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RESUMEN

Sanchez Lépez, Fabiola. Doctorado en Ciencias en Alimentos. Instituto Tecnologico de Veracruz.
Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos. Febrero, 2021. Identificacién de péptidos bioactivos
en fracciones proteicas de Amaranthus hypochondriacus hidrolizadas por bacterias acido lacticas.
Director de tesis: Dr. Victor J. Robles Olvera. Coasesores: Dra. Madeleine Hidalgo Morales y Dr.
Gerardo Valerio Alfaro.

El Amaranthus hypochondriacus spp. es un cereal comunmente cultivado en América Latina 'y
es conocido por su alto contenido en proteinas. Las albuminas, glutelinas y globulinas son las
principales proteinas de reserva en las semillas de amaranto. Se ha demostrado que estas
proteinas de reserva exhiben diversas actividades biologicas como antihipertensiva,
antioxidante y antitrombética, y se liberan principalmente por digestion in vitro. Hasta ahora
solo existe un reporte que comprobé la liberacion de péptidos con actividad biolégica de la
proteina total de Amaranthus hypochondriacus por accién de la actividad proteolitica de
bacterias acido lacticas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de bacterias
lacticas para liberar péptidos bioactivos a partir de fracciones proteicas de Amaranthus
hypochondriacus. Se utilizé6 harina de semilla de amaranto desengrasada para extraer
proteinas de reserva de acuerdo con su solubilidad (albuminas, globulinas, 7S-G, 11S-G y
glutelinas). A cada fraccion se le determind la concentracién de proteina y se caracterizo
mediante electroforesis SDS-PAGE y LC-MS/MS. Las fracciones de proteina se hidrolizaron
con células de Lactiplantibacillus plantarum y Lactobacillus helveticus cosechadas en fase
exponencial (4 y 8 h) y estacionaria (14 y 24 h). Se evalu6 la actividad antioxidante, la inhibicion
de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), la quelacién de Zinc en muestras
hidrolizadas y ultrafiltradas con membranas de corte de peso molecular de 10, 3, 1 kDa. Los
hidrolizados que mostraron bioactividad fueron analizados por nLC/MS-MS. Como resultados,
se observo que los pesos moleculares de las proteinas (SDS-PAGE) presentes en las
fracciones fueron de 97 a 14 kDa y las proteinas identificadas por LC/MS-MS incluyeron
aglutinina, inhibidor de tripsina, cistatina y globulina 11S. El contenido de grupos amino libres
en los hidrolizados producidos con L. helveticus fue del 5.15% frente al 4.79% de los obtenidos
con L. plantarum. La mayor captacion de radicales ROO+ se observo en las fracciones de
albuminas (1037 + 80 uM TE/g de proteina) y glutelinas (2264 + 64 uM TE/g de proteina)
hidrolizadas con L. helveticus y L. plantarum, respectivamente. La mayor captacion de
radicales *OH se observo en los hidrolizados de 11S-G con los dos lactobacilos en fase
estacionaria. La inhibicion mas alta de ACE (45%) se observo en las glutelinas y 11S-G
hidrolizadas durante 8 h con L. plantarum. La fraccion ultrafiltrada con corte de <3-1 kDa de
11S-G mostro 60% de inhibiciéon de ACE y mayor captacion de *OH (48.10 £ 2.2 %). El analisis
de los resultados de la espectrometria de masas permitiod la identificacion de péptidos con
secuencias de aminoacidos reportadas previamente con actividad antihipertensiva,
principalmente. Los resultados mostraron que la hidrdlisis de las fracciones de proteinas de
reserva de Amaranthus hypochondriacus con Lactiplantibacillus plantarum y Lactobacillus
helveticus liberd péptidos con actividad biolégica y que la etapa de crecimiento de los
Lactobacillus tiene influencia sobre cantidad de péptidos liberados.



ABSTRACT

Sanchez Lépez, Fabiola. Doctorado en Ciencias en Alimentos. Instituto Tecnologico de Veracruz.
Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos. February, 2021. Identification of bioactive peptides
in protein fractions of Amaranthus hypochondriacus hydrolyzed by lactic acid bacteria. Thesis advisor:
Dr. Victor J. Robles Olvera. Coadvisors: Dra. Madeleine Hidalgo Morales, Dr. Gerardo Valerio Alfaro.

Amaranthus hypochondriacus spp. is a commonly grown cereal in Latin America and is known
for its high protein content. Albumins, glutelins, and globulins are the principal seed storage
proteins in amaranth seeds. These storage seed proteins had exhibited different biological
activities, such as antihypertensive, antioxidant, antithrombotic; and been released mainly by
in vitro digestion. Until now, there is only one report that confirmed the release of peptides with
biological activity from the total protein of Amaranthus hypochondriacus by the action of the
proteolytic activity of lactic acid bacteria. The objective of this work was to evaluate the capacity
of lactic acid bacteria to release bioactive peptides from protein seed fractions of Amaranthus
hypochondriacus. Defatted amaranth seed flour was used to extract storage proteins according
to their solubility (albumins, globulins, 7S-G, 11S-G, and glutelins). The protein concentration
of each fraction was determined and characterized by SDS-PAGE electrophoresis and LC-
MS/MS. Protein fractions were hydrolyzed with Lb. cells. Lactiplantibacillus plantarum vy
Lactobacillus helveticus harvested in exponential (4 and 8 h) and stationary (14 and 24 h)
phase. Antioxidant activity, inhibition of the angiotensin-converting enzyme (ACE), chelation of
Zinc in hydrolyzed and ultrafiltered samples with cut-off membranes with a molecular weight of
10, 3, 1 kDa were evaluated. The hydrolysates that shown bioactivity were analyzed by nLC-
MS/MS. As results, it was observed that, the molecular weights of the proteins (SDS-PAGE)
present in the fractions ranged from 97 to 14 kDa and the proteins identified by LC-MS/MS
included agglutinin, trypsin inhibitor, cystatin, and 11S globulin. Free amino group content in
the hydrolysates produced with L. helveticus was up to 5.15% compared to 4.79% of those
obtained with L. plantarum. The highest uptake of ROO- radicals was observed in the fractions
of albumins (1037 + 80 uM TE/g of protein) and glutelins (2264 + 64 uyM TE/g of protein)
hydrolyzed with L. helveticus and L. plantarum, respectively. The highest uptake of <OH
radicals was observed in the 11S-G hydrolysates with both lactobacilli in stationary phase. The
highest inhibition of ACE (45%) was observed in glutelins and 11S-G hydrolyzed for 8 h with L.
plantarum. The ultrafiltered fraction with <3-1 kDa cutoff of 11S-G showed 60% inhibition of
ACE and greater uptake of *OH (48.10 £ 2.2%). The analysis of the mass spectrometry results
allowed the identification of peptides with amino acid sequences previously reported with
antihypertensive activity, mainly. The results showed that the hydrolysis of the storage protein
fractions of Amaranthus hypochondriacus with Lactiplantibacillus plantarum y Lactobacillus
helveticus released peptides with biological activity and that the growth stage of Lactobacillus
had an influence on the number of peptides released.
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1 INTRODUCCION

Durante los ultimos afos se ha evidenciado que la dieta es un factor que afecta
la incidencia de muchas enfermedades cronicas. La conciencia del efecto de la
nutricién en la salud ha incentivado el desarrollo de productos promotores de la salud
conocidos globalmente bajo el nombre de alimentos funcionales. Un alimento funcional
como lo definié Stephen Defelice en 1989, son aquellos alimentos que aportan efectos
benéficos sobre una o mas funciones fisioldgicas, mas alla de los efectos nutricionales,
y que van encaminados a mejorar el estado de salud y bienestar o a reducir el riesgo
de trastornos en el organismo (Defelice, 1995).

Las proteinas presentes en la dieta tienen como principal funcion formar y regenerar
todos los tejidos del organismo. Pero también constituyen a la reserva energética del
organismo y de aminoacidos esenciales para el crecimiento y mantenimiento de
diversas funciones corporales; ademas, contribuyen a las propiedades fisicoquimicas
y sensoriales de los alimentos. En los ultimos afos, las proteinas de los alimentos han
adquirido un valor agregado debido al conocimiento de la actividad de los péptidos
fisiol6gicamente activos (Vioque y Millan, 2005; Korhonen y Pihlanto, 2006; Sarmadi y
Ismail, 2010) . Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos (fragmentos
especificos de la proteina) de bajo peso molecular, aparentemente inactivas dentro la
proteina intacta pero que pueden ser liberados de sus proteinas de origen por
diferentes medios. Se han encontrado péptidos bioactivos en proteinas de semillas,
peces, huevo, soya y productos lacteos, entre otros (Moller et al., 2008). Dependiendo
de la secuencia de aminoacidos, estos péptidos pueden exhibir diversas actividades
bioldgicas, incluyendo accién tipo opioide, antitrombadtica, hipocolesterolemica,
inmunomoduladora, antimicrobiana, antioxidante y antihipertensiva. Muchos de los
péptidos bioactivos conocidos son multifuncionales y pueden ejercer mas de uno de
los efectos mencionados. Dado su potencial pueden ser considerados como

componentes de alimentos funcionales. Estudios recientes han demostrado la
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presencia de estos compuestos en las semillas del amaranto. El amaranto es una
semilla perteneciente a la familia Amarantaceae. Es considerado un pseudocereal y
contiene un importante valor nutritivo con alto contenido de proteina y excelente
balance de aminoacidos. Las semillas presentan un contenido de proteina que oscila
entre 12-18 % p/p (Barba de la Rosa et al., 1992). El contenido de proteinas se
incrementa hasta 20 % en las harinas desengrasadas y hasta 75 % en aislados
proteicos de amaranto. La clasificacion mas usada (Osborne, 1924) para las proteinas
de reserva en semillas, las organiza en cuatro grupos de acuerdo con su solubilidad:
a) albuminas, solubles en agua o en buffers diluidos a pH neutro; b) globulinas,
solubles en soluciones salinas pero insolubles en agua; c) prolaminas, se solubilizan

en soluciones alcohdlicas; d) glutelinas, proteinas solubles en alcalis o acidos diluidos.

Se han reportado algunas actividades biologicas de las proteinas de la semilla
de amaranto, tales como la disminucién del contenido de colesterol en conejos
hipercolesterolémicos (Plate y Aréas, 2002), propiedades antihipertensivas en la
subunidad acida de la globulina 11S, llamada amarantina (Morales-Camacho et al.,
2016) y actividad antioxidante en fracciones proteicas de semillas de Amaranthus
mantegazzianus hidrolizadas con alcalasa, donde se han identificado la presencia de

péptidos con actividad de captacion de radicales libres (Tironi y Aion, 2010).

Actualmente se realizan investigaciones para la obtencion de péptidos a partir
de diferentes fuentes proteicas utilizando enzimas proteoliticas, con el propdsito de
identificar su bioactividad, determinar su estructura y conocer la relacion entre

estructura-funcion, aplicando estudios in vivo e in vitro.

El objetivo del trabajo se baso en la obtencion de péptidos liberados mediante
la hidrdlisis con bacterias proteoliticas a partir de las fracciones proteicas de la semilla
de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) y la evaluacidon de sus posibles
actividades biologicas.



2 ANTECENDENTES

2.1 Historia del cultivo de Amaranto

El amaranto es considerado un cultivo ancestral el cual ha sido usado por el
hombre desde hace mas de 6,000 afios. Existe evidencia de que el amaranto ha
existido en la dieta del humano desde la prehistoria, tanto en el sur de Asia como en
el sur de América. El amaranto fue un cultivo muy importante para las culturas
precolombinas como los Mayas, Aztecas e Incas (Jacobsen, 2002). Se cree que la
domesticacion de este cultivo en América ocurri6 al mismo tiempo que la
domesticacion del maiz, y por lo tanto ambos cultivos formaron parte importante de la
dieta y la cultura prehispanica (Marx, 1977). La palabra amaranto significa
inmarcesible, que no se marchita; y viene del griego Amaraton, de a (sin) y marainein
(marchitar). Los indigenas llamaban al amaranto huautli o huauquilitl, y los
conquistadores lo denominaron bledo (Hernandez y Herrerias, 1998). Estos pueblos
consumian sus hojas verdes en forma de hortalizas y sus semillas en la forma de
harinas. Con la llegada de los espafoles al continente americano a finales del siglo
XV, el cultivo de amaranto junto con el de otras especies autdctonas fue sustituido por
el de otras especies y solo se mantuvo su cultivo en pequeia escala para consumo
propio. Gracias a que posee multiples beneficios a la salud volvié a captar interés en
afos recientes y es actualmente estudiado principalmente como base para la

elaboracion de alimentos funcionales debido a la calidad nutricional del grano.
2.1.1 Caracteristicas del cultivo

El Amaranto es una planta de la familia Amaranthacea que incluye cerca de 60
géneros y mas de 800 especies de plantas herbaceas. Las mas apreciadas en México
por su produccion de semilla son: Amaranthus cruentus y Amaranthus

hypochondriacus.
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El amaranto pertenece al grupo de plantas C4, una modalidad fotosintética de
alta eficiencia en el aprovechamiento de la radiacion solar y de la fijacion del diéxido
de carbono presente en la atmoésfera. Esta caracteristica confiere adaptacion a
diversas condiciones climaticas muy adversas tales como la sequia, altas y bajas
temperaturas y suelos salinos (Segura-Nieto, 1994). También se considera al
amaranto como una planta dicotiledénea que produce semillas tipo cereal
(generalmente clasificadas como monocotiledéneas) por lo que se le ha denominado
como un pseudocereal puesto que produce granos tipo cereal. Su clasificacion
taxondmica es inexacta debido a su plasticidad botanica extrema, por lo que se han
tomado en cuenta sus estructuras florales, forma y proporciones de la hoja e
inflorescencias (Paredes Lépez et al., 1990).

El amaranto en su estado natural tiende a variar sus hojas, son simples,
alternas, largamente aterciopeladas, son generalmente matizadas con un pigmento
rojizo llamado amarantina, existen algunas con colores verde o beige y rojo purpura,
es una planta herbacea anual de 1.5 a 2 m de altura (Figura 2.1). La eficiencia del
cultivo de amaranto es alta, ya que la recoleccion del grano se puede llevar a cabo 200
dias después de su cultivo y se pueden obtener una recoleccién de 80 g de grano por
cada planta. En particular el A. hypochondriacus es una planta herbacea anual de tallo
simple o ramificado, sus hojas son elipticas con el apice agudo y la base cuneada. La
inflorescencia es de gran tamafo, con espigas y caniculas laterales; es erecta y
espinosa. La flor de esta especie presenta 5 tépalos, ligeramente curveados y mas
largos que los tépalos de otras especies para la produccion de granos. Las semillas
son de color blanco, dorado, café y negro.

De acuerdo con lo establecido por la FAO y OMS se le considera como un
alimento de excelente calidad nutricional. Los rendimientos de amaranto pueden
compararse con los rendimientos promedio de otros granos de interés comercial, como

se observa en la Tabla 2.1.
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El cultivo de amaranto también se puede comparar con los valores nutricionales
de otros granos de los que se destacan sus beneficios debido a su contenido de

proteinas, vitaminas y minerales (Tabla 2.2).

Figura 2.1. Planta y semillas del cultivo Amaranthus hypochondriacus

Tabla 2.1 Rendimiento del cultivo de amaranto, algunos cereales y leguminosas

Grano | Rendimiento (ton/ha)
Amaranto 1.95
Trigo 1.81
Cebada 2.82
Avena 1.96
Maiz 4.23
Soya 1.65
Sorgo 3.26
Frijol 0.71

(SIAP, 2019)
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Tabla 2.2 Analisis proximal del grano de amaranto (A. hypochondriacus) y otros
cereales.

Analisis (%) Amaranto Maiz Arroz Trigo

(%) (%) (%) (%)
Humedad 111 13.8 11.7 12.5
Proteina cruda 17.9 10.3 8.5 14.0
Grasas 7.7 4.5 2.1 2.1
Fibras 2.2 2.3 0.9 2.6
Cenizas 4.1 1.4 1.4 1.9
Hidratos de carbono 57.0 67.7 754 66.9

(FAO, 2010)

En la actualidad, este cultivo se produce principalmente en Puebla con una
superficie de 2014 ha, Tlaxcala con 658 ha, Estado de México con 576 ha, Morelos
con 255 ha, Ciudad de México con 142 ha, (con un promedio de 1 ha por productor y
un rendimiento promedio de 0.975 toneladas por ha), Oaxaca con 77 ha, e Hidalgo con
6 ha, el rendimiento promedio es de 1.82 t/ha (SAGARPA, 2018).

2.2 Semilla del Amaranto

Las semillas de amaranto tienen un tamafio de entre 1 y 2 mm de diametro. Sus
semillas varian de color segun la especie, y pueden ser blancas, negras, doradas, o
moradas. El centro de la semilla se denomina perispermo y es el tejido principal de
almacenamiento, consiste en células del parénquima llenas de granulos de almidén
poliédricos. La mayor parte de las proteinas de reserva se encuentran contenidas en
cuerpos proteinicos de aproximadamente 1.5 a 2 ym de diametro en el embrion y de
menor tamano en el endospermo. El componente principal de la semilla de amaranto
es el almidon, que representa entre el 50 y 60% de su peso seco. El diametro del
granulo de almidén posee un tamafio de entre 1-3 ym, mucho menor que el de otras
especies vegetales, motivo por el cual su digestidon se ve facilitada (Paredes Lopez et
al., 1990).
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La semilla de amaranto contiene entre un 13 % y 19 % de proteina. Su valor
nutricional se centra en su contenido de aminoacidos esenciales como: histidina,
isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, treonina, valina y lisina (Mota et al., 2016).
Su alto contenido en lisina y metionina lo hace un alimento ideal para combinarse con
cereales y leguminosas, debido a que éstos ultimos son deficientes precisamente en
esos aminoacidos respectivamente. Asi mismo, el amaranto es deficiente en triptéfano,
aminoacido abundante en los cereales, de manera que la combinacion de cereales
con amaranto permite un balance de aminoacidos bastante equilibrado. Por otro lado,
se sabe que la proteina del amaranto es facilmente digerible, y que aproximadamente
un 90% del contenido de éste se hidroliza y puede ser absorbido eficientemente. Cabe
mencionar que muchos de los productos de la digestion proteica del amaranto tienen
utilidad funcional para el organismo regulando procesos de proliferaciéon celular e
inflamacion, ademas de contribuir como fuente de aminoacidos esenciales para la

sintesis de proteinas (Pasko et al., 2011).

La calidad de la proteina del amaranto en funcidn de su perfil de aminoacidos
lo hace particularmente apto para el consumo humano (Tabla 2.3). La FAO ha
establecido un patron ideal de aminoacidos que se deben de consumir en la dieta
diaria, al amaranto se encuentra dentro del rango 6ptimo requerido para la dieta
(Paredes Lopez et al., 1990; Segura-Nieto, 1994).
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Tabla 2.3 Comparacion de aminoacidos esenciales requeridos para la dieta humana
con el contenido de aminoacidos esenciales en semillas de amaranto (g/100 g
de proteina).

Aminoacido Amaranto FAO
(Amaranthus hypochondriacus) Adultos | Nifos
Isoleucina 2.8-3.8 1346 | 1.3-4.6
Leucina 5.0-5.8 1.993 | 1993
Lisina 3.26.0 1.66.6 | 1.6-6.6
Metionina 2.6-55 1.7-42 | 1.7-4.2
Fenilalanina 6-9-8.5 1.9-7.2 1.9-7.2
Treonina 2.6-4.3 0943 | 0943
Triptéfano 1.1-4.3 0.5-1.7 | 0.5-1.7
Valina 3.2-4.2 1.3-72 | 1.3-7.2
(FAO, 2010)

También esta demostrado que el consumo de la semilla del amaranto ayuda a
disminuir el colesterol y los triglicéridos, mejora el metabolismo de la glucosa y de los
lipidos y ayuda aumentar la concentracion de Ca y P en los huesos (Martirosyan et al.,
2007). En Meéxico se utiliza en una amplia variedad de alimentos, entre ellos de
confiteria y bebidas tradicionales a base de amaranto.

2.2.1 Proteinas de reserva

Las proteinas de la semilla se pueden clasificar en dos grupos: proteinas
constitutivas y proteina de reserva. Las proteinas constitutivas son las responsables
del mantenimiento del metabolismo celular. Las proteinas de reserva se caracterizan
por tener altos pesos moleculares y ser poco solubles en agua; tienen como funcién
unica el proveer proteinas como fuente de nitrogeno y azufre durante la germinacion y
el desarrollo de una nueva planta (Shewry et al., 1995), por lo que se encuentran en
grandes cantidades acumuladas en la semilla en desarrollo y depositadas en cuerpos

proteicos los cuales son hidrolizados durante la germinacion. Estas proteinas carecen
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de otra funcion y son sintetizadas unicamente en la semilla, particularmente en el
cotileddn o en el endospermo. Estas reservas son movilizadas en el momento de la
germinacion y sus catabolitos son utilizados para mantener el crecimiento de la semilla
hasta que esta pueda establecerse por si sola como una planta fotosintética
autotrofica. Las proteinas de reserva en su mayoria se encuentran depositadas en
estructuras llamadas organelos o vacuolas de almacenamiento (Bewley y Marcus,
1990). Las vacuolas de almacenamiento tienen dos rutas diferentes dependiendo del
tipo de proteinas que contengan, en el caso de las prolaminas, éstas se dirigen
directamente a la vacuola de almacenamiento; para el caso de las albuminas,
globulinas y glutelinas pasan al aparato de Golgi para finalmente depositarse o
colocare en las vacuolas de almacenamiento (Frigerio et al., 2008).

Existen varios tipos de clasificaciones para las proteinas de reserva de semillas.
La mas usada es la propuesta por Osborne en 1924. En esta clasificacion las proteinas
de reserva se pueden dividir en cuatro grupos de acuerdo con su solubilidad. Los
cuatro grupos son: a) albuminas, que son solubles en agua y en buffers diluidos a pH
neutro; b) globulinas, solubles en soluciones salinas pero insolubles en agua; c)
prolaminas, que solubilizan en soluciones alcohdlicas entre (70-90%); y d) glutelinas,
son proteinas solubles en alcalis o acidos diluidos.

La fraccion proteica mas abundante en las semillas de amaranto son las
albuminas (48.9-65%), seguido por las glutelinas (22.4-42.3%). Las globulinas
representan el 13.7-18.1% del total de las proteinas y la fraccion menos abundante
son las prolaminas tan solo 1-3.2% (Barba de la Rosa et al., 1992; Segura-Nieto, 1994).
Sin embargo, existe una controversia sobre cual de estas fracciones es el principal
componente. La proporcion de las diferentes fracciones en un aislado proteico de
amaranto y sus propiedades funcionales y nutricionales particulares depende del
método de extraccion utilizado (Martinez y Afon, 1996).

Bressani y Garcia-Vela (1990) evaluaron las tres especies mas difundidas de
amaranto: A. caudatus, A. hypochondriacus y A. cruentus. Realizaron una prueba
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usando una solucion de NaCl como primer solvente de extraccion y luego agua; la
fraccion de globulinas fue predominante en el grano, siendo 41 % del total de proteinas,
seguida de glutelinas (31 %), prolaminas (10 %) y albuminas (8,4 %). En tanto, si el
orden de extraccién fuera invertido, la fraccidn albumina pasa a ser un 20 % de las
proteinas y las globulinas un 19 %. Aplicando otros métodos de extraccion (Correa et
al., 1986), usaron una compleja técnica de fraccionamiento, de la cual se obtuvo la
siguiente distribucidn: 65 % de albuminas, 17 % de globulinas, 11 % de prolaminas y
7 % de glutelinas. Estas mismas proporciones fueron obtenidas por (Breene, 1991).
Otros autores concuerdan que las mayores fracciones son de albumina y globulinas y
que la menor fraccién proteica es de prolaminas (Barba de la Rosa et al.,, 1992;
Caselato-Sousa y Amaya-Farfan, 2012).

Se han realizado estudios de composicion de aminoacidos y patrones
electroforéticos de las fracciones proteicas totales presentes en el grano, asi como de
perfil de carga, asociacion covalente de subunidades (Bressani y Garcia-Vela, 1990) y
estudios calorimétricos y electroforéticos (Martinez et al., 1997). En cuanto al patrén
electroforético de las proteinas de reserva se sabe que presentan caracteristicas
similares. Las albuminas tienen un peso molecular de 18 a 21 kDa; una caracteristica
de sus secuencias es que cuenta con 8 residuos de cisteina que forman 4 puentes
disulfuro. Esta fraccion esta compuesta por polipéptidos de diversos tamanos la
mayoria entre 10 y 43 kDa ( Segura-Nieto et al., 1992, Marcone, 1999), encontrandose
también polipéptidos de 94 kDa de peso molecular (Barba de la Rosa et al., 1992;
Martinez y Aiidn, 1996; Konishi et al., 2014). Las albuminas se clasifican de dos tipos:
albumina 1 extraida de la harina con soluciones acuosas o sales y albumina 2, obtenida
por extraccion acuosa después de la extraccion de la albumina 1 (Segura-Nieto, 1994;
Gorinstein et al., 1996; Martinez et al., 1997). Dichas fracciones proteicas presentan
diversos patrones de distribucion de aminoacidos: las albuminas contienen altas

proporciones de acido glutamico y aspartico, asi como de lisina y valina.

Las globulinas en el amaranto corresponden del 20 al 60% del total de las

proteinas. La fraccion de globulina esta compuesta de globulina 11S (amarantina),

10



Antecedentes

globulina P (globulina | o albumina 2) y cantidades pequenas de globulina 7S
(conamarantina) (Avanza y Afion, 2007). La globulina 11S tiene una masa molecular
de 389 kDa y caracteristicas moleculares semejantes a las globulinas de las
leguminosas (Marcone y Yada, 1991; 1992; Castellani et al., 2000), con una estructura
cuaternaria dodecamérica formada por subunidades acidas (peso molecular de 30 a
40 kDa) y subunidades basicas (peso molecular alrededor de 20 kDa) unidas por
enlace disulfuro (Segura-Nieto, 1994). La globulina P estd compuesta de moléculas
unitarias con masa molecular y composicion de polipéptidos semejante a la globulina
11S, en tanto que la globulina P posee alta entalpia de desnaturalizacion, baja
solubilidad en solucion acuosa neutra, tiende a polimerizar y contiene mayor
proporcion de subunidades monoméricas de 54 kDa que la globulina 11S (Martinez et
al., 1997). La globulina 7S de amaranto ha sido caracterizada como un
heterooligomero con masa molecular de 186 kDa formada por ocho subunidades
diferentes tamarnos entre 15 y 90 kDa unidas por enlaces no covalentes (Marcone,
1999). Segun Segura-Nieto (1994), las glutelinas poseen caracteristicas moleculares

semejantes a la globulina 11S.

El amaranto posee otra fraccion de globulinas, descrita por primera vez por
Konishi et al., (1991), la cual denomino albumina 2. Es una proteina tipo 11S, soluble
en agua y soluciones salinas de baja fuerza ionica, pero insoluble en concentraciones
de NaCl mayores que 0,1M. Su pl se encuentra entre 5 y 6 y su composicion
polipeptidica es igual a la de la globulina 11S, pero con mayor proporcion de las
subunidades de 56 kDa no diméricas (Konishi et al., 1991; Martinez et al., 1997). Una
caracteristica particular de esta proteina es su alto grado de polimerizacién con solo
aproximadamente un tercio de sus moléculas no agregadas. Las mismas mostraron
una masa molecular cercana a 300 kDa. Teniendo en cuenta sus aspectos
moleculares y su presencia en cuerpos proteicos se ha sugerido la denominacién de
globulina polimerizada (Gp) (Martinez et al., 1997; Castellani et al., 1998; Castellani et
al., 2000).

11
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La fraccidn de las prolaminas se encuentra en muy baja proporcion en el
amaranto. Se ha descrito que esta fraccién esta constituida por polipéptidos de bajo
peso molecular (entre 22 y 10 kDa) (Castellani et al., 2000). Esta fraccidn posee
dominios repetidos de prolina y glicina, seguidos de dominios ricos en cisteina
homologos a los dominios de albumina. Las glutelinas de amaranto representan el 18%
de las proteinas de reserva, si bien se diferencian de las globulinas por ser solubles
s6lo a pHs extremos presentan composicion polipeptidica y caracteristicas
estructurales similares a la globulina P (Abugoch James, 2006). Las glutelinas se
dividen en dos grupos las de bajo peso molecular (35-28 KDa) y las de alto peso
molecular que a su vez se subdividen en las de tipo x que tienen pesos moleculares
de 88 a 83 KDa vy las del tipo y que presentan pesos moleculares entre 74-67 KDa
(Maldonado-Cervantes et al., 2014). En medio desnaturalizante en presencia de 2-
mercaptoetanol se observan polipéptidos de masas moleculares semejantes a las
globulinas, en general se detecta una banda entre 60-54 kDa, y entre dos y tres bandas
en las regiones de 38-35kDa y 26-24 kDa respectivamente (Barba de la Rosa et al.,
1992; Gorinstein et al., 2001).

2.3 Péptidos Bioactivos

Los péptidos bioactivos son pequeias cadenas peptidicas, permanecen
inactivos dentro de la proteina intacta, pero pueden ser liberados tras la hidrélisis de
la proteina ejerciendo diversos efectos beneficiosos para el organismo (Vioque et al.,
2000). Kitts y Weiler, 2003 mencionan que los péptidos bioactivos obtenidos de los
alimentos pueden presentar entre 2 y 9 residuos de aminoacidos. Sin embargo, existen
excepciones ya que se han identificado péptidos con mas de 20 residuos de
aminoacidos, como el péptido lunasin, el cual fue extraido por primera vez de la soya
y presenta actividad anticancerigena; este posee 43 residuos de aminoacidos y un
peso molecular de 5400 Da (Jeong et al., 2009). Dependiendo de la secuencia de
aminoacidos en el péptido, su administracién oral podria influir sobre alguno de los
principales sistemas del organismo: cardiovascular, nervioso, gastrointestinal e

inmune (Korhonen y Pihlanto, 2006; Hartmann y Meisel, 2007). Es decir, la actividad
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biologica de los péptidos esta relacionada con la composicion y secuencia de los
aminoacidos que los conforman (Torres-Llanez et al., 2005).

Existe la evidencia de que las proteinas y los péptidos derivados de ellas,
exhiben una serie de actividades bioldgicas con efecto directo sobre los procesos
fisioloégicos del organismo, mas alla de su aporte nutrimental (lwaniak y Minkiewicz,
2007). Los péptidos con actividad bioldgica han sido aislados principalmente a partir
de hidrolizados proteinicos y de productos lacteos modificados por fermentacion
bacteriana, pero también se pueden generar durante la digestion gastrointestinal por
efecto de las enzimas digestivas. Los péptidos bioactivos pueden atravesar el epitelio
intestinal y llegar a tejidos periféricos via circulacion sistémica, pudiendo ejercer
funciones especificas a nivel local, del tracto gastrointestinal y a nivel sistémico
(Chatterton et al., 2006). Estas secuencias de aminoacidos tienen la capacidad de
regular diversos procesos fisiologicos, alterando el metabolismo celular y actuando
como hormonas o neurotransmisores a través de interacciones hormona-receptor;
también pueden ejercer su accidn sobre la regulacién del metabolismo controlando
glandulas de excrecion, ajustando la presion arterial, ejerciendo efectos sobre el
sueino, la memoria, el dolor, el apetito y sobre las vias de estrés del sistema nervioso
central, ejerciendo su actividad a diversos érganos una vez que han ingresado en el

sistema circulatorio (Vermeiren et al., 2004).

Las funciones de los péptidos bioactivos como antihipertensivos, antioxidantes,
antimicrobianos, anticariogénicos, antiulcerativos y antitrombdéticos, por mencionar
algunas, permiten su uso como ingredientes en la elaboracion de alimentos
funcionales y con ello obtener un efecto benéfico en la salud o reducir el riesgo de

padecer alguna enfermedad.
2.3.1 Clasificacidon de péptidos bioactivos

Rutherfurd-Markwick y Moughan (2005) agruparon los péptidos bioactivos de
acuerdo con su actividad bioldgica general. Los grupos propuestos se describen en la
Tabla 2.4.
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Tabla 2.4 Péptidos biolégicamente activos y sus efectos en el organismo

Péptidos

Efecto en el organismo

Inmunomoduladores

Son péptidos que estimulan o modulan el sistema inmunoldgico.

Antihipertension

Reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.
Dentro de este grupo se encuentran los inhibidores-ACE
(enzima convertidora de angiotensina); inhiben las enzimas
ACE | y Il, que estan involucradas en el sistema renina-
angiotensina, el cual regula la presion sanguinea. Los vaso-
relajadores por su parte actian mediando los receptores
Bradiquinina B1, prostacilina y un receptor desconocido de
oxido de nitrégeno.

Antioxidantes

Previenen enfermedades degenerativas y de envejecimiento.

Reguladores de funciones

gastrointestinales

Mejoran la digestion y absorcidén. Estos péptidos tienen una
accion especifica y localizada en el intestino, mediante la
regulacion de hormonas del intestiho o actuando
especificamente in situ después de la absorcion.

Antimicrobianos

Reducen el riesgo de infecciones. Como su nombre lo indica,
combaten una gran variedad de bacterias Gram positivas y
Gram negativas, asi como también algunas levaduras y hongos.

Reguladores de la integridad
intestinal

Reducen la proliferacion de tumores cancerigenos. Este grupo
esta formado por algunos factores de crecimiento y péptidos que
ayudan a mantener la integridad intestinal y previenen algunas
inflamaciones.

Reguladores de colesterol

Son todos aquellos que ayuden a controlar o disminuir los
niveles de colesterol en sangre.

Opioides

Son péptidos que pueden afectar el apetito, el comportamiento
y la movilidad gastrointestinal y pueden exhibir efectos tipo
morfina (analgésicos potentes).

Antitrombaoticos

En este grupo se encuentran los péptidos que ayudan disminuir
los riesgos de una trombosis, se incluyen todos aquellos
péptidos que inhiben la formaciéon de agregados de plaquetas
via la desactivacion de las plaguetas activadas con ADP
(adenosina difosfato).

Anticancerigenos

Reducen los riesgos de padecer cancer. El péptido Lunasin fue
identificado en soya y recientemente en fracciones proteicas del
amaranto.

(Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005)

2.3.2 Actividades bioldgicas identificadas en péptidos

Las proteinas de procedencia animal y/o vegetal han sido utilizadas para el

aislamiento de péptidos a partir de hidrolizados enzimaticos o por accion de las
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bacterias acido lacticas (Korhonen y Pihlanto, 2003) dependiendo de la fuente proteica,
del tipo de enzima usado o bacterias y de las condiciones de procesado, la actividad
biologica de los péptidos obtenidos es distinta (Wang y De Mejia, 2005). Los péptidos
bioactivos se producen a partir de la hidrélisis de proteinas, las cual puede ocurrir de
tres maneras: por hidrélisis con enzimas digestivas, por la hidrolisis con
microorganismos proteoliticos o por la accién de enzimas proteoliticas derivadas de
microorganismos o plantas. Los péptidos con actividad biolégica también se producen
a partir de las proteinas de los alimentos durante la digestion gastrointestinal y la
fermentacién de alimentos con bacterias acido lacticas (Korhonen y Pihlanto, 2006).

Entre las proteinas de origen vegetal de las que se han aislado péptidos
bioactivos se encuentran las proteinas de soja, trigo, maiz, arroz, amaranto, alpiste,
nuez, cebada y girasol (Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005; Wang y De Mejia,
2005). En cuanto a las proteinas de origen animal, la leche y otros productos lacteos
son los precursores de los péptidos bioactivos mas estudiados, aunque también se
han identificado estos péptidos en la ovoalbumina de huevo, en la carne (Korhonen y
Pihlanto, 2003) en el musculo de pescado (sardina, atun) (Yamamoto et al., 2003) y
en la jalea real (Matsui et al., 2002).

2.3.2.1 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos estan constituidos por cadenas cortas de
aminoacidos con caracteristicas hidrofobicas y carga positiva, lo que les permite alterar
la bicapa lipidica de los microorganismos, causando una modificacion similar a la
producida por las proteinas de canal, lo cual conlleva a la muerte de la célula debido
a la pérdida de iones y sustancias metabdlicas (Lopez Expdsito y Recio, 2006). Estos
péptidos oscilan entre 2 hasta 20 aminoacidos. Diversos estudios han reportado que
mediante la hidrélisis controlada in vitro de proteinas alimentarias es posible generar
este tipo de péptidos. Los péptidos con actividad antimicrobiana inhiben el crecimiento
bacteriano y fungico tanto in vitro como in vivo. Estos péptidos tienen un amplio

espectro de actividad, matando o neutralizando muchas bacterias Gram-negativas y
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Gram-positivas, incluyendo algunas cepas resistentes a antibidticos, como también
hongos, virus y parasitos (Hancock, 2001).

Se sabe que las proteinas de la leche, animal o humana, poseen propiedades
antibacterianas conferidas por algunas proteinas tales como lactoferrina,
inmunoglobulinas y péptidos que se generan al hidrolizar otras proteinas lacteas. Se
han reportado otros péptidos con actividad bactericida como los hidrolizados de
proteina de huevo. Los péptidos antimicrobianos pueden actuar de muchas formas
sobre células bacterianas; por ejemplo, activan enzimas que provocan lisis celular,
forman poros a través de la membrana, inhiben la sintesis de acidos nucleicos o por el
efecto sinérgico con otras moléculas del sistema inmune (Hernandez-Ledesma et al.,
2008; Lohner y Blondelle, 2005). La actividad de alcalasa, tripsina o pepsina sobre 3—
lactoglobulina (B-Lg) dio como resultado fragmentos bacteriostaticos contra
Escherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus (El-Zahar et al., 2004).

2.3.2.2 Péptidos inmunomoduladores

Los péptidos modulan las funciones del sistema inmune ya sea activando la
respuesta contra la presencia de microorganismo patégenos o evitando la respuesta
inflamatoria. Su accion se evidencia mediante la medida de la proliferacion de
linfocitos, la actividad de las células NK (natural killer), la produccion de anticuerpos y
la regulaciéon de la produccion de citoquinas. Ademas, reducen la respuesta
inflamatoria en reacciones alérgicas y modulan la inmunidad de mucosas. En cuanto
a su actividad inmunomoduladora no se tiene claro el mecanismo de accion, pero se
ha observado que existen péptidos derivados de la hidrdlisis de 3-caseina y a-caseina
capaces de estimular la fagocitosis de eritrocitos por macréfagos del peritoneo y
ejercer un efecto protector frente a infecciones causadas por Klebsiella pneumoniae
tras su administracion intravenosa en ratones (Vioque y Millan, 2005). Algunas
investigaciones sugieren que la actividad inmunomoduladora de los péptidos es

consecuencia de su actividad antimicrobiana.
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Se ha propuesto que estos péptidos pudiesen interactuar con el tejido linfoide
asociado a la mucosa intestinal (GALT) (Kayser y Meisel, 1996). Mercier et al., (2004)
reportaron que algunos péptidos de cadena corta (<5 kDa) obtenidos a partir de la
hidrolisis enzimatica de las proteinas del suero de leche, estimulan la proliferacion de
las células del sistema inmunolégico. Por otra parte, los péptidos liberados de las
proteinas del suero debido a la accién de proteasas intestinales pueden estimular el
sistema inmunologico aumentando significativamente la secrecion de citoquina Th1,
teniendo un efecto importante en la lucha contra las infecciones del sistema

inmunoldgico (Saint-Sauveur et al., 2008).
2.3.2.3 Péptidos antihipertensivos

En los ultimos afos se ha reconocido que existen factores nutricionales que
participan en la prevencién o tratamiento de la hipertension; por lo tanto, muchas
investigaciones se han enfocado al estudio de fuentes alimenticias con actividad
antihipertensiva. Los péptidos antihipertensivos generan esta bioactividad, por esta
razon éstos, han sido los mas estudiados debido a la incidencia de la hipertension
entre la poblacién, ya que este padecimiento es un factor de riesgo para el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares. La enzima conocida como enzima convertidora de
la angiotensina (ACE; peptidildipéptido hidrolasa, ECA) juega un papel importante en
la regulacién de la presion sanguinea en mamiferos, ayuda a catalizar la conversion
de la angiotensina | (decapéptido) en el potente vaso constrictor angiotensina Il
(octapéptido), y al mismo tiempo inactivar al vasodilatador bradiquinina (Erdmann et
al., 2008a). La ACE tiene dos isoformas, transcritas por el mismo gen, una expresada
en la mayoria de los tejidos y distribuida en varias células, asi como en los fluidos
extracelulares como el plasma, y se denomina ACE somatica (sACE). La segunda
isoforma se denomina testiculo ACE (tACE) y se encuentra en testiculos de adultos
(Pan et al., 2011). ACE consta de dos dominios, que son el dominio N y el dominio C
y ambos contienen un sitio activo de unién al cofactor de zinc; por esa razon, los
agentes quelantes de metales pueden inhibir la ACE (Deddish et al., 1994; Aluko,

2015). Se han identificado péptidos antihipertensivos aislados de leche, ovoalbumina,
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pescado, carne de res, carne de pollo, soya, arroz, amaranto, entre otras (Hernandez-
Ledesma et al., 2011). Los péptidos que inhiben la ACE o antihipertensivos son
generalmente péptidos de cadena corta que contienen residuos de aminoacidos
polares como la prolina y/o aminoacidos aromaticos con estructuras ramificadas cuyas
interacciones electroestaticas con el centro activo de la enzima provocan la inhibicion

de la actividad (Hartmann y Meisel, 2007).
2.3.2.4 Péptidos antioxidantes

Las especies reactivas al oxigeno (ROS) pueden causar dafos a las
macromoléculas bioldgicas como el ADN, las proteinas y los lipidos pudiendo asi jugar
un papel significativo en el desarrollo de enfermedades. El consumo de antioxidantes
presentes en alimentos de origen animal o vegetal parecen ofrecer mayores beneficios
contra el estrés oxidativo (Fang et al., 2002). Los radicales libres causan en un
producto alimenticio la oxidacion de lipidos, desarrollando rancidez y reduciendo la
vida util del alimento. En las células, los radicales libres son moléculas que estan en
continua formacion y son neutralizados de manera natural por las defensas
antioxidantes del organismo. Sin embargo, existen factores que producen un
desequilibrio en el numero de radicales libres, y un exceso de éstos puede dar lugar a
un envejecimiento celular o al desarrollo de enfermedades (Bray, 2000). Los péptidos
antioxidantes presentan pesos moleculares de 4 a 20 kDa y tienen la habilidad de

inhibir los dafios causados por la oxidacion lipidica.

La actividad antioxidante se ha atribuido a ciertas secuencias de aminoacidos
como tirosina, metionina, histidina, lisina y triptéfano (Pefia-Ramos et al., 2004). Se
cree que la actividad antioxidante de los péptidos que contienen histidina esta
relacionada con la capacidad de este aminoacido a donar hidrégeno y con la capacidad
quelante de iones metalicos del grupo imidazol o también por los aminoacidos
azufrados presentes en las cadenas laterales (Elias et al., 2008). Se han identificado
diferentes secuencias peptidicas derivadas de la hidrdlisis de a-caseina que poseen

actividad antioxidante ya que previenen la oxidacion enzimatica que provoca la
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lipoxigenasa sobre los acidos grasos (FitzGerald et al., 2004). Se presume que
aminoacidos hidrofébicos como Leu, Val y Ala estan presentes en las secuencias de
los péptidos (Marcuse, 1962). Los factores que pueden afectar la actividad antioxidante
de hidrolizados obtenidos a partir de proteinas alimentarias incluyen la especificidad
de la enzima, el grado de hidrdlisis y las propiedades estructurales de los péptidos
resultantes como tamafio molecular, hidrofobicidad y composicion de aminoacidos
(Chakrabarti et al., 2014; Esfandi et al., 2019a).

2.3.2.5 Péptidos anticancerigenos

El lunasin es el primer agente antimitotico aislado de una fuente comun de
alimentos (soya) conocido por sus propiedades anticancerigenas. Es un péptido de 43
aminoacidos que tiene un peso molecular de 5kDa y su secuencia es
SKWQHQQDSCRKQKQGVNLT PCEKHIMEKIQGRGDDDDDDDDD. Este péptido se
identifico inicialmente en el cotiledon de la soya cuando se clond un gen que codificaba
una albumina 2S procesada post-traduccionalmente (Gm2S-1) a partir de semillas de
soya de maduracion media (Hernandez-Ledesma et al., 2013). Este péptido contiene
9 residuos de acido aspartico en el extremo C-terminal, un tripéptido arginina-glicina-
acido aspartico (de Mejia et al., 2010). En ausencia de carcindégenos, el lunasin
suplementado exdgenamente no tiene ningun impacto visible en la morfologia celular,
pero obstaculiza selectivamente la transformacién en su presencia. Los estudios
preliminares sobre su actividad bioldgica revelaron que el lunasin provoca detenciones
mitéticas que conducen a la muerte celular por la unién visible a las regiones del
cinetocoro del centromero y obstruyendo la unién de los microtubulos y formando
filamentos no separados en E. coli. Esto indica que la posible actividad anticancerosa
del lunasin podria ser util como agente terapéutico (Lule et al., 2015). Después de la
soya, solo existe un reporte de la presencia de lunasin en cebada, y actualmente ha
sido reportado en otras fuentes bioldgicas como el amaranto (Silva-Sanchez et al.,
2008).
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2.3.3 Obtencion de péptidos bioactivos

Como se ha descrito anteriormente, los péptidos bioactivos pueden ser obtenidos
por diferentes métodos, ya sea por hidrolisis enzimatica, por fermentacion con
bacterias proteoliticas o por accion de las enzimas derivadas de microrganismos;
incluso con la combinacion de estos métodos. Los péptidos bioactivos que proceden
de la leche y sus derivados son los mas estudiados.

Muchos de los cultivos lacteos usados en la industria son altamente proteoliticos;
debido a esto, se pueden obtener péptidos bioactivos por el sistema proteolitico de
bacterias durante la fermentacion de productos lacteos (Korhonen y Pihlanto, 2006).
Durante el proceso fermentativo, tanto el sistema proteolitico de las bacterias lacticas
empleadas como cultivos iniciadores como el de la microbiota endogena
potencialmente presente en el sustrato alimentario, se encargan de la hidrolisis de las
proteinas de la leche o de algunas otras fuentes como los cereales (Fitzgerald y
Murray, 2006). La hidrdlisis de una proteina es un método simple y de bajo costo para
convertir una proteina en aminoacidos libres y polipéptidos de cadena corta. Los
cuales son mucho mas solubles en agua que la proteina original, sin embargo, su
composicion de aminoacidos permanece esencialmente sin cambios. Un gran numero
de estudios han sido realizados en la preparacion de hidrolizados de diferentes fuentes
de proteinas, en un esfuerzo para entender mejor sus propiedades y evaluar sus
funciones biologicas (Cumby et al., 2008). Existen varios ejemplos de péptidos
bioactivos liberados de las proteinas de la leche por medio de la protedlisis microbiana

o enzimas digestivas.

Borjorquez-Balam et al., (2013) evaluaron la capacidad antimicrobiana de
fracciones peptidicas de hidrolizados proteinicos de frijol lima (Phaseolus lunatus).
Ellos reportaron que el concentrado proteinico de P. lunatus fue adecuado para
generar hidrolizados limitados via hidrélisis enzimatica in vitro, empleando pepsina y
pancreatina, y el sistema enzimatico secuencial pepsina-pancreatina. Obtuvieron dos

fracciones a partir de la porcion soluble del hidrolizado, la cual fraccionaron empleando
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una celda de ultrafiltracion, una > 10 kDa y una < 10 kDa. El hidrolizado y las fracciones
peptidicas, presentaron actividad antimicrobiana contra S. aureus y S. flexneri. La
mayor actividad antimicrobiana la presento la fraccion < 10 kDa con una concentracion
minima de inhibicién de 392.04 ug/mL contra S. aureus y 993.17 pg/mL contra S.

flexneri.

Rojas-Ronquillo et al., (2012) realizaron un estudio monitoreando fermentaciones
en suero de leche y caseinas por Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus
thermophilus; tomando en cuenta la concentracion de grupos amino libres como
indicador de protedlisis. Determinaron la capacidad de inhibir a la enzima convertidora
de angiotensina (ACE) y de evitar la formacién de un coagulo hematico inhibiendo la
accion de la trombina sobre el fibrinbgeno, de las muestras tomadas durante las
fermentaciones. Las muestras que presentaron mayor capacidad de inhibicién de la
ACE fueron las de la fermentacion en suero de leche con ambas bacterias; en el caso
de la actividad antitrombdtica sélo se observo actividad durante la fermentacion en
caseinas por Lactobacillus casei Shirota. Se identificaron dos péptidos inhibidores de
la ACE vy cinco inhibidores de la trombina. El unico péptido generado a partir de la
caseina fue YQEPVLGPVRGPFPIIV, reportado como multifuncional el resto de los
péptidos se generaron de proteinas constitutivas de Lactobacillus casei.

LeBlanc et al., (2002), estudiaron el efecto de los péptidos liberados durante la
fermentacién lactica sobre el sistema inmune humoral y en el crecimiento del
fibrosarcoma. Se demostré que el Lactobacillus helveticus es capaz de liberar
compuestos peptidicos durante la fermentacion de la leche debido a su alta actividad
proteolitica. Se sabe que estas bacterias lacticas tienen alta actividad proteolitica,
causando la liberacion de oligopéptidos de digestion de proteinas de la leche. Estos
oligopéptidos pueden ser una fuente directa de péptidos bioactivos después de la
hidrolisis por las enzimas gastrointestinales. Varios péptidos de caseina derivados
pueden desempeniar un papel en la modulacion del sistema inmune. Los fragmentos
de B-caseina han demostrado estimular la fagocitosis de los globulos rojos de ovejas

por los macrofagos peritoneales, asi como proteger contra infecciones, mejorar la
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proliferacion de linfocitos de sangre periférica humana in vitro y aumentar la

proliferacion de linfocitos de sangre periférica murina in vivo.

Gonzalez-Gonzalez et al., 2011, determinaron la concentracion de péptidos de
proteinas de leche liberados por la actividad proteolitica de las bacterias L. caseiy L.
acidophilus durante su almacenamiento en refrigeracion. Se encontraron péptidos de
peso molecular menores a 14.4 kDa. Las leches fermentadas con L. casei presentaron
mayor concentracion de péptidos; mientras que las leches fermentadas con L.
acidophilus presentaron una variedad de péptidos. La comparacion del perfil de
péptidos permiti6 comprobar que los péptidos generados dependen del
microorganismo utilizado en la fermentacién. Se identificaron tres péptidos que podrian
tener actividad antihipertensiva, ya que los pesos moleculares reportados en otros
estudios son muy similares a los pesos moleculares determinados y en ellos hay

presencia de Tyr, Phe y Trp.
2.3.4 Peéptidos bioactivos en el amaranto

Existen numerosos trabajos que indican la presencia de péptidos bioactivos en
las proteinas de semillas de amaranto entre los que se destacan se encuentran:
péptidos con propiedades inhibitorias de la enzima convertidora de la angiotensina,
péptidos con propiedades preventivas de cancer tipo lunasin, y péptidos inhibidores de
la enzima dipeptidil-peptidasa IV (DPP V) (Silva-Sanchez et al., 2008).

Montoya-Rodriguez et al., (2015), mediante un estudio in silico determinaron las
principales actividades biologicas presentes en las proteinas del amaranto que
estuvieran relacionadas con la prevencion de enfermedades cardiacas, cancerigenas
o en relacion con diabetes. Las principales proteinas del amaranto, incluyendo a las
proteinas de reserva globulinas 7S y 11S fueron evaluadas usando la base de datos
BIOPEP, mostrando que dentro de estas proteinas se encuentran secuencias de
péptidos con actividades antioxidantes, de inhibicion de enzima ACE, inhibidores de la
enzima DDP |V; entre otras. Se us6 como referencia la secuencia de péptidos de la
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globulina 11S demostrando que en ella se encuentran péptidos con funcion bioldgica
podrian ayudar a prevenir enfermedades cronicas (Figura 2.2).

STHASGFFFFHPTKIAKSTNYFLSCIF YL FNGCMGEGRFREPQOGNECQIDRLTALEPTNRIQAERGLTE
VWDSNEQEBRCAGVSVRRTIEPHGILLRSF TSARELIYIEQGNGITGMMEGCPETYESGSCOFQGGEDER])
REQGSREFGMRGORFQOQHAKIBHLREGDEAMPAGVSHIVAYNNGDQPTAVILID TANHANQLOKNERN
RFY[ABKPOQEHSGEHQF SRESRRGERNTGNIFRGFE TR AE SFGVEEEIAQKLOAEQODRGNJYRVOEG
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Figura 2.2 Secuencias de péptidos bioactivos encontrados en la globulina 11S del
amaranto

Montoya-Rodriguez et al. (2015)

Velarde-Salcedo et al.,, 2013 determinaron la capacidad de inhibicién de la
enzima DPP 1V, la cual es una enzima clave en el desarrollo de la diabetes tipo 2.
Encontraron que con la digestion con tripsina como la simulacion completa de la
digestion gastrointestinal de las proteinas de amaranto liberan péptidos menores de
10 KDa. Los péptidos obtenidos de la fraccién de glutelinas pueden inhibir el 60% de
enzima DPP |V; ademas que son capaces de disminuir la acumulacion de grasa de
adipocitos de raton y disminuyen la diferenciacion de sus células precursoras.
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Tironi y Afon, 2010 demostraron la presencia de péptidos con capacidad
antioxidante del Amaranto (Amaranthus mantegazzianus). Estos se distribuyen en las
diferentes fracciones de albuminas, globulinas y glutelinas, siendo la fraccion de
glutelinas la que mostro la mayor actividad. Se demostrd que la hidrolisis con alcalasa
mejora la actividad antioxidante de las fracciones, siendo los péptidos con peso
molecular menor a 500 Da los mas activos y la fraccion peptidica con peso molecular
menor a 250 Da no tuvo una buena capacidad de captacion de radicales libres, pero
si de prevenir la oxidacion del acido linoléico, sin embargo, la secuencia de

aminoacidos no ha sido reportada.

Vecchiy Aion, (2009) fueron los primeros en reportar actividad antihipertensiva
de la globulina 11 S del Amaranthus hypochondriacus usando un método in silico con
ayuda de la base de datos BIOPEP. Construyeron un modelo tridimensional de la
proteina globulina 11S, sobre el cual los péptidos antihipertensivos fueron mapeados
a través la base de datos, encontrando dos tripéptidos: IKP y LEP (Figura 2.3).
Modelaron una extension N-terminal de estos dos péptidos utilizando la informacion
de la secuencia primaria de la globulina 11S, y simularon el comportamiento de
inhibicion de la ACE mediante acoplamiento automatizado de ligando-proteina.

La aparicion de dos tetrapéptidos inhibidores, ALEP y VIKP, se predijo y valido
experimentalmente mediante un ensayo in vitro de inhibicion de la ACE, mostrando
que estos tetrapéptidos son capaces de inhibir la actividad de la enzima ACE. A pesar
de que esta demostrado que dentro de las secuencias de las proteinas de amaranto
existen péptidos con actividad de captacion de glucosa hasta ahora no existen estudios
que reporten dicha actividad en este cereal.
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Figura 2.3 Modelo tridimensional de globulina 11S. a) Las porciones de hélice alfa
estan coloreadas en amarillo y hojas plisadas beta en magenta. b) Cada subunidad
del trimero se representa con un color diferente

(Vecchi y Anon, 2009)

Hasta ahora, Ayala-Nino et al., (2019b) han reportado la obtencién de péptidos
con actividad bioldgica a partir de la fermentacion de la proteina total de amaranto con
Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus thermophilus 54102 en monocultivo y
cultivo combinado. El aumento de los grupos amino libres durante la fermentacion
estuvo relacionado con las actividades antihipertensivas y antioxidantes, donde los
valores mas altos se encontraron en la fermentacion con cultivo combinado. Por el
contrario, la actividad antitrombdética no mostrd relacion con los grupos amino libres
durante la fermentacion, teniendo la mayor bioactividad en diferentes tiempos durante

de la fermentacion con L. casei Shirota y S. thermophilus.
2.4 Bacterias lacticas

Las bacterias lacticas desempefian un papel clave en los procesos de
fermentacion; son utilizadas en gran escala para la produccion de alimentos debido a
que ayudan a preservar la textura, sabor, olor y aromas de los alimentos fermentados.

Las bacterias del género Lactobacillus tienen multiples requerimientos para un
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crecimiento normal. Ellas necesitan de un suministro exdégeno de factores de
crecimiento esenciales como purinas, vitaminas, glucosa y aminoacidos libres como:
arginina leucina, isoleucina, metionina, lisina, valina, acido glutamico, acido aspartico,

tirosina, treonina y triptéfano (Axelsson y Ahrné, 2000).

En general las bacterias acido lacticas son un grupo relativamente heterogéneo
de bacterias Gram+, las cuales pueden ser cocos o bacilos. Son habitantes de diversos
nichos ecoldgicos entre los que destacan: alimentos, la boca, el tracto gastrointestinal
y urogenital de humanos y animales. Comparten también ciertas caracteristicas que
las definen como grupo, entre las que destacan: 1) Tienen una alta tolerancia a medios
acidos, 2) Carecen de citocromos, 3) Son organismos que no forman esporas, 4)
Presentan una gran cantidad de auxotrofias y por lo tanto son nutricionalmente
exigentes, 5) Son aerotolerantes, pero no son microorganismos aerobicos, 6) No son
capaces de producir porfirinas (Broadbent y Steele, 2005).

Dentro de las bacterias lacticas se incluyen a los géneros: Aerococcus,
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella
(Jay, 2000). Existen diversos géneros de BAL; sin embargo, éstas son agrupadas
como homofermentativas o heterofermentativas basado en el producto final de su
fermentacién. Las homofermentativas como Lactococcus, Streptococcus,
Pedicococcus, Vagococcus y algunos Lactobacillus poseen la enzima aldolasa y
producen acido lactico como el producto principal de la fermentacion de la glucosa
utilizando la via de glucdlisis (Embden-Meyerhof) (Axelsson y Ahrné, 2000). Por su
parte, las del género Leuconostoc, Oenococcus, Weisella, Carnobacterium,
Lactosphaera y algunos Lactobacillus son heterofermentativas y convierten hexosas a
pentosas por la via 6-fosfogluconatofosfocetolasa, produciendo en el proceso ademas

de acido lactico, acetato, etanol y COx.

La leche es el medio tipico para el crecimiento y desarrollo de las bacterias
lacticas; sin embargo, existen otros medios de crecimiento y produccién de metabolitos
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de bacterias lacticas, entre ellos se encuentran las masas de los cereales, vegetales y
carne. Para que estas bacterias puedan crecer en leche requieren tener un sistema
proteolitico que les permita degradar la caseina como su fuente principal de nitrégeno
en la leche (Smacchi y Gobbetti, 2000).

2.4.1 Sistema proteolitico de las bacterias lacticas

El sistema proteolitico de las bacterias acido lacticas se ha estudiado para la
produccion de péptidos bioactivos por accién especifica del sistema proteolitico,
durante la fermentacion de leche. El sistema proteolitico mas estudiado ha sido el de
Lactococcus lactis, se ha reportado que puede generar péptidos bioactivos; asi como
también: Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus (Axelsson y Ahrné, 2000).

De acuerdo a la especie, se pueden encontrar diferencias entre el sistema
proteolitico de las bacterias acido lacticas, pero es evidente que estas especies
necesitan medios ricos en proteina para su crecimiento. Las bacterias acido lacticas
son microorganismos con muchas auxotrofias y por lo tanto su crecimiento siempre
depende de la eficiencia de su sistema para la degradacidén de las proteinas y del
transporte de aminoacidos y péptidos pequefios. Por otra parte, las bacterias lacticas
tienen sistemas proteoliticos que son altamente especificos y dan como resultado la
produccion de péptidos unicos. Las bacterias acido lacticas que inician la fermentacion
en la leche, un medio rico en lactosa, hidrolizan principalmente a la caseina-as1y ala
R-caseina, por ser las proteinas que se encuentran en mayor concentracion (Kok y De
Vos, 1994).

Las proteinasas ayudan a liberar péptidos derivados de caseina de diferentes
tamanos. Estos péptidos son sustratos naturales de peptidasas que después los
convierten a péptidos mas pequefios y aminoacidos (Figura 2.4). Muchas de estas
peptidasas estan localizadas en el interior de las células y como consecuencia, el
rompimiento proteolitico final se lleva a cabo después del transporte de los péptidos al

interior. Pero en general, el sistema consiste en una serie de reacciones en serie que
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inician por una serino-proteinasa prolino-especifica localizada extracelularmente,
transporte especifico de di-, tri- y oligopéptidos y reaccion de un sin numero de
peptidasas y aminopeptidasas intracelulares (Kok y De Vos, 1994).

Los componentes estructurales del sistema proteolitico de las bacterias acido
lacticas pueden ser divididos en tres grandes grupos de acuerdo a su funcién: 1)
Proteinasas son las encargadas del rompimiento inicial de proteinas, 2) Peptidasas
degradan los péptidos formados por la accion de las proteinasas y 3) Sistemas de
transporte trasladan los péptidos producidos hacia la membrana citoplasmatica. Podria
parecer que la presencia de peptidasas en el sistema representaria un problema para
la recuperacién de los péptidos, pero se ha comprobado que en general el sistema de
proteinasas es extracelular y las peptidasas se encuentran solo dentro de la célula,
esto restringe la ruptura de los péptidos a solo aquellos que son introducidos en la
célula (Kunji et al., 1996).
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Figura 2.4 Sistema proteolitico de Lactococcus lactis. D) representa el sistema de
transporte de dipéptidos y tripéptidos y A) sistema de transporte de aminoacidos.

Rojas-Ronquillo et al. (2012)
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2.4.1.1 Sistema proteolitico de Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus es una bacteria acido lactica homofermentativa y
muestra tendencias termofilicas con una temperatura de crecimiento éptima de 42 a
45 ° C. El crecimiento de L. helveticus es 6ptimo a un pH de 5.5 a 5.8 y la especie se
considera exigente porque tiene requisitos nutricionales complejos de aminoacidos,
péptidos, bases de nucledtidos, vitaminas, minerales, acidos grasos y carbohidratos.
Es ampliamente utilizada en la fabricacion de quesos afiejos italianos y suizos y en la
produccion de bebidas lacteas fermentadas (Gatti et al., 2004; Slattery et al., 2010).
Esto ha hecho que L. helveticus sea de importancia comercial puesto que promueve
la salud en productos alimenticios probioticos y nutracéuticos, ademas de tener el
potencial de producir péptidos bioactivos o bacteriocinas y ejercer un efecto simbidtico
cuando se asocia con prebioticos en productos lacteos fermentados (Cremonesi et al.,
2013).

Lactobacillus helveticus es auxotrofo para varios aminoacidos; por lo que el
crecimiento rapido en la leche u otros entornos que contienen bajos niveles de
aminoacidos libres dependen de un complejo sistema de enzimas proteoliticas cuya
funcién colectiva implica la obtencién de aminoacidos esenciales necesarios para su

crecimiento (Christensen y Steele, 2003).

El sistema proteolitico de L. helveticus es capaz de producir péptidos pequefos
y liberar aminoacidos de la matriz de caseina. Esto se debe a que posee una mayor
actividad proteolitica que la mayoria de los otros lactobacilos y por qué hidroliza mas
caseina en los medios de cultivo que otras especies (Savijoki et al., 2006). Ademas
del L. lactis, L. helveticus se describe como una de las especies mas proteoliticas de
las bacterias acido acticas, y la presencia de varios genes que constituyen su sistema
proteolitico podria explicar su eficacia. Este sistema proteolitico que es capaz de
producir péptidos cortos y liberar aminoacidos pues posee proteinasas de la pared
celular (CEP) que hidrolizan las proteinas en oligopéptidos, sistemas de transporte que
permiten la captacion de oligopéptidos y varias peptidasas intracelulares con diferentes
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y especificidades, lo que da lugar a un conjunto de aminoacidos libres (Beganovi¢ et
al., 2013).

Se ha reportado que la cepa de L. helveticus DPC4571 posee un potente
sistema proteolitico que consta de al menos 24 peptidasas intracelulares (Callanan et
al., 2008). También se ha demostrado que la fase de crecimiento y el medio de
crecimiento afectan la actividad relativa de estas peptidasas dentro de la célula (Kenny
et al., 2003).

La mayoria de las BAL poseen solo una proteinasa en la pared celular, pero se
ha demostrado que L. helveticus tiene al menos dos: PrtH y PrtH2 (Gilbert et al., 1997).
Las proteinasas de la pared celular de las BAL se sintetizan como preproteinas de
aproximadamente 2000 residuos y se componen de siete dominios funcionales: S, PP,
PR, A, B, H y W (Fernandez-Espla et al., 2000). PrtH1 y PrtH2 presentes en L.
helveticus difieren de las proteinasas de la pared celular de otras BAL porque carecen
del dominio de anclaje (AN), que se encuentra en el extremo C-terminal de la
secuencia de la proteinasa. La presencia de varios genes que codifican el sistema
proteolitico de L. helveticus podria explicar la alta eficiencia de su sistema proteolitico
(Genay et al., 2009).

Los aminoacidos y péptidos se transportan a través de la membrana
citoplasmica mediante proteinas de transporte especificas. La segunda etapa de la
degradacion de proteinas es el transporte de di-, tri- y oligopéptidos al interior de la
célula mediante diferentes sistemas de transporte de péptidos. Una de las primeras
publicaciones sobre el sistema de transporte de péptidos de L. helveticus concluy6 que
los aminoacidos Leu, lle, Val, Thr y Lys eran transportados por un sistema de
transporte secundario, mientras que los aminoacidos Asp, Glu, His, Arg y Tyr parecian
ser transportados por un sistema impulsado por ATP (Nakajima et al., 1998). L.
helveticus DPC4571 posee tres sistemas de transporte de péptidos, el sistema de
transporte de oligopéptidos Opp y el sistema de transporte de di- y tripéptidos Dpp y
DtpT, respectivamente. Los estudios de especificidad del sustrato mostraron que DtpT
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tiene preferencia por péptidos mas hidrofilos. Ademas, se demostré que el transporte
de péptidos a través de DtpT en vesiculas de membrana depende de la energia y es
impulsado por la fuerza motriz del protdn (Nakajima et al., 1998).

Las peptidasas se clasifican generalmente en endopeptidasas,
aminopeptidasas y carboxipeptidasas. Las endopeptidasas son enzimas que rompen
enlaces peptidicos internos. Las aminopeptidasas catalizan la liberacion de
aminoacidos N-terminales y las carboxipeptidasas catalizan la liberacion de
aminoacidos C-terminales. Las enzimas peptidasas se clasifican segun la naturaleza

quimica del grupo responsable de la catalisis (Nakajima et al., 1998).

Se conocian que solo 11 peptidasas formaban parte del sistema proteolitico de
L. helveticus: dos endopepeptidasas especificas de prolina, PepE y PepO; una
tripeptidasa PepT; cuatro aminopeptidasas, PepX, Pepl, PepQ y PepR; y cuatro
dipeptidasas, PepD, PepV, PepC y PepN (Giraffa, 2014). Pero se reporté que la cepa
CNRZ32 de L. helveticus tiene siete oligoendopeptidasas, tres aminopeptidasas
generales, cinco peptidasas especificas de prolina, ocho di o tripeptidasas y al menos
otras seis peptidasas (Broadbent et al., 2011). Una endopeptidasa con la capacidad
de hidrolizar los péptidos Val-Pro-Pro-Phe-Leu e lle-Pro-Pro-Leu-Thr para producir
Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro, respectivamente, fue caracterizada a partir de L. helveticus
CM4. Con base en los resultados, se sugirid que la enzima es un actor clave en la
hidrélisis del C-terminal durante la produccion de Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro en leche
fermentada (Ueno et al., 2004).

2.4.1.2 Sistema proteolitico de Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum es una bacteria Gram positiva, catalasa negativa,
capaz de crecer a un intervalo de temperaturas de entre 15 y 45 °C y tolerar valores
de pH entre 4 y 9. También es heterofermentativa facultativa, aerdbica y anaerdbica
facultativa. Forma parte de la microbiota del tracto gastrointestinal de humanos y otros
animales. Producen acido lactico como el principal producto metabdlico de la
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fermentacién de carbohidratos. Esta bacteria es capaz de producir acido lactico por
fermentacion de la glucosa empleando una ruta metabdlica denominada Embden-
Meyerhoff-Parnas (EMP). La fermentacion de las hexosas por esta via metabdlica

produce acidos D- y L-lacticos (Melgar-Lalanne et al., 2012; Goldstein et al., 2015).

L. plantarum tiene varias aplicaciones en la industria alimentaria. Se ha aislado
de diferentes productos alimenticios como carne, pescado, frutas, verduras, productos
lacteos y cereales, como contaminante natural, y se ha utilizado como cultivo iniciador
en diversos procesos de fermentacion de alimentos contribuyendo a las propiedades
organolépticas, sabor y textura. Ademas, L. plantarum puede producir compuestos
antimicrobianos, contribuyendo a la seguridad del producto final (Todorov y Franco,
2010).

El L. plantarum es una especie que se encuentra en muchos nichos ambientales
diferentes, y este comportamiento flexible y adaptativo se refleja en el numero
relativamente grande de funciones reguladoras y de transporte, incluidos 25 sistemas
completos de transporte de azucar PTS (Kleerebezem et al., 2003). Las cepas de L.
plantarum se utilizan ampliamente como cultivos adjuntos para la maduracion
acelerada durante la produccion de diferentes tipos de quesos. Debido a que las cepas
de L. plantarum poseen varias proteinasas unidas a la pared celular y peptidasas
intracelulares, dichas enzimas, cuando se liberan en la matriz del queso, pueden influir

en la protedlisis (Duan et al., 2019).

L. plantarum es un organismo versatil y flexible y puede crecer en una amplia
variedad de fuentes de azucar. Este rasgo fenotipico se refleja en el elevado numero
de genes que codifican supuestos transportadores de azucar. El sistema de transporte
de L. plantarum 5-2 consta de 240 genes, que constituyen principalmente el sistema
de fosfotransferasa (PTS) y el sistema transportador de casete de union a ATP (ABC).
Sesenta y siete genes estaban relacionados con el sistema PTS gendmico, y
codificaban la enzima | (El) de PTS y a la proteina fosfoportadora HPr, que libera
grupos fosforilo del fosfoenol-piruvato a las enzimas Ell (Ell). Existen diez complejos
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PTS EIll completos que estan involucrados en el transporte de fuentes de carbono,
incluidos beta-glucdosidos, celobiosa, fructosa, galactitol, glucosa, manitol, manosa, N-
acetilgalactosamina, sorbitol y sacarosa. Se sabe que varios sistemas de transporte
de azucar importan mas de un sustrato, lo que amplia la capacidad de transporte de
carbono (Liu et al., 2015).

La actividad de las proteinasas de la pared celular de L. plantarum han sido
estudiadas para la obtencion de péptidos, como reporta Chen et al., (2018) que
demostrd que la leche de cabra fermentada por L. plantarum LP69 mostré una fuerte
actividad inhibidora de la ACE y actividad antioxidante; ademas de estudiar el sistema
proteolitico de L. plantarum LP69 encontraron que los hidrolizados de leche de cabra
catalizados por proteinasas tienen una fuerte actividad inhibidora de la ACE y actividad

antioxidante.

Se ha demostrado también que L. plantarum posee las endopeptidasas PepE y
PepG y algunas prolina peptidasas como Pepl, PepR y PepL dentro de su sistema
proteolitico. La presencia estas peptidasas parecen ser esenciales para el crecimiento
0 supervivencia bacteriana, ya que estan presentes en los genomas de otras BAL. El
L. plantarum posee los tres sistemas de transportes de péptidos conocidos para las
BAL, es decir, los sistemas di/tripéptidos Dpp y DtpT y el sistema de oligopéptidos Opp.
Posee cuatro enzimas DppA/P en el sistema de transporte de oligopéptidos; y al
menos una enzima DppB, DppC, DppD,DppF y DppY en su sistema de transporte de
di/tripéptidos. También posee tres familias de peptidasas: PepP, PepQ y PepM, las
cuales requieren iones metalicos para su actividad catalitica. PpeM es una metionil
aminopeptidasa que escinde sobre la metionina en el extremo N-terminal de las
proteinas. PepP es parte de las prolina peptidasas y escinden sobre cualquier
aminoacido en el extremo N-terminal unido a la prolina en un oligopéptido. PepQ es
también una prolina peptidasa, aunque especifica para Dipéptidos Xaa-Pro, donde Xaa
representa cualquier aminoacido (Liu et al., 2010).
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3 JUSTIFICACION

En la actualidad, las proteinas alimentarias se investigan no solo desde el punto
de vista nutricional o funcional, sino como materia prima para la obtencién de péptidos,
ya que toda fuente de proteinas alimentarias es capaz de aportar péptidos funcionales
(Korhonen y Pihlanto, 2006). Los péptidos bioactivos se encuentran dentro de la
secuencia de las proteinas y son secuencias especificas en su mayoria de 2 a 10
aminoacidos, que su poseen importantes funciones bioldgicas por lo que su estudio se
ha incrementado debido a por su implicacion en el tratamiento de algunas
enfermedades (Moller et al., 2008). La leche y sus derivados son una fuente de
biopéptidos, sin embargo, los biopéptidos se encuentran en otras fuentes de origen
animal y vegetal como carne, huevos, peces, trigo, maiz, soya, arroz, centeno,
amaranto (Gibbs et al.,, 2004; Silva-Sanchez et al., 2008). Considerando que las
proteinas ingeridas a través de la dieta son necesarias para el crecimiento y
mantenimiento de las funciones fisioldgicas, ha surgido el interés de identificar y
caracterizar péptidos bioactivos de origen vegetal. El amaranto posee una alta
concentracion de proteinas las cuales son consideradas de alto valor nutritivo por
contener aminoacidos esenciales como la lisina, triptéfano y metionina. Se han
evaluado diferentes actividades bioldgicas de componentes aislados de amaranto
demostrando que puede ser una buena fuente de compuestos bioactivos (Teran et al.,
2015). Es por ello que el objetivo de esta investigacion se centra en la obtencion de
péptidos liberados mediante la hidrdlisis con bacterias acido lacticas a partir de las
fracciones proteicas de la semilla de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) y la

evaluacion de posibles actividades biologicas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

s Evaluar la capacidad de bacterias lacticas para liberar péptidos bioactivos a
partir de fracciones proteicas de Amaranthus hypochondriacus

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar las fracciones de proteina de reserva (albuminas, globulinas, 7S-
G, 11S-G y glutelinas) de la semilla de amaranto

» Estandarizar las condiciones de hidrdlisis de fracciones proteicas de semilla de
amaranto con Lactobacillus helveticus y Lactiplantibacillus plantarum para
evaluar la liberacion de péptidos

» Evaluar el efecto de la fase de crecimiento de Lactobacillus helveticus y
Lactiplantibacillus plantarum sobre el desarrollo de protedlisis en fracciones

proteicas de amaranto

» Evaluar e identificar la presencia de actividad biolégica en los péptidos liberados
de las fracciones proteicas

» Determinar la secuencia de aminoacidos de los péptidos con funcion biolégica
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Esquema general de trabajo

El esquema de trabajo describe el proceso de investigacion que se llevo a cabo
para la identificacion de péptidos con actividad bioldgica, el cual se muestra en la
Figura 5.1. La metodologia para este trabajo de investigacion se dividio en tres etapas.
La primera consistié en la caracterizacion de las fracciones proteicas extraidas de la
semilla de Amaranthus hypochondriacus. En la segunda se caracterizaron las
fracciones obtenidas de la hidrdlisis por accidn proteolitica de Lactobacillus helveticus
y Lactiplantibacillus plantarum. Y por ultimo una tercera etapa que tuvo como objetivo

purificar e identificar péptidos con actividad bioldgica.

Antioxidante

Antihipertensiva

—

— Actividad biolégica

Bacterias lacticas

Obtencion de Purificacién e
semillas de Amaranthus Extraccion de' fracciones Condiciones de f'racci'ones identi’ficz.lci()n
hypochondriacus proteicas hidrélisis hidrolizadas de péptidos
Cuantificacién de Derterminacion de
proteina total proteolisis

Cuantificacién de
proteina total

Figura 5.1 Esquema general para la obtencion de péptidos
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5.2 Material biologico

En este trabajo se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus cultivado
de forma organica en los estados de Puebla, Oaxaca e Hidalgo; adquiridas en la
empresa del grupo Quali, en empaques de 250 gramos.

La hidrdlisis de las proteinas de amaranto se realizé con bacterias acido lacticas
del género Lactobacillus: Lactobacillus helveticus NRRL-B-4536 y Lactiplantibacillus
plantarum NRRL-B-4496 donadas por el Agricultural Research Service-USDA (United
States Department of Agriculture). Las cepas se mantuvieron en refrigeracién en agar
MRS vy fueron reactivadas en caldo MRS, incubandolas a 37 °C en condiciones

anaerobias.
5.3 Obtencion de harina de semillas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus)

Las semillas se molieron en un molino Pulvex 200 con motor 5 H.P. para obtener
harina y se tamiz6 en una malla No. 80 (<0.177 mm). La harina se desengraso durante
4 h con hexano a una relacion harina:hexano 1:10 (p/v) con agitacion magnética a 4
°C. La mezcla se centrifugd (Centrifuga Eppendorf® 5810R Rotor F-34-6-38) a 18,550
x g por 20 min a 4 °C. El pellet resultante libre de grasa se secé a temperatura
ambiente. La harina desengrasada se almacend a 4 °C hasta su uso.

5.4 Extraccion de fracciones de proteina de reserva

La extraccion de las diferentes fracciones proteicas se llevé a cabo en harina
desengrasada de semillas de amaranto. La extraccién se realizé de acuerdo con la
clasificacion de Osborne, (1924), siguiendo el protocolo descrito por Silva-Sanchez et

al. (2008) con algunas modificaciones, como se describe a continuacion.

La fraccion de albuminas mas nitrogeno no proteico (NNP) se obtuvo con agua
destilada utilizada como agente de extraccidn. Las suspensiones de harina: solvente
(1:10 p/v) se mantuvieron en agitacion magnética constante durante 1 ha 4 °C y
posteriormente se centrifugaron a 18,000 x g por 15 min a 4 °C. El sobrenadante
(fraccion de albuminas) se colectdé y congelé para su analisis posterior. El pellet
resultante se resuspendié en una solucion que contenia NaCl 0.1 M, Ko2HPO4 0.010 M,
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EDTA 0.001 M, pH 7.5. Para la extraccion de globulinas 7S, se agité durante 1 hora a
4°C, se centrifugé a 12000 x g durante 15 min; se realiz6 una tercera extraccion
resuspendiendo el pellet en solucion Tris-HCI 50 mM, NaCl 0.5 M, pH 8, se agitd
durante 1 hora a 4°C y se siguio el procedimiento de extraccién antes mencionado, se
recupero la fraccion de globulinas en el sobrenadante. La fraccion de globulinas 11S
se obtuvo resuspendiendo el pellet anterior en el buffer NaCl 0.8 M, K:HPO40.010 M,
EDTA 0.001 M, pH 7.5. Finalmente, las glutelinas se extrajeron con una solucion de
NaOH 0.1 M siguiendo con el procedimiento ya descrito. Los sobrenadantes se

colectaron, liofilizaron y almacenaron a -20 °C hasta su uso.
5.5 Determinacion de la concentracién de proteina en las fracciones

El contenido de proteina de las fracciones se cuantifico por el método de Lowry
modificado por (Markwell et al., 1978), todas las muestras se analizaron por triplicado.
Para iniciar la reaccion, fue necesario preparar una solucion A que contenia 2% de
Na>COs3, 0,4% de NaOH, 0,16% de tartrato de sodio y 1% de dodecilsulfato de sodio
(SDS) en agua; la solucion B se prepard con CuSOs4 al 4% en agua destilada, y una
solucion C, la cual se prepard justo antes de llevar el procedimiento, mezclando las
soluciones A y B en una proporcion de 100 a 1. El reactivo 2N Folin-Ciocalteu fue
diluido en una relacién 1:1 con agua antes de su uso. Para determinar la concentracion
de la proteina en cada muestra, se realiz6 una curva estandar con soluciones de
albumina de suero bovino (BSA), a diferentes concentraciones (0, 10, 20, 40, 60, 80,

and 100 pg/mL), como se muestra en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Concentraciones de BSA para construir curva estandar

Vol. de 0.5%SDS (uL) 200 | 190 | 180 | 160 | 120 | 80 40 0

Vol. de 200 ug/mL de BSA 0 10 20 40 80 120 | 160 | 200
(uL)
Concentracion BSA 0 10 20 40 80 120 | 160 | 200
(Mg/mL)
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Se transfirieron 200 uL de cada concentracion estandar o muestra a viales de
1.5 mL, se mezclaron con 600 pL de reactivo C y se incubaron a temperatura ambiente
durante 25 min. Se agregaron 70 pL de reactivo de fenol Folin-Ciocalteu diluido y se
agitaron inmediatamente para evitar la localizacion del color. Los viales se incubaron
a temperatura ambiente durante 45 min seguido de la lectura de absorbancia a 660

nm usando lector de microplacas BioTek® Epoch™ UVVis, controlado por el software

Gen5™. La curva de calibracion construida con BSA se utilizé para determinar el

contenido de proteina de las muestras.

5.6 Caracterizacion de las fracciones proteicas por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Los analisis del perfil electroforético de las proteinas fueron realizados segun lo
descrito por Laemmli, (1970). Todos los geles fueron al 12 % de poliacrilamida y 0.75
mm de espesor, se corrieron en un sistema Mini-Protean Ill de Bio-Rad. La reduccién
de puentes disulfuro se llevé a cabo con mercaptoetanol a 95 °C durante 5 min. Las
condiciones de corrida de electroforesis se realizaron con una corriente constante de
13 mA por gel por 1-2 h. Después de la electroforesis los geles se tifieron toda la noche
con Azul de Coommassie Brillante R-250 en una concentracion final de 0.25 %. El
desteiido se llevé a cabo lavando el gel con una solucién de 50 % metanol + 2 % acido
acético durante 1 h. Los geles fueron fotografiados en un equipo ChemiDoc XRS+ de
Bio-Rad® con el software Image Lab para su analisis posterior. Las muestras fueron
disueltas en buffer reductor con dodecil sulfato de sodio (SDS): 62.5 mM Tris-HCI, 20
% de glicerol, 2 % de SDS, 5 % de B-mercaptoetanol, azul de bromofenol, pH 6.8. Este
procedimiento se realizd en las fracciones de proteina de reserva previamente

liofilizadas.
5.7 Analisis de las fracciones de proteinas de reserva por espectrometria de masas

Se tomaron 1.5 mg de cada fraccién de proteina de amaranto liofilizada y se

disolvieron en una solucion de bicarbonato de amonio 50 mM y se desnaturalizaron a

39



Materiales y métodos

110 °C durante 5 min. La hidrdlisis de los enlaces disulfuro y la alquilacion se realizaron
con DTT (5 mM) y yodoacetamida (10 mM), seguida de una hidrélisis con tripsina
(Sigma T-1426) como describio previamente (Walters et al., 2018b). Cada muestra de
proteina se paso a través de una membrana de nylon tipo jeringa con tamario de poro
de 0.22 ym seguida de una inyeccién con un volumen equivalente a 0.4 ug de proteina.
El analisis se realiz6é en un LC/MS iFunnel Q-TOF 6550A (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). La columna se eluyé con un gradiente lineal de 100% de disolvente A
(HCOOH al 0.1% en agua) a 100 % de disolvente B (HCOOH al 0.1% en acetonitrilo)
en 30 min. El rango de masas fue de 100-1600 m/z y la tasa de adquisicion fue de
8098 transitorios/espectro. La temperatura del gas se establecio a 125 °C, la velocidad
del gas de secado en 11 L/min y el nebulizador a 206.84 kPa. Los iones de carga
multiple (2% y 3%) entre 100 y 1600 m/z se sometieron automaticamente a un analisis
MS/MS vy los picos resultantes se procesaron utilizando los softwares Mascot Distiller
y Mascot 2.4.1 (Matrix Science, Reino Unido). Se utilizé el algoritmo BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) para identificar proteinas que pertenecen a A.
hypochondriacus en la base de datos de no reductores del NCBI.

5.8 Hidrdlisis de las fracciones por actividad proteolitica de las bacterias

Las cepas se reactivaron en 10 mL de caldo MRS, se incubaron por 12 h a 37
°C en condiciones anaerobias. Posteriormente, se hizo una resiembra tomando 1 mL
de este tubo y se coloco en un matraz de 50 mL de caldo MRS; este procedimiento se
repitié una vez mas; del tercer matraz se tomé 1 mL al tiempo cero y después cada 2
horas para medir la densidad éptica por espectrofotometria a 640 nm con la finalidad
de identificar las fases de crecimiento. Se evaludé la cuenta viable (unidades
formadoras de colonias, UFC/mL) por el método de vaciado en placa.

Una vez identificadas las fases de crecimiento, se inocul6 en 50 mL de caldo
MRS y se incubd a 37 °C en condiciones anaerobias. Se cosecharon células en la
mitad de la fase exponencial, final de la fase exponencial, fase estacionaria temprana
y fase estacionaria tardia, por centrifugacion a 6000 x g durante 15 min a 4 °C. Las
células se lavaron con buffer de fosfato sddico 0.32 mM pH 7.2 y se resuspendieron

en el mismo buffer a una concentracion celular de10” UFC/mL; la concentracion celular
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se estandarizé previamente, se resuspendieron diferentes cantidades de biomasa
humeda en el buffer y re realizé conteo en placa. Se prepararon mezclas en una
relacion 0.5:5 de suspension bacteriana y 5 mL de una solucién de proteina de reserva
con una concentracion de 5 mg/mL, se dejo incubar a 37 °C durante 4, 8, 14, 24 y 48
h en condiciones anaerobias (se prepararon dos tubos de mezcla para cada tiempo de
incubacion). Al tiempo cero y al final de cada tiempo de incubacién se tomaron
muestras para evaluar la cuenta viable (UFC/mL) por el método de vaciado en placa
(100 pL) y el desarrollo de protedlisis (500 L) . El resto de la mezcla de reaccion se
centrifugo 9,500 x g durante 5 min y el sobrenadante (hidrolizado) se guard6 a -4 °C

hasta utilizarse.
5.8.1 Determinacion de protedlisis

Una vez pasado el tiempo de incubacién, se tomaron 500 uL de la mezcla de
reaccion, se le adicioné agua y acido tricloroacético (TCA) 0.75 N en una proporcion
5:1:10 y se agité durante 10 min en un agitador orbital. Las muestras se filtraron con
papel Whatman No. 1 y se almaceno el filtrado a -4°C hasta el momento de efectuar

las pruebas.

El grado de protedlisis se determind por la técnica del acido trinitrobenceno-
sulfonico (TNBS); éste se basa en la reaccion del TNBS con los grupos amino libres y
péptidos pequenos liberados durante la hidrolisis, en un medio ligeramente alcalino
(Freedman y Radda, 1968). EI complejo resultante es un croméforo de color naranja y
percibe un maximo de absorbancia a 340 nm (Figura 5.2) (Goodwin y Choi, 1970).

Alicuotas de 125 L del filtrado en acido tricloroacético se mezclaron con 2 mL
de buffer de fosfatos (0.5 M, pH 8.2) y 2 mL de TNBS al 0.1%. Esta solucién se prepara
justo antes de llevar a cabo la prueba y se mantiene en la oscuridad. Se agité cada
tubo para homogeneizar la solucion. La mezcla se incub6 en obscuridad a 50 °C
durante 1 h; al término de este tiempo se anadieron 2 mL de HCI 0.1 N a cada tubo
para detener la reaccion. Las mezclas se dejaron enfriar durante 30 min a temperatura
ambiente. Por ultimo, se ley6 a una longitud de onda de 340 nm contra el blanco de

reactivos. Para el blanco, en lugar de muestra se agrego agua desionizada. Se elaboré
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una curva patron utilizando una solucion de Glicina 3 mM y posteriormente se hicieron
diluciones de ésta para cada uno de los puntos de la curva (0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25
mg/mL). Los resultados se expresan en porcentaje de grupos amino libres.

NO; NO
o\ ON ) COOH + SO," + H+
) - { 2 S04 Me ——lp - P N — M —
Nl Nt
0 ¥

N NH: —GH—COOH “NO. =
R
Compuesto de color amarilio

Crupo amino kore estable (Abs. 2 = 340nm.)

Figura 5.2 Reaccion del TNBS con los grupos amino libres resultantes de la hidrolisis
de albumina 1 con alcalasa.
(Adler-Nissen, 1979)

5.9 Determinacion de las actividades biolégicas

Basados en las propiedades estructurales, en la composicidon y secuencia de
sus aminoacidos, los péptidos bioactivos pueden desempeniar diversas funciones,
tales como antihipertensivos, anticancerigenos, antioxidantes, antimicrobianos,
inmunomoduladores, opiaceos, etc. (Korhonen y Pihlanto, 2006). Las actividades
biolégicas que se determinaron en este trabajo fueron actividad antihipertensiva,
antioxidante y capacidad de quelacion de zinc.

Todas las actividades bioldgicas se evaluaron en las fracciones proteicas de
reserva sin hidrolizar, en fracciones hidrolizadas con BAL y fracciones hidrolizadas con
BAL ultrafiltradas.

5.9.1 Determinacion de la actividad antihipertensiva

Se determind la capacidad de inhibir a la enzima convertidora de angiotensina
(ACE) siguiendo el método establecido por Cushman y Cheung, (1971). La reaccidn
se llevo a cabo como reporta Fuglsang et al., (2003); el acido hipurico resultante de la
reaccion se determiné por el método de Hayakari et al., (1978). Se tomaron 80 pL de

42



Materiales y métodos

las muestras y se le agregaron 200 pL de amortiguador de borato 0.1 M, pH 8.3, con
el sustrato hipurilhistidil-leucina (HHL) con una concentracion 5 mM. Después se
adicionaron 20 pyL de 0.123 ng/mL de ACE (estandar de proteina ACE de ratén, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M y NaCl a 0.4 M,
pH 8.3. Los tubos de reaccion se incubaron durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, la
reaccion se detuvo, agregando 250 pL de acido clorhidrico 1 N, y se agitd en vortex.
El &cido hipurico, producto de la reaccion, fue extraido con 1.7 mL de acetato de etilo.
Se tomaron 400 pL de la fase organica y se calenté 30 min a 95 °C, para evaporar
todo el acetato de etilo. El residuo fue resuspendido en 2 mL de agua destilada (fueron
resuspendidos justo antes de leer). Se leyo la absorbancia a 230 nm de longitud de
onda en espectrofotometro Stat Fax Mod. 303 Plus. Se uso6 captopril como testigo a

una concentracion de 1mg/mL.

El testigo con 0 % de actividad se midio sustituyendo los 20 yL de ACE por agua
destilada, y el 100 % de actividad sustituyendo la muestra (inhibidor) por 80 pL de
amortiguador de borato 0.1 M, pH 8.3 con sustrato. El porcentaje de inhibicién se

obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

B4 100
Cx

% inhicion =

donde: A es la absorbancia de la reaccion con ACE, sustrato e inhibidor (muestra); B
es la absorbancia de la reaccion con ACE y sustrato (100% de actividad); C es la
absorbancia de la prueba con sustrato sin ACE ni inhibidor (0% de actividad). Los
resultados se presentan como inhibicion especifica, que se define como el cociente

del porcentaje de inhibicion.
5.9.2 Determinacion de la actividad antioxidante

Se utilizaron dos ensayos que midieron la actividad de dos especies de
radicales para determinar la capacidad antioxidante de las fracciones de proteina.
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5.9.2.1 Capacidad de captacién de radicales de oxigeno (ORAC)

Para evaluar la capacidad de las muestras para eliminar radicales ROO-
(peroxilo) se midié la capacidad de captacion de radicales de oxigeno (ORAC) de
acuerdo con lo reportado por Jodayree et al., (2012). Esta prueba mide hasta qué punto
la muestra antioxidante protege a la fluoresceina de la oxidacion por ROOe. Se utilizé
una solucion tampdn de fosfato de potasio (75 mM, pH 7.4) para diluir las muestras (1
mg de proteina/mL) y para preparar la sonda fluorescente (fluoresceina, 8.2x 102 uM),
AAPH (140 mM) y estandares Trolox (6.25-100 pM). Se us6 como testigo glutation
(0.1 mg/mL). Las muestras y los estandares se colocaron en una placa con pozos (200
uL) y se selld con una pelicula transparente, la cual se incub6 durante 20 min a 37 °C
en un lector de fluorescencia modelo FLx800 (longitud de onda de excitacién 485/20
nm, longitud de onda de emision 528/20 nm). La cinética se llevo a cabo durante 1 h
tomando lectura cada 1 min. La actividad de eliminacion de ROQO- fue reportada como
valores de ORAC, para lo cual se calcul6é usando el area bajo la curva y expresada en
equivalentes de Trolox por gramo de proteina (UM TE/ g de proteina).

5.9.2.2 Capacidad de captacién de radicales hidroxilo (¢OH)

La prueba se realizé de acuerdo con lo reportado por Vanvi y Tsopmo (2016).
Se utilizé una solucion tampdn de fosfato de potasio (0.75 mM, pH 7.4) para preparar
1,10-fenantrolina a una concentracion de 3 mM. Se prepararon soluciones de
FeS0O4¢7H20 con una concentracién de 3 mM y H2O- al 0.03%. Se tomaron 50 pL de
muestra a una concentracién (1 mg/mL) y se transfirieron por triplicado a una placa
transparente de 96 pocillos. Se usaron 50 pL de solucion tampdn de fosfato de potasio
en los pocillos para el testigo y el blanco. Posteriormente, se agregaron 50 pL de
fenantrolina a cada pocillo seguido de la adicion de 50 pyL de H20:> al testigo y las
muestras. En los pocillos del blanco, se afiadié agua en lugar de H20.. La placa se
sellé con una pelicula de plastico transparente y se incubd durante 1 h a 37 °C y se
mantuvo en agitacion a 150 rpom. Se midi6é la absorbancia a 536 nm para calcular la
actividad de barrido de HO- utilizando la siguiente ecuacion: [(As-Atestigo)/(Ao-
Atestigo)x100]. Donde: As: absorbancia de la muestra; Ac: absorbancia del testigo; Ao:
absorbancia del blanco.
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5.9.3 Capacidad de quelacién de Zinc

Se evalud la capacidad quelante de zinc como se describe de acuerdo a lo
reportado por Udechukwu et al., (2017). El principio de esta prueba se basa en la
reaccion del 4-(2-piridilazo) resorcinol (PAR) con iones de zinc para formar un complejo
coordinado de color rojo. Las muestras (1 mg/mL) y el PAR 2 mM se prepararon
usando una solucion buffer de HEPES-KOH 40 mM (pH 7.5). Para llevar a cabo la
reaccion, se mezclaron 250 pL de muestra con 125 pL de ditiotreitol (DTT) 8 mM y 125
uL de sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4.7H20) 25 mM. Para el blanco, las
muestras se sustituyeron por 250 pL de buffer de reaccién (HEPES-KOH 40 mM). Las
mezclas se incubaron a 37 °C durante 10 min. A continuacion, se afnadieron 25 pL de
2 mM PAR a las mezclas de reaccion para unir el ion zinc; se tomaron 200 yL de cada
muestra y se colocaron en una placa con pozos; seguido de la medicion de la

absorbancia a 500 nm en un lector de placas BioTek® Epoch™ U\V\Vis, con un software

Gen5™. La capacidad quelante del zinc se calcul6 como: [(ABSblanco-
ABSmuestra)/ABSblanco] x 100, donde ABS es la absorbancia.

5.10 Ultrafiltracién por membranas

Las muestras hidrolizadas de las fracciones de Glutelinas y 11S-G hidrolizadas
con L. plantarum que presentaron un mayor grado de hidrdlisis, se seleccionaron para
obtener fracciones ultrafiltradas utilizando dispositivos centrifugos Macrosep® Advance
con material de membrana de polipropileno (Pall Life Sciences, Michigan, EE.UU.) con
un corte de peso molecular de 10, 3 y 1 kDa. Se utilizé un proceso de ultrafiltracion de
tres pasos para obtener cinco fracciones de cada muestra hidrolizada. Para el primer
paso, se fraccionaron 10 mL de muestra a través de una membrana con un corte de
peso molecular de 10 kDa y se centrifugé a 3000 x g durante 30 min (Centrifuga
Thermo-Fisher Scientific Sorvall Legend XTR). Se tom6 un volumen del filtrado de 2
mL para identificarlo como fraccion <10 kDa. Luego se separaron 8 mL de esa muestra
filtrada y se completd con 2 mL de agua destilada para igual el volumen inicial (10 mL),
y se depositd en una membrana con corte de <3 kDa a 3,000 x g durante 30 min. La
fraccion retenida se etiquetdo como fraccidn <10-3 kDa y el filtrado como fraccién <3
kDa. Se volvié a ajustar un volumen de 10 mL con agua destilada y se deposité en un
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tubo de membrana con corte de peso molecular de <1 kDa y se centrifugé en las
mismas condiciones. Lo retenido de la muestra se etiqueté como fraccién <3-1 kDa y
la muestra filtrada como fraccion <1 kDa. Se obtuvieron cinco fracciones en total de
diferente corte de peso molecular <10, 10-3, <3, 3-1, <1 kDa y se almacenaron a -80°C

para su posterior analisis.

5.11 Identificacidn de secuencias de aminoacidos en los péptidos obtenidos por
hidrolisis con BAL

El analisis para la identificacion de péptidos por LC-MS/MS es muy complejo,
ya que cada proteina se hidroliza en mas de un péptido, y cada ion fragmentado
produce iones con carga multiple. Los patrones de fragmentacién varian con la energia
de disociacion inducida por colision utilizada, y las reacciones de los iones precursores
de interés aumentan la posibilidad de deteccion de péptidos. La espectrometria de
masas de alta resolucidn se puede utilizar para secuenciar péptidos e identificar
nuevas proteinas. Generalmente, los espectros de masas en tandem se comparan
contra una base de datos con valores de masa generados por péptidos fragmentados
in silico para la identificacion de péptidos utilizando motores de busqueda: MASCOT,
SEQUEST, XiTandem e InSpeCT. Estos motores de busqueda estan vinculados a
varias bases de datos como GenBank en NCBI, SWISSPROT, UNIPROT, PPDB y
ProMEX, que pueden conducir a la identificacion de genes correspondientes.

5.11.1 Analisis por espectrometria de masas

El analisis de espectrometria de masas en tandem se realizé utilizando la
Plataforma de Protedmica de Quebec disponible en el Centro de Gendmica de Quebec
(Sainte-Foy, QC, Canada). Los experimentos se realizaron nLC-MS/MS Agilent
(nanoLC) acoplada a un espectrédmetro de masas tripleTOF 5600 plus (AB Sciex)
equipado con una fuente de iones nanoelectrospray en modo positivo. Los péptidos se
separaron en un PicoFrit de 15 uym, BioBasicC18, con una columna de 10 cm x 75 ym
(New Objective). Las fases moviles fueron acido formico al 0.1% en agua (disolvente
A) y acido aceético al 0.1% en acetonitrilo (disolvente B). Para la separacion se utilizo
un gradiente lineal del 5 al 80% de disolvente B a 60 min, a 300 nL/min. El barrido de
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cada espectro de masas (400 a 1250 m/z) fue seguido por una disociacion inducida
por colisiéon (MS/MS) de multiples picos cargados (2" a 5%). La exclusion dinamica se
establecio para un periodo de 3 segundos y una tolerancia de 0.1 Da.

5.11.2 Identificacion de péptidos

Los espectros generados por el analisis MS/MS se analizaron con el programa
Mascot (Matrix Science, Londres, Reino Unido; version 2.5.1). Mascot se configurd
para buscar en la base de datos TAX_Amaranthus_3564 20200402 asumiendo que
la enzima de digestion no era especifica. Mascot se configuré con una tolerancia de
masa de iones fragmentados de 0.60 Da y una tolerancia de iones parentales de 10.0
PPM. La desamidacién de asparagina y glutamina y la oxidacién de metionina se
especificaron en Mascot como modificaciones variables. Se utiliz6 el programa
Scaffold (versidn Scaffold_4.11.0, Proteome Software Inc., Portland, OR) para validar
las identificaciones de péptidos y proteinas basadas en MS/MS. Las identificaciones
de péptidos se aceptaron si podian establecerse con una probabilidad superior al 95
% mediante el algoritmo Peptide Prophet (Keller et al., 2002). Se aceptaron las
identificaciones de proteinas a las cuales pertenecian los péptidos si podian
establecerse con una probabilidad del 95 % y si contenian al menos 2 péptidos
identificados y se asignaron usando el algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii et al.,
2003). Las proteinas que mostraron péptidos similares y no pudieron diferenciarse
basandose unicamente en el analisis de MS/MS se agruparon para satisfacer los

principios de parsimonia.
5.12 Analisis estadistico

Los resultados experimentales se expresaron como media + desviacion estandar
(SD) de los triplicados. El analisis estadistico se realizéo mediante la prueba F de Fisher
y una p <0.05 se consider¢ significativo.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Caracterizacion de las fracciones proteicas de reserva de A. hypochondriacus

En este trabajo se utilizé harina desengrasada de la semilla de amaranto como
material para la extraccion de las proteinas de reserva: albuminas, globulinas,
globulinas 7S (7S-G), globulinas 11S (11S-G) y glutelinas. No se considerd la
extraccion de la fraccion de prolaminas, ya que dicha fraccion es la que se encuentra
en menor proporcion en la semilla de amaranto (Segura-Nieto et al., 1992). Existen
diferentes investigaciones que debaten sobre cual de estas fracciones es el
componente principal, pero siempre se ha encontrado una mayor proporcion de

albuminas, globulinas y glutelinas (Bressani y Garcia-Vela, 1990).

Las proteinas de reserva constituyen la mayor proporcion de proteinas en
semillas de cereales cuya funcion principal es proveer a la plantula de nitrégeno y
azufre para su germinacion. Las proteinas de reserva representan alrededor del 50%
total de las proteinas en granos de cereales. La Figura 6.1 muestra el porcentaje
obtenido para cada fraccién de proteina de reserva a partir de 100 g de harina
desengrasada. La fraccion de albuminas y glutelinas comparten valores de 30y 32 %
respectivamente, mostrando que son las fracciones en mayor proporcién encontradas
en semillas de amaranto. Segura-Nieto et al., (1994) reportaron que la relacion
albuminas:globulinas depende del método de extraccion empleado. Por ejemplo, con
precipitacion isoeléctrica se han identificado globulinas pero no albuminas, mientras
que con dialisis la fraccion de albuminas se ha logrado caracterizar (Fidantsi y
Doxastakis, 2001). El método de extraccion que se uso en este trabajo fue eficiente
puesto que se lograron caracterizar las principales proteinas de reserva del A.
hypochondriacus.
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Figura 6.1 Porcentaje obtenido para cada fraccidon de proteinas de reserva a partir de

harina de amaranto desengrasada.

Con la finalidad de realizar una solucién de cada fraccion de proteina de reserva
con una concentracion conocida (5 mg/mL) para llevar a cabo el desarrollo de
protedlisis, fue necesario conocer el contenido de proteina por mg de liofilizado de
cada fraccién La fraccion de glutelinas mostré un contenido de 959.9 + 23.5 ug
proteina/mg liofilizado; mientras que en la fraccién de albuminas se obtuvo 900.6 + 6.2
Mg. proteina/mg liofilizado. Las fracciones 7S-G y 11S-G tuvieron la menor cantidad,
ambas con 250 ug proteina/mg liofilizado.

Maldonado-Cervantes et al., 2014 realizaron un analisis proteico de la semilla
de amaranto de las variedades A. hypochondriacus. Sus resultados demostraron que
en los cultivos analizados las fracciones en mayor abundancia son albuminas y
globulinas; pero también reporta que como tercera fraccion predominante se
encuentran las globulinas 7S-G. Esto sugiere que la composicion de los solventes de
extraccion, asi como su concentracion tiene influencia sobre la precipitacion de las
proteinas dando como resultado propiedades fisicoquimicas diferentes tal como
reporta (Abugoch James, 2006).
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Figura 6.2 Contenido de proteina en los liofilizados de las fracciones de proteinas de

reserva de A. hypochondriacus.

6.1.1 Caracterizacion por electroforesis

El analisis electroforético fue llevado a cabo bajo condiciones desnaturalizantes.
En la Figura 6.3 se muestran las bandas que corresponden a las albuminas, globulinas
y glutelinas, mostrando patrones similares. La fraccion de albuminas mostroé una banda
caracteristica a 34 kDa tal como reporta Barba de la Rosa et al., (1992) para A.
hypochondriacus. Existen dos grupos principales de polipéptidos de tamanos muy
heterogéneos; el primero tuvo pesos moleculares de 18 a 14 kDa y el segundo se
encontrd entre 42 a 25 kDa; se pueden observar componentes de bajo peso molecular
en las regiones de 24 y 20 kDa, tal como lo report6é (Akin et al., 2013). La fraccion
albuminas puede contener proteinas que pertenecen a la fraccidén globulinas, puesto
que las sales y algunos aminoacidos libres en la semilla dan como resultado una
concentracion de sales naturales que facilitan la solubilizacion de globulinas. Las
fracciones de globulina presentan bandas de 47, 31 y de 28 a 14 kDa, lo cual coincide
con Gorinstein et al., (1991) quienes reportan bandas de globulina importantes de 18
a 14 kDa en algunas especies de amaranto, mientras que Barba de la Rosa et al.,
(1992) reportan que las globulinas mostraron una banda principal a 38 kDa. Las

globulinas 7S estan compuestas por tres subunidades principales llamadas a (68 a 57
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kDa), a’ (72 a 57 kDa), y B (52 a 42 kDa); que estan unidas por enlaces no covalentes
para formar un trimero de peso molecular de 200 a 170 kDa. En el gel se pueden
observar bandas de 19 a 14 kDa, 37 a 28 kDa y 87 a 47 kDa, siendo 41, 37, 34 kDa
las de mayor intensidad. La fraccion globulinas 11S estan conformadas por hexameros
con un peso molecular entre 400 a 300 kDa. Estos hexameros estan compuestos por
polipéptidos acidos con pesos moleculares de 40 a 30 kDa, y polipéptidos basicos de
22 a 18 kDa (Barba de la Rosa et al.1992). Las bandas de 38, 37, 35 kDa son las que
se muestran en el gel con mayor intensidad en esta fraccion. La fraccion de glutelinas
mostré una alta similitud con la de globulinas 11S. Se observaron tres bandas
principales a 46, 36, 34 kDa. Las glutelinas son un grupo de proteinas tipo globulinas
que tienen una estructura hexamérica oligomérica de aproximadamente 300 kDa. Las
fracciones de glutelinas de amaranto presentan tres subunidades principales en la
region de 21 a 14 kDa, de 37 a 31 kDa y de 67 a 44 kDa (Silva-Sanchez et al., 2008).
Gorinstein et al., (1991) indican que los componentes abundantes en la fraccion de
glutelinas se encuentran entre, 66 kDa y 65, 30 kDa,14 y 4 kDa. La caracterizacion de
las fracciones por SDS-PAGE mostré una banda predominante de aproximadamente

34 kDa en todas las fracciones, aunque fue mas intensa en la fraccién de albuminas.

Ademas del perfil electroforético, se utilizé espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS) para identificar las principales proteinas presentes en cada una de las

cinco fracciones de proteina de amaranto.
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kDa STD A GO 78-G  11S8-G GU

Figura 6.3. SDS PAGE de las fracciones de proteinas de reserva de Amaranthus
hypochondriacus. Estandar (STD), (A) fraccion albuminas, (GO) fraccion globulina,
(7S-G) fraccion globulinas 7S, (11S-G) fraccién globulinas 11S y (GU) fraccion
glutelinas.

6.1.2 Caracterizacion por espectrometria de masas

Las proteinas principales presentes en las fracciones proteicas de reserva
(Tabla 6.1) se identificaron después de la busqueda de su secuencia en bases de
datos como: Swiss Protein Data Bank, Protein Data Bank y GENBank. Las proteinas
identificadas fueron Globulina 11S, inhibidor de tripsina, aglutinina, proteina de semilla
AmA1 y cistatina. La aglutinina y la proteina de semilla AmA1 estuvieron presentes en
todas las fracciones, mientras que la cistatina solo se encontré en la fraccion de
albumina. La ausencia de la proteina Globulina 11S en la fraccidon de albumina
demostrd la eficacia del proceso de extraccion. En cada fraccion se identificaron
unicamente 4-5 proteinas principales después del analisis LC-MS/MS. Esto se debe al
numero limitado de proteinas (quince) del grano de amaranto presentes en las bases
de datos (Montoya-Rodriguez et al., 2015) mientras que para la abundancia relativa
de proteinas solo se detectan aquellas con mayor cantidad. En general, los datos
generados por la espectrometria de masas mostraron que las fracciones contienen

diferentes proteinas, por lo tanto, es de esperar que sus hidrolizados muestren
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diferentes actividades bioldgicas. Esto fue respaldado por los datos generados
previamente de la digestion in silico que sugieren que la mayoria de las proteinas
identificadas en Amaranthus hypochondriacus podrian contener péptidos con

actividades biologicas (Montoya-Rodriguez et al., 2015).

Tabla 6.1 Principales proteinas identificadas en las fracciones de proteinas de reserva
de Amaranthus hypochondriacus.

NCBInri.d? PM (Da) Proteina Score?  Fraccion
gi|4929263 35221 Aglutinina 446
gi|20067185 AmA1 Albumina
gi|110748606 27776 Cistatina 96
gi|461598 7998 Inhibidor de 109
tripsina/subtilisina
gi|122726601 55430 Globulina 11S 558
0i|4929263° 35221 Aglutinina 165 Globulinas
gi|20067185°¢ AmA1
gi|461598 7998 Inhibidor de 112
tripsina/subtilisina
gi|122726601 55430 Globulina 11S 433
gi|461598 7998 Inhibidor de 116 7S8-G
tripsina/subtilisina
0i|4929263° 35221 Aglutinina 86
gi|20067185°¢ AmA1
gi|122726601 55430 Globulina 11S 535
gi|461598 7998 Inhibidor de 86
tripsina/subtilisina
0i|4929263° 35221 Aglutinina 72 118-G
gi|20067185°¢ AmA1
gi|122726601 57035 Globulina 11S 293
Glutelinas
0i|4929263° 35221 Aglutinina 166
gi|20067185°¢ AmA1

2 Base de datos NCBInr.  Secuencia prevista ¢ Set match de mismos péptidos ¢ Score de MS-BLAST.
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6.2 Estandarizacién de las condiciones de hidrdlisis para evaluar la liberacion de
péptidos a partir de fracciones proteicas de A. hypochondriacus por Lactobacillus
helveticus y Lactiplantibacillus plantarum

Para conocer el porcentaje de grupos amino liberados durante la hidrélisis sobre
cada una de las fracciones de proteina de A. hypochondriacus fue necesario
primeramente identificar las fases de crecimiento de cada lactobacilo. Una vez
identificadas, se establecieron 4 tiempos de cosecha celular diferentes y se llevaron a
cabo hidrolisis con células a cada tiempo de colecta sobre cada fraccion de proteina.

6.2.1 Caracterizacion de crecimiento celular de Lactobacillus helveticus 'y

Lactiplantibacillus plantarum

La fase de crecimiento durante la cual las bacterias se cosechan y se consumen
pueden influir en su desempefio como agentes promotores de la salud. Los cambios
mas importantes durante el crecimiento ocurren durante la fase exponencial a la fase
estacionaria, donde las bacterias pueden presentar un metabolismo flexible, donde se
adaptan en cada etapa del crecimiento bacteriano (Laakso et al, 2011). Las
caracteristicas de una poblacién microbiana pueden representarse graficamente
mediante la cuenta del numero de colonias o midiendo la densidad optica por

espectrofotometria a partir de una suspension de células (Ray et al., 2010).

La Figura 6.4 muestra las curvas de crecimiento de L. plantarum'y L. helveticus
donde se observan las diferentes fases de crecimiento. La fase de adaptacion es
donde las células asimilan nutrientes, hay un aumento de masa celular y densidad
optica. Para ambas bacterias se observdé un comportamiento similar, donde esta
primera fase se presenté a las 2 h. En la fase exponencial, donde el numero de células
viables comienza a incrementar; las células tienen al principio un indice metabdlico
diferente y solo algunas células se multiplican y tiempo después lo hacen casi todas.
La velocidad de crecimiento aumenta considerablemente. Se puede considerar que a
las 4 h los cultivos de ambas bacterias se encuentran aproximadamente a la mitad de
la fase exponencial y que a las 8 h se encuentran aproximadamente al final de la fase

exponencial.
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Por otra parte, la fase estacionaria donde el crecimiento bacteriano disminuye

a consecuencia de la falta de nutrientes y a la acumulacién de sustancias toxicas en

el medio. Se considerd que a las 14 h los cultivos se encontraban en fase estacionaria

temprana y se establecio un tiempo de 24 h como fase estacionaria tardia, la tasa de

crecimiento en esta fase es igual a la tasa de mortalidad. Una vez que se identificaron

las fases de crecimiento, se propuso cosechar células bacterianas tanto de L.

plantarum como de L. helveticus en los tiempos de cultivo siguientes: 4, 8, 14y 24 h.

Una vez recolectadas las células se lavaron con buffer de fosfatos 0.32 mM, pH 7.2 y

fueron resuspendidas en el mismo buffer de fosfatos a una concentracién de 10’

UFC/mL para poner en contacto esta suspension bacteriana con soluciones de las

diferentes fracciones de proteina de reserva.
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Figura 6.4. ldentificaciéon de fases de crecimiento bacteriano con L. plantarum y L.
helveticus en medio MRS por densidad éptica a 37 °C bajo condiciones anaerobias.
Los datos presentados corresponden a la media de tres repeticiones experimentales.
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6.2.2 Hidrdlisis de las fracciones por actividad proteolitica de las bacterias

Cada una de las fracciones proteicas extraidas fueron sometidas a cinco
tiempos de hidrdlisis con células bacterianas cosechadas a cuatro tiempos de

crecimiento diferentes.

Las células cosechadas con 4, 8, 14 y 24 h de crecimiento y resuspendidas (107
UFC/mL) en buffer de fosfatos 0.32 mM, pH 7.2 se pusieron en contacto con soluciones
de fracciones de proteinas a una concentracion de 5 mg/mL en una relacion
0.1mL:1mL. Se dejo incubar a 37 °C durante 4, 8, 14, 24 y 48 h en condiciones
anaerobias. A cada tiempo de incubacion se obtuvieron muestras para determinar el
grado de protedlisis, a través de la cuantificacion de grupos amino liberados, por el
método de TNBS.

De manera general se observa en las Figuras 6.5 a 6.9 que el grado de
proteolisis varia de acuerdo con la etapa de colecta celular de las bacterias y el tiempo
de hidrdlisis, lo que podria indicar que existe una degradacion de las proteinas por la
accion del sistema proteolitico de L. plantarum y L. helveticus.

En la Figura 6.5 se muestra el porcentaje de grupos amino libres generados
después de 4 h de hidrdlisis de las fracciones proteicas de reserva de A.
hypochondriacus con células de L. plantarum 'y L. helveticus colectadas a diferentes

etapas de crecimiento celular.

En la Figura 6.5a se observa un mayor grado de protedlisis en la fraccion de
albuminas con células bacterianas de L. plantarum colectadas a 4, 8 y 14 h. Mientras
que para el resto de las fracciones proteicas con los mismos tiempos de colecta celular
se observo una disminucion de protedlisis. La disminucién de la concentracion de
grupos amino libres puede deberse a que existe un consumo de péptidos mayor a los
generados por parte del microorganismo, ya que estas células se encontraban todavia
en fase de crecimiento exponencial cuando se cosecharon y por lo tanto los péptidos
son requeridos para la obtencion de aminoacidos esenciales para su crecimiento. En
la Figura 6.5b se observa una mayor capacidad de protedlisis de L. helveticus sobre
las fracciones proteicas habiendo una mayor liberacién de grupos amino. Con células
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colectadas a 24 h existe una disminucion en la actividad proteolitica de esta bacteria
en contacto con las diferentes soluciones de proteina. La disminucion en la actividad
proteolitica de la cepa puede deberse a la regulacidn del sistema proteolitico por la
concentracion de algunos aminoacidos que se encuentren disponibles en el sustrato
(principalmente lle, Leu y Val) (Donkor et al., 2007). Al mismo tiempo se ha observado
que la actividad enzimatica de las bacterias no se detiene debido a lisis celular
manteniendo asi la acumulacion de péptidos de distintos pesos moleculares (Gilbert
et al., 1997).
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Figura 6.5 Contenido de grupos amino libres después de 4 h de hidrolisis de fracciones
de proteina de reserva de semilla de amaranto con a) L. helveticus y b) L. plantarum
en diferentes etapas de crecimiento. Las barras representan la media + SD de cuatro
experimentos independientes (n = 4).
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En la Figura 6.6, se presenta el contenido de grupos amino libres después de 8
h de hidrolisis de fracciones de proteina de reserva con células de L. helveticus y L.
plantarum. Para el caso de las albuminas, el mayor porcentaje de grupos amino libres
se observod durante la hidrdlisis con células recolectadas a 4, 8, 14 h con L. plantarum
y con L. helveticus. Se notd un incremento el contenido de grupos amino en el resto
de las fracciones con células de L. helveticus colectadas a 24 h (Figura 6.6a). La
concentracion de grupos amino libres fue mayor durante la hidrolisis con células de L.
plantarum colectadas a 4, 8, y 14 h de cultivo (Figura 6.6b). Esto podria indicar que las
enzimas que componen el sistema proteolitico de L. plantarum presentan una mejor
adaptacién al sustrato y mantiene asi su actividad proteolitica. Las proteasas
microbianas juegan un papel importante en la degradacion de proteinas en pequeinos
péptidos y en la posterior degradacion en aminoacidos (Fernandez et al., 2016).

Sin embargo, con células cosechadas a 24 h existe un menor grado de
protedlisis. Esto tal vez se debe a que las enzimas que conforman el sistema
proteolitico de L. plantarum en fase estacionaria tardia ya no son tan eficientes y por
los tanto solo reservan los aminoacidos necesarios para mantener a las células viables

en el sustrato.
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Figura 6.6 Contenido de grupos amino libres después de 8 h de hidrdlisis de fracciones
de proteina de reserva de semilla de amaranto con a) L. helveticus y b) L. plantarum
en diferentes etapas de crecimiento. Las barras representan la media + SD de cuatro
experimentos independientes (n = 4).

En la Figura 6.7 se presenta el contenido de grupos amino liberados a un tiempo
de 14 h de hidrolisis. En general, L. plantarum (Figura 67b) mostré una mayor actividad
proteolitica que L. helveticus (Figura 67a) para todas las fracciones de proteina con
células colectadas 4, 8, 14 h.
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Figura 6.7 Contenido de grupos amino libres después de 14 h de hidrolisis de
fracciones de proteina de reserva de semilla de amaranto con a) L. helveticus y b) L.
plantarum en diferentes etapas de crecimiento. Las barras representan la media + SD
de cuatro experimentos independientes (n = 4).

Se observo una disminucion del contenido de grupos amino libres para los
hidrolizados producidos con células de L. plantarum colectadas a 24 h. Previamente,
se ha reportado que algunas cepas de L. plantarum poseen actividades proteoliticas
mas altas en fase estacionaria temprana (Fadda et al., 1998). En la Figura 6.7a
podemos observar que L. helveticus mostro un aumento en su actividad proteolitica a
medida que avanza la fase de crecimiento. Especificamente, el contenido de
aminoacidos libres aumentd desde la fase exponencial temprana (4h) a la fase
estacionaria temprana (14 h) en la mayoria de las fracciones, con la excepcion de la

60



Resultados y discusion

fraccion de albumina en la que hubo una disminucion de 3.9% a 1.4% en la fase
estacionaria tardia (24 h). Los mayores incrementos por accion de L. helveticus fueron
para las globulinas y las fracciones 11S-G cuando el microorganismo se colecto a las
14 h (fase estacionaria temprana). Estos datos muestran que las actividades de las
proteinasas dependen de la fase de crecimiento y la naturaleza de las proteinas

presentes en las fracciones.

Después de 24 h de hidrdlisis, se puede observar que la fraccién de albuminas
presenta un mayor grado de protedlisis con células de L. helveticus colectadas a 4 y
14 (Figura 6.8a). Con células cosechadas a 24 h existe una mayor concentracion de

aminoacidos libres en todas las fracciones.

Todas las hidrdlisis llevadas a cabo durante 24 h con células de L. plantarum
cosechadas a 4, 8 y 14 h de cultivo puestas en contacto con las fracciones de reserva,
mostraron un mayor grado de protedlisis (Figura 6.8-b). Sin embargo, la menor
generacion de péptidos se obtuvo con células colectadas a 24 h en todos los tiempos
de hidrolisis. La concentracién de grupos amino libres durante las hidrolisis esta
directamente relacionada con el grado de hidrdlisis y con el metabolismo bacteriano.
Por lo tanto, se generan péptidos de bajo peso molecular y aminoacidos. Ademas, se
sabe que la hidrdlisis proteica depende del requerimiento nutricional especificamente
de péptidos y de la especificidad del sistema proteolitico de cada bacteria (Kuniji et al.,
1996).
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Figura 6.8 Contenido de grupos amino libres después de 24 h de hidrolisis de
fracciones de proteina de reserva semilla de amaranto con a) L. helveticus y b) L.
plantarum en diferentes etapas de crecimiento. Las barras representan la media + SD
de cuatro experimentos independientes (n = 4).

El sistema proteolitico de las bacterias acido lacticas comprende una variedad
de componentes que incluyen proteinasas extracelulares unidas a la pared celular y
peptidasas intracelulares que varian en composicion y actividades segun la especie,
la etapa de crecimiento y el nitrogeno disponible (Liu et al., 2010). Por tanto, se
esperaba que las proteinas hidrolizadas difirieran en el grado de hidrdlisis y, por tanto,
en la composicion de los péptidos generados y sus actividades biolégicas. Estos

resultados mostraron que hubo una variacion en el contenido de grupos amino libres
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dependiendo de la etapa de crecimiento, la cepa de Lactobacillus, el tiempo de
hidrolisis y la fraccion de proteinas. Cuando los recursos de un medio comienzan a
limitarse, la tasa de division celular se ralentiza y las bacterias entran en fase
estacionaria. Durante este cambio de fase L. plantarum REB1y 13 de MLBPL1 fueron
capaces de obtener energia, que probablemente provenga de intermediarios
glucoliticos, como sugirid la expresion de piruvato quinasa y una isoforma de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en fase estacionaria temprana. También la
presencia en la fase exponencial final de las enzimas aminotransferasa y L-2-
hidrociisocaproato deshidrogenasa, involucradas en el metabolismo de los
aminoacidos, indican que los aminoacidos de cadena ramificada presentes en el medio
fueron metabolizados parcialmente (Koistinen et al., 2007). Esto siguiere que tal vez
enzimas con las mismas caracteristicas estén presentes en la hidrdlisis con bacterias
de L. plantarum colectadas a 4, 8 y 14 h, puesto que el porcentaje de grupos amino
libres se mantuvo entre 2 y 4 % para todas las fracciones de proteina. Sin embargo,
Yang et al.,, (2016) reportaron que L. plantarum presenté una baja actividad de
proteinasas y que esta actividad esta relacionada con la generacion de péptidos
pequefios y aminoacidos libres durante la hidrolisis de una proteina de pescado. La
actividad proteolitica de L. plantarum puede liberar en mayor concentracion
aminoacidos como: el acido aspartico, acido glutamico y alanina, tirosina, valina,
metionina, fenilalanina y leucina y también de algunos aminoacidos que son
precursores de compuestos volatiles. Algunos de estos aminoacidos son responsables

de la actividad antioxidante y antihipertensiva.

Esta misma variacion de grupos aminos se puede observar en la hidrolisis
durante 48 h con ambas especies de Lactobacillus. En la Figura 6.9b se muestra que
el contenido de grupos amino fue mayor con células de L. helveticus comparado con
células de L. plantarum, especialmente cuando la hidrélisis se llevo a cabo con

fracciones de globulinas (7S-G, 11S-G) con células colectadas a 14 h.
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Figura 6.9 Contenido de grupos amino libres después de 48 h de hidrolisis de
fracciones de proteina de reserva semilla de amaranto con a) L. helveticus y b) L.
plantarum en diferentes etapas de crecimiento. Las barras representan la media + SD
de cuatro experimentos independientes (n = 4).

En este trabajo, se encontr6 que, para algunas fracciones de proteinas, existio
un aumento del contenido de grupos amino libres en algunas fases de crecimiento y
este fue seguido por una disminucion en la fase siguiente. Se han reportado
comportamientos similares en proteinas de leches fermentadas con especies de
Lactobacillus durante 24 y 48 h (Gonzalez-Gonzalez et al., 2011). Las proteinas fueron
tratadas con L. plantarum CRL 685 y mostraron un aumento en la concentracion de
aminoacidos libres después de 24 h que alcanzé un maximo hasta 48 h a pesar de la
lisis celular; esto debido a que la proteinasa asociada a la pared celular contribuy6 a
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la degradacion de las proteinas (Fadda et al., 1998). Varios factores pueden afectar la
actividad de las proteasas producidas por especies de Lactobacillus y, por tanto, la
cantidad de aminoacidos libres cuando se utilizan para obtener hidrolizados de
proteinas. La acumulacion de péptidos que contienen serina y prolina, por ejemplo,
puede inhibir el crecimiento de bacterias lacticas y por lo tanto su actividad proteolitica
(Niven et al., 1998). Ademas, se ha observado que existe una disminucion en la
concentracion de valina, leucina e isoleucina durante la fase temprana de la
fermentacién de la leche con Lactococcus lactis, pero no en las fases posteriores
(Niven et al., 1998). En otro trabajo se encontré una mayor cantidad de prolina, acido
glutamico y acido aspartico en las proteinas del trigo después de la fermentacion con
varias especies de Lactobacillus (Di Cagno et al., 2002). El Lactococcus lactis puede
usar la valina y la leucina de algunos de los péptidos y aminoacidos liberados durante
la fermentacion para su propio crecimiento (Niven et al., 1998). Cualquiera de estos
factores puede haber afectado la cantidad de aminoacidos libres que se encuentran
en las fracciones de proteinas hidrolizadas de A. hypochondriacus. Hay articulos que
reportan la correlacion entre el contenido de grupos amino libres (es decir, el grado de
hidrolisis) de las proteinas alimentarias y sus actividades biologicas (Esfandi et al.,
2019a).

Existen reportes donde se estudia el seguimiento de la liberacion de péptidos
durante la hidrdlisis con enzimas digestivas o con enzimas proteoliticas de diferentes
fuentes alimenticias. Para el caso del estudio de los péptidos con actividad biolégica
liberados de la harina de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) se han empleado
principalmente enzimas digestivas, por ejemplo, tripsina con el objetivo de obtener
péptidos capaces de inhibir la enzima DPP-IV (Velarde-Salcedo et al., 2013). También
reportaron el efecto del tiempo de hidrdlisis sobre el perfil de péptidos liberados usando
pepsina y pancreatina en hidrolizados de harina no procesada y extruida de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus), detectando masas moleculares de 567, 527, 802, 984,
1295, 1545, 2034 y 2064 Da de péptidos que se liberaron durante la hidrolisis.
Montoya-Rodriguez et al., (2015), observaron que el tiempo de hidrolisis influye en el
perfil peptidico, ya que cuanto mas largo es el tiempo de hidrélisis con
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pepsina/pancreatina menor es el peso molecular para hidrolizados con de amaranto
sin procesar y extrudido. Las secuencias reportadas en este estudio coinciden con
secuencias reportadas por otros autores con posibles actividades de inhibicidon de la
enzima ACE que esta a su vez relacionada con el padecimiento de enfermedades

cronicas.

Por otra parte, Rizzello et al., (2012) estudiaron la capacidad de las bacterias
acido lacticas: Lactobacillus curvatus SAL33, Lactobacillus rossiae CD76,
Lactobacillus brevis AM7, Lactobacillus pentosus 12H6 y Lactobacillus plantarum 3DM
para liberar el péptido Lunasin durante la fermentacion de masas de harinas de trigo,
soya, cebada, amaranto y centeno. Estas bacterias se seleccionaron de acuerdo con
su actividad de proteinasas durante la fermentacion caracterizada por electroforesis
SDS-PAGE. La concentracién de péptidos de los extractos solubles de las masas
fermentadas increment6 con el tiempo de fermentacidn, siendo los extractos de la
masa de amaranto y de soya donde se obtuvieron la mayor concentracion de péptidos.
La accion de las proteinasas presentes en el sistema proteolitico de Lactobacillus
curvatus SAL33 y Lactobacillus brevis AM7 produjeron las concentraciones mas altas

de Lunasin.

Sin embargo, los péptidos mas estudiados son los obtenidos de la fermentacion
con bacterias acido lacticas a partir de leche, caseinas, o suero de leche. Algunos de
los péptidos liberados tras la accion de los microorganismos durante la fermentacion

de la leche, pueden ejercer actividad inhibitoria de la ACE.

El sistema proteolitico mas estudiado ha sido el de Lactococcus lactis, esta
bacteria también ha sido reportada como generadora de péptidos bioactivos; se ha
observado que muchas otras bacterias lacticas producen péptidos bioactivos:
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus en conjunto con Lactococcus lactis (Korhonen y Pihlanto, 2006).

Figueroa-Hernandez, (2007) realiz6 un estudio con el objetivo de determinar si
el sistema proteolitico de Lactococcus lactis expresaba la capacidad de generar
secuencias potencialmente bioactivas a partir de las proteinas de la leche. En su
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estudio, Figueroa-Hernandez (2007) determiné la cantidad de grupos amino libres para
medir el grado de hidrélisis de las proteinas de la leche, por el método del acido
trinitrobenceno-sulfénico (TNBS). Se probaron tres diferentes concentraciones de
soélidos de leche (10, 20 y 30%) para determinar en cual de estos medios se producia
una mayor cantidad de péptidos. Se observo que las tres concentraciones de solidos
probadas presentaron tendencias similares, aumentando desde el tiempo 0 hasta
llegar a su maximo entre las 28 y 32 horas. De acuerdo con los experimentos
realizados se observd que la concentracidon de solidos tuvo un efecto en la
concentracion de grupos amino libres obteniéndose una mayor concentracion en las
fermentaciones realizadas con el 20% de sdlidos. Este estudio dio como resultado la
obtencion de péptidos con pesos moleculares entre 13.67 a 0.38 kDa potencialmente
bioactivos.

Rojas-Ronquillo et al. (2012) realizaron fermentaciones de suero de leche y
caseinas con Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus thermophilus aislados de la
leche comercial Soful con el fin de identificar péptidos con actividad antihipertensiva y
antitrombdética. Cabe destacar que, en el caso de las fermentaciones con caseinas, la
disminucién de grupos amino terminales se puede deber a un pH bajo en el medio de
fermentaciéon. Ambas especies de bacterias liberaron péptidos inhibidores de la ACE,
mientras que solo L. casei Shirota produjo actividad antitrombética; el mayor
porcentaje de esta actividad se observé a las 27 h de fermentacion. El Lactobacillus
casei Shirota mostré6 un aumento significativo a las 21 h, lo que indica que las
condiciones de fermentacion pueden influir en el tamafio y la actividad de los péptidos
producidos, y esto se puede justificar, dado que el Streptococcus thermophilus produjo
porcentajes de inhibicion de ACE menores al 10% de actividad de inhibicién. Se
identifico el péptido YQEPVLGPVRGPFPIIV mediante HPLC en los sobrenadantes de
la fermentacién con Lactobacillus casei Shirota. Este péptido mostrd una eficiencia de
inhibicion de 0.14%/concentracion de péptido (1 mg/mL).

Por lo anterior se puede observar que el sistema proteolitico de las bacterias
acido lacticas puede generar péptidos bioactivos a partir de una fuente de proteina. Lo
cual podria ser un indicio para la obtencion de péptidos bioactivos a partir de las
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fracciones de proteina de reserva del amaranto (Amaranthus hypochondriacus)

aprovechando el sistema proteolitico de L. plantarumy L. helveticus.

Por esa razén, se seleccionaron dos de las fracciones de proteina de
almacenamiento de semillas (albuminas y 11S-G) hidrolizadas por L. helveticus y otras
dos (glutelinas y 11S G) hidrolizadas por L. plantarum con mayor contenido de grupos

amino libres para evaluar su actividad biologica.
6.2.3 Evaluacion de la actividad biologica

Para determinar actividad biolégica se seleccionaron los hidrolizados de cuatro
fracciones de proteina de A. hypochondriacus con el porcentaje mas alto de grupos
amino libres. Las fracciones de albumina y 11S-G hidrolizadas con L. plantarum vy las
de glutelinas y 11S-G hidrolizadas con L. helveticus, durante 14 h con células
colectadas en fase estacionaria temprana, se seleccionaron para evaluar la presencia
de actividad antioxidante, quelacion de zinc y actividad antihipertensiva. Las fracciones
hidrolizadas que mostraron una mejor respuesta a la medicidn de actividad biolégica
se ultrafiltraron. De este proceso, se obtuvieron cinco fracciones ultrafiltradas por

muestra y se evalu6 también su actividad biologica.

6.2.3.1 Actividad Antioxidante en hidrolizados de fracciones proteicas de Amaranthus

hypochondriacus

La capacidad de los hidrolizados y fracciones ultrafiltradas para actuar como
antioxidantes se evalud en funcion de su potencial para reaccionar ante dos especies
de radicales comunes, que son los radicales peroxilo (ROO-) e hidroxilo (HO¢). La
prueba de captacién de radicales hidroxilo se usa comunmente para evaluar la
capacidad de donar electrones de un compuesto, mientras que la prueba ORAC se
usa generalmente para evaluar la capacidad de donar atomos de hidrégeno.

6.2.3.2 Capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC)

La capacidad de eliminacion de radicales ROO- se determiné usando el método
que cuantifica la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC), que se

define como la resistencia de un compuesto a la oxidacion inducida por radicales
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peroxilo y se basa en la medicion de la disminucidn de la fluorescencia en presencia

de captadores de radicales libres (Huang et al., 2002; Somogyi et al., 2007).

Esta prueba se llevo a cabo primeramente en las fracciones de proteina de
reserva sin hidrolizar (Figura 6.10) y los resultados se expresaron como equivalentes
de Trolox (M) (TE). La fraccion de glutelinas mostro la mayor captacion de radicales
oxigeno con 121.5 £ 18.01 uM TE/g de proteina, seguido de la fraccion 7S-G con 76.24
+ 5.05 yM TE/g de proteina y albumina con 67.80 + 9.76 yM TE/g de proteina. Los
resultados obtenidos de la medicidon en las fracciones sin hidrolizar sirvieron como
referencia para comparar el efecto antioxidante en los hidrolizados y muestras
hidrolizadas ultrafiltradas. Se ha demostrado que los aminoacidos como el triptéfano y
la tirosina que contienen restos de anillos aromaticos pueden formar radicales
intermedios relativamente estables que, a su vez, pueden romper las reacciones en
cadena de los radicales. La metionina, es un aminoacido que contiene azufre, y puede
oxidarse facilmente y, por lo tanto, podria prevenir o reducir el dafio oxidativo a los
componentes de los alimentos (Jodayree et al., 2012).
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Figura 6.10 Capacidad de captacion de radicales de oxigeno (ORAC) en equivalente
MM Trolox/ g de proteina en fracciones proteicas de Amaranthus hypochondriacus.
Letras diferentes muestran una diferencia significativa (P <0.05).
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La actividad antioxidante también esta asociada con la presencia de cisteina,
histidina y fenilalanina, asi como con la longitud de los péptidos y la posicién de los
aminoacidos en la secuencia de la proteina (Sheih et al., 2009).

Durante el tiempo inicial de hidrolisis (4 h) con L. helveticus, la actividad de los
hidrolizado de la fraccién de albumina fue de 191 £ 24 yM TE/g de proteina. Se
encontré un aumento de 4.5 veces a las 8 h (Figura 6.11a), lo que indica que los
polipéptidos presentes en este tiempo de hidrdlisis contenian residuos de aminoacidos
correctamente posicionados para donar hidrogeno al ROOe y asi, retardar la
descomposicion de la fluoresceina. La incubacion adicional dio como resultado una
disminucion gradual y significativa del poder de eliminacion del radical en la fraccion
de albumina; en los hidrolizados de la fraccion 11S-G con L. helveticus (Figura 611a),
se observo la actividad maxima (594 + 65 pM TE/g de proteina) a 14 h de hidrdlisis.
Los hidrolizados obtenidos de la fraccion de glutelinas tras la hidrolisis con L. plantarum
(Figura 6.11b) fueron los que mostraron mayor resistencia de oxidacion en presencia
de radicales ROO- con valores de ORAC entre 2179 + 157 y 2264 + 280 uM TE. La
fraccion 11S-G mostré un comportamiento diferente segun la especie de Lactobacillus.
En presencia de L. helveticus, la actividad del radical ROO- de los hidrolizados de 11S-
G aumentd6 con el tiempo de hidrdlisis de 4 a 14 h seguido de una disminucién gradual
a las 24 y 48 h. Mientras tanto, en presencia de L. plantarum, la actividad fue baja en

todos los puntos de tiempo de hidrdlisis.
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Figura 6.11 Capacidad de captacion de radicales de oxigeno (ORAC) en equivalente
MM Trolox en fracciones a) Albumina y 11S-G hidrolizadas por L. helveticus y b)
Glutelinas y 11S-G hidrolizadas por L. plantarum, todas con células en fase
estacionaria temprana (14h). Letras diferentes muestran una diferencia significativa
entre las medias de los grupos (P <0.05).

Con base en estos datos, se puede concluir que las diferencias observadas en
los hidrolizados de 11S-G pueden deberse a que las dos especies de Lactobacillus
poseian proteasas diferentes y, por lo tanto, generan péptidos con diferente tamano y
composiciéon de aminoacidos, lo que marca la diferencia en el poder de captacion de
radicales oxigeno. Otra explicacion podria ser, que las especies de Lactobacillus
usaron de manera diferente algunos de los aminoacidos y péptidos liberados para su
adecuado crecimiento (Liu et al., 2010). Diferentes factores afectan las actividades de
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captacion de radicales de los péptidos, como: la energia de disociacion de enlaces, la
hidrofobicidad de la ionizacion y el tamano (Leung et al., 2018). Tales factores, aunque

no se determinaron como parte de este trabajo, podrian haber tenido una contribucion.

La ultrafiltracion es un método generalmente utilizado para fraccionar péptidos
de rangos de peso molecular definidos. Como se explicé en la metodologia, se siguio
un proceso de tres pasos para obtener cinco fracciones ultrafiltradas <10, <10-3, <3,
<3-1, <1 kDa, usando membranas con diferentes cortes de peso molecular. Solo los
hidrolizados obtenidos con L. plantarum se consideraron para el proceso de

ultrafiltracion ya que presentaron una mejor actividad antioxidante.

En la Figura 6.12 se muestra que la fraccién ultrafiltrada <3-1 kDa de glutelinas
hidrolizadas durante 14 h con L. plantarum presenta mayor captacion de radicales
oxigeno. Mientras que las muestras ultrafiltradas de la fraccion de 11S-G mostraron

los valores mas bajos a la resistencia de oxidacion en presencia de radicales ROOs.

Las propiedades antioxidantes de los péptidos estan influenciadas por la masa
molecular y por su estructura molecular (Jodayree et al., 2012). La mayoria de los
péptidos reportados que exhiben actividad antioxidante son de bajo peso entre 500 y
1800 Da (Samaranayaka y Li-Chan, 2011). Onuh et al., (2014) reportaron que los
valores ORAC mas altos de los péptidos pequefos pueden deberse a una mayor
capacidad para interactuar y donar electrones al radical libre en comparacion con
péptidos mas grandes que pueden tener una capacidad reducida para interactuar con
radicales libres. La presencia de residuos de aminoacidos hidréfobos como Ala, Val,
Leu o lle en su extremo N-terminal ha sido reportadas como una caracteristica
estructural tipica de los péptidos pequefios con actividad antioxidante (Sarmadi y
Ismail, 2010). Esta caracteristica se puede observar en algunos de los péptidos
identificados (Tabla 6.2). También se ha observado que la presencia de tirosina genera
una mayor actividad ORAC entre los aminoacidos libres, por lo que se considera un

posible factor que contribuye a la alta actividad antioxidante (Chen et al., 2012).
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Figura 6.12 Capacidad de captacion de radicales de oxigeno (ORAC) en equivalente
MM Trolox/ g de proteina en fracciones ultrafiltradas de los hidrolizados de Glutelinas
y 11S-G generados con L. plantarum. Letras diferentes muestran una diferencia
significativa entre las medias de los grupos (P <0.05).

6.2.3.3 Captacion de radicales hidroxilo (HO¢)

El radical hidroxilo es el radical libre mas reactivo y se puede formar a partir del
anion superoéxido y el peroxido de hidrogeno, en presencia de iones metalicos, como
el cobre o el hierro, los radicales hidroxilo reaccionan con lipidos, polipéptidos,
proteinas y ADN (Lee et al.,, 2004). Cuando un radical hidroxilo reacciona con
compuestos aromaticos, puede formar un radical hidroxiciclo-hexa dienilo que puede
sufrir reacciones adicionales con oxigeno para dar un radical peroxilo, o
descomponerse en radicales de tipo fenoxilo por eliminacion de agua (Lee et al., 2004).
En esta prueba, se generaron radicales hidroxilo mediante la reaccion de peroxido de
hidrogeno con Fe (1) que se oxido a Fe (lll). La presencia de Fe (Il) se midié mediante
su reaccion con 1,10-fenantrolina generando un compuesto coloreado. La presencia
de compuestos antioxidantes inhibio la oxidacion de Fe (II) a Fe (lll) y la formacion de
*OH, por lo que se favorecio la formacién de un compuesto coloreado. Biologicamente,
se ha planteado que el radical hidroxilo se genera cuando el peroxido de hidrégeno
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reacciona con el ion Fe (ll) (reaccion de Fenton). Sin embargo, cuando la muestra se
mezcla con Fe (ll), puede alterar la actividad de Fe (ll) por quelacion. Por lo tanto, es
imposible distinguir si los antioxidantes son simplemente buenos quelantes de metales
o eliminadores de *OH (Zhang y Zhou, 2019).

Las capacidades de captacion de radicales hidroxilo en las fracciones no
hidrolizadas de proteina de reserva de Amaranthus hypochondriacus se muestran en
la Figura 6.13, donde la fraccién de globulina mostré una mayor resistencia a la
formacién de iones hidroxilo de 112.65 + 21.99 % y el menor porcentaje se observo en
la fraccion de glutelinas (18.987 £ 2.3 %). Aminoacidos polares como la tirosina, el
acido aspartico, el acido glutamico y la serina estan relacionados con esta actividad,
debido a su facilidad de donar un protén al radical (Vanvi'y Tsopmo, 2016).
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Figura 6.13 Captacion de radicales hidroxilo (*OH) en fracciones proteicas de
Amaranthus hypochondriacus no hidrolizadas. Letras diferentes muestran la diferencia
significativa entre las medias de los grupos (P <0.05).

La capacidad de captacion de radicales *OH de los hidrolizados de las
fracciones de proteinas de reserva del amaranto se muestran en la Figura 6.14. Los
valores mas altos se asociaron con los hidrolizados de 11S-G con L. helveticus (Figura
6.14a)alas 14 h (40.2+5.7 %) y 24 h (48.7 £ 4.7 %), y con los hidrolizados de 11S-G
con L. plantarum (Figura 6.14b) a las 48 h (46.9 + 3.3 %) de hidrdlisis. Los hidrolizados
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de la fraccion de glutelinas tuvieron las actividades mas bajas de captacion de
radicales *OH y hubo una disminucion gradual con el tiempo de incubacion. Todos los
hidrolizados de 11S-G mostraron buenas actividades de eliminacion de radicales *OH,
los tiempos de hidrdlisis mas largos dieron como resultado actividades mas altas;
contrariamente a los datos de ROO- de la medicion ORAC. Los hidrolizados de 11S-
G con un poder de barrido minimo de ROOe mostraron actividades de <OH
relativamente buenas hasta de un 46.9 %. Esto probablemente se deba a que la
actividad del radical *OH depende tanto de la donacién de protones como del poder
quelante del Fe (IlI), mientras que la actividad del radical ROO-+ depende de los grupos
donantes de electrones o protones (Esfandi et al., 2019b). Se ha reportado que los
aminoacidos como el triptéfano y la tirosina que contienen restos de anillos aromaticos
pueden formar radicales intermedios relativamente estables que, a su vez, pueden
romper las reacciones en cadena de los radicales. La metionina, es un aminoacido que
contiene azufre y puede oxidarse preferentemente y, por lo tanto, podria prevenir o
reducir el dafio oxidativo a los componentes de los alimentos (Ngo et al., 2010).
Dependiendo de la especie de Lactobacillus, la captacion del radical *OH en la fraccidn
de 11S-G aumento6 en los tiempos de hidrdlisis finales, pero disminuy6 en la fraccion
de glutelinas (Figura 6.14). En algunos casos, los péptidos mas grandes tienen mayor
actividad debido a la capacidad de quelar facilmente el Fe (lI) mientras que, en ciertos
casos, predomina la capacidad de los péptidos mas cortos para donar un proton al
radical (Esfandi ef al., 2019b).

Las fracciones de proteinas de Amaranto y los hidrolizados con alcalasa han
mostrado actividades antioxidantes a través de la prevencion a la oxidacion del acido
linoleico, la reduccidon de iones férricos o la captacion de radicales ABTS y DPPH
(Quintana et al., 2015; Tironi y Aidn, 2010). Ademas, se han usado géneros de las
bacterias acido lacticas especificamente L. casei 'y S. thermophilus para fermentar la
proteina total del amaranto; donde se produjeron hidrolizados no solo con propiedades
antioxidantes sino también antihipertensivas y antitrombdticas; la actividad bioldgica
no solo depende de las proteasas presentes sino también del tipo de fuente proteica
(Ayala-Nino et al., 2019b).
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Figura 6.14 Captacion de radicales hidroxilo de a) Albumina y 11S-G hidrolizadas por
L. helveticus y b) Glutelinas y 11S-G hidrolizadas por L. plantarum, todas con células
en fase estacionaria temprana (14h). Letras diferentes muestran la diferencia
significativa entre las medias de los grupos (P <0.05).

En la Figura 6.15 se puede observar que todas las fracciones hidrolizadas con
L. plantarum ultrafiltradas con corte de <3-1 kDa muestran una capacidad minima de
captaciéon de radicales *OH de 30 %, se puede observar también que la fraccién de
11S-G hidrolizada durante 8 h muestra la mayor captacion de radicales hidroxilo con
48 %.

Las muestras ultrafiltradas se comportaron de manera diferente en presencia
de radical peroxilo (ensayo ORAC) y radical hidroxilo (*OH). Esto puede deberse a que
la captacion de radicales *OH depende de los efectos combinados del poder reductor,
la donacion de atomos de hidrogeno y la captacion de oxigeno (Esfandi et al., 2019a)
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Figura 6.15 Captacion de radicales hidroxilo de fracciones ultrafiltradas de los
hidrolizados de Glutelinas y 11S-G generados con L. plantarum. Letras diferentes
muestran una diferencia significativa entre las medias de los grupos (P <0.05).

La presencia de fenilalanina también puede jugar un papel antioxidante
importante en la actividad Esto se debe a que la fenilalanina posee una fuerte
propiedad de captacion de radicales, ya que puede atrapar radicales *OH a través de
la hidroxilacién del anillo aromatico que conduce a la formacién de o-, m- o p-tirosina
estable (Naughton y Grootveld, 2001). También se ha observado que una fraccion de
bajo peso molecular de los hidrolizados de proteina de garbanzo con una fuerte
actividad de eliminacion de *OH tiene concentraciones mas altas de aminoacidos
hidréfobos, como fenilalanina, isoleucina, leucina y valina, asi como metionina y lisina

en comparacion con otras fracciones de alto peso molecular (Pownall et al., 2010).

Pownall et al., (2011) demostraron que existe una fuerte correlacion entre la
actividad de eliminacion de radicales hidroxilo y el porcentaje total de aminoacidos
hidrofébicos presentes en las facciones hidrolizadas de proteina de chicharo. Por
tanto, la presencia de péptidos de tamafio pequefo y aminoacidos hidrofébicos
pudieron haber contribuido a la captacién de radicales hidroxilo en las fracciones de
<3-1 kDa en comparacion con las otras fracciones de péptidos con un tamano de
péptido <1 kDa.
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6.2.4 Capacidad de quelacion de Zinc de las fracciones de Amaranthus

hypochondriacus

En la Figura 6.16 se muestra la capacidad de quelacion de zinc de las fracciones
proteicas del Amaranthus hypochondriacus no hidrolizadas, donde se observa que la
fraccion de glutelinas obtuvo un 21.48 + 3.14 % mayor que el generado por el resto de

las fracciones de proteina de reserva.
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Figura 6.16 Capacidad de quelacion de Zinc de las fracciones proteicas de Amaranthus
hypochondriacus no hidrolizadas Letras diferentes muestran la diferencia significativa
entre las medias de los grupos (P <0.05).

Se determind la capacidad de quelacion de zinc para mostrar si existio una
interaccion entre sitio catalitico de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) y los
péptidos generados durante la hidrolisis de las proteinas de amaranto con lactobacilos.
La ACE consta de dos dominios, que son el dominio N y el dominio C y ambos
contienen en su sitio activo un ion de zinc, el cual la enzima lo usa como cofactor; por
esa razon, los agentes quelantes de metales pueden inhibir la actividad de la ACE
(Aluko, 2015; Deddish et al., 1994).

Para el caso de la actividad antihipertensiva, las interacciones entre los
inhibidores de la ACE y el Zn?* en el sitio activo de la enzima suelen desemperiar
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funciones muy importantes regulando la actividad de la ACE (FitzGerald y Meisel,
2000). La capacidad de quelacién de zinc de los hidrolizados se muestra en la Figura
6-17. Las muestras de la fraccion 11S-G hidrolizada con ambas especies de
Lactobacillus exhibieron una mayor capacidad de quelacién de zinc comparadas con
las muestras de las otras fracciones. En la Figura 6.17b se puede observar que las
muestras de la fraccion de 11S-G hidrolizada durante 24 y 48 h con L. plantarum
exhibieron la mayor capacidad de quelacion de zinc (40 %). Es probable que las
proteasas que conforman a esta bacteria tengan afinidad por algunos sitios de la
proteina 11S-G, por lo que son capaces de realizar una mejor quelacién de zinc
durante la hidrélisis, dado que en la fraccion sin hidrolizar se obtuvo un 9 £ 1.05 %. Sin
embargo, la mayor quelacién de zinc de los hidrolizados con 11S-G con L. helveticus
fue 34.1 £ 3.36 % después de 24 h de hidrdlisis.

La variacion de la quelacion del zinc durante el tiempo de hidrélisis no solo esta
relacionada con la presencia de aminoacidos con capacidad para donar electrones,
sino también con su ubicacion especifica dentro de la cadena peptidica. Hay datos
sobre la capacidad de zinc de los hidrolizados de proteinas en muchos alimentos como
el trigo, la leche y el pescado (Udechukwu et al., 2018; Zhu et al., 2015) pero a menudo

no se producen utilizando microorganismos.

Wang et al., 2011 reportaron que, a un tiempo de hidrélisis mas largo, la
capacidad de union de zinc de los hidrolizados de caseina de yak (YCH) disminuy®, lo
que concluy6 que la hidrolisis esta relacionada con la reaccion de union entre YCH y
los iones de zinc. Sin embargo, en la Figura 6.17 se observa que la mayor capacidad
de quelacion al zinc se detectd en tiempos de hidrolisis mas largos, 24 y 48 h; lo que
podria indicar que la fuente de proteina es un factor importante que contribuye a la
capacidad de quelacién de metales. Por otra parte, Zhu et al., 2015 identificaron un
péptido quelante de zinc a partir de hidrolizados de germen de trigo con alcalasa y
observaron que la presencia de residuos de histidina en el extremo N-terminal del

péptido puede desempefiar un papel importante en la capacidad de union de zinc.
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Figura 6.17 Capacidad de quelacion de zinc de a) Albumina y 11S-G hidrolizadas por
L. helveticus y b) Glutelinas y 11S-G hidrolizadas por L. plantarum, todas con células
en fase estacionaria temprana (14 h). Letras diferentes muestran la diferencia
significativa entre las medias de los grupos (P <0.05).

Los hidrolizados de las fracciones de glutelinas y de 11S-G mostraron una
capacidad de quelaciéon de zinc de 23 y 28 % respectivamente después de 8 h de
hidrolisis con L. plantarum (Figura 6.17). Las muestras a este tiempo de hidrdlisis se
seleccionaron para ultrafiltracion. Después de la ultrafiltracion, los componentes de la
fraccion de glutelinas <10 kDa (Figura 6.18) mostraron un aumento en la capacidad de
quelacion de zinc del 28 £ 2.3 %, mientras que la fraccion ultrafiltrada <1kDa de 11S-
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G mostré una mayor quelacion de zinc del 36 %. En algunos trabajos se ha encontrado
una relacion entre el tamafo de los péptidos y las capacidades quelantes de los
metales, mientras que otros no. Esto se debe a que, aunque el tamafo del péptido
puede jugar un papel importante, factores como la especificidad de las proteasas, la
posicion de los residuos quelantes dentro de las secuencias de péptidos son también
importantes (Udechukwu et al., 2016; Walters et al., 2018a).
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Figura 6.18 Capacidad de quelacién de Zinc de fracciones ultrafiltradas obtenidas de
Glutelinas y 11S-G hidrolizadas durante 8 h con L. plantarum. Letras diferentes
muestran una diferencia significativa entre las medias de los grupos (P <0.05).

6.2.5 Actividad antihipertensiva de las fracciones de Amaranthus hypochondriacus

La enzima convertidora de angiotensina-l es una dipeptidilcarboxipeptidasa
involucrada en la regulacién de la presion arterial y el equilibrio de electrolitos. Esta
enzima tiene una doble accion en el sistema renina-angiotensina-aldosterona al
separar dos aminoacidos de la angiotensina-| (decapéptido), liberando angiotensina-I|
(octapéptido), un poderoso vasoconstrictor, y al mismo tiempo inactivando a la
bradiquinina, un potente péptido vasodilatador (Erdmann et al., 2008b; Erdos et al.,
2010).
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Los inhibidores de la ACE, como captopril, perindopril, trandolapril y benzapril,
son potentes inhibidores que actuan sobre los dominios C- y -N terminal de la enzima
(Natesh et al., 2004; Tzakos et al., 2003). Los inhibidores de la ACE generalmente
contienen un residuo de prolina en su lado C-terminal (Daskaya-Dikmen et al., 2017).
Se ha demostrado que aminoacidos hidrofébicos presentes en el extremo -N terminal,
la presencia de aminoacidos cargados positivamente en el medio y aminoacidos
aromaticos en el extremo C- terminal, son caracteristicas de los péptidos inhibidores
de la ACE (Wu et al., 2006). Estos aminoacidos interactuan con la enzima a través de
enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofobicas en ambos dominios de la ACE y
también interactian directamente con el ion Zn?* situado en su centro catalitico
(Andujar-Sanchez et al., 2004; Natesh et al., 2004; Natesh et al., 2003). Ademas de
coordinarse directamente con el Zn?*, los inhibidores de la ACE pueden alterar la

estructura conformacional de la enzima.

Es necesario mencionar que no se encontrod actividad de inhibicion de la enzima

ACE en las fracciones de proteina de reserva del Amaranthus hypochondriacus.

En la Figura 6.19 se muestra la actividad de inhibicién de la ACE de las muestras
hidrolizadas. La presencia de algunos aminoacidos como leucina, treonina e histidina,
lisina y valina tienen una fuerte influencia en la unién de la ACE (Hanafi et al., 2018)
los cuales pudieron estar presentes en mayor concentracion durante la hidrolisis de la
fraccion de glutelinas y 11S-G con L. plantarum pues en donde se observa una mayor
inhibicion de ACE en comparacion con los porcentajes de inhibicion obtenidos con L.
helveticus (Figura 6.19b). Entre las secuencias de péptidos identificadas se demostrd
que leucina, lisina, valina e histidina estan presentes en los hidrolizados con esta

bacteria; esto se explica en la seccién 6.3.

La variacion en la actividad antihipertensiva de los péptidos liberados se
atribuye a la composicion e hidrofobicidad de la estructura primaria de la proteina (Wu
et al., 2006). Los residuos hidrofébicos de los aminoacidos pueden unirse a los sitios
cataliticos de la ACE, actuando como inhibidores competitivos (Gonzalez-Gonzalez et
al., 2011). Los datos mostraron que las muestras de hidrolizados con L. helveticus
exhibieron una baja inhibicion de la ACE (Figura 6.19a). En algunos momentos de
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hidrolisis no se detecto inhibicién. Sin embargo, para los hidrolizados de la fraccion de
glutelinas y 11S-G a las 8 h de protedlisis generados por L. plantarum (Figura 6.19b),
mostraron un 45 % de inhibicion de la ACE, la cual resulté ser la mas alta inhibicidon
observada, incluso que el captopril (41.3 £ 2.268 %). Ayala-Nifio et al., (2019b)
reportaron que la mayor actividad de inhibicion de la ACE se obtuvo en hidrolizados
de proteina total del amaranto con Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus
thermophilus 54102 en monocultivo a las 36 h de fermentacion Sus resultados finales
revelaron que una mayor concentracién de grupos amino se relacioné con una mayor
actividad antihipertensiva. Tovar-Pérez et al., (2009) obtuvieron fracciones de péptidos
inhibidores de la ACE a partir de la albumina 1 y globulina de semilla de Amaranthus
hypochondriacus hidrolizada con alcalasa donde la actividad de inhibicion de la ACE
mas alta fue del 40 % a las 18 h para la albumina 1 y del 35 % a las 15 h para la
globulina. Comparando estos resultados con los obtenidos con L. plantarum hubo una
mayor inhibicion por parte del microrganismo a un tiempo menor a 8 h en la fraccion
de glutelinas. Las diferencias entre porcentajes de inhibicion, se puede deber a que
aminoacidos con cargas positivas en la secuencia en la posicion C-terminal. La
presencia de acido glutamico en el extremo C-terminal del péptido, puede quelar el
zinc del centro activo de la ACE (lwaniak et al., 2014). Como el péptido ALEP que
parece unirse al Zn?* a través del residuo de acido glutamico presente en la secuencia,

el cual es su modo de union mas frecuente (Vecchi y Aidn, 2009).
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Figura 6.19 Actividad de Inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ACE)
en muestras de Albuminas y 11S-G hidrolizadas por L. helveticus y b) Glutelinas y 11S-
G hidrolizadas por L. plantarum, todas con células en fase estacionaria temprana.
Letras diferentes muestran una diferencia significativa entre las medias de los grupos
(P <0.05).

Solo los hidrolizados a 8 h con L. plantarum de las fracciones de glutelinas y
11S-G se seleccionaron para ultrafiltracion. En la Figura 6.20 se muestran los
resultados obtenidos con las muestras ultrafiltradas, donde la fraccion de glutelinas <3-
<1 kDa exhibi6é una inhibicion de la ACE del 84 %. Todas las fracciones ultrafiltradas
mostraron una mayor inhibicion que el captopril. También se observd un aumento en

la actividad de inhibicion de la ACE para la fraccién de 11S-G, donde se obtuvo una
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inhibiciéon del 63 y 68 % en las fracciones ultrafiltradas en <3 kDa y <3-1 kDa,
respectivamente. Estos resultados sugirieren que los péptidos inhibidores de la ACE
presentes en las fracciones de proteina de amaranto se generaron principalmente por
la hidrdlisis con L. plantarum en fase exponencial. La actividad de inhibicion de la ACE
esta asociada con péptidos de bajo peso molecular (Vecchi y Aidn, 2009). Garcia-
Moreno et al. (2015) obtuvieron péptidos antihipertensivos a partir de la hidrolisis de la
proteina total de lenteja con alcalasa y savinasa, donde los péptidos con el mayor
efecto de inhibicion fueron los que presentaron secuencias de aminoacidos cortas.
(Segura Campos et al., 2013) demostraron que los hidrolizados de proteina de chia
(Salvia hispanica L.) con alcalasa- flavorzyme ultrafiltrados en una membrana con
corte de peso molecular de <1 kDa exhibieron un 69.31 % de inhibicién de la ACE.
Esto coincide con lo obtenido, dado que la mayor inhibicion se observo en las
fracciones con rango de <3-1 kDa. Las actividades de inhibicion de la ACE se asocian
con péptidos de tamano pequefio (Garcia-Moreno et al., 2015), es por eso que en las
fracciones ultrafiltradas mostraron la mayor inhibicion de ACE. Hayes et al., (2016)
demostraron que los hidrolizados con alcalasa de una proteina de pescado menores
a <3 kDa inhiben la ACE en 85.8 % a 1 mg/mL en comparacion con el 68.7 y 74.0 %

de nuestros datos para las fracciones de 11S-G y glutelinas.
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Figura 6.20 Inhibicion de la ACE de fracciones ultrafiltradas de los hidrolizados de
Glutelinas y 11S-G a 8 h generados con L. plantarum. Letras diferentes muestran una
diferencia significativa entre las medias de los grupos (P <0.05).

En este trabajo de investigacion se concluye que no hubo correlacion entre los
datos de quelacion de zinc y la inhibicion de la ACE. La fraccion de glutelinas
hidrolizadas con L. plantarum durante 8 h tuvieron mayor actividad en ambas pruebas.
Este hidrolizado y el siguiente inhibidor de la ACE mas alto (11S-G con L. plantarum)
fueron seleccionados para fraccionamiento y evaluacion de sus posibles actividades

bioldgicas.

6.3 Péptidos identificados por nLC-MS/MS en muestras de proteinas de Amaranthus
hypochondriacus hidrolizadas por L. plantarum.

Las fracciones proteicas hidrolizadas y ultrafiltradas de 11S-G (48 h) <10-3 kDa,
GU (14 h) <10-3 kDa, GU (8 h) <3-1 kDa, obtenidas a diferentes tiempos de hidrolisis
con L. plantarum se analizaron mediante nLC-MS/MS para identificar péptidos con

potencial actividad biologica.

Se buscaron péptidos con actividad bioldgica cifrados dentro de la secuencia de
las fracciones de proteina de reserva del Amaranthus hypochondriacus a través de
fuentes bioinformaticas ya existentes. Para la identificacion, se utilizé Scaffold; una

herramienta utilizada para validar experimentos protedmicos basados en el analisis

86



Resultados y discusion

MS/MS. Scaffold emplea varios enfoques algoritmicos para asegurar la confianza en
el proceso de identificacion de péptidos a partir de secuencias de proteinas conocidas
(Searle, 2010). Las busquedas se realizaron en diferentes bases de datos que
almacenan informacion de secuencias de proteinas como Swiss-Prot, NCBI, UniProt.
Las identificaciones de proteinas se determinaron utilizando Scaffold version 4.11y se
aplicé un umbral de probabilidad de proteina del 95 %. La informacion obtenida del
analisis de MS/MS fue util para identificar péptidos de Amaranthus hypochondriacus
que se han reportado previamente y luego se evalué el perfil de péptidos bioactivos
utilizando las bases de datos BIOPEP y Uniprot.

Se utilizaron otras bases de datos como, PepBank, Inspect, International
Peptide Index y DFBF (Base de datos de péptidos bioactivos derivados de alimentos)
para lograr identificar las secuencias y su posible actividad biolégica. DFBF es una
base de datos donde todos los datos se integran manualmente mediante la integracion
Recuperacion de datos-Extraccion-Informacion de literatura previamente reportada.
En esta base de datos se enumeran los péptidos de las secuencias de las proteinas
aglutinina y globulina 11S. La informacion que aporta la base de datos es la secuencia,
longitud, posicion, ID y resultados BLAST de péptidos. Ademas, en esta base de datos,
se puede realizar una prediccion de hidrélisis enzimatica obteniendo el numero de

escisiones y las posiciones de los sitios de escision dependiendo de la enzima.

Los péptidos identificados se caracterizaron en términos de su masa observada
/carga (m/z), masas moleculares esperadas y calculadas. La lista de péptidos
identificados en estas muestras se presenta en las Tablas 6.2. Las secuencias de
péptidos identificadas forman parte de la estructura primaria de las proteinas globulina
11S, AmA1, LEA (Amaranthus cruentus) y de la proteina inhibidora de tripsina. La
mayoria de los péptidos identificados en este trabajo que poseen secuencias de
aminoacidos con actividad de inhibicién de la ACE previamente reportada como
ALEPT y VIKP (Vecchi y Aidn, 2009), se encuentran asociados a la estructura de la
proteina globulina 11S presente en fracciones de <10-3 kDa de 11S-G y <10-3 kDa de
GU con una variacion menor en sus secuencias. Dos secuencias; GLHVIKPP y
HVIKPPSRA se reportan como inhibidores de la enzima ACE y ademas con
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actividades como antioxidante, de inhibicion de DPP-4 y de captacion de glucosa. Los
aminoacidos como tirosina (Y), histidina (H), triptéfano (W), valina (V) y arginina (R),
presentes en varios de los péptidos identificados pueden haber contribuido no solo a
la actividad de inhibicion de la ACE sino también a la actividad antioxidante en las
fracciones ultrafiltradas (Montoya-Rodriguez et al., 2015; Wu et al., 2006).

Las secuencias AAIIERENP AAIIERENPN LVGEYGYK MGEPEEDDPIKTTRP
TFGMGEPEEDDPIKTTRP no han sido previamente reportadas. Vilcacundo et al.,
2019 reportaron que las secuencias de FLISCLL, SVFDEELS y DFIILE contienen
fenilalanina (F), la cual podria ser determinante en la inhibicion de la ACE de
Amaranthus caudatus. Este aminoacido también esta presente en algunos de los
péptidos identificados en este trabajo con actividad de inhibicion de la ACE. (Ayala-
Nino et al., 2019a) identificaron dentro de la secuencia de las proteinas de almidon
sintasa |, cistatina y aglutinina del Amaranthus hypochondriacus. dos posibles péptidos
antihipertensivos VRWS y LVRW y concluyeron que el Triptofano (W) podria ser el
aminoacido que interaccione con el sitio activo de ACE, produciendo asi su inhibicion.
Los resultados obtenidos sugieren que a través de la hidrdlisis de las fracciones
proteicas de globulinas 11S y glutelinas de Amaranthus hypochondriacus con bacterias
acido lacticas, se pueden generar péptidos con actividad antihipertensiva
principalmente por lo cual los hidrolizados podrian usarse como ingrediente natural de

alimentos funcionales.

Montoya-Rodriguez et al., 2015 reportaron las secuencias: GVSEEIAQK
(inhibidor de la ACE), LTALEPTNR (inhibidor de la ACE), VNVDDPSKA (inhibidor de
la DPP-4), HVIKPPSRA (inhibidor de la ACE; antioxidante; activador mediado por
ubiquitina) y LTALEPTNR (inhibidor de la ACE), estas secuencias identificadas a partir
de un estudio in silico en la proteina de reserva globulina 11S, fueron también
identificadas en este trabajo en las fracciones proteicas hidrolizadas con L. plantarum.
Ademas, la secuencia de aminoacidos LAVNVDDPSKA esta incluida dentro de la
secuencia del péptido LPNGVEETICSARLAVNVDDPSKADVY que a la vez se
encuentran en la proteina globulina 11S y ha sido reportado como inhibidor de la ACE;
inhibidor de DPP-4; captador de glucosa y antioxidante. Por otra parte, la secuencia
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LVVVPQNFALIV generada a partir de la hidrolisis de la fraccion de glutelinas a 14 h con
L. plantarum: (Tabla 6.2) se encuentra incluida dentro del péptido
DEELSRGQLVVVPQNFAIVKQAFE generado del estudio in sillico utilizando alcalasa
como enzima de corte sobre proteinas de amaranto, que también se ha reportado
como inhibidor de la ACE (Montoya-Rodriguez et al., 2015).

Vilcacundo et al. (2019), utilizaron BioTools y MASCOT para identificar péptidos
del concentrado de proteina de kiwicha bajo digestion gastrointestinal in vitro, en donde
la secuencia HVIKPPS se identific6 como un péptido antioxidante. En este estudio a
partir de la hidrolisis con L. plantarum a 48 h de la fraccidon 11S-G se genero la
secuencia HVIKPPSRA que contiene dos aminoacidos mas. Orsini Delgado et al.,
(2016) identificaron péptidos antioxidantes a través de una digestion gastrointestinal
simulada con pepsina a partir de las proteinas de Amaranthus mantegazzianus. Las
secuencias reportadas coinciden con las generadas a partir de la hidrolisis con
bacterias lacticas. En la Tabla 6.2 se enlistan las secuencias AWEEREQGSR,
HVIKPPSRA, AVNVDDPSKA que forman parte de la secuencia total de la proteina de
reserva de Globulina 11S. Se ha reportado que AWEEREQGSR es un péptido
antioxidante que se encuentra en las regiones expuestas de la subunidad acida de la
globulina 11S con residuos aromaticos (Orsini Delgado et al., 2016). Luna-Suarez et
al., (2008) caracterizaron la subunidad acida de la proteina de semilla de amaranto
11S reportando del analisis por espectrometria de masas usando las bases de datos
NCBInr y MASCOT 13 secuencias de péptidos, incluidas las secuencias identificadas
en este trabajo AWEEREQGSR y LTALEPTNR con actividad antioxidante y de
inhibicion de la ACE respectivamente.

Todos estos péptidos se han identificado principalmente dentro de la secuencia
de la fraccion de proteina de reserva 11S-G. Sin embargo, las secuencias de
aminoacidos de LEA Amaranthus cruentus y la proteina precursora de inhibidor de

tripsina no se han reportado previamente en ningun estudio in silico o in vivo
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Tabla 6.2 Secuencia de péptidos identificados por nLC-MS/MS en fracciones proteicas de Amaranthus hypochondriacus

hidrolizadas con L. plantarum.
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Fraccion Masa Masa Secuencia Posicion Proteina UniProtKB Actividad
Observada | Calculada i.d Biolégica
480,7539 959,4933 GVSEEIAQK 241-255 11S A2I19A6 ACE-Inhibidor
507,7829 1.013,5512 LTALEPTNR 41-49 Globulina ACE-Inhibidor
451,2405 900,4665 TALEPTNR 41-49 ACE-Inhibidor
472,7380 943,4614 VNVDDPSKA 309-318 ACE-Inhibidor
<3-1 kDa
G11S8h
645,632 1.933,87 FGMGEPEEDDPIKTTRP 154-168 LEA AOA2K8FR49 Sin definir
679,3134 2.034,92 TFGMGEPEEDDPIKTTRP 152-168 | Amaranthus
cruentus
506,7748 1.011,53 AAIIERENP 28-36
563,7965 1.125,58 AAIIERENPN 28-37 Inhibidor de
464,7423 927,4701 LVGEYGYK 20-27 Tripsina QI9SNV6 Sin definir
521,2885 1.040,56 ALEPTNRIQ 41-49 11S A2I19A6 ACE-Inhibidor
416,5309 1.246,57 AWEEREQGSR 282-286 Globulina Antioxidante
480,7538 959,4931 GVSEEIAQK 241-255 ACE-Inhibidor
537,2957 1.072,58 GVSEEIAQKL 247-256 ACE-Inhibidor
<10-3 kDa 601,3252 1.200,64 GVSEEIAQKLQ 247-260 Captador de
G11S 48 h 502,8037 1.003,59 HVIKPPSRA 274-282 glucosa-
Antioxidante
564,7987 1.127,58 LAVNVDDPSKA 309-318
486,2615 970,5084 LEPTNRIQ 41-49 DPP-4
507,7825 1.013,55 LTALEPTNR 41-49 Inhibidor
514,2987 1.026,58 NIVRVQEGL 264-268 Antioxidante
623,2894 1.244,56 QAEQDDRGNIV 257-279 Antioxidante
452,2404 900,4662 TALEPTNR 43-47 ACE-Inhibidor
571,8121 1.141,61 TALEPTNRIQ 43-50 ACE-Inhibidor
ACE-Inhibidor
LEA ACE-Inhibidor
577,6019 2.034,92 MGEPEEDDPIKTTRP 154-168 | Amaranthus
679,3152 2.034,92 TFGMGEPEEDDPIKTTRP 152-169 cruentus AOA2K8FR49 Sin definir




Resultados y discusion

Tabla 6.2 Continuacion. Secuencia de péptidos identificados por nLC-MS/MS en fracciones proteicas de Amaranthus
hypochondriacus hidrolizadas con L. plantarum.

Fraccién Masa Masa Secuencia Posiciéon | Proteina | UniProtKB Actividad
Observada Calculada i.d Biologica
579,7932 1.157,57 DVHDFNVISL 249-264 AmA1 Q8S390 ACE-Inhibidor-
Antioxidante
449,766 897,5175 KILDPLAQ 38-45 Antioxidante
523,2999 1.044,59 KILDPLAQF 38-46 Antioxidante
DPP-4 Inhibidor
<10-3 kDa 507,8076 1.013,60 TAILEIIEL 292-304 ACE-Inhibidor-
GU 14 h Antioxidante
657,8304 1.313,65 ALEPTNRIQAEA 43-55 11S
430,771 859,5276 GLHVIKPP 269-281 | Globulina A219A6 ACE-Inhibidor
ACE-Inhibidor
Antioxidante
481,2586 960,5027 GLKFNRPE 461-463
487,2509 972,4873 GNIVRVQEG 264-268 ACE-Inhibidor
523,2614 1.044,51 GRIQIVNDQ 377-378 ACE-Inhibidor
551,7723 1.101,53 GRIQIVNDQG 377-380 ACE-Inhibidor
602,3089 1.202,60 GVSEEIAQKLQ 247-260 ACE-Inhibidor-
Antioxidante
664,4028 960,5027 LVVVPQNFAIVK 397-410 ACE-Inhibidor-
DPP-4 Inhibidor
475,7503 949,4861 PETTLFRS 466-474
519,2669 1.036,52 PETTLFRSS 466-476 ACE-Inhibidor
494,7511 987,4874 RIQIVNDQ 264-268 ACE-Inhibidor
672,8358 1.343,66 TALEPTNRIQAE 43-47 ACE-Inhibidor
708,3543 1.414,69 TALEPTNRIQAEA 43-50 ACE-Inhibidor
ACE-Inhibidor

Las letras en negrita indican que la secuencias ha sido reportada como bioactivas. Nomenclatura de aminoacidos: C, cys; cisteina; H, su;
histidina; Yo, ile; isoleucina; M, conocido; metionina; S, ser; serina; V, val; valina; A, ala; alanina; G, gly; glicina; L, leu; leucina; P, pro; prolina; T,
thr; treonina; F,fenilalanina; R, arg; arginina; Y, tyr; tirosina; W, trp; triptéfano; D, asp; acido aspartico; N, asn; asparagina; E, glu; acido glutamico;
Q, ginebra; glutamina; K, lys; lisina.
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Las fracciones de proteina de reserva del Amaranthus hypochondriacus hidrolizadas
con ambas especies de Lactobacillus mostraron actividad antioxidante vy
antihipertensiva. El analisis por espectrometria de masas permitio la identificacion de
los péptidos liberados durante la hidrdlisis con L. plantarum. Estos péptidos podrian
ser utilizados como ingredientes en el desarrollo de alimentos funcionales o como
medicamentos para la prevencion de enfermedades cardiovasculares. Se necesitan
futuras investigaciones para validar estos resultados utilizando los péptidos de manera

individual para confirmar e investigar su bioactividad y mecanismo de accion.
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7 CONCLUSIONES

La caracterizacion de las proteinas de reserva de semilla de amaranto por SDS-PAGE
y espectrometria de masas mostrd que la mayoria de las fracciones (globulinas, IIS-G,
7S-G y glutelinas) estaban compuestas por polipéptidos cuya secuencia corresponde
con la de las proteinas: aglutinina, albumina A1 (AmA1) y globulina 11S, con excepcion

de la fraccion de albuminas. La cistatina solo se identificd en la fraccion de albumina.

Lactiplantibacillus plantarum demostré una mayor capacidad de hidrolisis sobre todas
las fracciones proteicas de semilla de amaranto en todas las fases de crecimiento

evaluadas.

A 14 h de hidrdlisis con bacterias en fase estacionaria temprana (14 h), se alcanzaron

porcentajes de protedlisis de al menos 2% en la mayoria de las fracciones.

La hidrdlisis de fracciones proteicas de semilla de amaranto con L. plantarum 'y L.
helveticus permitio la liberacion de péptidos con actividad antihipertensiva, antioxidante

y de quelacion de zinc.

El analisis de los hidrolizados de proteina de amaranto por espectrometria de masas
permitid la identificacion de péptidos con actividad biolégica antihipertensiva,
antioxidante y de captacion de glucosa, siendo los mas abundantes aquellos con

actividad de inhibicion de la ACE y con actividad antioxidante.

Los péptidos se identificaron principalmente dentro de la secuencia de la
fraccion de proteina de reserva 11S-G.

Las secuencias de aminoacidos presentes en LEA Amaranthus cruentus y la
proteina precursora de inhibidor de tripsina no se han reportado previamente en

ningun estudio in silico o in vivo.
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The objective of this work was to obtain and characterize five Amaranthus hypochondriacus seed protein fractions
followed by the determination of antioxidant activities of hydrolysates produced with two Lactobacillus species.
Molecular weights of polypeptides (SDS-PAGE) in fractions were 14-97 kDa and those identified by LC-MS/MS
include agglutinin, trypsin inhibitor, and cystatin. Each fraction was hydrolyzed with Lactobacillus helveticus and
Lactobacillus plantarum at their exponential (4 and 8 h) and stationary (14 and 24 h) growth phases. The free

amino group content in hydrolysates produced with L. helveticus was up to 5.15% compared to 4.79% in those
obtained with L. plantarum. In the antioxidant tests, higher ROOe scavenging activities were obtained for hy-
drolysates from albumins (1037 + 80 pM TE/mL) and glutelins (1793 4 168 pM TE/mL) fractions produced with
L. helveticus and L. plantarum, respectively. Scavenging activities of ¢OH radicals were higher for 11S-G hydro-
lysates with both Lactobacillus at the stationary phase.

1. Introduction

Peptides derived from food proteins are increasingly important
because of their biological activities and their use as components of
functional foods. These peptides are specific fragments of various sizes
that have been demonstrated to possess biological functions over and
above their expected nutritional value (Chakrabarti et al., 2014). The
active peptides are often inactive within the native proteins and must be
released by proteolysis most often in vitro with purified enzymes but
also by bacterial fermentation. These peptides have amino acid se-
quences that include a proper mix of hydrophobic, aromatic, or charged
residues that are important for their potency (Kamdem and Tsopmo,
2019). Several factors affect the release of bioactive peptides from food
proteins including the enzyme used for hydrolysis, proteolytic condi-
tions, and the size of the resulting peptides (Esfandi et al., 2019).

Amaranth is a dicotyledonous plant that belongs to the Amar-
anthaceae family, which has 70 genus and more than 80 species. There
are three well-known species A. hypochondriacus, native of Mexico,
A. cruentus, native of Guatemala and Mexico, and A. caudate, native of
Peru. Amaranth grains are good sources of polysaccharides, lipids,

* Corresponding author.

vitamins, minerals and its proteins content (13%-19%) is higher
compared to contents of most cereals. Amaranth proteins have greater
nutritional quality because of their high content of lysine and sulfur-
containing amino acids, which are limited in traditional cereals and
legumes (Montoya-Rodriguez et al., 2015;). Like in other grains albu-
mins, glutelins and globulins are the principal seed storage proteins in
amaranth. Seed proteins are classified based on either their solubility (e.
g. sequential extraction) or their sedimentation coefficient (S) that
quantifies the rate at which a protein settles under analytical ultracen-
trifugation (Shewry et al., 1995). Structurally, based on the sedimen-
tation coefficient, 8S and 13S globulin fractions of amaranth resemble
7S and 11S globulins of other seeds such as pea and are then often
referred to as 7S-type and 11S-type (Olguin-Martinez, 1992). Other
classifications referred to 7S and 11S globulins as vicilin-like and
legumin-like proteins respectively, which are the general name given to
similar storage protein fractions from seeds (Segura-Nieto et al., 1992).

There is literature information on the antioxidant activity of hydro-
lyzed proteins, fractions and peptides in various model systems. This is
because antioxidant peptides can play a significant role in the stability of
foods but also in biological systems by enhancing resistance to oxidative
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damage (FKamdem and Toopmo, 2015). Health benefits of cereal-based
foods are amrsbuted 1o the presence of soduble fders bt also thelr
abdlity to maintain the redox balance and to the reduction of the inc-
dence of oxidative stress-related diseases like heast dissases, hyperten-
sion and soene Cype: of cancer ((hoduabasn o Al 2014) Oxsdane
molecules in the form of reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen species (RNS) are continuously formed in the cells and then
neutralized by the body’s nateral ancoxidant defense system or by an.
toxidants consuned 3z part of the diet or formulated foods. However,
there are ocher factoes (e.g. lighe toxie, Snappropeiate nuenition) that
cause an excess production of ROS and ANS which can damage beolog-
ical macreenolecules such 3= DNA, proteine, and lipids and lead to oell
aging or the Sevelopment of chronic disases (Leung e 2l 2018),
Food-denved peptides can prevent the oxidation of foods and beological
molecule: through varices mechanisms, inchading protoo and electron
wansfers, chelation of free transition metals

Proteins of A. mentrgessians hydrolyzed under simadated gastroin-
testinal digestion showed antioxidant setivity (Ocsied ec al, 2011), the
albumin fracton of A. ypochondniocus hydrolyzed with alcalase showed
asgioxidant activity and protected Basnae skin oells against UV-anduced
photo-oxsdagion (Alcascura-Quintans er 2l 2015) while in related
works ant-mflammatory and anohypertensive properties were reported
in assaranth ssed proteine (Montoya-Rodoigues ot al | 20150), Hwlro-
lyzed food proceins have very few side effects and the factors that may
Jdegree of hydrolysis, and the sorocteral properties of the resulting pep-
tides (molecular size, hydrophobicity, and amino acid composition)
(Cuakrabart et al | 201 4; Befandi et a2l 2010), It is issportant 0 sasation
thar, the majority of wocks on the activity of Rydrolyzed peoteins or
pepaides from amaramth species, cereals and pseudocercals has been
evaluated in vitro, therefore, a3 mentioned by Morales et ol (2020),
future research should consider the we of In vivo models to evaluate
their efficacy and safety.

Lactie acid fenmentation k2 used in the production of maditional,
ethnic, ancient and modern cereal and peendocereal based foods like
sourdough, pasta, beverages and beead During the process 3 broad
spectrum of volatile compounds, cligocaccharsdes with peedéotic aciv-
ity and bicactive peptides are formed (Pewova and Pewov, 2020)
Fermantation with Lactic acid bacteria was used to obtxin protesn hy-
drolyzates with antioxidant actuvity from wheat, spelt, rye and Kamut
(Coda et 2l 2012). Wheat albumin: and globulin: were mare hyslro-
lyzed by several specses of Loctobaciiius thans gliadine (D4 Cagno et al,
2002). Meazrwhile, to the best of our knowledge, there iz no report that
evaluates the growth stage of Lictic acid bacteria ce the e of
bioactive peptides from cereals seed storage proteins. It is however
known that the growth phace during which bactena are harvested and
consummad can infloence their healthpromsoting functions a: docu-
mented for exampile in dairy products (Lasdso ecal 201 1). Accordingly,
the objectives of thiz work were 1) to factionate storage proteins from
asnaranth seed: based oo solubility differences and characterize poly-
peptides by mass spectrometry; 2) to hydrolyze each protein fraction
wiith Lactic acid bacteria harvested 2t variows growth stages followed by
the determinarion antoxidant properties of the hydrolyzates.

2. Materfals and mechods
21. Maceriafs

Seeds of A ypochondriecss grown crganically in the states of Puebla,
Oaxaca, and Hidalgo (Mexico) were cbined Scen Quali group in
packages of 250 g. L habvenicus NRRL-B-4536 and L plantorum NRRL-B-
4406, donated by the Agricultural Research Service-USDA (Depastment
of Agriculoure of the United States) were kepe refrigeraced ar 4 ‘Con
MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) agar and reactivated in MRS broth at
37 " C under anaerodéc conditions. Trinicrobenzenesulfonse acid (TNBES),
Trolox (6-fydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethyichroman-2-carboxylic acid), 2.2 -

(Hz03), Tris-HA, ethylenediaminetetraacetic acsd disodium salt (EDTA)
were parchaosd from Sigma-Aklsich (Oakville, ON, Casmada). Dighic-
thireizol (DTT), 4-(2-Pyridylazo) rescrcinal (PAR), and zine sulface bep-
tabydrate (ZaS50, 7H,0) were purchased from Fischer Sciemtific Co.
(Nepean, ON, Casada).

2.2 Extroction of proteirs and froctionation

Amaranth seeds were mulled to obtain 2 flour of particle size of 80
sieve (<0177 smam) The Sowr was defatted with bexxoe (1:10 w/v)
under agitation during 4 h at 4 “C separated Dy centrifugation
(Bppendocf® Centrifuge S310R Rotor P-34-6-30) at 10,000 for 20 min
at 4°C and dried 3t room teenperatuse. The defattad meal was succes-
sively (Le. stepwise) extracted with different extraction solutions to
obtain protein fractions acconding to Silva-Sanches et al (2008) proto-
col. The defarted meal was mived with the extraction solutica (1:10, w/
v) under agitation during | b at 4 “C; and centnifuged (Eppendorf®
Centrifuge S810R Roeor P-34-6-38) at 18,000¢ for 15 min at 4 "C o
collect the protein fractions (supermatant). The albumin proteins frac-
Gon was obexined from the defatted meal with diztilled water; 3 solution
containing 0.1 M NaCl, 0.010 M K;HPO,, ad 0.00] M EDTA, pH 7.5
was used to recover 75 glodbuling. To obtain fraction a solution
of 50 mM Tris-HC contzining 0.5 M NaCl (pH §) was used. The 115

fractice was extracted with the buffer NaCl 0.8 M, K,HPO,
0.010 M, EDTA 0.001 M, pM 7.5 and ghutelinz were extracted with 0.1 M
NaOH (Fig 51 Supplestencal matesial) Al supernatants (ie. protein
fractions) were lyophilized and thetr soluble procesn comtent determuned
based on 3 modified Lowry asay (Markwell ot 2l
ples were stored 2t — 20 “C until use.

2.3 Polyocrylomide gel clectrophorasis (SDS-PAGE

The polypeptide protile of the protein fractions was caumied out Gang
sodiven dodecy] sulfate-polyacrylamide gel slectropharesis (SDC-PAGE).
Procein fractions [5 mg/ml) were mixed with a reducing butfer (pH 6.8)
containing 625 mM Tris-HQ, 200 glyceral, 2% SDE, 5% J-eoercaptoe-
thanol, and bromophenal blue Polyacrylamide coocentrations were
12% for resolving gel and 4% for staking gel while the runming buffer
comtained 25 mM Triz, 192 mM glycine, 0.1% SDS. Ten microliters of
each protein :ample were loaded and allowed 1o run for 2 h ac 13 mA
Brilliant Bloe R-250 in 2 feal concengration of 0. 25%. The destaining
was carnied cut by washing the gel with 2 505 methanol + 2% acetic
acid solution for | k.

2.4. Mass spectrometry analysis of protein froctions

Amaranch protein fractions, 1.6 mg protein/ml mn 50 mM ammo-
néum bicarbonate solution were denatured at 110 *C for § min The
hycrolysis of disuifide bonds and alkylaution wee performed with DTT
(5 mM) and iodoacetamide (10 mM) foliowed by hydrolyzis with trypsin
(Sigma T-1426) 2= previously described by (Walters ot 21| 2010). Bach
protein :ample was pamed dwough 0.22 pm nylon syringe followed by
injection of 0.4 pg. The analysiz was performed on a 6650A Punmel
Q-TOF LC/MS (Agdesz Technologies, Santa Clara, CA, USA). The col-
ummn was eluted with a linear gradient of 1005 solvent A (0.1% HOOOH
in water) to 1005 solvent B (0.1% HCOOH in acetonitrile) over 30 min.
The mass range was 100-1600 my/s 2nd the acquisition rate S008 can-
sients/spectrum. Gas temperature was set to 125 *C, drymg gas rate at
11 L/min and oebulizer 3t 30 pei. Multiple charge icas (2° and 3°)
between 100 and 1600 m/s were automatically subjected to MS/MS
analyves and peals were processed wsing Mascot Distiller and Mascot
2 4.1 softwase (Marrix Sefence, UK). The BLAST algosithmn (berp /www
pebinimmbh gov) was used to entify proteins belooging to
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2.5. Hydroly:iz of froctions by proteclysic activity of bacteric

25 1. Svein preparation

Bacterfy strain: were reactivated by 3 propagation sege in MRS
troch prior to experimental work. Growth was followed by absorbance
mexsurersents 3¢ 640 mum in MRS broth to identify growth phases, Al the
culpares were prepared with 1% inocalums and incubated at 37 C under
anaerobic conditions.

252 Proteolyss conditions

Call: were harvested 22 4 periods the middle of the exponential
phiace (4 h), the end of the exponential phase (8 h), early stationary
phace (145), and late stationary phase (24 h); by centrifugation at 6000g
for 15 min a2 4 °C. The cells were wazhed with 0.32 mM sodsam phos-
phate butfer, pH 7.2 and re-cxspended in a previously standandized (by
plage count) volume of the sxme buffer to obexin 107 CFU/ml. Prote-
olysis reaction mixtures were prepared in centrifuge tubes by adding 0.5
el of bacterial suspension for each 5 ml of protedn fractics (5 mg/ml)
and mcubated at 37 “C under amaerobec conditions. One tube was
remnoved at each incubation tisse (0, 4, 8, 14, 24 and 48 h) and aliquots
(100 pl) were taken to verify the cell viability by counting CFU/ml. The
remaining mixtare was centrifuged at 6000g for 15 mim at 4 *C and the
supernatant was sored at ~20 *C uneil westing.

253 Quantification of the degree of proteolysis

The degree of proteciysis was determuned uwsing the orami-
tobsnssnssulfonic ack! (TNBS) procedure. This iz based on the reaction
of TNBS with the free amine groups of amino acids and small pepodes
released dunng hydrolysis to form an orange complex (Freedoman am!
Fadda, 1067), Upon thawing, endigected proteins were poecipitaoed
with the additon of ichloroacetic acid (TCA, 0.75 N), the samples were
fltered 20d 125 gl of the Bltrate were mixed with 2 sl of phosphute
baffer (0.5 M, pH 8.2) and 2 ml. of 0.1% TNBS, and incubated i the dark
2t 50 7C for 1 b The reaction was stopped by addition of 2ml of 0.1 N
HQ followed by cooling and guancificarion ar 340 nen using 3 standasd
curve made from glycine (5-100 pM). Hydrolysates with the highest
values indicative of higher degree of hydralysis were sslectad for fusther
mvestiganon.

206. Oxygen radical absordance capacity (ORAC) azsay

The capacity of the selectad protein hydrolyzaces to scavenge ROOs
dane capacity (ORAC) amsay according to Nterapare (Jodayres et al
2012). The assay measures the extent to which the antoxidant sample
protect: 3 fluccwscein dye Soes oxidation by ROOs. Potasium phos-
phuace doffer (75 mM, pH 7.4) was wed to didute A Aypochondriocus
hydrolysates (50 times) and to prepare the flucrescent probe (Svores-
cefn, 821 x 10 M), AAPH (140 mM) and Trolox scandards (6.25-100
pM). The analysis was performed as reported based on the prevention of
the oxidative Jdeczy of Suorescein by AAPH in the poesented of e
procein hydrolysates. The ROOs scavenging acuvity reported as ORAC
values were caloolated wing the area under the curve and expuesed
micromole Trolox equivalents (xM TE/mL).

27. Hydroxi rodical (HOw) scavenging assay

The xstay was performed acconding the literatse (Voo
Tsopino, 2010). Boefly, potassium phosphate butfer (0.75 mM, pH 7.4)
was used 1o make 3 mM of |, 10-phensnthroline, and to Sute hylro-
lyzates 100 dmes. Other reagents, FeS0, 7H,O (3 mM) and 0.05% H,0,
were made in water. Diluted hydrolyzates (50 pl) were transferred in
triplicaces into 2 clear 9G-well place Fifty microditers of buffer were used
in blask and control wells. Next, 50 pl of phenanthroline were added to
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v inlepenient eiperimmats with Seee techisonl cepean T sotatnt with
the same lemer &d no Aiffer significandy (P < 0.05).

each well followed by addition of 50 gl of HzO; 10 control and samples.
In the blank wells, water wias added instead of HOz The plate was
sealed with ansparent plastic Al and incubated for 1 B a2 37 *C and
150 rpm. The absorbance was then recorded at 536 nm to calculate the
HOe cavenging activity using the following equation: [(A . - Ace
etV A = Asguna)] x 100,

28 Swasissical analysts

The experimental resalts were expressed a3 means + sandard de-
viagion (SD) of triplicates. Statistical amalysis was performoed using
Flabar's F-gest and p < 0.05 was regarded 2= significant

3. Rezults and discussion
. Protoin extroction and charoctorization

thess allowed their classification into albesnine globuline 75-globuline
(75-G), 11Sghobaling (115G) and gluteline. This classification 15 in
accanfance with literatuce on fractionations of seed storage peoteins
(Barba de 1a Rosa e al | 1992 Shewry et al | 1995). Glutelins, albumins,
globulin:, 75-0, 3ad 115-G repevsented 321,301, 21,0, 8.4 20d 8.3% of
the ol amount before factonation. This i in accordance with the
Bteracure that as glutelins and albuming have been reported as majoc
peotein fractions of amaranth seeds (Seguea - Naeto of al | 1002), The 73-
and 115-globulins differ by thetr sedamentation coefficient and can form

o

A “o

TR s v

e
g
“* -
: a-
O ot
3. — )
- — }
| -
4 _- - - - -
Pig. 2. CDC PACE 5 ﬂ-d‘ shuc hypechondracus proeesn frac-
Sone. STD: dood, A: alb 00 globuline, 75-0- 75 globuline, 1150

115-ghobuling, OU. glosclinn.
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Table 1
Major proceins i A Each &
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NCHlee Proteta L8 MW Frofein nesse Score’  Praction
(Dw)
plovares gl wan Aggitiin Seold peotein 448 Almemie
20067106 AmAL
F1110748e08 e Cystaea -
Plee s T Trypaa mdalicon 100
AN
P17y =0 115 ghobulin w“e
plevress’ g =an Aggiotiin Seed protsin 165 Glabeadies
20007180 AmAL
plee155e T Trypeta wbelinn n
g
glizzreen 5430 115 globalin e
plee1mm T Trypas mbelinn e %G
kit
Sy’ g =an Agghutiis Seod pootein = %0
20007188 AmAL
P70 e 115 ghebalin s
plec138 T L
tabibitor
pleceey g xn Agghutinn Send proten T2 1186
20T Amat
P16 et e ] Noeawape i liged e
traseder procen
shzxraeot ATa3s 115 ghobulin Pl Ulstedn
sl g san Agghutinia Seod peotein 108
20067185 Amal
* NOhine Dasabose.
* Predicted sequence.
“ St smasch of the same pepcides.
* MS. SLASY soeal score.
2 trimeric or a hexameric structure (Shewry et al . 1955). The five

fractices were characterizad by detecmining their soluble protein con-
tents, polypepeide profiles by gel electrophoresiz and polypeptide se-
Quences by tandemn mass spectrometry (LC-MS/MS). Proteim content
daea (Fig 1) showed that glutelin: had the most usount (9509 = 235
§g protein/mg) followed closely by the albumins (900.6 + 6.2 pg pro-
tein/tng) while 75- and 115 globuline had lower content about 250 pg

lterature for examnple, aibamine are rich in tryptophan, Bueoning, and
lysine; globulins in sulfir amino acsds and lysine while ghatelins have a
high content of tryptophan and leucine (Akin Moww et 2l 20130
The polypeptde composition evaluamed by SDEPAGE (g )
showed a prominent band of approximately 34 kDa in all fractions,
alchough it was moce istecsw in the Abumine fraction. In the ghatesin
fraction, most bands are thin while some are aboent bikely. In a previous
work, major polypeptide bands of up o 97 KDa were identified in the
albeamin fraction of A hypochondriacws (Barba de b Roca et al | 1992)
contrary to another coe that repocted MW of 14-56 kDa (Mutioes et al |
1997). Major polypeptides of molecular wwights 10-94 kDa were re-
pocted in sub-fractsoms of glodbulins from ged chromatography (Barba Je
1a Rosa et al | 1592), It is then evident that chromatographic separation
of the procein fractions will provide better resclution and becter deter-
mination of polypeptide profiles. The identity of most bands in the
SDG-PAGE of A, ypochondriocus is not known although previous woeks
actributed thooe at 19-24 and 31- M&mhﬂenﬂaﬂd“ﬂd
115-type proteins (Moastion: o al
hm».ﬂmmmwm
was uwed to determune the sequence of proteins in each of the five
amasasth peotein fractions after typsin Sgestion Main pooteins
(Table 1) were sdencified after search in Swiss Procedn Data Bank Pro-
tein Data Bank, and GENBank databases. The sequences of peptides uwwad
for jdexgification amd proesin scorez are peovided in Supplemencal
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four independent experioents (8 « 41

Table 51, Proteins identified were 115 globulin, 115 globulin seed
storage protedn, chain A 115 proglobulin seed momge protein, orypain
inkibitor, agglutinin, seed protein AmAl, and cystatin. Agglutinin and
seed protein AmAl were peesent in all fracticns while cystatin was caly
in the albumin fraction. The 115 globulin seed storage protein and chain
A of 115 proglobulin seed morage protein were solely detectad in the
gluteling” fraction. The absence of globulin and proglodulin proteins in
the albumin fraction demonstrated some effectiveness of the fraction-
atica process. kn each fraction 4-5 proteizs wese identified after LC-MS/
MS analyzes and this &5 3 racher small number. One possible explanation
is the limited nusober of proteins (Bfteen) from the smaranth graim
present in the dacadases (Monooys Rodngoes o1 21 2015) while anocher
one iz the relative abundance of proteins as only those with higher
xmount xxe Jdetected. Overall, mass spectramessy data showed that the
fractions contain different proceins, cherefore, it was expected that chedr
poctad by 3 previous (n :8ico Gigestion data suggesting that meee of the
proteins sdentified @ this work might contain encrypeed peptides with
biological activities( Mostoya-Rodeigues ot 2l 2015),

3.2 Protein hydrolyss with lectodacilis species

Loctobocilka specie: at four different tiznes of growth, exponential (4,
B B) and sttionuxry (14, 24 h) phase were used to bewakdown poly-
peptides In each of the five amaranth protem fractions. Lactic acid
bacteria proteclytic system comprises 2 varisty of commponents includling
extra cellular and cell.wall bownd proteinases, and intraceBular pepai-
dases that vary in composition and activities acconding to the species,
e growth stage and avaiable nicrogen (Liu e 2l 2010 It was
therefore expected that hysdrolyzed procemns wall differ in degree of hy-
drolysis and bence in polypeptide composition and biological activities.
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Dara showed that there was 3 variarion in free amino groupe content
Jdepending on the growth stage, straim of Loctobocillic and the incubation
tme (Sopplemental Figures 52 - S5) In general, L plantanm (Fig. 3b)
showed 3 greater proteclytic activity over L. helvesicns (Fig 3a) for all
procein fractions & thoee (4, S, 14 h) of the four growth phases. There
waz 3 decrexse of free aminG groups contents for hydrolysates produced
with L plentorum cells harvested in their late stationary stage (24 h)
Stendlacly, 3 pewvious work seposted some L plantorues seraing possessed

higher proceolytic activities in the eaty growth stacionary phase (Fadla
et al | 1999), L hebweticss showed 20 incresse in their proteclytic activity
aun-amam-(m.m.m.mmnm
acid: congent: increased from the excly exponential phuse (4h) to the
early stationary phase (14 h) i most of fractions, with the exception of
the albusnin fraction i wich, thate was 2 decrease from 3 906 o 1 496 at
the late statonary phase (24 h). The biggest increases due to the action
of L helveticss were for globulins and 115-G fraction: when the micro-
organtsm was harvessed atr 14 b (early stasosary phase). These daca
show that peoteinises activities were dependent on the growth phase
and che nature of proteins peesent in the fractons.

B this work, it weas founsd that for scene protein fractions, an increase
of free amino acids content at some growth phase was followed by 2
Jecrease 3t the oeat phace. Similar bebaviors have been reported a2
illustrated for example, by for milk proteins fermented with Loctobocillic
species for 24 and 48 h (Genxales Goozales et al, 2011). Musele peo-
tetns treated with L plantarum CRL 685 showed an increase in free
amins acids concentration after 24 h that reached 2 saximum at 48 b
even though a  cellular lysis ocourred, maybe because
cell-wall-xsociated proteinace contriduted to Jegradatics of proteiss
(Fadda ec al | 1990). Several factors can affect the activity of proteases
produced by Loctodaciilies species and hence the amount of free aming

Jovenl of Crresl Sciemce 95 (JU20) 10RTS

ackds when they are used for the produection of procetn hydrolysates. The
accunulation of peptides containing smrine and peoline for example, can
miibit the growth of lactic bacteria and hence their proteolytic activity
(Nives et 2l 1900) Addigionally, 2 decrease in conceatration of valise,
leucine and isoleucine was repocted during the early phace of milk
fermentation with Loctococcas lactis, but not a¢ Liter phuases (Niveo et ol |
1992). Another work found higher amount of proline, ghotamic ackd, and
aspastic acid in wheat proteine after fermnencation with vasious Lacto-
bocillus species (D1 Cagno et al, 2002). It appeared that Loctobocilhs
specie: have proteclytic activity towards Sood protein: and that they can
use at different extenx] some of released pepGdes and amino ackds, like
valine and leucine by Lactocoocus laetis (Nives et 2l 1997), for their own
growth. Any of these factors may have affected the amount of free amino
acid found in Bydrolyzad A Mpochondriacss protein fractions.

Soxdies have reported the cocrelation between the contents of free
amino groupe (ie. degres of hydrolysiz) of food proteins and their bio-
logical activithes (Estandi et al . 2019). Two of the seed storage protein
fractions (aBumins and 115-G) hydrolyzed by L hedveticus and two
others (ghutelinz and 115-G) hydrolyzed by L plontorum with higher
contents of free Xmino groups, were commequently selected for fusther
evaluanon

3.3 Peroxyt rodical scovenging ectvity of hydrolysed protein froction:

The oxygen radical absorbance capaaty (ORAC), a standard assay
based on the inhibition of peraxyl radicals (ROOs )-induced oxidation of
a fluorescent probe was used to assess the ROOs scavenging power of
four A. hypochondriocws protein fractions with the higher concentration
of amino groups after hydrolysis with Lactobacillus species. The results
(Fig. 4) were exprexed as pM Trolox equivalents (TE)/ml of the hy-
drolyzate. During the early time of hydrolysis (4 ) with L hedveticus, the
activity of the Mbemin fracticn (Le. ydrolysate) was 101 = 24 uM TE/
mi. An increase of 4.5-fold was found at § h (M2 42), indicating that
polypeptides present at this rime contained amine acsd residues properly
positioned to Jonate hydrogen to the ROOs and siow down the decay of
fuorescedn. Further incubacion resulied in 2 gradual and significans
decreace of the scavenging power of the albamsin fraction. During the
wml.mmg 42), in the 115-giobulin (115-G) frae-

the maximum activity (504 + 65 pM TR/ml) was
m.uuwmuumnuwww
tham in the albuman fraction. Amongst the hydrolysates, thoce obtaimed
from gluceline upon hydrolyzis with L plantorum were the most seav-
engers of ROOe radicals with ORAC values between 2179 + 157 and
2264 + 220 pM TE/mL (Fig. 4b). The 115G fraction showed differens
bebuvior depending oo the bucteria species. In the presence of
L helveacus, the ROOe activity of 115G hydrolyzates increased with
imcubation tizme from 4 1o 14 b followed by gradual decreaced at 24 and
43 b Meazywhile, in the presence of L plantonom the activiry was Jow at
all bydrolysis time points. Raced on these data, it can be concluded that
the differences odoerved may de doe to the fact thae the two Lactodooille
species did not pocsess identical protesses and bence the diffecence in
scavenging power of the 115G hydrolysates. The difference might be
explaized by the fact that Loctobocillu: species differently used some of
the released amino ac3ds and pepaades for thetr proper groweh (Liv e al |
2010). Ochr factors that affect radical scavenging sctivitie:s of peptides
include bood Gimsoclation energy, loatzation hydrophobécicy and size
(Lavung et 3l 2019), Such factors although not determined 33 part of this
work might have had 2 concridation.

3.4. Hydraxyl radical scavenging ocanty

The hydroxyl radical (HOe), one of the most reactive free radicals,
wexs gesecated by the reaction ferrous (Fe [) roe and H O, It oxidized
lipeds, polypeptides, proteins, and DNA (Aderinola et al . 2010). The
scavenging abilities of amaraneh hydrolyzates oo HO» radieal percent.
age inhibition iz shown in Fig 5. The highest valoe: were associated
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gevaratad by L ploncerwes, all with cells & ewly stadionwy phase. The bam

reprecent the mean + 5D of lowr Independent experizents (n « 4). Diffesent
lettezs chow the ciguificant difference between group messs (P < 0.08).

with L Aebveticas 115-G hydrolysates (Fig 5a) at 14K (S0.2% + §.7%)
amd 24 B (48.7% + 4.7%), and with the L plannarum 115.G hydrolyzate
(Fiz 5b) 3t 40 b (46.9% + 3.3%) of hydrolysiz Glutelin hydrolysates
had the lowest HOw activities and there was 2 gradual decrease with the
incubation time. All 115-C hydrolyzates showed good HOe scavenging
activicies and contrary to ROOe data, loager incudacion times resulted in
higher activities. 115G hydrolysates with minimal ROOe scavenging
power displayed relatively good HOe activities (up to 46.0%). This is
likely because the HOe acuvity s dependent on both proton donation
2md Fe(ll) chelazing power while the ROOe activity relies on slectron or
proton domating groups (Lsfandl ot 2l 2019). Some studies have re-
poreed thae polar amino acids such 2 aspartie aeid, glusasie 2esd,
serine, cysteine, and histidine may have enhanced HOe activity (Vanw
ol Teopme, 2016), Depending on the Loctobocillis spwcies, Serments-
toa enhanced the HO» actvity of 115-globulins but decreased that of
the ghuteline. This is in agreement with the literatare 22 there ae no
consistent patterns. In some case, larger peptides have higher actvity
because of the capacity to easily chelate Fe (1) while in cortain cases, the
capacity of shorter peptides to donate a protom to the radscal pee-
domninates (Fefacds ot 21 2019),

The antoxidant actvity of amaranth peotein fractions or hydrolyzed
proteing has been reported in other works. In this regand, protein frac-
toas and alealase hydrolysates have displayed activicies via the pre-
vention of linoleic acid oxidation, the reduction of ferric joms, or the
scavenging of ABTS and DPPH radicals (Twoot and Ande 2010;
Alcantaras-Ouintasa ot 3l 2015). The ABTS scavenging activity was
reported for hydrolyzed amaranth proteins produced under simulated
gastrointestingd comditions (Orsiau of 2l 201 1) Ia addition 20 the we of
purified enzyme, lactic acid bactenia specifically caset and thermopulus
species were used to ferment amaranth proteins and produced hysdro-
ly=aces with not caly ansioxidane but also aneihypertensive and aneith.
rombotic properties (Arala Nino et al | 2015). The activity is Jependent

Journad of Cereal Scaence 95 (2000) 100073

reportad a variation based oo the growth stage of the microorganiam

4. Conclusion

Tandem mams spectrometnc analysis showed that A ypochomdriacs
protein fractions had different polypeptide composition: demaonstrating
the efficiency of the process. Fractions hydrolyzed with L plantorum at
staticenry phase showed greater proteclysis degree than those hydro-
lyzed with L Advercus Aldemin and ghatelin hydrelysates possessed
purification of peptides and their in ¥ivo 2ssy? are needed 10 decermine
their contribetion in human health and potential application in func-
vonal foods.
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CARTA DE CESION DE DERECHOS Y NO PLAGIO

En la Ciudad de Veracruz, Veracruz a los Qb dias del mes «We«3O  de 2021 .
El que suscribe fFobolC XN T ASPET  por mi propio derecho y en calidad
de de la tosis

(en 10 sucesivo la “TESIS")

manifiesto que cedo a titulo gratuito la totalided de los derechcs patrimoniales
de autor que sobre ella me corresponddan, a favor del Tecnolégico Nacional de México
(en 1o sucesivo el “TechX™). Lo anterior en términos de los sntecedentes y
consideracicnes siguientes:

1. Que ia preasnte cezidn de derechos de la “TESIS™ se transfiere on victud de
1o estipulado en los establecido en los Lineanientos para la Operacién de
los Bstudios de Posgrado en el Tecmoldgice Naciomal de México, sin reservarme
accién legal de ningin tipo.

II.Manifiesto bajo protesta de decir verdad, que la “TESIS" es original, inéddita
y propia, no existiendo impedimento de ninguna naturaleza para la cesién de
derechos que se esth haciendo, respondiendo ademds por cualquier accién de
edvindicacion, plagio w otra clase de ceclamacién gue al reapecto pudiera
sobzevenirs.

111, Que ia titularidad de derechos de autor de la "TESIS™ en témminos del
articulo 27 de la Ley Federal del Derecho de Autor (reproduccién, en todas
sus =odalidades, ctransformacién o© adaptacién, comnicacién piblica,
distribucién y en general cualguier tipo de explotacitn que de la “TESIS" se
pueda realizar por cualquier medic conocido o por conocer, son propiedad
Gnica y exclusiva del “TeckM”, adquiriendo el derecho de reproducclén en
todas sus modalidades, el derecho de transformacién o© asdaptacidn,
comunicacién pdblice, distribucién y en genersl cualquier tipo de use que de
la “TESIS" se pueda realizar por cualquier medlio conocido o por conocer. la
cesidn de dezechos ae tealliza con cardctar permanents & irrevocable.

IV.El TecNM podsd exhibir la “IE3ISY a través de cualquier medio, en cualguier
parte del mundo, incluso ser modificada, ocmprendida, traducida y de
cualguier forma explotada en su totalidad o parcialidad.

V. Gwe no he otorgedo, ni otorgard por ningln motive, comsentimiento algumo para
1a urilizacidn de la “TESIS™ por cualquier medic y su materializacidn en
productos o servicics de cualguier naturaleza, a favor de ninguna perscna
fisica o moral, diatinta a el “TechM™.

V1.Estoy enterado del contenido y alcance legal de la presente cesitn de
derechos, firmando al final del presente documente para su cerstificacién.

Sefialo oomo correo electrénico para  recibir futuras notificaciones:

— —\t@a.
EL AUTOR
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