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Resumen

Este trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar los efectos de la temperatura (T),
tiempo (t), pH, asi como una digestion in vitro sobre la estabilidad de las siguientes
actividades: actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (AIECA),
actividad antitrombética (AAT) evaluada como la inhibicién de la agregacion plaquetaria,
actividad quelante de Fe?* (AQF), actividad quelante de Cu?* (AQC) y actividad antioxidante
(AAO) de hidrolizados de proteina seleccionados de amaranto denominados Alb1H103,
Alb1H88, Alb1H24, GloH24 y GloH88. La estabilidad frente al tratamiento térmico (40-100
°C) durante 1h a pH 4.0 y 7.0 no mostr6 diferencias significativas para todas las actividades
ensayadas. El efecto del pH (2.0-10.0) sobre las bioactividades fue insignificante en la
AIECA Y AAT, sin embargo, para la AAO, AQC y AQF disminuyo ligeramente a pHs
fuertemente acidos y alcalinos. La prueba de digestion in vitro se realizd con pepsina (p),
tripsina (T) y a-quimiotripsina (Q). al utilizar la pepsina como tratamiento previo de los
hidrolizados provoco una mejor actividad proteolitica de la T y Q; de forma general, los
hidrolizados a 100° C por 1 hora a pH 4, mostré un aumento significativo para cada una de
las bioactividades ensayadas. Contrariamente a lo ocurrido a pH 7.0, no hubo diferencia
significativa. Por tanto, en este trabajo de investigacion la actividad biolégica de los

hidrolizados se conservo o mejor6 dependiendo de las condiciones de procesamiento.
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Abstract

This research work aimed to evaluate the effects of temperature (T), time (t), pH, as well as
an in vitro digestion on the stability of the following activities: inhibitory activity of
angiotensin converting enzyme (AIECA), antithrombotic activity (AAT) evaluated as the
inhibition of platelet aggregation, Fe?* chelating activity (AQF), Cu?* chelating activity
(AQC) and antioxidant activity (AAO) of selected protein hydrolysates of amaranth called
Alb1H103, Alb1H88, Alb1H24, GloH24 and GloH88. Stability against heat treatment (40-
100 ° C) for 1h at pH 4.0 and 7.0 did not show significant differences for all the activities
tested. The effect of pH (2.0-10.0) on bioactivities was negligible in AIECA and AAT,
however, for AAO, AQC and AQF it decreased slightly at strongly acidic and alkaline pHs.
The in vitro digestion test was performed with pepsin (p), trypsin (T) and a-chymotrypsin
(Q). When using the pepsin as a previous treatment of the hydrolysates, it caused a better
proteolytic activity of the T and Q; in general, the hydrolysates at 100 ° C for 1 hour at pH 4,
showed a significant increase for each of the bioactivities tested. Contrary to what happened
at pH 7.0, there was no significant difference. Therefore, in this research work the biological
activity of the hydrolysates was conserved or improved depending on the processing

conditions.
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Introduccion

Las proteinas de los alimentos de origen animal, vegetal y fungico aportan al
organismo los aminodcidos requeridos para el funcionamiento de las células de los
organismos. En el &rea de la biotecnologia de los alimentos las proteinas no solo son fuente
de aminoécidos, sino fuente para la obtencidn de péptidos con diversas actividades biol6gicas
(antihipertensivas, hipoglucemiantes, antioxidantes, inmunomoduladoras entre otras). Estos
péptidos pueden ser adicionados a matrices alimentarias, para la formulacién de alimentos
funcionales (AF) (Mulero-Canovas, 2011).

Estos péptidos bioactivos se han definido como secuencias de aminoacidos (a.a) con
actividad biologica. Se caracterizan por ser péptidos de pequefio tamarfio de entre 3-20 a.a.
aproximadamente. Para la obtencion de estos, es necesario llevar a cabo un proceso
denominado hidrdlisis, a treves del cual se generan diversos péptidos con diferente estructura
quimica con la capacidad para ejercer variadas actividades biologicas en funcion de su
estructura. (Mulero-Canovas, 2011). La obtencidn de péptidos bioactivos de diversas fuentes
proteicas se ha realizado a graves de fermentacion, hidrolisis quimica e hidrdlisis enzimatica,

siendo la hidrolisis enzimatica la mas utilizada.

Por otra parte, los péptidos bioactivos deben ser sometidos a diversas condiciones de
tratamientos de procesamiento de alimentos como: temperatura, pH, presion entre otros, ya
que estos deben conservar su estabilidad para ser considerados ingredientes funcionales para
el disefio de AF.

Este trabajo de investigacion esta enfocado en evaluar las actividades biologicas
presentes en las fracciones proteicas del grano de Amaranthus hypochondryacus, asi como

su estabilidad bajo diversas condiciones de proceso de alimentos.



Antecedentes

Actualmente, en México existe un interés en el desarrollo de alternativas enfocadas
para disminuir la prevalencia e incidencia de enfermedades consideradas problemas de salud
publica. Una alternativa esta en los alimentos funcionales (AF) los cuales tienen beneficios
nutrimentales mas alla de los intrinsecos, es decir, con beneficios especificos para la salud.
El disefio y produccidn de este tipo de alimentos requiere ingredientes con bioactividades:
antihipertensivas, hipoglucemiantes, antioxidantes, inmunomoduladoras, antitrombdticas,
entre otras. Por lo cual, en la busqueda de ingredientes funcionales (IF) se han investigado
proteinas de diversas fuentes: animales, vegetales y fingicas para producir polipéptidos

bioactivos que puedan ser utilizados como IF.

En este sentido se han evaluado diversos péptidos bioactivos con diferentes
actividades bioldgicas para ser utilizados para el disefio de AF y nutracéuticos. Tan solo en
el 2014 Singh et al reportan méas de 1500 diferentes péptidos bioactivos en la base de datos
Biopep, por su parte Maestri et al (2018) realizaron un metaanalisis, en el cual reportan 807
péptidos bioactivos de origen animal, respecto a los péptidos de origen vegetal también son
numerosos los reportes siendo los méas estudiados los generados con soya, frijol, lenteja, arroz
y amaranto (Akilloglu y Karakaya, 2009; Garcia Mora et al., 2016; Sabbione et al., 2015).
Entre las bioactividades reportadas se encuentran: actividades antihipertensivas,
antimicrobianas, antivirales, opiéaceas, antitromboticas, embriotoxicas, inhibidoras de
proteasas, inmunoestimuladoras e inmunomoduladoras. Sin embargo, las actividades méas
conocidas y extendidas son: la antihipertensiva particularmente la inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina | (ECA), antioxidante, antimicrobiana, de inhibicion de la DPP-
IV; un aspecto relevante de mencionar es la escasez de investigaciones respecto a las
actividades quelantes y antitromboticas respecto a las otras actividades bioldgicas
(Mendoza-Figueroa et al., 2018; Meilingo Qiao et al., 2018; Rui Liu et al., 2019; Li Hao et
al., 2020; Ifeoluwa Adegbola et al.,2020).

Entre las especies vegetales de interés destacan las del género Amaranthus, no solo

por la facilidad de su cultivo, sino por las diversas ventajas nutricionales que presenta, sobre



todo su alto contenido en proteinas en comparacion con otros cereales. De la planta de
amaranto se pueden aprovechar los tallos, las hojas y la semilla conocida coloquialmente

como grano de amaranto.

La semilla del amaranto ademas de ser relevante por sus propiedades nutricionales,
lo es también por ser fuente de péptidos bioactivos. Existen diversos reportes sobre las
diferentes bioactividades en el géenero Amaranthus; Tovar et al., (2009) reportan actividad
inhibitoria de la ECA, (2016); por su parte, Soriano-Santos y Escalona Buendia (2015),
evaluaron la actividad antioxidante e inhibitoria de la ECA, asi como las propiedades tecno
funcionales de los hidrolizados; ambos estudios en la especie Amaranthus hypochondriacu.
En otras especies como Amaranthus mantegazzianus, Sabbione et al., (2016) trabajaron sobre
la actividad antitrombdtica; en A. hypochondriacus incluso se han realizado estudios in silico
como el realizado por Nardo (2017). A partir de estos estudios los investigadores reportan a
los péptidos bioactivos del amaranto como ingredientes funcionales potenciales para el

disefio de AF y nutracéuticos.

No obstante, para el disefio de alimentos funcionales es crucial la estabilidad de los
péptidos bioactivos, ya que existen diversos factores que influyen en su estabilidad, como las
condiciones de procesamiento utilizadas durante la elaboracion del alimento, hasta su
estabilidad frente a las proteasas gastricas, al ser administrado. En este sentido, hasta hace
algunos afos los estudios sobre la estabilidad de péptidos eran escasos, la mayoria enfocados
en las actividades antihipertensivas y antioxidantes como los realizados por Akilloglu y
karakaya (2009) sobre la actividad inhibitoria de la ECA de péptidos de frijol comdn, frijol
pinto y lentejas verdes, frente a un tratamiento térmico de 121.1°C durante 30 min la
actividad disminuyd, pero por 50 min la actividad aumento, posteriormente después de una
digestion gastrointestinal in vitro, la actividad aument6. También Garcia-Mora et al. (2016)
evaluaron la influencia en semillas de lenteja (Lenus culinaris) tanto de la AIECA como de
la AAO, y en ambas aumentd la actividad de los péptidos. En péptidos de origen animal esta
el realizado por Hwang (2009) en péptidos de atun, encontrando estabilidad en condiciones
de pH en rangos de 20.0 a 10.0, bajo tratamiento térmico de 20 a 100°C y una simulacion
gastrointestinal, la AIECA se mantuvo en un 95 a 99 %. encontrando una correlacion entre



la estructura y el efecto, dependiendo de la posicion de los aminoéacidos, en la primera y

penultima posicion.

Como se menciond anteriormente, las investigaciones en la especie Amaranthus
hypochondriacus es diversa en cuanto a las bioactividades que presenta: AIECA, AAO y
AAT. No obstante, es necesario tener informacion especifica sobre las condiciones que
influyen en su estabilidad. Por ende, la siguiente investigacion, esta enfocada en evaluar la
estabilidad de los péptidos bioactivos de A. hypochondriacus bajo diversas condiciones de
proceso de alimentos, para poder ser utilizados como ingredientes funcionales. Ademas, se
evalua su actividad quelante tanto de cobre como de hierro, actividades que hasta el momento

no han sido evaluadas.
Amaranto (Amaranthus sp)

El amaranto es una planta perteneciente al género Amaranthus con aproximadamente
70 especies (Sanchez del Pino et al., 2019). En México las especies con mayor relevancia

econdmica son: A. caudatus L, A. cruentus L. y. A. hypochondriacus L.

Anteriormente se menciond que exceptuando la raiz se pueden aprovechar todas las
estructuras de la planta como alimento. No obstante, para los fines de este trabajo de

investigacién solo nos enfocaremos a las semillas.

Las semillas de amaranto se caracterizan por su tamafio entre 1 y 2 mm de diametro
en forma de discos, el color varia en funcién de la especie, en el caso especifico de A.
hypochondriacus son de color blanquecino. EI componente mayoritario en la semilla es el
almidoén (50-60 %, en peso seco); respecto a las proteinas contiene aproximadamente 15.8-
20 %; con mayores niveles de lisina (aminoacido esencial) en comparacion con otros cereales
(Barba de la Rosa et al., 1992; Soriano-Santos y Avedario Martinez 2013; Mendoza Figueroa
et al., 2018). Asi mismo, contiene acidos grasos saturados, monoinsaturados Yy
poliinsaturados y elevados niveles de escualeno (Berganza et al., 2003; Rodas y Bressani,
2009).



Proteinas de la semilla de amaranto

La clasificacion de las proteinas se realiza con base a sus caracteristicas estructurales
y funcionales; una de ellas es la clasificacion de Osborne (1924) la cual se basa en la

solubilidad de las proteinas.

a) Albaminas, fraccién extraible con agua.

b) Globulinas, fraccién extraible con soluciones salinas diluidas.
c¢) Prolaminas, fraccién extraible con soluciones alcoholicas.

d) Glutelinas, fraccion extraible con soluciones &cidas o alcalinas.

La semilla de amaranto estéa constituida por las fracciones: albdminas, globulinas y glutelinas
siendo insignificantes las prolaminas (Montoya-Rodriguez et al., 2015).

Las fracciones proteicas de la semilla de A. hypochondriacus poseen un alto
contenido en a.a esenciales, destacando los aminoacidos aromaticos (19%) con alto
contenido en lisina (4.9 a 6.1g lys/100g de proteina), aspecto relevante ya que en otros
cereales este se encuentra en cantidades limitantes o no lo presentan. También contiene
triptofano, lisina, acido aspartico, glicina, &cido glutamico, metionina, cisteina, treonina,
isoleucina, valina, entre otros (Mendoza Figueroa et al., 2018). Estos aminoacidos son clave

para las diferentes bioactividades descritas para A. hypochondryacus.
Hidrdlisis enzimatica

Para llevar a cabo la hidrélisis de proteinas, se pueden utilizar diferentes métodos que
van desde los quimicos a traves de acidos hasta los enzimaticos, los cuales son los mas
utilizados en la actualidad. En la hidrdlisis enzimética, se controlan las condiciones de la
reaccion como el pH, temperatura y tiempo, de las cuales depende el grado de hidrolisis e
incluso el tipo de enzima o combinaciones de estas, asi como la concentracion, determinan

la bio funcionalidad de los péptidos formados. (Benitez et al., 2008)

Las enzimas proteoliticas grado alimenticio, se han clasificado con base a su accion

o sitio catalitico:



1) Endoproteasas: hidrolizan enlaces amidicos dentro de la cadena de la proteina
(Benitez et al., 2008).

2) Exoproteasas: hidrolizan a.a terminales de las proteinas o péeptidos (Torruco-Uco
y et al., 2008; Rodriguez da Silva, 2018).

El tipo de sitio catalitico que presentan las enzimas esta dado en funcion del tipo de
aminoéacidos y ligandos que lo conforman. Por tanto, las serinproteasas o cisteinproteasas o
aspartatoproteasas se caracterizan por su contenido en aminoécidos o cationes metalicos y
tiene actividad endo; en las metaloproteasas la actividad se debe a un catiébn metélico,

presentan actividad exo (Adler-Nissen, 1993)

Grado de hidrolisis

El grado de hidrdlisis (GH) es utilizado para reportar el resultado del proceso de hidrdlisis de
las proteinas. Determina la porcidn de enlaces peptidicos hidrolizados sobre el nimero total
de enlaces (Guadix et al., 2000).

GH=(h/htot)100%
Donde

H= namero de enlaces peptidicos hidrolizados
htot = nimero total de enlaces peptidicos presentes en la proteina nativa.

El GH se obtiene a partir de la determinacion de grupos a-amino libres, nitrogeno soluble y
valoracion del proton liberado después de la ruptura de un enlace peptidico a valores de pH
determinados (Guadix et al., 2000).

Distribucion de peso molecular
La caracterizacion de los péptidos bioactivos es relevante, ya que se pueden hacer
inferencias o relaciones con las actividades presentes en estos; por ejemplo, para poder

establecer la relacion entre el tamafio de los péptidos y las actividades presentes, para mostrar



diferencias al utilizar diferentes tratamientos enzimaticos (enzima o enzimas utilizadas,
tiempo de reaccion, concentracion entre otras) para lo cual pueden utilizar diferentes técnicas
como: cromatografia de exclusion, cromatografia liquida de exclusion, cromatografia de fase
reversa, sin embargo la electroforesis en gel SDS-PAGE es la mas utilizada para la

caracterizacion de proteinas e hidrolizados (Kaplan, 2000).

Actividades biologicas

Inhibidores de ECA

Los péptidos inhibitorios de ECA son los mas comunes en los estudios de proteinas
alimentarias. Los primeros inhibidores exdgenos de ECA con un efecto in vivo
antihipertensivo fueron descubiertos en veneno de serpiente, posteriormente se encontraron
varios inhibidores en hidrolizados enzimaticos de proteina presentes en alimentos, como
caseina, suero, gelatina, levadura y maiz. (Philanto y Korhonen, 2003). Sin bien la
especificidad de los péptidos con el sitio activo ain no esta definida en su totalidad, si se sabe
que la secuencia tri-peptidica C terminal es clave ademas de que esta actividad depende méas
de los aminoacidos hidrofébicos (Trp, Tyr, Phe o Pro) encriptados en las proteinas nativas,
se tienen reportes para una mayor afinidad a sustratos o inhibidores competitivos justamente
con a.a hidrofobos o con una lisina o arginina con carga positiva en el grupo a-amino (Meisel,
2001) de hecho el péptido analogo a los farmacos esta integrado por la secuencia Phe-Ala-
Pro, obtenido a partir del veneno de Botrhops jararaca (Bryan, 2009). Al respecto,
Yamamoto et al. (2003) también menciona que péptidos cortos o con presencia de prolina ya
sea en posicion C o N terminal muestran mayor afinidad por el sitio activo de la ECA. Se han
reportado otras secuencias como: Met-Arg-Trp-Arg-Asp, Met-Arg-Trp, Leu-Arg-lle-Pro-
Val-Ala e lle-Ala-Tyr-Lys-Pro-Ala-Gly (Yang et al. (2003).



Péptidos antioxidantes

La generacion de radicales libres durante el metabolismo, asi como las especies reactivas de
oxigeno pueden provocar la oxidacion de componentes celulares lo cual conlleva a la
generacion de enfermedades cronico-degenerativas y envejecimiento. Si bien, nuestro cuerpo
tiene un sistema de defensa a través de la generacion de antioxidantes, cuando se da un
desequilibrio debido a una produccion excesiva de antioxidantes se genera el llamado estrés
oxidativo. Asi, para contrarrestar el estrés oxidativo destacan los antioxidantes de tipo

exogeno como los péptidos antioxidantes.

Estos péptidos tienen como mecanismo unirse a los radicales libres, lo cual evita que estos

se unan a moléculas relevantes para el correcto funcionamiento celular.

En el amaranto, se han reportado péptidos con actividad antioxidante como el
realizado por Soriano-Santos y Escalona-Buendia (2015), trabajaron con la especie
hypochondryacus, utilizando la alcalasa para obtener un hidrolizado de albuminal con un
59.3£1.4 % de actividad reductora del radical DPPH, para el radical ABTS un 60.3 +1.2 %,
en la fraccion de Globulinas reportan el 63.2+0.6 % para el radical DPPH y 69.2+1.3 para el
radical ABTS.

Péptidos quelantes de metales

Los metales son importantes para una gran variedad reacciones biogquimicas en el
organismo. por mencionar un ejemplo, participan como cofactores enzimaticos durante los
procesos metabolicos. No obstante, tanto el hierro como el cobre son capaces de producir
especies reactivas de oxigeno, como el hierro durante la reaccion de Fenton, ocasionando un
aumento de radicales libres y por tanto un estrés oxidativo las cuales derivan en dafio

biomolecular y por tanto celular.

Por lo cual, en los ultimos afios se han realizado investigaciones en la obtencion de

péptidos quelantes a partir de diversas fuentes. Estos péeptidos se caracterizan por la presencia



de ciertos aminoacidos que se sabe tiene una mayor habilidad para formar quelatos estables.
La histidina se reconoce como un aminoacido presente en hidrolizados quelantes, el anillo
de imidazol de este residuo esta directamente implicado en la union al ion de cobre. Existen
otros aminoacidos los cuales favorecen la union al cobre, como glutamina, cisteina y
metionina.

Es importante sefialar, que no existe reportes sobre la actividad quelante para la

especie Amaranthus hypocondriacus, la cual es motivo de investigacion de esta tesis.

Péptidos antitromboticos

El endotelio presenta una serie de reacciones bioquimicas que permite mantener el equilibrio
entre los mecanismos anticoagulantes y procoagulantes. Todas las proteinas y componentes
celulares involucrados en la coagulacion sanguinea existen bajo condiciones fisioldgicas
normales en forma inactiva el endotelio intacto es antitrombotico, debido a la participacion
de vasodilatadores e inhibidores de la funcién de las plaquetas, entre estas moléculas
encontramos a la prostaciclina y el dxido nitrico. Sin embargo, cuando existe una alteracién
en los endotelios se desencadena una serie de reacciones bioquimicas y procesos fisioldgicos,
asi para los fines de este trabajo de investigacion mencionaremos el proceso de agregacion
de plaquetas, el cual esta mediada por la unién de fibrindgeno a su receptor (GPIIb/I11a) de
la membrana de las plaquetas, a a través de la secuencia Arg-Gly-aAsp. Por tanto, es probable
que los péptidos con esta secuencia puedan inhibir la agravacion de plaquetas. La unidad
cationica de la cardena lateral de la Arg y la estructura del acido carboxilico de la Asp son

clave para la inhibicion.

Ahora bien, referente a los estudios sobre péptidos antitrombdticos y estabilidad los estudios
son escasos (poner algunas citas). Existe una investigacion realizada por Sabbione et al.,
(2016) en una especie del amaranto (Amaranthus mantegazzianus) en la cual generan
hidrolizados antitromboticos con pesos moleculares que van de desde los 26KDa hasta por
debajo de los 14KD, a través de la activacion de una proteasa aspartica endégena por un
tiempo de hidrolisis de 16 h con un IC50= 5.9+0,1mg/prot/mL. Ademas, evaltan la

estabilidad de una simulacion gastrointestinal con resultados positivos.
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Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son aquellos que ademas de aportar nutrientes, tienen la
caracteristica de aportar un beneficio a la salud y reducir el riesgo de sufrir enfermedades
Los compuestos funcionales de los alimentos pueden dividirse en las siguientes categorias:
proteinas, carbohidratos, lipidos, fenoles, flavonoides entre otros. Asi la presencia de
proteinas en los sistemas alimentarios, funcionan como compuestos activos que ejercen
actividades fisioldgicas; y este tipo de alimentos son cada vez méas reconocidos. Muchas de
las proteinas se encuentran en materiales alimenticios crudos muestran su accién indirecta o
directamente sobre la hidrdlisis de enzimas o in vivo o in vitro. En estudios recientes, se ha
demostrado que las proteinas actian como una fuente rica de péptidos bioldgicamente
activos. El término "péptidos bioactivos" se puede explicar como la parte de la proteina que
tiene un efecto beneficioso sobre las funciones metabolicas del cuerpo o las condiciones que
en ultima instancia influyen en la salud. Muchos péptidos que provienen de una fuente de
proteina vegetal o animal muestran sus funciones reguladoras en los seres humanos mas alla
de una nutricién normal y satisfactoria. Las proteinas pueden tener varios papeles en los
alimentos. El propésito principal de la proteina disponible es proporcionar y / o estabilizar la
estructura caracteristica de los alimentos individuales. Por ejemplo, en un trozo de carne, la
estructura del masculo se debe a la fina disposicién de los tejidos conectivos y la miofibrilla.
Aparte de esto, en el contexto de los alimentos, esta estructura también determina la textura

de la carne cocida.

Los desarrollos tecnoldgicos en este campo han sido espectaculares y estos productos,
que esta irrumpiendo con fuerza en los mercados internacionales, serdn probablemente la

herramienta mas importante de la ciencia de la nutricion en el futuro.

Justificacion

Actualmente, en el disefio de alimentos funcionales se debe considerar no solo la
adicion de compuestos con actividad bioldgica (biofuncionalidad), que ejerzan un efecto
positivo a la salud humana, ademéas de su valor nutritivo intrinseco. También, se debe

asegurar que el compuesto bioactivo, obtenido de una fuente natural, sea estable bajo las
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condiciones de procesamiento para la elaboracion del alimento, asi como asegurar su
efectividad bajo las condiciones de uso doméstico por el consumidor. Ya que, los procesos
tecnoldgicos utilizados en la elaboracion de alimentos pueden afectar las propiedades de los
péptidos biofuncionales, puesto que, durante el procesamiento de los alimentos, se debe
considerar sus interacciones con la estructura molecular de la matriz alimentaria, presencia
de otros componentes, las condiciones del proceso como la temperatura, pH, presion, entre
otros factores. En este sentido, los estudios de estabilidad de la biofuncionalidad de los
alimentos ante diversas condiciones de procesamiento son todavia escasos y se requiere la
realizacion de estas pruebas tanto in vitro como in vivo. En los ultimos afios, el estudio de la
biofuncionalidad de los péptidos que contienen los hidrolizados proteinicos de diversas
fuentes, se ha incrementado por la diversidad de funciones que ofrecen: opioides,
antioxidantes, inmunomoduladores, inhibidores de la enzima angiotensina (ECA),
antimicrobianos etc. Estudios realizados en el amaranto (Amaranthus hypochondryacus L.)
han descrito el papel fisioldgico de sus hidrolizados proteinicos sobre la actividad inhibitoria
de la ECA (Tovar et al., 2009; Soriano-Santos y Escalona-Buendia, 2015), actividad
antioxidante, actividad quelante y actividad antitrombotica. Por lo tanto, en este estudio se
evalud la estabilidad de hidrolizados de las proteinas de almacenamiento del grano de 4.
hypochondriacus con bioactividad, bajo diversas condiciones de procesamiento; asi como el
efecto de una simulacion gastrointestinal sobre su biofuncionalidad; debido a que A.
hypocnondriacus posee péptidos bioactivos potenciales para el desarrollo de alimentos
funcionales, sin embargo, como mencionamos anteriormente es necesario conocer la
estabilidad de estos péptidos bajo las condiciones de proceso de alimentos, considerando que
se trata de una mezcla de péptidos y no de solo un solo péptido purificado, que se aplica

como un ingrediente en alimentos funcionales fisiologicos.
Hipotesis

Los hidrolizados del grano de amaranto (A. hypochondriacus) con actividad
inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina | (AIECA), antitrombotica (AAT),
quelante (AQ) y antioxidante (AAQ) de hidrolizados de proteinas seleccionados mantendran
su actividad bajo diferentes tratamientos de temperatura (T), tiempo (t) y pH asi como

después de una digestion in vitro.
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Objetivos
Objetivos generales

Evaluar los efectos de los tratamientos de temperatura (T), tiempo (t) y pH asi como
unadigestion in vitro sobre la estabilidad de la actividad inhibitoria de la enzima convertidora
de la angiotensina | (AIECA) antitrombotica (ATA), quelante (AQ) y antioxidante (AAO)
de hidrolizados de proteinas seleccionados de amaranto para su uso como ingredientes

funcionales.

Objetivos particulares

e Obtener hidrolizados de la semilla de A. hypochondriacus con actividades bioldgicas

inhibitorias de la ECA, antitromboticas, antioxidantes y quelantes.

e Evaluarla la presencia de inhibidores de serinproteasas en las fracciones Al y G del
grano de A. hypochondriacus.

e Evaluar la AIECA, AAT, AAO, AQF y AQC en las fracciones de Al 'y G y/o sus
fracciones hidrolizadas.

e Evaluar el efecto de la temperatura y el pH sobre hidrolizados que presentaron la
mayor actividad de inhibicion de la ECA-I, antitrombdtica, antioxidante, asi como

quelante de Cu*" y Fe?* para el disefio de alimentos funcionales
e Evaluar el efecto de una simulacion gastrica sobre la actividad bioldgica de los

hidrolizado de A. hypochondriacus para determinar su potencial en el disefio de

alimentos funcionales
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Materiales y métodos

Molienda de los granos de amaranto
Los granos Amaranthus hypochondriacus L. fueron sometidos a una molienda previa
utilizando un molino, la harina obtenida se pasé a traves de un tamiz con un tamafio de malla

de 0.250 mm (No. 60) e inmediatamente se procedio a desengrasar la misma.

Desengrasado de harina de amaranto

La grasa de la harina de amaranto fue extraida con acetona (5 mL/g) en agitacion
constante a temperatura ambiente durante 16 h. (3 repeticiones), seguida de filtracion al vacio
y un lavado con éter. La harina fue colocada en una campana de extraccion para permitir la
evaporacion de los solventes. Posteriormente se paso a través de un tamiz con un tamario de
malla de 0.250 mm (No. 60) y fue almacenado a 5° C. La harina desengrasada resultante se

utiliz6 como material de inicio para la produccion de hidrolizados de proteina de amaranto.

Extraccién de albumina 1y globulina con Na2SOa4

La extraccion se realizé siguiendo el método de Padhye y Salunke (1997). La myetsra
de 50 g de harina desengrasada se mezcl6 con 300mL de Na2SOs al 5% (0.04 M) durante 30
min. a 5° Cy se centrifug6 durante 20 min. a 13,000 x. La muestra se separ6 en sobrenadante
y en residuo de harina. Al residuo se le agregd 200 mL Na>SOs al 5% se mezclé durante 30
min. y centrifugd, el sobrenadante obtenido se juntd con el primer sobrenadante y precipito
con (NH4)2SO4 al 50, 70 y 100% de saturacion y centrifugo (20 min. a 13,000 xg) en cada
nivel. El precipitado de proteina formado se dializdé con agua durante 24 horas, con cuatro
cambios de agua desionizada, posteriormente se centrifugd (20 min. a 13,000 xg). El
sobrenadante es la fraccion que contenia la proteina soluble en agua (albumina 1). Despues
el residuo fue dializado con Na;SOs al 10% durante 24 h. y se centrifugo, el sobrenadante el
cual contenia la proteina soluble en soluciones salinas (globulina).

El contenido de proteina fue determinado por el método de Bradford (1976), para lo

cual se elabord una curva patron de albumina bovina.
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Hidrodlisis enziméatica con alcalasa

La hidrolisis enzimatica de albumina 1 y globulina del grano de amaranto se llevo a
cabo utilizando el método de Surovset et al., (2001), con alcalasa, a una concentracion de 2.4
UA/mL. (actividad especifica de 2.4 UA/Q)

Para el ensayo se afiadieron 320 uL de bufer de fosfatos 0.5 M; pH 7.4, seguido de
600 pL de albamina 1 o globulina (5 mg/mL) la mezcla se incub6 durante 5 min. a 50°C.
Posteriormente se afiadieron 80 pL de solucion de alcalasa (2.4 mUA/mL) en bufer de
fosfatos 0.5 M; pH 7.4 a 50°C, obteniéndose una relacion enzima/sustrato (E/S) de 0.8 UA/g.

La hidrdlisis se efectud durante los siguientes tiempos: 3, 8.8, 10.3, 24 y 48 h La
reaccion se detuvo afiadiendo 100 pL de solucion de fenilmetilsilfonil (PMSF) (2 mg/ mL)

en etanol.

Determinacion del grado de hidrolisis mediante los grupos amino terminal

Se determind utilizando el método de Adler-Nissen (1979) TNBS. Esta técnica mide
grupos amino libres en hidrolizados proteicos y consiste en la cuantificacion de los grupos
amino libres (Figura 1), tiene su fundamento en la reaccion de los grupos amino libres

resultantes de la hidrélisis con el &cido trinitrobenzen-sulfonico (TNBS).

MO, MO,

M >
;M W H —— NH—.;IH —COOH + $0;° + He

O, NHy —CH —COOH N, R
R
THES _
o Compuesto de color amarillo
Grupo amino libre estahle (Abs. 2= 340nm.)

Figura 1. Reaccion del TNBS con los grupos amino libres resultantes de la hidrolisis alcalina
(Adler-Nissen, 1979).
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e Se tomaron alicuotas de 64pL de cada dilucion por duplicado.

e Se adiciond 1 mL de buffer de fosfatos 0.2 M a pH 8.2 y 0.5 mL de TNBS 0.05%,

posteriormente se agitaron los tubos.
e Después se incubaron a 50°C durante 30 min.
e Lareaccion se detuvo adicionado 1 mL de sulfito de sodio 0.1 M.
e Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 min.
e Ley0 absorbancia a 420nm.

Se elabord un curva patrén utilizando una solucion de Leucina 6mM y posteriormente se

hicieron disoluciones de esta para cada uno de los puntos de la curva.

Los valores de absorbencia de las muestras se interpolaron para su cuantificacion en una
curva de calibracion, concentracion vs. absorbencia que se realiz6 utilizando como patron

leucina en concentraciones de 6 mM, siguiendo el mismo procedimiento para las muestras.
Determinacion de inhibicidn de serinproteasas

Se prepar6 una solucion de caseina al 1% (cloruro de calcio 5mM en buffer de fosfatos
pH 6.5) En tubo de ensaye se mezclaron 450 pL de caseinay 50 pL de extracto de fracciones
de Al o G, posteriormente se incubaron durante 15 min. a 35° C. Posteriormente se agregaron
750 pL de TCA (acido tricloroacético) se agitaron y centrifugaron a 15000 rpm. Por 30 min.
a una temperatura de 2°C. y se ley06 la absorbencia a 280nm.

Se prepar6 un blanco con 450 pL de caseina, 750uL de TCA y 50 pL de extracto),
para calibrar a 280nm.

Evaluacion de la capacidad inhibitoria de la ECA

La actividad de la ECA se determind de acuerdo con el método de Hayakari et al.
(1978) con modificaciones. Este método se fundamenta en la reaccion colorimétrica del acido

hiparico con é&cido ciandrico TT (2,4,6-tricloro-s-triazina) formando un compuesto
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cromoforo el cual puede ser leido en el espectro a una longitud de onda de 382 nm (figura
2).

El ensayo consistio en mezclar en un tubo de ensaye 150 uL de bufer de incubacion
(&cido borico 0.2 M-NaCl 2 M) pH 8.3; seguido de 100 pL de NaCl (300 uM), se afiadieron
50 puL de (ECA) a una concentracion de 165 mU, esta mezcla se incuba a 37°C durante 5

min.

Posteriormente se agregd 50 puL de bufer de fosfatos 40 uM; pH 8.3, mas 50 pL de
muestra hidrolizada de albimina 1 o globulina (previamente centrifugada a 10;000 xg durante
10 min.) la cual se encuentra a 37°C, seguido de 100 pL de HHL (Hipuril-L-histidil-L-
leucina) 0.2 M gue también se encuentra a 37°C, posteriormente estd mezcla se incubé a 37°C
durante 1 h. La reaccion fue detenida colocando los tubos en agua en ebullicién durante 10

min.

Después, se adicion6 1 mL de bufer de fosfatos 0.2 M; pH 8.3 y 1.5 mL de solucion
de TT (2,4,6-tricloro-s-triazina) al 3% en dioxano, seguido por agitacién en vortex hasta que
la solucion se mostrd transparente y por Gltimo se realiz6 la medicion de la absorbancia a 382
nm. Se utilizdé un blanco al cual se le afiadieron todos los reactivos excepto la muestra

hidrolizada, la cual se sustituyo por bufer de fosfatos 40 uM; pH 8.3.

o
o
I ECA ||
C-Gly-His-Leu > C-Gly + His-Leu
Hipuril-L-histidil-L-leucina Acido hipdrico L-histidil-L-leucina

Figura 2. Reaccion de la ECA con HHL formando 4cido hipurico.
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Capacidad de reduccion del radical DPPH

La capacidad de reduccion del DPPH fue evaluada segun Brand-Williams (1995). Se
mezclaron 300 pl de solucion de DPPH en metanol (0.5 mM) con 500 ul de la muestra. Se
adicionaron 3.0 ml de metanol. Se leyé a 517 después de 45 minutos. El porciento de

inhibicidn del radical se calculé con la siguiente ecuacion.

% inhibicién = (AC(0) — AA(T))/AC(0)X100

AC(O)=Absorbencia del control negativo en el momento de preparacion de la solucion.
AA(t) = Absorbencia de la muestra después de 45 min.

Capacidad de reduccion del radical ABTS

La capacidad de reduccion del radical ABTS por las muestras se evalud segun Re-
Pellegrin (1988), con algunos cambios al método de Miller et al. (1993). EI ABTS+es
generado por su oxidancion a causa de la exposicion con persulfato de potasio (K2S20sg)
obteniendose e radical catiénico ABTS= o el dication ABT?*, el cual tiene un color verde

azul intenso.

Se mezclé una solucién 7 mM de ABTS con una solucién 2.45 mM de persulfato de
potasio en agua, se mantuvo a temperatura ambiente durante 16 horas hasta obtener una
solucién azul oscuro intenso. Se diluyé en agua teniendo un volumen total de 3 mL, hasta
alcanzar una absorbencia de 0.7 leido a 734 nm. Esta solucion se mezclo con 10 pL de la

muestra. La absorbencia se monitoreo cada minuto, por un tiempo total de 6 min. a 30°C.

Actividad quelante de Cu?*
La actividad quelante de Cu?" se evalud con trimetil-murexida (TMM) que es un
agente quelante. El analisis quelante de Cu?* se realizé con 1 mL de la disolucion de la

muestra, a la cual se le adicion6 1 ml de buffer de hexamina 20 mM que contenia 20 mM
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KCl'y 3mM CuSOQg, después se adicionaron 0.25 ml de 1 mM de tetrametil murexida (TMM).
Se midi6 la absorbencia a 485y 530 nm.

Actividad quelante de Fe?*

La evaluacion de la actividad quelante que presentaron las muestras se llevo a cabo
seglin Xie (2008). El Fe?* forma un complejo con tres moléculas de ferrozina de color purpura
que presenta absorbencia maxima a 562nm. En presencia de compuestos antioxidantes el
Fe2* puede quelarse y la intensidad de color purpura del complejo con ferrozina es menor, ya

que es proporcional a la concentracion del antioxidante de la muestra de interes.

Se mezcl6 1 mL de muestra con 50 uL de dicloruro de hierro 2mM y 1.85 mL de agua
desionizada. Se dejo reposar por 3 min. y se adicionaron 100 pL de ferrozina 5 mM
mezclando vigorosamente. Transcurridos 10 minutos a temperatura ambiente se leyo la

absorbencia a 562 nm.
Determinacioén de la actividad antitrombotica

Se determino como la inhibicién de agegacién plaquertaria, de acuerdo con el método de
Gonzaléz et al. (2010) con ciertas modificaciones. Se extrajo sangre de donantes sanos
(venopuncién) empleando 0.129 mmol/1 de citrato trisddico, las muestra se tomo del banco
de sangre del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavéz. Las muestras se
centrifugaron a 1400g durante 4.5 min. a 20-24° C, se obtuvo plasma rico en plaquetas (PRP).
El PPP se obtuvo al centrifugar nuevamente a 4009 g durante 15 min. los ensayos se
realizaron en un lumiagregémetro de dos canales (Modelo 560 CA y sofware adjunto,
Modelo 810 AGGRO/LINK Chrono-log Havertown, PA, EE. UU). Posteriormente se
afiadieron 50 puL de Alb1h24 y GloH24 disuleto en dimetilsulfoxido (DMSO). La agregacion
plaquetaria se indujo con 5 uM de ADP y la respuesta se registr0 durante 3 min. se estimoé en
unidades arbitrarias. La absorbencia de luz se corrigio con PPP y DMSO. Las condiciones
de control fueron plaguetas inducidas con ADP 5 uM y la agergacion de control promedio se

tomd como el 100%.
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Determinacién del 1Cso

Para todas las pruebas de bioactividad se calculd el ICso, ya que su valor indica la
concentracion necesaria del péptido o el hidrolizado para lograr una inhibicién en un 50% de

las actividades.
Condiciones de tratamientos

Para investigar el efecto de la temperatura, las muestras de las soluciones de los
hidrolizados se ajustaron a pH 7 y pH 4, se calentaron a 40, 60, 80, 100 y 120 ° C durante 1
h. Para evaluar el efecto del pH, las soluciones de péptidos se incubaron a 100 ° C a valores
de pH de 2.0, 3 4.0, 6.0, 8.0, 10.0 y 12.0 durante 1 h. En el caso del efecto del tiempo de
tratamiento se evalu6 a una temperatura de 100°C, apH 7 y pH 4 durante 1,0, 2,0, 3,0, y 4,0
h.

Estabilidad frente a proteasas géastricas in vitro

Se evalu6 por tratamiento de una solucion del péptido al 1% (w/v) en buffer 0,1 M
KCI-HCI (pH 2,0), con pepsina (Sigma Chemical Co.) se incubo a 37 ° C durante 4 h, la
reaccion se detuvo por ebullicion en un bafio de agua durante 15 miny se neutralizé a pH 7,0
con la adicién de NaOH2 N de esta solucion se tomé 1 ml y se centrifugd (10000g, 40 min)
y el sobrenadante se utiliza para la determinacion de la actividad inhibitoria de la ECA. La
solucion neutralizada restante se digirio adicionalmente por 2% (w/w) de pancreatina a 37 °
C durante 4 h. La enzima fue inactivada por ebullicion durante 15 min seguido por
centrifugacion (10000g, 40 min) y el sobrenadante utilizado para la determinacion de las

actividades bioldgicas.
Andlisis estadistico

Los datos se presentaran como media + desviacion estandar (n=3). Las diferencias
significativas entre los tratamientos se determinaran con un analisis de varianza bifactorial

(ANOVA) y pruebas de comparaciones multiples de Tukey (p<0-05).
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Resultados

Grado de hidrélisis

Para realizar la hidrolisis se utilizo alcalasa, la cual es una endoproteasas de tipo serin
proteasa. Se eligio esta enzima debido a su mostrada eficacia para la obtencion de biopéptidos
en comparacion con otras proteasas (Ayala-Nifio et al., 2020). También se eligié debido a
qué libera mayormente aminoacidos de tipo hidrofébicos, esto es importante ya que, como
veremos mas adelante este tipo de aminoacidos permiten interacciones que derivan en

diferentes actividades bioldgicas, como las presentes en A. hypochondriacus

En el amaranto, las albiminas y globulinas representan entre el 60 % y 70 % del
nitrégeno proteinico total, siendo para algunos investigadores la albumina la fraccion de
reserva proteica mas abundante para otros lo es la globulina (Condes y Afion, 2009; Sabione
et al.,2015), en menor proporcion estan presentes las glutelinas. A partir de la extraccion de

estas tres fracciones se determind el grado de hidrdlisis.

El grado de hidrdlisis se presenta en la tabla 1. Las fracciones de albumina 1 (Aly
globulina (G) mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre los tiempos de hidroélisis
alcanzando un grado de hidr6lisis maximo de 42.1+0.4 % para Al y de 23.01+1.3 % para G;
en el tiempo de 10.3 h, no hubo diferencias significativas en ambas fracciones. Estos
resultados son consistentes con los obtenidos en otros estudios como los realizados por Tovar
et al. (2009), Paredes-Ruiz (2013) y Becerril Rodriguez (2017).
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Tabla 1. Grado de hidrdlisis de las proteinas de almacenamiento del grano de A.
hypochondriacus L. utilizando alcalasa.

10.33+0.042 7.5+1.02
19.43+0.01° 16.3+1.7°
42.1+0.4° 23.01+1.3¢
43.00+0.3¢ 22.34+0.89°
43.6 +0.89° 23.56+1.6°

*Valores de la media +desviacion estandar (n=3).

Diferente letra en una columna indica diferencia estadistica (P<0.05).

La fraccion de G mostré una mayor resistencia a la hidrolisis posiblemente a la alta
polimerizacion (Castellani et al., 2000) lo cual dificulta a las proteasas alcanzar los sitios de
escision especificos. Trabajos previos han reportado una mayor resistencia de G a la

hidrélisis como los realizados por Condes et al. (2009) y Tovar et al. (2009).

Bajo las condiciones de hidrolisis ensayadas para Al y G se obtuvieron hidrolizados

extensivos, es decir con GH superior al 10% (Vioque et al., 2001).

Un aspecto relevante de sefialar son los tiempos prolongados de hidrdlisis, contrario
a lo reportado en otros estudios: Sabbione et al. (2015) reportan un GH de 15.7+0.5 para la
fraccion de albuminas y de 14.2+0.5 para las globulinas, en un tiempo de hidrdlisis de tan
solo 40 min. en contraste con el tiempo de 3 h de hidrolisis donde se alcanzaron GH inferiores
a estos; Condes et al. (2009) obtienen un GH de 7.28+0.15 % después de 1h de tratamiento
con tripsina; Orsini et al. (2011) con GH de 36.9% en proteinas de granos de semilla de A.
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mantegazzianus después de un tiempo de 120 min de hidrdlisis; Tironi y Afion (2010) con
GH de 19 % para la fraccion de albumina, 20.9 % para G con alcalasa durante una 1h. a partir
de los resultados podemos inferir que en el grano de amaranto existe la presencia de

inhibidores de serinproteasas.

Por lo tanto, se realizaron pruebas de inhibicion de serinproteasas con las fracciones

de A. hypochondriacus.

Inhibicion de serin proteasas

Debido a lo mencionado anteriormente se realizaron pruebas para evaluar la actividad
inhibitoria de serin proteasas presentes en las fracciones e hidrolizados del grano de
amaranto. Si bien todas las serin proteasas acttan en el mismo sitio catalitico, la afinidad por
el sustrato es diferente. La tripsina rompe enlaces péptidicos por el lado del grupo carboxilo
con cadenas laterales y con carga positiva; en cambio la quimiotripsina lo hace por el lado
carboxilo de aminoacidos arométicos (Whitaker, 2000).

Se probaron tres serin proteasas: alcalasa, ya que es la enzima utilizada para la
generacion de los hidrolizados; ademas tripsina y quimotripsina, debido a que son las
principales proteasas digestivas. En la figura 3 se muestra que Al y G, inhiben enzimas del
grupo de las serin proteasas: alcalasa, tripsina y quimotripsina. En su forma nativa inhiben el
50% de la actividad de las serin proteasas. La G tiene mayor actividad inhibitoria de serin
proteasas comparada con Al. Este mismo comportamiento puede observarse en los trabajos
reportados por Condés et al. (2009) y Tovar et al. (2009). La serin proteasa con menor
inhibicién fue la alcalasa en ambas fracciones: Al con un ICso de 21.51 £ 0.54 y de 6.73
0.71 mg/mL para G. Por esta razon el tiempo de hidrélisis para obtener el mayor GH tanto

para Aly G es prolongado.
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Figura 3. Valores IC50 de la actividad inhibitoria de serin proteasas de las fracciones

proteicas (Al y G) de almacenamiento de 4. hypochondriacus.

Ademas, se realiz6 una corrida electroforetica (SDS-PAGE) previa, de las fracciones
porteicas de Aly G, para analizar la composicion polipeptidica de las fracciones, para luego
compararlos con la corrida de los extractos parcialmente purificados por cromatografia en
Sephadex G-50. También se compararon con otros estudios, ya que diferentes especies de
amaranto se han estudiado empleando diversos tipos de caracterizaciones para estudiarlas
comparativamente, destacado el contenido proteico total, la composicion aminoacidica, asi
como los perfiles electroforéticos. especies del género Amaranthus (A. tricolor, A.
mantegazzianus, A. cruentus, A. caudatus, A. hypochondriacus, A. paniculatus), al
pertenecer al mismo género poseen similitud en su composicién quimica, como las proteinas
con pequefias diferencias entre ellas (Eloho et al., 2013; Sabbione, 2015), lo cual explica las

variedades en cuanto a las bioactividades que presentan.

En la figura 4, se muestran los perfiles de A1y G obtenidos por electroforesis utilizando el
método de extraccion con Na;SO4 0.04 M. En el perfil electroforetico se observa para la

fraccion de Al bandas que corresponden a pesos moleculares superiores a los 120 KDa 'y por
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debajo de 19KDa. Estos datos corresponden con los realizados por otros autores como
Gorinstein (ciatdo por Villanueva y Arnao, 2007) reporta para cuatro especies de amaranto,
pesos moleculares entre los 30 y 37 kDa. Como se observa las subunidades correspondientes
a pesos moleculares entre 32 y 37 KDa corresponden a las bandas de polipeptidos que se
observan mas intensas en el perfil realizado, estos datos son acordes a los realizados por
Raina y Datta (1992), quienes reportan una proteina de 35 kDa perteneciente a la fraccion de
albumina de A. hypochondriacus. Asimismo, Medrano y Ortega (1994), refieren para la
fraccion de albdmina en cuatro cuatro ecotipos pero de la especie A. caudatus, 19 bandas de
polipéptidos, con pesos moleculares entre 80 y 10 kDa, siendo mas abundante la banda
correspendiente a los 32 kDa. Las globulinas constituyen la princpal fraccion proteica
presente en aislados de amaranto, dentro de esta se encuentra la globulina 11S (amarantina)
como principal constituyente. En el perfil electrofotetico se encuentra una banda con un peso
molecular de aproximadamante 36 KDa, probablemente se trata de la amarantina, la cual ya
ha sido secuenciada (Konishi et al., 1985). Tambien se pueden observar numerosas bandas
caracterisiticas de los polipetidos que constituyen a la fraccion de globulina, sin embargo el

numero de bandas dependera del método de extraccion y de factores inherentes de la planta
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Figura 4. Perfil electroforetico en gel de poliacrilamida con SDS de las fracciones de Aly
G de A. hypochondriacus.

Posteriormente, se realizé una purificacion parcial de las fracciones de A1y G por
cromatografia en gel Sephadex G-50 (figura 5). Se detectaron tres picos para la fraccién de
Al con pesos moleculares aproximadamente de 37 kDa (figura 6). La fraccion de 37 KDa,
se ha aislado de otras especies de amaranthus, en estos trabajos se menciona que en esta
fraccion se encuentra una gran variedad de polipéptidos con diversidad en sus aminoacidos.
Las tres fracciones de Al presentaron actividad inhibitoria de serin proteasas. La fraccion 111
de A1 present6 la mayor inhibicion para la tripsina, quimotripsina y alcalasa. Esto suguiere
que conforme se obtienen polipetidos mas pequefios aumenta la capacidad inhibitoria ya que

el ICsp disminuye.

En cuanto a G también se detectaron tres picos con pesos moleculares menores a 19
KDa (figura 5 y 7). La fraccion II (G) de globulina presentd la mayor inhibicion para la
tripsina quimotripsina. Sin embargo, para la alcalasa se obtuvo en la fraccion I. Como se

menciond anteriormente la tripsina fue la proteasa con mayor resistencia a la inhibicion por
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parte de Al (ICs0=16.01+£0.3 mg/mL) y G (ICs50=2.87+0.56 mg/mL). Valdes-Rodriguez et al.
(1993) purificaron un inhibidor de serin proteasas (ATI) de la semilla de A. hypochondriacus
con un peso molecular de 7.4 kDa el cual actta sobre quimiotripsina y tripsina. Por su parte,
Hejgaard et al. (1994) también purificaron un inhibidor de serin proteasas (ATSI) de A.
caudatus con un peso molecular de 7.8 kDa rico en valina, arginina y acido glutamico carente
de metionina. En este estudio el inhibidor de serin proteasas inhibe de la siguiente manera:
tripsina> quimiotripsina> alcalasa. Sin embargo, aunque ATSI es muy estable a temperaturas
altas esta se puede inactivar con pepsina a pH 2. En otros reportes se ha encontrado el mismo
patron (Wang et al., 2013; Wang et al., 2014). Esto puede ser debido a que las subtisilinas
tienen los mismos tres residuos cataliticos que otras serin-proteinasas Asp3?, His® y Ser??!,
pero en diferente posicion. Lo anterior indica que, para acortar el tiempo de hidrolisis, si se
desea utilizar una serin proteasa, debe haber un tratamiento proteolitico previo con una

enzima como la pepsina y posteriormente la hidrdlisis con la serin proteasa.
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Figura 6. Perfil electroforético SDS-PAGE de fracciones de Al de A. hypochondriacus obtenidas

por filtracion en gel.

1G G e KDa

Figura 7. Perfil electroforético SDS-PAGE de fracciones de G de A. hypochondriacus obtenidas
por filtracién en gel.
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Actividad inhibitoria de la ECA

En la actualidad los péptidos o polipéptidos con actividad inhibitoria de la ECA, son los
mas estudiados, hasta el 2011 se tenia un registré de 556 secuencias de péptidos con esta
actividad (Nardo, 2017). Sin embargo, es importante no solo evaluar la actividad, ya que el
objetivo en el &rea de la biotecnologia de alimentos es el desarrollo de alimentos funcionales,
para lo cual es fundamental evaluar la estabilidad de la bioactividad de los péptidos al
someterse a condiciones de procesamiento de alimentos. Por lo tanto, en la primera etapa se
evaluaron las actividades para determinar los hidrolizados con mejor actividad para

posteriormente someterlos a las pruebas de estabilidad.

En las pruebas de actividad inhibitoria de la ECA, no se observa actividad en las proteinas
nativas de Al y G estos resultados son similares a los de Tovar-Pérez et al (2009) para
hidrolizados de A1 y G de granos de A. hypochondriacus con alcalasa, asi como los de Rui
et al. (2012). En la proteina se encuentra una mezcla heterogénea de péptidos que incluye
péptidos sin actividad que pueden producir un efecto antagonista, disminuyendo la actividad
inhibitoria, pero al hidrolizarse las fracciones de péptidos son mas homogéneas lo cual evita
el efecto antagonista y por tanto la actividad biolégica de los péptidos.

No obstante, existen dos estudios con reporte de actividad inhibitoria de la proteina sin
hidrolizar en A. mantegazzianus realizado por Fritz et al. (2011) con un 10.8 % de inhibicion
de laECA'y el de Ayala Nifio et al. (2019) en A. hypochondriacus con 10.58 % de actividad.
Por el contrario, como mencionamos anteriormente en nuestro trabajo, se presento actividad
solo después de una hidrolisis. Ademas, en este estudio utilizan diferentes proteasas
incluyendo la alcalasa en A. mantegazzianus, los porcentajes de inhibicion de la ECA van de
0.2 al 76 %. Estos valores se encuentran entre los rangos reportados en otras fuentes vegetales

como la soya (0.21-1.73 mg/mL; Philanto-Leppald et al. 2000).

En la tabla 2 se muestra la actividad inhibitoria de la ECA de los hidrolizados de Al y G.
La actividad inhibitoria de la ECA se expreso en valores de ICso (cantidad de hidrolizado
necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la ECA). Después de un tiempo de tres horas
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de hidrolisis se reporta un ICsp de 1356 pg/mL para Al y de 2345 para la G, la menor
concentracion de hidrolizado se observo para Al a las 10.3 h de 925ug/mL y para G a las 8.8
h de 1391 ug/mL, al continuar con la hidrélisis no se encuentran diferencias significativas.
Razoén por la cual se eligen estos hidrolizados para realizar las pruebas de estabilidad, asi

como las pruebas de digestion in vitro.

Tabla 2. Actividad Inhibitoria de la ECA

AIECA (pg/mL)
1356£0.01 2345413
b b
1451£0.09 1391+1.1
925+0.015° 14030.6°
932+0.02° 1398+1.7¢

*Valores IC50 de la actividad inhibitoria de la ECA de las proteinas de almacenamiento del

grano de amaranto y sus hidrolizados.

Por un lado, se conoce que es clave la interaccion del inhibidor con un sitio de union
anionico distinto al sitio catalitico para la inhibicion de la ECA, por lo tanto, la estructura de
los péptidos es importante para que este pueda interactuar con el sitio catalitico o con otro
sitio diferente como en el caso de la inhibicion no competitiva; debido a las diferencias de
especificidad del sustrato entre los dos sitios cataliticos de la ECA, los inhibidores de la ECA
pueden inhibir solo un sitio catalitico. Ahora bien, se ha demostrado que los aminoacidos
lisina o arginina con una carga positiva en el grupo a- amino, aumentan la capacidad
inhibitoria. En este sentido, la lisina es uno de los componentes aminoacidicos del amaranto,
por lo tanto, se puede inferir que después de la hidroélisis se formaron péptidos con residuos
de lisina presente en su estructura, permitiendo una interaccion de la lisina con el sitio activo
de la ECA.
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Por otro lado, la unién de los péptidos a la ECA esté determinada por la secuencia tripeptidica
C- terminal, con posibilidad de interactuar con tres regiones del centro activo. Como se
mencionod anteriormente los aminoacidos de tipo hidrofobico favorecen la unién en estas
zonas; esto explica porque las fracciones de A1 y G no muestran actividad, ya que en estas
los a.a hidrofobicos se encuentran al interior de la estructura proteica. Precisamente el péptido
inhibitorio presente en el extracto de veneno de serpiente tiene una secuencia C-terminal Phe-
Ala-Pro, favoreciendo su union muy facilmente al centro catalitico de la enzima. Yamamoto
et al. (2003) mencionan que péptidos que muestran alta actividad de la ECA son péptidos

relativamente cortos con un residuo de prolina en el carbono C-terminal.

Por lo tanto, es determinante la secuencia de los aminoacidos, asi como el tipo en la
posicion C-terminal o en posicién N-terminal para el tipo de actividad bioldgica que estos

presenten.

Al realizar una comparacion de los resultados de investigacion con otros trabajos
como el desarrollado por Ayala-Nifio (2019) en el cual a través de una hidrolisis con alcalasa
y flavourenzima por un tiempo de tan solo 40 min de la proteina de A. hypochondriacus
alcanzaron una inhibicion de la ECA del 58 %, a diferencia de los hidrolizados con alcalasa
y flavourenzima por 2 h con un 49 y 39 % respectivamente, no alcanzando el 50 % de
inhibicion hidrolizando con alcalasa; en este trabajo se obtiene un porcentaje superior al 50
% a partir de las 3 h horas de hidrolisis, a partir de esto se confirma lo ya mencionado por
otros autores; son diversos los factores que determinan el tipo de actividad y la capacidad
presente en los péptidos obtenidos por hidrolisis, como el tipo de enzima o enzimas y el
tiempo de hidrolisis; ya que se generan diferentes péptidos y por ende el tipo de actividad o

la capacidad de la actividad bioldgica es variable.
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Actividad antitrombética AAT

La coagulacion sanguinea es un proceso complejo que implica la confluencia de
numerosos factores y fendmenos y consiste en tres fases superpuestas que mantienen la
integridad del sistema circulatorio: la fase vascular, la fase plaquetaria y la fase coagulada.
La fase plaquetaria, también llamada hemostasia primaria, implica la adhesion, activacion y
agregacion de las plaquetas. La fase de coagulacion o hemostasia secundaria implica la
participacion de factores de coagulacion, muchos de los cuales son proteasas sintetizadas en

el higado como zimdgenos que, en orden secuencial, conducen a la formacion de coagulos.

En este trabajo, se observo AAT evaluando la actividad inhibitoria de la agregacion
plaquetaria desencadenada por ADP. Esta cascada de coagulacion consta de dos vias
desencadenantes, la intrinseca y la extrinseca, ambas convergentes en la via coman. Con el
fin de evaluar el efecto de las condiciones de procesamiento sobre la estabilidad de la
potencial actividad antitrombdtica de Alb1H103 y GloH88.

No es posible comparar las concentraciones de fracciones peptidicas de hidrolizados
de proteinas de amaranto con la actividad antitrombdtica evaluada en el estudio de Sabbione
et al. (2015) y los resultados aqui obtenidos porque los ensayos evaluaron diferentes factores
de coagulacion. A pesar de ello, Alb1H103 (431.1 + 0.01 mg/ mL) y GloH8.8 (12.8 £ 0.06
mg / mL) presentaron una actividad antiplaquetaria similar al del estrogeno Buame (400 uM)
(Tabla 3). Sin embargo, a diferencia del estudio de Sabbione et al. (2015), ellos realizaron

ensayos en la fraccion de glutelina.
En el trabajo realizado por Ayala-Nifio (2019) realizan una hidrélisis por un tiempo

de 2 h de la proteina de A. hypochondriacus en el ensayo de inhibicion de trombina con un
porcentaje de 90 %.
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Tabla 3. Actividad antitrombética

10.3 42.1+0.4 AAT=431.1+0.01
8.8 16.3+1.7 ATA=12.8 +0.06
AAT=400 uM

*Valores IC50 de AAT de las proteinas de almacenamiento del grano de amaranto y sus

hidrolizados.

Actividad quelante (AQ)

Diversos péptidos antioxidantes generados por hidrolisis de proteinas de alimentos
constituyen una nueva fuente de componentes funcionales que pueden inhibir procesos
oxidativos tanto en organismos como en alimentos. Uno de los mecanismos para el efecto
antioxidante de péptidos es la quelacion de metales, debido a que la transicion de metales

cataliza numerosas reacciones oxidativas (Gallegos-Tintoré et al., 2011).

Por lo cual, se realiz6 el analisis de la actividad quelante de los hidrolizados de las
fracciones de Al y G, encontrandose que los hidrolizados producidos con alcalasa de las
fracciones proteicas del grano de A. hypochondriacus presentan actividad quelante tanto de
Cu?* (AQC) como de Fe?* (AQF).

Como se observa en la tabla 4, el mayor porcentaje de quelacién se alcanzé a las 24h
de hidrolisis tanto en la fraccion de A1 como de G con 67.87 y 53.45 % respectivamente. La
ACQ aumenté conforme avanzaba la hidrolisis al llegar a las 48h no hay diferencias
significativas. Respecto a la AQF para Al el mayor porcentaje (78.89 %) se alcanza a las
10.3hyen G de 70.56 % a las 24 h.
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Tabla 4. Actividades quelantes de hidrolizados de Cu?*y Fe?*

Cu?* Fe?* Cu?* Fe?*

35.840.952 42.78+1.52 28.62+0.75% 35.89+0.65°
55.67+1.4° 67.89+0.46° 39.76+0.59° 53.89+1.4°
57.09+0.78° 78.89+1.8¢ 39.92+0.63° 54.89+0.35°

67.87+0.93°¢ 80.34+0.67° 53.45b+1.2°¢ 70.56+0.52°¢

68.24+1.9¢ 80.7+0.83¢ 53.70£1.9° 71.07+0.33°¢
*Valores de la media +desviacion estandar (n=3).

Diferente letra en una columna indica diferencia estadistica (P<0.05).

Para todos los hidrolizados excepto GloH24 no aumento la actividad quelante, lo cual
indica que, al hacer extensiva la hidrolisis, es probable la presencia de un mayor nimero de
aminoéacidos libres, los cuales no son efectivos para realizar la formacion de quelatos, este
tipo de efecto ya se ha reportado en otros trabajos como los realizados por Torres-Fuentes et
al. (2013) los cuales reportan un aumento de la actividad quelante de Cu?* después de una
hidrélisis secuencial con pepsina y pancreatina de proteinas de garbanzo y posteriormente
una disminucion conforme aumenta el grado de hidrdlisis. En otra investigacion realizada
por Zarei et al., (2016) reportan la actividad quelante de hidrolizados de proteina de almendra
de palma encontrando que la actividad aumenta rapidamente después de 2 h de hidrolisis
seguido de una meseta entre las 12 'y 22 h.

Asi una disminucion de la actividad quelante al aumentar el grado de hidrdlisis, se
explica debido a que los aminoacidos libres en general no son efectivos para formar quelatos
tanto en alimentos como en sistemas bioldgicos por lo que la protedlisis extensiva de
proteinas alimentarias da como resultado la disminucion de la actividad (Smaranayaka y Li-
Chan, 2011). No obstante, existen reportes en los cuales, la actividad tanto quelante como
antioxidante aumenta al incrementar el tiempo de hidrolisis; asi lo reportan Martinez-Palma

etal. (2015) en la actividad antioxidante y quelante en dos muestras de espirulina hidrolizadas
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secuencialmente con pepsina y pancreatina; se generaron dos hidrolizados (GH= 31.4 y
36.7). La actividad antioxidante evaluada por diferentes métodos incrementd conforme

aumentaba el grado de hidrolisis. Por otro lado, los hidrolizados proteicos de ambas muestras

mostraron actividad quelante de Fe2+ y Cu2+,

Considerando lo anterior, la extension del tiempo de hidrélisis genera péptidos de
menor peso molecular (Becerril, 2017), pero no asegura una mayor AQC y AQF. pero el
tiempo de hidrolisis se extiende para generar péptidos con estructura aminoacidica variable,
ya que como se explica mas adelante la composicion aminoacidica es relevante para el tipo

de bioactividad y capacidad que presentan los hidrolizados.

Otro aspecto por destacar es que la AQF fue mayor a la AQC, lo cual podria deberse
a que los quelatos de hierro son mas estables, ya que los quelatos de Fe?* casi no permiten
metal libre en solucion, mientras que los quelatos de Cu?* permiten cantidades significativas

de iones metalicos libres en solucion.

De acuerdo con diversos estudios tanto la quelacion de Cu?* como de Fe?* estd
relacionada con la fuente proteica, el tipo de enzima utilizada para hidrolizar, el grado de

hidrolisis, respecto a los péptidos esta determinado por su estructura y configuracion quimica.

Respecto a la composicion aminoacidica se ha relacionado la actividad quelante de
péptidos con la presencia de aminoacidos de tipo hidrofébico, este hecho explica porque en
las fracciones de Al y G la actividad quelante es mucho menor comparada con los
hidrolizados de ambas fracciones, ya que las proteinas en la estructura terciaria o cuaternaria
los amino&cidos hidrofobicos se concentran en el centro de la proteina, pero al desnaturalizar
e hidrolizar quedan expuestos los aminoacidos hidrofébicos para favorecer la actividad
quelante. Esto es congruente con otros trabajos como el realizado por Guzman Méndez
(2013) en proteinas de Phaseolus vulagris, reportan un incremento de la actividad de forma
significativa en los hidrolizadas EHv y EHI en comparacion con el material fuente., en otra
leguminosa de interés como la soya se ha observado un incremento de la actividad quelante

comparado con las proteinas sin hidrolizar (Singh et al., 2014).
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Los porcentajes presentes en los hidrolizados de A. hypochondriacus son altos en
comparacion con los reportados en otras especies de plantas como en Jatropha curcas L para
la cual se ha reportado aproximadamente un porcentaje de 30 % para el hidrolizado de
proteina generado por subtilisina a 1 h de hidrdlisis, en el cual las fracciones peptidicas que
reportaron actividad quelante se caracterizan por presentar alto contenido en tirosina

(Gallegos-Tintoré y cols. 2011).

Continuando con la composicion aminoacidica, entre los aminoacidos hidrofébicos
relacionados con actividad quelante se encuentran la valina y la leucina, y como se ha
reportado en otros estudios A. hypochondriacus presenta en su constitucion molecular ambos
aminoéacidos, razon por la cual se presenta actividad en cada uno de los hidrolizados. Ademas,
se ha identificado una relacion entre la actividad quelante y el contenido en aminoacidos
aromaticos, su mecanismo de accion se da mediante la estabilizacion de radicales mediante
la donacion de electrones, manteniendo su propia estabilidad por resonancia de su estructura
(Hutschenreiter et al.,, 2003). Se sabe que ademas de la tirosina, la proteina de A.
hypochondryacus presenta histidina, asi que cuando se generan hidrolizados con histidina en
el extremo N-terminal funciona como un efectivo quelante de iones metélicos. Se ha
documentado que tanto aminoécidos acidos como bésicos tienen la capacidad para poder
formar quelatos, como sabemos A. hypochondryacus se caracteriza por su contenido en lisina
el cual es superior a la de otros cereales, por lo tanto, en este trabajo es muy probable que los
péptidos generados por la hidrdlisis presenten lisina y por lo tanto el grupo carboxilo y amino
de las cadenas laterales de la lisina al disociarse donan protones y forman quelatos. Otros
aminoéacidos terminales que se han reportado son: Asp, Asn, Glu, Cis e His (Carrasco-Castilla
etal., 2012; Cian et al., 2016). La semilla de A. hypochondriacus presentan tanto Asp como
Glu (Montoya-Rodriguez et al., 2015) por lo cual es posible que los péptidos que se formaron
a partir de la hidrolisis tanto de G como de Al presenten en su composicion estos

aminoacidos como terminales promoviendo la formacion de quelatos.

Nuestros resultados también son similares a los reportados por Carrasco-Castilla et
al. (2012) en hidrolizados con pepsina y pancreatina en Phaseolus vulgaris, encontrando una
actividad quelante de Fe?* en la proteina sin hidrolizar de 22.87 % posteriormente al medir
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la actividad en la fraccion mayor a 1 kDa la actividad disminuyé (16.04 %), sin embargo en
la fraccion A1 menor a 1kDa la actividad aument6 35.83 % y al disminuir el peso molecular
la actividad bajo nuevamente hasta 8.56 %, en este estudio se atribuye la afinidad para formar
quelatos al contenido en aminoacidos con carga negativa: Asp y Glu, ya que son deficientes
en Cys, Met e His, la AQF fue menor a la encontrada en la AQC. Un estudio mas reciente
(Abd El-Fattah et al., 2017), muestra en hidrolizados de leche, utilizando por separado tres
proteasas: tripsina, pepsina y papaina, que la actividad fue mayor con la hidrolisis realizada
con papaina. La AQF increment6 al aumentar el tiempo de hidrdlisis, sin embargo, con el
tratamiento con tripsina se identificdé una baja actividad después de aumentar el tiempo de
hidrélisis, lo cual ha sido reportado en otros trabajos (Lou et al., 2014).

Ademas de la composicion aminoacidica también influye el peso molecular. A este
respecto Cian et al., (2016) en Pyropia columbina identifican dos hidrolizados con actividad
quelante, en los cuales se encuentra presente la histidina (20 y 30%) con pesos moleculares
de alrededor de 270 Da, como se menciond anteriormente los pesos moleculares de los

hidrolizados en este trabajo también presentan pesos moleculares pequefios (Becerril, 2017).

Asi mismo, se determind el ECso para la AQC en Alb1H24=0.973mg/mL y
GloH24=1.7mg/mL; para la AQF=ECsp en  AIb1H10.3=0.573mg/mL vy
GloH24=0.765mg/mL. Es importante mencionar que diversos trabajos solo reportan los
porcentajes de quelacion y no el valor ECsg, lo cual hace dificil la comparacion con otros

hidrolizados.
Actividad antioxidante (AAO)

En el area de los alimentos funcionales la actividad antioxidante es de interés. Los
estudios realizados incluyen los de tipo in silico, in vitro, in vivo y ex vivo. Especificamente

en el género Amaranthus los estudios se enfocan en los compuestos polifendlicos presentes

principalmente en las hojas y tallos, asi como en la generacidn de polipéptidos de las semillas.
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Al respecto las enzimas mas utilizadas para la generacion de estos polipéptidos
bioactivos son la alcalasa y la flavourzima. En este estudio se utilizd la alcalasa para la
generacion de los hidrolizados debido a que se ha reportado una mayor actividad de los
péptidos generados en comparacion con otras proteasas, la evaluacion de la actividad se hizo

a través de los métodos de reduccion de los radicales DPPH y. ABTS.

Los hidrolizados tanto de A1 como de G presentaron actividad reductora del radical
DPPH. Como se observa en la tabla 5 el hidrolizado GloH88 alcanzd el porcentaje mas alto
30.78+0.76 % en comparacion con Alb1H103 con un 23.72+0.87 %; en ambas fracciones al
continuar con la hidrélisis no se mostraron diferencias significativas. Estos resultados son
similares al trabajo realizado por Soriano-Santos y Escalona Buendia (2015), respecto a los
tiempos de hidrolisis reportan una mayor actividad de DPPH a las 8.8 h (47.9+1.3 %) sin
encontrar diferencias significativas a las 10.3 h en los hidrolizados de Al, para los
hidrolizados de G el mayor porcentaje se refleja a las 8.8 h (53.2+1.8 %). Sin embargo, el
porcentaje en este estudio es ligeramente bajo, esto se debe probablemente a que la reaccion
entre el DPPH y un compuesto depende de la conformacion estructural del mismo, en este
caso debido probablemente al uso de etanol para realizar la técnica de DPPH durante la
reaccion, este provoca la precipitacion de las proteinas provocando turbidez del medio de
reaccion la cual interfiere con la lectura de la absorbancia. Si bien la técnica de DPPH es
ampliamente utilizada en estudios para evaluar la actividad antioxidante de péptidos en

soluciones acuosas, se debe prestar atencion con algunos tipos de muestra.
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Tabla 5. Actividad antioxidante

T (h) GH ABTS DPPH
Al G Al G

3 10.33+£.04%  29.83x0.87%0  18.67#0.41*  12.70+0.74*  15.26+0.56°

8.8 | 19.43+0.01° 35.75+0.65°  30.56+0.65°  16.23+0.64°  30.78+0.76°

10.3  42.1+0.4° 35.74+1.4 30.76+0.89®  23.72+0.87°  30.29+0.98°

24 43.00+0.3°  36.56+1.7°  31.05+0.74° 23.53+1.4° 30.98+0.78"

48 | 43.6+0.89° 36.98+0.91°  31.23+0.87°  23.5%0.67°  30.56x0.67"

*Valores de la media xdesviacion estandar (n=3).

Diferente letra en una columna indica diferencia estadistica (P<0.05).

Los resultados sobre la AAO a través de la prueba de ABTS fueron favorables y
superiores comparados con los alcanzados con la técnica de DPPH, esto se debe
probablemente a que el ABTS utiliza agua como disolvente evitando la precipitacion de las
proteinas como ocurre con el DPPH. Los hidrolizados AlbH88 y GloH88 presentaron la
mayor actividad con un 35.75+0.65 % y 30.56+0.65 % respectivamente. Al comparar los
resultados nuevamente con el trabajo de Soriano-Santos y Escalona-Buendia (2015)
encontramos un porcentaje ligeramente superior, sin embargo la evaluacion que se reporta es

de las fracciones completas, en Al de 60.3 % y en G de 59.3 %.

Como se menciond anteriormente la AAO no mostrd incremento a partir de las 8.8 y
10.3 h, para poder explicar estos resultados, se debe tomar en cuenta lo mencionado por
Davila Ortiz y Jimenez Martinez (2017), la mayor capacidad de los péptidos con respecto a
proteinas de mayor tamario para disminuir la reactividad de una especie se relaciona con una
mayor exposicion de los aminoacidos. Todos los aminoacidos tiene la capacidad para
interactuar con radicales libres, no obstante, existen aminoacidos con mayor capacidad de
reaccion, por tanto, los residuos de aminoacidos especificos en las secuencias son cruciales

para la reduccion de radicales libres.
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La AAO de los hidrolizados de A 1y G, se relaciona con la presencia de aminoacidos
que se han identificado con una alta reactividad como la cisteina, la histidina dada por su
grupo imidazol, ya que tiene alta capacidad reductora de radicales libres; incluso se ha
reportado que la supresion de residuo His (H) de la zona C-terminal reducia
significativamente el poder antioxidante; al respecto Chen et al. (1996), midieron las
actividades antioxidantes de 28 péptidos; reportando: la remocién del residuo de His del
extremo C-terminal disminuyé la AAO, mientras que al eliminar la Leu del extremo N-
terminal no tuvo efecto. Dentro de la secuencia peptidica, los residuos de His y Pro
desempefian una funcion importante para la AAO. La secuencia Pro-His-His, presentd la
mayor actividad. Ademas, reportaron una mejor sinergia entre pedidos con la secuencia Pro-

His-His con antioxidantes como el tocoferol, y el hidroxido anisol (BHA).

La tirosina (a.a aromatico) también se ha identificado por su alta reactividad (Elias et
al., 2008; Zhang et al., 2010; Loganayaki et al., 2011). En relacion con la presencia de
aminoacidos aromaticos Nardo (2017) identifica en A. mantegazzianus péptidos con
actividad reductora de radicales libres, con la finalidad de evaluar la relacion entre la
estructura de la secuencia de aminodacidos y la bioactividad. Orsini Delgado et al. (2016)
también reportan péptidos con presencia de a.a aromaticos de la fraccion de globulina 11S.
Saito et al. (2003), también estudiaron la AAO en péptidos sintetizados a partir de dos
bibliotecas de tripéptidos. De acuerdo con sus resultados los péptidos con residuos His o Tir,
y tripéptidos con dos residuos de Tireran méas activos comparados con péptidos con dos
residuos de His. La secuencia Tyr-His-Tyr presentd una fuerte afinidad con antioxidantes
fenolicos. A parir de estas investigaciones podemos inferir que aquellos péptidos con
aminoacidos como residuos de Trp o Tir en el extremo C-terminal poseen amor capacidad

de reduccion de radicales libres (Saito, et al., 2003).

La leucina presente en las proteinas de A. hypochcondriacus, aumenta la presencia de
péptidos en la interfaz agua lipido, ademas, mediante la adicion de una leucina o prolina en
el extremo N-terminal de un dipéptido His-His se mejora la actividad reductora de radicales
libres (Ranathunga et al., 2006).
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Cabe sefialar que, se ha encontrado que, en su forma libre, generalmente los
aminoacidos presentan baja o nula actividad antioxidante, de hecho, existe evidencia de que
una hidrdlisis extensiva de las proteinas resulta en un decremento de la AAO (Kong y Xiong,
2006; Salgado et al., 2011), lo cual es evidente en los resultados encontrados (Tabla 5). Esto
puede atribuirse a las propiedades tanto quimicas como fisicas dadas por la secuencia de
aminoacidos y la estabilidad del radical que se genera para no iniciar reacciones oxidativas.

Estos resultados aportan mas evidencia a el supuesto de que tanto la naturaleza como
la composicion de los péptidos, son factores determinantes en la actividad antioxidante de

los mismos.

El grano de amaranto es una fuente importante de hidrolizados con AAO al presentar
una concentracion relevante de lisina (3.2 a 6.4 %), triptéfano, histidina y aminoacidos

azufrados (2.6 a 5.5 %) principalmente (Segura Nieto et al.; 1994; Gorinstein et al., 2001).

Despues de identificar los hidrolizados con el mayor porcentaje se procedio a calcular
el ECso para DPPH en Alb1H103= 0.767 y GloH88=0.432 y ABTS Alb1H88=0.876 y
GloH88=0.324; la concentracion minima para reducir radicales libres fue menor para para la
prueba de DDPPH con AlbH103 respecto a la prueba de ABTS siedo inverso el resultado
con GloH88.

Evaluacién de condiciones de tratamiento

En el apartado anterior se identificaron los hidrolizados con las mas altas capacidades
para cada una de las bioactividades descritas (AIECA, AAT, AAO, AQC y AQF). Estos
hidrolizados pueden tener potencial para ser utilizados como ingredientes funcionales y
desarrollar diversos productos en el area de los alimentos o incluso en el caso de la AAO
utilizarse para la conservacion de alimentos. Por consiguiente, en este apartado se abordan
los resultados sobre la estabilidad de estos hidrolizados bajo condiciones para el

procesamiento de alimentos.
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Efecto del tratamiento térmico sobre actividades bioldgicas

El tratamiento térmico es el método mas comun e importante en el procesamiento de
alimentos. En consecuencia, el aseguramiento de la bioactividad de los ingredientes de

alimentos funcionales, por lo tanto, deben ser estables durante los tratamientos térmicos.

Para las pruebas de estabilidad térmica se trabajo con los hidrolizados Alb1H103,
Alb1H24, GloH88 y GloH24. Se realizaron las pruebas de estabilidad considerando los pHs
mas frecuentes en la elaboracion de alimentos 4.0y 7.0 a 40 °C a 20 °C, durante 1 h, sobre
las actividades AIECA, ATA, AAO (DPPH y ABTS) y AQ (Cu?* y Fe?").

Efecto del tiempo de tratamiento térmico sobre la AIECA

Los resultaron en los siguientes tratamientos: Alb1H103 y GloH88 no mostraron diferencias
significativas (p <0.05) en las actividades AIECA y AAT en ambos pHs (4.0 y 7.0) hasta una
temperatura de 100 °C (Figura 8 y 9). Esto indica que los péptidos presentes en un medio
acido o alcalino débil pueden resistir el proceso térmico de 40°C a 100°C. Sin embargo, a
120 °C de tratamiento, la bioactividad correspondiente comienza a disminuir en comparacion

con el hidrolizado sin tratamiento.
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Figura 8. Valor 1Cso como resultado del efecto del tratamiento térmico (40-120 C). a pH

4.0 (@) y pH 7.0 (b) durante 1 h de hidrolizados del amaranto sobre la AIECA.
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Figura 9. Valor de 1Cso como resultado del efecto del tratamiento térmico (40-120 C). a pH
4.0 (@) y pH 7.0 (b) durante 1 h de hidrolizados de amaranto sobre la AAT

Una vez confirmado que el tratamiento con hidrolizado a 100 ° C mantenia la actividad
biofuncional, se evalud el efecto del tiempo en el tratamiento termico. Con respecto al

hidrolizado no calentado, no hubo pérdida estadisticamente significativa de bioactividad bajo
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tratamiento térmico durante 3 h a pH 4.0, por otra parte, se muestra que Alb1H103 y GloH88
mantuvieron la actividad inhibitoria de ACE y AAT a pH 7.0 durante 3 h. cuando se comparé
con el control, no hubo pérdida estadisticamente significativa de bioactividades en GloH88
bajo tratamientos térmicos sélo durante 2.0 h (p <0.05) a pH 7.0 (Figura 10 y 11). La
temperatura y el tiempo pueden ser factores cruciales que pueden conducir a la pérdida de
bioactividad. Wu et al. (2014) encontraron que la AIECA de péptidos derivados de caseina
bovina no mostré ningln cambio significativo después del calentamiento a diferentes
temperaturas (40 a 100°C) a pH 7.0 después de 2 h de tratamiento, mientras que el tratamiento
térmico durante 3.0 h 0 4.0 h Disminuy6 ligeramente la AIECA (p <0.05). Estos autores
afirman que la relacion entre la estructura del péptido-bioactividad, incluso ahora, no esta
claro. El calor provoca la desnaturalizacion y la agregacion de proteinas durante los cambios
de temperatura de 60 °C a 90 °C, lo que puede causar que los péptidos de alta masa molecular
formen grupos y, como resultado, pueden dificultar la capacidad de union de la enzima. Por
lo tanto, la bioactividad puede disminuir o perderse (Bloom et al., 2015). De acuerdo con la
investigacion de Wu et al. (2014), nuestro trabajo sugiere que los hidrolizados con AIECA
podrian ser estables en los tratamientos de calor y tiempo de los procesos alimenticios
llevados a cabo en temperaturas que oscilan entre 60 °C y 100 °C y también por periodos
cortos de tiempo. En un estudio realizado por Hwang (2010), los péptidos derivados de las
proteinas del jugo de coccion de atin retenian AIECA. Presentaron una estabilidad aceptable
después de varias temperaturas, niveles de pH y tratamientos a presién. De hecho,
encontraron que el procesamiento térmico severo a 100 °C durante 30 min produjo cambios
menores en los péptidos. De forma similar, Wu y Ding (2002) observaron que los péptidos
derivados de la proteina de soja con AIECA también mostraban estabilidad a 100°C durante
30 min. Fu et al. (2015) estudiaron el efecto de diferentes temperaturas en la AIECA del
colageno y encontrd que esto mantuvo su capacidad inhibitoria a temperaturas relativamente
bajas (20-60 ° C). Por el contrario, después de calentar durante 2 ha 100 ° C, notaron una
ligera reduccion de la actividad inhibitoria. Finalmente. Mirzaei et al. (2020) reportan en
péptidos sintéticos a tratamiento manteniéndose estables después de 1h y un decremento a

partir de las 1.5 h.

Ahora bien, al evaluar el efecto de la temperatura sobre la AAT se observa en la Fig. 9 que

la actividad hasta los 100°C en ambos hidrolizados no presenta cambios significativos,
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siendo para Alb1H103 a pH 7 un 1Cso= 430 mg/mL y a pH=4 un 1Cs0=442 mg/mL y para
GIloH88 a pH 7 un 1C50=13.75 mg/mL y a pH=4 un ICs0=13.3mg/mL. Esto indica que los
péptidos bajo condiciones de procesamiento térmico de 40 a 100 °C conservaran la actividad.
Una vez demostrada la estabilidad de la AAT a 100°C, ambos hidrolizados se sometieron a
una temperatura de 100°C a diferentes tiempos (1 a 4 h), como se observa en la Fig. 11
después de 4 h de actividad disminuye ya que el ICspa un pH de 4 aumenta de 431.1 a 599
mg/mL, sin embargo, a pH de 7 la actividad permanece estable después de 3 h de tratamiento,
pero después de 4 h la actividad disminuye. Respecto a la AAT los estudios realizados son
escasos. No obstante, nuestros resultados son congruentes con los reportados por Sabbione
et al., (2018), los cuales evaluaron la AAT, con harina de amaranto y después de la
elaboracion de galletas a partir de harina de amaranto. Para la elaboracion de las galletas se
trabajo con una temperatura de 105°C, reportan que existe una reaccion dosis-respuesta, ya
que al aumentar la concentracién aumentaba la AAT, ademas observaron que la AAT se
mantuvo estable. El ICso reportado fue de 0.22 + 0.04 mg/mL.

Con base en los datos anteriores, parece que los péptidos con AIECA son mas estables en un
rango de temperatura (20-100 ° C), al menos durante 1 h. Sin embargo, la pérdida de
estabilidad de la bioactividad tendria que ser también evaluada bajo condiciones de
tratamiento severas tales como esterilizacion, asado a la parrilla y fritura, y asi
sucesivamente, con el fin de asegurar que se recibe el beneficio fisiologico esperado de un

alimento.
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Figura 10. Valor de ICso como resultado del efecto del tiempo de tratamiento (1-4 h) de los
hidrolizados de amaranto calentados previamente a 100 °CapH 4.0 (a) y 7.0 (b) en la
AIECA.
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Figura 11. Valor de ICso como resultado del efecto del tiempo de tratamiento (1-4 h) de
hidrolizados de amaranto calentados previamente a100°CapH 4.0 (a) y 7.0 (b) en la
AAT.
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Efecto del tratamiento térmico sobre la actividad quelante

Al realizar la evaluacion del efecto del tratamiento térmico sobre la AQC se observa
en los tratamientos a pH 7 que la ECso disminuyd significativamente (p <0.05) a los 80 y
100°C, e incremento (p <0.05) respecto al control a 120°C; en el caso de GloH24 se observa
una disminucion respecto al control a los 60°C. Cuando ambos hidrolizados se trataron a pH
4 se observa un incremento significativo de la ECso a partir de los 40°C, esto se debe a que
en general a pHs muy acidos (2-3) o muy alcalinos (10-2) no se forman quelatos o la
estabilidad de los formados es muy baja (Figura 12). Respecto a la AQF se mantuvo estable
la actividad hasta los 100°C en ambos hidrolizados a pH 7.0 y 4.0 (Figura 13).
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A partir de los resultados obtenidos podemos inferir que en particular la actividad
quelante a diferencia de la AIECA y AAT, tanto el tratamiento termico como el pH afectan
la estabilidad de los hidrolizados. Los cambios en las actividades quelantes se dan debido al
aumento de temperatura, esta produce cambios en la composicion aminoacidica como lo
demuestran trabajos como el realizado por You et al. (2012), al aumentar la temperatura (63,
100y 121°C) el contenido de aminoacidos libres aumenta gradualmente de 1719.48 mg/100
mL a 1736.65 mg mL™. Entre los aminoécidos que incrementan se encuentra a la Gly, Arg,
Thr,y Tyr. Los aminoacidos que mostraron un decremento fueron la Asp, Ser, Met, Cys, Trp
y Lys. Asi, se puede inferir que en los hidrolizados tanto de AlbH124 y Glo24 para la AQC
y Alb1H103y Glo24 para la AQF hubo cambios por aumento o decremento de amino&cidos.

El tratamiento térmico ademas de tener un efecto sobre la composicién aminoacidica,
también impacta en la configuracion, permitiendo una mayor accesibilidad a los grupos
quelantes de metales; similares resultados se han encontrado por otros autores, como el
realizado por You et al. (2012) para evaluar la estabilidad de la AQC en hidrolizados tratados
por 30 min a 63°C y 121 °C por 15 min de tratamiento térmico fueron significativamente
mayor (P <0.05) que las muestras tratadas a 100 ° C por 20 min, sin diferencias significativas
(P> 0.05). Por ejemplo, cuando la concentraciéon de péptido fue de 3 mg/mL, la actividad
quelante de Cu?* fue de 66.97 % para las muestras tratadas a 121 °C, 15 min,
significativamente mas alto que el de las muestras tratadas a 100 °C por 20 min (P <0.05).
La razon puede ser debido a la estructura peptidica especifica y amino grupos de cadenas
laterales &cidas que jugaron un importante papel no solo en la terminacion de la cadena de
radicales libres reacciones sino también en la quelacién de iones de metales de transicion
(Zhu et al., 2008).

Al someter los hidrolizados a 100°C a pH 7 durante diferentes tiempos se observa que
a las 2 h tanto para Alb24 como para Glo24 la ECso aumenta. Al someterlos a un pH de 4,
nuevamente existe un aumento del ECso con mayor significancia a partir de las 2 horas de
tratamiento. No obstante, los hidrolizados al mantener su estabilidad o incluso disminuir el

ECso a temperaturas y tiempos de tratamiento térmico dentro de los rangos utilizados en la
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industria de los alimentos pueden ser utilizados como ingredientes para el disefio de

alimentos funcionales.
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Efecto del tratamiento térmico sobre la AAO

El efecto del tiempo del tratamiento térmico sobre la AAO de Alb1H88, GloH88 y Alb1H103
tanto para la prueba con DPPH y ABTS se muestran en la figura 16 y 17. Cuando la
temperatura era inferior o igual a 80° C, el cambio de temperatura no tuvo efectos
significativos sobre la actividad reductora de radicales libres DPPH y ABTS, a una
temperatura de100°C la AAO aumentd ligeramente. Pero a una temperatura de 120°C el
EC50 tuvo un decremento significativo. La capacidad para eliminar el radical libre DPPH
mostré una tendencia positiva a medida que aumentaba la temperatura; siendo estable a
temperaturas en intervalo de 40 a 100 °C. Estos cambios pueden argumentarse debido a que
como ya se ha comprobado la temperatura es un factor critico en la conservacién de la
estructura y por lo tanto bioactividad de las proteinas, en el caso de las cadenas cortas como
los péptidos y polipéptidos de bajo peso molecular, sus actividades se ven alteradas por altas
temperaturas debido a cambios en la estructura secundaria de los péptidos, considerando que

no tienen estructuras terciarias y cuaternarias.
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Contrario a nuestros resultados Jang et al. (2016) encontraron que la actividad de los
péptidos antioxidantes de hidrolizados de pez de arena inicialmente aumento y luego
disminuyé conforme aumentaba la temperatura de tratamiento del polipéptido de Ala-Thr-
Ser-His-His. Cuando la temperatura alcanz6 los 100 ° C, la capacidad de eliminacién de
DPPH todavia era alta (66%). Por lo tanto, aunque las altas temperaturas pueden destruir la
actividad antioxidante del GSH, otras actividades de los péptidos antioxidantes cambiaron

ligeramente después del calentamiento.
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You et al. (2012) reportan que, la actividad aumenté de 1.11 mg/mL a 1.65 mg/mL (P <0,05)
después del tratamiento a 63° C por 30 min, mientras que el tratamiento a 121°C, 15 min no
produjo ningn cambio significativo de actividad. Esto se debe a que, durante el tratamiento
térmico, la secuencia del péptido loach cambid y se expusieron mas grupos de cadenas
laterales de residuos amino hidréfilos (Zhu et al., 2008), lo que haria que los péptidos fueran
mas dificiles de reaccionar con los radicales DPPH solubles en lipidos. Por lo tanto, la
actividad de captacion de radicales DPPH disminuy0 después del tratamiento térmico a 63 °
C, 30 min y 100 ° C, 20 min. Cuando se calienta a 121 ° C, 15 min, las pérdidas de
antioxidantes naturales pueden minimizarse o compensarse mediante la formacion de
antioxidantes no nutritivos como los MRP u otros péptidos antioxidantes, que causaron la

menor pérdida de la actividad captadora de radicales DPPH (Arcan y Yemeniciog , 2007).

Recientemente en péptidos sintéticos se observo que la AAO (por la técnica de DPPH y
ABTS) se mantuvo estable a 50° durante 6 min. mientras que a 70 y 90 °C la actividad
disminuyo. Los cambios que provoco el tratamiento térmico fueron para el péptido VL-9
causo un reemplazo de la Cys por la Pro en la antepenultima posicion, lo que derivé en un
aumento de la captacion de radicales cationicos ABTS y DPPH. Sin embrago, en el péptido
VCK-9) provoco una disminucién en actividad reductora bajo condiciones de 70 y 90°C

durante 6 min.

Con base a nuestros resultados y los reportados en los trabajos descritos anteriormente, la
temperatura e incluso el tiempo del tratamiento térmico son sensibles al calor, el tratamiento
térmico puede modificar la estructura secundaria de los péptidos y dar como resultado una
disminucion de la actividad antioxidante. La agregacion también puede ser la razon de la
actividad reducida; la agregacion de péptidos esta influenciada por la estructura y secuencia
de péptidos, asi como por las condiciones del tratamiento térmico. La agregacion se puede
formar mediante enlaces covalente tales como enlaces disulfuro, éster, amida, enlaces no
covalentes mediante interaccion hidrofoba. La cys tiene mayor susceptibilidad a la
agregacion inducida por calor a través de enlaces disulfuro y producciéon de dimeros o

trimeros.
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La mayoria de las tecnologias de procesamiento de alimentos implican tratamiento térmico;
por tanto, estos péptidos antioxidantes son prometedores para su uso en la industria

alimentaria
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Efecto del pH sobre las actividades bioldgicas de las proteinas de A. hypochondriacus

Efecto del pH sobre la actividad inhibitoria de la ECA y AAT

El efecto del pH se evalu6 en un rango de 2.0 a 12.0 sobre la actividad inhibitoria de la ECA
y AAT en los hidrolizados de Alb1H103, GloH88 respectivamente. Se seleccion6 una T=100
°C durante 1 h este ensayo, no mostro pérdida de estabilidad de la bioactividad, por lo que
cualquier cambio en ella tendria que atribuirse a la influencia del tratamiento del pH. Los
cambios de bioactividad de diferentes fracciones de péptidos de hidrolizados de proteina de
amaranto se muestran en la figura 20. La bioactividad depende en gran medida de la
solubilidad del hidrolizado. En general, a medida que aumenta la solubilidad, disminuye el
valor ICso de la bioactividad correspondiente. Por el contrario, a medida que disminuye la
solubilidad, aumenta el valor 1Cso de la bioactividad correspondiente. En cuanto a Alb1H103,
los valores de ICso de AIECA y AAT eran casi constantes dentro del rango de pH de 5.0 a
7.0; la actividad inhibidora mas baja, para ambas bioactividades, se observé a pH alcalino
(8.0-12.0). El valor de 1Cso de GloH88, para AIECA y AAT, se mantuvo constante, similar
al del control, dentro del rango de pH de 2.0 2 8.0. A pH 9.0-12.0, aumentaron los valores de

Clso de estos hidrolizados.

Similares resultados han sido reportados por Wu et al. (2014) para péptidos
derivados de caseina. Estos indican que bajo condiciones alcalinas de tratamiento fuertes (pH
cercano a 12) la actividad inhibitoria de la ECA se reduce esto puede ser debido a una
desnaturalizacion e incluso hidrélisis de algunos péptidos con su consecuente inactivacion
provocada por el pH. Ademas, la modificacion del pH puede provocar cambios
fisicoquimicos de las proteinas como reacciones intermoleculares, reaccion con azlcares,
solubilidad y por lo tanto producir entrecruzamiento, destruccién de lisina ruptura
inespecifica de péptidos y destruccion de aminoacidos sensibles a cambios de pH. Otra
posible explicacion es que los cambios de pH pueden afectar las propiedades bioactivas por
modificaciones de uno o méas aminoacidos. Por ejemplo, tratamientos &acidos destruyen
glutamina y asparagina mientras que tratamientos alcalinos destruyen cisteina, serina y
treonina y produce lisinoalanina y D-aminoacidos (Korhonen et al., 1998). ElI pH de

procesamiento de la mayoria de los alimentos es cercano a la neutralidad; hay pocos
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alimentos de pH &cido y el tratamiento a pH superior a 7.0 es alin mas escaso, por lo cual con
base en esta experiencia su puede afirmar que el pH es el factor que menor efecto tendria

sobre la actividad inhibitoria de la ECA de los hidrolizados proteicos del amaranto.
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Figura 20. Valor de 1Cso como resultado del efecto del pH (2-12) de hidrolizados de
amaranto calentados previamente a 100 C durante 1 h sobre sus AIECA y AAT.
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Efecto del pH sobre la AAO

Los efectos de pH sobre la actividad AOO de los hidrolizados se muestra en la figura
21 tanto Alb1H103 como GloH8.8 mostraron estabilidad en un rango de pH entre 4-8, se
observa que bajo condiciones extremas de acides o alcalinidad la actividad disminuyd. Estos
cambios pueden atribuirse a que posiblemente se produzcan reacciones de racemizacion,
formando una mezcla de isomeros L y D, esto afecta la actividad bioldgica entre isomeros;
de hecho, en farmacologia este tipo de reacciones son relevantes para la actividad de los
principios activos. Este tipo de reacciones es probable se realicen bajo condiciones alcalinas
(Zhu et a., 2014). Otro tipo de reaccion es la desaminacion, a valores de pH altos provocando
cambios en la estructura y conformacion. Lo que conlleva a cambios en la capacidad para
reducir radicales libres. Los resultados de este trabajo son similares a los de Yuan et al. (2016)
en péptidos de polilla de seda la reduccion del radical DPPH fue maxima a pH 6, pero la
actividad disminuyo tanto a condiciones &cidas o alcalinas, siendo el tratamiento alcalino con
mayor efecto en la actividad. Ademas, la energia de activacion de la degradacion del péptido
varia con los cambios de pH. En general, cada péptido tiene un rango de pH 6ptimo, dentro
de este rango de pH la estructura es estable y por ende la actividad de los péptidos se puede
mantener estable. Incluso las cadenas laterales de algunos péptidos pequefios pueden
hidrolizarse mediante catalizadores alcalinos. en este trabajo de investigacion se muestra
mayor efecto a pH alcalino, similar a lo observado en las AIECA Y ATTA para este trabajo.
Por otra parte, Wang et al. (2020) en péptidos de Largehead hairtail (pez faja) reportan que
la tasa de eliminacion del DPPH no mostr6 cambios significativos (p<0.05) en solucion a pH
de 4, 6 y 8; mientras que la tasa de eliminacion del radical DPPH disminuyo
significativamente a niveles muy acidos (pH=2) o muy alcalinos (pH=12). Estos autores
también argumentan que la perdida de actividad podria ser el resultado de la escision

intramolecular en solucién acida o una desaminacion en solucion alcalina.
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Al respecto, anteriormente se ha reportado estudios en los cuales la Asp-hexapéptido se
escindio en dos partes, asi como un tetrapéptido (Val-Tyr, Pro-Asp) y un dipéptido (Gly-
Ala), mediante escision intramolecular en condiciones muy acidas (pH=0.3-3.0) (Oliyai y
Borchardt., 1993). En lo concerniente a la desaminacion Patel y Borchardt (1990) reportan

que la desaminacién aumenta con el incremento del pH en los rangos de pH de 5 a 12.

Recientemente Du et al. (2020) en péptidos de arroz integral al ser tratados a diferentes pHs
encuentran a pH neutro una actividad de reduccion del radical ABTS alta pero la actividad
disminuye significativamente bajo condiciones muy acidas o alcalinas; cuando el pH
aumenta a 8.0, la actividad reductora del radical ABTS disminuy6 bruscamente y a pH de 12
se redujo en un 40 % en comparacién con la condicion a pH neutro. Ademas, Mirzaei et al.
(2020), al realizar ensayos de estabilidad sobre péptidos sintéticos, observan estabilidad hasta
una temperatura de 70 °C y 90° C durante 6 min tanto para los ensayos de DPPH como para

los ensayos de ABTS.

Los trabajos aqui reportados y los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
aportan evidencia sobre el efecto del pH sobre la actividad antioxidante de péptidos bajo
condiciones extremas de acidez y alcalinidad, asi como una actividad y estabilidad a pH
neutro. Cada péptido tiene su rango de pH 6ptimo, mas alla de este rango, la estructura del
péptido cambia y su actividad se ve afectada, estos cambios pueden deberse a reacciones de
racemizacion, desaminacion, variacién de la ruta de degradacion y cambios producidos por

las interacciones electrostaticas entre los aminoécidos cargados

Efecto del pH sobre la actividad quelante de Cu?* y de Fe?*

El efecto del pH sobre la AQC fue similar tanto para Alb1H24 como GloH24, en este se
observa un decremento de la actividad al cambiar el pH a valores muy &cidos (1-3) o alcalinos
(10-29), manteniendo su estabilidad a pHs cercanos a la neutralidad, los resultados siguieron
el mismo patron para la AQF en Alb1H103 y GloH24; en general los quelatos o no se forman
0 son mas inestables a pH muy &cidos o alcalinos (figura 22). En otros trabajos se ha
observado el efecto significativo del pH sobre la estabilidad de los quelatos. Los efectos del
pH sobre la estructura de quelantes afectan la estabilidad. Al someterlos bajo condiciones
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acidas fuertes, el H* compite con los iones metalicos para obtener el electron de los
aminoacidos. En condiciones alcalinas fuertes, el OH™ compite con el grupo electrénico para
obtener iones metalicos (Zhang et al., 2002). Ambas condiciones provocan inestabilidad de

los quelatos formados bajo condiciones de pH cercanas a la neutralidad.

Anteriormente, se menciond que uno de los aminoacidos que participan en la AQC y AQF
es la histidina presente en las proteinas de A. hypochondriacus, y se puede inferir que la
histidina es uno de los amino&cidos sensible a los cambios de pH y por lo cual la actividad

presenta inestabilidad bajo condiciones fuertes de acides y alcalinidad.
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De acuerdo con Arévalo et al. (2008) en un estudio encontrd que el pH modifica el efecto
que ejerce la histidina sobre la oxidacion de ascorbato por Cu?*; en un rango de pH
comprendido entre 3.9 y 8.0, se observa que, a medida que se incrementa el pH, la actividad
quelante de la histidina aumenta, pero, disminuye al aumentar la alcalinidad. Ademas, la

actividad quelante estuvo correlacionada con la concentracion de histidina a pH 8.0.

Efecto de una simulacién digestiva gastrointestinal sobre la actividad inhibitoria de la
ECAy AA

Otro de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la bioactividad de las fracciones
peptidicas obtenidas de los hidrolizados de proteina de amaranto una vez sometidas a
digestion gastrointestinal. Por lo tanto, se realiz6 una simulacién de la digestion

gastrointestinal humana in vitro utilizando pepsina, tripsina (T) y quimotripsina (C).

Debido a que T y C son serina proteasas, tambien se evaluo la actividad los inhibidores de
serin proteasas, ya que la Aly G en su forma nativa contienen el inhibidor de serin proteasas,
Ilamado ATSI, con mayor actividad inhibitoria en la fraccion de globulina respecto a Al. Los
hidrolizados de amabas proteinas van disminuyendo la actividad inhibitoria a medida que
aumenta su tiempo de tratamiento. Como describimos anteriormente se encontré que ambas
fracciones en su forma nativa inhiben el 50% de la actividad de serin proteasas. Ahora bien,
en estas fracciones se ha purificado en especifico un inhibidor denominado ATSI. Esto es
relevante porque autores como Hejgaard et al. (1994) observaron que un tratamiento previo
de extractos proteicos de amaranto con pepsina, que contienen ATSI, mejoro las actividades
proteoliticas de T y C. De manera similar (figuras 23-28) muestran que un tratamiento previo
depHa4.007.0(T=100C;t=1h)deAlb1H103, Alb1H88, Alb1H24, GloH24 y GloH88

influyeron en la bioactividad luego de una digestion con Ty C.

Se encontrd que, en general, cuando los hidrolizados se mantuvieron a 100 C por 1 ha pH
4.0, la bioactividad correspondiente resulté en un aumento significativo (p<0.05) ya que los
valores de 1Cso (mg/ml) de ECA disminuyeron de 925 +2.2a622 +0.1yde 1391+ 14 a
895 £ 0.8 para Alb1H103 y GloH88, respectivamente. EI mismo efecto se obtuvo cuando se

evalud AAT ya que sus valores de ICso (mg / ml) produjeron una disminucién significativa
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(p<0.05) de 431.1+£0.01a226 £0.02y de 12.8 £ 0.06 a 9.4 + 0.03 para Alb1H103 y GloH88,

respectivamente.

Respecto a la AAO por la técnica de DPPH disminuy6 (p<0.05) su ICso (mg / ml) de
0.767+0.021 a 0.476+0.037 para Alb1H103 y de 0.435+0.053 a 0.298+0.032 para GloH88;
por la técnica de ABTS disminuy6 de 0.896+0.074 a 0.432+0.047 para Alb1H88 y de
0.374+0.065 a 0.201+0.038 para GloH88. La AQC disminuy0 (p<0.05) su Clsg (mg / ml) de
0.973+ 0.93 2 0.543+0.025 para Alb1H 24 después de la digestion enzimatica y de 1.5+0.034
a 0.987 para GloH24. Finalmente, la AQF disminuy6 (p<0.05) su Clso (mg / ml) de 0.573+
0.0.65 a 0.345+0.031para Alb1H103 y de 0.765+0.34 a 0.467+0.026 para GloH24 después

de la digestion enzimaética.
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Figura 23. Influencia de un tratamiento previo de pH (4 y 7) de hidrolizados de amaranto

con AIECA, seguido de una prueba gastrointestinal in vitro.
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Figura 24. Influencia de un tratamiento previo de pH (4 y 7) de hidrolizados de amaranto

con AAT, seguido de una prueba gastrointestinal in vitro.
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Figura 25. Influencia de un tratamiento previo de pH (4 y 7) de hidrolizados de amaranto

con AQC, seguido de una prueba gastrointestinal in vitro.
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Figura 26. Influencia de un tratamiento previo de pH (4 y 7) de hidrolizados de amaranto

con AQF, seguido de una prueba gastrointestinal in vitro.
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Figura 27. Influencia de un tratamiento previo de pH (4 y 7) de hidrolizados de amaranto

con AAOQ, seguido de una prueba gastrointestinal in vitro.
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Figura 28. Influencia de un tratamiento previo de pH (4 y 7) de hidrolizados de amaranto

con AAO, seguido de una prueba gastrointestinal in vitro.

Esta mejora de la actividad inhibidora de la bioactividad correspondiente puede deberse al
grado de hidrolisis de los hidrolizados de Alb1H103, Alb1H88, Alb1H24, GloH88 y GloH24
(GH (%) = 42.1 £ 0.4, 19.43£0.01, 43.00£0.3, 22.34+0.89 y 16.3 + 1.7, respectivamente).
Ademas, a pH 4.0, se puede promover la hidrdlisis de los inhibidores de serin proteasas
presentes en las fracciones de Al y G debido a la actividad de la pepsina. Una vez
hidrolizadas las fracciones de Aly G, no se puede observar inhibicion de las serin proteasas
(T y C), por lo que estas enzimas contintan hidrolizando péptidos, produciendo asi nuevos
péptidos con diferentes bioactividades. Los biopéptidos resultantes contenidos en los
hidrolizados pueden hidrolizarse por T y C porgue estas enzimas pueden escindir enlaces
peptidicos especificos, es decir, la pepsina rompe enlaces peptidicos en residuos Tyr, Phe y
Leu; tripsina en residuos de Arg y Lys; quimotripsina en residuos Trp, Phe, Tyr, Met y Leu.
En cambio, un tratamiento a pH 7.0 de Alb1H103, GloH88 (T =100 C; t = 1 h) no facilita la
hidrolisis de los inhibidores presentes en A1y G por pepsinay, en consecuencia, la digestion
con T y C puede ser inhibida por estas, de forma que los péptidos de cada bioactividad no
sufran una hidrolisis adicional. Por tanto, no se observd ninguna diferencia significativa

(p<0,05) en las bioactividades de los hidrolizados después de su digestion. Para evitar que la
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digestion intestinal altere la estructura quimica de los biopéptidos, se ha sugerido que los
hidrolizados se obtengan utilizando Unicamente enzimas proteoliticas digestivas. Sin
embargo, la alcalasa es una de las enzimas mas buscadas para hidrolizar proteinas de

diferentes fuentes.

Orsini et al., (2011) encontraron que los biopéptidos obtenidos de la globulina de grano de
amaranto, en una prueba de simulacion de digestion gastrointestinal in vitro, no pueden ser
escindidos por las enzimas proteoliticas digestivas. Hasta donde sabemos, no hay mucha
investigacion sobre la estabilidad proteolitica de los péptidos con AIECA con enzimas
gastrointestinales. Tavares et al. (2011) encontraron una modesta disminucion de AIECA de
péptidos de C. cardunculus, en el que el ICso = 336.3 £ 34.9 ug / ml se redujo a un ICsg =
253.6 + 30.7 ug / ml, cuando la digestion termind. Akilliioglu y Karakaya (2009) observaron
un aumento de la AIECA en hidrolizados de Phaseolus vulgaris después de una digestion
gastrointestinal. Se obtuvo un tripéptido VAP hidrolizando la proteina de la carpa herbivora
con alcalasa y se someti6 a digestiones in vitro separadas y combinadas con pepsina y
quimotripsina, que no mostré ningln impacto de las enzimas digestivas en la AIECA de VAP
(Chen et al. 2012). Hwang (2010) observo que la AIECA de los oligopéptidos, obtenidos a
partir del jugo de coccidn del atin, mostré cambios insignificantes después de una incubacion
in vitro con enzimas gastricas. Esto sugiere que estos oligopéptidos pueden no verse
afectados por la digestion en el tracto gastrointestinal. Ademas, informes anteriores también
han demostrado que los péptidos pequefios tienen una baja susceptibilidad a la hidrolisis por
las proteasas gastricas. Sheih et al. (2009) sugirieron no solo que los péptidos purificados son
resistentes a la digestion en el tracto gastrointestinal, sino también que la secuencia activa
del péptido no seria destruida por estas enzimas. Los péptidos de colageno fueron digeridos
por pepsina y pancreatina y proporcionaron un contenido elevado de aminoéacidos libres. La
AIECA de los péptidos de colageno se mantuvo estable después de una digestion in vitro por
proteasas gastricas. Por tanto, los péptidos de coldgeno pueden soportar la digestion
considerablemente a través del tracto gastrointestinal o pueden degradarse parcialmente en
péptidos mas pequefios mientras conservan su actividad. Los péptidos de colageno muestran
AIECA potente después de una digestion in vitro, posiblemente debido a la hidroxilacion
postraduccional de prolina en colageno (Fu et al. 2015). Recientemente en péptidos sintéticos

(VL-9) conformado por Lys, Try, Phe Try en el extremo C-terminal, con dos residuos de Pro
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demostro estabilidad frente a una digestion gastrointestinal, se infiere que estos residuos
aportan dicha estabilidad (Mirzaei et al., 2020).

Zhang et al. (2015) reporta en que la eliminacion de radicales DPPH de péptidos de soya se
vieron afectadas por el pretratamiento con pepsina, tipo de tiempo de proteasa e hidrdlisis.
El pretratamiento con pepsina condujo a un mayor valor de eliminacién de radicales DPPH.
Se produjo un valor maximo en el tiempo de hidrélisis de 24 h en todos los casos. Los valores
mas altos de alcalasa y protamex hidrolizados con pretratamiento con pepsina fueron 51.9%
y 51.7%, respectivamente (un incremento de 8.0 % y 25.9 %). En presencia del tratamiento
con pepsina, las actividades de captacion de radicales DPPH de los hidrolizados por protamex
fueron béasicamente méas altas que estas por la alcalasa. Sin embargo, en ausencia de
tratamiento con pepsina, la tendencia se revirtio después de la hidrdlisis de 24 h. Estos
resultados indicaron que el pretratamiento con pepsina podria mejorar las actividades de
eliminacién de radicales DPPH de hidrolizados de proteina de soja. El tratamiento con
pepsina podria ayudar a cambiar la estructura de la proteina de soja y causar la exposicién de
algunos grupos hidrofdbicos en la parte interna de la proteina (Yuan et al., 2012), mejorando
asi la eficiencia de la hidrdlisis subsiguiente. La hidrolisis adicional por alcalasa y protamex
condujo a diversas influencias sobre la capacidad de eliminacion de radicales DPPH. Las
diferencias pueden ser causadas por las distinciones en las composiciones y secuencias de
aminoacidos, el peso molecular y las propiedades fisicas de los hidrolizados resultantes. Li
et al. (2007) han sefialado que el tamafio, la composicion de aminoacidos y la hidrofobicidad

estan estrechamente relacionados con su actividad antioxidante.

Martinez-Palma et al., (2015) evaltan dos muestras de harina de espirulina sometidas a
hidrolisis con pepsina y pancreatina la actividad antioxidante y quelante. Reportan un
incremento de la actividad antioxidante conforme aumenta el grado de hidrdlisis. Por otro
lado, los hidrolizados proteicos de ambas muestras mostraron actividad quelante de Fe?* y

Cu2+
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Conclusiones

v" Con una relacion enzima sustrato de 0.8 UA/g a una temperatura de 50°C, se
obtuvieron hidrolizados con actividad AIECA, AAT, AAO, AQC y AQF, asi como
estabilidad bajo condiciones térmicas, de pH, asi como a una simulacion

gastrointestinal in vitro.

v' Las fracciones de Al y G del grano de A. hypochondriacus tienen inhibidores de
serinproteasas, siendo la fraccion de G la que presenta una mayor inhibicién. Ambas
presentan menor inhibicion a la alcalasa en comparacion con la tripsina y

quimiotripsina.

v’ Las actividades: AIECA, AAT, AAO de hidrolizados del grano de amaranto:
Alb1H103, Alb1H24, GloH88 y GloH24 presentan estabilidad tanto al tratamiento
térmico (40 a 100°C hasta por 2 h) como a pH cercanos a la neutralidad (4.0-8.0).

v' Bajo condiciones fuertemente acidas o alcalinas la actividad quelante de Cu®*se ve
afectada con mayor significancia en comparacion con la actividad quelante de Fe?*,
esto debido a que, bajo estas condiciones, disminuye la probabilidad de formacion de

quelatos por los aminoécidos.

v' Las actividades: AIECA, AAT, AAO AQC y AQF de los hidrolizados del grano de
amaranto presentaron estabilidad después de una simulacion gastrointestinal, e

incluso aumentan su actividad debida probablemente a la accion de la pepsina,

v" Las bioactividades presentes en los hidrolizados de Amaranthus hypochondriacus asi
como su capacidad y estabilidad estan relacionadas con la composicion y secuencia
aminoacidica, hidrofobicidad, carga neta, aminoacidos terminales y peso molecular
de los peptidos generados y en este sentido también dependeran de la enzima o

enzimas utilizadas, relacion enzima-sustrato, asi como el tiempo de hidrolisis.
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v" Los hidrolizados analizados en esta de investigacion, presentan actividades biolégicas
de interés para el disefio de alimentos funcionales, ademas de presentar estabilidad
térmica y de pH, con base en estos resultados estos tienen potencial uso en el area de
la industria de alimentos como ingredientes para el desarrollo de alimentos

funcionales.

77



Anexos

Curva patron para la determinacion de proteina verdadera

Curva estandar para la determinacion de proteina verdadera. Los valores de absorbencia de
las muestras se interpolaron para su cuantificacion en la curva de calibracién, concentracion
vs. Absorbencia (Figura 29) que se realizé usando como patrén albdmina sérica bovina en

concentraciones de 2 a 10 mg/mL.
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y =0,0322x + 0,0026
0,15 R?=0,9991

0,1
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0,05

0 2 4 6 8 10 12
Proteina (Albumina) mg/mL

Figura 29. Curva estandar para la determinacion de proteina verdadera.

La determinacion de la proteina se realizo utilizando la ecuacion de la recta que esta dada por

la curva patrén utilizada.
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Curva estandar para la determinacion de grupos aminos libres

Los valores de absorbencia de las muestras se interpolaron para su cuantificacion en la curva
de calibracion, concentracién vs absorbencia (Figura 30) que se realizé usando como patrén

leucina en concentraciones de 0.6 a 6 [mM].

y =0,2453x + 0,0308

Absorbancias 420nm
o
w

0,4 R?=0,9941
0,3
0,2
0,1
0 &
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

L-Leucina Mm

Figura 30. Curva estandar para la determinacion de grupos amino libres.

Curva estandar para la determinacion de reduccion del radical DPPHe

En la figura 31 y 32 se muestran las curvas en equivalentes trolox (mg/L) versus % de
inhibicidn del radical DPPH y ABTS y su respectiva ecuacion obtenida de su correspondiente
linealizacion, para la evaluacién de la capacidad antioxidante en mg equivalentes de acido

galico.
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Figura 31. Curva estandar de trolox evaluacion de reduccion del radical DPPHe
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Figura 32. Curva estandar de trolox evaluacién de reduccion del radical ABTS
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