbiana es una
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tecnologia aplicable para la produccién de péptidos bioactivos.

Son necesarios trabajos adicionales para establecer la
relacidn estructura-actividad. La investigacién en este campo
podria aportar al conocimiento de los mecanismos que
producen diferentes efectos, asi como también las funciones

de los péptidos bioactivos derivados de los alimentos.
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