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Introduccién. Se ha estudiado ampliamente que a partir
de la hidrolisis de las proteinas de los alimentos se
generan péptidos bioactivos; un mecanismo es a través
del sistema proteolitico de bacterias acido lacticas a partir
de productos lacteos, en los cuales se han reportado
péptidos con distintas actividades biolégicas. Los
péptidos menos estudiados son los antitromboticos,
llamados asi por su capacidad de inhibir la formacion del
trombo (coagulo) en los vasos sanguineos. Los
principales péptidos antitrombdticos derivados de las
proteinas de la leche son: la casoplatelina, un
decapéptido derivado de la k-caseina (1) y el
tetrapéptido, KGRS derivado de la lactoferrina (2) ambos
inhiben la formacién del trombo evitando la agregacién
de las plaquetas y la unién de estas al fibrindgeno.

El objetivo de este trabajo fue purificar los péptidos con
actividad antitrombética generados a partir de las
caseinas, por la accién proteolitica de Lactobacillus
casei Shirota.

Metodologia. Se cultivo durante 42 horas en un medio
con 3.5% de caseinas y 5% lactosa, usando la bacteria
probidtica Lactobacillus casei Shirota, aislada del
producto lacteo Yakult. La determinacion de la inhibicion
de la trombina se realiz6 evaluando la accién de dicha
enzima sobre el fibrinbgeno para formar un coégulo (3).
Para la purificacion de los péptidos se realizaron dos
pasos de cromatografia de alta presiéon (HPLC): de
exclusién molecular (BIOSEC-S 2000) y en fase reversa
RP-HPLC (Jupiter 5u C18 300% con solucién
amortiguadora de fosfatos 0.1M, pH 6.8 y 0.1% TFA/H,O
(A) vy 0.1% TFA/CHsCN:0.1% TFA/H,O (90:10) (B)
respectivamente. El analisis estadistico fue hecho con los
programas SPSS y NCSS.

Resultados. Durante la fermentacibn se tomaron
muestras a distintos tiempos y se determind el porcentaje
de inhibicién de la trombina (Figura 1), la mayor actividad
se observo a las 27 horas de fermentacion, con 53.5%.
Se seleccionaron las muestras de 27 y 36 horas. Estas
muestras se fraccionaron por cromatografia de exclusion
molecular, se obtuvieron nueve y diez fracciones de las
muestras de 27 y 36 horas respectivamente. De estas
fracciones se seleccionaron aquellas que presentaron
actividad inhibidora del coagulo, para purificar los
péptidos causantes de dicha actividad por RP-HPLC. Los
péptidos antitromboticos obtenidos y su inhibicién

especifica del coagulo se muestran en la tabla 1, el
péptido con mayor inhibicién especifica fue el 8. Es
importante destacar que las masas moleculares
obtenidas son muy diferentes a las de los péptidos
antitrombéticos reportados. La secuencia de los péptidos
antitrombéticos encontrados estd siendo estudiada
actualmente.
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Fig. 1. Actividad inhibidora del coagulo de la muestras obtenidas
durante la fermentacién de caseinas por Lactobacillus casei Shirota
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Tabla 1. Inhibicion especifica de la formacion del coagulo de los
péptidos purificados por RP-HPLC.

Péptido Tiempo de Masa molecular  Inhibicion especifica

fermentacion (h) (kDa) (%inhibicion / pg/mL)
1 27 2.6 3.8
2 2.6 4.1
3 1.4 1.0
4 36 4.1 4.8
5 4.1 3.1
6 4.1 2.1
7 2.6 6.6
8 2.6 7.7
9 2.6 0.3
10 1.4 4.6

Conclusiones. En el presente trabajo se encontré que a
partir de la fermentacion con Lactobacillus casei Shirota
en un medio con caseinas se produjeron péptidos
antitrombéticos, inhibidores de la accion de la trombina
sobre el fibrinégeno, no reportados antes.
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