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1. INTRODUCCION

El metabolismo es el conjunto de procesos fisicos y quimicos que ocurren en las
células y, que convierte a los nutrientes de los alimentos en la energia necesaria
para que el cuerpo cumpla con todas sus funciones vitales. El oxigeno es
importante para llevar a cabo este proceso llamado respiracion celular. Sin
embargo, aunque el oxigeno es imprescindible, su uso en la respiracion celular da
lugar a la produccion de radicales libres y otras especies reactivas a él. Ademas
de esos radicales que se generan inevitablemente, hay otros factores como la
exposiciébn a ciertas radiaciones que pueden generar nuevos radicales libres
(Finkel y Holbrook 2000).

Los radicales libres causan dafios en las células al oxidar los lipidos de las
membranas, proteinas celulares, ADN y enzimas, generando asi enfermedades
como arterioesclerosis, diabetes, artritis reumatoide cancer, etc. (Pihlanto, 2006;
Hwang et al., 2010). Este tipo de moléculas pueden combatirse con antioxidantes,
que son sustancias naturales que los neutralizan. El cuerpo humano tiene
sistemas enzimaticos antioxidantes que incluyen la catalasa, la superdxido
disminutasa entre otras (Samaranayaka y Li 2011). Los antioxidantes también
estan presentes en los alimentos y se pueden consumir a través de la dieta, estos
antioxidantes incluyen a la vitaminas C, E, polifenoles, carotenoides y terpenoides
(Shahidi 2008).

En los Ultimos afios se ha incrementado el interés en la busqueda de nuevas
fuentes de antioxidantes. Las proteinas tradicionalmente se han manejado como
una fuente para obtencion de aminoacidos, sin embargo se ha determinado que
también son fuentes de péptidos bioactivos con propiedades antioxidantes (Zhang
et al., 2014).

Los péptidos bioactivos son fragmentos de proteinas de 3 a 20 aminoacidos
(Pihlanto 2000; Shahidi y Zhong 2008). Estos péptidos tienen diferentes



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464611000570#b0665

actividades  biolégicas como  antitrombdtica, antiamnésica, opiaceas,
inmunomoduladores, antihipertensiva y antioxidante: Estos pueden ser utilizados
como ingredientes de los alimentos funcionales o nutracéuticos, que no solo
cumplen con la funcién de proporcionar nutrientes, sino también regulan alguna
actividad biolégica en el humano proporcionando beneficios para salud. Algunas
de las presentaciones en las que se han incluido (los biopéptidos nutracéuticos)
son: leches fermentadas, bebidas, barras energéticas, panes y dulces, entre otros
(Draelos 2010). Recientemente se ha reportado la actividad antioxidante de
péptidos obtenidos por hidrélisis enzimaticas de fuentes proteicas como la canola
(Cumby et al., 2008), la papa (Cheng et al., 2010; Kudo et al., 2009), el trigo (Zhu
et al., 2006), el huevo (Memarpoor et al., 2012) y la colza (He et al., 2013; Makinen
et al., 2012).

El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antioxidante de las
fracciones peptidicas obtenidas por hidrélisis monoenziméticas de las proteinas de

la fraccidn vegetal del amaranto.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El metabolismo.

El humano necesita nutrientes para sobrevivir, los cuales proporcionan energia
para realizar cualquier actividad; para obtenerla se necesitan tres etapas; la
primera es en el citosol de la célula a través de la glucdlisis, enseguida tiene lugar
el ciclo de Krebs, el cual se lleva a cabo en las mitocondrias y finalmente la Ultima
etapa para generar energia es en la membrana interna mitocondrial, donde existen
proteinas de o6xido-reduccion (cadena de transporte de electrones). Estas usan
como aceptor final de electrones al O, para la formacion de agua. La energia
liberada en este proceso se utiliza para la sintesis de ATP. (Ravikumar et al.,
2010). Sin embargo, en el cuerpo humano existe un balance de 6xido-reduccion
constante que preserva el equilibrio entre la produccion de pro-oxidantes que se
generan como resultado del metabolismo celular y los sistemas de defensas
antioxidantes. La pérdida en este balance lleva a un estado de estrés oxidativo
gue se caracteriza por un aumento en la concentracion de radicales libres y
especies reactivas del oxigeno (ERO), si éste no puede ser compensado por los
sistemas antioxidantes intrinsecos causa dafio y muerte celular (Halliwell y
Gutteridge 1999). Estos radicales se forman, mayormente, en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial como se muestra en la figura 1. Del total del
oxigeno que llega a la mitocondria, el 5 0 10% se reduce por la accion de los
electrones procedentes de los transportadores de la cadena respiratoria que
escapan de ésta, siendo responsable de la formacion del radical superdxido (Oy),
gue por accién de la superéxido dismutasa (SOD) se convierte en perdxido de
hidrogeno (H20,) y éste mediante la reaccion de Fenton se convierte en el radical
hidroxilo (*OH). (Maldonado et al., 2010).




Figura 1. Cadena de transporte de electrones mitocondrial. Tomado de (Maldonado et al., 2010).

2.2. Los radicales libres.

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado. Esta caracteristica los hace muy reactivos debido a que quedan con
la capacidad de captar un electron de otros atomos con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el
electron (reduccion) que necesita, la molécula estable que lo pierde (oxidacion) se
convierte a su vez en un radical libre, que queda con un electron desapareado. De
esta forma se inicia una reaccion en cadena. Debido a que estas especies
reactivas no poseen receptores especificos, tienen una capacidad de agresion

indiscriminada sobre biomoléculas de células y tejidos (Maldonado et al., 2010).

Como producto del metabolismo humano se generan distintos tipos de radicales
libres, como:

» Especies reactivas de oxigeno (ERO):




e anion superoxido (Oy)

e anion peroxido (Oy)

e radical perhidroxilo (HO)
¢ radical hidroxilo (*OH)

» Especies reactivas de nitrégeno (ERN):
e nitrosonium (NOY)
¢ radical peroxinitrito (ONOQO")
e anion nitroxilo (NO")

e dioxido de nitrogeno (NO,).

Los radicales libres también son generados por factores como la contaminacién
ambiental, la exposicidn a radiaciones ionizantes, el tabaco, los medicamentos, los
aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos como
pesticidas, herbicidas y fungicidas

A pesar de que los radicales libres pueden cumplir numerosas funciones utiles en
el organismo, como sefializacion y prevencion contra infecciones (Halliwell 2006),
un desequilibrio y exceso de radicales libres pueden dafiar las células ya que por
su alta inestabilidad atomica pueden colisionar con cualquier biomolécula
sustrayéndole un electron hasta oxidarla. De esta manera, lipidos, proteinas y
ADN pierden su funcién biolégica dentro de la célula (Criado y Moya 2009)
causando enfermedades crénicas y degenerativas como el cancer, enfermedades

neuronales y cardiovasculares entre otras (Halliwell 2006)

Dafio a acidos nucleicos (ADN). La presencia o incremento con los afios de
productos oxidativos del ADN sefialan una permanente agresion causada por
estrés oxidativo, lo que tiene serias consecuencias carcinégenas y mutantes
(Mayor 2010).

Dafio a proteinas. Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen
residuos susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre todo por el

radical hidroxilo. Dentro de los aminoacidos fisiologicos, la tirosina, la fenilalanina,




el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina son los mas propensos a sufrir
procesos oxidativos. Esta oxidacién puede generar un cambio conformacional de
la proteina y como consecuencia la pérdida o modificacion de su funcion bioldgica.
El dafio oxidativo suele ser irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion de
la proteina (Céspedes y Sanchez 2000; Stadtman y Levine 2003). Estos efectos
de modificacion de las proteinas aumentan o disminuyen su funcion y se
relacionan con procesos reumaticos, patologias de tipo gastroentéricas, renales,
neuroldgicas, enddcrinas, broncopulmonares, entre muchas otras; las mas
destacadas son las cardiopatias, cancer y diabetes (Valko et al., 2007; Moskovitz
et al., 2002).

Dafio a carbohidratos. Los efectos de los radicales libres sobre los carbohidratos,
son poca conocidos. Sin embargo se ha mencionado que el acido hialurénico, la
condroitina y el dermatan sulfato, todos ellos polisacaridos del grupo de los
glucosaminoglucanos, son susceptibles a su degradacidon en presencia de las
especies reactivas de oxigeno, particularmente a los radicales superdxido e
hidroxilo, lo que probablemente altera la funcién de los proteoglicanos de los que
forman parte y esto se ha relacionado con la patogenia del proceso inflamatorio
(Moseley et al., 1997).

Dafio a lipidos. En el caso de los lipidos especialmente aquellos que contienen
acidos grasos poli-insaturados son especialmente susceptibles a desarrollar
procesos de oxidacion no controlados. El resultado es la pérdida de la flexibilidad y
de las funciones secretoras, asi como la pérdida de los gradientes idnicos en

ambos lados de la membrana (Kim et al., 2002).

Todos estos dafios estan asociados al estrés oxidativo, es decir, un aumento en
las especies oxidantes principalmente ERO (Valko et al., 2007). Por lo tanto los
antioxidantes juegan un papel importante en la prevencion de las enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo (Huang et al., 2005).




2.3. Antioxidante.

Los antioxidantes son un conjunto de compuestos quimicos o productos biol6gicos
gue contrarrestan de manera directa o indirecta los efectos nocivos de los
radicales libres u oxidantes (Zamora 2007). En términos alimentarios, los
antioxidantes son capaces de retardar o prevenir el proceso de oxidacion y la
formacién de subproductos indeseables (Samaranayaka y Li, 2011). Se han
clasificado dos principales sistemas, el sistema enzimético y no enzimaético.
Cuando estos sistemas antioxidantes fracasan se produce un exceso de radicales
libres (Zamora 2007).

2.3.1. Sistemas antioxidantes.

a) Sistema _antioxidante enzimético. Producidos por el organismo para

contrarrestar los efectos de los radicales libres en cierto grado; son un conjunto de
enzimas que constituyen la primera linea de defensa celular frente a los oxidantes
bioldgicos, disminuyendo la concentracion intracelular de radicales libres. En este
tipo de sistemas se destacan las enzimas superéxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa (GPXx), y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Katalinic et al.,
2005).

b) Sistema antioxidante no enzimético. Es la segunda linea de defensa y esta

constituido por secuestradores de radicales libres residuales que no hayan podido
ser neutralizados por las enzimas antioxidantes (Allen y Tresini 2000). En la tabla

1, se muestran los dos grupos de sistemas antioxidantes.




Tabla 1. Sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

Enzimaticos No enzimaticos
Superoxido dismutasa (SOD) Flavonoides
Catalasa Carotenoides
Glutation peroxidasa (GPx) Vitaminas Cy E
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Péptidos antioxidantes

Los sistemas antioxidantes trabajan en forma coordinada en una serie de pasos
metabolicos, por ejemplo en los sistemas enziméticos el superdxido (Oy) al ser
metabolizado por la SOD se reduce a peréxido de hidrogeno (H,0,), éste a su vez
es metabolizado hasta H,O y O, por la catalasa o la glutatibn peroxidasa que
actian en forma acoplada con la glutatibn reductasa. La eficiencia de estos
sistemas antioxidantes disminuyen con la edad, durante ciertos procesos
patologicos y bajo condiciones ambientales como la contaminacion atmosférica
(Dorado et al., 2003).

2.4. Actividad antioxidante

En el contexto de la inhibicion de procesos de reaccion en cadena mediados por
radicales libres (por ejemplo peroxidacion lipidica), un antioxidante actua gracias a
su capacidad para reaccionar con radicales libres y por lo tanto recibe el nombre
de antioxidante terminador de cadena. Sin embargo, es necesario distinguir
también entre actividad estabilizadora de radicales y actividad antioxidante. La
primera esta determinada completamente por la reactividad de un antioxidante
frente a radicales libres, lo cual puede ser caracterizado por la velocidad de esa
reaccion. Por otro lado, la actividad antioxidante mide la capacidad para retardar la
degradacion oxidativa. Por lo tanto, una alta actividad anti radicales libres no

siempre se correlaciona con una alta actividad antioxidante, en particular, algunos




compuestos fendlicos sintéticos presentan alta reactividad frente a radicales libres,
pero muestran moderada actividad antioxidante, debido a la alta reactividad de los
derivados fenoxil o semiquinona formados después de la estabilizacién de los
radicales libres. En conclusién, la actividad antioxidante esta determinada por: 1)
reactividad quimica del antioxidante, 2) capacidad del antioxidante para acceder
hasta el sitio de reaccion y 3) estabilidad de los productos formados después del
proceso de estabilizacion de radicales libres (Roginsky et al., 2003). Revisando los
reportes de trabajos cientificos sobre antioxidantes se encontré una diversidad de
términos utilizados para describir la capacidad antioxidante. Algunos de ellos son
la capacidad antioxidante total (o eficiencia, potencia, parametro, el potencial, la
potencia y la actividad). La "actividad" de una sustancia quimica no tendria sentido
sin las condiciones especificas de la reaccion, tales como la presion, la
temperatura, el medio de reaccion y los puntos de referencia (Huang et al., 2005).
Por esta razon, surgio la necesidad de establecer métodos unificados para medir
capacidad antioxidante lo que qued6 manifestado durante el | Congreso
Internacional sobre métodos antioxidantes (Orlando, Florida, EUA. Junio 2004). El
propésito de esta reunion fue discutir acerca de las metodologias para determinar
la capacidad antioxidante de alimentos, productos fitoterapéuticos, nutracéuticos y
suplementos dietarios; y proponer métodos analiticos que pudieran ser
estandarizados como procedimientos de rutina, debido a que los métodos
existentes presentan resultados que no son equivalentes entre ellos, por lo que las
interpretaciones y conclusiones no son comparables. El argumento de esta
propuesta se fundamenta en el auge, cada vez mas creciente en el tema, de los
antioxidantes. De hecho, se estima que el incremento en el ndmero de
publicaciones en esta area en los ultimos 10 afios fue de mas del 340%, mientras
que en las demas areas incrementaron tan solo 39%. Por lo tanto, existe la
necesidad de tener métodos estandarizados que permitan:

1.- Dar una guia para una aplicacion correcta del ensayo.

2.- Comparar entre alimentos o productos comerciales.

3.- Servir como una herramienta para el control de calidad.




4.- Proveer estandares para la regulacion y las declaraciones de efectos en la
salud (Prior et al., 2005).

2.4.1. Métodos de la actividad antioxidante.

Los métodos para evaluar actividad antioxidante se dividen en analisis quimicos in
vitro, analisis biolégicos in vitro e in vivo (Samaranayaka y Li 2011).
Generalmente, los andlisis basados en reacciones quimicas in vitro involucran la
cuantificacion de los &tomos de hidrégeno donados, la transferencia de electrones
o la capacidad quelante de metales. Por otro lado, los analisis biolégicos in vitro
utilizan modelos de cultivos celulares in vitro que permiten la deteccion de la
biodisponibilidad, metabolismo y bioactividad de compuestos antioxidantes;
mientras que los in vivo utilizan modelos animales y ensayos clinicos con
humanos, estos generalmente son esenciales para la aprobacion de un
compuesto, por parte de agencias gubernamentales, en la formulacién de
alimentos funcionales y nutracéuticos.

Es importante tener en cuenta que la determinacion de la capacidad antioxidante
in vitro no puede ser extrapolable a la capacidad in vivo, porque no se toma en
cuenta, en estos analisis, su biodisponibilidad, reactividad y estabilidad (Sarmadi y
Ismail 2010). Sin embargo, los métodos in vitro resultan mas adecuados para
realizar los estudios preliminares de la actividad antioxidante y cuando se ha
establecido el potencial antioxidante del compuesto de interés se pueden
considerar los estudios in vivo, que son muy costosos, toman mucho tiempo e

implican cuestiones éticas (Samaranayaka y Li 2011).

Con base en las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para
determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos mecanismos: a)
ensayos basados en la reaccion de transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y
b) ensayos basados en la transferencia de electrones (ET). La mayoria de los
ensayos basados en HAT monitorean una cinética de reaccidbn competitiva,

generalmente estdn compuestos de un generador de radical libre sintético, una




prueba molecular oxidable y un antioxidante. Los ensayos basados en la
transferencia de electrones (ET) involucran una reaccion redox con el oxidante
como un indicador del punto final de reaccion. Los ensayos basados en HAT y ET
fueron desarrollados para medir la capacidad de atrapar radicales libres, en lugar
de la capacidad preventiva antioxidante de una muestra (Huang et al., 2005). En la
tabla 2, se muestra la clasificacion de ambos métodos con sus respectivos
ensayos (Huang et al., 2005).

Tabla 2. Clasificacion de los métodos segun los tipos de ensayos.

Tipo de

Métodos para determinar la actividad antioxidante
ensayos

Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC).
Consiste en medir la capacidad de captacion de un radical
especifico, el peroxilo. Se realiza a una longitud de onda de 493
nm. y la de emision de 515 nm. en presencia de antioxidantes
(Woodill et al., 2001).

Parametro antioxidante total de captura de radicales peroxilo

Transferencia
de atomos de . _ ) .
o (TRAP). Se mide por fluorescencia y como patron de referencia
hidrogeno

se usa trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
(HAT).

carboxilico) (Wayner et al., 1985).

Inhibicién de la oxidacién de los lipidos de baja densidad
(LDL). La oxidacion de las lipoproteinas LDL por los radicales
libres es un proceso que ocurre en los seres vivos. La
absorbancia es de 234 nm. (Caldu et al., 1997).

Andlisis del poder reductor férrico/antioxidante (FRAP).

Reduce el complejo de la tripiridiltriazina férrica a su forma

Transferencia  ferrosa en medio acido (Benzie et al. 1996). La absorbancia es

de electrones  de 595 nm durante 30 minutos para completar la reaccion (Pulido
(ET). et al., 2000).

2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH). Es ampliamente utilizado en




alimentos y extractos vegetales. La absorbancia es de 515 nm
(Williams et al. 1995).

Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS).
La generacion del radical ABTS®" constituye la base de uno de
los métodos espectrofotométricos que han sido aplicados para
medir la actividad antioxidante de soluciones o sustancias puras
y mezclas acuosas. Es un ensayo de decoloracion, el radical
ABTS*" tiene un color verde-azulado antes de la reaccion y al
agregar el antioxidante se estabiliza el ABTS quedando incoloro
(Re et al.,, 1999). La técnica mejorada para la generacién del
radical cation ABTS®", implica la produccion directa del cromoforo
ABTS*®" verde-azulado a través de la reaccion entre ABTS y el
persulfato de potasio (K,;S;O0g) (Moreno, 2002). Presenta tres
méaximos de absorcién a las longitudes de onda de 645 nm, 734
nm y 815 nm. Usan como patron al trolox, bajo las mismas

condiciones (Zuleta et al., 2009).

2.5. Péptidos bioactivos

Las proteinas que tomamos a través de la dieta nos aportan los aminoacidos
necesarios para el desarrollo y el mantenimiento de las células y los tejidos de
nuestro organismo. En la actualidad, existe un gran interés en las proteinas
alimentarias no solo desde el punto de vista nutricional o funcional, sino como
materia prima para la obtencion de péptidos, ya que estos péptidos tienen
actividad biolégica (Mulero et al., 2011). La literatura cientifica evidencia que estos
péptidos bioactivos pueden atravesar el epitelio intestinal y llegar a tejidos
periféricos via circulacion sistémica, pudiendo ejercer funciones especificas a nivel
local, tracto gastrointestinal, y a nivel sistémico. Dentro de estas actividades, los
péptidos bioactivos podrian alterar el metabolismo celular y actuar como vaso

reguladores, factores de crecimiento, inductores hormonales y neurotransmisores.




Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos (fragmentos especificos
de la proteina) de peso molecular menor a 6 kDa, con tamafio de entre 2 y 20
aminoacidos, aparentemente inactivas dentro la proteina intacta pero que pueden
activarse al ser liberados, durante la digestion del alimento en el organismo del
individuo, o por un procesado previo a la ingesta del mismo (hidrélisis quimica,
enzimatica, o fermentacion) ejerciendo diversos efectos benéficos para la salud
(Korhonen y Pihlanto 2006).

2.5.1. Obtencién de péptidos bioactivos.

Los péptidos bioldégicamente activos pueden ser producidos a partir de las

siguientes metodologias:

» Hidrdlisis con enzimas digestivas, durante la ingesta o in vitro (digestion
gastrointestinal simulada)

» Hidrdlisis con microorganismos (fermentaciones)

» Hidrdlisis con enzimas proteoliticas derivadas de microorganismos o
plantas.

» Combinacion de los métodos anteriores.

Muchos de los péptidos bioactivos identificados han sido producidos usando
enzimas gastrointestinales, usualmente pepsina y tripsina. Otras proteasas
utilizadas incluyen Alcalasa®, quimotripsina, pancreatina, pepsina han sido
utilizadas en la generacion de péptidos bioactivos provenientes de diversa fuentes
proteinicas (Korhonen and Pihlanto 2006). Dependiendo de la secuencia de
aminoacidos, los péptidos bioactivos presentan diferentes actividades, por
ejemplo; antimicrobiana, antitrombdtica, antihipertensiva, inmunomoduladora y
antioxidante (Fitz y Meisel 2003; Korhonen y Pihlanto 3003; Shimizu 2004).
Muchos de los péptidos bioactivos conocidos son multifuncionales y pueden
ejercer mas de una de las actividades biolégicas mencionadas (Cheung et al.,

2008; Sarmadi y Ismail 2010). En la tabla 3 se muestran algunas de las




actividades biolégicas de péptidos obtenidos a partir de diferentes fuentes

proteinicas.

Tabla 3. Péptidos bioactivos obtenidos enzimaticamente a partir de diferentes

fuentes de proteinicas.

Actividades Alimento de origen Enzimas Referencia
biologicas
Garbanzo Alcalasa®y Pedroche et al., 2002
Flavourzyme® B
Gluten de trigo Flavourzyme® Suh et al., 2003
P. lunatus y P. vulgaris Alcalasa® y Torruco 2009
Flavourzyme®
Antihipertensivo Grano de amaranto
(Inhibidora de ACE) (Amaranthus Alealasa® Tovaretal, 2009
hypochondriacus)
Grano de amaranto Alcalasa® Fritz et al., 2011

(Amaranthus mategazzianus)

Fraccion vegetal del ]
amaranto (Amaranthus A|Ca|asa® Gomez 2014

hypochondriacus L.)
Grano de amaranto

Antitrombética (Amaranthus Alcalasa®y Sabbione y Scilingo
hypochondriacus L.) Tripsina 2010
Grano de Alcalasa® Tironi y Afion 2010
amaranto(Amaranthus
o mantegazzianus)
Antioxidante _
Gluten de maiz Proteasa alcalina  zhyang et al., 2013

y Flavourzyme®
Papa Alcalasa® Zhang et al., 2014




2.6. Péptidos antioxidantes

Péptidos con capacidad antioxidante, procedentes de diversas fuentes proteinicas,
han sido ampliamente estudiados desde que este efecto fue descrito por primera
vez por Marcuse (1960). Los péptidos antioxidantes contienen entre 5 y 16
residuos de aminoacidos (Chen et al.,, 1995), son considerados compuestos
seguros y saludables con bajo peso molecular, bajo costo y facil absorcion.
Ademas, presentan otras propiedades de interés como las nutricionales y
funcionales (Hattori et al., 1998; Xie et al., 2008). Las propiedades antioxidantes
de los péptidos se encuentran relacionadas con su composicion, estructura e
hidrofobicidad. Presentan en sus secuencias aminoacidos especificos, tales como
prolina (Pro), metionina (Met), triptofano (Trp), lisina (Lys), histidina (His), cisteina
(Cys) y tirosina (Tyr) (Wang y De Mejia 2005). Los aminoacidos con residuos
aromaticos pueden donar protones a radicales con deficiencia en electrones, esto

favorece su capacidad de atraer radicales libres (Rajapakse et al., 2005).

Los estudios sobre los péptidos antioxidantes presentes en alimentos ha sido un
reto en los Ultimos afios, habiéndose identificado numerosos péptidos que
presentan actividad antioxidante en diferentes alimentos (Gibbs et al., 2004; Kim et
al., 2001; Gobbetti et al., 2002). En estos trabajos se encontré que las fracciones
peptidicas y/o los hidrolizados proteinicos tienen una mayor actividad antioxidante
gue las proteinas intactas o la mezcla de aminoacidos, sugiriendo que los péptidos
juegan un papel en la accion antioxidante (Shahidi y Zhong 2008). Por otra parte,
los péptidos antioxidantes extraidos de fuentes alimentarias muestran pesos
moleculares de 500 a 1800 Da (Kim et al., 2010 y Wu et al., 2003).

En la tabla 4, se observan algunos estudios en los que se han identificado las
secuencias de aminoacidos de los péptidos que presentan actividades
antioxidantes obtenidas a partir de proteinas de fuentes vegetales convencionales

y no convencionales.




Tabla 4. Péptidos con actividad antioxidantes obtenidos a partir de proteinas de

fuentes vegetales convencionales y no convencionales.

Fuente Secuencia de Enzimas Referencia
péptidos
Pepsina, papaina, De Mejiay
i D, quimotripsina, De Lumen,
Soya Leu Lellf”zro His Alcalasa® y 2006;
Flavourzyme® Pihlanto
2008.
Fen-Arg-Asp-Glu-
A His-Lis-Lis (959.5 qlﬁﬁilt?ispi%a Zhang et
. rroz is-His-Asp- ’
Proteinas de [,)A?r) yGI‘l:SAZ'Sé‘Ep Neutrasa, papainay  al., 2010
fuentes 9 b Flavorasa
convencionales Fen
reportadas 2008.
Asn-Arg-Tir-His- h
Garbanzo Alcalasa® Zhang et
Glu al., 2011.
Chuang et
Trigo Trp-Pro-Leu, Val- Alcalasa®, al., 2009 y
Pro-Trp y Val-Fen- pepsinay Ma et al.,
Sarraceno Pro-Trp pancreatina 2010.
Pro-Ala-Gli-Pro- .
Proteinas de COIZa A|Ca|asa® Blng et al"
Fen 2009.
fuentes no
convencionales o
Pinon ) ) I t
_ His, Arg, Tiry Fen Alcalasa® Gallegos e
mexicano al., 2011.
Grano del reportada. Afon 2010.

amaranto




2.7. Péptidos bioactivos del grano y de la fraccion vegetal de amaranto

Los péptidos de las proteinas del grano de amaranto han mostrado tener diversas
actividades bioldgicas como antihipertensiva (Tovar et al., 2009; Vecchi y Afidén
2009; Fritz et al., 2011), y antifungica (Lipkin et al., 2005; Rizzello et al., 2009). Por
otro lado, Orsini et al., (2011), reportaron que a partir de hidrolizados de proteinas
del grano de amaranto con pepsina y pancreatina obtuvieron péptidos con
actividad antioxidante. Esa misma actividad fue observada por Tironi y Afdn
(2010) en péptidos obtenidos a partir de las fracciones proteinicas (albuminas,
globulinas y glutelinas) del grano de amaranto (Amaranthus mantegazzianus).
Ortiz (2013) determind la actividad antioxidante de los péptidos obtenidos de la
albimina 1 del grano del amaranto (Amaranthus hypochondriacus L). Por otro
lado, Gémez (2014) obtuvo péptidos (5-10, 3-5, 1-3 y < 1 kDa) con actividad
antihipertensiva a partir de hidrolizados de proteinas de la fraccion vegetal del

amaranto (FVA) utilizando Alcalasa®.

2.8. Aspectos generales de amaranto.

El amaranto es una planta cultivada, domesticada y utilizada en México desde
hace méas de 4000 afios (lturbide et al., 2012; Casas et al., 2001). El cultivo del
amaranto posee caracteristicas agronomicas que le permiten adaptarse a
condiciones ambientales adversas, donde otros cultivos no prosperan (Omami et
al.,, 2006; Gutiérrez 2001). Esto hace al amaranto una alternativa para los
pequefios productores por tener las caracteristicas de mayor resistencia a la

sequia (Morales et al., 2009; Turriza et al., 1991).

El amaranto es clasificado como pseudocereal, es una planta dicotiledonea
pertenece a la familia de las amarantaceas. El género Amaranthus esta
compuesto por mas de 60 especies, entre las mas importantes: Amaranthus
caudatus, Amaranthus hypochondriacus L. y Amaranthus cruentus (Segura et al.,

1994). De acuerdo a su variedad, puede alcanzar alturas de 0.5 a 3 metros; posee




hojas anchas y abundantes de color brillante, espigas y flores puarpuras, naranjas,

rojas y doradas.

Tabla 5. Clasificacion botanica del amaranto, modificado de Saucer (1967).

Clasificacion Principales especies:

Reino: Vegetal A. hypochondriacus L.

Division: Embriophita Sphonogamia

Subdivision: Angioespermae A. cruentus L.

Clase: dicotiledonea A. caudatus L.

Subclase: Arcichomydae

Género: amaranthus

2.8.1. Usos del grano y de la hoja de amaranto.

El amaranto tiene multiples usos tanto en la alimentacion humana y animal como
en la industria, medicina y en la ornamentacién. Para la alimentacion humana, el
grano se utiliza principalmente para la fabricaciéon de dulces llamados alegrias,
granola, harinas integrales, frituras, panificados, pasta; hasta productos mas
sofisticados como aceites comestibles, papillas para bebés, barras energéticas y
alimentos nutracéuticos especiales para enfermos diabéticos o con cancer. (Oke
1983). Las hojas tiernas reemplazan a las hortalizas de hoja, y las plantulas
también se utilizan para consumo. La planta en estado fresco se utiliza como
forraje para la alimentacion del ganado sobre todo para combinar con otras
especies forrajeras. También se utiliza para la produccion de concentrados
proteicos foliares debido a su alto rendimiento en biomasa verde y alto rendimiento
de proteina (Cai et al., 1998). La inflorescencia se usa como fuente del colorante
rojo natural. Se considera que la importancia del amaranto debe retomarse, pues

dado su valor nutritivo es un cultivo estratégico en la alimentacion de los




mexicanos, tanto en cantidad como en calidad de su proteina, ya que supera a
cereales de uso comun como trigo, arroz, avena y maiz (Morales et al., 2009). De
acuerdo con Barba de la Rosa et al. (2008), el amaranto es un cultivo que produce
semillas con alto valor nutricional y diversas propiedades, como niveles elevados
de proteina total, asi como del aminoéacido lisina generalmente deficiente en otros

cereales.

2.8.2. Produccién del cultivo de amaranto.

En la actualidad la produccion de amaranto se caracteriza por su alta
concentracion en la zona centro del pais de México, en la tabla 6, se muestran los
principales estados productores de amaranto. Puebla, Morelos, Estado de México,
Tlaxcala y Ciudad de México, en conjunto aportan aproximadamente el 90% de la
produccién nacional de este grano. El otro 10% se encuentra distribuido en los
estados de Oaxaca, Michoacan, Durango, Jalisco, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,

Sinaloa y Sonora (Aragén y Tapia 2009).

Tabla 6. Principales Estados de la Republica Mexicana productores de amaranto.

Ubicacion Sup. Sup. Produccién Rendimiento PMR Valor
Sembra Cosechada Produccién
da
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) (Miles de
Pesos)
Distrito
Federal 136 136 161.1 1.18 22,500.00 3,624.75
Morelos
100 100 130 1.3 14,933.67 1,941.38
Estado de
México 156.5 156.5 305.83 1.95 12,534.18 3,833.33
Oaxaca
45 45 68.71 1.53 7,904.38 543.11
Puebla
1’987'0 1,967.00 2,143.40 1.09 5,500.80 11,790.42




San Luis

Potosi 375 375 17.34 0.46 18,000.00 312.12
Tlaxcala
1’237'0 1,287.00 1,791.35 1.39 16,813.07 30,118.10
Total 3,729.00 3,729.00 4.617.73 1.24 11,296.29 52,163.21

Fuente: Sagarpa, 2013.

2.8.3. Composicion quimica proximal del grano y la fraccién vegetal de
amaranto

En la tabla 7, se muestra la composicion quimica proximal del grano y de la hoja

de amaranto de la variedad Amaranthus hypochondriacus L.

Tabla 7. Quimica proximal del grano y de la hoja del amaranto (A. Hypocondriacus

L.).

Mgtena Componente Referencia
prima

Proteina Extracto Cenizas Humedad Fibra

cruda etéreo cruda
Morales et al.,
Hoja 14.18 2.64 9.27 10.14 15.44 2009; Soriano et
al. 2004;

Grano  139-173 61  33-41 111 26 Te“tori'ggg Knorr

El componente principal del grano es el almidon, que representa entre el 50 % vy el
66 % de su peso. Sin embargo, el aspecto que destaca el grano es su
composicién nutricional ya que su contenido proteinico es de 12 a 22 %, mayor
que el trigo (12-14 %), el arroz (7-10 %) y el maiz (9-10 %). Ademas este contiene
aminoacidos esenciales, como son la lisina, valina, metionina, fenilalanina y
treonina (Marcone y Yada 1991). El amaranto tiene un alto contenido de lisina
(3.2-6.4%) comparado con aquellos encontrados en los cereales mas comunes
(2.2- 4.5 %), y la concentracion de aminoacidos azufrados (2.6 - 5.5 %) es mayor a

la que presentan las legumbres como las arvejas, frijoles y soja (1.4 %) (Gorinstein




et al., 1998). El contenido de lipidos es de (3.1 a 11.5 %). Finalmente la cantidad
de fibras alimentarias encontrada en él es de (14.2%), donde el (8.1 %)
corresponde a fibras insolubles y el (6.1 %) a las fibras solubles (Segura et al.,
1992).

Las principales fracciones de proteinas identificadas en el grano de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus L.), son albumina, globulina, glutelina y prolamina
(Soriano et al., 1992). La albumina se ha descrito por algunos autores como la
proteina mas abundante del grano y estd compuesta por dos tipos: albumina 1y 2,
de acuerdo al orden de extraccion (Segura et al., 1994). Las globulinas de
amaranto estan principalmente constituidas por cantidades equivalentes de
globulina 11S (Segura et al.,, 1994; Chen y Paredes, 1997); y globulina-P, que
también pertenece a la familia 11S, pero presenta gran tendencia a polimerizarse
y posee menor solubilidad en soluciones salinas neutras. En mucha menor
proporcion se encuentra una globulina 7S (Barba de la Rosa et al., 1992 y
Martinez et al., 1997). Las glutelinas de amaranto, se diferencian de las globulinas
por ser solubles sblo a pH extremos presentan composicion polipeptidica y

caracteristicas estructurales similares a la globulina-P (Abugoch 2006).




3. JUSTIFICACION

Los radicales libres son moléculas que estan en continua formacién en las células
y que son neutralizados de manera natural por las defensas antioxidantes del
organismo. Sin embargo, un exceso de estos radicales libres pueden causar
enfermedades cardiovasculares, reumaticas, cancer y acelerar el envejecimiento
en los seres humanos. Para prevenir éstas es recomendable el consumo de
antioxidantes ya que, los antioxidantes son moléculas que reaccionan con los
radicales libres combatiendo el estrés oxidativo. De ahi el interés de estudiar los

antioxidantes.

Dentro de los antioxidantes naturales se encuentran los biopéptidos, estos pueden
ser obtenidos por hidrélisis enzimética a partir de proteinas de diversas fuentes
naturales. En los dltimos afios las investigaciones se han enfocado en proteinas
de fuentes no convencionales de origen vegetal para la obtencién de péptidos con
actividad biologica. Tal es el caso del amaranto que es una fuente no
convencional, cabe mencionar que el grano del amaranto ha sido estudiado por su
alto contenido de proteina y por su particular balance de aminoacidos esenciales.
Sin embargo durante la cosecha del grano (panoja), la mayor parte de la planta
gueda en el campo. Por cada tonelada de grano cosechada, se generan 6
toneladas de forraje; este residuo agricola generalmente se deja en el campo
como abono o se utiliza como alimento para ganado aun cuando tiene factores

|antinutricionales.

Debido a su composicion quimico proximal, particularmente su contenido
proteinico, el forraje de amaranto es un material de bajo costo que puede ser
utilizado para generar un producto de valor agregado, especificamente péptidos

con actividad antioxidante.




4. HIPOTESIS

Los biopéptidos obtenidos por hidrolisis enzimética (Alcalasa® 2.4L vy
Flavourzyme®) de las proteinas de la fraccion vegetal del amaranto (Amaranthus

hypochondriacus L.) presentaran actividad antioxidante.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la actividad antioxidante de las 5 fracciones peptidicas (>10, 5-10, 3-5,
1-3 y <1 kDa) obtenidas por hidrdlisis enzimética de las proteinas de la fraccion
vegetal del amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.) a través de ensayos in

vitro.

5.2. Objetivo especificos

+ Extraer el concentrado proteinico a partir de la harina de la fraccion vegetal del

amaranto.

+ Determinar el grado de hidrélisis del hidrolizado enzimatico (Alcalasa® 2.4L y

Flavourzyme®) del concentrado proteinico de la fraccion vegetal del amaranto.

+ Determinar la actividad antioxidante (in vitro) de las fracciones peptidicas (>10,
5-10, 3-5, 1-3 y <1 kDa). obtenidas por hidrdélisis enzimética del concentrado

proteinico de la fraccidon vegetal del amaranto.




6. DIAGRAMA DE DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Obtencion de la materia prima fraccion
vegetal de amaranto (FVA)
(Tulyehualco, D.F.)

Obtencion de la harina (FVA)
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(Hamada, 2000).

Obtencién de las fracciones
peptidicas (>10, 5-10, 3-5, 1-3y <1
kDa) mediante ultrafiltracién de
membranas. Se utiliz6 membranas

de 10, 5, 3y 1 kDa
(Cho et al., 2004)

Determinacion de la actividad
antioxidante para las fracciones
peptidicas >10, 5-10, 3-5, 1-3 vy

<1 kDa, por el método de

decoloracién del ABTS.
(Pukalskas et al., 2002)

Determinacion de proteina
por el método Kjeldahl
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hidrélisis (%GH) por el
método de OPA
(Nielsen et al., 2001)

Cuantificacién de proteina
(método Bradford) para
cada una de las fracciones
peptidicas




7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Obtencién de materia prima

En el presente trabajo se utilizd la FVA recolectada en Tulyehualco delegacion
Xochimilco, D.F.; en el periodo de octubre y noviembre de 2014. Posteriormente
se procesO en los laboratorios: Quimico Biologico, Taller de alimentos y
Bioprocesos de la Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec. En la figura 2

se observa una imagen de las muestras recolectadas.

Figura 2. Materia prima FVA.

7.2. Obtenciéon de la harina de la FVA.

La FVA se someti6 a un proceso de secado en horno a 65 = 3 °C (Scorpion
scientific®, A62060), después se molié en una licuadora industrial de 4 L (modelo
CB15 Waring laboratory®) y se tamizd 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 y se repitié este procedimiento 3 veces mas (Tovar et al., 2009). La harina
desgrasada se colocé en una charola de aluminio y se dejé en una campana de
extraccion de gases para que se evaporara la acetona residual. Una vez seca, la
harina se almacend para estudios posteriores. A este material se le denominé

“harina de la fraccion vegetal del amaranto” (HFVA).

7.3. Extraccién de proteinas.

Para la extraccion de las proteinas presentes en la HFVA se utilizd el método
reportado por Betancur et al. (1998). Primero, se realizé una suspension en agua
destilada con la harina previamente desgrasada en una relacion 6:1 vip
(agua/harina), se ajusté el pH a 11 con una solucion de NaOH 1 N y se dej6
agitando durante 1 h a 400 rpm. Posteriormente la suspension se paso por dos
tamices (malla 80 y 100), secuencialmente se separé el bagazo de la mezcla de
almidon y proteina, éste se lavo seis veces con agua destilada, el filtrado se
recolecté en un recipiente de plastico y se dejé reposar por 30 min a temperatura
ambiente. El residuo (bagazo) se secO en charolas de aluminio a 60°C en un
horno (Scorpion scientific®, A62060). Transcurrido el tiempo de reposo (30 min) se
decant6 el sobrenadante, para obtener asi el sedimento, y se sec6 de igual forma
que el bagazo. Al sobrenadante se le ajustd6 el pH a 4.5 con HCI 1 N,
posteriormente se centrifugd a 1,317 x g por 12 min en (Termocentrifuga
Megapure de Thermo Scientific®). El precipitado, se resuspendié en 1 mL de agua
destilada, después se paso a un contenedor para congelarlo y liofilizarlo a -47°C y
13 x 10 mbar (Labconco FreeZone 4.5 Liter Dry System®). A este material se le
denomind concentrado proteinico (CP). La concentracion de proteina del CP se
determiné por el método de Bradford (1976), utilizando una curva patrén de

albumina sérica bovina (Anexo 3).




7.4. Determinacién de proteinas al CP de la FVA.

Se determind el contenido de proteina cruda al CP mediante el método de Kjeldahl
(método 933.05 A.O.A.C., 2000). Este se calcul6 multiplicando el porcentaje
nitrogeno (% N) por el factor de conversion de Kjeldahl (fy) para grano de

amaranto, cuyo valor es de 5.85 (Scilingo et al., 2002).

% Proteina = (%N) x (fn)

Por otro lado, para calcular el porcentaje de rendimiento en la extraccion de

proteinas se utilizé la siguiente formula (Dominguez 2009).

[Proteina en el concentrado proteinico (g)]

[Proteina en la harina (g)] <100

% Rendimiento=

7.5. Hidrdélisis monoenzimaéaticas

Las hidrélisis monoenzimaticas del CP de la FVA, se llevé a cabo por el método
reportado por Hamada (2000) haciendo algunas modificaciones por Gémez
(2014). Se utilizaron dos enzimas de manera independiente; la primera fue una
endoproteasa de Bacillus licheninformes (Alcalasa®) y la segunda una proteasa
de Asperguillus oryzae (Flavourzyme®) con actividades endo y exo. Cada
reaccion (40 mL) se realiz6 en un reactor enchaqguetado utilizando un titulador
automatico (Mettler Toledo®, T50) equipado con un agitador y un electrodo para
medir el pH. Para controlar la temperatura se utilizO un recirculador de agua
(Labtech thermo circulador® modelo Icb_6D). Para ambas enzimas, las mezclas
de reaccién contenian 2 % de proteina; mientras que la relacion E/S fue de de 1:7
(p/p) vy 1:1 (p/p), para Alcalasa® 2.4 L (buffer de Tris-HCI 50 mM a pH 8) y
Flavourzyme (buffer de fosfato 50 mM a pH 7), respectivamente. A la mezcla de

reaccion se le ajusto el pH de acuerdo a la enzima utilizada y posteriormente se




les adicioné la enzima. La temperatura de reaccion, con ambas enzimas, fue de 50
°C; y el pH se mantuvo constante mediante la adicion de NaOH 0.1 N. En cada
mezcla de reaccion se tomaron alicuotas para determinar el grado de hidrdlisis (0O,
15, 30, 60, 90 y 120 min). La enzima presente en las alicuotas y en el hidrolizado
se inactivo calentandolas por 20 min a 82 °C, posteriormente las muestras se
centrifugaron a 10, 000 x g por 20 min a 4 °C, y se almacenaron a -20 °C para su

posterior uso.

7.6. Hidrdlisis total (4cida).

La hidrdlisis total del CP se realiz6 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 incubdé a 110 °C
durante 24 horas en una estufa de convecciéon (Fisher Scientific, modelo Isotemp
Oven®), transcurrido el tiempo, el acido se evapor6é en una estufa de vacio
(National Appliance Company® modelo 5851) a 90 °C durante 24 horas. El
producto obtenido se guardé a temperatura ambiente para posteriormente

determinar el grado de hidrolisis. La determinacién se realizé por triplicado.

7.7. Determinacion del grado de hidrélisis (%GH).

El GH se determind por el método de OPA (ortofenilftaldehido) (Nielsen et al.,
2001). En un microtubo eppendorf de 2 mL se agregaron 1.5 mL del reactivo de
OPA y 200 pL del hidrolizado diluido (1:100) con SDS al 1%. La mezcla se agitd
durante 5 segundos, se dejé incubando en ausencia de luz por 2 minutos, se leyo
la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 340 nm. Las absorbancias
obtenidas se utilizaron para determinar la concentracion de grupos aminos libres
presentes en los hidrolizados mediante la ecuacion de la recta dada por la curva

de calibracion con L-serina (Anexo 1).




Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y se graficaron los

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

Para determinar el %GH, se utilizo la siguiente formula:

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

7.8. Electroforesis (SDS-PAGE)

Se realiz6 de acuerdo con la técnica de Laemmli, (1970) con un gel de separacion
al 12% de la mezcla acrilamida bis-acrilamida y un gel de concentracion al 4%,
empleando un equipo Mini Protean Tetra Cell® (BIO-RAD®). Las muestras se
diluyeron en una relacién 1:2 (v/v) con buffer de carga. Los geles se corrieron a
150 V durante 120 min. Se utiliz6 marcador de bajo rango (BIO-RAD®, No. cat.
161-0305). Los geles fueron revelados utilizando tinciébn de plata. Los pesos
moleculares de las proteinas desconocidas se calcul6 mediante la movilidad
electroforética relativa (Rf) (Anexo 2). (Garfin 1990).

7.9. Separacién de las fracciones peptidicas mediante ultrafiltracion.

Los sobrenadantes de los hidrolizados obtenidos con cada enzima se fraccionaron
mediante ultrafiltracion 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. Se emplearon cuatro membranas con diferentes cortes de peso
molecular (MWCO): 10 kDa; 5 kDa; 3 kDa y 1 kDa. Como se muestra en la figura 3
se obtuvieron cinco fracciones peptidicas; > 10 kDa, 5-10 kDa, 3-5 kDa, 1-3 kDa y
<1 kDa.




Figura 3. Diagrama de proceso de ultrafiltracion con las 4 membranas.

7.10. Determinaciéon de proteina en las fracciones peptidicas de los
hidrolizados obtenidos con Alcalasa® y Flavourzyme®.

Se determiné la proteina en las fracciones peptidicas, mediante el método de
Bradford, (1976). En un tubo eppendorf de 2 mL, se colocaron 10 pL de la muestra
(fraccidn peptidica), 990 pL de agua destilada y se le adicioné 1 mL de reactivo de
Bradford, se agitdé brevemente en un vortex (Scientific Industries Inc. modelo
Vortex-Genie®2), después de 5 minutos se leyo la absorbancia a una longitud de
onda de 595 nm (VE-5100UV SPECTROPHOTOMETER®. VELAB™). Se utilizd
una solucién estandar de albumina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 1
mg/mL con la que se realizO una curva estandar (Anexo 3), cuya ecuacion se
utilizé para interpolar las absorbancias obtenidas de cada muestra y asi

determinar la concentraciéon de proteina.




7.11. Determinacion de la actividad antioxidante de las fracciones peptidicas.

A todas las fracciones peptidicas obtenidas por ultrafiltracion se les determind la
actividad antioxidante, mediante el ensayo de la decoloracion por el método de
inhibicién del radical 2,2' Azinobis-3-etil-benzotiazolin-6-acido-sulfénico (ABTS™),
propuesto por Pukalskas et al., (2002). La preparacion de los reactivos para la

formacion del radical ABTS™ se muestran en el (Anexo 4).

El radical ABTS™ se obtuvo mediante la reaccién de 50 mL de ABTS 2 mM con
200 pl de persulfato de potasio 70 mM; esta mezcla se diluy6 con buffer salino de
fosfato (PBS) hasta obtener una absorbancia de 0.800 + 0.030 a una longitud de
onda de 734 nm; este valor fue considerado como el blanco (AB). Se utilizé la
capacidad antioxidante equivalente a Trolox (acido 6-hidroxi- 2, 5, 7, 8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico, TEAC), que es un antioxidante sintético de
referencia, como estandar comparativo por lo que se realiz6 una curva de

inhibicion contra la concentracion de trolox (0.5 - 2.5 mM) (Anexo 4).

7.12. Andlisis estadisticos

Todos los datos obtenidos se expresaron con la media y la desviacion estandar.
Se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de
comparaciones de medias (método de Duncan), para determinar si hay diferencias
significativas entre los tiempos de hidrdlisis en cada enzima y en ambas enzimas.
De igual manera se efectud para comparar las fracciones peptidicas, utilizando
alfa 0.05. Se utiliz6 el paquete estadistico NCSS 2007 (version 1). (Anexo 5).




8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Extraccion de las proteinas en las harinas.

En la tabla 8, se muestran los resultados del contenido de nitrégeno en la harina
desgrasada y en el CP de la FVA. Se observa que el porcentaje de proteina en la

harina de la FVA fue de 14.4% y en el concentrado proteinico de 13.7%.

Tabla 8. Porcentaje de proteina en la HFVA 'y en el CP.

Porcentaje de proteina
Materia prima

Harina CP

FVA 144+1.2 13.7+0.3

Los datos son el promedio de dos repeticiones

En este trabajo se utilizé la fraccion vegetal de amaranto (FVA) compuesta de
tallos y hojas que quedaron en el campo después de la cosecha del grano, este
material se considera un residuo agroindustrial. El cultivo se localizé en la
Delegacion Milpa Alta de la Ciudad de México. De acuerdo a los resultados, el
contenido de proteina en la harina de la FVA fue menor al reportado por Gémez
(2014), quien obtuvo 24.75 %, cabe mencionar que el material que utilizé este
autor fue recolectado en la etapa reprodutiva, ademas de que fue cultivado y
cosechado en Loma Bonita, Oaxaca. De igual manera, Morales et al., (2009)
reportaron un contenido de 21.6% de proteina en la hoja. Por otro lado, el
contenido de proteina de este estudio fue similar al reportado por Soriano et al.,
(2004) y Lépez et al., (2014), quienes obtuvieron 14.18% y 15.49% de proteina en
la hoja, respectivamente. Por otro lado, Arce (2011) determiné el contenido de
proteina en las diferentes partes de la planta del amaranto (Amaranthus

hypochondriacus L.): hoja, tallo y dos tipos de rastrojo; RT (compuesto de hoja,




tallo e inflorescencia) y RC (compuesto de hoja, tallo, inflorescencia y grano). Los
resultados para RT fueron de 8.8%, RC 14.1%, tallo 1.8% y para la hoja fue de
19.6%. El contenido de proteina que reportaron Alfaro et al., (1987) en el tercer
corte fue igual al de este trabajo. Ellos realizaron tres cortes 25, 40 y 60 dias
después de la emergencia de las plantulas. Asi que, el contenido de proteina en el
primer corte fue 29.5%, en el segundo de 22.7% y en el tercer corte 14.4%. Esto
significa que entre mayor tiempo haya transcurrido a partir de la emergencia de las
plantulas, el contenido de proteina disminuye. Es decir, los valores del contenido
de proteina pueden variar de acuerdo a las etapas fisiologicas y seccion de la
planta, asi como la localizacion del cultivo. Todos estos datos reportados fueron

analizados en base seca.

En cuanto al método de extraccion de proteinas de la HFVA se obtuvo un
rendimiento de 95.14%, este fue similar al reportado por Gémez (2014), quien
utilizé la misma técnica que en este estudio (precipitacién isoeléctrica). Debido al
alto porcentaje de rendimiento, este método es el mas adecuado para el
aislamiento de proteinas a partir HFVA comparado con otros métodos reportados.

Por ejemplo, Cordero et al., (2005) realizaron aislados de proteinas del grano de
amaranto por precipitacion isoeléctrica y por formacion de micelas, obteniendo un
rendimiento de 56.4% y 15.9% respectivamente. Mientras que Castel et al., (2012)
reportaron rendimientos de 73.1% y 52.5% cuando realizaron precipitacion
isoeléctrica y ultrafiltracion para la obtencion de concentrados de proteinas del
grano de amaranto. Por su parte, Rodriguez et al.,, (2005) reportaron un
rendimiento del 60% en aislados de lupino (Lupinus campestris) por micelacion;
mientras que Paredes y Ondorica (1986), obtuvieron un rendimiento de 46% en un
aislado de semillas de una variedad de girasol utilizando el método de micelacion

y precipitacion isoeléctrica.




8.2. Identificacion de proteinas de los CP de la FVA y (SDS-PAGE).

En la figura 4 se puede observar el perfil electroforético desnaturalizante de las
muestras del CP de la FVA se les determind. Los pesos moleculares de las
bandas que se aprecian en el gel se calcularon por la movilidad electroforética

relativa (Rf).

Figura 4. Pefrfil electroforético del CP de la FVA; carril 1: marcador de PM (bajo rango), carril 2:
BSA, Carriles 3, 4, 5y 6 son replicas del CP de la FVA.

Las 4 bandas que se aprecian en los carriles 3, 4, 5y 6 en el gel (Figura 4)
corresponden a pesos moleculares aproximados de 61.9, 42.3, 23.9 y 14.38 kDa;
estos podrian corresponder a las subunidades de la albumina como fue observado

por Konishi et al.,, (1991), quienes encontraron cuatro bandas con pesos




moleculares de 56, 36, 26 y 22 kDa. Ellos realizaron dos extracciones
secuenciales a partir de las proteinas del grano de amaranto y describen dos tipos
de albumina: albumina 1, que fue extraida con agua y soluciones salinas; y
albumina 2, extraida solamente con agua. Por otro lado, Tovar et al., (2009)
reportaron que la albumina presente en el grano de amaranto tuvo un perfil
electroforético con bandas de pesos moleculares de 45, 36, 26, 22 y 17 kDa;
mientras que Ortiz (2013) reporté para la albumina 1 del grano de amaranto
bandas de pesos moleculares de 56, 48, 34, 20 y 17 kDa. Otros autores que
también utilizaron el método de precipitacion isoeléctrica para realizar el
aislamiento de las proteinas reportaron perfiles electroforéticos con bandas
similares a las de este estudio. Por ejemplo, Castel et al. (2012) encontraron
bandas de pesos moleculares de 56.4 a 26.2 kDa, bandas menores de 87.9 a 21.5
kDa y bandas definidas entre 20 y 14 kDa para el CP del grano de amaranto (A.
mantegazzianus). Por otra parte, Bucaro y Bressani (2002); y Gorinstein et al.
(2002), utilizando diferentes metodologias para la extraccion de proteinas en el
grano de amaranto reportaron mayor proporcion albiminas, seguidas de
globulinas y glutelinas. Finalmente, Gémez (2014) obtuvo un perfil con cuatro
bandas con pesos moleculares aproximados de 52.73, 35.87, 27.86 y 18.81 kDa a
partir de un CP de la FVA. Es importante mencionar que hay una carencia de
informacion respecto al perfil electroforético de las proteinas presentes en las
hojas de amaranto, por lo que este trabajo, junto con el de Gémez (2014) serian

precursores en esta area.




8.3. Hidrdlisis enzimatica

Los resultados de las hidrolisis monoenziméticas con Alcalasa® y Flavourzyme®
del CP de la FVA se muestran en la figura 5. Los porcentajes del grado de

hidrolisis fueron de 12.64% y 16.31%, respectivamente.
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Figura 5. Hidrélisis enzimatica del CP de la FVA hidrolizados con Flavourzyme® (4) y Alcalasa® (m)
Las letras mindsculas diferentes en la misma curva indican diferencia significativa (P<0.05).
Las letras mayusculas Indican diferencias significativas entre las enzimas.

Estos datos fueron el promedio de dos repeticiones

En los primeros 30 min el porcentaje de GH se incrementd rapidamente con
ambas enzimas. Posteriormente, con Alcalasa® se observé que entre los 30 y 120
min alcanzo6 su valor maximo (12.64 %) y no hubo diferencia significativa entre los

valores de %GH obtenidos en ese intervalo de tiempo. Por otro lado, con




Flavourzyme® se observd una desaceleracion en la hidrdlisis entre los 30 y 60
minutos, posterior a ese intervalo de tiempo y hasta los 120 minutos de reaccion
no hubo diferencia significativa entre los valores del % GH. En la tabla 9 se
muestran los resultados del %GH obtenidos en este trabajo y los reportados en la
bibliografia para proteinas de fuentes vegetales hidrolizadas, principalmente, con
Alcalasa® y Flavourzyme®. Se observa que hay una amplia diferencia entre los
valores del % de GH obtenidos al hidrolizar proteinas vegetales con éstas
enzimas, esto puede deberse a que se utilizaron diferentes métodos para su
determinaciéon, ademas la relacion E/S y el tiempo de reaccion también son
distintos. Con Flavourzyme® se obtuvo un mayor % de GH en comparaciéon con
Alcalasa®, esto pudo deberse a que esta enzima tiene actividades endo y exo
peptidasas, incrementando la hidrélisis de los enlaces peptidicos. Este mismo
efecto fue reportado durante la hidrdlisis de glicina de soya cuando se comparo la
potencialidad entre Flavourzyme® y un preparado proteolitico de Streptomyces

griseus (Medrano y del Catillo 2011).

A pesar de que los porcentajes del GH fueron menores a muchos de los
reportados en la literatura, estos se obtuvieron en menos tiempo. Esto puede ser
muy conveniente porque en otros estudios se ha reportado que se requieren de
tiempos de hidrélisis de hasta 18 h para obtener péptidos antihipertensivo, y
superiores a 24 h para obtener péptidos antioxidantes (Tovar y col., 2009; Ortiz y
Soriano, 2010).




Tabla 9. Comparacion del % de GH de diferentes fuentes proteinicas hidrolizados con Alcalasa® y Flavourzyme®.

Fuente de : , Relacion . Tiempo de 0 :
proteina Enzima Proteina E/S (AU/Q) Método hidrélisis %GH Referencia
Flavourzyme® . 50 LAPU/g OPA 2h 16.31% .
FVA albumina En este trabajo
Alcalasa® 1:7 OPA 2h 12.64%
o 0.8 1h 12%
albumina 1 08 o4 h ey
. 0
Grano del Alcalasa® TNBS Tovar et al.,
amaranto 0.8 1h 504 (2009)
globulina
0.8 27 h 38%
albimina 1 0.4 1h 5.40%
Soriano y
Grano del Alcalasa® 1.2 TNBS 18 h 62.30% Escalona,
amaranto : 0.4 1h 2.50% 2015
globulina
1.2 15h 26%
Canola Alcalasa® 0.3 1h 20.60%
Flavourzyme® 50 LAPU/g 1h 6.33% Cumby et al.,
Flavourzyme® y 0.3 AU/g - 2008
Alcalasa® 50 LAPU/g 3h 18.9%
Glutelina de | Alcalasa® 0.12 05h 12.70%
cebada TNBS Xia et al., 2012
Flavourzyme® 40 LAPU/g 0.5h 15%
Alcalasa®- 0.3 Au/g - Ruiz et al.
0.7h 43.01% ’
Flavourzyme®
Frijol y S0LAPUG [ 4pa (2011)
Pepsina-pancreatina 1:10 1h 26.15%
FVA Alcalasa® 1:20 OPA 0.5h 26.97% | Gomez, (2014)




8.4. Determinacion de la actividad antioxidante.

En la figura 6, se muestra la actividad antioxidante de las cinco fracciones

peptidicas del hidrolizado con Flavourzyme®. Se observa que todas las fracciones

peptidicas tuvieron actividad antioxidante. Las fracciones >10, 3-5 y 1-3 kDa

mostraron diferencias significativas entre ellas, mientras que las fracciones de 5-

10 y <1 kDa no mostraron diferencias significativas y fueron las fracciones con

mayor actividad.
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Figura 6. Actividad antioxidante de las cinco fracciones peptidicas obtenidas a partir de la hidrdlisis de

las proteinas de la FVA con Flavourzyme®. Las letras diferentes indican diferencias significativa

(P<0.05). Estos datos fueron el promedio de tres repeticiones.

Por otro lado, en la figura 7 se muestra la actividad antioxidante de las cinco

fracciones peptidicas del hidrolizado obtenido con Alcalasa®. Se observa que

todas las fracciones tuvieron actividad antioxidante, y fueron significativamente




diferentes entre ellas, siendo la fraccién <1 kDa la que obtuvo mayor actividad

antioxidante.
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Figura 7. Actividad antioxidante de las cinco fracciones peptidicas obtenidas a partir de la hidrélisis de las
proteinas de la FVA con Alcalasa®. Las letras diferentes indican diferencias significativa (P<0.05). Estos

datos fueron el promedio de tres repeticiones.

En la figura 8 se muestra la comparacién de la actividad antioxidante entre las
fracciones peptidicas obtenidas con Alcalasa® y Flavourzyme®. Las fracciones
>10, 5-10, 3-5 y 1-3 kDa mostraron diferencias significativas entre las enzimas,
mientras que las fracciones <1 kDa con las dos enzimas y la fraccion 5-10 kDa con
Flavourzyme® no hubo diferencias significativas. La fraccion de 3- 5 kDa con
Alcalasa® y la fraccion de 1-3 kDa con Flavourzyme® no mostraron diferencia

significativa entre ellas. Pero de todas las fracciones la de mayor actividad




antioxidante fueron las fracciones 5-10 y <1 kDa independientemente de la

enzima.
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Figura 8. Actividad antioxidante de las cinco fracciones peptidicas obtenidas a partir de la hidrélisis de las
proteinas de la FVA con Alcalasa® o Flavourzyme®. Las letras diferentes indican diferencias significativa

(P<0.05). Estos datos fueron el promedio de tres repeticiones.

Las cinco fracciones peptidicas, obtenidas con ambas enzimas, fueron capaces de
eliminar los radicales ABTS; es decir, estos péptidos pueden convertir a los
radicales libres en moléculas mas estables y podrian coadyuvar en el tratamiento

de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

Diferentes autores han reportado la actividad antioxidante en distintas unidades de
medicion por ejemplo; porcentaje de inhibicion (% 1), concentracion de péptidos

que inhiben el 50% de la actividad antioxidante (ICso) y la capacidad antioxidante




equivalente al trolox (TEAC). Por lo tanto, es dificil hacer una comparaciéon entre
los valores obtenidos en este trabajo con los reportados por otros autores. A pesar
de esto, existen varios reportes que, al igual que en este trabajo, observaron que
las fracciones de menor tamafio poseen mayor actividad antioxidante (Tabla 10).
Ruiz et al., (2011), a partir de las proteinas del frijol dificil de cocer y utilizando un
sistema enzimético secuenciales (Alcalasa®-Flavourzyme® y Pepsina-
pancreatina) reportaron que la fraccion de <1 kDa, en ambos hidrolizados, tuvo los
valores mas altos de mM TEAC/ mg de proteina. Por otra parte, Xia et al. (2012)
evaluaron la actividad antioxidante de péptidos derivados del gluten de cebada
obtenidos con Alcalasa®. De las tres fracciones producidas (>10 kDa, 10-1 kDa,
<1 kDa), la primera mostr6 mayor actividad para captar DPPH y poder reductor;
mientras que la dltima fue mas eficiente en quelar iones Fe?* y OH. Asimismo,
Zhang et al., (2014), a partir de proteinas de patata dulce hidrolizadas con
Alcalasa® obtuvieron cuatro fracciones peptidicas siendo la fraccion menor a 3
kDa la que obtuvo mayor actividad de barrido OH" y mayor capacidad quelante de
Fe 2. Igualmente, Li et al., (2008) obtuvieron péptidos a partir de hidrolizado de
proteina de garbanzo con Alcalasa®, siendo los péptidos de bajo peso molecular
los que mostraron mayor actividad de eliminacion de radical hidroxilo. En cuanto a
péptidos antioxidantes obtenidos a partir de amaranto, Tironi y Af6n (2010)
mostraron la presencia de péptidos antioxidantes en hidrolizados del aislado
proteinico del grano de amaranto (Amaranthus mantegazzianus) y en las
fracciones proteicas de éste, albumina, globulina y glutelina; teniendo la mayor
actividad ésta ultima. También observaron que un mayor grado de hidrdlisis (30
%), obtenido con la hidrélisis extendida, incrementé la actividad antioxidante
debido a la presencia de péptidos menores a 0.5 KDa. Es importante mencionar,
que no existen reportes en la literatura sobre péptidos obtenidos a partir de
proteinas de hojas de plantas, incluido el amaranto. Por lo que este trabajo es un
precedente para futuras investigaciones en este tépico. Ademas, la ventaja de los
resultados en este estudio pone de manifiesto el potencial de la fraccion vegetal
del amaranto (FVA) para la obtencion de un producto de valor agregado con

amplia aplicacion en la industria.




Tabla 10. Comparacion de la actividad antioxidante de péptidos

diferentes metodologias.

de diferentes fuentes vegetales determinada con

Metodologia para la

Valores

Fuente Enzima % GH determinacion de la Fracciones : Referencia
- S obtenidos
actividad antioxidante
Flavourzyme® | 16.31% ABTSpEQ('\e’IlngAC/ g <1 kDa 3.50
FVA En este trabajo
Alcalasa® | 12.64% | ABTS (MMTEAC/ <1 kDa 3.65
proteina)
Flavourzyme®- 43.01% ABTS (mM TEAC/g <1 kDa 888.43
Frijol Alcalqsa® proteina) Ruiz et al., (2011)
Pepsina- 26.150 | ABTS (MM TEAC/g <1 kDa 1, 985.50
Pancreatina proteina)
Capacidad quelante de Fe
Papa cal 2+ (%) <3 kDa 82.27 H I
dulce Alcalasa® Zhang et al., (2014)
Radical hidroxilo (OH¢) (%) <3 kDa 59.74
18.80% | RAP (MM eq. acido >50 kDa 1.009
ascorbico)
Poder reductor (mM eq. 3
Soja Flavourzyme® | 36.60% 4cido ascorbico >50 kDa 0.400x10 Moure et al., (2006)
63.40% | Radical hidroxilo (OH*) (%) | 30y 50 kDa 69.75
42.10% ABTS (mM Trolox eq.) >50 kDa 6.64




9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA

9.1. Conclusiones.

El residuo agroindustrial que se genera después de la cosecha del grano
(FVA) es una fuente viable para la obtencidn de proteinas.

El perfil electroforético del concentrado proteinico de la FVA mostré bandas
de proteinas que podrian, mayoritariamente, ser albumina de acuerdo al
peso molecular de esas bandas.

Las enzimas utilizadas fueron eficientes para hidrolizar las proteinas
presentes en el concentrado proteinico de la FVA.

Todas las fracciones peptidicas, obtenidas con ambas enzimas,
presentaron actividad antioxidante, sin embargo, la fraccién de <1 kDa fue
la de mayor actividad independientemente de la enzima.

Este trabajo es un antecedente y pone de manifiesto el potencial de la
fraccion vegetal del amaranto (FVA) para la obtencion de péptidos con

actividad antioxidante.

9.2. Perspectiva.

>

Optimizar la relacion enzima/sustrato (E/S) que favorezca la obtencion de

mayor actividad antioxidante.

Determinar la actividad antioxidante de los péptidos de la FVA por
diferentes métodos (ORA, DPPH, FRAD, radical hidroxilo y metal quelante).

Evaluar el contenido y secuencia de aminoacidos en cada fraccion

peptidica y relacionarla con su actividad.

En funcion de la composicion de aminoécidos de las fracciones con mayor

actividad evaluar sus aplicaciones potenciales (alimentos o cosméticos).
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11. ANEXOS

Anexo 1

Curva estandar de L-Serina

Tabla 11. Preparacion del reactivo OPA.

REACTIVO OPA Para 200mL
Tetra borato de sodio 7.620 g
SDS 200 mg
Disolver en 150 mL de H,O deionizada, antes de continuar
O-ftalaldehido 160 mg disueltos en 4mL de etanol
DTT 99% 176 mg

Completar el volumen hasta 200 mL.
MANTENER EN AUSENCIA DE LA LUZ POR NO MAS DE 2 SEMANAS.

Tabla 12. Curva estandar L-Serina (50mg/500mL).

CURVA ESTANDAR DE L-SERINA

H,0 Estandar Reactivo stock Ab1l Ab1 promediode
destilada L-serina OPA serina
Ab
(0.1
mg_;/m L)
200 UL e 1.5mL 0 0 0 0
150 pL 50 L 1L5mL 50 0.153  0.145 0.149
100 L 100 pL 1.5mL 100 0337 0318 0.328
50 pL 150 pL 1.5mL 150 0502  0.493 0.498
0 200 pL 1.5 mL

200 0.687 0.722 0.705




Curva L-Serina

y =29.18x + 0.034
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Figura 9. Curva estandar de L-Serina

El grado de hidrdlisis (% GH) se calcula usando la siguiente formula (Dominguez
20009).

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

Donde:
Grupos amino libres en el hidrolizado se obtienen por el método de OPA.

Grupos amino libres en el hidrolizado acido se obtienen por hidrolisis total con HCI.




La hidrdlisis total se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Megias et al.,
(2004)

*Preparar HCI 6N el mismo dia de uso.

1. Pesar 4 mg de proteina (de acuerdo al contenido de proteina/g de cada

muestra).
2. Agregar 6 mL de HCI 6N.

3. Bombear N gaseosos dentro de los tubos por 15 s para sustituir la atmésfera.

Tapar bien.
4. Incubar por 24 h a 110 °C.
5. Enfriar los tubos a temperatura ambiente.

6. Una vez que se enfriaron abrir los tubos y evaporar el acido en una estufa de

vacio a 90°C.

7. Resuspender las cenizas en 2 ml de SDS 1% dar un pulso en el vortex y
centrifugar a 1500 rpm por 15 min a 4°C.

8. Recuperar el sobrenadante y almacenar a 4°C hasta su uso.

9. Determinar los aminoéacidos libres mediante la técnica de OPA. Si es necesario
diluir 1:10 con SDS 1%.

* Cada muestra se realiza por duplicado.

Pasos para la lectura de absorbancia de las muestras en el espectro y determinar

el grado de hidrdlisis.

% Encender el espectro 10 min antes.

>

L)

L)

» En un tubo eppendorf de 2.0 mL agregar 200uL de agua desionizada.

X/
L X4

Agregar 1.5mL del reactivo de OPA (mantener protegido de la luz).
% Mezclar 5 segundos cuidadosamente
¢ Incubar protegido de la luz por 2 min EXACTAMENTE.




« Ajustar a 340 nm

% Repetir usando 200puL del estandar y registrar la absorbancia.

% Repetir para cada muestra y asegurarse de que las absorbancias se
encuentran en el rango de la curva estandar o por debajo de la
absorbancia obtenida del estandar. Si es necesario diluir 1:100 en SDS
1%

% Interpolar los valores de absorbancia en la curva de L-serina de acuerdo

a la ecuacioén de la recta obtenida.

Anexo 2.

En la tabla 13 se muestra la determinacién del peso molecular de una proteina
desconocida, mediante SDS-PAGE. La movilidad electroforética relativa (Rf) es

inversamente proporcional al logaritmo del PM.

Tabla 13. Movilidad electroforética relativa (Rf) del marcador de PM.

Distancia que migra una Distancia que migra

log PM  Marcador (PM kDa) determinada proteina el frente del gel Rf

1.1584 14.4 1 7.5 0.133
1.3324 21.5 2.3 0.307
1.4914 31 3.2 0.427
1.6532 45 4.8 0.640
1.8209 66.2 6.1 0.813
1.9886 97.4 6.7 0.893

En la figura 10 se muestra la grafica de la curva de referencia con estandares de
PM conocido, donde se obtiene una linea de referencia en la cual se puede

interpolar y asi obtener los pesos moleculares de las proteinas incognitas.
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Figura 10. Curva de referencia para estimacién del peso molecular de proteinas.

Anexo 3.

Determinacion de proteina total (Bradford1976)

En la Tabla 14, se muestra las concentraciones de albumina que se utilizaron para
la curva estandar, en la cual las absorbancias obtenidas sirvieron de referencia
para la cuantificacion de proteina en las fracciones peptidicas de los hidrolizados
con Alcalasa® y Flavourzyme®.




Tabla 14. Curva estandar para la determinacion de proteina total (Bradford 1976).

Curva estandar de albumina

albumina
mg/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio de las Abs
0 0.335 0.335 0.335
0.001 0.028 0.011 0.033 0.024
0.003 0.062 0.065 0.076 0.068
0.005 0.114 0.117 0.12 0.117
0.01 0.25 0.247 0.226 0.241
0.02 0.44 0.469 0.453 0.454
0.5
0.45 y = 22.835x + 0.0022
€ 0.35
c
2 0.3
(1]
S 0.25
©
£ 02
2
< 0.15
0.1
0.05
0
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025
Albimina sérica bovina (mg/mL)

Figura 11. Grafica de la ecuacion de la recta de albumina.




Anexo 4.

Se determind la actividad antioxidante mediante la metodologia propuesto por
Pukalskas et al., (2002).

Se prepar6 una solucién 2 mM de ABTS (2,2' Azinobis-3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfénico) disolviendo 0.0515 g de ABTS en 50 ml de PBS 0.01 M (buffer salino de
fosfatos) el cual se prepar6 con 0.7098 g de Na,HPO4, 0.1347 g de KH;POy,,
4.0908 g de NaCl y 0.0749 g de KCI disueltos en 500 ml de agua bidestilada,
ajustando el pH a 7.4 con NaOH 1.0 M. El radical cation ABTS-" se obtuvo al
mezclar 50 ml de la solucion de ABTS con 200 pl de persulfato de potasio
(K2S40g) 70mM (esta soluciébn permanecié en un cuarto oscuro a temperatura
ambiente 16-17 h antes de su uso). El radical ABTS-" se diluyé en buffer PBS
hasta alcanzar una absorbancia de 0.8 + 0.030 medida a una longitud de onda de
734 nm.

Se realizé una curva estandar de Trolox, disolviendo inicialmente en microtubos de
2 ml, 990 pl de radical ABTS-" diluido y 10 pl de solucién Trolox a 0.5, 1, 1.5, 2 y
2.5 mM (agitando en un vortex). Posteriormente, se colocé dicha solucion en una
celda de cuarzo y se determiné la absorbancia a 734 nm para cada concentracion
de trolox exactamente después de 6 min. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion, se
graficéd la concentracién de Trolox vs % Inhibicion y se obtuvo la ecuacién de la
linea de tendencia (y = mx + b). Las muestras se ajustaron a una concentracion
final de 0.5mg/mL. La medicion de la actividad antioxidante de las muestras se
efectu6 mezclando 10 pl de las fracciones y 990 pl de radical ABTS -* en
microtubos de 2 ml, para posteriormente determinar la absorbancia a 734 nm en
una celda de cuarzo dejandolo a un tiempo fijo 6 min. El porcentaje de inhibicion
de los estandares (%Ilg) y de la muestra (%ly), asi como la capacidad antioxidante

equivalente de Trolox (TEAC) se calcul6 utilizando las siguientes ecuaciones:




%inhibicién = (AB-AA)/AB)*100

Donde:
AB = Absorbancia del blanco.

AA = Absorbancia de la muestra.

La capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC) se calculé usando la

siguiente formula:

TEAC = (%Im-b)/m

Donde:
% Im = Porcentaje de Inhibicién de la muestra.
b = Punto de interseccion.

m = Pendiente de la recta.

En la tabla 15, se muestra las absorbancias de cada concentracién de trolox para

asi obtener el porcentaje de inhibicion y se realizo la ecuacion de la recta.

Tabla 15. Curva estandar de Trolox.

Promedio

0,
Conc.Trolox — Apc 1 Abs.2  Abs.3  Absdela %
(mM) Inhibicion
muestra
Blanco 0.802
0.5 0.656 0.651 0.656 0.654 18.21
1.0 0.525 0.522 0.522 0.523 34.63
1.5 0.383 0.422 0.369 0.391 51.08
2.0 0.262 0.259 0.253 0.258 67.75

2.5 0.119 0.123 0.151 0.131 83.63




Curva estandar de Trolox

100 y = 34.809x + 1.0154
2 =
9 R?=0.9991
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Figura 12. Gréfica de la ecuacion de la recta de la curva estandar de Trolox.




Anexo 5.

Analisis estadisticos

Andlisis de varianza. En las tablas se muestra las medias entre los grupos.

Tabla 16. Comparaciéon de tiempos de hidrdlisis con Flavourzyme.

Enzima Tl_emp(_) Qe Cantidad Medias Diferencia de grupos
hidrolisis
15F, 30F, 60F, 90F,
0 4 0 120F
15 4 5 3125 OF, 30F, 60F, 90F,
Flavourzyme® 120F
' OF, 15F, 60F, 90F,
30 4 1271 oo
90 4 15.6125  OF, 15F, 30F
60 4 16.1625  OF, 15F, 30F
120 4 16.3075  OF, 15F, 30F

Tabla 17. Comparacion de tiempos de hidrolisis con Alcalasa.

Enzima Tlgmpq (_je Cantidad Medias Diferencia de grupos
hidrélisis
0 4 0 15 A, 30 A, 90 A,60 A,
120 A.
15 4 6.515 0A,30 A90 A,60 A, 120
A.
Alcalasa® 30 4 115525  OA, 15 A
90 4 11.74 0OA, 15 A
60 4 11.75 0OA, 15 A
120 4 12.6375 0OA, 15 A




Tabla 18. Comparacion de tiempo de hidrolisis entre Flavourzyme y Alcalasa.

Tiempo de

Enzima hidrélisis Cantidad Medias Diferencia de grupos
15F, 15A, 30A, 60A, 90A,120
0A 4 0 A, 30F, 60F, 90F, 120F.
OF 4 0 15F,15A,30 A, 60 A,90 A,120
A,30F,60F,90F,120F.
0A,0F,30A,90 A,60 A,120
15F 4 >-3125 A,30F,60F,90F,120F.
0A,0F,30A,90 A,60 A,120
15A 4 6.513 A,30F,60F,90F,120F.
Flavourzvme® 30A 4 11.5225 OA,0F,15F,15 A,60F,90F,120F
Alcalasag ! 90A 4 11.74 0OA,OF,15F,15 A,60F,90F,120F
60A 4 11.75 0OA,OF,15F,15 A,60F,90F,120F
120A 4 12.6375 0A,0F,15F,15 A,60F,90F,120F
30F 4 12.71 OA,0F,15F,15 A,60F,90F,120F
0A,0F,15F,15 A,30 A,90 A,60
60F 4 15.6125 A.120 A 30F.
0A,0F,15F,15 A,30 A,90 A,60
90F 4 16.1625 A.120 A 30F.
120F 4 16.3075 0A,0F,15F,15 A,30 A,90 A,60

A,120 A,30F.




Tabla 19. Diferencias entre fracciones peptidicas con Flavourzyme.

Fracciones
peptidicas Grupo Cantidad Medias Diferencia de grupos
(kDa)

>10 (F1) F1F 3 1.615 F3F, FAF, F2F, F5F
3-5 (F3) F3F 3 2.6886 F1F, FAF, F2F, F5F
1-3 (F4) FAF 3 2.9566 F1F, F3F, F2F, F5F
5-10 (F2) F2F 3 3.4933 F1F, F3F, F4F
<1l (F5) F5F 3 3.5023 F1F, F3F, F4F

Tabla 20. Diferencias entre fracciones peptidicas con Alcalasa.

Fracciones
peptidicas Grupo Cantidad Medias Diferencia de grupos
(kDa)

>10 (F1) F1A 3 2.1094 F4A, F3A, F2A, F5A
1-3 (F4) F4A 3 2.8384 F1A, F2A, F5A
3-5 (F3) F3A 3 2.9010 F1A, F2A, F5A
5-10 (F2) F2A 3 3.3079 F1A, F4A, F3A, F5A
<1l (F5) F5A 3 3.6545 F1A, F4A, F3A, F2A




Tabla 21. Comparacién de fracciones peptidicas entre ambas enzimas.

Fracciones
peptidicas Grupo Cantidad Medias Diferencia de grupos
(kDa)
F1HA F3HF,FAHA,F3HA FAHF,F2HA F2HF,
>10 (F1) F1F 3 1.615 F5HF.F5HA.
F1HF,F3HF,F4HA F3HA F4HF,F2HA, F2HF,
>10 (F1) F1A 3 2.1094 F5HF F5HA
F1HF,F1HA,FAHA,F3HA FAHF,F2HA F2HF,
3-5 (F3) F3F 2.6886 F5HF FSHA.

2.8384  F1HF,F1HA F3HF,F2HA F2HF,F5HF,F5HA.
2.9010  F1HF,F1HA F3HF,F2HA F2HF,F5HF,F5HA.
2.9566  F1HF,F1HA F3HF,F2HA F2HF,F5HF,F5HA.
33079  FLHF.FLHAF3HF FAHA F3HA FAHF,F2HF,
F5HF,F5HA.
3.4933  F1HF,F1HA F3HF,F4HA F3HA, FAHF,F2HA
3.5023  F1HF,F1HA F3HF,F4HA F3HA, FAHF,F2HA
3.6545  F1HF,F1HA F3HF,F4HA F3HA, FAHF,F2HA

1-3 (F4)  F4A
35 (F3)  F3A
1-3 (F4)  F4F

5-10 (F2)  F2A

5-10 (F2)  F2F
<1 (F5) F5F
<1 (F5) F5A
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