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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo la purificacion de los péptidos de un
hidrolizado proteico de cafiihua, mediante técnicas de: ultrafiltracion y cromatografia de
filtracion en gel, en funcion a su actividad antioxidante ABTS™ (AAOX) y antihipertensiva,
a través de la medida del valor I1Cso, (correspondiente al 50 por ciento de inhibicion de la
enzima convertidora de la angiotensina 1), asi como su caracterizacion a nivel de peso
molecular mediante electroforésis. El hidrolizado proteico fue obtenido a partir de un
concentrado proteico, mediante una hidrolisis en dos etapas con las enzimas Neutrasa y
Alcalasa (0.385 UA/0.385 AU), por un periodo de 180 minutos. El hidrolizado presentd una
actividad antioxidante de 1.95 pumol TE/mg proteina y un valor ICso de 0.16 mg/mL. Luego
de pasar, el hidrolizado proteico, por ultrafiltracion empleando el cut off de 10 y 3 kDa, los
valores de AAOX e ICso el permeado final (3 kDa) alcanz6 valores de AAOX de 2.11
pmol TE/mg proteina y de ICso de 0.09 mg/mL. Este permeado fue pasado por
cromatografia de filtracion en gel utilizando Biogel P-2, obteniéndose un total de 3
fracciones, donde, la dltima fraccion obtuvo el més alto valor de AAOX (3.18 umol TE/g
proteina) y el mas bajo valor de 1Cso (0.055 mg/mL). Luego de la evaluacion electroforética,
los péptidos constituyentes de esta Gltima fraccion presentaron un rango de pesos
moleculares comprendidos entre 1.29 a 5.33 kDa, encontrandose en ellos un potencial
antioxidante y antihipertensivo. De los resultados obtenidos se destaca a la cafiihua como

una alternativa nutritiva y beneficiosa a la salud.

Palabras clave: hidrolizado proteico de cafiihua, actividad antioxidante, actividad

antihipertensiva, ultrafiltracion, cromatografia de filtracion en gel, electroforesis.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to purify the peptides of a cafiihua protein
hydrolyzate, by ultrafiltration and gel filtration chromatography techniques, based on their
ABTS" antioxidant capacity (AAOX) and antihypertensive activity, by measuring the ICsg
value, (corresponding to 50 percent inhibition of the angiotensin converting enzyme 1), as
well as its characterization at the molecular weight level by electrophoresis. The protein
hydrolyzate was obtained from a protein concentrate, by a two-step hydrolysis with the
enzymes Neutrasa and Alcalasa (0.385 AU/0.385 AU), for a period of 180 minutes. The
hydrolyzate showed an AAOX of 1.95 umol TE/mg protein and an ICso value of 0.16 mg /
mL. After passing, the protein hydrolyzate, by ultrafiltration using the cut off of 10 and 3
kDa, the values of AAOX and ICsxo the final permeate (3 kDa) reached AAOX values of 2.11
umol TE/mg protein and ICso of 0.09 mg/mL. This permeate was passed through filtration
chromatography on Biogel P-2 gel, obtaining a total of 3 fractions, where, the last fraction
obtained the highest value of AAOX (3.18 umol TE/g protein) and the lowest value of ICso
(0.055 mg/mL). After the electrophoretic evaluation, the constituent peptides of this last
fraction presented a range of molecular weights between 1.29 to 5.33 kDa, being found in
them an antioxidant and antihypertensive potential. Given the results obtained, cafiihua

stands out as a nutritious and beneficial alternative to health.

Keywords: canihua protein hydrolyzate, antioxidant activity, antihypertensive activity,

ultrafiltration, gel filtration chromatography, electrophoresis.



l. INTRODUCCION

Actualmente las proteinas y péptidos con actividad biologica constituyen una de las
categorias més importantes dentro del sector de los alimentos funcionales. Estos péptidos
son secuencias aminoacidicas (entre 2 y ~ 20 aminoacidos) que tienen la capacidad de
regular diversos procesos fisioldgicos (Segura-Campos et al., 2013). Los hidrolizados y
fracciones peptidicas tienen varias ventajas: no solo tienen actividad biologica sino que
también pueden tener contribucion nutricional; el fraccionamiento incrementa su actividad
luego de ser ingeridos, y ademas actlan en sinergia para incrementar el efecto en el

organismo (Herrera et al., 2014).

Considerando la relacién que guarda la nutricion con el estado de salud, los péptidos con
actividad bioldgica podrian ayudar a reducir la actual epidemia de enfermedades crénicas
degenerativas que afectan a un amplio sector de la poblacién mundial (OMS; citado por
Segura-Campos et al., 2013).

En un estudio previo, Ochoa (2017) determind las condiciones 6ptimas de hidrélisis de la
proteina de cafiihua para obtener péptidos con el menor valor de ICso, mostrando que se
puede usar como fuente potencial de ingredientes funcionales y compuestos antioxidantes
con actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ECA - I). Sin embargo,
debido a que dicho hidrolizado proteico podria contener algunas fracciones de compuestos
de naturaleza no proteica, que pudiesen actuar como interferencia; asi como fracciones
proteicas de alto peso molecular,que no presentasen importantes actividades antioxidante y
antihipertensiva, es que se hace necesario continuar estudios mas profundos que permitan
elucidar a fracciones proteicas de interés (con bioactividad) y caracterizarlas. Es por ello que
en la presente investigacion se aplicaron técnicas de purificacion en el hidrolizado proteico
de la cafiihua: separacion por membranas y cromatografia de filtracion en gel para evaluar
la influencia de tales técnicas en las propiedades antioxidante y antihipertensiva, asi como

la evaluacion de su perfil electroforético como una aproximacion a su caracterizacion. Por



ello, los objetivos de la presente tesis fueron:

Determinar la actividad antihipertensiva (actividad inhibitoria de enzima convertidora
de la angiotensina ECA - 1) y actividad antioxidante (ABTS") in vitro de la proteina
de cafiihua hidrolizada y de las fracciones peptidicas obtenidas luego de los procesos

de ultrafiltracion y cromatografia de filtracion en gel.

Determinar el rango de pesos moleculares de las fracciones de péptidos con mayor

actividad antihipertensiva y antioxidante mediante electroforesis SDS-PAGE.



Il.  REVISION DE LITERATURA

21 CANIHUA

2.1.1 GENERALIDADES

Desde hace cientos de afios se cultiva en nuestro pais la “kafiiwa” (Chenopodium
pallidicaule) descrita por Aellen en 1929. Esta especie altoandina habita sobre los 1500 a
3600 m de altura. Puede crecer a mayor altitud que la quinua; su periodo vegetativo es de
135 - 145 dias, en comparacion a la quinua (165 - 172 dias). Ambas especies pueden crecer
donde otros cereales lo hacen con dificultad,debido a que toleran heladas, y se han adaptado
a un amplio rango de suelos prefiriendo aquellos ricos en limo, potasio y magnesio (Pirie,
2011).

Algunos de los cultivares conocidos en Perd son: Cupis, Ramis, Akallapi, Huanaco, Rosada,
Chillihua, Condorsaya, K'ellu y Puca. En Bolivia, los cultivares incluyen Kanallapi,
Chusllunca e Issualla. Existen colecciones de germoplasma en las estaciones experimentales
INIA de Camacani e lllpa (Puno), la Universidad San Antonio Abad en K'ayra (Cuzco) en
Per(; y en Bolivia en la Universidad de Patacamaya en el Instituto Boliviano de Tecnologia
Agropecuaria (IBTA) donde se almacenan en frio méas de 380 accesiones (FAO, 1994).

La cafiihua es una especie agroalimentaria poco estudiada y que muchas veces ha sido
confundida con la quinua. Es un grano muy nutritivo propio del altiplano andino, tuvo
especial relevancia para los habitantes en el altiplano peruano-boliviano, donde se desarrollo
la cultura Tiahuanaco y es donde actualmente existen mayores extensiones cultivadas con

esta especie (en el Perti 2400 t y en Bolivia 1000 t anuales) (Bustamante, 2014).



Segun Huaman (2011), la cafiihua presenta la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino: Vegetal, Eucariota
Division:  Angiospermophyla
Clase: Dicotyledoneae
Sub clase:  Archichlamydeae
Orden: Centrospermales
Familia: Chenopodaceae
Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium pallidicaule Aellen

Este grano tiene una adaptabilidad a diferentes regiones agroecoldgicas. Puede crecer a una
humedad relativa entre 40 a 88 por ciento, y tolera temperaturas entre - 4 a 38 °C. Resiste la
falta de humedad del suelo y produce cultivos con rendimientos aceptables con una
precipitacion de 100 a 200 mm anual (FAO/OMS, citado por Gallego et al., 2014). En el
Perd, en la region Puno al norte del Lago Titicaca, se siembra aproximadamente 5 mil
hectareas de cafiihua y el rendimiento promedio por hectarea alcanza entre 750 y 800 Kkg.
La mayor concentracion de produccion de Cafihua se encuentra en el altiplano de la regién
Puno, principalmente en la provincia de Melgar en los distritos de Llalli, Macari, Ayaviri,
Nufioa, en las provincias de Azangaro, Huancané, San Roman, Puno en el distrito de Acora
y en la provincia de Chuquito en los distritos de Pomata y Kelluyo. Todas las provincias
mencionadas corresponden al grupo étnico Aymara (Arnillas et al., 2013). La produccion
también se da en menor escala, en las zonas altas de Arequipa y Cusco. En el 2016, la
produccion alcanzada fue de 4.57 toneladas para una superficie cosechada de 6155 hectéreas
(rendimiento 764 kg/ha) (MINAGRI, 2017).

2.1.2 VALORNUTRITIVO

Las proteinas son componentes fundamentales de los alimentos, desde un punto de vista
nutricional como funcional. Son una fuente de aminoacidos, los cuales son esenciales para
el crecimiento y mantenimiento del cuerpo; desde el punto de vista tecnofuncional, estas
afectan las propiedades fisicoquimicas y sensoriales de los alimentos, asi como también,

muchas proteinas de la dieta pueden ejercer efectos fisioldégicos benéficos en el cuerpo
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humano, ya que poseen propiedades bioldgicas que hacen a estos componentes ingredientes
potenciales por su bioactividad o como alimentos promotores de la salud (Carmona y Zapata,
2016). Las proteinas en la semilla tienen diferentes roles: funcional, como parte de
estructuras complejas, en las membranas y proteinas estructurales; energéticas, proteinas de
almacenamiento, como fuente de amino&cidos para suministrar los bloques de construccion
necesarios durante la biosintesis de proteinas en la germinacién; y metabdlico, como en el

caso de las enzimas necesarias para el control de diversas reacciones (Yada, 2017).

La cafihua es un grano que tiene un alto valor nutricional por su elevado contenido de
proteinas que varia entre 14 y 19 por ciento, las cuales pertenecen principalmente a las
albuminas y globulinas que tienen una composicion balanceada de aminoacidos esenciales
(Repo-Carrasco et al., 2003); ademas tiene una proporcién importante de aminoécidos
azufrados, metionina y cisteina (Repo-Carrasco et al., 2009). Esta calidad proteica en
combinacion con un contenido de carbohidratos del orden del 63.4 por ciento y aceites
vegetales del orden del 7.6 por ciento, la hacen altamente nutritiva. También concentra
grandes proporciones de calcio, magnesio, sodio, fosforo, hierro, zinc, vitamina E, complejo
vitaminico B (Callisaya y Alvarado, 2009). El grano también tiene alto nivel de fibra
dietética y grasas no saturadas, considerandose a esta especie como uno de los componentes
estratégicos de la seguridad alimentaria (Juarez y Quispe, 2016). Los factores
antinutricionales son muy bajos, por lo cual la ventaja de la cafiihua, es que los granos tienen
un contenido de saponinas bajo, lo cual facilita su utilizacién Esto indica que es mas rapido
y mas barato obtener harina comestible de la cafiihua, que procesar quinua para el mismo fin
(INIA, 2004).

Gallego et al. (2014) determinaron un contenido de proteina en granos de quinua y cafiihua
entre 12 a 18 por ciento en base himeda, mientras que la composicién quimica sefialada por
La Rosa et al. (2016) se muestra en el Cuadro 1. Ademas, segun Walters (2013), esta proteina
tiene alta calidad y es particularmente rica en aminodcidos esenciales, tales como
aminoéacidos azufrados, lisina y aminoacidos aromaticos, mayores que los recomendados por
la FAO/OMS (2007) y que son deficientes en la mayoria de granos pero necesarios para una

nutricion apropiada en humanos.



Cuadro 1: Composicién quimica de algunos cultivares de cafiihua

CULTIVAR

COMPONENTE ILLPA-

(por ciento) Roja Blanca | Amarilla | Cupi Ramis INIA
Humedad 10.7 10.7 10.7 8.5 7.7 8.4
Proteina 16.1 16.1 16.5 14.2 13.7 145
Grasa 7.5 7.8 7.5 3.9 3.9 3.9
Carbohidratos 62.7 62.5 62.5 59.8 61.2 58.7
Cenizas 3.7 3.7 3.5 4.1 4.1 4.2

FUENTE: La Rosa et al. (2016)

El Cuadro 2 evalla el contenido de los aminoacidos lisina, metionina, treonina y triptfano

en las proteinas de los granos andinos; en ella se observa que estos aminoacidos son elevados

al ser comparados con los cereales (pobres en lisina y treonina). En el caso de la cafiihua, la

leucina es el aminodacido limitante comparado con el patrén de aminoécidos de referencia

para nifios de 1 a 2 afos.

Cuadro 2: Contenido de aminoacidos lisina, metionina, treoninay triptéfano en

los granos andinos y en trigo (g de aminoacidos/100 g de proteinas)

AMINOACIDOS 9/100 g DE PROTEINA
Cafiihua | Quinua | Kiwicha | Trigo | FAO/OMS™ | FAO/OMS™

Triptéfano 0.9 1.5 1.1 1.1 0.7 0.6
Metionina 4.6 3.4 6.1 4.0 2.5 2.2
+cisteina

Treonina 3.3 3.8 3.3 2.9 2.7 2.3
Isoleucina 3.4 3.2 3.2 3.3 3.1 3.0
Valina 4.2 3.9 3.8 4.4 4.1 3.9
Lisina 5.3 5.1 6.0 2.9 5.2 4.5
Fenilalanina 6.0 6.3 6.4 7.5 4.6 3.8
+Tirosina

Leucina 6.1 7.9 5.4 6.7 6.3 5.9
Histidina 2.7 2.4 2.4 2.3 1.8 15

FUENTE: Walters (2013); ™: Patrén de aminodacidos de referencia para nifios de 1 a 2 afios (FAO/OMS 2007);
™ Patron de aminoécidos de referencia para adultos (FAO/OMS 2007)
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En las Gltimas décadas ha surgido un gran interés en el uso de concentrados proteicos, esto
se debe al aumento exponencial de la poblacion que genera un déficit creciente a escala
mundial de productos ricos en proteinas, tales como los concentrados y aislados proteicos.
Los concentrados proteicos son aquellos que contienen un minimo de 70 por ciento de
proteina en base seca, en cereales y leguminosas se extraen a partir de la harina desgrasada
del grano previamente descascarillado y pulverizado, con la posterior eliminacion de
compuestos solubles no proteicos, obteniendo un producto rico en azucares insolubles y
proteinas (Aguilar y Vélez, 2013). Sin embargo, también pueden contener cantidades
sustanciales de carbohidratos y grasa, por lo cual se realiza una purificacion adicional
utilizando filtracion o microfiltracion de intercambio ionico, lo cual resulta en la obtencion
de un aislado proteico, el cual tiene bajos niveles de carbohidratos y grasa y son casi en su
totalidad proteina (Kalman, 2014).

Con el fin de satisfacer esta demanda se han realizado numerosas investigaciones orientadas
a encontrar nuevas fuentes proteicas y tecnologias que permitan obtener una mayor
disponibilidad y calidad de proteinas, a partir de las diferentes fuentes proteicas existentes
en la actualidad (Jaimes et al., 2014). En afios recientes, los cereales y sus ingredientes son
reconocidos como alimentos funcionales y nutracéuticos por ser fuentes de fibra dietaria,
proteinas, energia, minerales, vitaminas y antioxidantes requeridos para la salud humana.
Ademas, pueden ser usados como fuentes fermentables para el crecimiento de
microorganismos probidticos (Das et al., 2012). Los cereales andinos son alimentos
promisorios debido a su contenido de metabolitos secundarios fendlicos como polifenoles,
sintetizados para contrarrestar condiciones de crecimiento y clima adversos. Estos
metabolitos estan relacionados a la reduccién del riesgo de enfermedades cronicas cuando
se consumen en la dieta (Gallego, 2014). Por ejemplo, los polifenoles de plantas,
antioxidantes naturales, son candidatos ideales ligados a efectos protectores de frutas y

vegetales contra el cancer y enfermedades cardiovasculares (Arts y Hollman, 2005).

La extraccion alcalina es una alternativa tecnoldgica para el aislamiento de la proteina de
granos. El aislado proteico tiene baja actividad inhibidora de tripsina y generalmente cumple
con las recomendaciones de la FAO para el contenido de aminoacidos esenciales en dietas
para adultos (Herrera et al., 2014). La eleccion del método de aislamiento de proteinas

depende de las propiedades de la fuente. Los métodos para la ruptura celular varian desde



métodos fisicos, tales como tratamiento térmico y sonicacion, a métodos quimicos, como el
tratamiento con soluciones detergentes. Las soluciones proteicas generalmente se diluyen
antes de analizar, por lo tanto, es necesario aplicar un proceso de enriquecimiento como
concentracion o precipitacion. Dado que las proteinas precipitan en condiciones especificas,
se puede utilizar este método para separar la proteina deseada de otras proteinas mediante el
empleo de sales o precipitacion isoeléctrica disminuyendo el pH hasta alcanzar el punto
isoeléctrico particular de la proteina objetivo (Lee, 2017). Es asi que el concentrado proteico
de cafilhua de la variedad Cupis obtenido mediante extraccion alcalina seguida de
precipitacion isoeléctrica de la proteina, registra contenidos de proteina mayores a 70 por
ciento (Espinoza, 2015 y Ochoa, 2017).

En cuanto a su actividad antioxidante, Abderrahim et al. (2012) sefialan que la cafiihua
(Chenopodium pallidicaule) es un cereal rico en compuestos antioxidantes, lo cual puede

estar vinculado a sus condiciones severas de cultivo, tales como: la altitud, el frio y la sequia.

Al respecto, Chanamé y Cruz (2017) indican que las plantas que soportan condiciones
climéticas extremas (heladas, sequias y bajas temperaturas), como es el caso de la cafiihua,
ejercen una proteccion innata contra la oxidacion lo cual le confiere su mayor actividad

antioxidante en comparacion a otros cereales.

2.2  PEPTIDOS BIOACTIVOS

2.2.1 DEFINICION

Tradicionalmente, las propiedades nutricionales de las proteinas se asocian al contenido en
aminoacidos, especialmente los esenciales. Sin embargo, recientemente se esta investigando
la liberaciéon de péptidos bioactivos, los cuales se encuentran encriptados dentro de las
proteinas de los alimentos, con vistas a conocer mejor las propiedades nutricionales de
dichos alimentos y también a utilizar dichos péptidos como ingredientes funcionales
(Vercruysse et al., 2005).



Los péptidos bioactivos o péptidos con actividad bioldgica (PB) son secuencias cortas de
aminoacidos, generalmente entre 2 a 20 aminoacidos (Singh et al., 2014), aunque se han
reportado péptidos con mas de 20 residuos de aminoacidos (Capriotti et al., 2015). Para ser
considerado bioactivo, un componente de la dieta debe impartir un efecto bioldgico medible
a un nivel fisiologico. Esta bioactividad debe tener el potencial de afectar la salud de una
manera beneficiosa, que excluye efectos potencialmente dafinos tales como toxicidad,

alergenicidad y mutagenicidad (Moller et al., 2008).

Los PB son conocidos por su habilidad de inhibir interacciones proteina-proteina debido a
su pequerfio tamafio y especificidad. Son derivados de proteinas que mas alla de aportar un
alto valor nutricional, ejercen una respuesta fisiologica en forma beneficiosa para el
organismo (Guevara, 2016). La mayoria de las actividades fisiologicas de las proteinas estan
dadas por secuencias de péptidos encriptadas en la proteina de origen que se vuelven activos
cuando se liberan durante proteolisis enzimatica (digestion gastrointestinal, hidrolisis in vitro
utilizando enzimas proteoliticas) de las proteinas y también durante el procesamiento de

alimentos (coccion, fermentacion, maduracion) (Daliri et al., 2017).

En la naturaleza permanece la mayor fuente de PB dado que plantas, animales, hongos,
microorganismos y sus productos contienen varias proteinas en ellos (Daliri et al., 2017).
Los PB han demostrado tener un amplio nimero de funciones fisioldgicas, entre las que se
incluyen la antihipertensiva, antioxidante, opiaceo-antagonista, inmunomodulatoria,
antimicrobiana, prebidtica, antitrombotica e hipocolesterolémica, entre otras (Arihara y
Ohata, 2006). Dependiendo de la composicion y secuencia de aminoécidos que los
conforman, presentan efectos sobre diferentes sistemas del organismo humano:

cardiovascular, nervioso, gastrointestinal e inmune (Figura 1) (Carrasco y Guerra, 2010).

En los ultimos afios se viene reconociendo el papel protector o beneficioso de algunos
péptidos presentes en alimentos sobre la salud del consumidor, por poseer propiedades
funcionales y/o bioactivas (Vercruysse et al., 2005). Actualmente el mercado de proteinas y
péptidos funcionales se valora en $75 miles de millones/afio. Los PB tienen potencial para
ayudar a reducir la epidemia mundial de enfermedades crénicas que afectan a 58 millones
de personas al afio, con la posibilidad de su incorporacion en alimentos funcionales y

nutracéuticos (Daliri et al., 2017).
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Figura 1: Efectos de los péptidos bioactivos sobre el organismo humano.

FUENTE: Guevara (2016)

Numerosos estudios han demostrado que los péptidos bioactivos se encuentran en muchas

proteinas de alimentos que se consumen en la dieta humana, siendo la principal fuente de

obtencidn la proteina de la leche. Sin embargo, también se pueden obtener de otras fuentes

animales como sangre bovina (Przybylski et al., 2016), gelatina (Lassoued et al., 2015),

carne, huevos, diversas especies de peces como atun, sardina, arenque y salmén. Algunas

fuentes vegetales de PB y proteinas son trigo (Kumagai, 2010), maiz, soja (Singh et al.,

2014), arroz (Selamassakul et al., 2016), champifiones, calabaza, sorgo (Moller et al., 2008)

y amaranto (Silva-Sanchez et al., 2008).
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2.2.2 PRODUCCION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Existe una gran cantidad de PB contenida en un amplio rango de fuentes alimenticias
(productos de plantas, animales y de origen marino) y generados por fermentacion, hidrolisis
enzimética, quimica o procesos de digestion gastrointestinal de proteinas de alimentos
(Udenigwe y Aluko, 2012). El uso de hidrolisis enzimatica para producir péptidos bioactivos
se prefiere a la fermentacion microbiana debido al corto tiempo de reaccion y facilidad de

escalamiento (Daliri et al., 2017).

La hidrdlisis enzimatica ofrece indudables ventajas, como la no existencia de procesos de
degradacion del sustrato, moderados valores de pH y temperatura (pH entre 5 a 10 y
temperatura entre 40 a 60 °C) y el mantenimiento o mejora del valor nutritivo de la proteina.
Ademas de la ventaja adicional de la disminucién de alérgenos (Bustamante, 2014). Las
caracteristicas de los hidrolizados que se obtengan, estaran determinadas por el uso al que

esten destinados, asi como por el grado de hidrolisis (GH) (Ramirez, 2015).

Las proteasas se agrupan tipicamente en cuatro clases de mecanismos: las cistein proteasas,
serin proteasas, metalo proteasas y asparto proteasas. Las enzimas proteoliticas mas
empleadas en la obtencién de hidrolizados in vitro son las serin proteasas, que utilizan un
resto de serina activado para unirse al sustrato y catalizar la hidr6lisis de grupos peptidicos.
Las serin proteasas usan el mecanismo clasico de triada Ser/His/Asp, donde la Ser es el
nucledfilo, la His es la base general y el Asp ayuda a orientar el residuo de His y neutralizar
la carga que se desarrolla en la His durante los estados de transicion (Ekizi et al., 2008).
Polaina y MacCabe (2007) sefialan que esta triada es muy similar a las enzimas digestivas

intestinales de mamiferos, tripsina y quimotripsina.

Las enzimas proteoliticas que utilizan Ser en su triada catalitica son bastante ubicuas e
incluyen un amplio rango de actividades peptidasa, tales como endopeptidasas,
exopeptidasas y oligopeptidasas. Por otro lado, el grupo mas amplio de enzimas proteoliticas
se clasifica como metaloproteasas, que representan un amplio grupo de hidrolasas que
escinden enlaces peptidicos por accion de una molécula de agua activada por su
acomplejamiento con iones metalicos bivalentes (Polaina y MacCabe, 2007). Casi todas las

metaloproteasas contienen uno o dos enlaces i6nicos zinc, mientras que otras enzimas
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contiene uno o dos iones de cobalto o magnesio (Fukusawa et al., 2011). En los sitios
cataliticos de las metaloproteasas, el zinc forma complejos con cualquier donante de tres
nitrégenos (His) y oxigeno (Glu o Asp), siendo His el aminoacido predominante, debido a
su capacidad de dispersar cargas a través de del enlace de su nitrégeno no ligado con
hidrdgeno. Entre las mas comunes, se tiene por ejemplo a la astacina, carboxypeptidasa A,
y termolisina (Barret et al., 2012).

Las proteasas tales como alcalasa, flavouzyme, pepsina, pancreatina, quimotripsina,
papaina, tripsina y termolisina se han utilizado para producir péptidos bioactivos a partir de
proteinas de diversas fuentes (Ramirez, 2015). Las variaciones en el tratamiento como la
relacién enzima/sustrato, el tratamiento previo de la proteina y la combinacion de las
enzimas en la hidrolisis juegan un papel importante en la bioactividad de los péptidos
generados (Luna et al., 2014).

La Neutrasa, es una metaloproteasa proveniente de la bacteria Bacillus amyloliquefaciens y
presenta como sitio de accion catalitica a los aminoacidos Leu, Val y al metal hierro
(Mosquera, 2014); permite la hidrolisis de proteinas para producir péptidos con el extremo
C-terminal conteniendo aminoacidos hidrofébicos, por ejemplo, tirosina, triptéfano o
fenilalanina. Por otro lado, la Alcalasa es una proteasa alcalina de uso industrial producida
por Bacillus licheniformis siendo su principal componente activo la endopeptidasa serina
subtilisina, la cual hidroliza enlaces peptidicos con amplia especificidad perteneciendo a un
grupo de serina proteasas que inician el ataque nucleofilico sobre el enlace peptidico (amida)
a través de un residuo de serina en el sitio activo (tipicamente Asp-His-Ser) (Montoya et al.,
2015), liberando péptidos con aminoacidos hidrofobicos con grandes cadenas laterales y
ausentes de cargas (aminoacidos aromaticos y alifaticos), incluidos isoleucina, leucina,

valina, tirosina o prolina en su region C-terminal (Chen et al., 2016).

2.2.3 ABSORCION Y TRANSPORTE DE PEPTIDOS BIOACTIVOS
Los mecanismos a través de los cuales se realiza la absorcion y transporte al torrente

sanguineo de péptidos, se describen en el Cuadro 3. Estos péptidos contenidos en

hidrolizados, presentan una solubilidad en agua cercana al 100 por ciento en un intervalo
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amplio de pH y tienen la caracteristica de ser hipoalergénicos. Ademas, su absorcion

intestinal es mejor que en las proteinas intactas (Carmona y Zapata, 2016).

Cuadro 3: Posibles rutas para la absorcion y transporte al torrente circulatorio

de péptidos

RUTA DE
TRANSPORTE

MECANISMO

CANDIDATOS

Ruta paracelular

Difusion a través de las junciones entre
células por un proceso de difusion pasiva

independiente de energia

Péptidos grandes solubles en

agua

Difusion pasiva

Difusion a través de un proceso de
difusion transcelular independiente de

energia

Péptidos hidrofébicos

Via transportador

Salida de algunos péptidos del enterocito
hacia la circulacion porta a través de un
transportador localizado en la membrana

baso lateral intestinal

Péptidos pequefios resistentes

a hidrdlisis

Endocitosis

Unidn de las moléculas a la célula para
absorcion al interior de la célula via

vesiculizacion.

Péptidos polares grandes

Sistema linfatico

Absorcion de péptidos del espacio
intersticial hacia el espacio linfatico

intestinal

Péptidos altamente lipofilicos
demasiado grandes para ser

absorbidos

FUENTE: Sarmadi e Ismail (2010)

Las células epiteliales del intestino delgado son el sitio principal de absorcién de compuestos

nutricionales y bioactivos tales como los péptidos. Mas aln, luego de la administracion oral,

los péptidos pueden encontrar barreras quimicas, bioquimicas y fisicas por estas células, lo

cual puede reducir la influencia en sus otras funciones fisioldgicas. La principal barrera

quimica para los péptidos bioactivos es el pH bajo del estdmago, necesario para la digestion

de proteinas y la absorcion de los aminoécidos. Las mismas enzimas que hidrolizan las

13




proteinas pueden llevar a cabo la digestidn hidrolitica de los péptidos debido a su similaridad
en estructura quimica y grupos funcionales (Karas et al., 2017).

Algunos péptidos bioactivos son capaces de resistir la accion de proteasas, lo cual esta
relacionado a su estructura caracteristica. Es asi que los péptidos incluyendo prolina o
hidroxiprolina y dipéptidos u oligopéptidos con prolina en el extremo C-terminal no son
hidrolizados por enzimas digestivas (por ejemplo lactotripéptidos antihipertensivos lle-Pro-
Pro y Val-Pro-Pro, Lys-Try-Leu-Pro-Val-Pro-GIn y Leu-His-Leu-Pro-Leu-Pro (Boelsma y
Kloek, 2009; Van Platernik et al., 2006). La presencia de peptidasas es una barrera
bioquimica, mientras que el epitelio gastrointestinal impermeable, asi como los parametros
de la capa acuosa/mucosa, la membrana epitelial de enterocitos (ruta transcelular), y las
uniones estrechas entre los extremos apicales de las células epiteliales (ruta paracelular),
representan barreras fisicas (Yin et al., 2014).

Los péptidos pueden ser transportados activa o pasivamente dependiendo de su composicion
de aminoéacidos y funcion. El transporte transepitelial de los péptidos (compuesto de mas de
cuatro aminoéacidos) ha sido investigado utilizando células intestinales monocapas Caco2
(utilizada para la evaluacion de la permeabilidad gastrointestinal in vitro) (Sarmadi e Ismail
(2010).

Algunos estudios sugieren que el rol principal en el flujo a través de la capa celular epitelial
estd dado por la digestion mediante peptidasas celulares. Por otro lado, se sugiri6 que un
mecanismo intracelular tal como una transcitosis adsortiva era el factor principal en el
transporte de bradiquinina y sus derivados, pero se reportd que la ruta paracelular estaba
involucrada en el transporte del tetrapéptido Gly-Gly-Tyr-Arg (Shimizu et al., citados por
Karas et al., 2017). Los péptidos antihipertensivos tales como lle-Phe, Ala-Phe, lle-Pro-Pro
y Val-Pro-Pro o péptidos opioides permanecen estructuralmente estables durante la
infiltracion via la monocapa epitelial, donde la eficiencia del transporte es dependiente de la

carga, peso molecular y presencia de péptidos hidrofébicos (Sienkiewicz et al., 2009).

Algunos péptidos podrian requerir proteccion de las enzimas gastrointestinales cuando se
administren de forma oral utilizando formas de dosaje no convencionales. Es importante

resaltar el hecho que los transportadores especificos del duodeno responsables por su
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biodisponibilidad absorben también la mayor parte de los péptidos bioactivos; por ello,
deberia investigarse cualquier mecanismo de competencia para el mismo transporte
intestinal (Cicero et al., 2017).

2.2.4 APLICACIONES DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS

Dependiendo de la composicion y secuencia de aminoacidos que conforman los péptidos
bioactivos, estos pueden presentar efectos sobre diferentes sistemas del organismo humano:
cardiovascular, nervioso, gastrointestinal e inmune (Carrasco y Guerra, 2010).

Ciertos péptidos pueden desencadenar actividades fisiologicas que promueven la salud de la
piel y por lo tanto, se utilizan en productos no alimentarios, tales como cosméticos y
productos dermatologicos. Algunas de estas funciones incluyen la modulacion de
inflamacion de células y tejidos, estimulacion de la sintesis de colageno, control de la
angiogénesis y melanogénesis y modulacion de la proliferacién celular y migracion celular
(Agyei et al., 2016).

Considerando la relacién que guarda la nutricién con el estado de salud, los péptidos con
actividad bioldgica podrian ayudar a reducir la actual epidemia de enfermedades crénicas
degenerativas que afectan a un amplio sector de la poblacién mundial. Ademas de impactar
el mercado de alimentos, donde el rubro de alimentos funcionales crece a un ritmo del 20
por ciento anual, pues la preocupacion por la salud conlleva al aumento de la demanda de
este tipo de productos por parte de los consumidores y al desarrollo de nuevos productos

funcionales basados en efectos cuantificables sobre la salud (Segura-Campos et al., 2013).

Resulta relevante que diversos estudios han demostrado que cualquier proteina
independientemente de sus funciones y calidad nutricional, puede ser empleada para generar
péptidos con actividad bioldgica (Cuadro 4), potenciando asi el uso de proteinas de origen
no convencional o subutilizadas, como proteinas vegetales provenientes de fuentes
silvestres, residuos de pesquerias, subproductos de la extraccion de aceites, etc. (Segura-
Campos et al., 2013). En los ultimos afios, debido a la gran relevancia que estos peptidos
han obtenido en el mercado, se han desarrollado técnicas para la obtencion de nuevos

péptidos bioactivos a partir de proteinas alimentarias mediante digestién enzimatica in vitro,
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empleando enzimas proteoliticas de origen microbiano. Es mas, en estudios recientes se han
obtenido péptidos modificados, disefiados a partir de péptidos naturales, con el fin de

incrementar la actividad de estos ultimos (Mulero et al., 2013).

Cuadro 4: Peéptidos con actividad biologica derivados de distintas fuentes

proteicas
PEPTIDOS ORIGEN NOMBRE/SECUENCIA
Soya NWGPLV
Pescado LKP, IKP, LRP
o Carne IKW, LKW
Inhibidores de ECA - 1/ _
) Lactoquininas (WLAHK, LRP, KLP)
Hipotensores Leche _
Casoquininas (FFVAP, FALPQY, VPP)
KVREGTTY
Huevo _
Ovokinina (FRADHPPL, KVREGTTY)
Trigo IAP, Inmunopéptidos
Brocoli YPK
Inmunomoduladores
Arroz GYPMYPLR
Leche Inmunopéptidos
o ) Trigo Exorfinas
Opioides antagonistas i
Leche Lactoferroxina
o Huevo (f 109-200)
Antimicrobianos _
Leche Lactoferricina
Antitrombaticos Leche Casoplatelinas
Quelantes de metales Leche Caseinofosfopéptidos
. o Soya LPYPR
Hipocolesterolémicos
Leche IHAEK
o Pescado MY
Antioxidantes
Leche MHIRL, YVEEL, WYSLAMAASDI

FUENTE: Segura-Campos et al. (2013). A: Ala; R: Arg; N: Asn; D: Asp; C: Cys; Q: GIn; E: Glu; G: Gly; H:
His; I: lle; L: Leu; K: Lys; M: Met; F: Phe; P: Pro; S: Ser; T: Thr; W: Try; Y: Tyr; V: Val.
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El uso de péptidos bioactivos como potenciales agentes terapéuticos tiene como ventajas su
alta especificidad y su actividad. Esto implica que en general tienen poca toxicidad y efectos
secundarios, ademas que se administran en pequefias dosis, reduciendo asi las cantidades de
producto a sintetizar a escala industrial. Asimismo, no se acumulan en el organismo, debido

a que poseen una vida media relativamente corta (Borja, 2014).

a. PEPTIDOS CON ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), se generan constantemente en los organismos
aerobios como resultado de las reacciones metabdlicas. Una excesiva produccion de ROS
puede sobrepasar la actividad antioxidante fisiologica. Como consecuencia de este dafio
oxidativo, las proteinas, los lipidos y el ADN se convierten en el blanco del ataque de los
radicales libres, dafiando enzimas, membranas y el material genético (Segura-Campos et al.,

2013), ademas de otros efectos negativos mostrados en la Figura 2.

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

. . Lipidos Proteinas
.,MatTnal Genetico Peroxidacidan de acidos Activacian enzimatica ]
ﬁ:"tos_a' ADN grasos insaturados Entrecruzamiento de proteinas Carbohidratas
utacion T . Oxidacidn proteica ;
Activacis . Pérdida de fluidez de ra menti;cici-n ) Entrecruzamiento
ctivacion oncogena la membrana y E_ ) o Transtornos en el receptor
. Cambios en inmunogenicidad
funciones
Aterogénesis Carcinogénesis Desdrdenes en el metabolismo celular
Autoinmunidad Dafio o muerte celular Dafio mitocondrial/disrupcién

#7 Envejecimiento Cancer Cataratas ™
| Enfermedades cardiovasculares |
\._ Diabetes Demencia Parocardiaco /

S —

Figura 2: Dafo a las moléculas bioldgicas por especies de oxigeno reactivas que

conducen a un mayor riesgo de enfermedades.
FUENTE: Ojiugo (2014)
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Para prevenir la peroxidacion lipidica en alimentos se han utilizado muchos antioxidantes
sintéticos, como el hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA), terbutil hidroxiquinona
(TBHQ) y galato de propilo (PG). Sin embargo, debido a los posibles riesgos para la salud
asociados con el uso a largo plazo de estos antioxidantes sintéticos, es necesaria la busqueda
de antioxidantes naturales seguros y econémicos. En este sentido, los antioxidantes naturales
son sustancias en los alimentos que retrasan considerablemente o inhiben la oxidacion de

otras sustancias cuando se consumen (Girgih et al., 2015).

Segura-Campos et al. (2013) sefialan que, las secuencias peptidicas antioxidantes de interés
podrian presentar efectos sinérgicos o antagonicos con otros antioxidantes y/o metales traza
presentes en el alimento asi como sistemas bioldgicos e incluso actuar como pro-oxidantes
bajo ciertas condiciones, por lo que estos factores deberian ser considerados cuidadosamente
para posibles aplicaciones; y ademas, comparados con los péptidos aislados puros, los
extractos que contienen péeptidos crudos o semipurificados son mas factibles para su empleo

en productos alimenticios.

Varios estudios han reportado que la actividad antioxidante de hidrolizados de proteina y
péptidos aislados y preparados de fuentes naturales, en algunos casos es similar o mayor que
el BHA, BHT y propilgalato; y ademés de sus actividades antioxidantes, los hidrolizados
de proteinas han demostrado propiedades funcionales interesantes, como una alta
solubilidad, lo que resulta en aumentos en la concentracion de grupos amino y carboxilo
libres (Borja, 2014).

El mecanismo de accion de los péptidos con propiedades antioxidantes esta relacionado con
la inactivacion de ROS, la eliminacién de radicales libres, la quelacion de los metales de
transicion prooxidativos y la reduccién de hidroperdxidos (Zhou et al., 2012). Ademas, se
ha reportado que éstos péptidos mantienen las células a salvo de dafios por ROS a través de
la induccion de genes (Borja, 2014). Se han descrito péptidos antioxidantes que tienen la
capacidad tanto de secuestrar radicales libres como de formar complejos con los iones
metalicos que catalizan las reacciones de los radicales libres. Estos péptidos actlan
impidiendo que otras moléculas se unan a especies reactivas de oxigeno, al interactuar mas
rapido con los radicales libres que con el resto de las moléculas presentes, es decir, el péptido

actla cediéndole un electrén al radical libre una vez que colisionan en la membrana
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plasmaética, citosol, nacleo o liquido extracelular (\Venéreo, citado por Segura-Campos et al.,
2013).

La hidrolisis con enzimas se ha utilizado ampliamente en la produccion de péptidos
antioxidantes a partir de proteinas alimentarias (Segura-Campos et al., 2013). Es asi que se
ha encontrado que los péptidos bioactivos de diversas fuentes tales como gliadina de trigo,
arveja, proteina de soya (Malaguti et al., 2014) y también proteinas de la yema de huevo,
proteinas miofibrilares porcinas y sub productos acuicolas tiene un efecto protector contra
el dafio oxidativo (Pihlanto, 2006), actuando como captadores de radicales libres y quelantes
de iones metélicos contra la peroxidacion enzimética y no enzimatica de lipidos y acidos
grasos esenciales. Entre ellos, se ha demostrado que la lunasina escinde los radicales peroxil
y superoxido, confirmando sus propiedades antioxidantes in vitro (Garcia-Nebot et al.,
2014). La carnosina y anserina, los cuales son los péptidos antioxidantes mas abundantes en
carne, se ha reportado que tienen un rol en la prevencion de las enfermedades relacionadas
al estrés oxidativo (Hipkiss y Brownson, citado por Cicero et al., 2017). Otros péptidos
antioxidantes se han identificado en organismos marinos tales como ostras, cangrejos,

calamar y mejillones azules (Harada et al., 2010).

Vignesh et al. (2012) sefialan que la determinacion de la actividad antioxidante de los
hidrolizados de proteinas depende de los niveles y la composicion de aminoacidos libres y
péptidos. La mayoria de péptidos antioxidantes identificados hasta el momento son de
cadena corta (5-16 aminoacidos) y contienen aminodcidos hidrofobicos (Val y Leu) en el
extremo N-terminal y Pro, His o Tyr en su secuencias. Las tirosinas contribuyen
sustancialmente a la eliminacion de radicales libres debido a que sus cadenas laterales
fendlicas actian como potentes donantes de electrones; permitiendo por lo tanto, la
terminacion de la reaccién en cadena del radical (Halim et al., 2016). En los péptidos que
contienen His, la actividad antioxidante estd en relacion con la donacion de hidrégeno,
captura de radicales peroxilo de lipidos y/o con la capacidad quelante de iones metalicos por
parte del grupo imidazol. Asimismo, el grupo SH de la cisteina tiene una accidn antioxidante

debido a su interaccion directa con los radicales, segun manifiesta Borja (2014).
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b. PEPTIDOS BIOACTIVOS ANTIHIPERTENSIVOS

Se sabe que la hipertension es uno de los mayores factores de riesgo para gran numero de
enfermedades cardiovasculares (ECVs). La hipertension (presion arterial alta) se caracteriza
por un valor de presion arterial sistolica (PA) persistente de > 140 mmHg y una presion
diastolica de > 90 mmHg (140/90). Sin embargo, la PA aumenta con la edad y, por lo tanto,
solo las personas mayores de 60 afios con valores de presion arterial superiores a 150/90
mmHg pueden necesitar tratamiento (Daliri et al., 2017). La enzima convertidora de
angiotensina | (ECA - I, hidrolasa peptidildipéptido, EC 3.4.15.1) es una exopeptidasa
dependiente de zinc y cloruro, liberadora de dipéptidos y uno de los principales reguladores
de la presion sanguinea. Dos formas de ECA - | estan presentes en humanos; una ECA - |
somatica de aproximadamente 170 kDa encontrada en células endoteliales, epiteliales y
neuronales y una isoforma testicular mas pequefia de un tamafio de aproximadamente 100
kDa que existe en las células germinales (Michaud et al., 2014). De acuerdo con Manoharan
et al. (2017), la ECA - | también esta presente en el plasma ademas de las formas somatica
y germinal. La ECA - | somatica es necesaria en la regulacién cardiovascular, mientras que

la ECA - | germinal esté involucrada en la reproduccién masculina.

La ECA - | participa en varios sistemas, incluyendo el sistema renina-angiotensina (SRA) y
el sistema kinina-6xido nitrico. En el SRA, la cascada comienza con la escision del
angiotensindgeno, cuya sintesis principal ocurre en el higado, pero es capaz de ser sintetizada
por el endotelio. A través de la renina (enzima producida a nivel renal y endotelial) se separa
un primer producto de degradacion compuesto por 10 aminoécidos, la angiotensina |
(inactiva), posteriormente a traves de la enzima ECA - | es convertida al octapéptido activo
angiotensina Il (Rosas et al., 2008).

La ECA - | actda por un lado hidrolizando el decapéptido Angiotensina | para producir
Angiotensina Il que es vasoconstrictor y por otro degrada el péptido vasodilatador
bradiquinina (Segura-Campos et al., 2013). Sin embargo, durante trastornos metabdlicos, la
operacion funcional excesiva del SRA conduce a niveles elevados anormales de angiotensina
Il en la sangre, que es la principal causa de hipertension (Aluko, 2015). Esta enzima es la
responsable de los efectos vasoconstrictivos, de influenciar a los tibulos renales para la

retencion de sodio y agua, asi como de la liberacion de aldosterona (promotora de la
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retencion de sodio) a partir de la glandula suprarrenal. Luego se libera la hormona
antidiurética de la hipdfisis por estimulacion de la sangre hiperténica, lo que aumenta la
reabsorcion de agua, el volumen plasmatico, el gasto cardiaco y la presion arterial (Figura
3) (Rosas et al., 2008).
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Figura 3: Sistema Renina-Angiotensina.
FUENTE: Adaptado de Encyclopaedia Britannica (2017)

Se conoce que la accion antihipertensiva de algunos péptidos bioactivos se debe a una
inhibicion competitiva y no competitiva de la ECA - I. Otros presuntos mecanismo de accion
se atribuyen al incremento en la actividad de ciertos agentes vasodilatantes, incluyendo el
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS); el incremento en la produccion de oxido nitrico
endotelial y la inhibicion de renina, que convierte el angiotensindgeno en angiotensina | e
incrementa el sustrato del ECA - |. Ademas, los péptidos bioactivos pueden actuar
reduciendo la actividad del sistema simpatico, induciendo la vasodilatacion (Aluko, 2015).

Histéricamente, la modulacion negativa de las actividades enzimaticas del SRA se lograron
utilizando varios sintéticos compuestos como Capoten (Captopril), Prinivil (Lisinopril),
Vasotec (Enalapril) y Altace (Ramipril) que actian como farmacos inhibidores de la ECA -

I (Aluko, 2015). Los medicamentos de accién rapida con efectos reversibles se administran
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como inhibidores competitivos para reaccionar con la ECA - | y causar su inhibicion. Sin
embargo, cuando se toman regularmente estos productos farmacéuticos pueden tener efectos
secundarios adversos, tales como tos, irritacion, dolor de cabeza, fiebre, insomnio, entre
otros. Por lo tanto, se ha incrementado el interés por la produccion y el aislamiento de los
inhibidores de la ECA - | naturales derivados de proteinas o péptidos bioactivos (Solis,
2016).

Un farmaco sintético siempre tendrd mayor actividad que un producto natural; sin embargo,
los hidrolizados, fracciones peptidicas y péptidos aislados tienen varias ventajas: los
hidrolizados no sélo tienen actividad bioldgica sino que pueden mejorar el aporte nutricional,
estan constituidos de péptidos con peso molecular similar, que pueden actuar en sinergia en
el organismo y ademas, pueden incrementar la actividad antihipertensiva luego de ser
ingeridos (Herrera et al., 2014). El uso de nutracéuticos en el tratamiento o prevencion de la
hipertension podria resultar en una reduccion de los efectos secundarios tipicos de los
farmacos convencionales, ademas de las ventajas economicas en gastos de salud debido a

una reduccion potencial en las ECVs (Houston, 2013).

Aunque la relacién estructura-funcién de los inhibidores de la ECA - I ain no se encuentra
definida, estos presentan algunas similitudes entre ellos. Estdn compuestos por aminoacidos
hidrofobicos y muchos contienen prolina, lisina o arginina en su C- terminal, medio por el
cual el péptido se une al sitio activo de la enzima (Iwaniak y Minkiewicz, 2008). El péptido
con secuencia Phe-Ala-Pro en el extremo C-terminal, es el mas favorable para unirse al
centro catalitico de la enzima (Torruco et al., 2009). De igual forma la mayoria de los péptido
inhibidores ECA - | son di- o tripéptidos (Mohanty et al., 2015), que son resistentes a las
peptidasas del tracto digestivo y puede ser absorbidos facilmente hacia la sangre (Iwaniak y
Minkiewicz 2008). Otro mecanismo por el cual los péptidos pueden disminuir los niveles de
presion arterial se debe a que algunas secuencias de péptidos tienen la capacidad para quelar
minerales, los cuales pueden formar sales solubles de fosfato y facilitar la absorcién del
calcio al impedir su precipitacion en el intestino. EI consumo de una dieta rica en calcio ha

sido relacionado con una disminucién de la presion arterial (Quirds del Bosque, 2007).
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2.3  SEPARACION Y PURIFICACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los procesos de produccién a escala piloto de péptidos bioactivos utilizan generalmente
membranas de ultrafiltracion y cromatografia liquida como procesos secuenciales para el
fraccionamiento y aislamiento de componentes bioactivos a partir de hidrolizados. El disefio
de procesos para la separacion de péptidos se basa en propiedades moleculares tales como
el tamafio, carga, polaridad e hidrofobicidad que dan informacién cuantitativa acerca de la

relacion estructura/actividad (Ramirez, 2015).

2.3.1 ULTRAFILTRACION

Un sistema de ultrafiltracion (UF) por membranas puede ser un método util e industrialmente
ventajoso para la obtencion de fracciones peptidicas de tamafio molecular deseado y una
mayor actividad bioldgica, dependiendo de la composicién del hidrolizado inicial y la
actividad que se esté estudiando (Mosquera, 2014).

Las membranas de UF se caracterizan por sus rangos de peso molecular, que varian de 1
kDa a 1000 kDa NMWC (nominal molecular weight cut off - limite nominal de peso
molecular). Se usan comunmente para separaciones bioldgicas y de proteinas o cambio de
buffer (diafiltracién) y también a lo largo de los procesos modernos de purificacion de
proteinas (Janson, 2012). Los rangos de cut off estan relacionados con moléculas globulares,
mientras que las moléculas lineales pueden retenerse accidentalmente o no, dependiendo de
su orientacion relativa a la membrana. Es por ello que el uso secuencial de membranas
proporciona informacién de tamafio por etapas (segun los rangos de cut off) pero puede

multiplicar los problemas mencionados (Fanali et al., 2017).

Estos procesos de separacion se basan en la permeabilidad selectiva de uno o mas liquidos a
través de una membrana de acuerdo con la diferencia de presion. Es asi que la UF se aplica
comunmente para preparar soluciones enriquecidas de péptidos a partir de hidrolizados de
proteinas para mejorar su bioactividad; empleandose para separar peptidos con un tamafio
inferior a 7 KDa (Ramirez, 2015).
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La UF es una técnica que ha sido empleada con éxito para la obtencién de fracciones
abundantes de péptidos con actividad antihipertensiva procedentes de proteinas lacteas
(Ramirez, 2015), en el fraccionamiento y la caracterizacion funcional de los hidrolizados de
gelatina de tanica de calamar o cobia y también como un primer paso en el aislamiento y
purificacion de péptidos bioactivos procedentes de coldgeno y otras fuentes proteicas
(Mosquera, 2014).

Sin embargo, un problema importante en la ultrafiltracion es la pérdida de flujo de
permeacion causada por el fouling debido a la adsorcion de moléculas bioldgicas como las
proteinas. El fouling en ultrafiltracion se define como la acumulacién de algunos
componentes en la superficie de la membrana o dentro de los poros de la misma (Herrero,
2010).

Este fendbmeno puede evitarse o bien reducirse si las interacciones entre el soluto y la
superficie de la membrana se minimizan mediante la disminucion de la afinidad de la
proteina con la membrana. Esto podria hacerse por ejemplo mediante el control del nivel de
pH. Cualquiera de la particulas en la muestra puede provocar el fouling y su impacto
dependera de sus caracteristicas y concentracion, asi como también influiran las propiedades
de la membrana tales como el tamafio de poro, la hidrofobicidad, el modo de funcionamiento
y el flujo aplicado (Herrero, 2010).

232 METODOS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA EMPLEADOS EN
PROTEINAS

Las técnicas lideres en la separacion de mezclas de proteinas y otros tipos de materia, son
los procesos cromatograficos. La cromatografia es un término general que engloba diferentes
métodos de separacion fisico-quimicos (Mdaller, 2008). Existen varias técnicas
cromatograficas con diferentes selectividades para la purificacion de biomoléculas,
especialmente la separacion de proteinas. En general, una separacion cromatogréfica
depende de la particion diferencial de proteinas entre la fase estacionaria (medio
cromatografico o adsorbente) y la fase maévil (buffer o solvente organico). Se emplean varios

métodos de cromatografia liquida para la separacion de proteinas. Ellos difieren
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principalmente en el tipo de fase estacionaria empleada, tal como se muestra en el Cuadro 5

(Fanali et al., 2017).

La columna cromatografica representa un método simple de anélisis utilizado generalmente

para la determinacion del peso molecular o tamafio de proteinas y para la desalinizacion o

separacion de compuestos de bajo y alto peso molecular. Ademas, es un método adecuado

para la purificacion inicial previo al aislamiento de enzimas (Sorensen et al., 2007).

Cuadro 5: Tipos de cromatografia y materiales cromatograficos para la

separacion de proteinas

TIPO DE SEPARACION

TIPO DE CROMATOGRAFIA

Tamafio y forma

Filtracion en gel (FG) / Cromatografia de exclusién por
tamafios (SEC)

Carga neta

Cromatografia de intercambio ionico

Hidrofobicidad

Cromatografia de interaccién hidrofobica (HIC)/

Cromatografia de fase reversa (RPC)

Funcién Bioldgica

Cromatografia de afinidad (AC)

Interaccion con ligandos

Cromatografia de pseudoafinidad

Union de metales

Cromatografia de afinidad de iones metalicos inmovilizados
(IMAC)

Otros Cromatografia en hidroxiapatita (HT/HTP)
o Polimeros sintéticos .
Inorganico . Polisacaridos
organicos
Silica porosa Poliacrilamida Celulosa
Vidrio con poros Polimetacrilato Dextran
Hidroxiapatita Poliestireno Agarosa

FUENTE: Fanali et al. (2017)

La selectividad de los materiales en SEC depende solamente de su porosidad.

Consecuentemente, una matriz apropiada para SEC es un soporte con propiedades adsortivas
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reducidas tales como polimeros naturales (en su mayoria agarosa o dextrano) y sintéticos
(mayormente poliacrilamida) o su combinacion, o el medio frecuentemente usado
Sepharosa. El tamarfio del poro de los materiales cromatograficos (p.e. Sephadex) depende
del grado de entrecruzamiento en el polimero particular. Predominantemente, la cubierta de
grupos hidroxilo es favorable para el uso en el fraccionamiento de proteinas hidrofilicas.
Luego de la adicion de agua, algunos polimeros tales como agarosa, forman geles
espontaneamente. Para prevenir la desnaturalizacion de las proteinas, la silica macroporosa,
usada como soporte para SEC, debe ser cubierta con una capa hidrofilica protectora (Fanali
etal., 2017).

Los biogeles son producidos por co-polimerizacion de la acrilamida con la N,N metilen
bisacrilamida para formar una poliacrilamida entrecruzada. La porosidad varia en funcién
de las diferente proporcion del agente entrecruzante resultando en un rango de geles
denotados como Bio-Gel P-2, P-10, P-20, P-30, P-100, etc, donde el nimero se refiere al
limite de exclusion aproximado x 10°3; es asi que el Bio-Gel P-20 tiene un limite de exclusion
de alrededor de 20 kDa, el cual se refiere al peso molecular de la proteina globular, que
tedricamente, es excluida completamente del gel (Dennison, 2013). Estos geles son
extremadamente hidrofilicos y libres de carga, y proveen una filtracion eficiente de
compuestos sensibles, ademas su composicién sintética y ausencia de impurezas solubles

evita la contaminacion del eluato (Bio-Rad, 2000).

El mecanismo de separacion SEC implica que el volumen de elucién, o el tiempo de
retencion, resulta absolutamente esencial para el analisis. Esto requiere instrumentos de alto
rendimiento para garantizar la precision y la reproducibilidad. Son adecuadas las bombas
isocréticas o las bombas de gradiente en modo isocréatico, por lo que se pueden utilizar los
detectores de indice de refraccion (RI), asi como los detectores UV o DAD, mas
convencionales.Contrario al medio cromatografico, la selectividad de la matriz SEC no
depende del ajuste de la composicion de la fase movil. Para preservar la estructura y
actividad biologica de la proteina, la muestra requiere a veces una solucion buffer de pH y
composiciodn idnica definida. Sin embargo, un concentracion muy alta o baja de sales en la
fase mdvil debe evitarse para prevenir la interaccidn indeseable de la proteina con el soporte
(Fanali et al., 2017).
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Comparado con otros métodos cromatograficos, tanto la capacidad como resolucion en SEC
son relativamente bajas; sin embargo, la SEC es un método til y simple para la separacion
de polimeros. Una ventaja de este enfoque es la elevada actividad bioldgica de las proteinas
luego de la SEC debido a la ausencia de interacciones de superficie del analito con el soporte
cromatografico. Algunas veces, este método también se usa como paso final cuando el
volumen de muestra es bajo (Fanali et al., 2017). Como se aprecia en la Figura 4, en este

método cromatografico, el analito no interactta con la superficie de la fase estacionaria.
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Figura 4: Principios de la cromatografia por exclusion de tamafio.
FUENTE: Adaptado de Fanali et al. (2017)

La separacion se logra por el diferencial de penetracion y exclusion de los componentes de
la muestra dentro y fuera de los poros del material de empacado. Las particulas de diferentes
tamafios eluyen a diferentes velocidades. Las moléculas pequefias, que pueden penetrar en
los poros de la fase estacionaria, eluyen después. Por otro lado, una molécula muy grande,
que no puede penetrar en el sistema poroso, eluye antes, en el volumen muerto de la columna.
Las moléculas de tamarfio intermedio, las cuales penetran parciamente los poros de la fase

estacionaria, eluyen en un tiempo intermedio, entre las moléculas grandes y pequefias.

2.3.3 ELECTROFORESIS

La electroforesis es el transporte de iones en soluciones bajo la influencia de un campo

eléctrico aplicado. Las soluciones conteniendo los compuestos cargados requieren ser
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incluidos en un medio de soporte. Se pueden preparar geles de poliacrilamida como planchas
entre placas de vidrio, que se mantienen distanciadas por separadores, o en columnas. El
medio de soporte se coloca en contacto con electrodos, y un campo eléctrico aplicado fuerza
a los compuestos cargados a moverse; los aniones hacia el anodo y los cationes hacia el
catodo. Las particulas migran en funcion de su carga, peso molecular y estructura

tridimensional (Sorensen et al., 2007).

La velocidad de migracion de un ion depende de la fuerza ejercida por el campo eléctrico y
la fuerza de rozamiento que ejerce el entorno sobre la particula. Cuando se activa el campo
eléctrico, la molécula se acelera rapidamente hasta alcanzar una velocidad en la que estas
fuerzas se equilibran, moviéndose posteriormente a esa velocidad de forma constante
(Nelson y Cox, 2015).

Es de destacar que a escala analitica, los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad,
poder de resolucion y versatilidad, y sirven como método de separacion de mezclas
complejas de &cidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas, donde aportan un potente
criterio de pureza. Se pueden conocer también mediante estas técnicas, las caracteristicas
acido-basicas de las proteinas presentes en un extracto crudo, lo que da la informacion
necesaria si se pretende realizar una separacion cromatografica basada en diferencias de
carga. Es datil ademas para determinar otros pardmetros como peso molecular, punto

isoeléctrico y nimero de cadenas polipeptidicas de las proteinas (Campuzano, 2006).

La electroforesis separa la proteina de acuerdo a su peso molecular. Si el peso molecular de
la proteina objetivo es conocido, se puede cortar la posicién de la banda aproximada en el
gel y utilizarse para un analisis posterior como la espectrometria de masas (Lee, 2017). Los
geles de acrilamida sirven como un tamiz de seleccién de tamafio durante la separacién. A
medida que las proteinas se mueven a través de un gel en respuesta a un campo eléctrico, las
moléculas mas pequefias viajan mas rapidamente que las proteinas mas grandes, tal como se
muestra en la Figura 5. Dado que las moléculas de una muestra no pueden abandonar el gel,
el movimiento electroforético de las mas grandes se ve impedido en comparacion con el de

las mas pequefias (Voet y Voet, 2006).
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Sobre la base de los buffer empleados, la electroforesis se puede clasidicar de dos formas:
sistemas de buffer continuo y sistema de buffer discontinuo. El sistema de continuo, usan el
mismo buffer (a pH constante) en los depdsitos de gel, muestra y electrodo. Las muestras se
cargan en pozos Y las proteinas que estan mas cerca del gel entran primero. Esto proporciona
una matriz de separacion uniforme, pero produce bandas de proteina difusas y sin resolucion.
Los sistemas continuos rara vez se utilizan para la electroforesis de proteinas, pero se utilizan

comunmente para el analisis de acidos nucleicos (McLellan, 1982).
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Figura 5: Esquema de la separacion electroforética de proteinas en un gel de

poliacrilamida.
FUENTE: Bio-Rad (2012)

Por otro lado, los sistemas de buffer discontinuos utilizan dos tipos de geles, el gel de
concentracion, de mayor diametro de poro, y el gel de separacién, de menor didmetro, que
presenta una mayor resistencia al desplazamiento de los componentes a traves del gel. La
funcién del gel de concentracion es acumular ordenadamente los distintos componentes de
la muestra en la interfase entre los dos geles, lo que aumenta sensiblemente la resolucién en
el segundo gel, en el cual se lleva a cabo la separacion de las proteinas en funcion de su masa
molecular. El gel de concentracion tiene un bajo porcentaje de acrilamida para que la
exclusion molecular sea minima y el pH es diferente al del gel de separacion. Al aumentar

la concentracidn de acrilamida el tamafio del poro efectivo disminuye (Wheeler et al., 2004).
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Las proteinas migran rapidamente a través del gel de concentracién de poro grande y luego
se ralentizan a medida que ingresan al gel de resolucion de poro pequefio. Las proteinas se
apilan una encima de la otra para formar una banda apretada, lo que ayuda a mejorar la
resolucion. Los sistemas de buffer discontinuos proporcionan una resolucion mas alta que
los sistemas continuos, y la variacion de los buffers utilizados en las camaras de muestra, gel
y electrodo crea una variedad de sistemas buffer discontinuos que se pueden utilizar para

una variedad de aplicaciones (Moreno, 2016).

El fundamento del sistema discontinuo se esquematiza en la Figura 6. La movilidad de una
proteina en el gel concentrador es intermedia entre la movilidad de los iones cloruro CI- del
gel y la movilidad del ién glicina Gly™ del tampon de muestra. Por tanto, entre ambos frentes
existe una zona de baja conductividad y gran diferencia de voltaje, de forma que las proteinas
se concentran en una zona muy reducida entre ambos iones. Una vez en el gel separador, el
pH bésico favorece la ionizacion de la glicina de forma que sus iones migran a través de los
polipéptidos concentrados, justo por detras de los iones cloruro. A partir de este momento
las proteinas migran a través del gel separador en una zona de voltaje y pH uniforme de
forma que se separan en base a su tamario. La capacidad de este sistema para concentrar la

muestra mejora considerablemente la resolucion de los geles (Maldonado y Jorrin, 2010).

Catodo (-)

Proteinas en tampon de muestra
Tris-Glicina, pH 8.3

8T
o S
L) ow e Zona de gran diferencia de potencial

Gel ccf"mntrador Gly Gl Gly Gy = Gli_cina parciaimente disociada
Tampon Tris-HCI, pH 6.7-6.8 Baja conductividad-Alto voltaje

Menor concentraci 6n de acrilamida ' m:

Cr CI- cr Cl- - Los iones CI- se desplazan a mayor velocidad
Allta conductividad-bajo voltaje

<

Gel separador

Tampén Tris-HCI, pH 8.8-8.9
Proteinas se separan en

Mayor concentraci 6n de acrilamida base a su tama fio

Anodo (+)

Figura 6: Esquema del sistema de electroforesis discontinuo.
FUENTE: Maldonado y Jorrin (2010)
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Atendiendo al estado de la proteina al momento de realizar la electroforesis, podemos
encontrar dos tipos, la nativa o no desnaturalizante y la desnaturalizante. La electroforesis
nativa o en condiciones no desnaturalizantes (PAGE nativa), es la que somete a las proteinas
a migracion sin desnaturalizacion. En esta situacion las proteinas migran en funcién de su
carga, de su tamafio y de su forma. Ademas se mantienen, en ciertos casos, las interacciones
entre subunidades y entre proteinas. Las proteinas se mantienen en una solucion
amortiguadora no reductora - no desnaturalizante con lo que se asegura que las proteinas

mantienen su estructura secundaria y densidad de carga nativa (Arndt et al., 2012).

Los sistemas amortiguadores empleados en estos casos son: tris-glicina (pH 8.3 a 9.5), tris-
borato (pH 7.0 a 8.5) y tris-acetato (pH 7.2 a 8.5) (Pérez et al., 2015). La carga nativa se
conserva y las proteinas pueden migrar hacia cualquier electrodo, pero produce patrones de
separacion impredecibles que no son adecuados para la determinacion del peso molecular.
Sin embargo, la PAGE nativa permite la separacion de proteinas en su estado activo y puede

resolver proteinas del mismo peso molecular (Vavricka, 2009).

Para superar las limitaciones de los sistemas PAGE nativos, Laemmli en 1970 incorporé el
detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) en un sistema discontinuo de buffer
desnaturalizante, creando lo que se ha convertido en la forma mas popular de electroforesis
de proteinas, la SDS-PAGE (Bio-Rad, 2012). En SDS-PAGE, las proteinas se separan en un
gel de poliacrilamida en funcion de su peso molecular. Las proteinas son moléculas
anfoteras, es decir, tienen cargas positivas y negativas. Para hacer que se muevan en una sola
direccion, se crea una carga negativa uniforme en ellos. Cuando las proteinas se mezclan con

SDS, adquieren una carga neta negativa.

El SDS es un detergente que tiene una carga negativa (anionico), el cual desnaturaliza las
proteinas nativas al alterar las fuerzas no covalentes, que incluyen enlaces de hidrogeno,
interacciones hidrofobicas y ionicas que son responsables de la estructura tridimensional de
una proteina nativa (Saraswathy y Ramalingam, 2011). Dado que el SDS esta cargado
negativamente, enmascara la carga intrinseca de la proteina a la que se une, estableciendo
una relacion de carga-masa similar para todas las proteinas en una mezcla, ya que la SDS se
une a una tasa constante de 1,4 g de SDS por 1g de proteina SDS (una estequiometria de

aproximadamente una molécula de SDS por dos aminoacidos); proporciona ademas una
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conformacién larga tipo varilla en las proteinas en lugar de una forma terciaria compleja
(Bio-Rad, 2012).

Cuando las proteinas se separan en presencia de SDS y agentes desnaturalizantes, se
desnaturalizan por completo y se disocian entre si, tal como se muestra en la Figura 7 (Bio-
Rad, 2012).

o I
N o0 'f,;_- /'
SDS
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Figura 7: Efecto del SDS en la conformacion y carga de una proteina.
FUENTE: Bio-Rad (2012)

Las moléculas de proteina lineal desnaturalizadas se cargan en el gel de poliacrilamida
(PAGE) que se prepara polimerizando los mondémeros de acrilamida, bisacrilamida,
tetrametiletilendiamiina (TEMED), persulfato de amonio (APS) y buffer Tris-HCI
(Saraswathy y Ramalingam, 2011). El sistema Laemmli original incorporé SDS en los geles
y buffers, pero no se requiere SDS en el gel. La SDS en el buffer de muestra es suficiente
para saturar las proteinas, y el SDS en el buffer de catodo mantiene la saturacion de SDS

durante la electroforesis (Bio-Rad, 2012).

Cuando se ha completado una electroforesis, las moléculas mas pequefias han llegado al
anodo, entonces se pueden ‘revelar’ mediante la adicion de un colorante especifico para
hacerlas visibles. Las proteinas coloreadas como la mioglobina, hemoglobina, ferritina y
citocromo c, pueden ser observadas directamente en los geles, sin embargo, la visualizacion
de la mayoria de las proteinas requiere del uso de colorantes, por ello se utiliza la tincién
con plata, azul de Coomassie o reactivos fluorescentes. EI Coomassie es un colorante textil
de triarilmetano que se une a los grupos amino de las proteinas en solucion &cida. Los

beneficios de esta tincion son su facil uso, bajo coste y la alta compatibilidad que presenta
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con el analisis de espectrometria de masas (Carrillo et al., 2013). Segun Berg et al., (2008),
cuando se tifie con azul de Coomassie, basta 0.1 pg de proteina de uuna proteina para dar
una banda diferenciada, ademas sefiala que las fracciones iniciales mostraran desde docenas

hasta centenares de proteinas pero conforme progrese la purificacion, el nimero de bandas
disminuira.
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3.1

I1l. MATERIALES Y METODOS

LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realizo en los laboratorios del Area de Biotecnologia Industrial y

Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM).

3.2

3.3

331

MATERIA PRIMA E INSUMOS

Concentrado proteico de cafiihua Cupis (Chenopodium pallidicaule Aellen) con un
contenido de proteina en base seca de 71.95 por ciento, obtenido de harina desgrasada
con un contenido de proteina de 17.6 % en base seca, provenientes de la estacion
agronomica experimental INIA (Instituto Nacional de Investigacion Agraria) Puno,
Perd.

Alcalasa® 2.4 L (2.4 UA/g de proteina) (Novozyme)

Neutrasa® 5.0 BG (5 UA/g de proteina) (Novozyme)

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

MATERIALES

Columna de vidrio para cromatografia de filtracion en gel (CFG) (1.5 x 100 cm)
Columna analitica de fase reversa (RP) para cromatografia liquida de ultra
performance (UPLC) Kinetex 1.7 um HILIC C18 (2.1 mm x 100 mm), pre columna
AJO-8786 Phenomenex.

Material de vidrio diverso: Embudo Buchner, beakers, matraces, fiolas, pipetas, etc.)
Micropipetas (20-200uL, 100-1000 pL y 0.5-5 mL) (Brand, Alemania)



3.3.2

3.3.3

EQUIPOS

Agitador magnético (Cat, Modelo M6, Alemania)

Agitador Vortex (VELP scientific, modelo F202A0175, Alemania)
Balanza analitica (OHAUS, modelo AR2140, USA)

Balanza de precision (OHAUS, modelo Scout, China)

Bafio maria con agitacion (GFL, modelo 1083, Alemania)

Bomba de vacio (Vacuumbrand. Modelo ME2C, Alemania)
Bomba peristaltica (Cole Pamer Instrument Co. Masterflex LIS, USA)
Cabina de secado con flujo de aire recirculado (Fravil, Peru)
Céamara de electroforesis, Minigel (Biometra, Goéttingen, Germany)
Cassette Pellicon XL 10 kDa (Merck Millipore, USA)

Cassette Pellicon XL 3 kDa (Merck Millipore, USA)

Centrifuga (Hettich. Modelo Rotofix 32, Alemania)

Cocina eléctrica (Ingesa, Pert)

Colector de fracciones universal (Eldex Laboratories, USA)
Congelador (Electrolux, modelo GLFC1326FW1, Canada)
Sistema Acquity UPLC (Waters Associates, H-Class. USA) con detector Acquity
UPLC PDA (Waters Associates, USA)

Densitometro de geles (GS-900TM, BioRad, USA)
Espectrofotometro (Thermo Scientific, Genesys 10 UV, USA)
Fuente de energia, PS600 (Hoefer, Holliston MA, USA)

Placa de electroforesis 10.5 cm x 10 cm

Potenciémetro digital (Thermo Orion, modelo 410, USA)
Refrigeradora (LG, modelo GR-482BEF, Corea)

REACTIVOS

Acetonitrilo (Fermont, México)

Acido acético glacial (Merck, Alemania)

Acido clorhidrico 37 por ciento (J.T. Baker, México)

Acido etilendiamina tetracético EDTA 2 Na, grado BM (Calbiochem, USA)
Acido hipurico 98 por ciento (Sigma Aldrich, India)
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Acido picrilsulfonico 5por ciento (Sigma Aldrich, India)

Acido trifluroacético (Merck, Alemania)

Acrilamida para electroforesis, grado BM (Merck, Alemania)

Albumina de suero bovina (BSA) (Sigma Aldrich, India)

Alcohol etilico PA (J.T. Baker, USA)

Azida sodica (Sigma Aldrich, India)

Azul Brillante Coomassie G 250 para electroforesis (Merck, Alemania)

Bio-Gel P-2 (Bio-Rad, USA)

Bis-Acrilamina (Acrilamida N-N metil-ene-bis) (Sigma Aldrich, USA)

Carbonato de sodio anhidro (J.T. Baker, USA)

Cloruro de potasio (J.T. Baker, USA)

Cloruro de sodio (J.T. Baker, USA)

Dodecil sulfato sddico (SDS) (Sigma Aldrich, USA)

Enzima convertidora de angiotensina (ECA) (1 U/mL) (Sigma Aldrich, USA)
Folin-Ciocalteau 2N (Merck, Alemania)

Fosfato de potasio monobasico (Merck, Alemania)

Fosfato de sodio dibasico (Merck, Alemania)

Fosfato de sodio monobasico (Merck, Alemania)

Glicerol (Calbiochem, USA)

Glicina 99 por ciento, grado BM (Calbiochem, USA)

Hidroxido de sodio (J.T. Baker, México)

Marcador de peso molecular para polipéptidos 161-0326 (Bio—Rad, CA, USA):
Triosafosfatoisomerasa 26.625 kDa, Mioglobina 16.950 kDa, a-Lactalbimina 14.
437 kDa, Aprotinina 6.512 kDa, Insulina b oxidada 3.496 kDa y Bacitracina 1.423
kDa

Mercaptoetanol, beta, grado BM (Merck, Alemania)

N-Hipuril-histidil-leucina hidratado 98por ciento (Sigma Aldrich, India)

Persulfato de amonio (Omnipur, USA)

SDS (Lauril sulfato de sodio), grado BM (Merck, Alemania)

Tetraborato de sodio anhidro 99.99por ciento (Sigma Aldrich, USA)

Tricina (Sigma Aldrich, USA)

Tris Base, grado BM (Calbiochem, USA)

Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) (Sigma Aldrich,

India)
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3.4 METODOS DE ANALISIS

3.4.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

La humedad se determind por el método AOAC (930.15, 1995), que se basa en la
determinacion gravimétrica de la pérdida de masa, de la muestra desecada hasta masa

constante en estufa al vacio. Los resultados se expresaron en porcentaje.

3.4.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA TOTAL

La proteina cruda se determiné por el método AOAC (920.87, 1995), que se basa en la destruccion
de la materia orgénica con &cido sulfarico concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso
de hidréxido de sodio libera amoniaco, el que se destila recibiéndolo en acido sulfarico donde se
forma sulfato de amonio y el exceso de acido es valorado con hidréxido de sodio en presencia de
rojo de metilo. El contenido de nitrégeno total se convirtié a contenido de proteina al multiplicarse
por el factor 5.85 empleado en el caso de cereales (Shoenlechner et al., 2008). Los resultados se

expresaron en porcentaje.

3.4.3 DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE

Se determind segun la metodologia propuesta por Lowry et al. (1951), que se basa en que
ciertos aminoécidos como tirosina, triptéfano y cisteina reaccionan en un medio-alcalino con
acido fosfotungsténico y acido molibdico del reactivo de Folin (color amarillo) para dar un
complejo incoloro que se puede reducir mediante una reaccion lenta con fenol en un
complejo de coloracion azul detectable por espectrofotometria. Para esto se mezclaron 400
WL de la muestra hidrolizada con 2 mL de la solucidn de reaccion de Na,COs al 2 por ciento
en 0.1 M de NaOH, CuS04.H20 al 0.5 por ciento en agua destilada y tartrato de sodio al 1
por ciento en agua destilada, en la proporcion 100:1:1. A esta mezcla se le afiadié 200 pL
del reactivo Folin Ciocalteau 1N y el conjunto se agitdé e incub6 durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se leyd la absorbancia a 650 nm. El blanco se preparo
sustituyendo la muestra hidrolizada por 400 uL de una solucion acuosa de cloruro de sodio

al 0.9 por ciento. La cantidad de proteinas en la muestra se estimé a partir de una curva
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estandar de una solucion proteica estandar de Albdmina Sérica Bovina (BSA) en un rango
de concentracion de 0.5 - 3 mg/mL (Anexo 1). Los resultados se expresan en mg de BSA/mL.

3.44 DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

El grado de hidrdlisis del hidrolizado (por ciento, GH) se determiné mediante el método de
Adler-Nissen (1979), basado en la determinacién de los grupos amino libres con &cido 2,4,6-
trinitrobenzenilsulfonico (TNBS). Las aminas primarias, al reaccionar con el TNBS forman
un cromogeno que puede ser medido a 340 nm. Para esto, en un tubo de ensayo se agrego
0.5 mL de buffer borato 0.2 M (pH 8.2), 0.63 mL de la muestra proteica hidrolizada disuelta
en SDS al 1 por ciento y 0.5 mL de una solucién de &cido picrilsulfénico (TNBS, 1mg/mL).
El conjunto protegido de luz se agit6 e incub6 a 50 °C durante 60 minutos en bafio Maria.
La reaccion se detuvo agregando 1mL de HCI 0.1N y se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Luego, se agregé 2 mL de agua destilada y se dejé reposar por 10
minutos mas, antes de leer la absorbancia a 340 nm. Los resultados se determinaron
empleando una curva estandar utilizando una solucion de L-leucina en SDS al 1 por ciento
en un rango de concentracion de 0.5—3.0 mM (Anexo 2). Se prepard el blanco sustituyendo
la muestra por 0.63 mL de solucion de SDS al 1 por ciento en agua. Para el calculo se empled

la siguiente ecuacion:

AN, — AN,

GH(%) = 100 = ( b

)

Donde:

GH: grado de hidrolisis

ANz1: nitr6geno aminico en la proteina antes de la hidrdlisis, esto es la muestra tomada antes
de agregar la enzima, considerada como el tiempo 0 (mg/g de proteina).

ANz>: nitrégeno aminico en la proteina después de la hidrolisis (mg/g de proteina)

Npb: nitrégeno aminico de los enlaces peptidicos en el sustrato (concentrado proteico), el
cual se determiné despues de la hidrolisis total con HCI 6M a 110 °C por 24 horas seguido

de una filtracion en papel Whatman N° 40 y la posterior neutralizacion con NaOH 6M.
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3.4.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ABTS

Se determind la actividad antioxidante utilizando el método de ABTS* (Torruco et al.,
2009), que se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS*, debido
a la interaccion con especies donantes de hidrégeno o de electrones. El radical catiénico
ABTS" es un croméforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por una
reaccion de oxidacion del ABTS* (2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de
amonio) con persulfato de potasio. Este ensayo se realizé preparando la solucion A: 7 mM
de ABTS" y la solucion B: 25.4 mM de K2S20g, ambas diluidas en agua desionizada. Estas
fueron mezcladas en una proporcion de 9:1 y se almacenaron por 12 — 16 horas en oscuridad

antes de su uso (Solucion madre).

Luego del tiempo transcurrido, se prepar6 la solucién diluida de ABTS™ en buffer fosfato
salino (PBS), el cual estd compuesto por 8.18 g/L de NaCl, 0.27 g/l de KH2POg4, 1.42 g/L de
Na:HPO4, y 0.15 g/L de KCI disueltos en agua desionizada hasta alcanzar un pH de 7.4
(usando NaOH 1M). Luego, la solucion diluida de ABTS" y el PBS fueron mezclados en
una proporcion 1:50, respectivamente, hasta alcanzar una absorbancia de 0.70 £ 0.03 a 734
nm. Para la medicion de la actividad antioxidante se tomaron 40 pL de la muestra hidrolizada
previamente diluida en PBS y se mezcl6 con 4 mL de la solucion diluida de ABTS™. Después
de una hora de reaccion (en oscuridad) se determiné la absorbancia a 734 nm. Los resultados
se determinaron mediante una curva estandar utilizando una solucién de trolox en un rango
de concentracion de 0.5-2.0 mM TE/L (Anexo 3) y fueron expresados en umol de trolox
equivalente (TE)/mg de proteina. Asimismo, se prepard el blanco usando PBS en reemplazo

de la muestra.

3.4.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA

La actividad inhibitoria se determiné por el método de Wu et al. (2002), utilizando como
sustrato el hipuril-histidil-leucina (HHL) donde se determind la cantidad de acido hipurico.
El sustrato Hipuril-histidil-leucina (HHL) 2.17 mM se preparé en buffer borato salino (BBS)
0.2 M (pH 8.3), el cual contiene 300 mM de NaCl. La enzima convertidora de angiotensina
(ECA - 1) fue disuelta en 0.5 mL de BBS.

39



La reaccion se realizo mezclando en tubos de reaccion, 50 pL de solucion de HHL 2.17 mM,
10 pL de muestra de hidrolizado proteico a analizar (muestras diluidas a concentraciones de
0.1; 0.25; 0.5; 0.75 y 1.0 mg/mL en BBS) y 10 uL de solucion de ECA - I. Se incub6 con
agitacion durante 30 minutos a 37 °C. La reaccion fue detenida con la adicion de 80 plL de
HCI 1N. Las muestras fueron comparadas con un control y un blanco. El control consiste en
la determinacidn de la actividad absoluta de ECA - | sobre el sustrato HHL, que resulta en
la formacion de acido hipurico (HA), para lo cual se reemplazaron los 10 pL de muestra
proteica hidrolizada por 10 uL de BBS y la reaccion se realizo en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente. Para la preparacion del blanco se us6 la ECA - | previamente
inactivada con HCI 1N y se siguio el mismo procedimiento usado para la muestra.

Todas las muestras fueron filtradas empleando filtros Millipore® de 0.22 uM y analizadas
mediante UPLC (Acquity), usando una columna Kinetex Cig en RP. Se trabajé bajo un
gradiente compuesto por: solvente A (0.05 por ciento de TFA en agua) y solvente B (0.05
por ciento de TFA en acetonitrilo). La corrida se realiz6 a 30°C, bajo un flujo de 0.5 mL/min
y los resultados (&cido hipurico) fueron monitoreados a 229 nm. El tiempo de corrida fue de
8 minutos. La actividad inhibitoria ECA - | fue calculada con la siguiente formula:

Actividad inhibitoria ECA — I (por ciento) = [(Ac — As)/(Ac — Ab)]x100

Donde:

Ac: concentracion de acido hipurico (HA) en el control

As: concentracion de HA de la muestra

Ab: concentracion HA del blanco

3.4.8 DETERMINACION DEL ICso

El ICso se define como la concentracion de hidrolizado proteico que permite una inhibicion
del 50 por ciento de la actividad ECA - | expresada en mg proteina/mL Se utiliz6 el método
de Barbana y Boye (2011). Se evaluaron concentraciones en un rango de 0.1 a 1 mg

proteina/mL. Los resultados se expresaron en mg/mL y se determinaron mediante un analisis
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de regresion de la inhibicién de ECA - | (porcentaje) frente al logaritmo de la concentracion
proteica (mg proteina/mL).

3.4.9 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Se empled el método SDS-PAGE discontinuo reportado por Schégger y Von Jagow (1987),
el cual emplea tricina, para permitir una mejor resolucion de los péptidos pequefios a
concentraciones de acrilamida méas altas que en los sistemas SDS-PAGE con glicina,
logrando una resolucion superior de proteinas sin el uso de Urea, especialmente en el rango
de 5 a 20 kDa.

Para la preparacion de los geles, la solucién de acrilamida preparada fue de 49.5 por ciento
T, 3 por ciento C, donde T denota la concentracion total en porcentaje de ambos monémeros
(acrilamida y bisacrilamida) y C denota la concentracion en porcentaje del entrecruzador

relativo a la concentracion total T.

El gel de separacion se preparo a partir de 2.5 mL de solucion de acrilamida-bisacrilamida,
2.5 mL de buffer para gel (3 M de Tris Base, pH de 8.45 ajustado con HCI concentrado), 1
mL de glicerol, 2.5 uL de TEMED y 25 uL de persulfato de amonio al 10 por ciento,
completando con agua milliQ para alcanzar una concentracion final de acrilamida de 16.5
por ciento T y 3 por ciento C. Esta mezcla se verti6 entre las placas de electroforesis, luego
de lo cual se cubrié con una capa de agua milliQ hasta conseguir su polimerizacion

(aproximadamente 30 minutos).

El gel de concentracion fue preparado con 0.2 mL de solucion de acrilamida-bisacrilamida
(para alcanzar 4 por ciento de T y 3 por ciento de C), 0.62 mL de buffer para gel, 1.62 mL
de agua milliQ, 2.5 uL de TEMED vy 25 pL de persulfato de amonio al 10 por ciento. Esta
mezcla se vertid sobre el gel de separacion previa eliminacion del agua afiadida, y se colocd
el peine y se dejé polimerizar por 10 minutos aproximadamente. Posteriormente fue

almacenado a 4°C, hasta su uso.
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Las tres muestras fueron tratadas por separado, los microlitros de muestra conteniendo 1 pg
de proteina fueron mezclados con buffer de muestra Tris-Tricina para alcanzar un volumen
de 12 ul (2.4mL de glicerol, 0.2 mL de mercaptoetanol, 1 mL de SDS 10 por ciento, 2.0 mL
Tris HC1 0.5 M pH 6.8 y 0.4 mL de azul de Coomasie G-250 al 0.5 por ciento); respecto al
marcador de peso molecular, se utilizé 1 pl de este y 4 ul de buffer muestra. Tanto la muestra
como el marcador de peso molecular fueron calentados a 95°C por 5 minutos, para luego ser
enfriados antes de su aplicacion al gel. Se aplicé 10 pl de muestra a cada pocillo y 5 ul de la

mezcla conteniendo al marcador de peso molecular.

Para la corrida electroforética se utilizo una solucion buffer para el anodo, conteniendo Tris
0.2 M, pH 8.9 ajustado con HCI concentrado; y para el buffer del catodo Tris 0.1 M y Tricina
0.1 M, en SDS 0.1por ciento, pH 8.25.

La corrida electroforética se realiz6 a 120 V durante 9 horas, a 4 °C. Concluida la corrida el
gel de concentracion fue eliminado y el gel de separacion se colocd en una solucion de
fijacion (metanol al 40 por ciento y &cido acético al 10 por ciento, en agua) por 30 minutos.
Luego el gel se tifi6 con azul de Coomassie G-250 (0.25 por ciento en &cido aceético al 10
por ciento en agua) por 1 hora y finalmente se procedi6 a su decoloracion en una solucién
decolorante (10 por ciento de acido acético en agua) hasta visualizar las bandas de proteina.
Para la determinacion del peso molecular se utilizé la captura de imagen de la corrida
electroforética, utilizando un densitometro para geles (GS-900™ BioRad) y el
procesamiento de datos se realiz6 con la ayuda software integrado al densitometro,

ImageLab™ Software.

35 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El disefio experimental que se siguid se muestra en la Figura 8. La purificaciéon y
caracterizacion de los péptidos provenientes de hidrolizados de proteinas de cafiihua se
realizd en cuatro etapas que se detallan a continuacion: obtencion de péptidos bioactivos a
partir de las proteinas de la cafiihua, separacion por ultrafiltracién, separacién por

cromatografia de filtracion en gel y caracterizacion mediante electroforesis.
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Figura 8: Disefio experimental para la caracterizacion de peptidos bioactivos con actividad antioxidante y antihipertensiva.




35.1 OBTENCION DEL HIDROLIZADO PROTEICO A PARTIR DEL
CONCENTRADO PROTEICO DE CANIHUA

Para la hidrélisis del concentrado proteico de cafiihua (CPC) se utilizé la metodologia de
Ochoa (2017). Se llevo a cabo una hidrolisis secuencial con dos enzimas de grado
alimentario con diferentes mecanismos de accién: a) Neutrasa® (termolisina,
metaloproteasa) y (Alcalasa®) (subtilisina, serina endopeptidasa). EI CPC se mezcl6 con
buffer borato 0.2 M a pH 8.3 para Alcalasa® y buffer fosfato 0.2 M a pH 7.0 para
Neutrasa®, a una concentracion de concentracion de 2.5 por ciento de la relacion
proteina: buffer (p/v). En el Cuadro 6 se resumen los pardmetros empleados en la

hidrélisis enzimatica.

Cuadro 6: Concentracion y parametros empleados en la hidrolisis

. ., ., _ pH inicial y
Enzima/reaccion Concentraciéon de enzima
Temperatura

Primera etapa Neutrasa® i
0.385 UA*/ g de proteina 7.0y50°C

Segunda etapa Alcalasa® ]
0.385 UA/g de proteina 8.3y50°C

(Neutrasa y Alcalasa)

*: Unidades Anson (UA)

La reaccion se realizé en un proceso de dos etapas. En la primera etapa de la hidrolisis,
el CPC se homogenizé con buffer fosfato a pH 7 a 50°C bajo agitacion constante a 300
RPM, seguida de la adicion de la solucién enzimatica de Neutrasa® (0.385 UA) que se
dejo actuar hasta los 120 minutos, momento en el cual se agrego la solucion enzimatica
de Alcalasa® (0.385 UA) y se dejo actuar por 60 minutos adicionales. Concluido el
tiempo de la reaccién, la mezcla fue inactivada en agua a 100 °C por 10 minutos. Se
centrifugd el hidrolizado a 10,000 RPM por 10 min, recuperandose el sobrenadante
(conteniendo los péptidos) que fue conservado a -20 °C hasta su evaluaciéon para
determinar el GH (por ciento), proteina soluble (mg/mL), actividad antioxidante
(ABTS"), actividad ECA - I (por ciento) y el valor ICso (mg/mL). El hidrolizado obtenido
paso luego al proceso de purificacion: por ultrafiltracion, cromatografia de filtracion en

gel y electroforesis.
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3.5.2 SEPARACION POR ULTRAFILTRACION

En esta etapa se procedié a pasar el hidrolizado proteico de cafiihua por un sistema de
ultrafiltracion utilizando membranas de tamario de corte (cut off) de 10 y 3 kDa de forma

secuencial.

Luego de pasar por la membrana de 10 kDa se obtuvo dos fracciones: permeado y
retentado. Seguidamente, el permeado, donde se encuentrarian péptidos de tamafio menor
a 10 kDa fue sometido a una segunda ultrafiltracién por una membrana de 3 kDa para
obtener permeado y retentado. A los permeados y retentados (de 10 y 3 kDa,
respectivamente) se les determind el contenido de proteina soluble y actividad
antioxidante ABTS" y s6lo a los permeados, la actividad inhibitoria ECA - 1 y el valor
ICso. EI permeado obtenida con el cut off de 3 kDa prosiguié con la siguiente etapa de
purificacion por cromatografia de filtracion en gel.

3.5.3 SEPARACION POR CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

La cromatografia de baja presion se realiz6 mediante la técnica de cromatografia de
filtracion en gel (CFG). El permeado obtenido de la membrana de 3 kDa (item 3.5.2) fue
sometido a una CFG. Se emple6 el gel Biogel® P-2, conformado por cuentas de
poliacrilamida que separan a los péptidos en un rango de fraccionamiento de 100-1800
Da. El gel se equilibr6 con azida de sodio al 5 por ciento en agua. Se inyect6 1 mL de
solucion de péptidos (a una concentracion proteica de 50 mg/mL, disuelto en agua) y la
elucion se realiz6 a temperatura ambiente con un flujo constante de 12 mL/h. Se
colectaron fracciones de ~ 1.5 mL y la deteccién se hizo a 214 nm.

Para cada una de las fracciones obtenidas se determind la actividad ECA - | y actividad
antioxidante ABTS™. En los picos con alta actividad ECA - | se determind el valor ICso.
Estas fracciones fueron liofilizadas y conservadas en congelacion para su posterior

caracterizacion.

44



354 CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES PEPTIDICAS
PURIFICADAS

De la etapa anterior se seleccionaron las fracciones conteniendo péptidos con alta
actividad antihipertensiva y antioxidante, segun los items. Seguidamente fueron
evaluados para determinar su peso molecular aproximado mediante electroforesis SDS-
PAGE.

3.5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) y un analisis de varianza para poder
analizar el efecto de la purificacion de los hidrolizados de la proteina de cafihua
(ultrafiltracion y cromatografia de filtracion en gel) sobre la actividad inhibitoria de la
ECA - 1, la actividad antioxidante y el contenido de proteina soluble (variables respuesta).
Los analisis se realizaron por triplicado. Para la seleccion de las fracciones a las que se
evalud ICso y aquellas que fueron caracterizados mediante electroforesis se realizé una
comparacion de medias de Duncan de las variables respuesta con un nivel de significacién
del 95 por ciento. Para el analisis de los datos se utilizé el software Statgraphics Centurién
XV (Statpoint Technologies INC, 2006).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 CARACTERIZACION DEL CONCENTRADO E HIDROLIZADO
PROTEICO DE CANIHUA

Se partié de un concentrado proteico de cafiihua (CPC), al cual se sometio a un proceso
de hidrdlisis en dos etapas con la enzima Alcalasa seguida de Neutrasa por un tiempo
total de reaccion de 180 minutos. Al producto obtenido se le denomind hidrolizado

proteico de cafiihua (HPC).

El Cuadro 7 muestra diversas caracteristicas tanto del CPC como del HPC, donde se
destaca la actividad antioxidante y la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA - 1). En el CPC no se determind la actividad antioxidante ni antihipertensiva dado

que los péptidos se liberan en la etapa de hidrolisis.

Cuadro 7: Caracteristicas del concentrado proteico de cafiihua (CPC) y el

hidrolizado proteico de cafiihua (HPC)”

CARACTERISTICAS CPC HPC
Humedad (%) 4.33 ND
Proteina total (%) bs 71.95 ND
Grado de hidrolisis (%) ND 29.10 £ 0.01
Actividad antioxidante
(umol TEfmg proteina) 0.62 +£0.02° 1.95 + 0.032
Inhibicion de la ECA - | (%) ND 69.85+1.82
Valor ICso (mg/mL)** ND 0.16 + 0.001

* Promedio de tres repeticiones £ DS. Los valores medios con letras diferentes dentro de la misma fila
indican diferencia significativa segtn la prueba de Duncan (p < 0.05); ™ medido a una concentracion

proteica de 0.5 mg/mL. ND: No determinado



El contenido de proteinas del CPC determinado es cercano a lo reportado en concentrados
proteicos de otros cereales andinos como quinua (73.24 por ciento) y kiwicha (75.8 por
ciento) (Cisneros, 2017; Velasquez, 2018), pero superior al reportado en concentrados
proteicos de Vicia faba (63 por ciento) (Jaimes et al., 2014) y de otras leguminosas, como

mani y garbanzo con 69.54 y 69.9 por ciento, respectivamente (Clark et al., 2014).

En cuanto al grado de hidrolisis (GH), en el hidrolizado se tuvo un porcentaje promedio de
29.10 (Cuadro 7), valor cercano al encontrado por Cisneros (2017) en un hidrolizado de
quinua (26 por ciento) pero inferior al determinado por Velasquez en hidrolizado de kiwicha
(57 por ciento). Para la misma secuencia de enzimas empleadas en esta investigacion,
Guerrero et al. (2015) reportaron un GH no mayor de 49 por ciento para un tiempo de
hidrélisis de 240 minutos, en proteina de quinua de las variedades Huallhuas y Pasankalla.
Ramirez (2015) sefiala que los hidrolizados con GH > 10 por ciento son hidrolizados
destinados a una alimentacion especializada, como suplemento proteico o en dietas médicas,
debido a que este tipo de hidrolisis mejora las caracteristicas nutricionales de las proteinas
de origen, obteniendo un producto muy especifico para un objetivo concreto. Ademas, el
autor sefiala que el grado de hidrdlisis final esta determinado por las condiciones utilizadas,
siendo éstas, la concentracion de sustrato, naturaleza de la enzima, temperatura, pH, relacion

enzima - sustrato y el tiempo de reaccion.

Cabe resaltar que el tamafio de los péptidos y su actividad bioldgica pueden variar
dependiendo del tipo de enzima usada. Asi, se ha encontrado que los péptidos de bajo peso
molecular son antioxidantes (< 10 kDa) y antihipertensivos (21-24 kDa) mas efectivos que
los péptidos de alto peso molecular y por lo tanto, las proteasas que rinden péptidos de bajo
peso molecular serian adecuadas para la produccion comercial de péptidos antioxidantes y
antihipertensivos (Daliri et al., 2017). Respecto a la naturaleza de las enzimas empleadas,
Mosquera (2014) sefiala que la especificidad de las proteasas afecta al tamafio, cantidad,
composicion de aminoacidos libres, tipo de péptidos y sus secuencias de aminoéacidos, lo
que a su vez influye en la actividad biologica de los hidrolizados.

Respecto a la actividad antioxidante (AAOX), esta aumentd de 0.62 a 1.95 pumol TE/mg
proteina del CPC al HPC, observandose diferencias significativas (Anexo 4). Segun Borja

(2014), las actividades antioxidantes, asi como las bioldgicas pueden ser afectadas por las

47



condiciones operacionales aplicadas a los aislados proteicos, grado de hidrolisis, tipo de
proteasa, estructura del péptido, concentracion de péptidos y peso molecular. Sin embargo, se ha
postulado que la actividad antioxidante total debe atribuirse a los efectos de integracion de estas
acciones en lugar de las acciones individuales de péptidos. Chi et al. (2015) sefialan que los
hidrolizados de proteina o péptidos con bajo peso molecular interactian de forma mas eficaz con
los radicales que intervienen en el proceso de oxidacion, respecto a las fracciones de alto peso

molecular.

El hidrolizado de cafiihua tuvo un porcentaje de inhibicion de la ECA - | de 69.85, mayor al
citado por Cisneros (2017) en hidrolizado de quinua (59.1 por ciento) y ligeramente inferior
al citado por Velasquez (2018) en hidrolizado de kiwicha (72.84 por ciento), todos medidos
a la misma concentracion proteica (0.5 mg/mL). Gomes et al. (2016) reportan que la quinua
presenta mayor inhibicion de la ECA - I que la kiwicha, el trigo sarraceno y diversos cereales.
Al respecto, Cicero et al. (2017) sefialan que en particular, aquellos péptidos extraidos de
cereales, tales como avena y cebada, y los péptidos lle-Val-Tir e lle-Asp-Pro del germen de

trigo, muestran una fuerte inhibicion de la ECA - I.

Por su parte, Wu et al. (2016) obtuvieron valores de 19 por ciento a 85 por ciento de
inhibicidn en hidrolizados de sorgo dulce con Alcalasa, mientras que el captopril, utilizado
como control positivo por Gangopadhyay et al. (2016), exhibi6 una actividad inhibitoria
ECA - | de 87.46 por ciento a una concentracion de 0.05 mg/mL, valor muy superior al

encontrado en este trabajo.

El valor 1Cso (concentraciéon de péptido en [mg/mL] para inhibir el 50 por ciento de la
actividad de la ECA - 1) se determind por analisis de regresion lineal; donde menores
concentraciones indican mayor efectividad. Tal como se muestra en el Cuadro 7, el HPC
presentd un valor 1Cso de 0.16 + 0.01 mg/mL, menor al reportado por Cisneros (2017) en
hidrolizados de quinua con Alcalasa (0.3 mg/mL) y por Nongonierma et al. (2015), quienes
obtuvieron 0.88 mg/mL. Por su parte, Velasquez (2018) obtuvo un valor ICso de 0.30 mg/mL
en hidrolizado de kiwicha, mientras que en frijol terciopelo, Castillo et al. (2015) obtuvo
valores ICso de 0.08 y 015 mg/mL, con pepsina y pancreatina respectivamente, sefialando
que fueron menores a los reportados para Alcalasa (0.59 mg/mL de proteina), flavourzyme

(0.63 mg/mL de proteina) y alcalasa-flavourzyme (0.94 mg/mL de proteina). En hidrolizados
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de semilla de colza, He et al. (2016) determinaron un valor de ICso de 0.0932 + 0.0037
mg/mL; Gonzélez et al. (2014) en hidrolizados de semilla de ciruela encontraron que la
termolisina y los hidrolizados de alcalasa tuvieron mayor potencia inhibidora (ICso < 0.5

mg/mL) en comparacion a la Proteasa P y Flavourzyme (ICso > 2.0 mg/mL).

4.2  PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PEPTIDOS

421 PURIFICACION DEL HIDROLIZADO DE CANIHUA POR
ULTRAFILTRACION

El hidrolizado proteico de cafiihua se someti6 a un proceso de ultrafiltracion con membrana
de tamafio de corte de 10 y 3 kDa como paso previo a la cromatografia de baja presion
(filtracion en gel). Janson (2012) sefiala que la ultrafiltracion se ha convertido en una técnica
ampliamente utilizada en bioquimica preparativa y que las membranas de ultrafiltracion
estan disponibles con diferentes limites para la separacion de moléculas desde 1 kDa hasta
300 kDa. Ademas, el mismo autor indica que el método es excelente para la separacion de
sales y otras moléculas pequefias, permitiendo obtener una fraccion de proteina con mayor

peso molecular.

Luego de la primera etapa de ultrafiltracion con el cut off de 10 kDa, se obtuvo un permeado
con AAOX 2.01 pmol de TE/mg de proteina (< 10 kDa), mientras que con la membrana de
3 kDa, se logré una AAOX de 2.11 pmol de TE/mg de proteina en el permeado (fraccion <
3 kDa), encontrandose diferencias significativas (p < 0.05) entre estas fracciones (Anexo 5),

tal como puede apreciarse en el cuadro 8.

Al respecto, Fanali et al. (2017) sefialan que durante la ultrafiltracion los problemas estan
relacionados con la contaminacion y las pérdidas por adsorcion en las membranas del filtro.
Esto se pudo comprobar en la presente investigacion, donde se tuvo una pérdida de volumen
al pasar por los cut off. Los mismos autores sefialan ademas, que puede ocurrir obstruccion,
lo que resulta en la retencion de especies independientemente de su tamario, lo cual también

pudo influenciar este proceso.
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Cuadro 8: Valores de actividad antioxidante (umol TE/mg proteina),
inhibicion de la actividad ECA - | (%) e I1Cso obtenidos luego del proceso de

ultrafiltracion

TRATAMIENTO ACTIVIDAD INHIBICION DE LA 1Cs0
ANTIOXIDANTE ECA-1 (%) * (mg/ml)
pmol TE/
mg proteina
HPC 1.95 +0.03° 69.85 + 1.822 0.16 £ 0.0012
Permeado 10 kDa | 2.06 + 0.02° 71.00 + 1.40° 0.13+0.01°
Permeado 3 kDa 2.11 £ 0.042 72.82 = 0.55? 0.09 £ 0.01°

*: Promedio de tres repeticiones + DS. Los valores medios con letras diferentes dentro de la misma fila indican

diferencia significativa segun la prueba de Duncan (p < 0.05).

En la ultrafiltracidn del hidrolizado de quinua, Cisneros (2017) obtuvo 3 fracciones F-I, F-
Iy F-111 (>10 kDa, 3 -10 kDa y < 3 kDa, respectivamente) que presentaron AAOX de 1.55,
1.72 y 1.77 umol TE/mg proteina, respectivamente, valores menores a los obtenidos en la

presente investigacion.

Chang et al. (2015) sefialan que el proceso de ultrafiltracion utilizando membranas ayuda a
obtener mejor actividad antioxidante para un hidrolizado. Es asi que los hidrolizados
proteicos obtenidos con pepsina y pancreatina en torta de palma emplearon un cut off de 3
kDa, encontrando que la fraccion con menor peso molecular tuvo una actividad antioxidante
significativamente mayor, comparada a la fraccién de mayor peso molecular. Asimismo,
Guo et al. (2015) determinaron en hidrolizados de semilla de ciruela fraccionados por
membranas con cut off de 10, 5y 3 kDa, que la fraccion < 3 kDa exhibi6 la mayor capacidad
anti radical que las otras fracciones, y el hidrolizado, cuando se evaluaron con los ensayos

de DPPH, radical hidroxil y anién superéxido.

Kim y Wijesekara (2010) sefialan que la mayoria de péptidos bioactivos de fuentes naturales
tienen peso moleculares menores a 6 kDa. Los resultados de Herrera et al. (2014) en proteina
de Mucuna pruriens hidrolizada con Alcalasa-Flavourzyme, revelaron la presencia de
péptidos antioxidantes en todas las fracciones y una clara tendencia a concentrarse en las
fracciones con menor peso molecular, tal como ocurrid en esta investigacion. Al respecto,

los mismos autores sefialan que la accesibilidad a los sistemas oxidante-antioxidante es
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mayor para péptidos pequefios y aminoacidos que para péptidos grandes y proteinas. En
general, los 20 aminoacidos presentes en las proteinas pueden reaccionar con radicales libres si
la energia de estos es alta (por ejemplo en radicales hidroxilo). Los mas reactivos incluyen los
azufrados Met y Cys, los aromaticos Trp, Tyr y Phe y los que contienen anillo imidazol como la
His (Borja, 2014).

Es asi que varios factores pueden afectar la actividad antioxidante de los péptidos bioactivos
incluyendo la especificidad de las proteasas usadas para hidrolisis, el grado de hidrolisis, asi
como las propiedades estructurales de los péptidos resultantes, tales como el tamafio
molecular, hidrofobicidad, secuencia y composicion aminoacidica. Ademas de otros factores
como las condiciones operacionales (Ho et al., 2013). Por su parte, Segura-Campos et al.
(2013) sefialan que la mayor actividad antioxidante de los péptidos en comparacién con los
aminoacidos libres se atribuye a las propiedades quimicas y fisicas conferidas por su
secuencia de aminoécidos, especialmente la estabilidad de los péptidos resultantes que no
inician o propagan mas reacciones oxidativas. La Tyr, Trp, Met, Lys, Cys, son ejemplos de
aminoéacidos que causan la actividad antioxidante. Los aminoacidos con residuos aromaticos
pueden donar protones de electrones a los radicales deficientes. Por ejemplo, se ha informado
que GIn- Gly- Ala- Arg- Leu y Glu tienen un papel importante en la eliminacion de radicales.
Sin embargo, se necesitan investigaciones adicionales para aclarar la relacion estructura /
funcién de los péptidos antioxidantes (Borja, 2014). La actividad antioxidante de los
hidrolizados de proteina de soya se atribuye a péptidos con secuencia Leu-Leu-Pro-His-His.
De igual modo, se ha identificado como sitio activo la secuencia Pro-His-His; es sabido que
los péptidos que contienen histidina en su estructura pueden actuar como quelantes de

metales, captadores de radicales hidroxilo y especies reactivas de oxigeno (Borja, 2014).

Respecto al analisis de la capacidad antihipertensiva e ICso, los resultados de los permeados
y retentados de la ultrafltracién por membranas de cut off de 10 y 3 kDa son mostrados en el
Cuadro 8. La UF es utilizada para separar contaminantes microbiolédgicos, coloides y en
general moléculas de gran tamafio, encontrando sus principales aplicaciones en el campo de
la separacion y/o concentracion de proteinas (Orozco et al., 2008), por lo tanto podria
incrementar la capacidad antihipertensiva, ya que se utiliza para fraccionar péptidos, y luego
se aplican una o mas técnicas cromatograficas para aumentar la pureza de las fracciones
(Lemes et al., 2016).

51



Los resultados muestran una actividad inhibitoria ECA - I (a 0.5 mg/mL) de 71.0 por ciento
en el permeado de 10 kDa y 72.82 por ciento con el permeado de 3 kDa, siendo el valor
inicial de 69.85 por ciento (Cuadro 8). Al respecto, en hidrolizado de quinua sometido a
ultrafiltracion, Cisneros (2017) obtuvo para los mismos cut off, valores de inhibicién de la
ECA - | de 59.08, 58.9 y 70.07 por ciento para el hidrolizado, permeado de 10 kDa y
permeado de 3 kDa, respectivamente. También Du et al. (2013) quienes utilizaron
membranas cut off de 10 kDa y 3 kDa en hidrolizados de residuos de Phascolosoma
esculenta con pepsina, determinaron la mayor actividad ECA - | en la fraccion menor a 3

kDa (74.6 por ciento) a la concentracion de 2 mg/mL.

Por otro lado, Gonzalez et al. (2015) en semillas de ciruela hidrolizadas con Termolisina
encontraron que las fracciones peptidicas > 5 kDa y 3 - 5 kDa no exhibieron actividad
inhibitoria ECA - I. He et al. (2013), por su parte, determinaron que la actividad de las
fracciones peptidicas a partir de hidrolizados de colza con Proteinasa K fueron dependientes
del peso molecular, donde la fracciéon < 1 kDa tuvo la mayor actividad inhibitoria ECA - |
de 86.94 por ciento, el cual disminuyé significativamente (p < 0.05) cuando el tamafio del
péptido se incrementd de 5 a 10 kDa. Con Termolisina, la actividad inhibitoria ECA - | se
incremento significativamente (p < 0.05) desde las fracciones < 1 kDa a las fracciones entre
3 a 5 kDa, pero disminuy6 para los péptidos de 5 a 10 kDa. En contraste, la actividad
inhibitoria ECA - | para las fracciones hidrolizadas con Alcalasa y Flavourzyme fue
independiente del peso molecular del péptido. Los valores obtenidos en las fracciones de
cafiihua son cercanos a lo sefialado por Gangopadhyay et al. (2016) quien en hidrolizados
de cebada, determinaron una actividad inhibitoria ECA - I de 70.37 por ciento en la fraccion
de 3 kDa, seguida de la fraccion de 10 kDa (57.42 por ciento), partiendo de un hidrolizado
con 47.23 por ciento, sefialando que estos resultados indican que la ultrafiltracion ayuda al
enriquecimiento de los péptidos inhibidores, tal como se evidenci6 en los resultados de
actividad antihipertensiva. Esto debido a que la ultrafiltracion por membranas y la
cromatografia de exclusion por tamafio permiten obtener un producto mas uniforme con el
rango deseado de masa molecular, sirviendo especialmente para concentrar peptidos de bajo
peso molecular que son mas resistentes a una posterior digestion proteolitica in vivo y con

mayor potencial de ser inhibidores de la ECA (Lemes et al., 2016).
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En general, la inhibicion de la ECA - | parece mejorarse cuando los péptidos contienen
prolina, aminoécidos de cadena ramificada, aromaticos o hidrofébicos. Los péptidos
conteniendo Val-Ala-Phe reportan alta actividad inhibitoria. La GIn en el extremo C-
terminal tiene un efecto mas potente que otros residuos, y la leucina (aminoacido de cadena
ramificada) en el extremo N-terminal es méas efectiva que la glicina para unirse con la ECA
- |. Por otro lado, la Arg en el extremo C-terminal con una carga positiva en el grupo amino-
E contribuye significativamente a la actividad inhibitoria ECA - | (Manoharan et al., 2017).
Por su parte, Aluko (2015) sefiala que el tetrapéptido C-terminal puede ser el principal
determinante de la actividad inhibidora ECA - | de cadenas largas (> 4 residuos péptidicos);
por lo tanto, la eliminacion de otras zonas del péptido durante el transito en el tracto
gastrointestinal no deberia tener ningun efecto negativo sustancial en la inhibicion de laECA
- | siempre que, el fragmento C-terminal del tetrapéptido permanezca intacto. La existencia
y la posicién de algunos aminoacidos especiales pueden influenciar la actividad inhibitoria
ECA - I. Por ello, entender estas caracteristicas puede ser util para predecir la actividad de
los péptidos inhibitorios ECA - | de fuentes naturales (Rizello et al., 2015, Vallabha y Tiku,
2014) y podrian formar parte de los péptidos de la cafiihua debido a que contiene todos los

aminodcidos esenciales.

Con respecto al valor I1Cso, como se muestra en el Cuadro 8, en un inicio se tuvo un valor de
0.16 mg/mL mientras que con el permeado de 10 kDa se obtuvo un valor de 0.13 mg/mL y
con el permeado de 3 kDa fue 0.09 mg/mL de proteina, mostrando diferencias significativas
en el valor ICso (Anexo 7); diferencias que no fueron observadas en la actividad inhibitoria
de la ECA - | (p > 0.05, Anexo 6). Los resultados se asemejan a lo sefialado por Cisneros
(2017), quien obtuvo valores 1Cs de 0.3, 0.19 y 0.13 mg/mL en el hidrolizado de quinua,
permeado de 10 kDa y permeado de 3 kDa, respectivamente.

Gonzélez et al. (2015) en péptidos de semillas de ciruela hidrolizadas con Termolisina
determinaron que el 1Cso de los péptidos concentrados en la fraccion menor a 3 kDa fue 22.8
pg/mL. También Herrera et al. (2014) en proteina de Mucuna pruriens obtuvieron el menor
valor ICsp en la fraccion < 1 kDa y Davalos et al. (citados por Herrera, 2014) obtuvieron la
mayor actividad inhibitoria ECA - | (ICso 0.040 mg/mL) en la fraccion < 3 kDa en proteina
de clara de huevo. Por otro lado, Chen et al. (2013) determinaron en hidrolizados de
proteina de arroz fraccionados por membranas de 3 kDa y 10 kDa, que la fraccion < 3 kDa
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exhibid la mayor actividad inhibitoria ECA - | (ICs0 0.280 mg/mL), mientras que la fraccion
> 10 kDa mostré la menor actividad (ICso 1.570 mg/mL). Los valores reportados en
hidrolizado purificado de quinua son mayores a los encontrados en este estudio, lo cual es
indicativo que los péptidos de cafiihua exhiben mejor actividad antihipertensiva. Sin
embargo, en otras fuentes se obtienen valores de I1Cso menores, lo cual podria deberse a las
caracteristicas y composicion aminoacidica propias de las fuentes estudiadas.

En hidrolizados de maiz con termolisina, Wang et al. (2014) determinaron un valor 1Csg de
0.097 mg/mL en el hidrolizado y 0.023 mg/mL en el permeado de 3 kDa, valores menores a
lo encontrado por Huang et al. (citado por Wang et al., 2014) de 0.29 mg de proteina/mL en
péptidos de la harina de gluten de maiz (peso molecular menor que 3 kDa), usando Alcalasa.
La mayoria de los péptidos reportados que exhiben actividad inhibitoria ECA - | tiene pesos
moleculares bajos (aproximadamente < 12 aminoacidos), lo cual indica que los péptidos
activos pueden seleccionarse por ultrafiltracion, resultando en la produccion de un permeado
con mayor inhibicion ECA - | que el hidrolizado original (Sun et al., 2004), lo cual pudo

evidenciarse en los resultados obtenidos.

422 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

La fraccion permeada de tamafio menor a 3 kDa separada previamente por ultrafiltracion,
fue sometida al proceso de cromatografia de filtracion en gel (CFG). Para ello el permeado
de 3 kDa fue concentrado previamente en un rotavapor de forma que la concentracion final
de proteina en esta fraccion fue de 50 mg/mL. Asi, 1 mL de esta solucion se inyecté en la
columna Biogel P-2 y se procedid a la elucion, monitoreada a una absorbancia de 214 nm.
En la Figura 9 se muestra el cromatograma de separacion del permeado < 3 kDa de una
corrida, donde se observa que se obtuvieron tres fracciones, denominadas en este estudio
como F-I, F-I11 y F-Ill, compuestas por la agrupacion de 7, 6 y 4 tubos colectados,
respectivamente; cada uno de ellos de ~ 1.5 mL. La F-I, F-1l y F-II, presentaron contenidos
proteicos de 15.8, 29.1 y 1.3 mg, respectivamente; representando el 31.6, 58.2 y 2.6 por

ciento, respectivamente, del total de contenido proteico sujeto a la CFG.
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Figura 9: Separacion mediante cromatografia de filtracion en gel del permeado

< 3kDa del hidrolizado de cafiihua.

Al evaluar la actividad antioxidante de las tres fracciones se encontrd que todos los picos
tuvieron actividad antioxidante, la cual fue de 1.09, 2.22 y 3.18 umol TE/mg proteina para
las fracciones F-1, F-11'y F-111, respectivamente (Cuadro 9), destacando en esta propiedad la

F-111, presentando diferencia significativa con las demas fracciones (Anexo 8).

Yu et al. (2016) sefialan que en general, la actividad de los péptidos antioxidantes esta
altamente influenciada por su masa molecular y las fracciones peptidicas con PM de 200 a
3000 Da (como los contenidos en la fraccion F-111) tienen una mayor actividad antioxidante.
Estudios previos han demostrado que los péptidos con menor PM son los antioxidantes méas
eficientes, ya que tienen més probabilidades de cruzar la barrera intestinal; es asi que en un
estudio reciente, los péptidos que contenian de 2-20 residuos de aminoacidos generalmente
cruzaron la barrera intestinal méas facilmente para ejercer efectos biologicos (Kou et al.,
2013).
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Cuadro 9: Caracteristicas de las fracciones obtenidas durante el proceso de

cromatografia de filtracion en gel

ACTIVIDAD .
FRACCION |  ANTIOXIDANTE INHIBICIONDE LA |\~ mg/mL)
. ECA-1 (%)
pmol TE/mg proteina
F-1 1.09 + 0.01¢ 18.66 + 1.16° ND
F-11 2.22 +0.07° 64.35 + 2.45P 0.141 +0.012
F-111 3.18 + 0.03? 78.40 + 0.267 0.055 + 0.01°

*: Los valores estan expresados como promedio de dos experimentos independientes para un contenido de
proteina de 0.5 mg/mL. Los valores medios que presentan diferentes letras mintsculas indican que existen
diferencias significativas cuando se someten a la prueba de Duncan (p < 0.05). ND: No determinada.

Muchos estudios previos sugieren que péptidos antioxidantes de hidrolizados de proteinas
obtenidos de productos como nueces, huevos, gluten de maiz, tilapia y el suero de queso de
oveja contienen 2-20 residuos de aminodcidos (Liu et al., 2015; Zhuang et al., 2013). Al
respecto, Manohara et al. (2007) indican que las secuencias peptidicas cortas se absorben
facilmente y retienen su actividad al llegar al torrente sanguineo, lo cual se debe
probablemente a que los oligopéptidos no pueden digerirse adicionalmente en fragmentos
mas cortos en el tracto gastrointestinal, teniendo por lo tanto, una buena biodisponibilidad.
Zhang et al. (2010), en proteina de endospermo de arroz hidrolizado (REP) usando varias
proteasas indica que los aminoacidos ubicados en el N-terminal de los fragmentos peptidicos
antioxidantes son Phe y Lys, mientras que en sus lados C-terminales se encuentra Lys y Phe,

respectivamente.

Por otro lado, Zhang et al. (2011) identificaron con éxito un péptido antioxidante cuya
secuencia es Asn-Arg-Tyr-His-Glu en hidrolizados de proteina de garbanzo. Guo et al.
(2009) informaron que los tres dipéptidos identificados (Lys-Tyr, Arg-Tyr y Tyr-Tyr)
contenian el aminoéacido Tyr, situado en el extremo C-terminal, el cual se caracteriza por
grupos de hidroxilo fendlicos, que inhiben significativamente los radicales libres a través del
mecanismo donador de atomos de hidrogeno situados en su grupo hidroxilo. Torres-Fuentes
et al. (2011) investigaron que la mejor actividad quelante se puede obtener mediante la
combinacion de altos niveles de His que van del 20 al 30 por ciento y fragmentos cortos de
péptidos. Cheng et al. (2010) identificaron 2 péptidos antioxidantes que tienen los siguientes

residuos de aminoacidos en los extremos N-terminal (Ser/lle) y C-terminal (Tyr/GIn) de
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ambos lados laterales de fragmentos activos de una muestra de hidrolizado de proteina de
papa (PPH) fraccionado usando precipitacion con sulfato de amonio. Sarmadi e Ismail
(2010) por su parte, sugirieron que la estructura de los aminoacidos y su flujo de secuencia

en el péptido podrian cambiar significativamente la actividad antioxidante.

De otro lado, la tercera fraccion, presentd también la mayor actividad inhibitoria ECA - |
(78.4 por ciento) y el menor valor ICso de 0.055 mg de proteina/mL. En el Cuadro 9 se
muestra el porcentaje de inhibicion de la ECA - | (a la concentracion de 0.5 mg/mL) y los
valores ICso en las fracciones obtenidas por CFG. Se encontrd capacidad antihipertensiva en
todos los picos (Anexos 9 y 10); sin embargo, la fraccién F-1 tuvo valores de AAOX y
actividad inhibitoria de la ECA - | muy bajas en comparacion a las obtenidas en la F-11, F-
I11'y en el hidrolizado proteico (HPC), por ello se decidié continuar con la caracterizacion
con las fracciones F-11'y F-111.

Numerosos estudios se han reportado sobre purificacion y aislamiento de péptidos derivados
de alimentos e hidrolizados enziméaticos como suero de queso, caseina, soja y trigo que
exhiben actividad inhibidora de la ECA - | (Mane y Jamdar, 2017). Makinen (2014) sometio
un hidrolizado de colza con Alcalasa a extraccion en fase sélida y ultrafiltracién con un cut
off de 3 kDa. Como resultado, los péptidos inhibidores de ECA - | fueron eficientemente
concentrados en el permeado de la fraccion hidrofobica con un valor ICso de 0.08 mg de
proteina/ml. Mientras tanto, el valor ICsg para el filtrado de la fraccion menos hidrofdébica
fue de 0.32 mg/mL, por lo cual el autor sefiala que los aminoacidos hidrofébicos juegan un
papel integral en la inhibicion de la ECA - I. Se ha informado que la presencia de Tyr, Phe,
Trp, Pro, Lys, lle, Val, Leu y Arg en los péptidos tiene una gran influencia en la union de la
ECA. Existen diferentes secuencias de inhibidores de la ECA - | que van desde dipéptidos a
oligopéptidos. Estos dipéptidos contienen aminoacidos con cadenas laterales voluminosas e
hidrofobas. En el caso de los tripéptidos, la caracteristica estructural se ha sefialado como un
amino&cido aromatico en el primer residuo, un aminodcido cargado positivamente en el
segundo residuo y un aminoacido hidrofobo en el tercer residuo. La estructura de los
tetrapéptidos inhibidores de la ECA — | se ha expresado como Tyr y Cys presentes en la
primera posicién; His, Trp y Met en la segunda posicién; lle, Leu, Val y Met en la tercera

posicion; y Trp en la cuarta posicion (Daskaya-Dikmen et al., 2017).
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A pesar de la mejora de la actividad antihipertensiva con los procesos de ultrafiltracion y
cromatografia de filtracion en gel, los valores ICso determinados en este estudio, fueron
mucho mayores que el del captopril (farmaco sintético) que presenta un valor de 0.00000478
mg/mL (Ambigaipalan et al., 2015). Similares resultados tuvieron Yousr y Howell (2015)
en péptidos de proteina de yema de huevo, donde la actividad de inhibicién de la ECA - | se
mejord con el proceso de purificacion por cromatografia de filtracionen gel, donde la
fraccion EYGF-56 exhibi6 69.2% de actividad y un valor ICso de 3.35 mg/mL, sefialando
que esta observacion esta en concordancia con estudios previos que informaron que la

purificacion disminuye los valores de ICsp.

A lo largo del proceso de purificacion se han ido seleccionando las fracciones con mejores
propiedades antihipertensivas y antioxidantes, y son estas las que han sido purificadas;
correspondiendo a las de menor peso molecular, tal como lo indica la literatura. En un primer
lugar mediante la ultrafiltracion se selecciono la fraccion < 3 kDa; después mediante la
filtracién en gel, la fraccion 11, que sale al final, y por lo tanto la de menor peso molecular.
Esto indicaria que las secuencias peptidicas que presenta ambas propiedades bioactivas ha
sido purificadas en el proceso. Para poder observar esta situacion a mayor detalle, el Cuadro
10 muestra el resumen de la AAOX y antihipertensiva a lo largo de la purificacion realizada,
desde el HPC hasta la CFG (Anexos 11, 12 y 13).

En la actualidad, la combinacién de herramientas informaticas con el trabajo experimental
en el proceso de produccion de biopéptidos ha contribuido a una reduccién de costos y
facilidad en su fabricacion (Carrasco-Castilla et al., 2012). El esquema propuesto de un
posible procedimiento para producir inhibidores de ECA - | es aplicable tanto en laboratorio
como a escala industrial. Aunque las diversas etapas (como la seleccion de proteinas,
hidrdlisis, y el ensayo de inhibicion de la ECA - I) son las mismas en ambos casos, los
métodos de separacion y purificacion de péptidos pueden diferir debido a la falta de
tecnologia unificada Sin embargo, a lo largo de los afios, se ha observado un progreso en el

desarrollo e introduccion de nuevas técnicas (Korhonen y Pihlanto 2007).
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Cuadro 10: Resumen del proceso de purificacion de péptidos bioactivos

ACTIVIDAD i
. INHIBICION DE Valor ICso
FRACCION ANTIOXIDANTE
) LA ECA-I (%)** (mg/mL)
(umol TE/mg proteina)*

HPC 1.95 + 0.03¢ 69.85 + 1.82° 0.1597 + 0.0012
Permeado 10 kDa 2.06 + 0.02¢ 71.00 + 1.40° 0.1322 + 0.01¢
Permeado 3 kDa 2.11 + 0.04°¢ 72.82 + 0.55P 0.0885 + 0.01¢
F-1 1.09 £ 0.01¢ 18.66 + 1.16¢ -
F-1 2.22 +0.07° 64.35 + 2.45¢ 0.141 + 0.01%
F-111 3.18 + 0.03? 78.40 + 0.262 0.055 + 0.01°

*promedio de tres repeticiones £ DS. Los valores medios con letras diferentes dentro de la misma columna

indican diferencia significativa segun la prueba de Duncan (p < 0.05). **A una concentracion proteica de 0.5

mg/mL

4.2.3 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

El perfil de peso molecular de las fracciones de proteinas de cafiihua se determin6 mediante

SDS-PAGE (Figura 10); los pesos moleculares calculados se muestran en el Cuadro 11.

F-ll F-1l

- 26.625 kDa

- 16.950 kDa
- 14.437 kDa

- 6.512 kDa

- 3.496 kDa
- 1.423 kDa

Figura 10: Perfil electroforético de las fracciones del hidrolizado proteico

purificado de la cafilhua



En las tres fracciones se obtuvieron mas de 2 bandas proteicas. Es asi que en la F-I se tuvo
tres bandas de péptidos, con pesos moleculares entre 1.89 a 4.9 kDa; en la F-II, se tuvo 5
bandas de 1.29 a 5.33 kDa y en la F-Il1, 3 bandas con pesos moleculares entre 1.21 y 3.39
kDa. Respecto al tamafio de los péptidos, Liu et al. (2016) recopilaron secuencias y pesos
moleculares de péptidos antioxidantes derivados de proteina animal, sefialando que tienen
en comun un tamafo de 4-16 aminoécidos y un peso molecular de aproximadamente 400-
2000 Da. De forma similar, se caracterizaron noventa y tres péptidos a partir de una fraccion
de cromatografia de exclusion de tamafio con tamafios de 5-20 aminoacidos y pesos
moleculares de 400-2500 Da, de los cuales, aquellos con pesos moleculares méas pequefios
poseian una gran actividad antioxidante (Mora et al., 2014). Podemos indicar que la Flll es
la que contiene péptidos de menor peso molecular, y es esta fraccion la que posee mayor
AAOX (Cuadro 9); estos resultados confirmarian que muestras con menor peso molecular
poseen mayor actividad antioxidante, debido a que tienen la propiedad de atravesar mas

facilmente el lumen intestinal.

Cuadro 11: Pesos moleculares de las fracciones de cafihua obtenidas por

cromatografia de filtracion sobre gel

NUMERO MARCADOR DE

DE PM (kDa) F-1 F-11 F-111
BANDAS
1. 26.625 4.900 5.327 3.394
2. 16.955 3.234 3.953 2.395
3. 14.370 1.886 2.423 1.213
4. 6.512 1.451
S. 3.496 1.287
6. 1.423

Se informa que los péptidos inhibidores de la ECA - | generalmente contienen de 2 a 12
aminoacidos y sus pesos moleculares generalmente varian de 150 a 800 Da (Yamamoto et
al., 2007). Valenzuela et al. (2013) encontraron en hidrolizados de quinua fracciones con
pesos moleculares entre 8.8 y 72.0 kDa, mientras que para la misma materia prima,

Nongonierma et al. (2015) encontraron fracciones entre 6.5 y 66 kDa.
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Guang y Phillips (2009) produjeron un tetrapéptido de mani (Lys-Ala-Phe-Arg) con
actividad inhibidora de la ECA de 16.9 ug/ml; mientras que Li et al. (2002) reportaron un
hexapéptido inhibidor de la ECA (Val-Thr-Pro-Ala-Leu-Arg) con un valor ICs de 82.4 uM

a partir de aislado de proteina de frijol mungo con alcalasa.

Segun Muhamyankaka et al. (2013), la distribucion de pesos moleculares de hidrolizados
proteicos obtenidos por proteasas individuales es notablemente distinto, reflejando las
diferencias en la longitud de la cadena peptidica y la exposicion de los grupos amino
terminales, que podrian estar muy influenciadas por las propiedades funcionales de los
hidrolizados. Es asi que en hidrolizado de calabaza con Flavourzyme encontraron mayor
proporcion de fracciones peptidicas > a 5 kDa (40.93 por ciento). En cambio los hidrolizados
con Neutrasa mostraron mayor contenido de fracciones entre 5y 10 kDa (38 por ciento),
sefialando que para los hidrolizados con Alcalasa, Protamex, Neutrasa y Flavourzyme, el

principal peso molecular de las fracciones estuvo entre 180 a 5000 Da.

En el caso de los péptidos antihipertensivos, muchas secuencias de péptidos potentes
inhibidores de ECA - |, estan presentes en el extremo C residuos de Tyr, Phe y Trp; ademas,
la presencia del aminoacido hidrofobo Leu y residuos de Arg y Lys (Norris y FitzGerald,
2013). Se ha determinado que los tripéptidos con aminoacidos hidrofébicos en el N-terminal,
aminoacidos cargados positivamente en el centro y aminoacidos aromaticos en el extremo
C-terminal, conducen a potentes péptidos inhibidores de la ECA - I. Met-Ala-Ala y Met-
Pro-lle tienen ambos un aminoacido hidrofébico en el extremo N-terminal. Ademas, el
tetrapéptido lle-1le-Ala-Glu fue seleccionado para sintesis debido a la presencia de lle en Cs,
una caracteristica de potentes tetrapéptidos inhibidores de la ECA - | (O’Keefe et al., 2017).

Al parecer hay una correlacion entre los valores de ICso con la secuencia de los péptidos, a
partir de la cual podria predecirse si una secuencia dada serd un buen inhibidor de la ECA -
I 0 no. Potentes inhibidores de la ECA - | estan conformados por residuos de aminoacidos
hidrofobos (cadenas laterales aromaticas o ramificadas) en el extremo C donde la maxima
preferencia es la presencia de prolina (Norris y FitzGerald, 2013), que en la antependltima
posicion C-terminal da como resultado una buena union a la ECA - I, mientras que la union

es debil si la prolina esté presente en la pendltima posicion del péptido (Miguel et al., 2012).
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Ma et al. (2010) en la digestion de proteina de trigo sarraceno mediante el uso de enzimas
pepsina-pancreatina y purificada por LC-MS/MS, informaron que los péptidos identificados
en su mayoria son Pro-Trp, Val-Pro-Trp, Trp-Pro-Leu y Val-Phe-Pro-Trp, los cuales exhiben
una gran actividad antioxidante ABTS™. Por su parte, Gu y Wu (2016) han resumido
eficientemente las funciones de las proteinas y péptidos antioxidantes y antinflamatorios
derivados de los alimentos y sus contribuciones en el manejo, la administracion e inhibicion
de los trastornos cardiovasculares. Estos autores sefialan que persisten varios desafios
futuros que requieren fundamentacion adicional: deteccion y caracterizacion de los
componentes principales de los hidrolizados de proteinas, comprension de los mecanismos
de accidn a nivel molecular y funciones de los receptores de proteinas en detalle, elucidar
los efectos secundarios nocivos, la dosis Optima, asi como la interaccion de los péptidos

bioactivos con los otros componentes alimenticios en un sistema alimentario.
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V. CONCLUSIONES

Al evaluar la actividades antihipertensiva (actividad inhibitoria de enzima
convertidora de la angiotensina ECA - 1) y actividad antioxidante (ABTS") in vitro de
la proteina de cafiihua hidrolizada y de las fracciones obtenidas luego de los procesos
de ultrafiltraciéon se obtuvo que ambas propiedades se incrementaron de 1.95 a 2.11
pumol TE/mg proteina y de 69.85 a 72.82 por ciento de inhibicion, desde el hidrolizado
proteico al permeado de 3 kDa, respectivamente, mientras que los valores de ICso

disminuyeron de 0.16 mg/mL a 0.09 mg/mL, respectivamente.

Con la cromatografia de filtracion sobre gel se obtuvieron tres fracciones de péptidos,
de los cuales, los valores mas importantes de actividad antioxidante y valor de
inhibicion de la ECA-I se obtuvo con la fraccion FllI, seguido de la Fraccion F-I1,
siendo estos de 3.18 y 2.22 umol TE/mg proteina y, 78.40 y 64.35 por ciento,
respectivamente y con valores de 1Cso de 0.055y 0.141 mg/mL.

Con la electroforesis SDS-PAGE, se observd mas de dos bandas peptidicas en las tres
fracciones evaluadas. La F-1l1, estuvo compuesta por péptidos con pesos moleculares
entre 1.21 y 3.39 kDa, la F-1l entre 1.29 y 5.33 kDa y la F-1 entre 1.89 y 4.0 kDa.
Donde la F-111 compuesta por péptidos de menor tamafio fue la que presentd las

mejores propiedades antioxidante, de inhibicidn de la ECA-I y el menor valor ICs.

De los resultados obtenidos, se puede destacar que la proteina de cafiihua es una fuente
promisoria para la obtencion de péptidos bioactivos beneficiosos a la salud, mediante
su empleo como nutracéutico. Ademas de la promocion de un estilo de alimentacion
saludable en la que se incluyan productos oriundos de nuestro pais como los granos

andinos con propiedades funcionales.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar la evaluacion in vivo de las actividades biologicas de los péptidos
purificados y realizar estudios farmacocinéticos para evaluar la influencia de
variables como el tamafio del péptido, el modo de administracién y la forma de
administracion (suspension, polvo, micela, emulsidn, etc.) en la biodisponibilidad de

los péptidos.

Identificar a los péptidos responsables de las actividades antioxidante y

antihipertensiva mediante espectrometria de masas.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: CURVA ESTANDAR DE PROTEINA SOLUBLE
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ANEXO 2: CURVA ESTANDAR DE LEUCINA PARA LA DETERMINACION
DE GRADO DE HIDROLISIS
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ANEXO 3: CURVA ESTANDAR DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ABTS*
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ANEXO 4: ANOVA SIMPLE -ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL CPC Y HPC

Variable dependiente: Actividad antioxidante (umol TE/mg proteina)
NuUmero de observaciones: 6

NUmero de niveles: 2

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 2.61228 1 2.61228 1955.79 0.0000
Intra grupos 0.00534267 4 0.00133567
Total (Corr.) 2.61762 5

Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos| Media | Grupos Homogéneos
CPC 3 10.620333 |X
HPC 3 1.94 X
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ANEXO 5: ANOVA SIMPLE -ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR CUT OFF

Variable dependiente: Actividad antioxidante (umol TE/mg proteina)
Factor: Cut off
NuUmero de observaciones: 9

NUmero de niveles: 3

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.0816123 3 0.0272041 27.90 0.0001
Intra grupos 0.00780133 8 0.000975167
Total (Corr.) 0.0894137 11

Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos| Media | Grupos Homogéneos
HPC 3 194 |X

Permeado 10 kDa 3 206 | X

Permeado 3 kDa 3 2.11 X
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ANEXO 6: ANOVA SIMPLE —INHIBICION DE LA ECA - | POR CUT OFF

Variable dependiente: Inhibicion de la ECA - | (por ciento)

Factor: Cut off

NUmero de observaciones: 6

NUmero de niveles: 3

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupos 8.84333 2 442167 2.44 0.2352
Intra grupos 5.445 3 1.815

Total (Corr.) 14.2883 5
Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos | Media |Grupos Homogéneos

ECA.HPC 2 16985 X

ECA.Permeado 10 kDa 2 71.0 |X

ECA.Permeado 3 kDa 2 | 728 [X
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ANEXO 7: ANOVA SIMPLE — VALOR ICs0 POR CUT OFF

Variable dependiente: Valor ICso (mg/mL)

Factor: Cut off

NUmero de observaciones: 6

NUmero de niveles: 3

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.005149 2 0.0025746 42.48 0.0063
Intra grupos 0.000181 3 0.0000606
Total (Corr.) 0.005331 5
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Duncan
Casos| Media |Grupos Homogéneos
ICs0 Permeado 3 kDa 2 0.0885 |X
ICs0 Permeado 10 kDa 2 1013215 X
ICso HPC 2 [0.15%5| X
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ANEXO 8: ANOVA SIMPLE — ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR PICOS

Variable dependiente: Actividad antioxidante (umol TE/mg proteina)
Factor: Picos
NuUmero de observaciones: 9

NUmero de niveles: 3

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupos 6.54078 2 3.27039 3047.26 0.0000
Intra grupos 0.00643933 6 0.00107322
Total (Corr.) 6.54722 8

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos | Media [Grupos Homogéneos
AAOX.F-I 3 1.097 |X

AAOX.F-II 3 [2.21633| X

AAOX. F-11I 3 [3.18333| X
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ANEXO 9: ANOVA SIMPLE —INHIBICION DE LA ECA - 1 POR PICO

Variable dependiente: Inhibicion de la ECA - | (por ciento)
Factor: Pico
NUmero de observaciones: 6

NUmero de niveles: 3

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupos 3903.97 2 1951.98 765.48 0.0001
Intra grupos 7.65 3 2.55
Total (Corr.) 3911.62 5

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos | Media |Grupos Homogéneos
% ECA. F-I 2 [18.65 X
% ECA - 1. F-11 2 6435 X
% ECA - . F-11I 2 78.4 X
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ANEXO 10: ANOVA SIMPLE - ICso DE LOS PICOS

Variable dependiente: 1Cso (mg/mL)

Factor: Pico

NUmero de observaciones: 4

NUmero de niveles: 2

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos {0.00737022 1 ]0.00737022 54.66 0.0178
Intra grupos |0.000269685 2 10.000134842

Total (Corr.) |0.00763991 3

Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos |Media |Grupos Homogéneos
F-11 |2 0.05465|X
F-11 |2 0.1405 | X
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ANEXO 11: SIMPLE — AAOX DE LAS ETAPAS DE PURIFICACION

Variable dependiente: Actividad antioxidante (umol TE/mg proteina)

Factor: Etapa

NUmero de observaciones: 18

NUmero de niveles: 6

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos [6.66317 5 1.33263 1218.32 0.0000

Intra grupos

0.013126

12 {0.00109383

Total (Corr.)

6.67629

17

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos |Media |Grupos Homogéneos
F-1 3 1.097 |X
HPC 3 1.94 X
Permeado 10 kDa |3 2.05567| X
Permeado 3 kDa |3 2.078 X
F-11 3 2.21633 X
F-111 3 3.18333 X
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ANEXO 12: ANOVA SIMPLE - INHIBICION DE LA ECA - | DE LAS ETAPAS DE
PURIFICACION

Variable dependiente: Inhibicion de la ECA - | (por ciento)
Factor: Etapa
NUmero de observaciones: 12

NUmero de niveles: 6

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos |4822.83 5 1964.567 441.96 0.0000
Intra grupos [13.095 6 [2.1825

Total (Corr.) |4835.93 11

Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos |Media |Grupos Homogéneos
F-1 2 18.65 |X
F-11 2 64.35 | X
HPC 2 69.85 X
Permeado 10 kDa |2 71.0 X
Permeado 3 kDa |2 72.8 X
F-111 2 78.4 X
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ANEXO 13: ANOVA SIMPLE — ICs0 DE LAS ETAPAS DE PURIFICACION

Variable dependiente: 1Cso (mg/mL)

Factor: Pico
NUmero de observaciones: 10

NUmero de niveles: 5

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos [0.0145647 4 10.00364116 40.32 0.0005

Intra grupos |0.000451495

5 (0.000090299

Total (Corr.) |0.0150161

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Duncan

Casos [Media |Grupos Homogéneos
F-111 2 0.05465|X
Permeado 3 kDa |2 0.0885 | X
Permeado 10 kDa |2 0.13215| X
F-11 2 0.1405 XX
HPC 2 0.15965 X
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ANEXO 14: ABREVIATURAS DE NOMBRES DE AMINOACIDOS

ABREVIATURA NOMBRE ‘
A, Ala Alanina
C, Cys Cisteina
D, Asp Acido Aspartico
E, Glu Glutamina
F, Phe Fenilalanina
G, Gli Glicina
H, His Histidina
I, lle Isoleucina
K, Lys Lisina
L, Leu Leucina
M, Met Metionina
N, Asn Asparagina
T, Thr Treonina
P, Pro Prolina
Q, GIn Glutamina
R, Arg Arginina
S, Ser Serina
V, Val Valina
W, Trp Triptéfano
Y, Tyr Tirosina
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