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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo se evalud el efecto in vitro de las fracciones peptidicas
bioactivas obtenidas de la hidrolisis enzimatica de las proteinas de la harina de la
fraccion vegetal del amaranto (HFVA) (Amaranthus hypochondiacus L.) sobre la
inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-I). Se determind la
eficiencia de tres métodos de extraccion de proteinas: M1 (Martinez y Afion 1996),
M2 (Betancur et al., 1998) y M3 (Soriano et al.,1992), obteniendo 54.27%, 61.16%
y 26.12% respectivamente, se descarto la eficiencia mas baja y se determino el
método definitivo de extraccion en funcion al rendimiento de la porcién proteinica,
con la metodologia M2 (Betancur et al., 1998) se obtuvo un rendimiento de 95.76%
mayor a la metodologia M1 (Martinez y Afion 1996) con 59.49%. Posteriormente se
determiné el perfil electroforético de las proteinas de la HFVA, donde se presume la
presencia de albumina 1 y subunidades de globulina. EI maximo grado de hidrdlisis
(GH) en la porcion proteinica de la HFVA con Alcalasa® fue de 26.97 % Yy se obtuvo
a los 30 min. Con el fraccionamiento por ultrafiltracién del hidrolizado se obtuvieron
cuatro fracciones peptidicas: F1) 5-10 kDa; F2) 3-5 kDa, F3) 1-3kDa,y F4)<a l
kDa, de las que la fraccién con mayor actividad inhibitoria de la ECA-I (in vitro) fue
F4 con un ICso= 0.0786 mg/mL (78.67 pg/mL).
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Antecedentes

1. ANTECEDENTES

1.1. Enfermedades cronicas esenciales del adulto

A nivel mundial la prevalencia de las enfermedades crénicas no transmisibles, o
también denominadas enfermedades cronicas esenciales del adulto (ECEA), tales
como hipertension arterial sistémica (HTAS), diabetes mellitus tipo 2 (DM-2),
dislipidemias, obesidad, aterosclerosis, entre otras; han demostrado un crecimiento
exponencial en las uUltimas dos décadas, llegando a superar la prevalencia de las
enfermedades transmisibles en el adulto. (Rosas et al., 2005).

La prevalencia de HTAS guarda estrecha relacion con la edad, medio ambiente-
estilo de vida, género y factores comoérbidos, tales como diabetes, obesidad,
dislipidemias, tabaquismo y predisposicion genética (Rosas et al., 2004).
Generalmente, el paciente acude al médico cuando ya han transcurrido varios afios
desde el inicio de su HTAS y, probablemente, ya habra en su mayoria algun grado

de dafio a érganos blanco.

En México, de acuerdo con los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricién 2012, se estima que hay 22.4 millones de adultos, de 20 afios 0 mas, que
padecen hipertension arterial, tnicamente 11.2 millones han sido diagnosticados
por médicos, y de estos, s6lo 5.7 millones mantienen su padecimiento controlado
(ENSANUT, 2012).

1.2. Hipertension o presion arterial alta

La hipertension arterial es un padecimiento multifactorial que puede dafar érganos
vitales, por lo que esta considerado como un problema importante de salud publica.
Se define como la elevacién patoldgica de la presion que ejerce la sangre bombeada
por el corazon sobre los vasos sanguineos (Hong et al., 2003) y esta asociada con

dafio en las arterias y en diversos parénquimas (conglomerados de células de igual

A. L. GOmez-Gémez 1



Antecedentes

diametro formando meatos entre si y que pueden elaborar y almacenar sustancias).
Son muchos los factores fisiopatologicos que han sido considerados en la génesis
de la hipertension como el incremento en la actividad del sistema nervioso simpatico
(SNS), es decir el impacto de la vida moderna; la sobreproduccién de hormonas
ahorradoras de sodio y vasoconstrictoras; la alta ingesta de sodio; la inadecuada
ingesta de potasio y calcio; el incremento en la secrecion o la inapropiada actividad
de la renina, con resultante incremento en la produccion de angiotensina-Il (Ang-Il)
y aldosterona; la deficiencia de vasodilatadores, tales como la prostaciclina, el 6xido
nitrico (ON) y los péptidos natriuréticos; la alteracion en la expresion del sistema
calicreina-cinina o sencillamente sistema cinina, que afecta al tono vascular y el
manejo renal del sodio; las anormalidades en los vasos de resistencia, incluyendo
la disfuncion endotelial, el incremento del estrés oxidativo, la remodelacion vascular

y la reduccién de la complacencia (Gamboa, 2006.)

La presion arterial se mide mediante la presion sistélica dada por la sistole: que es
la contraccion del musculo cardiaco, representando el maximo esfuerzo; y por la
presion diastélica, dada por la diastole: que es la relajacion del corazon,
permaneciendo las arterias con el minimo flujo de sangre (Torresani y Somoza,
1999). El nivel de presion arterial es un importante pardmetro para el diagndstico y
el abordaje terapéutico, siempre y cuando se tome en cuenta el contexto del
enfermo, pues su clasificacion estd dada segun el nivel de presion arterial

expresada en mm de Hg (Tabla 1).

En general se acepta que presiones menores a 120/80 mm de Hg, representan las
cifras con menor riesgo para el desarrollo de complicaciones cardiovasculares, de
ahi que reciba el término de 6ptimo. Mientras que de acuerdo con la organizacién
mundial de la salud (OMS), el valor limite para definir a un paciente con HTAS debe
ser igual o mayor a 140 mm de Hg en la presion sistélica y/o un valor igual o mayor

a 90 mm de Hg en la diastdlica (Rosas et al., 2004).
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Tabla 1. Clasificacion de los niveles de presién sanguinea en humanos

Diastdlica (mm de

Categoria Sistélica (mm de Hg) Hg)
Optima <120 < 80
Presion arterial normal 120 a 129 80 a 84
Presion arterial fronteriza* 130 a 139 85a 89
Hipertension 1 140 a 159 90 a 99
Hipertension 2 160 a 179 100 a 109
Hipertensién 3 > 180 >110
Hipertensidn sistdlica aislada > 140 <90

*Las personas con PA normal (con factores de riesgo asociados) o fronteriza aun no tienen hipertension pero tienen ato
riesgo de presentar la enfermedad por lo que ellos y los médicos deben estar prevenidos de dicho riesgo e intervenir para
retrasar o evitar el desarrollos de la HTAS. La importancia de considerar los diferentes valores de la PA reside en la
coexistencia con otros factores de riesgo y/o dafio organico (subclinico o establecido) que incrementan la morbilidad y la

mortalidad.
FUENTE: Resumen integrado de la NOM-030-SSA2-2009 y Guia de Tratamiento Farmacolégico y Control de la HTAS,

2012

Esta enfermedad ha sido tratada con medicamentos sintéticos que inhiben a la
enzima convertidora de la angiotensina-l (ECA-I), responsable de la alteracién de la
presién normal de la sangre, cuando esta circula a través de las venas y arterias del
cuerpo humano. Dentro de los medicamentos mas comunes en el mercado se
encuentran los inhibidores de la ECA 1, los B-bloqueadores, los diuréticos y los
bloqueadores de los receptores de la Ang-Il, todos ellos han sido eficaces y bien
tolerados en el tratamiento de la hipertension (Tabla 2). Las desventajas de los
medicamentos sintéticos, es que son costosos y durante su uso a corto y largo plazo
pueden producir reacciones secundarias como tos, alteraciones del sentido del

gusto y sarpullidos en la piel (Atkinson y Robertson, 1979).
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Tabla 2. Medicamentos para el tratamiento de la hipertensidon en México

Subgrupo Nombre genérico Nombre comercial Efectos adversos

Natriuréticos

Tiazidas Clortalidona Higrotén 50 Aumento en los niveles de
Hidroclorotiazida Diclotride, Rofucal colesterol y glucosa,
Indapamida Natrilix Hiperuricemia.

Ahorradores de Espirionalactona Aldactone, Vivitar Ginecomastia, Hipercalemia

potasio Ambilorida + HCTZ Moduretic
Triamtereno+ HCTZ Dyazide

De asa Furosemida Lasix Deshidratacién, hipocalemia
Bumetanida Miccil

Agentes de accion en el Sistema Nervioso

Central Metildopa Aldomet Rebote por supresion, depresion,
Moxonidina Norcynt bradicardia
B-bloqueadores
Cardioselectivos Atenolol Tenomin, Boltex
'\Bﬂlsoprolloll E:oncor Seloken Zok Broncoespasmo, bradicardia,
etoprolo opresor, Seloken 20 insuficiencia cardiaca,
vasoconstruccion periférica,
No cardioselectivos ~ Nadolol Corgard insomnio, fatiga,
Pindolol Visken hipertrigliceridemia
Propranolol Inderalici

B-bloqueadores con efecto vasodilatador

Carvedilol Carvamis, Dilatrend Hipotension postural,
broncoespasmo
Bloqueadores a-1
Doxazosina Cardura Hipotension postural, cefalea,
Prazosina Minipres palpitaciones, edema
Terazosina Hytrin
Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
Benazepril Lotensin
Captopril Capotena, Captral
Cilazapril Inhibace
Enalapril Pulsol, Renitec Tos seca, rara vez angioedema
Fosinopril Monopril hi ercaler,nia eritemagdis eusia,
Lisinopril Prinivil, Zestril P Ie[Jco enia, 9 '
Moexipril Renoprotec P
Perindopril Coversyl
Quinaypril Acupril
Ramipril Tritace
Inhibidores de la renina
Aliskiren Rasilles Diarrea

Antagonistas de los receptores AT1

Losartan Ara 2, Cozaar . _
Olmesartan Almetec Angioedema infrecuente,
Valsartan Diovan hipercalemia

Fuente: Revista Mexicana de Cardiologia 2012
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1.3. Sistema de regulacién central de la presién arterial sanguinea

(Sistema Renina-Angiotensina)

El sistema renina-angiotensina (SRA) es uno de los sistemas de regulacion central
de la presion arterial sanguinea y la patogénesis de la hipertension esta
estrechamente asociada con desordenes del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) que es una cascada proteolitica conectada a un sistema de
transduccion de sefales, en el que la renina escinde el decapéptido angiotensina-I
(Ang-l) del dominio N-terminal del angiotensindgeno (Matsui et al., 2003; Santeliz et
al., 2008). El angiotensindégeno circulante (Ao) es una glicoproteina que se produce
en el higado y es el sustrato inicial del SRAA (Figura 1). La renina es la enzima que
reacciona con el Ao, dando lugar a la Ang-I. La ECA-I actda por un lado hidrolizando
el decapéptido Ang-I para producir Ang-Il que es el vasoconstrictor y por otro lado
degrada el péptido vasodilatador bradiquinina. Por ser un potente vasoconstrictor la
Ang-Il actia directamente sobre las células del musculo liso vascular y sobre el
sistema nervioso simpatico, tanto periféricamente como centralmente para
incrementar el tono vascular. La accion de la Ang-Il esta mediada por los receptores
AT:1 provocando la vasocontriccion (efecto perjudicial), y los receptores AT:2
causante de la vasodilatacién (efecto benéfico) en el organismo (Scow et al, 2003).
Ademas de participar en la regulacién de las funciones renales, vasculares y
cardiacas, la Ang-Il, esta vinculada con la modulacién de la transmision sinaptica,
estimulacion de secrecibn de la vasopresina, estimulacion de la sed,
vasoconstriccion, estimulacion de la aldosterona por la corteza suprarrenal y accion
mitogénica, modula la excrecién renal de Na*, la contraccién y relajacion del

miocardio, y el tono vascular (Touyz y Schiffrin, 2000; Touyz, 2004).
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Figura 1. Reacciones catalizadas por la ECA-l en los sistema Renina-Angiotensina-Aldosteronay
calicreina-quinina (Segura et al., 2013)

1.4. Enzima convertidora de la angiotensina-l (ECA-I)

La enzima convertidora de angiotensina-I (ECA-I), descubierta en 1954, fue llamada
en principio enzima convertidora de hipertensina. Su accion de convertir el péptido
inactivo (Ang-1) en el péptido vasoconstrictor (Ang-Il), fue evaluada en plasma
purificado de ganado equino en presencia de ion clorito, de ahi surgié su nombre
actual (Skeggs et. al., 1956). La ECA-I se encuentra en células epiteliales, células
endoteliales (principalmente en el pulmdn), neuroepiteliales y mononucleares, en
fluidos bioldgicos como orina, liquido cerebroespinal y liquido amniodtico. También
se localiza en higado, en las vellosidades de las membranas del intestino, en

placenta y en el plexus coroide (Soubrier et al., 1993).

En la actualidad se sabe que la ECA-I, que se encuentra en la gran mayoria de los
mamiferos, es una proteasa conocida como peptidil dipeptidasa A o cininasa Il,
(E.C. 3.4.15.1) (Corvol et al.,, 1995; Corvol y Williams, 1998). Es una zinc
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carboxipeptidasa por contener este metal en su sitio activo. Su funcion principal, es
transformar la Ang-l a Ang-ll e inactivar el péptido vasodilatador bradiquinina

(Tzacos et al., 2003). Se han identificado tres formas de la ECA (Figura 2):

a) La forma soméatica (SECA) distribuida en las células endoletial, epitelial y
neuroepitelial. Su peso molecular varia entre 150 y 180 kDa, ésta consiste de los

dominios homélogos Ny C

b) La forma testicular (tECA) presente en células germinales masculinas por lo que
se relaciona con la maduracion del esperma en varones (Soubrier et al., 1993).
Tiene un peso molecular entre 90 y 110 kDa, estd compuesta por el sitio activo del
dominio-C y una porcion del dominio-N, pero sin el sitio activo del dominio-N (Tzakos
et al., 2003)

c) La ECA (hECA) o ECA-2, denominada como un homélogo o forma soluble, se ha
aislado mediante la accion de una secretasay se ha encontrado en suero sanguineo
y otros fluidos corporales; sin embargo, aun no se esclarece su participacion

fisiolégica en el ser humano (Parvathy et al., 1997; Turner y Hooper, 2002).

Figura 2. Estructuray conformacion de la ECA-l encontrada en plasma, en células somaticas y
testiculares mostrando los sitios activos cataliticos, dependencia del zinc y las regiones Ny C terminal
(Johnston, 1992)
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La ECA-I presenta dos dominios, ambos dominios son capaces de hidrolizar la Ang-
I y la bradiquinina, ademas el sitio activo del dominio-N es capaz de hidrolizar otros
sustratos, incluyendo la sustancia P (neurotransmisor), precursores de encefalinas,
la hormona luteinizante, péptidos g-amiloides y el derivado activo 1-7 de la Ang-ll,
Ang (1-7), entre otros (Benishin, 2005). Ambas isoformas de la ECA-I, sSECA y tECA,
se encuentran en la estructura de la membrana plasmatica, en la que la parte del
dominio-C se halla en la extension intracelular, en tanto que la mayor parte de la
cadena de la ECA-I permanece fuera de la célula; por esta razon se les ha
denominado ectoenzimas cuya misién es hidrolizar péptidos circulantes en el

exterior de las células (Dominguez et al., 2012).

1.5. Inhibiciéon de la enzima convertidora de la angiotensina

Como ya se explico anteriormente, la ECA tiene dos funciones principales en el
organismo. Por un lado, se encarga de sintetizar el octapéptido responsable de la
vasoconstriccion (péptido formado por 8 aminoacidos) Ang-ll de su pre estadio
inactivo, a partir del decapéptido (10 aminoacidos) Ang-l, separando dos
aminoécidos C terminales. Por el otro, cataliza la eliminacion del mediador
bradiguinina en productos inactivos. La inhibicion de la ECA-l hace que la
concentracion de angiotensina Il en los receptores de angiotensina (AT1 y AT2)
disminuya. Asi, empieza reduciendo el tono vascular y la presion sanguinea
disminuye.

A principios de 1974, se demostré la eficacia de algunos farmacos inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina, pero el desarrollo de un agente oral eficaz
para su uso en terapia cronica parecia distante. Sin embargo, tan solo un afio y
medio después se sintetizo el captopril, un potente y especifico inhibidor de la ECA-
I, activo por via oral (Cushman, et al., 1981).

El captopril (Figura 3), es un farmaco inhibidor de la ECA-I que puede ser
considerado como un analogo del dipéptido Ala-Pro de la region C-terminal del
péptido aislado del veneno de la serpiente brasileia BPP5a (pentapéptido

potenciador de la bradiquinina), en el que el grupo funcional amina de la alanina es
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remplazado por el grupo sulfhidrilo, que interactia con mayor fuerza con el ién zinc
catalitico de la ECA-I. En forma adicional, el grupo carboxilo terminal interactia con
la carga positiva de la arginina que se localiza en el sitio activo de la ECA-I, en tanto
que el grupo carbonilo lo hace con el enlace donador de hidrogeno de la tirosina y
el anillo heterociclico del residuo prolina lo hace con el subsitio hidrofébico de la
enzima en la posicion S2’, finalmente el grupo metilo lo hace con el subsitio S1’
(Blning, 1987; Cushman et al., 1981, 1989).

Figura 3. Férmula bidimensional del captopril y su estructura tridimensional (Delgado et al., 2004)

Otro farmaco analogo a la region C-terminal del tripéptido Phe-BPP5a, es el
metabolito enalaprilat. Este es la forma acida activa liberada a partir del farmaco
enalapril, el cual se administra como un precursor éster y el metabolito se libera
después de la digestion intestinal (Johnston et al., 1986). El enalaprilat se une con
el sitio activo de la ECA-l empleando las demas interacciones del residuo del BPP5a
en la region C-terminal, reemplazando la débil interaccion de su regién amida
carbonilo con el i6n zinc de la enzima, por la fuerte interaccion del carboxilo del
enalaprilat, a su vez esta interaccidn sirve para que no sea hidrolizado por la propia
ECA-I. También existen otros inhibidores de la ECA-I que cuentan en su estructura
con la funcion hidroxifosfonil que liga al atomo de zinc de la enzima.

De forma mas clara en la figura 4 se resumen los mecanismos de inhibicion de la
ECA-I por el captopril, enalaprilat y el tripéptido Phe-Ala -Pro, donde S1, S1'y S2’
son los subsitios que interactdan con el dltimo, pendltimo y antepenultimo residuo
de aminoéacido de la region C-terminal del inhibidor, mientras X-H es un donador de
hidrogeno, en tanto que X es un aceptor de hidrogeno (Cushman et al., 1989).
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ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA-I
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Figura 4. Enlaces hipotéticos de los inhibidores competitivos con el sitio activo de la ECA-I
(Dominguez et al., 2012)

Estos farmacos han sido considerados como inhibidores competitivos, reversibles y
de répida accion para enlazarse con la ECA-I provocando la inhibicion (Buning,
1987), y se pueden agrupar de acuerdo a la funcién de inhibicién que tiene su
férmula o estructura de la siguiente manera:
a) Farmacos que tienen la funcion sulfhidrilo
b) Farmacos que tienen la funcién carboxilo

c) Farmacos que tienen la funcion fosfonilo (Dominguez et al., 2012)

Otro tipo de compuestos que inhiben a la ECA-I son los péptidos bioactivos, estos
muestran caracteristicas estructurales comunes, es decir, son péptidos de longitud
relativamente corta con aminoacidos hidrofébicos (prolina, lisina o arginina). La
funcionalidad de los péptidos inhibidores de la ECA-l se basa en la relacion

estructura-actividad. Estos péptidos son considerados como sustratos competitivos
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para la ECA-I, y su actividad esté influenciada por la secuencia de los tres ultimos
aminoacidos de la regiéon C-terminal, principalmente aminoacidos de caracter
hidrofébico. Se ha postulado que la carga positiva asociada con el grupo funcional
de la cadena lateral de estos amino&cidos contribuyen a la potencia inhibitoria de la
ECA-I (Fang et al., 2008).

En el trabajo de investigacion de Ondetti et al., (1982), se propuso un modelo donde
los residuos de la region C-terminal pueden interactuar con los subsitios S1, S1’, y
S2 del sitio activo de la ECA-I, ya que ésta tiene mayor especificidad por sustratos
o inhibidores competitivos que contengan residuos de amino&cidos hidrofébicos en

las dltimas tres posiciones de la region C-terminal (Figura 5).

Figura 5. Sitio activo de la ECA-I que muestra las interacciones entre la ECA-l y un péptido con
actividad inhibitoria de la ECA-I (Fang et al., 2008)

1.6. Péptidos bioactivos

Actualmente los péptidos con actividad biolégica constituyen una de las categorias
mas importantes dentro del sector de los alimentos funcionales. Estos péptidos
funcionales o bioactivos se definen como fragmentos especificos de proteinas que
tienen un impacto positivo en las funciones del cuerpo y pueden influir en la salud

(Kitts y Weiler, 2003). Generalmente, son péptidos compuestos de 3 a 20
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aminoacidos, aunque en algunas ocasiones pueden exceder esta longitud; pueden
ser liberados durante el proceso industrial de los alimentos, o bien durante la
digestion gastrointestinal contribuyendo en la regulacion y modulacién metabolica
(Pihlanto et al., 2008). A su vez los péptidos bioactivos pueden ejercer su efecto
sobre algunos sistemas como el cardiovascular, digestivo, inmunol6gico y nervioso
(Tabla 3) (FitzGerald et al., 2000; Korhonen y Pihlanto, 2006), lo que sugiere su uso
como productos nutracéuticos y/o ingredientes de alimentos funcionales que
coadyuven para la prevencion de enfermedades.

Se han aislado péptidos bioactivos, tanto de fuentes animales como vegetales; entre
las primeras se pueden mencionar a la caseina, el queso a base de suero de la
leche (requeson), la leche fermentada, el musculo de pollo y pescado, entre otras;
de origen vegetal se han aislado del gluten de trigo, soya, girasol, espinaca,
garbanzo, frijol mungo, etc. (Megias et al., 2004; Yang et al., 2003) los cuales han

presentado diversas actividades bioldgicas.

Tabla 3. Péptidos biolégicamente activos y sus efectos en el organismo

Péptidos Efecto en el organismo

Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune

Inhibidores de la enzima convertidorade la  Reducen el riesgo de padecer enfermedades
Angiotensina cardiovasculares

Previenen enfermedades degenerativas y

Antioxidantes NN
envejecimiento

Reguladores del transito intestinal Mejoran la digestion y absorcién

Reducen la proliferaciéon de tumores

Reguladores de la proliferacién celular ;
cancerigenos

Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones

Reducen el riesgo de padecer enfermedades

Hipocolesterolémicos X
cardiovasculares

Anticoagulantes Reducen los riesgos de padecer trombos
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1.7. Péptidos con actividad antihipertensiva

Como se mencion6 anteriormente la hipertensién es una de las enfermedades de
mayor impacto en el mundo, por lo que se han estado buscado alternativas nuevas
para su tratamiento, es por esto que en los ultimos afios los péptidos bioactivos mas
estudiados en alimentos son los antihipertensivos. Existen estudios que demuestran
gue este tipo de péptidos inhiben la actividad de la ECA-I, que esta relacionada con
la regulacion de la presion arterial por la modulacién del sistema SRAA (Wang et
al., 2005), es decir, son los responsables de disminuir la presion arterial en animales
de laboratorio (Matsufuji et al., 1995) y en individuos hipertensos (Matsui et al.,
2000); un ejemplo es el nonapéptido SQ20881 (Tripotide) Pyr-Trp-Pro-Arg-Pro-Gin-
lle-Pro-Pro aislado del veneno de la serpiente Bothrops jararaca cuya secuencia de
aminoacidos mostré un mayor efecto al disminuir la presion sanguinea de animales
modelos con hipertensién, y un efecto marcado en el tratamiento de la hipertension
en humanos (Guan et al., 2004). Generalmente, este tipo de péptidos contiene de 5
a 13 residuos de aminoacidos, por molécula, y muchos de ellos presentan la
secuencia Ala-Pro o Pro-Pro en la region C-terminal. La mayoria de los biopéptidos
con actividad inhibitoria de la ECA-l se han identificado como productos de la
hidrolisis enzimatica de proteinas, de diversos origenes, presentes en los alimentos
(Tabla 4).
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Tabla 4. Péptidos con actividad antihipertensiva obtenidos por hidrdlisis enzimatica de proteinas de
diversas fuentes

Secuencia
Fuente (aminoécidos liberados por Referencia
proteasas comerciales)
Arroz TQVY 18.22 Fang et al., (2008)
MRWRD 0.00212
Espinaca ngv\y A 0%0000036;1 Yang et al., (2003)
LAYKPAG 0.00422
Gelatina GPAGAZ+GPPGAZ 82 Oshima et al., (1979)
Germen de trigo I(VY) 0.52 Matsui et al., (2000)
MD 0.0212
MDFLI 0.0112
Legumina de chicharo MDL 0.0132 Yust et al., (2003)
MFDL 0.0212
MDLA 0.0132
Microalga (Spirulina b
platensis) IAPG 11.40 Suetsuna et al., (2001)
Musculo de pollo FK?KF\{/:/(YP 82?2 Fujita et al., (2000)
b .
Musculo de sardina :\<|\</\;/< é?gb mz:zﬁ: : Z:" 8332
GWAP 3.86° B
Musculo porcino MNP 672 Arihana et al., (2001)
Plasma humano LIY 2-aceina 0.82 Nakagomi et al., (2000)
Semilla de girasol FVNPQAGS 0.00692 Megias et al., (2004)
a
Sésamo t\S/Z 00.'00007188@ Fang et al., (2008)
Soya DLP 52 Wu y Ding (2001)
Trigo YQY 42 Li et al., (2002)
A(mm)
b (umolrL)

Fuente: Dominguez et al., 2012
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1.8. Obtencion de péptidos con actividad biolégica mediante hidroélisis

enzimatica

Los hidrolizados han sido utilizados para muchos propdésitos, tales como mejorar y/o
modificar las propiedades funcionales de productos alimenticios, en la formulacion
de productos farmacéuticos, asi como para reducir la alergenicidad de la proteina y
en la obtencion de péptidos bioactivos (Tardioli et al., 2003).

Para la obtencién de los hidrolizados se tienen dos alternativas, la hidrélisis quimica
y la hidrdlisis enzimética. La hidrdlisis realizada bajo condiciones &cidas o alcalinas,
provoca efectos desfavorables en la calidad del hidrolizado, ya que se destruyen los
L-aminoacidos y se forman compuestos toxicos como la lisinoalanina. Se ha
reportado que la hidrdlisis alcalina favorece la descomposicion de aminoacidos
como la arginina y cisteina; mientras que con la hidrélisis 4cida se elimina el
triptéfano y desaminan aminoacidos como serina y treonina (Guadix et al., 2000).
En cambio, la hidrolisis enzimatica presenta algunas ventajas frente a la tradicional
hidrolisis quimica. Dentro de estas ventajas se pueden mencionar la selectividad y
especificidad de las enzimas para un aminoécido en particular y, por tanto, no es
frecuente la aparicibn de productos secundarios. Ademas se realiza bajo
condiciones moderadas de temperatura (40 a 60 °C) y pH (entre 4 a 8); lo que

permite que se mantenga el valor nutritivo de los hidrolizados (Guadix et al., 2000).

Durante la hidrélisis enzimatica de las proteinas, la seleccion de la enzima y las
condiciones del proceso influyen en la composicién de los péptidos en el hidrolizado,
y por lo tanto, en sus propiedades funcionales (Van der Ven et al., 2002). Existen
un gran namero de enzimas que han sido utilizadas en la produccion de hidrolizados
proteinicos de diferentes fuentes (Tabla 5) por lo que un factor importante a

considerar es su actividad especifica.
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Tabla 5. Proteasas comerciales de grado alimenticio utilizadas parala obtencion de hidrolizados

Tipo de proteasa

(Benitez et al., 2008)

Temperatura

O6ptima (°C)

Intervalo
optimo
de pH

Sitio de accién

catalitica

Serinproteasa

Tripsina o 30-60 7-9 sLys (0 Arg)
TMiotringi Porcino, bovino ) ) )
Animal Quimiotripsina 45 - 55 8-9 *Trp (Tyr, Phe, Leu)
Elastasa .
-*Ala
. Subtilisin, Carlsberg Bacillus lichiniformis 50 - 60 6-10
Bacteriana
Alcalasa *AAnt
Subst. BPN Bacillus 40 - 55 6-10
Subtilisin Novo amyloliquefaciens
Cisteinproteasas
Papaina Papaya 40 - 75 5-8 -*Phe (o Val, Leu)
Plantas Bromelaina Pifia 20 - 65 5-8 -*AAnt
Ficina Latex de Ficus 5-8
Aspartato proteasas
. Pepsina Porcino, bovino 1-4 - Phe (o Tyr, Leu)
Animal . . NR
! Quimosina Becerro 4-6 - Trp (o Phe, Tyr)
Fanaica Aspergilopeptidasa A Aspergillus saitoi 35-50 2-5 Glu, Asp, Leu*
g Newlasa Rhizopus sp. 40 - 50 3-6 Similar a la pepsina
Metalo proteasas
Animal Carboxipeptidasa A Pancreas 6-7,5 - Phe, Leu, Val*
. Neutrasa® B. amyloliquefaciens 7-9
Bacteriana . ylolg . 40 - 55 -lle, Leu, Val, Phe*
Termolisina B. thermoproteolyticus
Preparaciones enziméticas
Mezcla papaina,
quimopapaina y Papaina cruda Fruto de la papaya NR 5-9 Amplia especificidad
lisozima
Mezcla de tripsina,
quimotripsina, Pancreatina Panc?reas (bovino 'y 30 - 80 7.9 Muy r?\rn.plla
elastasa y porcino especificidad
carboxipeptidasa.
Mezcla de serin, Veron P ]
aspartato y metalo- Sumicina LP Aspergillus oryzae 40 - 55 4-8 Muy "?‘F”P"a
o especificidad
proteasas Biocina A
Mezcla de endoy
€xo proteasas, Pronasa Streptomyces griseus NR 7-9 Muy amplia

actividad en pH
alcalino y neutro

especificidad

*Indica el sitio de accién de la proteasa sobre el sustrato

AAns Indica los aminoéacidos hidrofébicos

NR: no reportada
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Los parametros fundamentales a considerar en una hidrélisis enzimatica son la
concentracion del sustrato, la relacion enzima-sustrato, pH y temperatura de
reaccion, la naturaleza de la enzima; todos estos factores en conjunto influyen en el

grado de hidrdlisis y el tipo de péptidos producidos (Benitez et al., 2008).

El grado de hidrdlisis (GH) se define como el porcentaje de enlaces peptidicos
hidrolizados (Adler-Nissen, 1977), es la propiedad fundamental de un hidrolizado y
determina en gran medida las caracteristicas del mismo y por tanto su posible uso.
Los hidrolizados proteinicos se pueden agrupar en hidrolizados con bajo grado de
hidrolisis (GH de 1 a 10%), que sirven para el mejoramiento de las propiedades
funcionales; hidrolizados con grados de hidrélisis variable para su uso como
saborizantes; y por ultimo hidrolizados extensivos, con grado de hidrdlisis superior
al 10%, para usos en alimentacion especializada (Benitez et al., 2008).

Existen diversos métodos para la determinacion del GH, dentro de los mas utilizados
se encuentran el pH-stat (basado la valoracién del protédn liberado tras la ruptura de
un enlace peptidico a determinados valores de pH), TNBS (acido
trinitrobencenosulfénico) que se basa en la determinacién de los grupos grupos a-
amino libres y la reaccibn primaria de estos grupos con el &cido
trinitrobencenosulfénico, el método de OPA (ortofenilftaldehido) que se fundamenta
en una reaccion colorimétrica entre el ortofenilftaldehido y el grupo a-amino en
presencia de B-mercaptoetanol detectable a 340 nm, el método de SN-TCA
(nitrégeno soluble en acido tricloroacético) este método como su nombre lo indica
se basa en la determinacioén de nitrégeno soluble tras precipitar la proteina con acido
tricloroacético, y debido a sus diferencias presentan ventajas y desventajas
(rapidez, monitoreo en tiempo real, derivatizacion del uso de compuestos téxicos,
etc.) (Nielsen et al., 2001; Rutherfurd, 2010; Guadix et al., 2000).
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1.9. Fuente no convencional de proteinas: Amaranto

1.9.1. Generalidades del amaranto

Existen evidencias arqueoldgicas que indican que el amaranto es originario de
América y que fue uno de los alimentos méas importantes en el México prehispanico.
El huauhtli, como lo llamaban los aztecas, llego a ser uno de los cuatro cultivos mas
importantes junto con el maiz, el frijol y la chia. Tras la conquista espariola el
amaranto fue prohibido al igual que otros cultivos, lo que ocasiond que se convirtiera
en un cultivo subutilizado. En 1979, la Academia Nacional de Ciencias de los
Estados Unidos y la FAO propusieron que debido a su alta calidad nutricional el
amaranto podria ser un grano con gran potencial para ser explotado comercialmente
(National Academy of Sciences, 1984). El amaranto puede consumirse casi desde
la siembra, en forma de germinado, de hojas tiernas en ensalada, o molidas para
servirse en forma de sopa, pero se consume principalmente el grano como cereal
reventado, del cual se elaboran diferentes productos como: alegrias, galletas,
granola, atole, horchata, bebidas chocolatadas, hojuelas, harinas, etc. (Bressani,
1995).

De acuerdo con su clasificacion taxondmica el amaranto pertenece a la familia
Amaranthacea, sub-familia Amaranthoideae, género Amaranthus. El género
Amaranthus comprende aproximadamente 60 especies (Sauer, 1967). Es una
planta dicotiledonea no graminea que produce semillas tipo granos, por lo que se le
ha denominado como pseudocereal (Belton y Taylor, 2002). Por el tipo de usos que
tiene, el amaranto se clasifica también como amaranto de grano y foliaceo, aunque
también se usa con fines ornamentales. Dentro de las especies productoras de
grano se reconocen a A. cruentus, A. hypochondriacus y A. caudatus, originarias de
América; mientras que entre los amarantos productores de hoja, se encuentran A.
cruentus, A. dubius, A. hybridus y A. tricolor, todos ellos cultivados principalmente
en Asia y Africa (Shukla et al., 2006; Morales-Guerrero et al., 2009). Las principales
especies productoras de grano cultivadas en México y Guatemala son A.
hypochondriacus y A. cruentus, y en Pera es A. caudatus, (Hernandez-Garcia y

Herrerias-Guerra, 1998).
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Figura 6. Variedades A. hypochondriacus, A. cruentus, y A. dubius (Mapes-Sanchéz, 2010)

1.9.2. Cultivo y distribucién de la produccion del amaranto

Desde el punto de vista agrondmico, el amaranto es un cultivo que prospera en
regiones de baja precipitacion donde los cultivos basicos tienen poco éxito. Es muy
resistente a la sequia y al calor y requiere menos cantidad de agua. Es un cultivo
facil de establecer y crece vigorosamente, adaptandose a nuevos medios (Mapes-
Sanchez, 2010). Dicho lo anterior el amaranto es una planta muy versatil por su
resistencia a heladas, plagas y a su adaptacion en diferentes tipos de suelo, ademas
de que los granos de amaranto poseen alto contenido de proteina (13-17%) y su
composicién de aminoacidos es cercana al balance 6ptimo requerido en la dieta
humana (Barba de la Rosa et al., 1992).

En la Republica Mexicana, las zonas de produccion y cultivo de amaranto son las
mismas de la época precolombina, es decir Puebla, Morelos, México, Distrito
Federal, Tlaxcala, Oaxaca, Jalisco y Querétaro; aunque actualmente los estados
con mayor produccién de amaranto son el Distrito Federal, México, Morelos, Puebla
Querétaro y Tlaxcala (Tabla 6, Figura 6). Se estima que el rendimiento medio
nacional del grano es de 1.0 t/ha (Martinez, 2010) mientras que el rendimiento de la
fraccion vegetal es de 3.8 a 4.1 t/ha de peso fresco en variedades de Amaranthus

hypochondriacus (Soriano et al., 2004).
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Tabla 6. Principales estados productores de amaranto en la Republica Mexicana

s s Valor
up. up. a
R P P Produccion Rendimiento PMR Produccion
Ubicacion Sembrada Cosechada ($h) )
) (t/ha) (Miles de
(ha) (GE))
pesos)
Distrito 183.00 138.00 157.20 1.14 19,538.17 3,071.40
Federal
México 187.50 187.50 362.08 1.93 11,148.46 4,036.64
Morelos 270.00 270.00 372.00 1.38 15,000.00 5,580.00
Puebla 2,333.30 2,233.30 2,886.82 1.29 3,472.61 10,024.80
Querétaro 2.00 2.00 1.40 0.70 15,000.00 21.00
Tlaxcala 461.00 461.00 499.20 1.08 9,445.19 4,715.04
3,336.80 3,291.80 4,278.70 1.30 6,415.24 27,448.87

a Precio Medio Rural. Fuente: Anuario Estadistico de Produccién Agricola 2012, SAGARPA

Amaranthus
A Hypochondriacus

kilometers

Figura 7. Distribucién geografica de Amaranthus hypochondriacus L. en México (Espitia et al., 2010)
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1.9.3. Composicion del grano y de la fraccion vegetal del amaranto

De acuerdo con la literatura, la proteina del amaranto es una fuente de lisina,
triptofano y aminoacidos azufrados. Por lo que el balance de aminoacidos
esenciales es significativamente mejor que el de otras proteinas de fuentes
vegetales. El contenido de proteina en el grano en variedades como A. caudatus,
A. cruentus, y A. hypochondriacus oscila entre 13.2% y 17.6% (Tabla 7), donde la
mayor parte de la proteina se encuentra en el germen y la cascara (65%), mientras
gue el endospermo contiene el 35% de la proteina total. Como se mencion6 el grano
es una fuente de lisina y esto se explica en funcion de la distribucién de las proteinas
en el grano, esto se debe a que las proteinas del germen son fuente de aminoacidos
esenciales en comparacion con las proteinas de reserva del endospermo (Bressani,
1995).

Tabla 7. Composiciéon proximal del grano de amaranto

Componente (%) Caudatus* Cruentus** Hypochondriacus**
Humedad b.s. 6.2-6.7 11.1
Proteina cruda 14.0-16.0 13.2-17.6 13.9-17.3
Lipidos 9.4-10.2 6.3-84 4.8-7.7
Fibra cruda 34-53 2.6
Fibra dietética 7.6-16.4
Ceniza 24-3.8 2.8-3.6 33-41
Almidéon 51.5-65.8

* Pederson, Kalinowski y Eggum 1987.
** Citado por Teutonico y Knorr 1985.
Fuente: Bressani, 1995
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En lo que respecta a la composicion de la fraccion vegetal del amaranto (Tabla 8),
se ha encontrado que el contenido promedio de proteina es de 22.2% (Alfaro et al.,
1987), superior al del grano (13-17%) (Barba de la Rosa et al., 1992). La hoja de
amaranto supera en 1.3% en el contenido de fibra, en comparacion con la
espinaca, acelga y col, 0.3%, 0.3% y 0.8% respectivamente (Soriano et al., 1992).
Asi mismo se ha encontrado que las hojas son excepcionalmente ricas en calcio y
contienen mas fibra, niacina y 4cido ascorbico que la espinaca (Alfaro et al., 1987),
y en la variedad Amaranthus hypochondriacus, la hoja corresponde de 45 a 48%
del peso total de la planta (Soriano et al., 2004). Investigaciones realizadas en los
ultimos afios han reportado que los extractos acuosos de hojas de Amaranthus
gangeticus poseen actividad anticancerigena en células de higado, mama y colon
(Sani et al., 2004), ademas algunas partes vegetales de Amaranthus tricolor poseen
actividad antitumoral y antiproliferacién celular (Jayaprakasm et al., 2004). Sin
embargo existen pocos estudios sobre las proteinas y los hidrolizados enzimaticos
de la fraccién vegetal del amaranto y sus posibles aplicaciones, en funcion de sus

propiedades nutricionales y funcionales.

Tabla 8. Composicion proximal de la fraccion vegetal del amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.)

Harina de la Harina de la . . . .
- - Harina de hoja  Harina de hoja
fraccion vegetal fraccion vegetal
Componente de amaranto de amaranto
del amaranto de amaranto ) .
(%) . (Soriano et al., (Arce-Vazquez,
(Gémez et al., (Alfaro et al., 2004) 2011)
2011) 1987)
Humedad 2.26 10.14 5.73 5.8
Cenizas 15.33 9.27 20.73 11.7
Extracto Etéreo 4.24 2.64 4.46 4.9
Proteina Cruda 24.75 14.18 22.2 18.4
Fibra Cruda 7.7 15.44 14.13 8.2
ELN 45, 69* 48.33 - 49

*ELN= Extracto libre de nitrégeno, se calcul6 por diferencia a 100.
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1.9.4. Actividad biolégica de los péptidos de las proteinas del amaranto

Existen varias investigaciones que han demostrado que la hidrolisis de las proteinas
presentes en el grano del amaranto genera péptidos biolégicamente activos. Estos
péptidos presentan diversas actividades bioldgicas, tales como la antihipertensiva,
antitrombotica, antitumoral, antioxidante, inhibidores de proteasas, opioide, inmuno-
moduladora entre otras (Tovar et al., 2009; Fritz et al., 2011, Huerta-Ocampo y
Barba de la Rosa, 2011). Asi mismo los extractos acuosos de la fraccion vegetal
también han demostrado actividad anticancerigena y antitumoral (Sani et al., 2004;
Jayaprakasm et al., 2004). Sin embargo no se han reportado investigaciones
especificas sobre la obtencion de péptidos a partir de las proteinas de la fraccion
vegetal del amaranto, a pesar de sus antecedentes (alto contenido de proteinas y

caracteristicas nutricionales).
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2. JUSTIFICACION

Las enfermedades cronicas degenerativas representan el 59% de los
padecimientos a nivel mundial, en orden de importancia se distribuyen entre la
hipertension arterial, diabetes mellitus, dislipidemias, obesidad y ateroesclerosis. La
hipertension arterial es una enfermedad que hasta hace 10 afios afectaba sélo a
personas mayores de 40 afos de edad. Ahora, a causa de estilos de vida poco
saludables, el aumento del sobrepeso y la obesidad, entre otros, también estan
presentes en 16% de los jévenes de 20 a 29 afios. A escala nacional, el
padecimiento esta presente en 22.4 millones de personas; la mitad desconocen que
son hipertensos. Entre los que tienen la enfermedad diagnosticada, Unicamente la
mitad toman medicamentos, y de éstos, 50% mantienen bajo control sus niveles de
presion arterial. El uso de medicamentos sintéticos para el control de dicha
enfermedad puede causar efectos secundarios en el organismo, como tos,
alteracion del sentido del gusto, eczema (dermatitis atipoca), entre otros.

Una alternativa para el tratamiento de esta enfermedad es el uso de compuestos
bioactivos tales como los péptidos antihipertensivos, obtenidos a partir de proteinas

de origen animal y vegetal.

Por otro lado, tanto las hojas como el grano del amaranto son una fuente proteinica
de excelente calidad nutrimental. Sin embargo el consumo de amaranto se ha
enfocado mayoritariamente al grano. A partir de éste se han obtenido, a través de
la hidrolisis enzimatica con Alcalasa de la albumina 1 y globulina,, péptidos con
actividad inhibitoria de la ECA-I. Recientes estudios (Alfaro et al., 1987; Soriano et
al., 2004; Bondli, 2010; Arce, 2011; Gomez et al., 2011) han demostrado que la
fraccion vegetal del amaranto, principalmente las hojas, tienen un alto contenido de
proteinas, pero hay una carencia de investigaciones sobre el uso de estas proteinas

para la obtencién de péptidos bioactivos.

A. L. GOmez-Gémez 24



Hipotesis y Objetivos

3. HIPOTESIS

La hidrdlisis enzimética de las proteinas de la fraccion vegetal del amaranto
permitird la obtencion de péptidos bioactivos con actividad inhibitoria de la enzima

convertidora de la angiotensina I.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad inhibitoria de los péptidos obtenidos por hidrolisis enzimatica
con Alcalasa® 2.4L a partir de la porcion proteinica (PP) de la fraccion vegetal del

amaranto sobre la enzima convertidora de la angiotensina I.

4.2. Objetivos Especificos

e Evaluar diferentes métodos para la obtencién de la porcién proteinica a partir
de la harina de la fraccién vegetal del amaranto.

e Hidrolizar la porcion proteinica de la fraccion vegetal del amaranto utilizando la
proteasa Alcalasa® 2.4L y determinar el grado de hidrdlisis.

e Determinar la actividad inhibitoria (in vitro) de la enzima convertidora de la
angiotensina | de las 4 fracciones peptidicas (F1: 10-5 kDa; F2: 5-3 kDa, F3: 3-
1 kDa, y F4: < a 1 kDa) obtenidas por hidrélisis enzimatica de las proteinas de

la fraccion vegetal del amaranto.
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5. ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO

La fraccion vegetal de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) se obtuvo de plantas
recolectadas en Loma Bonita, Oaxaca

A 4

Obtencion de la harina de la Fraccion Vegetal
del Amaranto (HFVA) (Tovar et al., 2009)

A 4

Cuantificacion de proteina Extraccion de proteinas de la HFVA (Martinez y
soluble (Bradford, 1976) Afi6n, 1996; Betancur et al., 1998; Soriano et al., 1992)

A

A

Determinacion de eficiencia a los métodos
de extraccion de proteinas (Rossetti et al. 2008)

A 4

Conservacion de los extractos proteinicos
(liofilizacién) y seleccion del método de
extraccion para la porcion proteinica de la
HFVA (Betancur et al., 1998; Martinez y Afién, 1996)

Determinacion de proteina y

rendimiento de extraccion
(A.O.A.C., 2000; Dominguez, 2009)

A

A 4

Determinacion del grado de Hidrolisis enziméatica (Alcalase® 2.4L) de la
hidrolisis (%GH) < porcion proteinica de la HFVA
(Nielsen et al., 2001) (Hamada, 2000)

v

Obtencién de 4 fracciones peptidicas

mediante ultrafiltracion
(Cho et al., 2004)

Determinacion in vitro de la
actividad inhibitoria de las
fracciones peptidicas sobre la
ECA-| (Hayakari et al., 1978)

A

Figura 8. Estrategia general para la obtencion de fracciones peptidicas con actividad inhibitoria de la ECA-I
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Obtencion de materia prima

En el presente estudio se usaron semillas de amaranto, de la variedad Amaranthus
hypochondriacus, donadas por el Ing. Alejandro Ortiz Sanchez (Nutriamto S. de R.L.
de C.V.). Se cultivaron utilizando un sistema de riego en una parcela de la
Universidad del Papaloapan campus Loma Bonita, Oaxaca; en el periodo de febrero
a mayo de 2010 (28°C, 66% de humedad, laltitud: 18°06° Norte, longitud: 95°53"
Oeste, altitud: 30 msnm). Después del corte, (el corte se realiz6 en la etapa
reproductiva, es decir al inicio del crecimiento de la panoja) los tallos, hojas y restos

de panoja, se dejaron secar a la sombra durante una semana.

6.2. Obtencidén de la harina de la fracciéon vegetal del amaranto (HFVA)

Las hojas y tallos del amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.) se sometieron a
un proceso de secado en horno a 65 = 3 °C (Scorpion Scientific, A62060), se
molieron en una licuadora industrial de 4L (modelo CB15 Waring Laboratory) y se
tamizaron para obtener un tamafio de particula de 0.1 cm.

La harina se desgras6 con acetona (5 mL/g) en una placa de calentamiento con
agitacion (Yamato, 1BEL0O0004) durante 16 h, posteriormente se retird la acetona
sucia (alta concentracion de grasa), y se repitié este procedimiento 3 veces (Tovar
et al., 2009).

6.3. Extraccion de la porcion proteinica de la fraccion vegetal del amaranto

Se analizaron tres metodologias para la extraccion de las proteinas de la HFVA. La
primera metodologia (M1) se realizé de acuerdo a lo descrito por Martinez y Afidn
(1996). Se hizo una suspension al 10% p/v de la HFVA en agua destilada ajustando

a pH 11 (Potenciometro Hanna Instruments HI4212) con NaOH 2N y se agit6 a 400

A. L. GOmez-Gémez 27



Materiales y Métodos

rom a temperatura ambiente por 30 minutos, posteriormente se centrifugo
(Termocentrifuga Megapure de Thermo Scientific) a 9000 x g durante 20 minutos,
el sobrenadante se ajusté a un de pH 5.0 con HCI 1 N, se centrifugd nuevamente a

9000 x g por 20 minutos y el precipitado se resuspendio en agua destilada.

La segunda metodologia (M2) de extraccion fue una modificacion del método
reportado por Hoover et al., (1991) y adaptado por Betancur et al., (1998). Se realizé
una suspension de HFVA en agua destilada en una relacion 1:6 p/v (harina/agua),
se ajusto el pH a 11 con una solucién de NaOH 1 N y se dejo en agitacién por 1 h a
400 rpm. Posteriormente la suspension se paso por dos tamices (malla 80 y 100),
secuencialmente se separ6 el bagazo de la mezcla de almidon y proteina, éste se
lavd seis veces con agua destilada, el filtrado se colectd en un recipiente de plastico
y se dej6 reposar por 30 min a temperatura ambiente. El residuo (bagazo) se seco
en charolas de aluminio a 60°C. Transcurrido el tiempo de reposo (30 min) se
decantd el sobrenadante, para obtener asi el sedimento, el cual se sec6 de igual
forma que el bagazo. Al sobrenadante se le ajusté el pH a 4.5 con HCI 1 N,
posteriormente se centrifugd a 1,317 x g por 12 min para recuperar el precipitado,
el cual se sec6 a -47°C y 13 x 103 mbar en un liofilizador Labconco (FreeZone 4.5

Liter Freeze Dry System).

La tercera metodologia (M3) de extraccion utilizada fue la reportada por Soriano et
al. (1992). Se pesaron 50 g de HFVA desgrasada y se mezclaron con 300 mL de
Na2S04 (5% p/v) a 450 rpm, durante 30 minutos a 4 °C, después se centrifugo a
13000 x g durante 20 minutos a 4 °C. Al residuo se le adicionaron 200 mL de Na2SOa4
(5% p/v) y nuevamente se centrifugd a 13000 x g durante 20 minutos, a los
sobrenadantes obtenidos se les dio un tratamiento con (NH4)2SO4 al 50, 70 y 100
% de saturacion (se centrifugd en cada nivel a 13000 x g durante 20 minutos). Los
sobrenadantes que se obtuvieron del tratamiento previo se filtraron en papel
Whatman No. 4. El residuo del filtrado se mezcl6 con los residuos del sobrenadante

tratado con (NH4)2S0a4 al 50, 70 y 100 %. La mezcla de residuos se dializ6 con agua
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desionizada (24 h, con 4 cambios de agua), después se centrifugo el dializado a

13000 x g durante 20 minutos, en el sobrenadante se recupero la albumina 1.

Para los 3 métodos se cuantificd el contenido de proteina en cada etapa por el
método de Bradford (1976), para posteriormente determinar la eficiencia de
extraccion. Se realizO una electroforesis para identificar el tipo de proteinas
presentes. Se realiz6 una comparacion de medias con un intervalo de confianza de
95%, donde la variable respuesta fue el porcentaje de eficiencia de los métodos de
extraccion (Statgraphics, version 5.1).

6.3.1 Eficiencia de los métodos de extraccion de proteinas en la HFVA

Para determinar la eficiencia de los métodos de extraccion de proteina se realizo
una adaptacion a la formula propuesta por Rossetti et al., (2008), en la
denominacion de las variables utilizada el célculo de la eficiencia de conversion de
alimento. Donde Pr corresponde a la cantidad de proteina al final del método de

extraccion, y Pi a la cantidad inicial de proteina en el primer paso de la extraccion.

(PP

f

% de Eficiencia = x100

6.4. Determinacion de proteina en la porcion proteinica de la HFVA

La determinacion de proteina cruda en la porcién proteinica se realiz6 mediante el
método de Kjeldahl (método 933.05 A.0.A.C., 2000), donde el contenido de proteina
se calcula multiplicando el porcentaje nitrdgeno (% N) por el factor de conversion de
Kjeldahl (fn) cuyo valor utilizado fue 5.85 de acuerdo a lo reportado por Becker et al.
(1981).

% Proteina = (%N) x (fn)
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6.5. Rendimiento de los métodos de extraccion de proteinas

Para el calculo del rendimiento de cada método de extraccion se tomd como referencia
el contenido de proteina total de la HFVA (24.75%) determinado por Kjeldahl (método
933.05 A.0.A.C., 2000), de acuerdo a la formula reportada por Dominguez (2009):

% Rendimiento= [Proteina en la porcion proteinica (g)] %100
o Rendimiento= [Proteina en la harina (g)]

Se realiz6 una comparacion de medias donde la variable respuesta fue el porcentaje
de rendimiento de los métodos de extraccion M1 y M2, para lo cual se empleé el
software Statgraphics, version 5.1. Se descarté M3 debido las bajas cantidades de
porcion proteinica obtenida después de la liofilizacion.

6.6. Electroforesis (SDS-PAGE)

Se realizaron geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) para el analisis electroforético de la porcion proteinica (PP), de acuerdo al
método de Laemmli (1970). La composicién de los geles, cuyas dimensiones fueron
de 10 cm x 10 cm, se muestran en las tablas 9 y 10; con una T de 30% y una C de
2.67%. Cada muestra se diluy6é (0.25:1) en buffer de muestra (tabla 11) y se
aplicaron 10 yL(10 mg/mL) de la PP por carril. Para estimar el peso de las proteinas
se utiliz6 un marcador de peso molecular de amplio rango (BIO-RAD®, No. cat. 161-
0318) (Anexo F).
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Tabla 9. Solucién estandar para la preparacion de geles de electroforesis SDS-PAGE

Solucién Tris (M) Glicina (9) SDS (%)
0.5 M Tris-HCI 0.5 - 6.8 -
1.5 M Tris-HCI 15 - 8.8 -
Buffer de corrida 15 (g/L) 72 8.3 0.5
SDS - - - 10

Mezcla de acrilamida-bisacrilamida % acrilamida (p/v) % bisacrilamida

30% T2. 2.67% CP 29.2 0.8

a % concentracion de acrilamida y bisacrilamida
b % concentracion de entrecruzamiento de acrilamida-bisacrilamida
* Ajuste de pH con HCI concentrado

Tabla 10. Composicién de los geles de electroforesis SDS-PAGE

Solucion o reactivo Gel concentrado (11%) Gel de separacion (11%)
Agua desionizada 3.7 3.7mL
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 25 -
1.5 M Tris-HCL, pH 8.8 - 2.5mL
SDS 10% 100 pL 100 pL
Solucion de acrilamida-bisacrilamida
(30 T, 2.67% C) 3.7mL 3.7mL
Persulfato de amonio (10% p/v) 50 pL 50 pL
TEMED 5 uL 5 puL

Tabla 11. Composicién de buffer muestra para electroforesis SDS-PAGE

Solucidn o reactivo Volumen (mL)

Agua desionizada 3.55
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25
Glicerol 25

SDS (10% p/v) 2

Azul de bromofenol (0.5% p/v) 0.2
B-mercaptoetanol 0.5
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Se utiliz6 un gel concentrador y un gel separador 11% p/v de poliacrilamida,
respectivamente, en presencia de dodecil sulfato de sodio (tabla 10). La
electroforesis se llevo a cabo en una cdmara de electroforesis (Mini Protean Tetra
Cell, BIO-RAD) a 4° C y 200 V durante 120 minutos. Los geles se tifieron con una
solucion de azul de Coomasie R-250 (2.5 g de azul de Comassie R-250, 450 mL
metanol, 100 mL de acido acético, y aforar a 1 L con agua desionizada) durante 2
h, y se destifieron con una solucién de metanol, acido acético y agua (40,10, y 50

mL respectivamente).

6.7. Hidrdlisis enzimética

La hidrolisis enzimatica de la porcidon proteinica de la HFVA se efectué acorde al
método reportado por Hamada (2000). Bajo condiciones controladas de
temperatura, pH y agitacién en un vaso de precipitado acoplado a un bafio de agua
equipado con un termémetro, un electrodo y un agitador mecénico. Se realizé una
suspension de proteina al 2 % (p/v) en buffer de Tris-HCI 50 mM pH 8, se ajusto el
pH a 8 durante todo el proceso con trozos de perlas de NaOH, y se adicion6
Alcalasa® 2.4L en una relacién enzima sustrato 1:20 (v/v). La reaccién enzimatica
tuvo una duracion de 90 min a temperatura (50° C) y agitacion (350 rpm) constantes.
La hidrdlisis fue detenida por calentamiento a 80 °C durante 20 min. El hidrolizado
fue centrifugado (Optima LE-80K Ultracentrifuge, rotor TYPE 45 Ti. Beckman
Coulter) a 10,000 x g por 20 min a 4 °C para precipitar el sustrato insoluble y la
enzima residual; al sobrenadante se le afiadié azida de sodio al 0.02%, y se refrigerd

(4 °C) hasta su uso posterior.

6.8. Determinacion del grado de hidradlisis

El grado de hidrélisis (GH) se determiné por el método de OPA (ortofenilftaldehido)
(Nielsen et al., 2001). En un microtubo de 2 mL se agregaron 1.5 mL del reactivo de
OPA y 200 pL del hidrolizado diluido (1:100), la mezcla se agitd en un vortex
(Scientific Industries Inc. modelo Vortex-Genie®2) durante 5 s. Después de 2

minutos, se leyeron las absorbancias de las muestras a una longitud de onda 340
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nm. Las absorbancias obtenidas se utilizaron para saber la concentracion de grupos
amino libres presentes en el hidrolizado, mediante la ecuacion de la recta dada por
la curva de calibracion de L-serina (Anexo D), considerando los factores de dilucion.
Finalmente se utilizo la siguiente férmula para determinar el porcentaje del grado de

hidrolisis:

Grupos amino libres en el hidrolizado enzimatico
% GH= — — — x100
Grupos amino libres en el hidrolizado acido

El nUmero de grupos amino libres en el hidrolizado acido también se determin6
mediante la técnica de OPA a partir de la hidrélisis total del aislado proteinico
descrita en el apartado 6.8.1.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y se graficaron los promedios

del porcentaje del grado de hidrdlisis contra el tiempo de reaccion.

6.8.1. Hidrdlisis total de la porcién proteinica

La hidrolisis total del aislado proteinico se realizd de acuerdo a la metodologia
descrita por Megias et al., (2004) Se pesaron 4 mg de proteina en un tubo PYREX
con tapon de rosca, se le afiadieron 6 mL de HCI 6 N, esta mezcla se incubd a 110
°C durante 24 horas en una estufa de conveccion (Fisher Scientific, modelo Isotemp
Oven), posteriormente el acido se evapor6 en una estufa de vacio (National
Appliance Company modelo 5851) a 90 °C durante 24 horas. Al producto obtenido
se le determind el grado de hidrélisis (apartado 6.8). La determinacion se hizo por

triplicado.
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6.8.2. Determinacion de proteina soluble en el hidrolizado de la porcién

proteinica de la HFVA.

La determinacion de la proteina soluble en el hidrolizado proteinico se determino
mediante el método de Bradford (1976). Se tomdO una alicuota de 100 uL de
hidrolizado y se le agreg6é 1 mL de reactivo de Bradford, se agitd brevemente en un
vortex (Scientific Industries Inc. modelo Vortex-Genie®2), despues de 5 minutos se
leyé la absorbancia a una longitud de onda (A) de 595 nm (VE-5100UV
SPECTROPHOTOMETER. VELAB™). Se utiliz6 una solucion estandar de
albumina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés) a una concentracion de
0.25 mg/mL pararealizar una curva estandar (ver Anexo C) en la que se interpolaron

las absorbancias obtenidas con las muestras del hidrolizado.

6.9. Separacion de las fracciones peptidicas mediante ultrafiltracion

El sobrenadante del hidrolizado enzimatico obtenido como se mencioné en el
apartado 6.7 se sometié a un fraccionamiento por ultrafiltracién de acuerdo con la
metodologia descrita por Cho et al. (2004). Se utilizaron unidades de ultrafiltracion
(Stirred Ultrafiltration Cell, Modelos 8200 y 8050 De Millipore) equipadas con
agitador magnético para evitar la sedimentacion, un flujo de nitrégeno a una presiéon
de 250 kPa y cuatro membranas con diferentes cortes de peso molecular (NMWL):
10,000 (10 kDa); 5,000 (5 kDa); 3,000 (3 kDa) y 1000 (1 kDa). Se obtuvieron cuatro
fracciones peptidicas: F1) 5-10 kDa; F2) 3-5 kDa; F3) 1-3 kDay F4) < a 1 kDa.

6.10. Evaluacién in vitro de la actividad inhibitoria de las fracciones
peptidicas del hidrolizado de la porcién proteinica sobre la ECA-I

Se utilizé el método reportado por Hayakari et al. (1978) como se describe a
continuacion. El fundamento de este método consiste en que la ECA-I hidroliza el
compuesto HHL (Hipuril-L-histidil-L-leucina) produciendo &acido hipuarico e His-Leu;
el acido hiparico junto con 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (TT) producen una reaccion

colorimétrica.

A. L. GOmez-Gémez 34



Materiales y Métodos

La actividad inhibitoria de la ECA-I in vitro se determiné en las fracciones peptidicas
F1) 5-10 kDa; F2) 3-5 kDa; F3) 1-3 kDa; F4) < a 1 kDa. Se utilizaron las soluciones
de HHL 0.3 % (p/v) en un buffer de fosfato 0.1 M pH 8.3, NaCI5 My TT en dioxano
al 3 % (p/v). La ECA utilizada se extrajo a partir del pulmén de conejo (Hayakari et
al., 1978) (Anexo E). Para cada fraccion se prepararon, por triplicado, una serie de
microtubos como se muestra en la Tabla 12.

Una vez preparadas las mezclas de reaccion, los microtubos fueron centrifugados
a 12,000 x g por 10 min. La absorbancia del sobrenadante se ley6 a una longitud de
onda (A) de 382 nt€m en un espectrofotbmetro (VE-5100UV
SPECTROPHOTOMETER, VELAB™).

Para determinar la concentracion (mg de proteina/mL) de las fracciones requerida
para producir el 50% de inhibicion de la ECA-I (ICso), se utilizaron las siguientes

formulas:

(AM-ABM)

Actividad ECA-I = m X

100

% de Inhibicién de la ECA-1 =100 - Actividad ECA-I

Donde AM (2) es la absorbancia de la muestra, ABM (1) es la absorbancia del blanco
de la muestra, AES (4) es la absorbancia de la enzima-sustrato y ABES (3) es la

absorbancia del blanco de la enzima-sustrato.

Después se graficd la concentracion (mg proteina/mL) de la fraccién peptidica
contra el porcentaje de inhibicién de la ECA-I, se realizé su respectiva linealizacion
para obtener la ecuacion de la recta y con ello calcular el valor de ICso que se define
como la concentracion de péptidos en 1 mg de proteina/mL requerido para inhibir el

50% de la actividad de la ECA-I bajo las condiciones descritas anteriormente.
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Tabla 12. Ensayo de lainhibicion de la ECA-I utilizando diferentes fracciones peptidicas obtenidas de
la hidrélisis de la porcién proteinica de la fraccion vegetal del amaranto

Blanco Enzima- Blanco- )
. Enzima -
Muestra- Sustrato- Enzima- Sustrato (4)
Enzima (1) Muestra (2) Sustrato (3)
NaCl 5 M (L) 15 15 15 15
HHL (uL) - 20 20 20
Buffer de fosfato
0.1 M pH 8.3 (uL) 175 175 195 195
Muestra (pL) 20 20 - -
ECA (uL) 20 20 - 20
Incubar a 47 °C durante 45 minutos

ECA (uL) - - 20 -
TT (uL) 665 665 665 665
Buffer de fosfato
0.1 M pH 8.3 (uL) 1100 1100 1100 1100
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Eficiencia de los métodos de extraccién de proteinas

Las metodologias de extraccion de proteinas se basan en la solubilidad de estas
en un medio particular. En la precipitacion salina (salting out) la solubilidad de las
proteinas generalmente es baja en medios donde las concentraciones de sales son
elevadas, por lo que tienden a precipitar (salting out), la adicion de una sal en una
proporcién adecuada induce la precipitacion selectiva de algunas proteinas,
mientras que otras permanecen en solucion. El sulfato de amonio se utiliza
principalmente por su solubilidad en agua y porque aumenta las fuerzas ionicas.
Por otro lado, en la precipitacion isoeléctrica el valor de pH al cual una proteina
muestra un minimo de solubilidad es conocido como punto isoeléctrico, y es el valor
de pH en que la molécula proteinica posee una carga eléctrica neutra y es incapaz
de desplazarse en un campo eléctrico (Bernal, 2009). La precipitacion isoeléctrica
por lo general ha sido utilizada para la obtencion de aislados proteinicos de origen
vegetal (Torruco, 2009; Dominguez, 2009; Marrufo, 2012; Segura et al, 2013), en
el caso del grano de amaranto ya se ha reportado que la albumina 1 precipita en
un rango de pH de 4 a 5 (Martinez y Afién, 1996).

En este trabajo se evaluaron la precipitacion isoeléctrica y la precipitacion salina
(salting out); seleccionandose la mejor en funcion de la eficiencia de extraccion.
Con las metodologias M1 (Martinez y Afon, 1996), y M2 (Betancur et al., 1998)
basadas en la extraccidon de proteinas por precipitacién isoeléctrica se obtuvieron
eficiencias de extraccion de 54.27% + 1.845 y 61.16% + 0.172, respectivamente;
estos valores son mayores al de la eficiencia de extraccion de proteina obtenida
por precipitacion salina (salting out) con el método M3 (Soriano et al., 1992) que

fue de 26.12% + 0.951, descartando esta ultima metodologia.

La baja eficiencia en la metodologia M3 se puede atribuir a que el método esta

disefiado para el grano de amaranto y tal vez existan interferencias entre el sulfato

A. L. GOmez-Gémez 37



Resultados y Discusion

de amonio y algun compuesto de la fraccidbn vegetal (pigmentos o residuos
lignocelulésicos), aunado a que la proporcién de sulfato de amonio esta calculada
en base a la proteina presente en el grano. La precipitacion salina requiere de
varios pasos (seccion 6.3) para llegar a una extraccion deseable y una inversion
tanto de reactivos como de tiempo, debido a lo anterior se consideré que la
metodologia M3 no es recomendable para la obtencién de proteinas de la HFVA,
aunado a la baja eficiencia. En el caso de la HFVA, las eficiencias de extraccion de
proteinas con la precipitacion isoeléctrica fue mayor al 50%, estas eficiencias

podrian aumentar optimizando las condiciones de las metodologias.

7.2. Rendimiento del proceso parala obtencidn de la porcién proteinica

Considerando el contenido de proteina en la harina de la fraccion vegetal del
amaranto (HFVA) (0.2472 g de proteina/g de HFVA) y en las porciones proteinicas
se determin6 el rendimiento de cada metodologia obteniéndose los siguientes
resultados. En la metodologia M1 (Martinez y Afidn, 1996) se utilizé una relacion
harina/agua 1:10 (p/v), con 30 min de agitacion, sin lavados; en tanto que en la
metodologia M2 (Betancur et al., 1998) se utilizé una relacion harina/agua 1:6 (p/v),
con 1 h de agitacion y seis lavados; los rendimientos para ambas metodologias
fueron 59.49% y 95.76% respectivamente (Tabla 13). Estos resultados son
superiores a los reportados por Boénoli (2010), quien utiliz6 una relacion
harina/solvente 1:15, con 2h de agitacion y 3 lavados con NaOH al 0,2%,
obteniendo un rendimiento de extraccion de la proteina del follaje de amaranto
(Amaranthus dubius) de 53% (considerando un porcentaje de proteina total de
29.75%). El rendimiento obtenido con la metodologia M2 se atribuye a que hubo
un mayor tiempo de contacto entre el NaOH y la HFVA, a diferencia de la

metodologia M1.
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Tabla 13. Rendimiento de las metodologias de extraccion de proteinas

. Porcién .
(I\a/lxettr(;ggigs proteinica (g) Pro;/e)lna Rendimiento (%)
HFVA °
M1 50 14.727 + 0.995 59.499 + 4.021°
M2 50 23.704 + 0.652 95.767 + 2.6342

ab | etras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05)
Los datos son el promedio de tres repeticiones

7.3. Electroforesis (SDS-PAGE)

Los pesos moleculares de las proteinas de la HFVA obtenidas con los diferentes
meétodos de extraccion se determinaron mediante una electroforesis SDS-PAGE, y
se utilizo el software BIORAD® GEL-DOC XR+IMAGER.

Para la fraccion proteinica obtenida a partir de la metodologia M1 se cuantificé la
proteina y se realizé un perfil electroforético en cada etapa de extraccion: a)
suspension ajustada a pH 11 con NaOH 2N; b) sobrenadante de la primera
centrifugacion; c) sobrenadante ajustado a pH 5.0 y d) el precipitado recuperado
por centrifugacion. En la figura 9 se observa el gel de electroforesis para las
muestras de la metodologia M1. En el carril 1 se observa el marcador de peso
molecular, en el carril 2 BSA como control positivo; en los carriles 3, 4, 5y 6 las
muestras correspondientes a las diferentes etapas de extraccion a, b, c y d, los
carriles 7, 8, 9y 10 son repeticiones. En esta figura, a partir del carril 3 hasta el 10
se aprecia una banda entre 35.879 y 27.863 kDa que de acuerdo a lo reportado
(30 - 35 kDa Martinez y Afién, 1996; Raina y Datta, 1992) podria corresponder a
albimina. Ademéas se observan varias bandas por debajo de 18.815 kDa que
suponen la presencia de subunidades proteicas. En este gel también se muestra
gue através de las etapas del proceso de extraccion no hay una buena purificacion
de las proteinas de la HFVA. Un patron similar fue reportado por Martinez y Aion
(1996) en proteina del grano de amaranto, donde determinaron que la albumina 1
tenia un peso aproximado de 30 kDa, mientras que la albumina 2 un peso

molecular entre 51.2 y 55.8 kDa. En ese estudio concluyeron que la albumina 2
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precipita a un pH entre 6 y 7, mientras que la albimina 1 y las globulinas precipitan

a pH 5 o menor.

Figura 9. Electroforesis de las proteinas de la HFVA aisladas con la metodologia M1. Carril 1) PM;
2) BSA; 3,4, 5y 6) Etapas de extraccion a, b, c y d respectivamente; 7, 8, 9y 10) Repeticiones de
las etapas de extraccion

La metodologia M2 comprendio 4 etapas de extraccion: a) suspensién harina/agua
a pH 11, b) sobrenadante en reposo después de los 6 lavados, c) sobrenadante a
pH 4.5 y d) el precipitado recuperado por centrifugacion. Las muestras de cada
etapa se colocaron en el gel (figura 10) en el siguiente orden: carril 1 marcador de
peso molecular, carril 2 BSA como control positivo, en los carriles 3, 4, 5y 6 las
muestras a, b, c y d, respectivamente; los siguientes carriles son repeticiones. En
la figura 10 nuevamente se observa una banda con un peso molecular entre 35.879
y 27.863 kDa a partir del carril 3 hasta el 10, ésta coincide con lo observado en la
metodologia M1. Ademas, distingue una banda con un peso molecular menor
18.815 kDa, desde el carril 3 hasta 10, que podria tratarse de una subunidad de la
albumina similar a la observada en el grano de amaranto (Huerta-Ocampo & Barba
de la Rosa, 2012).
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Figura 10. Electroforesis de las proteinas de la HFVA aisladas con la metodologia M2.
Carril 1) PM; 2) BSA; Carriles 3, 4, 5y 6) Etapas de extraccién a, b, ¢ y d respectivamente;
Carriles 7, 8,9y 10) Etapas b, d, c y a respectivamente

Por dltimo en la metodologia M3 se clasificaron 14 etapas durante el proceso de
extraccion. Las muestras de cada etapa se colocaron en 2 geles como se muestra
en lafigura 11, en el gel a) se colocaron en el carril 1 marcador de peso molecular,
carril 2 BSA como control positivo, en los carriles 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 las muestras
de las etapas 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 respectivamente, mientras que en el gel b) se
colocaron en el carril 1 el marcador de peso molecular, carril 2 BSA como control
positivo, en los carriles 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 las muestras de las etapas 8, 9, 10, 11,
12, 13, y 14 respectivamente. Se puede observar (Figura 12) en los carriles 3, 4, 5
y 6 del gel principalmente dos bandas que se ubican entre 35.879 y 27.863 kDa.
Estas bandas tienen un peso molecular similar al de la albumina 1 (30 kDa) y
albumina 2 (51.2 a 55.8 kDa) reportadas por Martinez y Afién (1996) en aislados
proteinicos del grano de amaranto. En los carriles 3, 4, 5y 6 del gel se pueden
distinguir bandas con pesos moleculares menores a 27.863 kDa, estas mismas
banda se ven en la figura 11 en el gel b) a partir del carril 3 hasta el 10, este patron
electroforético es similar al que reportaron Tovar et al., (2009) en grano de

amaranto. Estas bandas con pesos moleculares menores a 27.863 kDa pueden
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sugerir la presencia de una de las subunidades de globulina presente en el grano
de amaranto, dicha proteina (globulina) est4 formada por las subunidades acidas

y basicas de 36 - 32 kDa y de 20 -18 kDa respectivamente (Huerta-Ocampo &
Barba de la Rosa, 2012).

tt

t

tt

Figura 11. Electroforesis de las proteinas de la HFVA aisladas con la metodologia M3. Gel a): Carril 1)
PM; 2) BSA; Carriles 3, 4,5, 6, 7, 8y 9) Etapas de extraccion 1, 2, 3,4, 5, 6 y 7 respectivamente. Gel b):
Carril 1) PM; 2) BSA; Carriles 3, 4,5, 6, 7, 8 y 9) Etapas de extraccion 8, 9,10, 11, 12,13y 14
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Figura 12. Estimacion cel PM de las proteinas de la HFVA aisladas con la metodologia M3

Los resultados obtenidos con todas las metodologias son similares a lo reportado
por Raina y Datta (1992) quienes aislaron una proteina de 35 kDa de la fraccion de
albumina del grano Amaranthus hypochondriacus, asi mismo Villanueva y Arnao
(2007) purificaron una proteina de 35 kDa de albumina del grano Amarantus
caudatus concluyendo que es una proteina especifica de la semilla. Los resultados
obtenidos en la HFVA indica que las proteinas presentes en la porcion proteinica
podria tratarse de albumina, coincidiendo con los resultados de las investigaciones
realizadas en el grano de amaranto (Tabla 14), indicando que estas proteinas
también se encuentran en la fraccion vegetal.

La presencia de esta proteina en la HFVA se explica en funcién a su genética, ya
que se ha reportado que el gen AmAl de albumina de amaranto (A.
hipochondriacus L.) codifica para una proteina de 35 kDa con altas cantidades de
aminodacidos esenciales, y ha sido empleado para transformar el trigo panadero y
la papa, incrementar significativamente el contenido de proteina y aminoacidos
esenciales (Tamas et al., 2009; Chakraborty et al.,, 2010). Por ultimo el perfil
electroforético de albumina 1 y globulina reportado a partir del grano de amaranto
por Tovar et al. (2009) es similar al obtenido en este trabajo, por lo que es probable
que la porcidn proteinica extraida con los tres métodos podria estar conformada de

albimina 1.
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Tabla 14. Comparacion del peso molecular aparente de albiumina de amaranto utilizando diferentes
métodos de extraccion

Tipo de pH d.e, / Proteina PM _
Fuente N extraccion . Referencia
extraccion pH de obtenida
precipitacion
HFVA Amaranthus Isoelectrica 11/5 Albumina  30.74 Este trabajo
hypochondriacus
HFVA Amaranthus  |speléctrica 11/4.5 Albdmina  30.64  Este trabajo
hypochondriacus
HFVA Amare_mthus Salting out - Albumina 33.16 Este trabajo
hypochondriacus
Grano de Salting out o Vil
Amaranthus 71/- Albimina 35 (Vi anu;va y
caudatus Arnao, 2007)
Grano de ; (Rainay
Amaranthus Salting out - Albumina 35 )
hypochondriacus Datta, 1992)
Grano de o o (Martinez y
Amaranthus Isoeléctrica 8/5 Albuminal 30 kDa »
hypochondriacus Afion, 1996)

7.4. Grado de hidrolisis de la porcidn proteinica de la HFVA

La propiedad fundamental de un hidrolizado, que determina en gran medida las
caracteristicas del mismo, es su grado de hidrdlisis, es decir, el porcentaje de
enlaces peptidicos escindidos. Este estd determinado por las condiciones
establecidas durante la hidrélisis como concentracion del sustrato, relacion enzima-
sustrato, tiempo, pH y temperatura, asi como el tipo y la actividad especifica de la
enzima. En este trabajo, bajo las condiciones ensayadas, el maximo grado de
hidrolisis de la porcion proteinica de la FVA fue de 26.97 %, alcanzado a los 30 min
de reaccion, después de este tiempo el GH permanecio constante hasta el final de

la protedlisis (figura 13 y tabla 15).
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Figura 13. Grado de hidrolisis de la porcion proteinica de la HFVA utilizando
Alcalasa® 2.4L

Tabla 15. Grado de hidrélisis de la porcidn proteinica de la HFVA

Tiempo %GH

30 min 26.976 +1.713?
60 min 26.662 + 0.3712
90 min 26.947 + 0.0802

a8 Letras iguales en la columna indican que no hay diferencia estadistica
significativa (p>0.05)

Morais et al, (2013) realizaron la comparacién de cuatro métodos (OPA, TNBS; pH-
Stat, TCA) para la cuantificacion del %GH, evaluando los efectos del tipo de enzima
(B. licheniformis) y el tiempo de reaccion, asi como la correlacion entre el % GH, los
péptidos y el contenido de aminoacidos libres en el concentrado proteinico del suero.
Utilizando el método de OPA, precis6 que hubo un aumento en el %GH (18.4 a
20.7% de 1 a 3 h respectivamente), posteriormente él % GH se mantuvo constante,
esto se le atribuye a que los sitios activos de la enzima ya estan ocupados por el
sustrato. La deteccion del %GH mediante el método TNBS indico valores de % GH

(3.4 - 15.7%) cuando el tiempo de reaccion aument6 de 1 a 2 h, con un incremento
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del valor maximo en él % GH de 21.2% alas 5 h, asi mismo menciona la ventaja del
uso de la proteasa de B. licheniformis, ya que produce un mayor contenido de di y
tripéptidos y por lo tanto un menor contenido de oligopéptidos. Considerando que él
% GH obtenido en la porcion proteinica de la HFVA, se mantuvo constante a partir
de los 30 minutos de reaccion, se puede considerar que el comportamiento es similar
al descrito por Morais et al., (2013) con respecto a los efectos del tipo de enzima

utilizada.

Como ya se mencion6 uno de los parametros que influye en el GH es el tipo de
enzimay su especificidad. Para la hidrdlisis de la porcion proteinica de la HFVA se
utilizé Alcalasa® 2.4L, que es una endoproteasa de origen bacteriano (Bacillus
licheniformis), esta enzima tiene una amplia especificidad sobre aminoacidos
hidrofébicos en el extremo C-terminal. Hidroliza la mayoria de los enlaces
peptidicos, preferencialmente aquellos que contienen residuos de aminoacidos
aromaticos (Phe, Trp y Tyr), acidos (Glu), con azufre (Met), alifaticos (Leu y Ala),
hidroxilos (Ser), y basicos (Lys) (Doucet et al., 2003). Debido a su especificidad la
Alcalasa® ha sido utilizada en la obtencion de péptidos con actividad inhibitoria de
la ECA-I a partir de diversas fuentes proteicas como pifion (Jatropha curcas L.),
girasol (Helianthus annuus L.), frijol Jamapa (Phaseolus vulgaris), frijol Lima
(Phaseolus lunatus) y chia (Salvia hispanica) entre otras fuentes vegetales, como

se indica en las referencias de la tabla 16.

El % GH determinado en la porcion proteinica de la HFVA hidrolizada con Alcalasa®
es menor al grado de hidrdlisis reportado para el grano de amaranto (Tovar et al.,
2009; Fritz et al., 2011), sin embargo se obtiene una hidrélisis extensiva (% GH
mayor a 10%) en menor tiempo comparado con otras fuentes vegetales bajo
condiciones similares (Tabla 16). En el caso del frijol Jamapa (Phaseolus. Vulgaris)
y frijol Lima (Phaseolus lunatus) a partir de los 15 min se alcanzan grados de
hidrolisis superiores al 10% con Alcalasa®, donde el mayor % GH se da a los 30min
(41.78%) y 45 min (37.94%) respectivamente (Torruco, 2009), este comportamiento

es similar al reportado por Pedroche et al., (2004) con la hidrdlisis de un concentrado
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proteinico de colza con Alcalasa®, que a partir de los 10 minutos alcanza un GH
mayor a 20% y después permanece casi constante hasta finalizar la hidrolisis.

En algunos casos se realizan procesos secuenciales para obtener grados de
hidrolisis mayores, en el caso de la chia (Salvia hispanica) se pudo observar que la
diferencia en él % GH a los 90 min entre una hidrélisis con Alcalasa® (34.9 %) y una
hidrolisis secuencial usando Alcalasa® y Flavorzima (37.5%) varia por 3.7%, lo que
indica que esta Ultima enzima fue poco efectiva, sin embargo en la hidrélisis
secuencial a los 60 min se alcanza un GH de 23% con Alcalasa® (Salazar et al.,
2012), que es menor al % GH obtenido en la porcion proteinica de la HFVA a los 30
min, lo anterior se infiere porque el maximo % GH con Alcalasa® oscila entre 20 y
25%, dependiendo del sustrato, bajo condiciones moderadas (Segura et al., 2013),
aunque en estos casos la enzima mostré una amplia especificad sobre el sustrato

obteniendo grados de hidrolisis mayores.

Es dificil hacer una comparacién debido a la diferencia entre las fuentes vegetales y
Su composicion proteinica, debido a la escasa informacion sobre las proteinas de la
fraccion vegetal del amaranto, por lo que los resultados obtenidos pueden ser Gtiles

como referencia para futuras investigaciones.
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Tabla 16. Grados de hidrélisis de diferentes fuentes proteinicas con Alcalasa y Flavorzima

. Tiempo
Fuente MetoQo d_e, Enzima de PH en I? Referencia
determinacion . hidrolisis
. hidrolisis
HFVA (Amaranthus hypochondriacus) 26.97 OPA Alcalasa® 30 min 8 Este trabajo
Frijol Jamapa (Phaseolus. Vulgaris) 41.78 TCA Alcalasa® 30 min 8 Torruco, 2009
Frijol Lima (Phaseolus lunatus) 37.94 TCA Alcalasa® 45 min 8 Torruco, 2009
Pifién (Jatropha curcas L.) 13-14 OPA Alcalasa® 90 min - Marrufo et al., 2012
Pifion (Jatropha curcas L.) 21.35 OPA Alcalasa® 60 min 8 Segura et al., 2013
Girasol (Helianthus annuus L.) 31.2 TNBS Alcalasa® 60 min 8 Villanueva et al., 1999
Girasol (Helianthus annuus L.) 34.7 TNBS Alcalasa® 180 min 8 Villanueva et al., 1999
Grano de amaranto (Amaranthus 57 TNBS Alcalasa® 24 h 7.4 Tovar et al., 2009
hypochondriacus L.)
Grano de amaranto (Amaranthus :
] 65 TNBS Alcalasa® 4 h 7.8 Fritz et al., 2011
mantegazzianus)
Chia (Salvia hispanica) 34.9 TCA Alcalasa® 90 min 8 Inurreta et al., 2007
Chia (Salvia hispanica) 37.5 OPA Alcalasa® y 90 min 7/8 Salazar et al., 2012
Flavorzima
Chia (Salvia hispanica) 43.8 OPA Alcalasa® y 150 min 7/8 Salazar et al., 2012
Flavorzima
58.89 - Alcalasa®
Garbanzo y chicharos TNBS Ry 1/1.5h 7/8 Barbana y Boye, 2010
78.58 Flavorzima
Frijol bayo (Vigna sinensis) 10.2 pH - Stat Alcalasa_1® y 60 min 5.5/8 Arcila, 2011
Flavorzima
Girasol (Helianthus annuus L.) 54.3 TNBS Alcalasa®y 180 min 7/8 Villanueva et al., 1999
Flavorzima
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7.5. Evaluacion in vitro de la actividad inhibitoria de las fracciones

obtenidas mediante ultrafiltraciéon sobre la ECA-I

La actividad inhibitoria de la ECA-I de las fracciones peptidicas ultrafiltradas con
diferentes cortes de membrana se observa en la figura 14, donde F4 (< a 1 kDa)
presentd la mayor actividad con un valor de ICso= 0.0786 mg/mL (78.67 pg/mL),
mientras que los valores de actividad inhibitoria para F2 (3-5 kDa) y F3 (1-3 kDa)
fueron de ICso= 0.13011 mg/mL (130.11 pg/mL), ICso= 0.21908 mg/mL (219.08
pg/mL), respectivamente; la fraccidn que presentd la menor actividad fue F1 (5-10
kDa) con un valor de ICso= 0.27301 mg/mL (273.01 pg/mL).

0.27301 + 0.00276°

-

0.25 -
0.21908 + 0.00381°¢

-

0.2 -

IC
50 i
0.15 0.13011 + 0.00207°

(mg/mL)

-

0.1 - 0.07867 + 0.000759

0.05 ~

F1 F2 F3 F4

Fracciones ultrafiltradas

Figura 14. Actividad inhibitoria “in vitro” de las fracciones peptidicas sobre la ECA-I

ad | etras diferentes en las barras indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Existen reportes de la actividad inhibitoria de la ECA-I utilizando hidrolizados
enzimaticos de proteinas de diversas fuentes vegetales, incluyendo el amaranto
(Tabla 17). En algunas investigaciones se obtuvieron valores de ICso similares a los

encontrados con las fracciones peptidicas F2 (3-5 kDa, ICso 0.130 £ 0.002 mg/mL)
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y F3 (1-3 kDa, ICs0 0.219 + 0.002 mg/mL). Tal es el caso de Tovar et al., (2009)
quienes obtuvieron valores de ICso para fracciones peptidicas de albumina 1
(Al.1.2., 0.4 kDa) y globulina (G.2.2.2, 0.55 kDa), utilizando grano de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus), de 0.35 £ 0.02 mg/mL y 0.15 £ 0.03 mg/mL,
respectivamente. Andlogamente, Fritz et al., (2011) reportaron un ICso de 0.12 +
0.02 mg/mL en hidrolizados proteinicos del grano de amaranto (Amaranthus
mantegazzianus). Por otro lado, en el hidrolizado de las proteinas de garbanzo
(hidrélisis de 30 min) se determiné un ICso de 0.18 mg/mL (Yust et al., 2003);
mientras que en el concentrado proteinico de arroz hidrolizado durante 2 h, se
obtuvo un ICso de 0.14 mg/mL (Guan et al., 2007). A su vez, el concentrado
proteinico de pifidn hidrolizado por 1 h report6 un ICsp de 2.8 mg/mL (Marrufo et al.,
2012). En cuanto al concentrado proteinico de frijol mungo, después de 2 h de
hidrélisis alcanzé un ICso de 640 pg/mL (Hong et al., 2005). Por su parte, los
hidrolizados del concentrado de frijol lima sin germinar (0.5 h), y germinado (2 h)
presentaron un ICso de 0.61 mg/mL y 0.56 mg/mL, respectivamente (Dominguez,

2009), en todos las protedlisis mencionadas utilizaron Alcalasa®.

Aun cuando con la fraccion F4 (< a 1 kDa) se obtuvo la maxima actividad inhibitoria
de la ECA-I existen reportes en los que se alcanza el ICso con concentraciones de
péptidos menores a lo encontrado en el presente trabajo, tal es el caso de lo
reportado por Segura et al., (2013) quienes determinaron que con las fracciones de
5-10 kDa y < a 1 kDa, obtenidas a partir de pifién (Jatropha curcas), se alcanzaron
valores de ICso de 6.7 pg/mL y 4.78 pg/mL. Por otro lado, Torruco (2009) reportd
que la fraccién peptidica de frijol lima con mayor actividad inhibitoria de la ECA-I
fue la <a 1 kDa (ICso=30.3 pg/mL) con Alcalasa®, y la fraccién de 5-10 kDa (ICso=
17.5 pg/mL) con Flavorzima; mientras que para frijol Jamapa con Alcalasa® y
Flavorzima en la fraccion < 1 kDa (ICso= 63.8 ug/mL y 65.8 ug/mL, respectivamente)
se observo este mismo fendmeno. En el caso del hidrolizado de papa en la fracciéon
menor a 3 kDa, se observaron las mayores actividades sobre la inhibicién de la
ECA-I (Pihlanto et al., 2008). Los péptidos obtenidos de alfalfa (ICso= 8.8 pug/mL),
garbanzo (ICso= 11 pg/mL), brocoli (ICso= 10.5 pg/mL) esto demuestra que hay

otras fuentes vegetales que aportan péptidos con una mayor actividad inhibitoria de
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la ECA-I, pero la ventaja de las fracciones peptidicas de la HFVA es que se trata

de una fuente vegetal considerada como desecho agroindustrial.

En la mayoria de los péptidos con actividad inhibitoria de la ECA-I predominan los
aminoacidos hidrofébicos, principalmente la prolina (Lee et al., 2006; Kapel et al.,
2006). Se ha reportado que la hidrdlisis con Alcalasa® produce residuos de
aminoacidos hidrofébicos en el extremo C-terminal, pero también presenta
preferencia a los enlaces peptidicos que contengan aminoacidos aromaticos (Phe,
Trp y Tyr) (Doucet et al., 2003). Esto fue corroborado por Dominguez (2009) quien
encontro que en el perfil de amino&cidos para las fracciones peptidicas de frijol Lima
los aminoé&cidos predominantes fueron Pro, Trp, Met y Phe, asi como aminoacidos
hidrofébicos. Por otro lado, Torruco (2009) indicé que la composicion de
aminoécidos de los hidrolizados proteinicos y de las fracciones peptidicas, tanto de
frijol Lima y Jamapa, mostraron alto contenido de aminoacidos esenciales e
hidrofébicos como Trp, Thr, Val, Phe, lle, Leu, Lys, Met, Cys, Tyr e His. En el caso
del brocoli la mayor actividad inhibitoria de la ECA-I la presento el tripéptido Tyr-
Pro-Lys (ICso 10.5 ug/mL) (Lee et al., 2006). Yang et al., (2003) realizaron la
identificacion de 4 secuencias peptidicas obtenidas a partir de la hidrélisis del
aislado proteinico de la espinaca (MRWRD, MRW, LRIPVA y IAYKPAG), donde el
tripéptido MRW tuvo la mayor actividad inhibitoria de la ECA-I. En base a lo
mencionado anteriormente y aunque no se realizd la determinaciéon del perfil de
aminoécidos, la fraccion F4 fue con la que se obtuvo la mayor actividad inhibitoria
de la ECA-I, y es probable que dicha actividad esté en funcion de la secuencia,
tamafio de las cadena peptidica (dipéptidos, tripéptidos, tetra péptidos o
pentapétidos) y caracteristicas de los aminoacidos (principalmente hidrofébicos y

aromaticos).
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Tabla 17. Comparacion de la actividad inhibitoria de hidrolizados y fracciones peptidicas de fuentes
vegetales sobre la ECA-I

Fuente proteica al(::t[?vci(;i:g ICECQA\ (ngC/:;OL) Referencia
HFVA (Amaranthus hypochondriacus) F4 (<alkDa) 78.67 Este trabajo
HFVA (Amaranthus hypochondriacus) F3 (1-3 kDa) 219.08 Este trabajo
HFVA (Amaranthus hypochondriacus) F2 (3-5 kDa) 130.11 Este trabajo
HFVA (Amaranthus hypochondriacus) F1 (5-10 kDa) 273.01 Este trabajo
Frijol Lima (Phaseolus lunatus) <alkbDa 30.3 Torruco, (2009)
Pifién (Jatropha curcas) <alkDa 4.78 Segura et al., (2013)
Grano( Amaranthus hypochondriacus) - igg Tovar et al., (2009)
Grano (Amaranthus mantegazzianus) - 120 Fritz et al., (2011)
Papa (Solanum tuberosum) - ;g Pihlanto et al., (2008)
Garbanzo - 180 Yust et al.,(2003)
Arroz (Oryza sativa L.) - 140 Guan et al., (2007)
Pifién (Jatropha curcas) - 2800 Marrufo et al., (2012)
Frijol mungo - 640 Hong et al., (2005)
e e &y oomiwes
Alfalfa ( Medicago sativa) Ala-Trp-Pro-Cys 8.8 Kapel et al., (2006)
Garbanzo Met-Asp-Leu 11 Yust et al.,(2003)
Brocoli (Brassica oleracea lItalica) Tyr-Pro-Lys 10.5 Lee et al., (2006)
Espinaca Rubisco Met-Arg-Trp 6 Yang et al., (2003)
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8. CONCLUSIONES

La extraccion de la porcion proteinica por precipitacion isoeléctrica (M2 Betancur et.
al., 1998) resultd mas eficiente y con la que se obtuvo el mayor rendimiento. Siendo
ésta una opcion para la obtencion de proteinas de la fraccién vegetal del amaranto

con la finalidad de aprovechar sus caracteristicas nutricionales y funcionales.

La porcion proteinica de la HFVA obtenida con el método M2 podria estar compuesta
de albumina-1 (30.645 = 0.831 kDa) y subunidades de globulina.

El GH de la albimina-1 con Alcalasa® 2.4L fue de 26.976 + 1.713 % y se obtuvo a los

30 min de reaccion permaneciendo constante hasta el final de la protedlisis.

Todas las fracciones peptidicas presentaron actividad inhibitoria in vitro sobre la ECA-
I; obteniéndose la mayor actividad inhibitoria sobre la ECA-I (ICso= 78.67 pg/mL) con

la fracciéon menor a 1 kDa.

Los resultados obtenidos en este trabajo son un precedente para el aprovechamiento
integral del cultivo de amaranto, destacando el potencial de la fraccion vegetal. Sin
embargo aun falta optimizar las técnicas de extraccion con solventes o liquidos
iGnicos, que son mMas inocuos al ambiente y que pueden incrementar los porcentajes
de extraccién de otras proteinas de interés; determinar el perfil de aminoacidos de los
péptidos e investigar otras posibles actividades biolégicas y/o tecnoldgicas de estos

productos.
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Anexo A

NOMENCLATURA

Abreviaturas para aminoacidos

Ala
Asx
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His

lle

I ¢ T m o O W >

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr
Glx

N <s< 4nXIxO T Z2Ir X

Alanina

Asparagina o acido aspartico

Cisteina

Acido aspartico

Acido glutamico

Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina
Leucina
Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Valina
Triptofano

Tirosina

Glutamina o acido glutamico
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Abreviaturas comunes en el texto

A absorbancia

BSA albumina sérica bovina

Ang-I Angiotensina |

Ang-II Angiotensina Il

Ao Angiotensindgeno circulante

Na* cation sodio

cm centimetro

ICs0 Concentracion de péptido que inhibe 50% la actividad de la ECA
DM-2 Diabetes mellitus tipo 2

ECEA Enfermedades cronicas esenciales del adulto
ECA-I Enzima convertidora de la angiotensina |
hECA forma hidrosoluble de la ECA

SECA forma somética de la ECA

tECA forma testicular de la ECA

Xg Factor de multiplicacion de la fuerza de gravedad
GH Grado de hidrolisis

°C grados Celsius

g gramo

HFVA Harina de la fraccién vegetal del amaranto
ha hectérea

HTAS Hipertension arterial sistémica

h horas

kDa kiloDalton

NMWL limite de peso molecular nominal

L Litro

A longitud de onda

pL microlitro

pmol micromol

mg miligramos
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mL
mm de Hg
mM

min

nm

OMS

pH
PA
ATi
ATz

rpm

SRAA

mililitro

milimetros de mercurio

milimolar

minutos

Molar

nanémetros

Normal

Organizacion mundial de la salud
pesos

potencial de hidrogeno

presion arterial

receptores AT1

receptores ATz

revoluciones por minuto
segundos

Sistema renina angiotensina aldosterona

tonelada
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Anexo B

Preparacién de la curva estandar de L-Serina

Se realiz6 una curva de calibracion (Tabla 18), empleando como testigo L-Serina en
agua desionizada al 0.1% (50mg/500mL), y 1.5 mL del reactivo de OPA, el cual se
preparé con 3.81 g de tetraborado de sodio y 100 mg de dodecil sulfato de sodio
(SDS) en 150 mL de agua desionizada. A parte se disolvi6 80 mg de OPA en 2 mL
de etanol, y por ultimo disolver 88 mg de DTT (treo-2,3-dihidroxi-1,4-butanoditiol) en

100 mL de agua desionizada, después mezclar las tres soluciones anteriores.

Tabla 18. Volumenes utilizados en la preparacion de la curva estandar de L-Serina

H20 (uL) L- Serina (uL)

Blanco 200 -
Testigo 1 150 50
Testigo 2 100 100
Testigo 3 50 150
Testigo 4 - 200

El reactivo de OPA vy los testigos fueron agitados durante 5 s y las absorbancias se
determinaron a 340 nm, después de 2 min, en un espectrofotometro VE-5100UV de
VELAB™ SPECTROPHOTOMETER.
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Anexo C

Curva estandar para la cuantificacion de proteina, por el método de Bradford
En la Tabla 19, se muestra las concentraciones utilizadas para la elaboracion de la

curva estandar, que sirvio de referencia para la cuantificacion de proteina en el

hidrolizado enzimatico y en las fracciones peptidicas menores a 10 kDa.

Tabla 19. Concentraciones utilizadas para la obtencién de la curva estandar de BSA

BSA Absorbancia
[mg prot/mL] (595nm)

0.05 0.181 + 0.007
0.075 0.247 + 0.005

0.1 0.338 £ 0.005
0.125 0.401 £ 0.016
0.15 0.441 +£0.017
0.175 0.480 £ 0.002

0.2 0.537 £0.011
0.225 0.612 +0.017
0.25 0.676 £ 0.017

En la figura 15, se muestra la curva estandar de BSA (mg/mL), donde se grafica en el
eje de las abscisas la concentracién de BSA expresada en mg/mL y en el eje de las
ordenas la absorbancia a 595 nm correspondientes a cada concentracion de BSA, asi
como la ecuacion obtenida a partir de su linealizacion para la determinacion de

proteinas en las muestras analizadas en el presente trabajo.
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Figura 15. Curva estandar de BSA para la cuantificacion de proteinas
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Anexo D

Curva estandar de L-Serina, para la determinacion del %GH por OPA

Enla Tabla 20, se muestra las absorbancias obtenidas para la elaboracion de la curva
de calibracion, que se utilizé en la determinacion del grado de hidrdlisis, de acuerdo a
la técnica del ortofenilftaldehido (OPA).

Tabla 20. Concentraciones utilizadas para la obtencién de la curva estandar de L- Serina

L-Serina Absorbancia
[mg/mL] (340 nm)
0 0.071 £ 0.003
0.025 0.259 £ 0.001
0.05 0.447 £ 0.013
0.075 0.624 £ 0.001
0.1 0.802 + 0.005

En la figura 16, se muestra la curva de calibracion de L-Serina, donde se grafica en el
eje de las abscisas la concentracion de L-Serina expresada en mg/mL y en el eje de
las ordenas la absorbancia a 340 nm, asi como la ecuacion obtenida a partir de su

linealizacion, para la determinacién del grado de hidrdlisis.
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Figura 16. Curva estandar de L-Serina para la determinacién del %GH por el método de OPA
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Anexo E
Extraccion de la enzima convertidora de la angiotensina | (ECA-I) a partir del

pulmon de conejo

La enzima se obtuvo a partir del pulmén de conejo. Para ello se homogenizo en frio 1
g de pulmdén con un tampon de fosfato 0.1 M pH 8.3 — sacarosa 0.25 M en relacion
1:5, adicionando 5 uL PMSF 0.1 M (Fenilmetilsufonilfluor). Se centrifugd a 12000 rpm

durante 10 min a 4 °C. Posteriormente se guard6 en congelacion.

Anexo F

Marcador de peso molecular de amplio rango (BIO-RAD®, No. cat. 161-0318)

Tabla 21. Marcador de PM utilizado en la electroforesis SDS-PAGE

Proteina PM (kDa)

Miosina 209.998
B-Galactosidasa 117.068
BSA 97.834
Ovoalbumina 55.145
Anhidrasa carbodnica 37.491
Inhibidor de la tripsina de soya 29.005
Lisozima 19.720
Aprotinina 6.869
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