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CIDCA

Leche fermentada

Bacterias y levaduras
viables

acidos organicos
etanol, CO2

otros compuestos del
metabolismo bacteriano

Productos bioactivos
generados por accion de
microorganismos




Componentes de la fraccion no bacteriana con
actividad biolégica
m Exopolisacaridos
m Péptidos bioactivos

m Proteinas microbianas

Péptidos bioactivos

Se han definido como fragmentos especificos de
proteinas que poseen un impacto en las funciones
del organismo y que finalmente se ven reflejados
en el la salud




Péptidos bioactivos

Digestivo nervioso

cardiovascular N
inmunoldgico

Actividades bioldgicas de péptidos

antitumoral antitrombotica

antimicrobiana antihipertensiva

opioide

. - inmunomoduladora
hipocolesterolémica

.. . antioxidante
Absorcion de calcio




Caracteristicas de los péptidos
bioactivos

En general poseen entre 2 y 20 aas

Su actividad es funcion de la composicion de aas
y de la secuencia

Muchos tiene mas de una actividad biologica

Existen bases de datos donde se encuentran
registrados péptidos bioactivos de distinto origen

Liberacion de péptidos encriptados

i Proceso de digestién /n vivo
=) Hidrélisis enzimdtica /n vitro
Accién de microorganismos

=, Combinacion de procedimientos
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Proteinas de leche

Proteinas

Caseinas 80

o-caseinas 42

[3-caseinas 25

K-caseinas 9
Proteinas de 20 Lactoperoxidasa
SUETO . I[r?r%tﬁgirg;ilgiulinas

a-lactalbumin 4

B-lactoglobulin 9

Source: Fennema, O.R. Food Chemistry, Third

Edition, pg. 847

Predicted Three Dimensional Structures
for Bovine Caseins

4 0. gq-Casein —|

1 k-Casein —|

4 p-Casein —!

One
Micelles Submicelle




Proteinas de suero

a-Lactalbumina

-Glicomacropéptidos
Seroalbldmina bovina
‘Lactoferrina
‘Lactoperoxidasa
-Lisozima

b-Lactoglobulina

Proteinas de leche como fuente de péptidos bioactivos

Sistema cardiovascular —>

Péptidos antitrombéticos

Péptidos antihipertensivos

Sistema nervioso ——>

Péptidos opioides (agonistas y
antagonistas)

Sistema inmune —

Péptidos inmunomoduladores

Péptidos antimicrobianos

Nutricion

Caseinofosfopéptidos

Glicomacropéptido




Sistema cardiovascular Antitrombéticos

< El mecanismo involucrado en la coagulacion
enzimdtica de la leche es semejante la
mecanismo de coagulacion de la sangre
(interaccion fibrinégeno con trombina).

“*Residuos C terminal 106-116 de K caseina
posee homologdis estructurales con el C terminal
del fibrinogeno
“*Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-GIn-Asp-
Lys (secuencia semejante al y-fibrinogeno)

< el fragmento mas pequefio 106-112, 112-116
también tiene actividad

(Bouhallab et a/,1992).
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Sistema cardiovascular Antitrombéticos

Casoplatelinas:

inhiben agregacion de plaquetas

inhiben interaccion de fibrindgeno con los receptores
especificos en las plaquetas

Otros péptidos inhiben solo una de las vias

Se determind la presencia de péptidos
antitrombdticos en plasma de recién nacidos y en
estémago, duodeno y sangre de adultos

Sistema cardiovascular

Péptidos
Antihipertensivo

Regulacion de la presion sanguinea

Renina

Angiotensinégeno m===)> Angiotensina I

PrAY

Angiotensina II
Enzima convertidora de angiotensina Vasoconstrictor y

estimula

produccion de

aldosterona




Baja tension arterial

Como respuesta a la reduccion

de la tensiin o rial o disminucion
de sodio de los tibulos renales

aparato yvuxtaglomerular del
rifidn produce RENINA v la

descarga en el torrente sanguineo

Rifdn: glomérulo
produce renina

eélul e las paredes de las
arteriolas afe s (y mucho menos por las
eferentes)en e omérulo del nfon

La RENINA ¢s ung enzima producida por la l
| ran S

Angiotensinogeno-Sustrato de renina

:, la RENINA

- o de re de
produciendo ANGIOTE INAL

1 Higado

Angiotensina I

msina | no posee efecto Y O
arente, pero al fsar
iy iacnzy de

Pulmén ACE

en Ang

Aldosterona Angiotensin 11
La Angiolensina 11

€5 un potente
~ vasoconstrictor
v regulador de
la presencia
de sodio, como | "
Idosterona ex un minesal wmbicnel  |ngctiva
o prodee . Ssumulo prinerlo va
reabsorcion de a sodio bt
por fos tibuios remales. De de nldosterons bradiquinina
esa manera se eleva BEorere H
volumen intravascular v el suprarenal (VaSOdHatadOf‘ )

v olumen minuto {co al

de sangre que bombes . ..
0 \f'asocnnitricciﬁn Activa produccion

corazon en dicho (ém
1 Retencidn de sodio g de aldosterona
¥V agua e incremento
de volumen

de tiempo)
t Eleva la
tensidn

I nr!iriai

Debido al aumento de tension, disminuye la excrecion de renina

Feedback negativo

Sistema cardiovascular

Péptidos
Antihipertensivo

Péptidos inhibidores de ACE

Casoquininas a, P caseins
lactoquininas

Residuos 23-27de o casein (Phe-Phe-Val-Ala-Pro)
Residuos 177-183 de B casein (Ala-Val-Pro-Tyr-Pro-
Gln -Arg)




Péptidos inhibidores de ACE

L helveticus

Fermentacién L delbriueckii Saccharomyces

subsp bulgaricus

Lc lactis

TABLE 3 ACE-inhibitory activities of crude peptide fractions and synthesized peptides

IC5
Crude peptide fraction o synthesized peptide i

mg/liter pmalliter

Crude peptide fraction 15 from L. delbrueckii subsp. bulgaricis S51 12
Crude peptide fraction 16 from L. delfrueckii subsp. bulgaricis $51 103
Crude peptide fraction 13 from L. bep. cremoris FT4 80

B-CN f6-14 from crude peptide fraction 13 2007
B-CN 7282 from crude peptice fraction 16 1798
B-CN £47-52 from crude peptide fr n 13 1939
k-CN f152-160 from crude peptide fraction 13 = 1,000.0

“ NI, not determined.

Gobbeti et al 2000

Péptidos inhibidores de ACE

Leche fermentada

Lb helveticus y Saharomyces cereviceae

Ile-Pro-Pro,
Val-Pro-Pro,

Ingesta oral en ratas hipertensas baja presion sanguinea
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Péptidos inhibidores de ACE

% inhibition of AGE activity

BK ¢RZ NT 5P O CH7 CM5 AL BL
Fig. 2. Inhibition of ACE activity by endogenous and milk
protein-derived peptides (at 100 ymol L™'). The data represent
the percentage inhibition of activity compared with control (no
peptide inhibitor present) (13). BK = bradykinin (RPPGF-
SPFR); dRY = desArg®-Bradykinin: NT = neurotensin (pyro-
ELYENKPRPYIL); SP = substance P (RPKPQOQFFGLM-
NH,): CKI10 = f-casokinin-10; CMT7 = f-casomorphin-T7;
CMS = f-casomorphin-5; AL = a-lactorphin: BL = f-lactor-

phin.

Péptidos inhibidores de ACE

ACE es una enzima con dos
sitios cataliticos , uno en
cada Iébulo en la porcion
extracelular

*ACE prefiere sustratos o inhibidores

competitivos conteniendo amino
dcidos hidrofébicos (aromdticos o
ramificados) en C-terminal

*proling, lysina, arginina
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Actividad antimicrobiana

Proteinas . g
»Caseicidina
a caseins ( quimosina )
IGCTOferr'ina ozocasocidina

“*isracidina
“rkappacina

ssLactoferricina

(pepsina)
Antimicrobianos
Staphylococcus spp.,

o Sarcina spp.,
Casec_ld!na Bacillus subtilis,
casocidina Diplococcus pneumoniae
isracidina Streptococcus pyogenes
kappacina

lactoferricina Escherichia coli
S. carnosus
S. aureus
l Candida albicans;

Poseen aa bdsicos que forman un
bucle de a-hélice

Son péptidos catidnicos

12



Cationic peptides
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Efecto Inmunomodulatorio

“+asl-caseinas (residuos 194-199);
Thr-Thr-Met -Pro-Leu-Trp

<B-caseinas (residuos 63-68 y 191-193)
Pro -Gly -Pro -Ile -Pro-Asn
Leu-Leu-Tyr).

Estimulan la actividad de los
macrofagos

modulan la funcién de los
linfocitos




Efecto Inmunomodulatorio

H. Meisel

60 F-Casomorphins 70

1
-VallTyr-Fro-F'he-Pro-GIy-F'ro-He-Pro-Asn—Ser—Leu-
L ]

Immunopeptide

Casokinin + Bitter Peptide

r
Immunopeptide

190 ————, 200 209
-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-GIn-Glu-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-lle-lle-Val OH
| IR S—

Bitter Peptide —
Bitter Peptide + Emulsifier Peptide

Modulan la proliferacion de linfocitos

Efecto Inmunomodulatorio

Efecto de la fraccion no bacteriana de la leche
fermentada con L. helveticus R389

Células productoras de
IgA en lamina propria de
intestino delgado

240

200

D
o

Ne° IgA+ cells/10 fields
8

@
o
N

idd

*
*
T
Control 12% Milk NBF NBFpH6

'y
o

Vinderola et al 2007
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Efecto Inmunomodulatorio

Efecto de la ingesta de fracciones de leche
fermentada con L helvéticus

1)

y

£

E control

% & Fraction |
g Fraction Il
£

3

fd

12 15 18 22 25 35
Tumor growth/day

LeBlanc et al 2000

Efecto Inmunomodulatorio
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Casomorfinas
alactorfina
Blactorfina

exorfinas

casoxinas {an'ragonisfas
lactoferroxinas

agonistas

Sistema nervioso
Receptores Sistema inmune
8,k tracto gastrointestinal

Interaccionan con
ligandos endogenos
y exdgenos

Sistema nervioso

Actividad opioide

Bioactive peptide  Protein precursor Bioactivity

Casomorphins -, fi-Casein Opioid agonist
z-Lactorphin z-Lactalbumin Opicid agonist
fA-Lactorphin p-Lactoglobulin Opioid agonist
Lactoferroxins Lactoferrin Opioid antagonist
Casoxins r-Casein Opioid antagonist

Caracteristicas comunes en agonistas: possen Tyr
asociado a phe o tyr en el N ter
Arg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu

Tyr-Gly-Leu-Phe

Meisel 1999
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Sistema nervioso

Actividad opioide

Bioactive peptide

Protein precursor

Bioactivity

Casomorphins

e-Lactorphin
f-Lactorphin

Lactoferroxins

Casoxins

x-, i-Casein
x-Lactalbumin
fi-Lactoglobulin
Lactoferrin
i-Caseln

Opicid agonist
Opioid agonist
Opioid agonist
Opioid antagonist
Opiocid antagonist

Caracteristicas comunes en antagonistas:
Ser-Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr-OCH3

Meisel 1999

Nutricién Caseinofosfopéptidos
Os 'Case!ns Contiene
0,,-caseins inmmmmmp> residuos
B-caseins fosfato
unidos a
serina
k-caseins mmmmm)» Esta glicosilada
gs1-caseins B -caseins
L .|

(a] {bh
Fig. 1. Schematic diagrams, based on predictions of self-consistent-field calculations, depicting typical conformations of (a) x,,-casein
and (b) f-casein adsorbed onto planar hydrophobic interface. Bars are simply used to denote hydrophobic regions of molecules and
do not imply rigidity.




Nutricion ,
Caseinofosfopeptidos
Son péptidos con alta carga

negativa que los protege de ser
hidrolizados por enzimas digestivas

Unen calcio, magnesio y hierrro y favorecen su absorcion

Frimary ssquences of caseinophosphopeptides derived
from w-caszeins and g-caseing

-Gasaln {ragmant SeqUENCa

O-rros me-‘-ales . zn gy NER-TH ~gIn-mst-gu-ala-gh-sanP)-le-s2niPrsenP-sn -

U=k pro-asn-sa PR val-gi-gin-tys-

agq-M112-118) “yal-pro-aan-ssnPi-ala-giu-gu-ang-
cean-N5-18) -glu-his-val-ser-sanF-sanF-glu-gu-ser-le-1s-
s8R P)-gin-gu-
argrN2E-04) -asn-pro-senP)-lys-giu-asn-
g TEE54) -gly-s5n )-8 0P -8 1 P)-glu-glu-serPi-ala-glu-val-
sz 127147 -gin-eu-sanPi-nr-ssnPi-gu-gh-asn-ssr-ys-lys-
thr-val-sep-mst-glu-ser PEhr-glu-val-phe-
B-f{12-23) -l val-glu-5ar P -5a PSP gIU-gU-sar-lle-lys-
{warant &)
B-12-23) -Hle-val-gIu-S P -lyS-seP - gl -S5r-19-lys -
{wanant 0
Aimutis 2004

Nutricion .
Caseinofosfopéptidos

Poseen efecto anticariogénico
a través de la recalcificacion del esmalte dental

Son inestables al calor porque induce desfosforilacion

Aimutis 2004




Nutricion glicomacropéptido

O submicelle
}f"l protruding
-] peptide chain

. calcium phosphate

Figure 7. The structure of casein micelle in the sub-micelles model showing the protruding
C-terminal parts of x-casein as proposed by Walstra. (Source: Walstra, 1999)

Nutricion glicomacropéptido

GMP: Residuos 106-116 de k caseina

Es hidrolizado por enzimas digestivas

Efectos bioldgicos

Da saciedad
Fuente de treonina
Favorece absorcion de calcio, zinc y hierro
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Cardiovascular Nervous Gastrointestinal Immune
system system system system
‘ Mingral binding ‘ | Immunomodulatory ‘
Hypocholesterolemic Opioid agonist ‘
[T 1
‘ Antioxidative ‘ Opioid antagonist ‘
L1
Antithrombotic [ Antimicrobial ‘
T 1

Curment Opinion in Biotechnalogy

Overview of the beneficial effects ascribed to bioactive peptides derived from food proteins.

Tabla 1 Péptidos bioactivos y sus efectos beneficiosos para el organismo.

Peptidos

Efecto beneficioso

Inmunomeduladores

Inhibidores del enzima convertidor de angiotensina

Antioxidantes

Reguladores del transito intestinal

Reguladores de la proliferacion celular

Antimicrobianos
Quelantes
Hipocolesterolémicos

Anticoagulantes

Estimulan la respuesta inmune

Reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares

Previenen enfermedades degenerativas y envejecimiento

Mejoran la digestion y absorcion

Reducen la proliferacion de tumores cancerigenos

Reducen el riesgo de infecciones

Mejoran la absorcion de minerales y metales

Reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares

Reducen los riesgos de padecer trombos

Proteinas dietarias

Digestion

QOO DD Péptido bicactivo

¢ Estémago: pepsina

-

§§

Peptidasas del
enterocito

I. Delgado: tripsina
Quimotripsina
Elastasa

Peptidasas
intracelulares

carboxypeptidasa A
carboxypeptidasa B

Peptidasas
séricas y
hepaticas

20



- di y tripéptidos: transportador dependiente de H+ PepT1.

- tetra-octapéptidos: paracelular

- nonapéptidos hidrofobicos: endocitosis

k4

v

Fig. 2. Mechanisms for intestina transpont of pepldes: (1),
paracaliular; (2), passive diffusion: (3) endocylosis; [4) carner-
madiatad transpon.

Tahle 3
Commercial dairy products and ingredients with healih or function clims hased om hinactive pepédes
Brand rame Type of product Chaimed functional claims
tenactive peptides
Calpis Sour milk ValProPra, leProPra,  Reduction of hlood Calpis Ca., Japan
derved from flcasemand  presure
woasen
Evols Calcium enriched fermented  ValPro-Pra, TePraPro,  Reduction of bood Valia Oy, Finland
milk drink derved fom ficaseinand  prewuwe
woasein
BioZate Hydralvsed whey protein flactogiobulin fagments  Reduction of hlood Davizon, USA
alate presure
BoPUREGMP Whey proten isalate wcasen i 106-169) Prevention of demial caries,  Davisco, USA
iGilyeamacr apeptide) imfluence the daténg of
hload, protection against
virmes and hacteria
PRODIET FiWLactiom  Flvoured milk drink, a-casen § §1-100) (Tyr.  Reduction of stres effects  Ingredia, France

Festivo
Cysieine Peptide
ciz

Capahe

PepiaPra

Vivinal Algha

confectionery, cpmies
Fermented lowfat hard
cheese

Ingredizmt fhydrolysate
Ingredientjhydrolysate
Ingredent

Ingredienthydrolvsate

Ingredienthydrolysate

Lew Gy TyrLeu-GiuGin-
Leu Levirg)

aypecasein £ (1-9) ,-casin
1T, ar-casein £ {1-6)
Mik pratein derived

pepiide
Casein derived peptice

Cusenaphasphapepsde

Casein derived peptide

Whey derived peptide

Na health chim as yet

Aidk ta raise energy level
and seep
Reductian of bioad

premwe
Helgs mineral absarption

Immgraves athletic
performance and muscle
recavery

Aids relaxaton and skep

MTT Agrifaod Research
Finland

DMV International, the
Metherlands

DMV International, the
Metherlands

Arl Foods Ingredients,
Sweden

DEM Food Specialities, the
MNetherlands

Barcula Dama Ingredienss
(B, the Metherlands

Korhonen et al IDJ 16 (2006) 945-960
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Componentes de la fraccion no bacteriana con
actividad biolégica
m Exopolisacaridos
m Péptidos bioactivos

m Proteinas microbianas

Micrografia electronica de un ensayo de
coagregacion de Lb. kefir CIDCA 8321
con S. lipolytica CIDCA 812. (5000 X)

22



Hemoaglutinacion

Correlacion entre
-autoagregacion
-coagregacion con levaduras

hemaglutinacion.

4
R
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Capa S

Estructura ampliamente
distribuida en bacteria

Arreglo monomolecular
cristalino de proteinas

Formado por una a 6
subunidades idénticas

En Gram + la capa S esta
asociada al peptidoglicano

En Gram - esta asociada a la
membrana externa (LPS)

Séra and. Sleytr ,J Appl
Microbiol 2000

Proteinas de superficie de Lactobacillus kefir CIDCA

8321

1, proteinas solubles totales (trat. con lizosima)

2, idem luego de extraccion con LiCl 5M

3, proteinas extraidas en LiCl (dializado y concentrado con PVP)

4, MW

24



Microscopia electrdnica de transmision

Observacion microscopica (100x) de la
autoagregacion de Lb. kefir CIDCA 8321
antes (a) y después (b) del tratamiento con
LiCl.
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ie de Lactobacillus

Ic

de superf

inas
ke

e

Prote

ion

inaci

y hemagluti

fir

Sin capa S

Con capa S
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Lactobacillus kefir
PM de capa S

71 69 66

8310 83111

83113
8314 ycms818

8317
8319
83110
83116
8326
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8343
8344
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Proteinas de superficie

A
kD12f34PM56 12 3 4PM5 6
a LR B
4. L | n Proteinas precipitadas de los

sobrenadantes de cultivo en:

1- leche + EL
67| | i

2-leche + T
43- ' | 3-leche +EL+T

5- cocultivo con S. lipolytica

30- - ’ CIDCA 812 en leche
[ ] L B (todos a 30°C)
o

- — -
Controles de medio de cultivo

PM1 23 435 1.2 3 4 5 6

vt - 4-leche +EL+T

kDa | Sl |

6-S. lipolytica CIDCA 812

en leche

PM - Marcadores de

peso molecular

Figura 1.5 Analisis mediante SDS-PAGE de las proteinas precipitadas con acetona a partir de
los sobrenadantes de cultivo libres de células de L. kefir CIDCA 8321 (A) y CIDCA 8344 (B)
crecidas en leche suplementada con extracto de levadura (EL) y/o triptona (T), o en cocultivo
con la levadura S. lipolytica CIDCA 812 en leche (ver texto adjunto). También se muestran las
proteinas precipitadas a partir de los controles i a leche con EL+T
yas. lipolytica CIDCA 812 en leche, y los marcadores de peso molecular. El recuadro sefiala las Mobili 2008
proteinas de capa-S de cada ilo. Condici acrilamida-bis 12,8%, tincion con
Coomasie (izquierda) y Plata (derecha).

Inhibicion de Salmonella sp.

*Principales factores de patogenicidad:
- fimbrias que podrian ayudar a la adhesion a células intestinales.
- secrecion de proteinas llamado Tipo IITI que le permite
secretar e inyectar proteinas en el citosol de la célula.

* Cuando la bacteria llega al intestino, las microvellosidades empiezan
a degenerarse con elongacion, edema y crecimiento en un proceso
llamado ruffling (rizado). Se producen cambios morfoldgicos y
rearreglos en el citoesqueleto que causa que las células intestinales

internalicen la bacteria.
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Proteccion de lactobacillos contra Salmonella

Filtraciéon
0.45um C
—————p (] Sobrenadante

libre de células

/% ) (SN)
i

30°C

Homof: 24hs Centrifugacion
15 min, 10000g

—

Heterof 48hs L
2 lavados y
resuspension en  gygpension de
PBS pH7 Lactobacillus spp

Golowczyc et al 2007

Interaccion de Salmonella sp. con bacterias aisladas de
kefir sobre células intestinales Ensayo de proteccién

Heterofermentativas
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30°C /
o\

Homof: 24hs Centrifugaci6 =
15 min resuspensio
Heterof 48hs n '
10000g

pH7

Suspension de
Lactobacillus spp

Pretratamiento con sobrenadantes de lactobacilos
hetrofermentativos y ensayo de adhesion e
invasion de Salmonella sobre células Caco-2/TC-7

Sobrenadante de 48 hs Salmonella sp. (18 hs, 37 °C)

libre de células ‘i

1 hora de tratamiento a 37 °C

!

Ensayo de adhesion e invasion sobre
células Caco-2/TC-7
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Pretratamiento con sobrenadantes de Lactobacilos heterofermentativos

Adhesion Invasion

&
&
3

X axis title
X axis title

Salmonella sobre caco 2

Tratada con
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Adhesién e invasién de Lb. kefir 8321 y 83113 pretratadas con
sobrenadantes de cultivo y con proteina extraida de la superficie
con LiCl (concentracién aprox. = 0.1 mg/ml)

Invasion de Salmonella pretratada con sobrenadante de Lb. kefir
8321 y diferentes concentraciones de proteinas extraidas con LiCl
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Efecto benéfico de leches fermentadas

Probidtico

Leche /

fermentada

Componentes de la fraccion no bacteriana con
actividad biologica

Componentes de la fraccion no bacteriana

Exopolisacaridos
Peptidos
Proteinas microbianas

Acidos organicos
bacteriocinas

Actividad benéfica para la salud de las leches
fermentadas
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