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Resumen

México es uno de los paises con mas alta prevalencia de Diabetes Mellitus tipo
2 (DMT2) y actualmente es la segunda causa de muerte. En busca de alternativas
alimentarias que contribuyan a su tratamiento, en este trabajo se investigd el potencial
antidiabético de los hidrolizados de proteina y sus fracciones peptidicas ultrafiltradas de
Phaseolus lunatus L. y Vigna unguiculata L. Se evalu6 su grado de hidrdlisis y la actividad
inhibitoria in vitro sobre las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV (dipeptidil
peptidasa IV) relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos. Sobre su inocuidad
como posibles ingredientes alimentarios, se evalud su citotoxicidad en células sanas
Vero. Las harinas obtenidas de los granos de frijol se suspendieron en solucion alcalina
precipitando la proteina en su punto isoeléctrico. El concentrado proteinico se hidrolizé
durante 90 min con un sistema de enzimas pepsina-pancreatina (P-P) o alcalasa-
flavourzima (A-F). La proteina soluble de cada hidrolizado se ulltrafiltr6, obteniéndose
cinco fracciones peptidicas (F) de tamafio >10, 5-10, 3-5, 1-3, <1 kDa. Las actividades
inhibitorias sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa se evaluaron midiendo la
liberacion de azlcares reductores y de p-nitrofenol a 540 nm y 340 nm respectivamente,
y sobre la DPP-1V, el compuesto 4-metil-coumaril-7-amida a Aex = 360/Aem = 460 nm.
El perfil de aminoacidos se realiz6 por HPLC (High Pressure Liquid Chromatography).
La citotoxicidad se evalué por el método de sulforrodamina. Se encontré que la F >10
obtenida a partir del hidrolizado de V. unguiculata, generado con el sistema A-F, tuvo la
mayor actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (ICs,= 31.58 e
IC50=0.633 mg proteina/ml respectivamente). Y la fraccion F 5-10 obtenida del
hidrolizado de P. lunatus, generado con el sistema A-F, sobre la DDP-IV (ICs=1.93 mg
proteina/ml). EI aminoacido leucina se encontr6 en cantidades importantes en las
fracciones peptidicas con mayor actividad inhibitoria. Ninguna de las fracciones
ultrafiltradas tuvo actividad citotoxica sobre la viabilidad de la linea celular. La F >10 de
V. unguiculata A-F y F 5-10 de P. lunatus A-F representan componentes de estudio con
potencial antidiabético para integrarlos en alimentos funcionales destinados a pacientes
con DMT2, una vez que se tenga evidencia cientifica in vivo.
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1. INTRODUCCION.

La diabetes mellitus caracterizada por un incremento de la glucosa en sangre,
es una enfermedad que aqueja a un gran namero de personas a nivel mundial. La
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) absorbe el 95% de los casos y se distingue por
presentarse en pacientes con resistencia, deficiencia o secrecion defectuosa de insulina,
generalmente adultos y con obesidad, aunque en la actualidad existe preocupacion por
el incremento de casos en nifios y adolescentes. La DMT2 se asocia a dafios a largo
plazo, tales como enfermedades renales, cardiovasculares, pérdida de la vista, posibles
infartos y dafios al sistema nervioso, que conllevan a la incapacidad temporal o definitiva
del paciente, asi como a la necesidad de tratamientos crénicos costosos y a la afectacion
de la vida familiar y social. Se estima que para el afio 2030 a nivel mundial los casos de
DMT?2 se incrementaran, siendo la séptima causa de mortalidad. Actualmente en México,
la diabetes mellitus es la segunda causa de muerte.

Uno de los componentes de la dieta que tiene la mayor influencia en la
concentracion de glucosa en sangre son los carbohidratos, entre ellos los almidones y
sus derivados. Aunado a esto la respuesta hiperglucémica puede tener diferentes
origenes, entre ellos se ha visto en pacientes con DMT2 que la actividad de la incretinas,
hormonas promotoras de la secrecion de insulina, se ve disminuida hasta en un 50 %.
Por ello, la primera linea para su atencion es recurrir a un estilo de vida saludable que
incluya dieta balanceada incluso con reduccion de carbohidratos, actividad fisica y
reduccion de grasa corporal para abatir la resistencia a la insulina; asi como la posible
adicién de alimentos funcionales en la dieta que puedan tener un efecto benéfico para
esta enfermedad mas all4 del nutricional. Investigaciones sobre esta enfermedad,
realizadas mediante diferentes mecanismos in vitro han reportado que los hidrolizados
de proteina tanto de origen vegetal como animal, fracciones peptidicas o péptidos
bioactivos pueden regular los niveles de glucosa en sangre y presentan un gran potencial
para ser incorporados como ingredientes de alimentos funcionales o en compuestos
farmacéuticos, destinados a pacientes con DMT2.

En busca de alternativas alimentarias que contribuyan al tratamiento de la
DMT2, en este trabajo se evalud el potencial antidiabético de los hidrolizados proteinicos
y fracciones peptidicas (obtenidas mediante ultrafiltracién) de las leguminosas frijol lima
(Phaseolus lunatus L.) y frijol caupi (V. unguiculata L.), obtenidos con los sistemas de
enzimas alcalasa-flavourzima y pepsina-pancreatina. Esto a través de la inhibicién in
vitro de las enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos, a-amilasa, a-
glucosidasa y DPP-IV. Ya que su inhibicion representa una estrategia para retardar la
hidrélisis de polisacéridos a oligosacéaridos y liberacién de glucosa hacia el torrente
sanguineo, asi como para prolongar la vida media de las hormonas promotoras de la
secrecion insulina. De esta forma se aprovechod el uso de dos fuentes de proteina
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vegetal, provenientes de leguminosas tropicales de la peninsula de Yucatan (P. lunatus
y V. unguiculata), las cuales son subutilizadas debido a que contienen factores
antinutrimentales, principalmente en el caso de P. lunatus; y en el caso de V. unguiculata
por su forma ya que, se trata de un frijol pequefio cuyo consumo predominantemente es
sélo hervido. Ademas, dado que al trabajar con hidrolizados de proteina o fracciones
peptidicas, se deben evaluar los posibles efectos adversos que estos puedan ocasionar
al ser humano, debido al proceso por el cual son obtenidos, o por sus propias
caracteristicas fisicoquimicas resultantes, se evalué su citotoxicidad in vitro.
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2. ANTECEDENTES.

La Diabetes Mellitus.

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas, caracterizada por
hiperglucemia, la cual se refiere a un elevado nivel de glucosa en sangre. Es resultado
de defectos en la secrecion de insulina, accién de la insulina o ambas (American
Diabetes Asociation, 2010). La insulina es una hormona polipeptidica producida y
secretada por las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas, involucrada en
el metabolismo de nutrimentos, principalmente en el de los glucidos, la cual es necesaria
para transportar la glucosa en la sangre hasta las células de tejidos. La hiperglucemia
cronica de la diabetes esta asociada con dafios a largo plazo como disfuncion o fallo de
diferentes 6rganos, especialmente ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos,
causando sintomas gastrointestinales, genitourinarios, cardiovasculares y disfuncién
sexual. Diversos procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de la
diabetes, los cuales van desde la destruccion autoinmune de las células B del pancreas
con la consecuente deficiencia de insulina hasta anormalidades que resultan en la
resistencia a la accion de la misma en los tejidos, dando lugar a un metabolismo anormal
de carbohidratos, grasas y proteinas (American Diabetes Asociation, 2010).

La vasta mayoria de casos de diabetes estdn dentro de dos categorias, la
Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1) y tipo 2 (DMT2). En la DMT1 o también denominada “de
comienzo juvenil” se encuentran aproximadamente el 5% de los casos. Se caracteriza
por una destruccion de las células beta y se presenta generalmente en nifios y
adolescentes, ya que la velocidad de muerte de estas células es mayor que en los
adultos; sin embargo, no se descarta su ocurrencia en poblacién adulta, pero en menor
grado. Los pacientes en esta categoria presentan una deficiencia absoluta de insulina y
una de las primeras manifestaciones es la cetoacidosis (acumulacion toxica de cetonas
en la sangre derivado del metabolismo de las grasas). Por otro lado, se ha observado
gue la obesidad no necesariamente esta relacionada con este padecimiento. En la
categoria de DMT2 o también llamada “de comienzo en el adulto” o “no
insulinodependiente” se contempla aproximadamente el 95% de los casos de pacientes.
Considera individuos adultos con resistencia a la insulina, relativa deficiencia, o
secrecion defectuosa de dicha hormona, sin necesidad de un tratamiento de insulina
para sobrevivir. En esta categoria no ocurre destruccion de células beta, sin embargo,
se ha observado que un gran porcentaje de pacientes son obesos. La obesidad por si
misma puede provocar un grado de resistencia a la insulina y la manifestacion de
cetoacidosis es rara en esta forma de diabetes. En ambas categorias hay una alta
predisposicién genética para manifestar el padecimiento, pero es aln mayor en la DMT2,
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aunque cabe sefialar que la genética no esta claramente definida (American Diabetes
Asociation, 2010).

El Instituto Nacional de Salud Publica de México menciona que se espera que
la epidemia global de DMT2 incremente de 171 millones de casos en el afio 2000 a 366
millones en el 2030, siendo una de las causas mas frecuentes de demanda de atencién
médica, invalidez y mortalidad en poblacion adulta de paises en desarrollo y
desarrollados. Villalpando et al. (2010) reportan que la tasa de mortalidad por DMT2
representa el 30% de la mortalidad total en adultos y la prevalencia de DMT2 general en
individuos mayores a 20 afios es una de las mas alta a nivel mundial.

La diabetes durante mucho tiempo ha sido considerada como un trastorno del
metabolismo de los carbohidratos debido a su caracteristica distintiva de la
hiperglucemia. Por ello el objetivo principal en su tratamiento es la regulacion de la
glucosa en sangre para lograr un nivel casi normal. La concentracion de glucosa en
sangre después de una comida se determina por la tasa de aparicion de glucosa en el
torrente sanguineo (absorcién) y su aclaramiento/desaparicion de la circulacion. La tasa
de desaparicion de este monosacarido estd muy condicionada por la secrecién de
insulina y su accién sobre los tejidos diana (Feinman et al., 2015; Sheard et al., 2004)

El componente de la dieta que tiene la mayor influencia en la glucosa en sangre
son los carbohidratos y en menor grado los lipidos y proteinas (Pacheco, 2015). La
elevacion de la glucosa en sangre estd asociada a factores como la forma del
carbohidrato, el tipo de alimentos que los contienen, el grado de procesamiento, estilo
de preparacion, coingesta con proteinas y grasas, entre otros. Por lo que un tipo
especifico de carbohidrato (Ej. almidén o sacarosa) de un alimento, no predice con
precision su efecto sobre la glucosa en sangre. No obstante, la mayoria de los expertos
coinciden en que el consumo total de carbohidratos de una comida o bocadillo es un
predictor relativamente fiable de la glucosa postprandial en la circulacion sanguinea; por
lo que el impacto y la importancia relativa que el tipo o la fuente de carbohidrato tiene
sobre el nivel de glucosa contindia siendo un espacio de debate. Durante las dos ultimas
décadas, los investigadores han intentado definir y categorizar alimentos, que contienen
carbohidratos, basados en su respuesta glucémica o su propension a aumentar la
concentracion de glucosa en sangre emitiendo tablas y guias de nutricion (Feinman et
al., 2015; Sheard et al., 2004).

Por lo tanto debido a que la respuesta metabdlica anormal de la hiperglucemia,
es debida a la secrecién insuficiente de insulina, resistencia a la insulina, o una
combinacion de ambos y que los factores de riesgo para presentar DMT2 pueden ser, la
dieta, la falta de actividad fisica, la cantidad de grasa en el cuerpo, el grupo étnico, la
historia familiar, la genética, la edad, los factores asociados a la gestacion y nacimiento,
entre otros (LeRoith, 2012), la primera linea de atencion para el tratamiento de la DMT2
es lograr un control glucémico adecuado mediante el ejercicio (reduccion de masa
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grasa), reduccién de peso y dieta balanceada (American Diabetes Asociation, 2010)
incluso con reduccién de carbohidratos e inclusion de alimentos que tengan efectos
benéficos a la salud més alla de los nutricionales (Oseguera-Toledo, Gonzalez de Mejia,
Reynoso-Camacho, Cardador-Martinez y Amaya-Llano, 2014). Cuando la primera linea
de atencion no es suficiente o falla, se comienza la terapia con farmacos. Entre los
medicamentos, orales para la DMT2 (Tabla 1), se encuentran seis clases (Van de Laar,
2008):

Tabla 1. Resumen de clases de medicamentos para DMT2.

Clase Farmaco Mecanismo de accién Efectos secundarios

Biguanidas Metformina  Incremento de receptores Gastrointestinales
tisulares de insulina

Sulfonilureas Tolbutamida  Estimulacién de tejido Endocrinos, dolor de cabeza,
pancreatico para secrecion de hipoglucemia, dermatoldgicas
insulina.

Glinidinas Repaglinida  Estimulacion de liberacién Gastrointestinales
pancreatica de insulina.

Tiazolidinedionas Pioglitazona  Disminucion de la resistencia a la Cefalea, infecciones tracto
insulina en musculos y tejido respiratorio, sinusitis, mialgias,
adiposo faringitis, trastornos dentales.

Inhibidores Sitagliptina Inhibidor selectivo de DPP-4, Hipoglucemia,

de Dipeptidil petidasa aumento de incretinas y Gastrointestinales

\% liberacion de insulina

Inhibidores de a- Acarbosa Inhibidor competitivo de las alfa-  Gastrointestinales

glucosidasa

glucosidasa. Retardo de la

hidrélisis de carbohidratos.

Autores como Feinman et al. (2015) comentan que siguen siendo inefectivas
las recomendaciones actuales para controlar la epidemia de la diabetes, se siguen
presentando errores en dietas bajas en grasa para mejorar la obesidad, riesgo
cardiovascular o la salud general, y contindan los persistentes efectos secundarios de
medicamentos para la diabetes. Por lo que, partiendo del principio basico de reducir la
concentracion de glucosa en sangre, impera la necesidad de hacer una revision y
recuperacion de las directrices dietéticas bajas en carbohidratos que existen en la
literatura, ya que una reduccion de carbohidratos en la dieta tiene beneficios inmediatos
y sin efectos secundarios. Esto conlleva a estudiar sobre alternativas alimentarias que
puedan ayudar a combatir la DMT2 ya sea mediante la reduccion de carbohidratos en la
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dieta o bien mediante el bloqueo de su disponibilidad en el organismo o mediante
mecanismos relacionados con la promocién de la secrecién de insulina.

Oseguera-Toledo et al. (2014) mencionan que algunas proteinas, hidrolizados
de proteina, péptidos bioactivos y aminoacidos de diversos alimentos pueden controlar
los niveles de glucosa de una forma directa o indirecta, mediante diferentes posibles
mecanismos, por lo que podrian representar una estrategia para el tratamiento de DMT2,
como posibles ingredientes de alimentos funcionales.

A la fecha no existen comercialmente productos especificos para el tratamiento
de la DMT2, elaborados a partir de hidrolizados proteinicos o péptidos bioactivos. El
producto StarchLite® y sus mdultiples marcas comerciales, elaborado a partir de
inhibidores de a-amilasa, extraidos de Phaseolus vulgaris, es el que actualmente se
comercializa y se encuentra clasificado como un producto seguro por la Food Drug
Administration de Estados Unidos de América.

Alimentos funcionales.

A la fecha no hay una definicion clara de los alimentos funcionales (Gonzalez-
Aguilar, Gonzalez-Cérdova, Vallejo-Cordova, Alvarez-Parilla y Garcia, 2014). La
denominacién de “alimento funcional” tienen sus origenes en los afios ochenta en Japdn
cuando el término fue introducido en los reportes del “Systemic Analysis and
Development of Food Functions” (Andlisis sistematico y desarrollo de las funciones de
los alimentos). En 1991, en Japon se establecio el concepto de “Alimentos para uso
especifico en la salud” (Foods for Specified Health Use, FOSHU). A partir de entonces,
el concepto comenzo a evolucionar, y en consecuencia actualmente existe una variedad
de definiciones.

Sin embargo, de todas las definiciones reportadas, se destaca que la diferencia
de un alimento funcional de uno comin es que, para denominar al primero, éste debe
demostrar satisfactoriamente (con evidencia cientifica, in vitro, in vivo y en humanos) la
atribucion benéfica. Para que al ser consumido ofrezca la posibilidad real de mejorar la
salud y/o prevenir ciertas enfermedades ya que, debido a la interaccién entre
constituyentes y elaboracién de alimentos, asi como por degradacion o absorcion en el
intestino debe alcanzar, de forma cualitativa y cuantitativa, la concentracién suficiente,
para que sea fisiolégicamente biodisponible y por lo tanto funcional.

La popularidad de los alimentos funcionales se ha incrementado debido a los
diferentes beneficios atribuidos y cientificamente comprobados de los compuestos
bioactivos afiadidos en su formulacion como ingredientes funcionales. Los cuales son
compuestos diversos, obtenidos de diferentes fuentes naturales, tales como compuestos
fendlicos, vitaminas, carotenoides, fibra, &cidos grasos, asi como péptidos bioactivos,

18



entre otros, que han demostrado tener efectos positivos a la salud en el organismo
humano y en la reduccién de enfermedades crénico-degenerativas. Estos ingredientes
pueden adicionarse a un alimento para dar un beneficio extra, ademas representan una
forma viable de sustitucion de compuestos sintéticos empleados en la industria de
alimentos, para incrementar su inocuidad y aceptacion en el mercado (Gonzalez-Aguilar
et al., 2014).

Fuentes de proteina para la obtencidon de hidrolizados proteinicos y fracciones
peptidicas.

Existen diversas fuentes de proteina, las cuales pueden ser de origen animal y
vegetal, dentro de estas Ultimas se encuentran, entre otras, las leguminosas.

Leguminosas.

Las leguminosas son un grupo de plantas con flores y semillas encerradas en
un fruto, usualmente llamado vaina, pertenecen a la familia de las fabaceas o
leguminosae. EI humano ha domesticado varias especies, como la soya, haba, frijol,
chicharos, garbanzo, lentejas, entre otros. Generalmente se consumen como semillas
secas Yy en algunos casos como semillas inmaduras o vainas (Kigel, 1995). Desde un
punto de vista nutricional son importantes debido a su alto contenido de proteina, que
puede ser desde los 200 a los 400 g/kg, el cual es mas alto que el de otras plantas (o
vegetales) como los cereales que pueden rondar entre los 70 y 140 g/kg. Son una fuente
importante de alimento a nivel mundial tanto para consumo humano como animal (Chel-
Guerrero, Scilingo, Gallegos Tintoré, Davila y Afidn, 2007). Particularmente en paises en
desarrollo donde representan una buena fuente de proteina de bajo costo en ausencia
de proteina de origen animal. Las leguminosas, ademas de ser ricas en proteina, son
una importante fuente de carbohidratos, algunos minerales como calcio y hierro y
algunas vitaminas. Se ha reportado que contienen cantidades adecuadas de lisina
(mayores que en los cereales), pero son deficientes en aminoacidos azufrados
(metionina, cisteina) y triptéfano (Igbal, Khalil, Ateeq y Khan, 2006).

Se ha reconocido que las proteinas de origen animal son de mejor calidad que
las de origen vegetal, no obstante, las proteinas provenientes de las leguminosas, a
pesar que son deficientes del aminoacido metionina, se consideran de una calidad
aceptable. La calidad de la proteina, depende tanto de la proporcion de aminoacidos
indispensables (lisina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y
valina) que contiene en relacion con los requerimientos para el organismo humano, como
de la biodisponibilidad de los mismos (Badui, 2006; Duranti y Gius, 1997). La
biodisponibilidad se refiere a la capacidad de incorporar los aminoacidos de la dieta a
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las estructuras corporales, la cual puede verse afectada por una mala digestién o una
absorcion incompleta. Ya que existen diversos factores que ocasionan baja
biodisponibilidad de los aminoacidos, tal como inaccesibilidad de las proteinas a las
proteasas, ya sea por su conformacion, por la fijacion de metales o lipidos por las
proteinas que dificultan su digestién; por la presencia de factores antinutricionales (por
ejemplo la presencia de inhibidores de tripsina), por el tamafio y el area superficial de la
proteina, asi como por el procesamiento al que se haya sometido previamente (Badui,
2006; Duranti y Gius, 1997). Aunque existe una gran cantidad (miles) de especies de
leguminosas, algunas no son consumidas frecuentemente debido principalmente a sus
componentes antinutricionales, dejando s6lo para consumo alrededor de 10 especies
(Chel et al., 2007).

Debido a que las proteinas de origen animal como de carne, leche y huevo, son
en general de mayor costo que las de origen vegetal, ademas que algunos de los
problemas asociados por ejemplo a la proteina de leche son la aparicién de alergias, y
a la de carne, padecimientos como céncer, enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares (Gonzalez-Aguilar et al., 2014), se ha incrementado en el mundo el
interés por la investigacion de fuentes de proteinas vegetales (Chel-Guerrero, Pérez-
Flores, Betancur-Ancona y Davila-Ortiz, 2002) para la obtencion de hidrolizados
proteinicos o péptidos bioactivos con actividad biolodgica para diversos fines. Entre las
leguminosas que tienen un alto contenido de proteina, se encuentran el frijol lima
(Phaseolus lunatus L.) y frijol caupi (Vigna unguiculata L.) (Chel et al., 2007;
Prinyawiwatkul, McWatters, Beuchat y Phillips, 1996).

Frijol lima (Phaseolus lunatus L.) y Caupi (Vigna unguiculata L.).

El frijol lima (Phaseolus lunatus L.) conocido también como “ib” en México ha
sido objeto de estudio desde 2002 como una fuente promisoria de alto contenido de
proteina y ha sido ampliamente caracterizado y utilizado para la obtencion de
hidrolizados proteinicos. Es cultivado en América Latina, en el sur de Estados Unidos,
Canada, México, y otras regiones del mundo, conforme a lo reportado por Betancur-
Ancona, Lopez-Lunay Chel-Guerrero (2003). En México se distribuye principalmente en
Baja California Sur, Sinaloa, Tamaulipas, Campeche, Chiapas, Estado de México,
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Tabasco, Veracruz y Yucatan
(Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad [CONABIQO], 2010).
Es una leguminosa tolerante a la sequia con rendimientos reportados de hasta 1,500 kg
/Ha. El frijol lima se cultiva ampliamente en las zonas tropicales de México, siendo la
peninsula de Yucatan la regiébn donde se tiene mayor cantidad de variedades
domesticadas (Dzul-Tejero, Coello-Coello y Martinez-Castillo, 2014).

Sus semillas se consideran una fuente de proteina subexplotada por ser una
condicion comun entre las proteinas vegetales y principalmente por la presencia de
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factores antinutricionales como toxinas y algunos glicosidos cianogénicos que han
limitado su uso, no obstante, se han propuesto métodos para su destoxificacion. De
acuerdo a Chel et al. (2007) las semillas de Phaseolus lunatus L. tienen un alto contenido
de proteina y un alto contenido de carbohidratos, bajos niveles de grasa y fibra como se
observa en la Tabla 2. También tienen un alto contenido de minerales tales como K, Zn,
Cay Fe, y bajos niveles de Na y P (Oshodi y Adeladun, 1993). El frijol lima se considera
una prometedora fuente de hidrolizados de proteina para su incorporacién como
ingredientes en sistemas alimentarios industriales debido a su composicion de
aminoacidos, la cual contribuye a la promocion de propiedades biofuncionales,
tecnolégicas y nutricionales (Polanco-Lugo, Davila-Ortiz, Betancur-Ancona y Chel-
Guerrero, 2014).

Tabla 2. Composicién proximal de Phaseolus lunatus L. (Chel et. al., 2007) y Vigha
unguiculata L. (Prinyawiwatkul et al., 1996).

Componente Phaseolus lunatus L. Vigna unguiculata L.
Proteina (210-260 g/kg) 21-26% (241-254 g/kg) 24.1-25.4 %
Carbohidratos (550-640 g/kg) 55-64% (608-664 g/kg) 60.8-66.4%
Grasa (10-23 g/kg) 1.0-2.3 % (11-30 g/kg) 1.1a3.0%
Fibra (32-68 g/ kg) 3.2-6.8 % (50-69 g/ kg) 5.0-6.9%
Cenizas ¥ * (34-39g/kq) 34-39%

*No reportado

El frijol caupi (Vigna unguiculata L.) es una leguminosa altamente adaptada,
tolerante al estrés, versatil y nutritiva. En cultivos forrajeros ha crecido en regiones
climaticas templadas y calientes de Africa, Asia y América (Ehlers y Hall, 1997), es un
importante cultivo en Brasil y México, particularmente en las zonas tropicales y
subtropicales del sureste (Segura, Chel y Betancur, 2010). En revisiones previas Freitas,
Texteira y Ferreira (2004) mencionan que el caupi es un importante cultivo en muchas
areas del mundo, siendo una importante leguminosa por su gran aporte de proteina a la
dieta, destinado tanto para consumo humano como animal y como fuente para la
preparacion de extractos e hidrolizados por su contenido de proteina (Segura et al.,
2010). El perfil nutricional del caupi es similar al frijol comun, sin embargo, el caupi tiene
niveles mas altos de &cido félico y niveles bajos de factores antinutricionales que
producen flatulencia (Ehlers y Hall, 1997). Prinyawiwatkul et al. (1996) reportaron una
composicion proximal del caupi de un promedio de 8 fuentes con un contenido de
proteina, grasa, fibra, cenizas y carbohidratos como el mostrado en la Tabla 2; ademas
mencionan que es una fuente rica de niacina y tiamina y otras proteinas solubles, asi
como de minerales como calcio, magnesio, potasio y fosforo, es altamente consumido
en Africa en comparacion con muchas otras regiones donde se consume poco.
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A pesar de su potencial como una fuente rica de proteina y de energia
econdmica es subutilizado en Estados Unidos de América y otros paises industrializados
por su inconveniente forma cuando es usado como ingrediente para preparaciones
alimentarias por lo cual tiende a ser consumido Unicamente como un producto hervido,
no obstante, a pesar de ello existe un gran interés por su uso en otras formas. El caupi
es una leguminosa rica en acido glutamico, aspartico, leucina y lisina, pero bajo en
aminoacidos azufrados como metionina, presenta bajo contenido de grasa y no tiene
colesterol, presenta alto contenido de acidos grasos insaturados como linoleico,
linolénico y sus componentes antinutricionales principalmente son algunos inhibidores
de proteasas, alérgenos como las lectinas, taninos y fitatos que también pueden
eliminarse mediante remojo o coccion (Chan y Phillips, 1994; Freitas et al., 2004).

Hidrolizados proteinicos y fracciones peptidicas.

Generalidades.

Las proteinas son el principal componente estructural de células y tejidos,
necesarias para el crecimiento y desarrollo del cuerpo humano, para el mantenimiento y
reparacion de tejidos, asi como por su accion catalitica y como constituyentes esenciales
de hormonas. Son también componentes principales de los alimentos desde un punto
de vista nutricional y funcional, ya que son constituyentes de fuente de energia, nitrégeno
y aminoacidos esenciales. Por otro lado, determinan las propiedades fisicas y
organolépticas de muchos alimentos, y en algunos casos influyen en caracteristicas
funcionales, tales como absorcién de agua o aceite, formacion de emulsiones, geles y
espumas (Vioque et al., 2000).

Desde los noventas el estudio de las proteinas de los alimentos, ha recibido
gran atencion, no sélo desde el punto de vista funcional y nutricional (Vioque et al., 2000)
sino también por su actividad biolégica. Por tal motivo diversas investigaciones se
encuentran enfocadas en producir hidrolizados proteinicos, fracciones peptidicas y
péptidos bioactivos, con una accién potencial especifica que puedan mejorar la salud, al
ser afadidos a alimentos funcionales y consumidos como parte de la dieta (Meisel,
2001).

La hidrdlisis de la proteina es una forma efectiva de modificar sus propiedades
funcionales, ya que se potencian diversas caracteristicas como, baja viscosidad, mayor
capacidad de agitacion, dispersion y alta solubilidad (Benitez, Ibarz y Pagan 2008),
capacidad espumante y emulsificante (Betancur et al., 2009), que les conceden ventajas
para el uso en muchos productos alimenticios, respecto a las proteinas originales.
Ademas de su uso en la modificacion tecnolégica y funcional, los hidrolizados de proteina
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producidos enzimaticamente han tenido otras aplicaciones tales como, la reduccion de
la alergenicidad, la produccion de péptidos bioactivos, la formulacion de productos
farmacéuticos y sustancias para aplicaciones clinicas (Betancur et al., 2009). Meisel
(2001) menciona que cualquier proteina independientemente de sus funciones y calidad
nutricional puede ser empleada para generar hidrolizados y péptidos con actividad
biolégica, lo cual permite potenciar el uso de proteinas de origen no convencional o
subutilizadas. La esencia de la hidrélisis proteinica es la ruptura del enlace peptidico y
en consecuencia la generacion de péptidos de menor tamafio o incluso de aminoacidos
libres (Vioque, Clemente, Pedroche, Del Mar Yust y Millan, 2001). Los péptidos
bioactivos estan encriptados en la estructura primaria de la proteina de origen animal o
vegetal como secuencias de aminoéacidos inactivos, pero pueden liberarse por
fermentacion, procesamiento de alimentos, protedlisis catalizada por enzimas in vitro o
por el tracto digestivo, mostrando mayor bioactividad que no se expresaba cuando se
tenia la secuencia original de la proteina (Pedroche et al., 2003).

El grado de hidrélisis (GH) es la propiedad fundamental de un hidrolizado que
determina en gran medida las caracteristicas del mismo, asi como su posible uso y esta
determinado por la relacion enzima/sustrato, el tiempo de incubacion, las condiciones
fisicoguimicas tales como el pH, la temperatura, la naturaleza de la enzima, tipo de
actividad y especificidad de ésta (Benitez et al., 2008, Vioque et al., 2001). Los
hidrolizados con bajo grado de hidrolisis entre el 1% y el 10% se emplean para la mejora
de las propiedades funcionales de los alimentos, los de un grado de hidrélisis variable
para su uso como saborizantes y los hidrolizados extensivos (superior al 10%) para uso
en alimentacion especializada (Benitez et al., 2008). Estos ultimos tienen la capacidad
de formar soluciones con muy baja viscosidad incluso a altas concentraciones, sin sabor
y con buenas propiedades funcionales de formacién de espuma y de emulsion (Betancur
et al., 2009). Los hidrolizados extensivos también se pueden emplear como suplementos
proteinicos o en dietas médicas (Pedroche et al., 2003; Viogue et al., 2001). En los
destinados a dietas médicas, se alcanza el maximo de especializacién en el hidrolizado,
en lo que respecta al disefio del alimento ya que se obtiene un producto muy especifico
para un objetivo muy concreto (Vioque et al., 2001).

Sarmadi e Ismail (2010) mencionan que, con base en las propiedades
estructurales y secuencias de aminoacidos, los hidrolizados proteinicos y péptidos con
actividad biolégica pueden tener efecto bioldgico antihipertensivo, inmunomodulador,
opioide, antimicrobiano o antitrombético. La gama de actividades biol6gicas esta
relacionada a las propiedades de hidrofobicidad o carga y capacidad de enlazar
microelementos, que les permite actuar como hormonas o neurotransmisores a través
de interacciones hormona-receptor y cascadas de sefializacion con accion sobre el
metabolismo, controlando las glandulas de excrecion, ajustando la presion arterial,
ejerciendo efectos sobre el suefio, dolor, apetito, efecto de las vias del estrés sobre el
sistema nervioso central, ejerciendo sus efectos a nivel local o en diversos 6rganos una
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vez que han ingresado al sistema circulatorio (Iwaniak y Minikiewicz, 2007). Entre los
péptidos bioactivos potencialmente benéficos para la DMT2 que se han investigado,
destacan los derivados de la hidrdlisis enziméatica de proteinas de diferente origen. Estos
péptidos suelen contener de dos a 20 aminoéacidos y pueden expresar su funcion en el
tracto intestinal o dentro del cuerpo después de haber sido absorbidos (Korhonen y
Pihlanto, 2003). Escudero, Aristoya, Nishimurab, Ariharab y Toldra (2012) mencionan
qgue la presencia de péptidos con actividad bioldégica en hidrolizados proteinicos de
origen vegetal incrementaria su valor, ya que una vez demostrada su actividad,
resistencia a la digestion y absorcion in vivo, podrian usarse como potenciales
ingredientes para la elaboracion de alimentos funcionales.

Obtencion de concentrados, hidrolizados proteinicos y fracciones peptidicas.

Desde el comienzo de los setentas, la industria de los alimentos ha desarrollado
diversos procedimientos para la elaboracién de productos utilizando proteinas de origen
animal y vegetal, para la obtencion tanto de concentrados o aislados proteinicos de alta
calidad, asi como procedimientos de hidrélisis enzimética de proteinas y fraccionamiento
para generar nuevos ingredientes alimentarios con caracteristicas funcionales y
nutricionales bien definidas (Pedroche et al., 2003) o con actividad biolégica.

e Concentrados proteinicos.

Para la obtencion de concentrados proteinicos de origen vegetal, un método
muy utilizado es el fraccionamiento humedo, aunque pueden emplearse también la
extraccion en seco (Schutyser, Pelgrom, Goot y Boom, 2015). El fraccionamiento
himedo se ha aplicado para diversas leguminosas y tiene el beneficio de aprovechar por
completo el uso del grano, ya que se obtienen los aislados proteinicos, asi como las
fracciones ricas en fibra y almidon. Betancur-Ancona, Gallegos-Tintoré y Chel-Guerrero
(2004) emplearon el fraccionamiento himedo para optimizar la obtencion de asilados
proteinicos de P. lunatus. Este método esta basado en solubilizar la proteina en una
solucion alcalina y precipitarla a su punto isoeléctrico. Los productos resultantes se
clasifican de acuerdo al contenido de proteina en: Concentrados proteinicos (<65%) y
aislados proteinicos (65-90%) (Pedroche et al., 2003).

¢ Hidrolizados proteinicos.
Entre las estrategias empleadas para obtener hidrolizados proteinicos con
actividad biologica, destacan la hidrélisis con enzimas comerciales (Tabla 3), los

procesos de fermentacion, la digestion gastrointestinal in vivo y la sintesis quimica
basada en la secuencia de péptidos, cuya actividad ya ha sido estudiada (Meisel, 2001).

24



Tabla 3. Ejemplos de proteasas comercialmente disponibles (Benitez et al., 2008; Bolafios, Lutz y Herrera, 2003; Merz, 2015;
Morel, 2000; Ramirez Ortiz, 2015; Vasudevan y Sreekumari, 2012).

Tipo de proteasa Nombre Fuente T(°C) pH Sitio de accién catalitica
Tripsina 30-60 7-9 :Lis (0 Arg)
Serinproteasa Animal Quimotripsina Porcino, bovino 45-55 8-9 : TrpL(o 1)-”7 Fe,
eu)...
Elastasa 6-8 FAla...
Subtilisin. Carlsberg.
Bacteriana Alcalasa Bacillus licheniformis 50-60 6-10 *AAS
Subst. BPN Bacillus
Subtilisin Novo amyloliquefaciens 40-55 6-10
Cisteinproteasas Papaina Papaya 40-75 58 “Fe (0 Val, Leu)
Plantas Bromelaina Pifia 20-65 58 CMARE
Ficina Latex de Ficus 5-8
Aspartatoproteasas
Animal Pepsina Porcino, bovino 25-37 1-4 .Fe (o Tir, Leu)*-Trp
Quimosina Becerro 4-6 (o Fe, Tir)
Fungica Aspergilopeptidasa A Aspergillus saitoi 35-50 2-5 Glu, Asp, Leu*...
Newlasa Rhizopus sp. 40-50 3-6 Similar a la pepsina
Metaloproteasas
*Carbonilo de AA terminal del
Animal Carboxipeptidasa A Pancreas 7-8 péptido, excepto Pro, Arg, Lis
Bacillus
Bacteriana Neutrasa amyloliquefaciens 40-55 6-7.5 .Fe, Leu, Val*...
Termolisina B. thermoproteolyticus 7-9 lle, Leu, Val, Fe*
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Continuacion Tabla 3.

Tipo de proteasa

Nombre

Fuente

T(°C)

pH

Sitio de accion catalitica

Preparaciones enzimaticas

Mezcla de papaina,
quimopapaina y lisozima

Mezcla de tripsina,
quimiotripsina, elastasa 'y
carboxipeptidasa

Mezcla de serin-aspartato- y
metalo proteasas

Mezcla de endo-y exo-
proteasas, actividad en pH
alcalino y neutro

Mezcla de
aspartatoproteasas,
metaloproteasas y
carboxipeptidasas

Papaina cruda

Pancreatina

Veron P. Sumicina LP.

Biocina A
Pronasa

Flavourzima

Fruto de la papaya

Pancreas (bovino y
porcino)

Aspergillus oryzae
Streptomyces griseus

Aspergillus oryzae

37

40-55

5-9

7-9

4-8
7-9

10-55

Amplia especificidad

Muy amplia especificidad

Muy amplia especificidad
Muy amplia especificidad

Amplia

*Indica sitio de accidn de las proteasas sobre el sustrato

AAhf indica aminoéacidos hidrofébicos
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Las proteinas hidrolizadas con procesos quimicos, utilizando acidos o alcalis,
se pueden oxidar o se pueden destruir o modificar algunos aminoacidos, reduciendo asi
la calidad de la proteina (Betancur et al., 2009). EI método mas elegido en la industria
alimentaria es el uso de enzimas proteoliticas (Potier y Tomé, 2008) ya que pueden
mejorar las propiedades fisicoquimicas, funcionales y sensoriales de las proteinas
nativas sin afectar su valor nutricional (Betancur et al., 2009).

Particularmente la pepsina y la pancreatina son enzimas usadas principalmente
para promover la digestibilidad de las proteinas. La pepsina (EC 3.4.23.1) utilizada en la
industria de alimentos, es una enzima (endoproteasa) de origen animal (bovino o
porcino), cuya especificidad es la hidrolisis preferencial entre residuos hidrofébicos
arométicos como fenilalanina (tirosina o leucina) y triptéfano (o fenilalanina, tirosina). La
pancreatina (CAS. 8049-47-6, EC 232-468-9) es una preparacion de enzimas digestivas,
obtenida de pancreas de porcino (0 bovino), conformada por las endopeptidasas:
tripsina, quimotripsina, elastasa y una exopeptidasa, la carboxidpeptidasa. La tripsina
hidroliza enlaces peptidicos que estan precedidos por lisina o arginina; la quimotripsina
muestra preferencia por aminoacidos como fenilalanina, triptéfano, tirosina y leucina; la
elastasa rompe en donde haya alanina o glicina, formando asi péptidos que son
fragmentados en sus carbonos terminales por la carboxipeptidasa para formar
aminodcidos, ya que ésta Ultima cataliza la hidrélisis del enlace peptidico C-terminal de
péptidos cualquiera que sea su longitud de la cadena o identidad del residuo del
aminodcido C-terminal (Mtller-Esterl, 2008).

Las enzimas pepsina y pancreatina se han empleado de forma individual o
secuencial para la obtencion de hidrolizados de proteina, y en algunos casos se ha
empleado en forma secuencial para simular el proceso de digestion gastrointestinal
(Velarde-Salcedo, 2013). Algunos investigadores (Megias et al., 2004; Mojica, Chen y
Mejia 2015; Polanco-Lugo et al., 2014; Segura et al., 2010; Velarde-Salcedo et al., 2013)
han empleado en forma secuencial estas enzimas para la produccién de hidrolizados y
péptidos bioactivos a partir de proteinas vegetales, reportando la obtencién de
hidrolizados extensivos con grados de hidrélisis que van desde un 16 a un 60%, dando
lugar a una mezcla de péptidos de diferente tamafio con potencial antidiabético (al inhibir
enzimas como la DPP-IV, a-amilasa y a-glucosidasa), potencial antioxidante o efecto
hipotensor. Dichos autores han empleado diferentes tiempos de hidrélisis desde 90 min,
1 h, 2, 3y 4 h de hidrélisis. Megias et al. (2004) al trabajar con hidrolizados de proteina
de girasol para obtener péptidos inhibidores de ECA, observaron que la actividad de la
pepsina es rapida durante los primeros minutos y produce péptidos bioactivos, pero
posteriormente su actividad se hace mas lenta, lo cual se refleja en una disminucién de
la bioactividad de los péptidos, no obstante, al paso de 45 min la actividad de los péptidos
bioactivos vuelve a incrementar. Observaron que la adicion de pancreatina en forma
secuencial favorece desde el inicio en que es adicionada, un grado de hidrélisis mayor
gue cuando se trabaja s6lo con pepsina, permitiendo obtener por un tiempo mas
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prolongado, péptidos bioactivos, encontrando dentro de los primeros 60 min, péptidos
con la méxima actividad inhibitoria. Segura et al. (2010) reportaron que, con 90 min de
hidrélisis, al trabajar con V. unguiculata, se obtuvo un grado de hidrdlisis similares que
los reportados por otros autores al trabajar por 3 h.

La alcalasa y la flavourzima son también enzimas comerciales utilizadas en el
procesamiento de alimentos. La alcalasa (EC 3.4.21.62) obtenida de Bacillus
licheniformis es ampliamente utilizada para la hidrélisis de proteinas en la industria y la
investigacion, es una endoproteasa con amplia especificidad por enlaces peptidicos y
preferencia por residuos grandes no cargados (Integrated relational Enzyme database
[IntEnz], 2016), residuos hidrofébicos (Benitez et al., 2008) y también se ha visto que
escinde en aminoacidos del lado carboxil de acido glutamico, metionina, leucina, tirosina,
lisina y glutamina (Rocha, Hernandez, Chang y de Mejia, 2014). La alcalasa se ha
utilizado para hidrélisis de proteinas debido a que ha demostrado una gran actividad
proteolitica en la produccién de péptidos con actividades bioldgicas, antiinflamatorias,
antioxidantes, hipotensoras y para la regulacién de la glucosa (Li-Chan, Hunag, Jao, Ho
y Hsu, 2012; Oseguera-Toledo, de Mejia y Amaya-Llano, 2015; Ren et al., 2016; Segura
et al.,, 2010; Torruco-Uco, Chel-Guerrero, Martinez-Ayala, Davila-Ortiz y Betancur-
Ancona, 2009). Se han obtenido hidrolizados extensivos y obtencion de péptidos desde
400 Da a 1-2 kDa, con potencial antidiabético, que inhiben enzimas como la DPP-IV, a-
amilasa y a-glucosidasa (Oseguera-Toledo et al., 2015; Ren et al., 2016).

La flavourzima (CAS 9014-01-1, EC 232-752-2) es un complejo de
exopeptidasa-endoproteasa (Betancur et al., 2009) que es vendida como un preparado
industrial derivado de Aspergillus oryzae que hidroliza tanto enlaces internos como
externos de la cadena de proteina. La informacién sobre su composicion es escasa; pero
recientemente en una caracterizacién exhaustiva del preparado de flavourzima, se ha
reportado que estd conformada por ocho enzimas clave (Merz et al., 2015): Dos
aminopeptidasas (que liberan aminoacidos N-terminal preferentemente donde haya
leucina), dos dipeptidil peptidasas (que liberan dipéptidos N-terminales con preferencia
en prolina), dos neutroproteasas (que rompen en residuos hidrofébicos
preferentemente), una alcalinoproteasa (que hidroliza proteinas con una amplia
especificidad, pero no hidroliza enlaces de péptidos) y una a-amilasa (no proteasa que
hidroliza enlaces glucosidicos) (IntEnz, 2016). La flavourzima es usada para la hidrélisis
de proteinas en varias aplicaciones industriales y de investigacion; se ha utilizado para
hidrélisis de proteinas de algunas leguminosas como caupi y garbanzo (Pedroche et al.,
2002; Segura et al., 2010) en forma secuencial con la alcalasa. Como su nombre sugiere,
la produccién de compuestos activos de sabor de varias fuentes de proteinas es su
mayor aplicacion (Merz et al., 2015). Se ha investigado que su uso en forma individual o
secuencial con la alcalasa produce altos grados de hidroélisis y disminuye el sabor
amargo que se produce en algunos productos durante la hidrélisis (Betancur et al., 2009)
debido a residuos hidrofobicos. Por su capacidad de generar compuestos activos de
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sabor y de ser una enzima con amplia especificidad por las endo y exoproteasas que la
conforman, al emplearla en conjunto con la alcalasa se ha reportado la obtencion de
péptidos bioactivos con actividad hipotensora (Pedroche et al., 2002; Ruiz-Ruiz, Davila
Ortiz, Chel-Guerrero y Betancur-Ancona, 2010). Se ha reportado que el uso secuencial
de proteasas alcalasa-flavourzima ha permitido la obtencién de hidrolizados extensivos
en hidrolizados de proteina de girasol, mas que utilizando dichas enzimas en forma
individual (Villanueva, Clemente, Bautista y Millan, 1999). Predoche et al. (2002)
reportaron con hidrolizados de proteina de garbanzo, la obtencion de péptidos bioactivos
con maximas actividades de inhibicién de ECA empleando un tiempo de hidrdlisis con
alacalasa-flavourzima de 90 min y después de este tiempo descendi6 la actividad. Con
el empleo de la alcalasa y flavourzima en forma individual se han logrado obtener
algunos péptidos con potencial antidiabético o hipotensor.

El uso secuencial de proteasas permite la obtencién de hidrolizados proteinicos
extensivos con altos grados de hidrélisis en un periodo de tiempo razonable a diferencia
del empleo con una sola enzima (Ruiz-Ruiz et al., 2010). Ademas con base en la revision
bibliografica realizada sobre los hidrolizados y fracciones peptidicas con potencial
antidiabético citada mas adelante, se observa que empleando en algunos casos la
enzimas pepsina-pancreatina y alcalasa o flavourzima, se ha generado la produccién de
inhibidores de las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV a partir de hidrolizados
extensivos y de las fracciones peptidicas generalmente de tamafio pequefio (<1-3 kDa),
por lo que es conveniente emplear la enzimas pepsina, pancreatina y alcalasa,
flavourzima en forma secuencial para garantizar grados de hidrdlisis altos, que potencien
la liberacién de péptidos bioactivos, ademas que con el sistema alcalasa-flavourzima se
tiene el beneficio de reducir sabores amargos, a un tiempo de hidrélisis de 90 min ya que
con este tiempo se ha visto que se pueden obtener péptidos biolégicamente activos
trabajando a valores de pH y temperatura 6ptima de las enzimas.

¢ Fracciones peptidicas ultrafiltradas.

La mayoria de los productos obtenidos a base de proteina se purifican antes de
gue puedan ser utilizados. Las necesidades de llevar a cabo esta etapa suelen ser: la
obtencion de altas purezas, el enriquecimiento de la concentracibn de proteinas o
fracciones, la eliminacion de las impurezas, el cumplimiento de especificaciones del
producto, entre otros (Saxena, Tripathi, Kumar y Shahi, 2009). Las proteinas e
hidrolizados proteinicos pueden fraccionarse en diferentes grupos segdn sus
propiedades fisicas y quimicas similares, mediante una variedad de diferentes métodos
como ultracentrifugacion, cromatografia de exclusion de tamafo, de interaccion
hidrofébica, en fase reversa, de intercambio i6nico, de afinidad, por electroforesis en gel
(Adhikari, Manthena, Sajwan, Kota y Roy, 2010; Bougatef et al., 2010; Issaqg, Conrads,
Janini y Veenstra 2002) o por ultrafiltracion.
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Algunos hidrolizados proteinicos que han mostrado tener actividad biolégica
como inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina, o para regular la glucosa en
sangre, suelen fraccionarse para separarse, con base al tamafio molecular y/o a los
péptidos bioactivos formados. En diversos trabajos, la obtencién de fracciones
peptidicas, se ha obtenido mediante procesos de ultrafiltracion utilizando membranas
con cortes de peso molecular (MWCO, Molecular weight cut-off, en Daltons) de 10.000
Da (10 kDa), 5000 Da (5 kDa), 3000 Da (3 kDa) y 1000 Da (1 kDa) (Cho, Unklesbay,
Hsieh y Clark, 2004; Choi, Sabikhi, Hassan y Anand, 2012; Ruiz-Ruiz, Davila-Ortiz, Chel-
Guerrero y Betancur-Ancona, 2013).

Para la concentracion de proteinas, las membranas se han utilizado
tradicionalmente para la separaciéon basada en tamafio con altos rendimientos, e
incluyen procesos como la microfiltracion, la clarificacion, filtracion estéril y ultrafiltracion
(Saxena et al., 2009). Con estos procesos de membrana, se puede realizar la filtracién
de soluciones biol6gicas que contiene proteinas, péptidos, aminoacidos, sales y otros
compuestos como acidos organicos, azUcares, vitaminas. Entre las aplicaciones que
contempla el uso de membranas, se incluyen la concentracion de proteinas de suero
durante la produccién de una variedad de productos lacteos, la filtracion de vino o la
purificaciébn de soluciones de aguas. Se han utilizado tradicionalmente para separar
especies de tamanfo diferente, como las proteinas de las células, caldos de fermentacion,
células escombros y la separacién de componentes de bajo peso molecular a partir de
proteinas. De tal forma que la ultrafiltracién se ha convertido en el método de rutina para
la separacion/fraccionamiento de proteinas (Saxena et al., 2009). En comparacion con
métodos cromatogréficos, las técnicas de separacion con membrana ofrecen ventajas
de menor costo, facilidad y factibilidad de escalamiento para la produccién comercial,
siendo una de sus principales desventajas el ensuciamiento en la membrana debido a la
absorcion de proteinas durante la filtracion.

Particularmente, la ultrafiltracién ha sido el método preferido y ampliamente
utilizado para la concentracion de proteinas incluso reemplazando a la cromatografia de
exclusién por tamafio, ya que las membranas suelen ser de diversos polimeros
sintéticos, con alta estabilidad térmica y resistencia quimica. En comparacion con
métodos de concentracibn mediante procesos térmicos, métodos de decantacion,
filtracién, centrifugacion y diversas aplicaciones de cromatografia, la ultrafiltracion resulta
en un método atractivo para el area de alimentos por su facilidad de implementacion,
flexibilidad del mddulo, tamafio compacto segin su disefio, ofreciendo ventajas de
automatizacion. Por lo que se suele emplearla como una de las primeras etapas de
purificacién para concentrar la proteina y facilitar posteriores procesos de separacion
(Barragan, 1999). En el &rea alimentaria ofrece ventajas de seguridad, competitividad y
manejo relativamente sencillo (Saxena et al., 2009).
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La ultrafiltracion convencional se limita a la separacién de solutos que difieren
hasta en 10 veces su tamafio. La eleccion de la membrana se guia por lo general por el
peso molecular de corte (MWCO), que se define como el peso molecular equivalente de
la proteina méas pequefia que exhibe aproximadamente un rechazo del 90%. Los
mddulos de ultrafiltracion ofrecen la separacion fisica de las corrientes retenidas y las
filtradas, un soporte mecéanico para la membrana (de ser necesario), acceso para la
limpieza y transferencia de masa.

Hidrolizados proteinicos y fracciones peptidicas con potencial antidiabético.

Oseguera-Toledo et al. (2014) mencionan que se ha demostrado que algunas
proteinas, hidrolizados de proteina, fracciones peptidicas o péptidos bioactivos y
aminoacidos de origen vegetal pueden controlar los niveles de glucosa directa o
indirectamente, mediante mecanismos como la inhibicién de las enzimas a-amilasa, a-
glucosidasa, dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV), la secreciéon de incretinas e insulina, el
incremento de la captacion de la glucosa en los tejidos para su utilizacion y evitar su
acumulacion extracelular, asi como mediante la disminucion en la produccion de
glucosa, tal como se muestra en la Tabla 4, donde se observan algunos hidrolizados de
proteina, fracciones peptidicas o péptidos bioactivos obtenidos de diferentes fuentes de
proteina, que han demostrado por diferentes mecanismos tener potencial antidiabético.

Algunas investigaciones sobre hidrolizados, fracciones peptidicas y péptidos
bioactivos se han realizado a partir de fuentes de proteina de origen animal y origen
vegetal, en los que se ha demostrado que dichos componentes tienen el potencial para
inhibir las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa, dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V). Por lo que
se ha establecido que, estos compuestos pueden ofrecer la posibilidad para su
incorporacion dentro de alimentos funcionales o productos farmacéuticos (Lacroix y Li-
Chan, 2013; Lee et al., 2011; Matsui, Yoshimoto, Osajima, Oki y Osajima, 1996).
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Tabla 4. Ejemplos de hidrolizados, fracciones peptidicas y péptidos bioactivos con potencial antidiabético (Mojica et al. 2015;
Oseguera-Toledo et al., 2014; Oseguera-Toledo et al., 2015; Velarde-Salcedo et al., 2013).

Enzima
] empleada para Secuencia de aminoacidos con potencial . . Modo
Fuente de proteina N Mecanismo de accién probado o
hidrolizar la para regular la glucosa (modelos in vitro)
proteina
Amaranto Tripsina 7, Hidrolizados * Inhibicién de DPP-IV Ensayo enzimatico

pancreatina STHASGFFFFHPT,
STNYFLISCLLFVLFNGCMGEG,

GLTEVWDSNEQEF,
TIEPHGLLLPSFTSAPELIYIEQ
GNGITGMMIPGCPETYESGSQQFQGGEDE
Proteina de soya Pepsina'y Péptidos * Captacién de glucosa en células Captacion de
pancreatina musculares. glucosa en miocitos
L6
Linaza Tripsina y Fracciones peptidicas* Captacién de glucosa en células Captacion de
pronasa musculares glucosa en miocitos
L6
Frijol comun Pepsina- Hidrolizados Inhibicién de a-amilasa, a-glucosidasa Ensayo enzimatico
precocido pancreatina [FATGT, QQRRLLRRK, KLLLRRLQ, Inhibicion de DPP-IV

LAPPG, REYLLVAQ, LRENNKLMLLELK,
RLLLKLRQ, LSERRMLLRKEKQAQ]

Caupi germinado Alcalasa Hidrolizados [TTAGLLE] Inhibicion de DPP-IV Ensayo enzimatico
Frijol comdn (Pinto Alcalasa Hidrolizados y fracciones <1 kDa [LLSL, Inhibicion de a-amilasa, DPP-IV Ensayo enzimatico
Durango) QQEG, NEGEAH]
Bromelaina Hidrolizados y fracciones <1 kDay 1-3 kDa  Inhibicién de a-amilasa, a-glucosidasa,
DPP-IV

Incremento de la secrecion de insulina
estimulada por glucosa en células iNS-1-E
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Continuacion Tabla 4.

Enzima . .
Secuencia de aminoacidos
. empleada para . . ol Modo
Fuente de proteina S con potencial para regular la Mecanismo de accion probado o
hidrolizar la (modelos in vitro)
. glucosa
proteina
- Ensayo enzimético
Salvado de arroz Umam|2|ma, G, LP. IP Inhibicion de DPP-IV
desgrasado Bioprasa SP
Hidrolizados [LLSL] y fracciones Estimulacion de captacién de glucosa, Inhibicion  En células
<1 kDa [LSLL] de DPP-IV
Alcalasa
Frijol comdn (Negro) Hidrolizados[LLSL] fracciones  Estimulacion de captacién de glucosa, Inhibicion  En células
Bromelaina <1 kDa [LLSL] de DPP-IV

Fracciones <1 kDa [FFL]

Inhibicion de DPP-IV

Ensayo enzimatico

*Secuencia no disponible
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Mojica et al. (2015) reportaron que los hidrolizados de proteina de frijol P. vulgaris
de diferentes variedades, obtenidos con pepsina-pancreatina, tuvieron actividad
inhibitoria de la a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV, resultando los inhibidores més
potentes, los hidrolizados de la variedad rojo y navy. Por otro lado, Ngoh y Gan (2016)
en una investigacion realizada con un hidrolizado de proteina de frijol pinto (P. vulgaris),
obtenido mediante hidrélisis con protamex (proteasa de Bacillus sp) encontraron que la
fraccion peptidica ultrafiltrada menor a 3 kDa, mostré la mayor inhibicion de la enzima a-
amilasa respecto a otras fracciones. Los péptidos presentes en dicha fraccién con mayor
inhibicion fueron PPHMLP, PLPWGAGF, PPHMGGP, PLPLHMLP y
LSSLEMGSLGALFVCM. Yu, Yin, Zhao, Liu y Chen (2012) reportaron en una
investigacion de un hidrolizado de albumina de huevo, obtenido con alcalasa, que el
péptido purificado KLPGF mostr6 la mayor actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa y
a-glucosidasa, concluyendo que dicho péptido puede ser un buen candidato para
posteriores investigaciones como compuesto antidiabético. Oseguera-Toledo et al.
(2015), reportaron en un estudio con hidrolizados de proteina de P. vulgaris, obtenidos
con alcalasa o bromelaina, que tanto los hidrolizados, asi como las fracciones peptidicas
de tamafio menor a 1 kDa mostraron la mayor actividad inhibitoria sobre las enzimas a-
amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV respecto a otras fracciones. Posteriormente mediante
una simulacidon computacional de los péptidos hallados en los hidrolizados y las F<1 kDa,
encontraron que los péptidos LLSL, QQEG, FFL se enlazaron con la a-amilasa y DPP-
IV 'y el NEGEAH a la a-amilasa debido a interacciones con el sitio catalitico.

Por otro lado, Lacroix y Li-Chan (2013) en una investigacion con hidrolizados de
proteina de suero, a-lactoalbumina, [B-lactoglobulina, seroalbumina y lactoferrina,
obtenidos mediante hidrélisis con pepsina, reportaron que estos compuestos pueden
tener efectos benéficos sobre la regulacion de la glucemia ya que, fueron capaces de
inhibir la enzima a-glucosidasa y DDP-IV. Otros autores han reportado la produccién de
hidrolizados de proteina de musculo de sardina (Matsui et al., 1996), de capullo de seda
(Lee et al., 2011) como inhibidores de la a-glucosidasa, coincidiendo en algunos casos
gue las mejores inhibiciones de enzima se obtuvieron en fracciones peptidicas de
tamafio <1 a 3 kDa.

En un estudio publicado por Rocha et al. (2014) con hidrolizados de proteina de
V. unguiculata, obtenidos por hidrélisis con alcalasa, reportaron actividad inhibitoria
sobre la enzima DPP-IV, y después de ser hidrolizados con pepsina-pancreatina
encontraron que mediante una simulacién de unién molecular el péptido TTAGLLE se
enlaz6 a la a-amilasa en una forma que bloqueaba su sitio activo. Por otro lado, en
estudios realizados por Li-Chan et al. (2012) se report6 que los hidrolizados obtenidos
con alcalasa, bromelaina y flavourzima a partir de proteina de gelatina de piel de salmon,
presentaron actividad inhibitoria de la enzima DPP-IV. Siendo el hidrolizado obtenido con
flavourzima el que mostré mayor actividad inhibitoria. Aunado a estos resultados, cuando
fraccionaron dicho hidrolizado, obtuvieron que la fraccion peptidica menor a 1 kDa tuvo
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la mayor actividad inhibitoria sobre dicha enzima y posteriormente cuando separaron por
cromatografia esta fraccion, hallaron la presencia de los péptidos GPAE y GPGA de 372
y 300.4 Da respectivamente, en una de las fracciones obtenidas con mayor actividad
inhibitoria. De dicha investigacién concluyeron que estos péptidos podrian ser utilizados
como ingredientes de alimentos funcionales para el manejo de la DMT2.

Velarde-Salcedo et al. (2013) reportaron que los hidrolizados de proteina de
amaranto, obtenidos por digestion con tripsina y pancreatina, presentaron actividad
inhibitoria de la enzima DPP-IV. Y mediante una simulacién de unién molecular
observaron que algunos péptidos STHASGFFFFHPT, STNYFLISCLLFVLFNGCMGEG,
GLTEVWDSNEQEF, TIEPHGLLLPSFTSAPELIYIEQ GNGITGMMIPGCPETYESGSQ
QFQGGEDE fueron capaces de unirse a la DPP-IV en diferentes sitios. Otros estudios
han reportado la produccion de inhibidores de DPP-1V a partir de la hidrélisis enzimatica
de proteinas como de salvado de arroz (Hatanaka et al., 2012), jamén seco curado
(Gallego, Aristoy y Toldra, 2014), jugo de coccion de atun (Huang, Jao, Ho y Hsu, 2012)
y caseina (Nongonierma y Fitzgerald, 2013), coincidiendo en su mayoria que las
fracciones peptidicas entre 1 a 2 kDa presentan altas inhibiciones.

A la fecha no se han encontrado estudios realizados con hidrolizados y
fracciones peptidicas de P. lunatus y V. unguiculata de las que se haya evaluado su
potencial para inhibir la enzima a-amilasa y a-glucosidasa. En la generacion de
inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa, son mas las investigaciones realizadas, a partir
de otros compuestos no proteinicos de origen vegetal, tales como extractos de plantas,
0 extractos de inhibidores de a-amilasa naturales de frijol comun.

Enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos y mecanismos de su
inhibicién para laregulacion de glucosa en sangre.

Existe diversas enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos con
diferentes mecanismos para la regulacién de la glucosa en sangre, dentro de las cuales
se encuentra la a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV.

Enzima a-amilasa.

El almidon es un polisacarido que forma parte de la dieta humana que
proporciona energia para el crecimiento y el desarrollo del organismo. En su forma
nativa, se le encuentra en diversos tejidos vegetales como polen, hojas, tallos, raices,
tubérculos, bulbos, rizomas, frutas y semillas. Se extrae en forma pura a partir de una
variedad de fuentes como trigo, arroz, papa, cebada, avena, guisantes, tapioca y
principalmente en maiz. Los animales consumen almidén en su forma nativa, a través
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de granos de cereales. Sin embargo, los seres humanos lo consumen exclusivamente a
partir de cereales, tubérculos y raices cocidos y mediante diversos productos como pan,
pastas, galletas, entre muchos otros, encontrandose en su forma digerible. El almidén
se adiciona a la alimentacion humana en muchas formas modificadas, como agentes
espesantes, gelificantes, entre otros usos, para proporcionar textura e inevitablemente
energia (calorias). Los almidones nativos son tanto indigeribles como incapaces para
contribuir a la estructura de muchos alimentos, por esta razén se modifican quimica,
enzimatica o fisicamente para adquirir propiedades deseables para aplicaciones
especificas y producir una diversidad de productos como pastas, geles digeribles,
dextrinas con diversos usos en la industria de alimentos, jarabe de glucosa,
maltodextrinas, glucosa cristalina (dextrosa) y maltosa (Tester, Karkalas y Qi, 2004).

Por lo anterior el almidén se considera la principal fuente de carbohidratos en la
dieta humana (LinAmy et al., 2012). El cual esta conformado (Figura 1) por una mezcla
de amilosa, un polisacarido no ramificado de unos 100 a 1000 residuos de D-glucosa
unidos por enlaces glicosidicos a-(1—4) y amilopectina, un polisacarido ramificado de la
amilosa con enlaces a-(1—4) en las cadenas lineales de residuos de D-glucosa y
enlaces glicosidicos a-(1—6) en las ramificaciones (Horton, Moran, Scrimgeour, Perry y
Rawn, 2008). Durante la alimentacion, la digestién del almidon (Figura 1) comienza en
la boca por la accién de la amilasa salival. Conforme transcurre el tiempo de la digestion,
la acidez inactiva la a-amilasa salival y la longitud promedio de la cadena del almidén se
reduce de varios miles de residuos de glucosa a menos de ocho o nueve unidades. La
digestion continda en el intestino delgado bajo la influencia de la a-amilasa pancreéatica,
gue es similar a la de la saliva, la cual degrada el almidén a una mezcla del disacéarido
maltosa, el trisacérido maltotriosa y oligosacaridos conocidos como dextrinas (Figura 1).
Estos oligosacéridos seran posteriormente hidrolizados a monosacaridos para ser
absorbidos en el intestino y transportados a la circulacion sanguinea para su distribucion
y utilizacién en los tejidos del organismo (Feduchi, Romero, Yafez, Blasco y Garcia-Hoz,
2011; Ferreira, et al., 2010).
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Digestion del almidon

Almidén de la dieta
(Compuesto por amilopectina v amilosa)

\r)‘)”\

Boca = a-amilasa salival

Estoémago l
(pH acido)

Intestino delgado

(pH bésico)
W__, a-amilasa pancredtica

Maltosa
Maltotriosa
Dextrinas

Amilopectina Amilosa
A

al = 6 al — 4

| Maltosa Maltotriosa ‘ ’ Maltotriosa H Maltosa

Dextrinas

Figura 1. Accion de la a-amilasa sobre la digestion del almidon (Feduchi et al., 2011).

La digestion del almidén en el ser humando se lleva a cabo por la accion de la
a-amilasa (EC 3.2.1.1; 1-a-4-D-glucano hidrolasa) que es un enzima que actla sobre el
almidon, el glucdgeno y otros oligosacaridos relacionados, de una forma aleatoria para
formar azlcares simples (oligosacaridos). Esta enzima se produce principalmente en las
glandulas salivales (glandulas parétidas) y en el pancreas (Horton et al. 2008). En los
animales el pH 6ptimo de la a-amilasa es de 6.7 a 7.2. ES una enzima gue pertenece a
la clasificacion de las hidrolasas cuya especificidad es la hidrélisis de enlaces
glicosidicos internos a-(1—4) de polisacaridos mayores a tres residuos de glucosa
(IntEnz, 2016).

La estructura tridimensional de la a-amilasa ha sido reportada para varias
especies y se indica que esta compuesta por tres dominios estructurales A, B, y C. Con
su sitio activo en el dominio A, en una depresién en forma de “V” localizada en el N-
terminal central, que comprende un barril (B/a)sy los aminoacidos carboxilicos Asn 197,
Glu 233 y Asp 300. El dominio A sirve su vez como un andamio para el dominio B, el
mas pequefio en donde se une el ion calcio, el cual da estabilidad a la estructura terciaria.
El dominio C estd conformado por una estructura B-anitparalela que puede dar

37



proteccion contra otras enzimas digestivas (Mahmood, 2014; Qian, Haser, Buisson,
Duee y Payan, 1994).

La inhibicion de la a-amilasa, retarda la disponibilidad oligosacéaridos que seran
convertidos en la glucosa, retardando consecuentemente su absorcion intestinal, por lo
gue esta accion representa una estrategia para el tratamiento de DMT2 (Oseguera-
Toledo et al., 2014). Motivo por el cual cada vez mas investigadores se encuentran
interesados en la busqueda de inhibidores efectivos de esta enzima, a partir de
diferentes fuentes (Yu et al., 2012) tales como los hidrolizados de proteina o fracciones
peptidicas a partir de proteinas de origen vegetal.

Algunos investigadores indican que la inhibicion de la a-amilasa sucede debido
a que los péptidos contenidos en los hidrolizados proteinicos o fracciones peptidicas
compiten con el sustrato natural y se enlazan directamente al sitio catalitico de la enzima
provocando su inhibicién (Oseguera-Toledo et al., 2015, Yu et al., 2012).

O bien los péptidos interactian o se enlazan con el dominio activo de la a-
amilasa, restringiendo los requerimientos estructurales, afectando el grado de
acoplamiento del sustrato por la enzima. Generandose una superficie de interaccién mas
pequefia para el sustrato, de tal forma que el intermediario glicosil-enzima no se puede
formar debido a una barrera para el desplazamiento de la a-amilasa sobre el sustrato,
provocando en consecuencia una baja actividad de la misma. Lo anterior ha sido
reportado por Ngoh y Gan (2016). en una investigacion realizada con péptidos
inhibidores de la a-amilasa obtenidos de P. vulgaris (frijol pinto) quienes sugirieron que
la inhibicién pudo estar determinada primordialmente por el bajo nUmero de subsitios
para el acoplamiento del almidén o modificacién estructural del sitio activo. Esto basado
en que el mecanismo propuesto de la actividad de la a-amilasa es el de “corredizo”
(Mazur y Nakatani, 1993). En el que la enzima se mueve a lo largo del sustrato sin
disociaciény la interaccion entre el almidén y la enzima es preferentemente débil y ocurre
via enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van Der Waals, e interacciones con grupos
aromaticos de la cadena. Utilizando asi un mecanismo catalitico de doble
desplazamiento en el cual se forma un intermediario glicosil-enzima que es hidrolizado
posteriormente por catdlisis acido-base (Mahmood, 2014).

Ngoh, Lim y Gan (2017) asi como Ngoh y Gan (2016) también indican que los
péptidos inhibidores de la a-amilasa identificados en sus investigaciones con P. vulgaris,
se enlazaron a aminoacidos de la a-amilasa gque no necesariamente tienen una alta
participaciébn en la reaccién catalitica, de tal forma que se enlazan a la enzima,
produciendo una forma alterada de ésta que deshabilita el enlazamiento entre la enzima
y el sustrato natural.
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Mojica et al. (2015) mencionan que en la inhibicion son claves el tipo y la
secuencia de amino&cidos en el potencial de interaccion entre los grupos funcionales de
los péptidos inhibidores con los aminoacidos en el sitio catalitico de la enzima. Pues en
el caso de la inhibicion competitiva, ésta ocurre cuando las fracciones peptidicas se
posicionan con los aminoacidos del sitio catalitico mediante interacciones que dependen
de las distancias y grupos funcionales en las cadenas (como puentes de hidrégenos,
enlaces polares, interacciones hidrofobicas, entra otras).

Machius, Vértesy, Huber y Wiegand (1996) reportaron en una investigacion con
un polipéptido inhibidor de la a-amilasa de 9000 Da, el tendamistat, que la inhibicién de
la enzima pudo deberse a un comportamiento que implicé que los diferentes segmentos
de este polipéptido hayan interactuado en una forma cooperativa con la enzima. En
donde es posible que esta modifique su conformacién para acomodar al tendamistat u
otros inhibidores de origen proteinico, dando lugar asi a la inhibicion. Ya que se observo
gue dicho inhibidor tuvo interacciones que involucraron cuatro diferentes regiones a lo
largo de la hendidura de la a-amilasa entre los dominios A y B, donde el segmento | del
tendamistat (que contiene Tir, Trp, Arg, Tir) se enlazé directamente a la regién del sitio
activo. Bloqueando asi los cinco centros de enlazamiento de residuos de glucosa. Y otros
segmentos del inhibidor se enlazaron a otros subsitios de enlazamiento de glucosa, asi
como a residuos en la a-amilasa que estan mas alejados del sitio activo, en la superficie
de la hendidura.

Enzima a-Glucosidasa.

En los humanos, cuatro enzimas son las responsables para completar la
degradacién del almidén en glucosa (Ferreira et al., 2010), molécula capaz de ingresar
al torrente sanguineo por transportadores especificos. Las primeras enzimas son la a-
amilasa salival y pancreatica que se mencionaron en el apartado anterior y
posteriormente la isomaltasa y maltasa (a-glucosidasa) (Ferreira et al., 2010).

La a-glucosidasa pertenece a la clasificacion de las enzimas hidrolasas, las
cuales catalizan las reacciones de hidrolisis de diferentes sustratos, tales como los
oligosacéridos para producir unidades de a-D-glucosa. Esta presente en una amplia
gama de seres vivos como microorganismos, hongos, plantas y animales (Krasikov,
Karelov y Firsov, 2001). La especificidad por el sustrato y sus propiedades dependen en
gran medida de la fuente de donde haya sido obtenida (Kim, Kim, Nam y Kurihara, 2008).
Una vez que la a-amilasa ha hidrolizado el almidén y generado maltosa, maltotriosa y
dextrinas, éstas Ultimas que son oligosacaridos de 4 a 9 residuos de glucosa con enlaces
a-(1—4) y ramificaciones a-(1—6) son hidrolizadas por la isomaltasa que hidroliza
enlaces a-(1—6). La maltosa y la maltotriosa seran hidrolizadas por la a-glucosidasa (o
maltasa) para generar residuos de glucosa. De esta manera se producen unidades de
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glucosa que seran posteriormente absorbidas para su correspondiente transporte y
distribucion en el organismo (Figura 2).

La a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) esta presente en el ser humano en el cepillo
borde del intestino delgado, realizando funciones anabdlicas, como la degradacion de
carbohidratos en la etapa final de la digestiéon (Ferreira et al., 2010). Su especificidad es
principalmente la hidrélisis de enlaces glicosidicos a-(1—4) de oligosacéaridos para
liberar glucosa, aunque también puede hidrolizar enlaces (1—6) pero muy lentamente.
La a-glucosidasa también se encuentra como EC 3.2.1.3, enzima lisosomal que hidroliza
enlaces a-(1—4) y (1—6) del glucdgeno liberando glucosa libre (Kakavanos, Hopwood,
Lang, Meikle y Brooks, 2006). A pesar que las isomaltasas no pertenecen a ninguna de
las familias de las glucosil hidrolasas, se llegan a considerar también como a-
glucosidasas (Krasikov et al., 2001).

Aungue la glucosa puede ser absorbida en intestino delgado, la maltosa, los
trisacaridos y las dextrinas generados de la hidrélisis del almidén no. Las células
epiteliales absorbentes que revisten las vellosidades intestinales producen un namero
de otras enzimas entre ellas la a-glucosidasa “en el borde cepillo” para permitir la
digestion y subsecuente absorcién de tales materiales y de disacaridos derivados de
otras fuentes (Figura 2). Consecuentemente la hidrolisis de algunos carbohidratos ocurre
en la superficie de las células epiteliales en el intestino delgado mas que en el lumen del
intestino (Tester et al., 2004). Las enzimas del “borde cepillo” incluyen también la
sacarasa que libera glucosa y fructosa de la sacarosa, la lactasa que libera glucosa y
galactosa de la lactosa, enzimas que no son relevantes para el metabolismo del almidén
(Figura 2) pero gue son de importancia para la digestién de otros disacéaridos de la dieta
(Feduchi et al., 2011; Tester et al., 2004).
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LUMEN INTESTINAL
Digestion Absorcion

Figura 2. Enzimas y productos implicados en la digestion de carbohidratos (Feduchi et
al., 2011).



Se ha visto en estudios con a-glucosidasas de Sacharomyces cerevisiae
(McCarter y Withers, 1996) que a-glucosidasa se trata de una exoenzima. Cuya
estructura tridimensional es similar a la de las amilasas y otras glicohidrolasas de la
familia 13, que conserva un sitio activo en forma de hendidura con la region catalitica
(Asp 214, y Glu 276) en el barril (B/a)8 en el dominio A, asi como caracteristicas
relacionadas de los tres dominios A, B, C, (Krasikov et al., 2001), que cataliza la hidrdlisis
de los enlaces a-glicosidicos terminales de oligosacaridos, liberando residuos de a-
glucosa del extremo no reductor de sustratos como di o trisacaridos (Krasikov et al.,
2001, Yoon, Mukerjea y Robyt 2003). En su estructura, se ha encontrado que cuenta con
tres subsitios para el enlazamiento de unidades de glucosa importantes para la actividad
catalitica (Yao, Mauldin y Byers, 2003).

Van de Laar (2008) menciona que los inhibidores de las a-glucosidasa retrasan
la absorcion de carbohidratos reduciendo la hiperglucemia postpandrial; tienen un papel
en el estado prediabético reduciendo la progresién de la diabetes, complicaciones
vasculares cronicas y la obesidad. Por ello la inhibicion de la a-glucosidasa que
disminuye la disponibilidad de la glucosa que sera absorbida en el intestino, al evitar que
se liberen residuos de este monosacérido, resulta en una estrategia para el tratamiento
de DMT2 (Matsui et al., 1996; Yu et al., 2012) en conjunto con la inhibicion de la a-
amilasa.

En la actualidad permanece desconocido el mecanismo por el cual los péptidos
bioactivos inhibidores de la a-glucosidasa interactian con esta. Algunos autores han
encontrado en sus investigaciones, que las interacciones podrian ser del tipo hidréfobas
proteina-proteina, y dependen de los grupos funcionales en las cadenas proteinicas,
pudiéndose darse interacciones del tipo: enlaces de hidrégeno, enlaces polares, enlaces
interacciones hidréfobas, entre otras (Lacroix y Li-Chan, 2013; Mojica et al., 2015). Por
lo que es determinante para los péptidos inhibidores de la a-glucosidasa el tipo de
aminodcido y la secuencia en que estos se encuentran para interactuar con el sitio
catalitico (Mojica et al., 2015) u otros sitios de la enzima.

Respecto a los medicamentos comercialmente disponibles para el tratamiento
de DMT2, conocidos como inhibidores de la a-glucosidasa (AGIS), éstos son una clase
Unica de antidiabéticos. Estos farmacos orales derivados de bacterias son inhibidores de
la enzima que no tienen un mecanismo de accién pancreatico, trabajan para reducir la
hiperglucemia postpandrial y proveen de un beneficio cardiovascular incuestionable. Los
(AGIS) fueron inicialmente aislados a partir de cultivos bacterianos o sus derivados:
acarbosa de Actinoplanes, miglitol, un derivado semisintético de la 1-desoxinojirimicina,
de Bacillus y Streptomyces sp, y voglibosa, validamicina A, un producto de Streptomyces
hygroscopicus. Mientras que la acarbosa fue desarrollado por primera vez en Alemania,
y posteriormente aprobado en todo el mundo.
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Dentro de los farmacos existentes en el mercado se encuentran: la acarbosa
(Glucobay®) que inhibe la maltasa, sucrasa, glucoamilasa y la amilasa pancreatica; el
miglitol (Glyset®) que difiere de la acarbosa en que no inhibe la amilasa pancreatica y la
voglibosa (Volix®) que es mas débil que la acarbosa y tampoco inhibe la amilasa
pancreatica; siendo el primero el mas prescrito. Los efectos secundarios predominantes
de estos farmacos son los gastrointestinales (Van de Laar, 2008). La acarbosa inhibe las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, en tanto que la voglibosa y el miglitol solo inhiben
las enzimas que hidrolizan disacaridos, pero no la a-amilasa (Kalra, 2014).

Enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V).

Muchos de los tratamientos para la DMT2 estan enfocados en el uso de
analogos de GLP-1 (péptido similar al glucagon-1), receptores agonistas GLP-1 e
inhibidores de DPP-IV (Dipeptidil peptidasa IV). El GLP-1 y GIP (péptido insulinotrépico
dependiente de glucosa) son hormonas incretinas que estimulan la liberacién de insulina
del pancreas en una forma glucosa-dependiente. Ambos péptidos son sustratos
naturales para la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) siendo rapidamente
degradados in vivo sobre linfocitos y células endoteliales de los vasos sanguineos
resultando en una pérdida de su actividad insulinotrépica. Por ello los inhibidores de
DPP-IV protegen a las incretinas de esta enzima degradadora, incrementando asi la vida
media de la actividad de dichas hormonas (Power, Nongonierma, Jakeman y FitzGerald,
2014) (Figura 3a).

La DPP-IV conocida también como adenonisa desaminasa de enlaces de
proteina o CD26 (EC 3.4.14.5) es una aminopeptidasa ubicua, expresada en la superficie
de varios tipos de células incluyendo linfocitos, monocitos y en tejidos del pancreas,
rifién, higado y tracto gastrointestinal. Tiene una especificidad de substrato relativamente
estricta y principalmente rompe dipéptidos conteniendo prolina o alanina del N-terminal
del polipéptido sustrato (Figura 3 b). Estudios de su cinética han demostrado que las
velocidades de rompimiento ocurren a pH entre 7.5y 8.5 a 37°C (Power et al., 2014).

La estructura de la DPP-IV consta de una unidad de dos mondémeros unidos
mediante un doble eje, con dos dominios (el B-hélice y a/p hidrolasa) entre los cuales se
encuentra la triada catalitica (Ser 630, His740 y Asp708) al interior de la estructura de la
enzima, en una cavidad en forma de un bolsillo hidrofébico, cuyo acceso se puede dar
por dos puertas. La puerta grande que es la preferida por los sustratos naturales y por la
cual sélo péptidos alargados o incluso proteinas desdobladas pueden accesar al sitio
activo de la enzima (Aertgeerts et al., 2004; Power et al., 2014). O la puerta pequeia
que es una forma de embudo como un tunel situado en el dominio el B-hélice. La
estructura de la DPP-IV contiene dos residuos E (glutamato) esenciales para la actividad
enzimatica y reconocimiento del N-terminal del sustrato y su anclaje al sitio catalitico, un
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subsitio S1 (para el acomodo e interaccion con residuos de prolina o alania) y S2 (para
reconocimiento de otros residuos hidrofébicos largos y aromaticos) (Aertgeerts et al.,
2004; Power et al., 2014; Velarde-Salcedo et al., 2013).
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Figura 3. a) Secrecién de las incretinas (GLP-1 y GIP) en el intestino, durante la ingesta
de alimentos, y su accion de promocion de secrecion de insulina en el pancreas (Células
rojas ) para la regulacion de glucosa en sangre (Kim y Egan, 2008). b) Inhibicién de las
incretinas por la enzima DPP-IV (Power et al., 2014).
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Durante una comida las incretinas GLP-1 y GIP son liberadas dentro del
intestino delgado y acttan como los reguladores primarios de la homeostasis de la
glucosa. Sin embargo, en un paciente con DMT2 la actividad de dichas hormonas se ve
disminuida hasta en un 50% comparado con una persona saludable. EI GLP-1 es un
péptido pro-glucagon derivado presente en las células (L) enteroendocrinas, las cuales
son predominantemente encontradas en la porcién inferior del intestino delgado. Es
liberado a la circulacion en su forma activa, pero tiene una vida corta de 2-4 min y es
rapidamente degradado por la enzima dipeptidil peptidasa (DPP-IV) la cual rompe el
dipépptido N-terminal (His-Ala) produciendo un GLP-1 inactivo. El GIP es un péptido que
es liberado de las células (K) duodenales en el intestino delgado proximal. Es secretado
en respuesta a ingestién de nutrientes como grasa y carbohidratos y se eleva dentro de
los 5-10 min del periodo postpandrial con picos de 30 a 60 min después de la ingestion
de nutrientes. Es inactivado por la DPP-IV por el rompimiento del dipéptido N-terminal
(Try-Ala) (Power et al., 2014) (Figura 3 b).

Se ha demostrado que un numero de péptidos actian como inhibidores
competitivos de la DPP-IV que compiten con el sustrato por el sitio catalitico. Los
inhibidores no competitivos pueden interactuar con sitios de enlaces secundarios (por
ejemplo, sitios receptores y sitios de reconocimiento de sustrato) y modifican la
especificidad del sustrato y actividad catalitica de la DPP-IV (figura 4).
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Figura 4. Modo de accion de los inhibidores de la DPP-IV (Ahrén et al., 2011).

Velarde-Salcedo et al. (2013) analizaron péptidos identificados, obtenidos de
hidrolizados de proteina de amaranto y mediante una simulacién de unién molecular,
encontraron que estos (principalmente los péptidos pequefios menores a 13 residuos)
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interactuaron dentro de la cavidad de la puerta de entrada preferida por los sustratos
naturales de la DPP-IV, blogueando su acceso y otros de mayor tamafio de hasta 50
residuos interactuaron en la interface de la DPP-IV bloqueando su forma activa.

Los inhibidores de DPP-IV conocidos como gliptinas son farmacos emergentes
peptidomiméticos o no peptidomiméticos. Los primeros imitan el dipéptido N-terminal.
Entre los farmacos comerciales inhibidores de DPP-IV se encuentran: Vildagliptina,
(Galvus®), Saxagliptina (Onglyza™), Linagliptina (Tradjenta™), Sitagliptina (Januvia®),
Alogliptina (SYR-322). La mayoria de los inhibidores de DPP-IV son bien tolerados, sin
embargo, algunos efectos adversos de componentes de la gliptina han sido reportados
como dolores de cabeza, infecciones urinarias y del tracto respiratorio (Power et al.,
2014) asi como reacciones gastrointestinales.

Citotoxicidad

Generalidades.

Autores como Hartmann, Wal, Bernard y Pentzien (2007) reportan que debe
probarse mediante estudios en humanos, el efecto benéfico a la salud del consumo de
hidrolizados o péptidos bioactivos. Al igual que debe tomarse en cuenta la valoracién de
los posibles efectos adversos que estos componentes podrian ejercer o bien los
subproductos, que podrian estar contenidos inevitablemente en tales alimentos, antes
de ser ampliamente consumidos, para asegurar que no representa un riego a la salud
humana. Dentro de los requerimientos de valoracion de efectos adversos se incluye la
ausencia de toxicidad, citotoxicidad y alergenicidad.

Las reacciones adversas a los alimentos se dividen clasicamente en toxicas y
no toxicas. Las reacciones téxicas, en la cual se incluye la citotoxicidad, se producen en
cualquier individuo de la poblacion general a condiciéon de una dosis de exposicién que
sea suficiente. Las reacciones adversas no téxicas sélo se producen en determinados
grupos de la poblacion o incluso en individuos predispuestos que tienen una base
genética particular y la susceptibilidad a ciertos alimentos. Esta categoria comprende las
reacciones que estan mediadas inmunolégicamente (por ejemplo, alergia) y varias otras
reacciones, dependiendo de los mecanismos bioldgicos implicados. Las reacciones
adversas que no estan mediadas inmunoldgicamente también implican (en alimentos) el
llamado fendmeno de intolerancia. La causa puede ser enzimatica (por ejemplo,
intolerancia a la lactosa, la cual se debe a la deficiencia de lactasa), farmacolégica (por
ejemplo, la particular reactividad a sustancias bioactivas que pueden ser componentes
naturales de los alimentos o de los aditivos alimentarios) y en su mayoria desconocida,
0 combinacion de varios mecanismos (Hartmann et al.,, 2007). En el caso de la
alergenicidad, la resistencia a la hidrdlisis proteolitica con pepsina, se sigue proponiendo
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como un criterio adicional a la evaluacion de riesgos de proteinas alérgicas. Ya que en
el caso de que una degradacién rdpida y extensa de una proteina en presencia de
pepsina no se confirme en condiciones apropiadas, deben llevarse a cabo estudios
adicionales para determinar la probabilidad de que la proteina pueda ser alergénica, en
caso contrario no seria relevante realizar esta prueba (Hartmann et al., 2007).

La citotoxicidad puede ser definida como la capacidad que poseen ciertos
compuestos de producir una alteracién de las funciones celulares béasicas que conlleva
a un dafio; a través de estimulos las células pierden su equilibrio homeostatico, que
provoca que se adapten, se degeneren o mueran y estos dafios pueden ser detectados.
Entre los ensayos para su cuantificacion, se encuentran por ejemplo los métodos que
miden la actividad metabdlica celular, los de proliferacién celular o los de exclusion
celular para medir la viabilidad de las células, mediante tinciones (Acevedo et al., 2013,
Hartmann et al., 2007). Los métodos que estiman el numero de células viables en cultivo
se basan por lo general en la medicién de un indicador de la actividad metabdlica o
medicion de masa celular. Tales como los métodos de tincién desarrollados para medir
células viables metabolicamente activas en base a su capacidad de convertir ciertas
clases de productos quimicos en formas que se pueden medir facilmente o compuestos
quimicos que se unen a determinadas moléculas de las células. Los ensayos de
citotoxicidad, técnicas de cultivo in vitro dan una idea del potencial citotoxico de tales
compuestos en vivo (animales o humanos) (Stoddart, 2011) y pueden ayudar a
comprender el mecanismo de accion, lo cual ayuda a minimizar los costos de estudios
clinicos, asi como el uso de animales de laboratorio (Hartmann et al., 2007).

Linea celular para ensayos de citotoxicidad.

Los ensayos con células de mamiferos han desempefiado un importante papel
para identificar y caracterizar los potenciales efectos biolégicos de agentes quimicos y
fisicos que rodean al hombre. Entre las lineas celulares mas utilizadas se encuentran,
las células CHO (células de hamster de ovario chino), las células VERO (células de rifién
de mono verde), células RK (de rifibn de conejo), las células HelLa (células de cancer
cervical), las células MCDK (células de rifidn de canino Madin Darby), la cuales pueden
ser utilizadas para ensayos de citotoxicidad (Acevedo et al., 2013).

Para llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad de los hidrolizados proteinicos
y fracciones peptidicas de P. lunatus L. y Vigna unguiculata L. en el presente trabajo, se
selecciond la linea celular Vero ATCC-CCL-81 (linea celular epitelial normal de rifién de
mono verde africano) por su disponibilidad, velocidad de crecimiento, facilidad de cultivo
y homologia a las células humanas (Liao, Shi, Jia, Jiay Wang et al., 2010). Los sistemas
de cultivo de células intestinales han recibido gran atenciéon como modelos para estudios
toxicoldgicos, ya que el intestino es uno de los sitios principales de la exposicion a
compuestos bioactivos y toxicos (Hartmann et al., 2007).

46



Estudios han demostrado que los compuestos citotdxicos pueden perturbar la
funcién normal del epitelio del intestino. Ademas, las monocapas de células epiteliales
representan una barrera para toxinas y antinutrientes. Este hecho subraya la importancia
particular de los modelos de cultivo de células epiteliales para una evaluacion de la
citotoxicidad integral de proteinas y péptidos (Hartman et al., 2007). La linea celular Vero
a pesar de no representar un modelo del enterocito humano como las células epiteliales
intestinales HT29 o la Caco-2, las cuales a pesar de tratarse de células malignas
presentan mayores similitudes morfolégicas y funcionales a los enterocitos humanos
sanos (Hartman et al, 2007; Singh, Mitic, Wieckowski, Anderson y McClane, 2001),
representa un modelo comun para el estudio de nefrotoxicidad (Dias et al., 2009) y
efectos citopaticos extensivos. En diversos estudios de citotoxicidad ha demostrado ser
susceptible a diversos componentes toxicos de diversas plantas y otros compuestos
quimicos como trazas contaminantes, asi como ciertas toxinas, virus y microbios
(Bézivin, Tomasi, Lohezic-Le Devehat y Boustie, 2003; Freire, Labrador, Martin y Hazen,
2005; Osada et al., 2014, Srivastava, Ahmad y Khan, 2015).

Lo anterior resulta relevante ya que el transporte de un compuesto ajeno al
organismo (xenobidtico) implica su exposicion a diferentes partes de éste, por ejemplo,
higado, rifidn, glandulas sudoriparas, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal, entre
otros, pudiendo ser biotransformado, almacenado o llegar a un sitio especifico de accién
causando alteraciones biolédgicas. El rifidn es el sistema de excrecion por excelencia
para desechar compuestos a través de la orina (Valle y Lucas, 2000). Por lo que el flujo
alto de sangre al rifion combinado con su capacidad para concentrar solutos puede
exponer a este 6rgano a altas concentraciones de xenobioticos. Dantas et al. (2015)
mencionan que la nefrotoxicidad causada por la exposicion a agentes xenobioticos es
un problema, no obstante, los factores responsables de la susceptibilidad a las lesiones
aun no se han comprendido plenamente. El tdbulo epitelial es particularmente
susceptible a lesion, atribuida en parte a la sensibilidad, velocidad metabdlica y alta
exposicidn a concentraciones intracelulares de compuestos que aquellos normalmente
vistos con otros tipos de células en el cuerpo. Por lo que el dafio celular en el epitelio
tubular resultaria en la pérdida de funcion de transporte, reduciendo asi el transporte de
electrolitos, tales como sodio y cloruro, tal como lo observaron Dantas et al. (2015) en
un estudio realizado con veneno de vibora Bothrops marajoensis.

Citotoxicidad de hidrolizados proteinicos o péptidos bioactivos

Existen investigaciones donde se ha reportado que algunas proteinas,
hidrolizados proteinicos y péptidos de origen animal y vegetal que son ingeridos como
alimentos normales o funcionales pueden exhibir un determinado potencial citotoxico en
el sistema humano. Algunos autores como (Wang y de Mejia, 2005) reportaron que
péptidos obtenidos por hidroélisis de proteina de soya desgrasada, como el nonapéptido
(X-M-L-P-S-Y-S-P-Y) purificado, mostré cierta citotoxicidad in vitro en una linea celular
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de macréfagos de monocitos de raton. Otros estudios de péptidos de hidrolizados de
proteinas de leche como a-Sl-caseina (obtenidos mediante digestion con tripsina de
bovino) con secuencias identificadas arginil-proli-lisina, leucil-lisil-lisina y tirosil-lisina,
nombrados a-caseidicinas, mostraron citotoxicidad hacia las células sanas T y B de raton
(Otani y Susuki, 2003). Sin embargo, también se ha evaluado que péptidos inhibidores
de ECA derivados de caseina bovina no presentaron citotoxicidad en ensayos realizados
con lineas celulares ECV-304 (células venosas endoteliales umbilicales humanas) (Wu,
Yu, Zhang, Che y Jiang, 2014). Resultados similares se encontraron cuando se
evaluaron hidrolizados de proteina muscular de rana en lineas celulares de fibroblastos
de pulmén embrionarios (MRC-5) (Qian, Jung, Lee, Byun y Kim, 2007). Asi como con
hidrolizados de miofibrillas de carne y extractos de proteina de tejido conectivo, que
produjeron péptidos bioactivos no citotoxicos, con capacidad antioxidante y de inhibicion
de ECA, los cuales fueron probados en células Vero (Ryder, Bekhit, McConnell y Carne,
2016).

Cabe sefalar que varios estudios informan también sobre un potencial
citotdxico de péptidos y proteinas bioactivas, exclusivamente o al menos en un grado
mas alto en experimentos con células malignas (Hartmann et al., 2007). Por lo que estos
componentes bioactivos podrian tener un efecto benéfico contra cancer (Hartmann et
al., 2007). Por ejemplo, se ha identificado citotoxicidad in vitro de proteinas de la leche
como lactoferrina que ha mostrado efectos en la proliferacion de linfocitos mediada por
lectina, la a-lactoalbimina inhibe la proliferacion de la linea celular intestinal IEC-9, Caco-
2 y HT29 e induce la apoptosis en células linfoides (Hartmann et al., 2007). Se ha
reportado por ejemplo, que proteinas de frijol runner (o ayocote) (Phaseolus coccineus
cv.) han presentado actividad antiproliferativa en lineas celulares de leucemia (Ngai y
Ng, 2004); los frijoles Jack han presentado inhibicion de lineas celulares de estudio
(Fitzgerald et al., 2001); un péptido purificado obtenido a partir de frijol comun también
tuvo efecto citotdxico sobre lineas celulares con cancer de mama y leucemia (Wong y
Ng, 2005). En el caso de la proteina de trigo y otras gramineas han presentado inhibicién
de la sintesis de ADN/ARN en células Caco-2 e inhibicion de crecimiento de diferentes
células de mamiferos (Giovannini, Mancini y De Vincenzi, 1996).

Compuestos téxicos de P. lunatus L. y V. unguiculata L.

Durante el procesamiento y obtencién de productos alimenticios proteinicos
tales como los concentrados e hidrolizados, se pueden presentar cambios en la proteina
debido a los métodos de procesamiento u obtencién. Uno de los procesos ampliamente
empleados para la obtencion de concentrados de proteina, es el tratamiento de esta con
alcalis (como hidroxido de sodio) para lograr su solubilizacién y también se puede
emplear para mantener las condiciones alcalinas durante el proceso de hidrélisis de la
proteina, lo cual puede dar lugar a la degradacién de varios amino&cidos como cisteina,
arginina, treonina y serina, que son los mas sensibles. Por lo que, bajo condiciones
alcalinas y temperaturas moderadas, se pueden formar productos que se han
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encontrado son nefrotdxicos en ratas, por ejemplo, la lisinoalanina, la ornitinioalanina y
la lantionina. La lisinoalanina se forma por desulfuracion de la cisteina y el sulfuro es
liberado como &cido sulfhidrico. El tratamiento de la serina y residuos de fosfoserina con
alcali también pueden dar lugar a la dehidroalanina. El grado de formacion de
lisinoalanina depende de la naturaleza de la proteina, la duracion y temperatura de
reaccion y la concentracion del &lcali utilizado. Para diferentes proteinas de leguminosas,
por ejemplo, de frijol mungo, caupi (Vigna unguiculata L.) y cacahuate, se ha reportado
gue producen cantidades considerables de lisinoalanina cuando son tratadas con
hidréxido de sodio 0.05a 0.075 N a 20°C por 30 min y el contenido por gramo de proteina
puede variar de 200 a 800 mg/100g, sin embargo, las proteinas de frijol como el “rifion”
y lima (Phaseolus lunatus L.) se han reportado estables bajo estas condiciones (De
Vries, 1996).

Los compuestos antinutrimentales presentes en ciertas leguminosas, también
pueden inducir efectos toxicos indirectamente. Los mayores efectos toxicos de las
leguminosas son producidos por los inhibidores de proteasas y lectinas, compuestos de
estructura proteinica (Sotelo, Arteaga, Frias y Gonzalez-Garza,1980). Las lectinas,
consideradas como auténticas enterotoxinas a diferencia de los inhibidores de
proteasas, tienen una afinidad especifica por ciertos receptores que se localizan en la
membrana celular como es el caso de la membrana de los eritrocitos, y se ha visto que
entre sus efectos toxicos se encuentran el retraso en el crecimiento e incluso la muerte,
causando una intensa inflamacion de la mucosa intestinal, con destruccion del epitelio y
edema, al interactuar con los vellos intestinales o lesiones epiteliales del intestino (Valle
y Lucas, 2000). Sotelo et al. (1980) encontraron que la viabilidad in vitro de células
epiteliales de intestino de rata se vio disminuida al estar en contacto con extractos de
proteina de frijol escumite (Phaseolus acutifolios), posiblemente relacionada con el
contenido de lectinas en dicha especie.

Las lectinas se pueden inactivar por procesos de calentamiento o remojo
(Adeparusi, 2001; Lajolo y Genovese, 2002) o mediante obtencién de concentrados
proteinicos (Olivera-Castillo et al., 2007). Se ha visto que aun cuando los concentrados
proteinicos son sometidos a procesos de hidrélisis enzimatica, algunos inhibidores de
proteasas han sido capaces de resistir la protedlisis con pepsina-pancreatina in vitro
(Lajolo y Genovese, 2002) y las lectinas pueden ser tdxicas si resisten la hidrélisis de
enzimas digestivas (Valle y Lucas, 2000) pudiéndose observar cantidades residuales
(Olivera-Castillo et al., 2007). Freitas et al. (2004) reportaron que en la fraccién de
proteina albumina de V. unguiculata, las lectinas exhibieron actividad de aglutinacién de
eritrocitos hacia eritrocitos triptinizados de conejo, pero en la fraccién de globulina
purificada, principal proteina de almacenamiento de esta leguminosa no se observo
actividad. Olivera-Castillo et al., 2007 reportaron que en la obtencion de un concentrado
de proteina de V. unguiculata, no se detectd actividad debida a lectinas. De La vega y
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Sotelo (1986), reportaron que el contenido de lectinas en P. lunatus, fue bajo en especies
domesticadas en comparacion con especies silvestres.

Debido al procesamiento por el cual atraviesa la obtencion de hidrolizados
proteinicos y fracciones peptidicas a partir de P. lunatus y V. unguiculata, la presencia
de componentes téxicos se prevé baja o nula, sin embargo, tomando en cuenta la
complejidad de los péptidos bioactivos péptidos y sus procedimientos de preparacion,
se hace necesario mantener la evaluacién de sus posibles efectos adversos (Wang y de
Mejia, 2005). Por lo que sdlo evaluando la ausencia de éstos o demostrando que son
despreciables, los productos proteinicos podrian postularse como benéficos a la salud
sin restricciones (Hartmann et al., 2007).
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo general.

Evaluar el potencial antidiabético y el efecto citotoxico in vitro de hidrolizados
proteinicos y fracciones peptidicas ultrafiltradas obtenidas a partir de Phaseolus lunatus
L. y Vigna unguiculata L.

3.2. Objetivos particulares.

Estimar el grado de hidrélisis de los hidrolizados proteinicos obtenidos a partir
de P. lunatus y V. unguiculata, generados con los sistemas secuenciales de enzimas
alcalasa-flavourzima y pepsina-pancreatina.

Evaluar la actividad inhibitoria in vitro de los hidrolizados proteinicos y sus
correspondientes fracciones peptidicas de tamano >10, 5-10, 3-5, 1-3 y <1 kDa,
obtenidas por ultrafiltracion, sobre las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y dipeptidil
peptidasa IV,

Valorar el efecto citotoxico in vitro, de los hidrolizados proteinicos o fracciones
peptidicas que hayan tenido la mayor actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa,
a-glucosidasa y dipeptidil peptidasa IV.

Establecer el perfil de aminoacidos de los hidrolizados proteinicos o fracciones
peptidicas que hayan tenido la mayor actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa,
a-glucosidasa y dipeptidil peptidasa IV.

51



52



4. MATERIALES Y METODOS.

En la Figura 5, se presenta el esquema completo sobre la metodologia seguida
para el cumplimiento de los objetivos del presente trabajo.

Los granos de P. lunatus y V. unguiculata, se limpiaron y molieron para obtener
las harinas, las cuales se suspendieron en una solucién alcalina para la obtencién de los
aislados de proteina por precipitacién de ésta hasta su punto isoeléctrico. Los aislados
proteinicos de cada frijol se sometieron a un proceso de hidrélisis enzimatica con el
sistema secuencial de enzimas alcalasa-flavourzima y con el sistema secuencial de
enzimas pepsina-pancreatina, utilizando ambos sistemas en forma independiente.
Posteriormente los cuatro hidrolizados proteinicos obtenidos se ultrafiltraron para
obtener cinco fracciones peptidicas de tamafio >10, 5-10, 3-5, 1-3 y < 1 kDa a partir de
cada hidrolizado.

Se evalué el potencial antidiabético de los hidrolizados proteinicos y fracciones
peptidicas ultrafiltradas, mediante la actividad inhibitoria in vitro de cada uno de éstos
sobre las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV. A los hidrolizados proteinicos o
fracciones peptidicas, que presentaron la mayor actividad inhibitoria sobre dichas
enzimas se les determiné la ICso, su perfil de aminoacidos y su citotoxicidad in vitro.
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Adgquisicion de la materia prima:
Granos de Phaseolus lunatus L. y Vigna unguiculata L.

L

Obtencion de las harinas

Se limpiaron y molieron los granos

'

Obtencion de los aislados proteinicos

Se empled el método de solubillizacion alcalina de la
proteina y su precipitacion isoeléctrica.

|
v v ¥

Obtencién del hidrolizado proteinico Obtencién del hidrolizado proteinico Obtencién del hidrolizado proteinico

v

Obtencién del hidrolizado proteinico

P. lunatus (A-F) P.lunatus (P-P) V. unguiculata (A-F) V. unguiculata (P-P)
Se llevo a cabo la hidrolisis enzimatica del Se llevo a cabo la hidrolisis enzimatica del Se llevod a cabo la hidrélisis enzimatica del Se llevo a cabo la hidrélisis enzimatica del
aislado proteinico de P. lunatus con el aislado proteinico de P./unatus con el sistema aislado proteinico de V.unguiculata con el aislado proteinico de V. unguiculata con el
sistema secuencial alcalasa-flavourzima (A-F). secuencial pepsina-pancreatina (P-P). sistema secuencial alcalasa-flavourzima (A-F). sistema secuencial pepsina-pancreatina (P-P).
] ] | ]

v

Obtencion de las fracciones peptidicas

Cada hidrolizado proteinico se ultrafiltré con
membranas, para obtener cinco fracciones:

>10, 5-10,3-5,1-3y <1 KDa

Evaluacion de la actividad inhibitoria
(potencial antidiabético)

Se realizd mediante el ensayo de inhibicién in vitro de
las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV, con
cada hidrolizado y sus respectivas fracciones
peptidicas.

Evaluacion del efecto citotoxico y perfil de
aminoacidos

Se realizé el ensayo de viabilidad de la linea celular
Vero in vitro con |os hidrolizados proteinicos o
fracciones peptidicas con mayor potencial
antidiabético, a los cuales seles determind su perfil de
amino&cidos.

Figura 5. Desarrollo experimental del trabajo de investigacion.
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4.1. Obtencion de materia prima.

Los granos de frijol lima (Phaseolus lunatus L.) variedad plana y caupi variedad
negra (Vigna unguiculata L.) fueron adquiridos de una cosecha de noviembre-diciembre
del afio 2015, en la unidad de agricultores del municipio de Muna y en la central de
abastos del municipio de Mérida en el estado de Yucatan, respectivamente. Se
trasladaron al laboratorio de Ciencias de los Alimentos en la Facultad de Ingenieria
Quimica de la Universidad Auténoma de Yucatan donde se almacenaron a temperatura
ambiente hasta su uso.

4.2. Obtencidn de las harinas.

Los granos fueron limpiados manualmente para eliminar impurezas y granos
dafiados o quebrados. Posteriormente los granos de Phaseolus lunatus L. se molieron
en un molino universal pulvex hasta obtener una harina capaz de atravesar la malla 20
(0.85mm), la cual se molié en un molino cycotlec 1093 hasta obtener una harina capaz
de pasar a través de una malla 60 (0.24 mm). Para la obtencién de la harina de los
granos de Vigna unguiculata L., se siguio el mismo procedimiento que Phaseolus lunatus
L., pero utilizando un molino mykros.

4.3. Obtencién de los aislados proteinicos.

Para obtener los aislados proteinicos de P. lunatus L. y V. unguiculata L., se
procedié conforme al método indicado por Chel-Guerrero et al. (2002) con una ligera
modificacion. Se procesaron 10.4 kg y 9.3 kg de harina de P. lunatus y de V. unguiculata,
respectivamente. Se suspendié la harina, en agua destilada en una proporcién 1:6 p/v
(harina/agua) y se ajust6 el pH a 11 con una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 1M,
dejando en agitacibn mecanica durante 1h a 400 rpm con un equipo caframo (Rz-1,
Heidolph Schwabach, Germany). Posteriormente la suspensién se pas6 de manera
secuencial por mallas 80 y 150 para separar la parte de sélidos de fibra de la mezcla
liguida que contenia proteina y almidén. El residuo sélido de fibra fue lavado cinco veces
con 825 ml (agua destilada) por kilogramo de harina procesada. La suspension de la
mezcla de proteina y almidon se dejé reposar durante 1.5 h en un recipiente a
temperatura ambiente para recuperar las fracciones respectivamente de proteina
solubilizada y almidén. La fracciébn de proteina soluble fue separada del almidén
mediante un sifon. Posteriormente se ajusté el pH a 4.5 con &cido clorhidrico (HCI) 1 M,
para precipitar la proteina. La suspension fue centrifugada a 1317 x g durante 12 min,
en una centrifuga (Mistral 3000i) para recuperar el precipitado de proteina, el cual fue
liofilizado a =47 -C y 13 x 1073 mbar (Figura 6).

55



Suspensiénde la harina en agua Residuo sélido de fibra Lavado 5 veces con

destilada, 1:6 pliv | agua destilada
Ajuste de pH de la suspension a Mezclado e proteina y
11 con solucion de NaOH 1M, almidon en suspension
agitar 1h 400 rpm.

Reposo de la suspension a

temperatura ambiente
Tamizado de la suspension en
malla 80 (0.177 mm) y 150 (0.105 Ajustede pH
mm) apl 4.5, HCI 1M

Centrifugacion 12 min,
1317x g

Liofilizadoa-47 -Cy 13 x
10-3 mbar.

Figura 6. Diagrama de bloques para la obtencion del aislado proteinico.

4.4. Andlisis proximal de las harinas y aislados proteinicos.

La composicién proximal de las harinas de P. lunatus y V. unguiculata y de sus
aislados proteinicos, se determiné conforme a los métodos oficiales de analisis (Official
Methods of Analysis of AOAC International, 2005).

Se determiné la humedad, proteina cruda, grasa cruda, fibra cruda, cenizas,
conforme a los métodos AOAC: 925.09, 2001.11, 920.39, 962.09, 923.03
respectivamente. El extracto libre de nitrégeno (ELN) se determiné restando del 100%,
la suma de los porcentajes de proteina, grasa, cenizas y fibra.
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4.5. Hidrélisis enzimética secuencial con alcalasa-flavourzima (A-F) y pepsina-
pancreatina (P-P).

La hidrdlisis enzimética secuencial de los aislados proteinicos de P. lunatus y
V. unguiculata fue realizada conforme lo reportado por Segura et al. (2010). La variable
de respuesta fue el grado de hidrdlisis (GH). La hidrélisis se realizdé bajo condiciones
controladas de temperatura, pH y agitacion en un vaso de 1000 ml, equipado con un
agitador, termémetro y potenciometro. El aislado de proteina se suspendié en agua
destilada para producir una solucién de proteina al 4% (p/v).

Para la hidrélisis enzimatica se utilizaron los tratamientos enzimaticos
secuenciales Alcalasa ®2.4L (P-4860) (Bacillus licheniformis) y Flavourzima® (P-6110)
(Aspergyllus oryzae). Esta soluciéon se acondicion6 a temperatura y pH Optimos para
cada proteasa antes de adicionarlas. Las proteasas fueron adicionadas a la solucion de
proteina en una proporciéon de 0.3 UAg™? para la Alcalasa® (UA, Unidades Anson,
definidas como la cantidad de enzima que cataliza la conversion de1umol de sustrato
por minuto bajo condiciones especificadas) y 50 UAPL g para la Flavourzima® (1 UAPL
se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1umol de leucina-p-nitroanilida por
minuto). Las condiciones de reaccion fueron de 90 min para el complejo alcalasa-
flavourzima (45 min por cada enzima) a 50°C, con pH 8.0 para Alcalasa® y pH 7.0 para
Flavourzima®. El pH se mantuvo constante adicionando hidréxido de sodio (NaOH) 1.0
M durante la hidrélisis (Figura 7).

La hidrdlisis enzimatica con el sistema secuencial pepsina-pancreatina, se
realizé utilizando pepsina de mucosa gastrica porcina (Sigma, P7000-100G) y
pancreatina de pancreas de porcino (Sigma, 1750-25G), bajo condiciones controladas
de temperatura, pH y agitacion en un vaso de 1000 ml, equipado con un agitador,
termometro y potenciometro. Se realizd hidroliz6 con pepsina por 45 min seguida por
incubacién con pancreatina por 45 min. Los parametros de la hidrélisis fueron una
concentracion de substrato (solucién de proteina) al 4%; una relacion en enzima:
sustrato 1:10; pH 2 y pH 7.5 para pepsina y para pancreatina respectivamente a 37°C.
La hidrdlisis para todos los casos se detuvo mediante calentamiento a 80°C por 20 min,
seguida de centrifugacién a 9880 x g por 20 min para remover la porcién insoluble (Figura
7).
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Sistema Sistema
Alcalasa-Falvourzima Pesina-Pancreatina

Suspension del extracto
proteinico en agua, al 4%

Adicién de alcalasa a 0.3 Adiciéon de pepsinaen
AU/g, ajuste de pH 8, proporciéon (1:10 p/p)
manteniendo constante con enzima:sustrato, a pH 2,
NaOH 1M, por 45 mina 50 °C. mantenido constante con NaOH

1M, por 45 mina 37 °C.

Adiciéon de flavourzima a 50 Adicién de pancreatinaen
UAPL/g, ajuste de pH 7, proporcion (1:10 p/p)
manteniendo constante con enzima:sustrato, apH 7.5
NaOH 1M con NaOH 1M, 45 manteniendo constante con

min a 50 °C. NaOH 1M, por 45 mina 37 °C.

Detencion de la hidrdlisis con
calentamiento a 80°C por 20 min

Remocién de porcidén insoluble por
centrifugacion a 9880 x g por 20 min.

Determinacion del grado de hidrdlisis
(GH)

Figura 7. Diagrama de bloques para las hidrdlisis enzimaticas secuenciales.

4.6. Determinacion del grado de hidrdlisis.

El grado de hidrdlisis (GH) se calculé con la Ecuacion 1, determinando los
grupos libres amino con o-ftaldialdehido conforme la metodologia reportada por Nielsen,
Petersen y Dambmann (2001).

GH =
htot

x100 (1)

Donde:
h . Es el nimero total de enlaces de peptidicos por equivalente de proteina
h: Es el numero de enlaces hidrolizados
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Para ello se procedi6 a la preparacion de una solucion madre de L-serina con
una concentracion de 1 mg/ml, para lo cual se pes6 5 mg de L-serina, que se disolvio en
50 ml de agua desionizada. Se preparé una curva patron de la solucién de L-serina,
conforme a la Tabla 5, a cada tubo se le adicioné 1.5 ml del reactivo OPA (Orto-
ftaldehido). El reactivo OPA se prepar6 disolviendo 3.81 g de tetraborato de sodio y 100
mg de dodecil sulfato de sodio (SDS) en 75 ml de agua desionizada. Por otra parte, se
disolvieron 80 mg de reactivo OPA en 2 ml de etanol y esta solucion se adicioné a la
solucién anterior por enjuague con agua destilada, finalmente se adicioné a la soluciéon
formada, 88 mg de DTT, DL-Ditiotreitol (treo-2,3-dihidroxi-1,4-butanodiol) y se afor6 a
100 ml con agua desionizada.

Tabla 5. Curva patrén de L- Serina.

Tubo  H.0 desionizada (ul) Testigo: L-serina (pl)

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

Para obtener el valor de “h «" se realizdé una hidrdlisis total de los aislados
proteinicos; se peso por triplicado una cantidad de aislado proteinico equivalente a 4 mg
de proteina, que se coloc6 en un tubo pyrex con tapdn de rosca, se adicioné 6 ml de
HCI 6N, se incorporé una cantidad del nitrégeno para desplazar en lo posible el oxigeno
de los tubos, se taparon y se procedi6 a incubarlos en una estufa de conveccion a 110°C
durante 24 h. Transcurrido dicho tiempo, el acido se evaporé empleando una estufa de
vacio a 90°C durante 48 h. El residuo obtenido se resuspendioé en 2 ml de SDS al 1%, y
de esta solucion se realizé una dilucién 1:10 con SDS 1%, de esta solucion se hizo una
dilucion 1:2 con SDS 1%. A ésta ultima solucion se procedié a afiadir 1.5 ml de OPA, se
agitdé en un vértex y se esperé un tiempo de 2 min para llevar a cabo la lectura en un
espectrofotdmetro UV Thermo Scientific a 340 nm.

Para obtener el valor de “h” de los hidrolizados de proteina de cada especie de
frijol obtenidos con los diferentes sistemas secuencial de enzimas, se prepararon 10 ml
de una solucién al 0.25% (v/v) en agua destilada de cada hidrolizado, de esta solucién
se tomaron 200 ul y afiadié1.5 ml de OPA, se ley6 en el espectrofotbmetro a las mismas
condiciones que como se mencionoé en el hidrolizado total; las mediciones se realizaron
por triplicado. Con las absorbancias obtenidas del hidrolizado total de los aislados
proteinicos y los hidrolizados enzimaticos se obtuvieron las lecturas de los enlaces
peptidicos hidrolizados por equivalente de proteina, en la curva patron de L-serina y se
determind el grado de hidrélisis con la férmula citada anteriormente.
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4.7. Obtencion de fracciones peptidicas ultrafiltradas

Una vez obtenidos los cuatro hidrolizados proteinicos, dos de P. lunatus. y dos
de V. unguiculata, fueron fraccionados por ultrafiltracion (UF) conforme al método
reportado por Cho et al. (2004), utilizando una celda de ultrafiltracion (Modelo 2000,
Millipore Billerica, Ma, USA) y cuatro membranas de corte de peso molecular (MWCO)
de 1, 3, 5y 10 kDa. La fraccién soluble de los hidrolizados obtenidos mediante la
hidrélisis con los sistemas alcalasa-flavourzima y pepsina pancreatina, se hicieron pasar
a través de celda de ultrafiltracion, comenzando con la membrana mas grande de 10
kDa. La parte retenida y la parte filtrada fueron recolectadas por separado hasta
alcanzar el maximo rendimiento de filtrado, indicado por un descenso en la velocidad de
flujo del filtrado. El filtrado de 10 kDa, se paso a través de la membrana de 5 kDa hasta
alcanzar el maximo rendimiento. El filtrado de 5 kDa se hizo pasar por la membrana de
3 kDa vy el filtrado obtenido se hizo pasar a través de la membrana de 1 kDa; de esta
manera se obtuvieron cinco fracciones peptidicas ultrafiltradas de cada hidrolizado
nombradas como >10 kDa (fraccion retenida), 5-10 kDa (fraccién retenida 5 kDa, fraccién
filtrada 10 kDa), 3-5 kDa (fraccion retenida 3 kDa, fraccion filtrada 5 kDa), 1-3 kDa
(fraccion retenida 1kDa, fraccion filtrada 3 kDa) y < 1 kDa (fraccion filtrada 1 kDa),
identificadas como P. lunatus P-P, P. lunatus A-F, V. unguiculata P-P y V. unguiculata
A-F, siendo en total 20 fracciones peptidicas por los cuatro hidrolizados (Figura 8).

Hidrolizados proteinicos de
P. lunatus y V. unguiculata
obtenidos con los sistemas
Alcalasa-Flavourzima y
Pepsina-pancreatina

Fraccion soluble

Ultrafiltracion

10 kDa (MWCO)

>10 kDa (Retenido) <10 kDa (Filtrado)

5 kDa (MWCO)

5-10 kDa (Retenido) <5 kDa (Filtrado)

3 kDa (MWCO)

3-5 kDa (Retenido) <3 kDa (Filtrado)

1 kDa (MWCO)

1-3 kDa (Retenido) <1 kDa (Filtrado)

Figura 8. Diagrama de bloques del proceso de obtencién de las fracciones peptidicas
ultrafiltradas a partir de los hidrolizados proteinicos.
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4.8. Determinacion del contenido de proteina de los hidrolizados proteinicos y
fracciones peptidicas ultrafiltradas.

A los hidrolizados y fracciones obtenidas por ultrafiltracion se les determin6 por
triplicado el contenido de proteina soluble, mediante el método de Lowry, Rosebrough,
Farr y Randall et al. (1951).

En tubos de ensayo se colocaron 100 pl de muestra diluida (10 mg de muestra
en 10 ml de agua destilada) y se afiadieron 100 pl de hidréxido de sodio 2.0 N, se
homogenizé el contenido mediante agitacion en vortex durante 30 s y se calent6 en un
bafio a 100 °C durante 10 min. Los tubos se retiraron del bafio y se dejaron enfriar
durante 5 min a temperatura ambiente. Se agregdé 1 ml de reactivo complejo, preparado
con carbonato de sodio (Na>COs) al 2.0%, sulfato cuprico (CuSO4+4H,0) al 1% y tartrato
de sodio y potasio (CsHsKNaOs*4H-0) al 2%, en relaciéon 100:1:1 (v/v/v), se homogenizé
el contenido mediante agitacion en vortex durante 30 s y los tubos se colocaron en la
obscuridad durante 10 min a temperatura ambiente. Después se agregaron 100 pl de
reactivo Folin-Ciocalteu al 50.0%, se homogeniz6 el contenido mediante agitacion en
vortex durante 30 s, se colocé en la obscuridad durante 45 min a temperatura ambiente
y al término de este tiempo se determiné la absorbancia a 750 nm en un
espectrofotdmetro UV-VIS Jenway 7305, USA. La cuantificacion de proteina soluble se
realiz6 mediante una curva de calibracion preparada a partir de una solucién de 2 mg/mi
de seroalbumina bovina.

4.9. Evaluacion del efecto inhibitorio in vitro sobre las enzimas a-amilasa, a-
glucosidasa y DPP-IV.

La evaluacién del efecto inhibitorio in vitro de los hidrolizados y fracciones
peptidicas ultrafiltradas obtenidas de P. lunatus y V. unguiculata sobre las enzimas, a-
amilasa y a-glucosidasa se realiz6 conforme a los métodos modificados de Mojica et al.
(2015) y Dineshkumar, Mitra y Manjunatha (2010), respectivamente.

4.9.1. Inhibicién de enzima a-Amilasa.

Para llevar a cabo el método se procedid conforme a las proporciones de
reactivos indicados en la Tabla 6. En tubos de ensaye, se afiadieron 200 pl de solucién
de a-amilasa 13 U/ml (Tipo VI-B de pancreas de porcino, Sigma Aldrich, lote 27H0463,
previamente disuelta en regulador de fosfato de sodio 20 mM, pH 6.9), posteriormente
se adicionaron 200 pl de muestra (hidrolizado proteinico o fraccion peptidica ultrafiltrada,
disueltos en agua a una concentracion de 100 mg proteina/ml) y se procedi6 a incubar
a 25 °C durante 10 min. Posteriormente para iniciar la reaccion, se adicioné a cada tubo
200 pl de una solucién de almidén (Maizena®) al 1% (previamente disuelto en regulador
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de fosfato de sodio 20 mM, pH 6.9 y hervido por 15 min) y se procedié a incubar a 25°C
por otros 10 min. Al término de este tiempo para detener la reaccion se adicioné a cada
tubo 400 pl del reactivo de color DNS (preparado previamente con &cido 3,5-
dinitrosalicilico 1%, tartrato de Na-K 30% en hidroxido de sodio 0.4 M) y se incubé en un
bafio de agua a 100°C durante 5 min. Finalmente, los tubos se dejaron enfriar a
temperatura ambiente por 5 min y a cada tubo se le adicioné 6 ml de agua, se agitoé por
inversion del tubo y se procedio a leer la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro
UV-VIS Jenway 7305, utilizando un blanco fotométrico de solucion de regulador.

Para cada corrida experimental se prepard un control negativo (ES) que contenia
la enzima y el sustrato sin muestra, adicionando en su lugar regulador, se preparé su
respectivo blanco (BES) que contenia los mismos componentes excepto la enzima. Para
cada tubo conteniendo enzima-sustrato-muestra (ESM), se prepar6 también su
respectivo blanco (BESM) que contenia los mismos componentes, excepto la enzima.
Por otro lado, se prepard un control positivo con su respectivo blanco procediendo como
en ESM y BESM, pero utilizando para ello en lugar de muestra, 200 pl de solucion de
acarbosa 1mM, que inhibi6é el 98.41% de la actividad enzimatica de la a-amilasa, bajo
estas condiciones de ensayo.

Tabla 6. Proporcién de reactivos utilizados para el ensayo de inhibicién de a-amilasa.

Componente Cantidad ES BES ESM BESM
a-amilasa (200 pl) Si No Si No
Muestra (200 pl) No No Si Si
Regulador (200 pl) Si Si No No
Incubacion 25°C 10 min Si Si Si Si
Almidon (200 pl) Si Si Si Si
Incubacion 25°C 10 min Si Si Si Si
DNS (400 pl) Si Si Si Si
a-amilasa (200 pl) No Si No Si
Incubacion 100°C 5 min Si Si Si Si
Enfriar T ambiente Si Si Si Si
Agua eml Si Si Si Si

ES (Tubo Enzima-Sustrato), BES (Tubo blanco Enzima-Sustrato), ESM (Tubo Enzima-Sustrato-
muestra), BESM (Tubo blanco Enzima-Sustrato-Muestra).

Las pruebas de inhibicion se realizaron por triplicado. La actividad inhibitoria se
calculé como el porcentaje de inhibicién de la actividad de la enzima a-amilasa y se
determiné conforme la Ecuacion 2:

(aES—aBES)—(aESM—aBESM)
(aES—aBES)

% Inhibicion de a« — amilasa = x100 (2)
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Donde: aES es la absorbancia de la mezcla de la enzima con el sustrato (ES);
aBES es la absorbancia del blanco (BES); aESM es la absorbancia de la mezcla de la
enzima-sustrato-muestra (ESM) y aBESM es la absorbancia del blanco (BESM).

Se determiné el valor de la ICsp a los hidrolizados o fracciones peptidicas
ultrafiltradas, de cada especie de frijol obtenidas con los sistemas de enzimas P-P o A-
F, que tuvieron la mayor actividad inhibitoria. La ICso es la concentraciéon de inhibidor de
a-amilasa necesaria para inhibir el 50% de la actividad de esta enzima bajo las
condiciones de ensayo. La ICso se calculd por medio de la Ecuacion 3, generada a partir
de la construccion de la grafica de la actividad inhibitoria de a-amilasa (%) en funcion de
la concentracion de proteina del hidrolizado o fraccién peptidica analizada, utilizando
para ello siete concentraciones en un intervalo de 0 a 100 mg proteina/ml para P. lunatus
y V. unguiculata con el sistema P-P, o cinco concentraciones en un intervalo de 40 a 75,
50 a 85 mg proteina/ml para P. lunatus y 10 a 50 mg proteina/ml para V. unguiculata con
el sistema A-F:

= 1Cgy = 22D 3

X = 1lg9 = m 3)
Donde:
X: |Cso

y: 50, es el 50% de inhibicion
b: es la ordenada al origen
m: es la pendiente de la recta.

4.9.2. Inhibiciéon de la enzima a-Glucosidasa.

Para el ensayo de inhibicién de la enzima a-glucosidasa, se procedié conforme
a las proporciones indicadas en la Tabla 7. En una microplaca de 96 pozos se colocaron
20 pl de una solucién de a-glucosidasa 2U/ml (Typo | de Saccharomyces cerevisiae,
Sigma Aldrich, lote SLBPQO778V, disuelta en solucién regulador de fosfato de potasio 50
mM, pH 6.8) y se mezclé con 20 pl de solucién muestra (hidrolizados proteinicos o
fracciones peptidicas disueltas en agua a una concentracion de 200 mg de proteina/ml)
y se incub6 a 37°C por 20 min. Posteriormente se adicionaron 20 pul de p-nitrofenil- a-D-
glucopiranésido (PNPG, 1 mM) como sustrato para iniciar la reaccién y se incub6 a 37°C
por 20 min, al término de este tiempo se adicionaron 50 ul de una solucién de Na>COs
(1 M) para terminar la reacciéon y cada pozo se completé a un volumen de 150 pl con
solucion de regulador. La cantidad de p-nitrofenol liberado se midié a 405 nm utilizando
un lector de placas Stat Fax 4200 Awareness USA, utilizando como blanco fotométrico
solucion de regulador. Para todas las pruebas, el ensayo de inhibicidén se realizé por
cuadruplicado. Se utilizé como control positivo acarbosa, medicamento aprobado como
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inhibidor de a-glucosidasa que puede inhibir tanto a-amilasa como a-glucosidasa
(Moijica, et al, 2015; Kalra, 2014).

Para cada ensayo se prepard un control negativo (ES) que contenia la enzima y
el sustrato sin muestra, adicionando en su lugar regulador, se preparé su respectivo
blanco (BES) que contenia los mismos componentes excepto la enzima. Para cada pozo
conteniendo enzima-sustrato-muestra (ESM), se preparé también un blanco (BESM) que
contenia los mismos componentes excepto la enzima. Por otro lado, se prepard un
control positivo con su respectivo blanco procediendo como en ESM y BESM, pero
utilizando para ello en lugar de muestra, 20 pl de solucién de acarbosa 50 mM, que
inhibié el 90.18 % de la actividad enzimatica de la a-amilasa bajo estas condiciones de
ensayo.

Tabla 7. Proporcién de reactivos utilizados para el ensayo de inhibicion de a-
glucosidasa.

Componente Cantidad ES BES ESM BESM
a-glucosidasa (20 ) Si No Si No
Muestra (20 ) No No Si Si
Regulador (20 ) Si Si No No
Incubacion 37°C 5 min Si Si Si Si
PNP-G (20 ) Si Si Si Si
Incubacion 37°C 20 min Si Si Si Si
Na:CO; (50 pl) Si Si Si Si
a-glucosidasa (20 ) No Si No Si
Regulador (40 ) Si Si Si Si

ES (Tubo Enzima-Sustrato), BES (Tubo blanco Enzima-Sustrato), ESM (Tubo Enzima-Sustrato-
muestra), BESM (Tubo blanco Enzima-Sustrato-Muestra).

La actividad inhibitoria se calculé como el porcentaje de inhibicion de actividad
la enzima a-glucosidasa y se determind conforme la Ecuacion 4:

(aES—aBES)—(aESM—aBESM)
(aES—aBES)

% Inhibiciéon de a — glucosidasa = x100 4)

Donde: aES la absorbancia de la mezcla de la enzima con el sustrato (ES);
aBES es la absorbancia del blanco (BES); aESM es la absorbancia de la mezcla de la
enzima-sustrato-muestra (ESM) y aBESM es la absorbancia del blanco de (ESM).

Se determind el valor de la ICso a los hidrolizados o fracciones peptidicas

ultrafiltradas, de cada especie de frijol obtenidas con los sistemas de enzimas P-P o A-
F, que tuvieron la mayor actividad inhibitoria. Esto conforme el mismo procedimiento
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citado en el ensayo de a-amilasa, empleando para ello la Ecuacion 3. Para lo cual se
construyé una curva de actividad inhibitoria de a-glucosidasa, utilizando siete
concentraciones de hidrolizado o fraccién peptidica en un intervalo de 100 a 250 mg/ml
proteina para V. unguiculata con el sistema P-P o cinco concentraciones en un intervalo
de 0.4 a1; 1 a2 mg de proteina/ml para V. unguiculata y de 60 a 200 mg proteina/ml
para P. lunatus con el sistema A-F.

4.9.3. Inhibicion de enzima Dipeptidil Peptidasa IV (DPP-1V).

Para el ensayo de inhibicion de la enzima DPP-IV, se procedié conforme a las
proporciones de la tabla 8, indicadas en el boletin técnico del kit de inhibicién de DPP-IV
Sigma Aldrich, catadlogo MAK203. En una placa oscura de 96 pozos, se adicionaron: 25
pl de solucién de muestra (hidrolizados proteinicos o fracciones peptidicas ultrafiltradas
disueltos en regulador a una concentracion de 10 mg de proteina/ml), 25 ul de regulador,
seguido de 50 pl de solucién de enzima (preparada previamente disolviendo 1 pl de
enzima con 49 ul de regulador), seguido de la adicion de 50 pl de regulador.
Posteriormente se incubd a 37°C por 10 min y al término de dicho tiempo se adicioné 25
pl de solucion de sustrato (preparado previamente, disolviendo 2 ul de sustrato con 23
pl de regulador). Posteriormente se incubd a 37°C durante 30 min y se leyé en un
fluorémetro Thermo Scientific Appliskan, a una longitud de excitacién (Aex) de 355 nmy
longitud de emisién (Aem) de 460 nm al tiempo 0, 5,10, 15, 20, 25 y 30 min. Los ensayos
se realizaron por triplicado.

Para cada ensayo experimental se prepar6 un control negativo (ES) que contenia
la enzima y el sustrato sin muestra, adicionando en lugar de ésta regulador, se preparé
su respectivo blanco (BES) que contenia los mismos componentes, excepto la enzima.
Para cada pozo conteniendo enzima-sustrato-muestra (ESM), se prepar6é también un
blanco (BESM) que contenia los mismos componentes excepto la enzima. Por otro lado,
se prepard un control positivo con su respectivo blanco procediendo como en ESM y
BESM, pero utilizando para ello en lugar de muestra, 25 pl de solucién de sitagliptina
(previamente preparada, disolviendo 2.5 pl de sitagliptina con 22.5 ul de regulador) la
cual presentd un % de inhibicion relativa de la DDP-IV de 99.77% bajo estas condiciones
de ensayo.
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Tabla 8. Proporcién de reactivos utilizados para el ensayo de inhibicion de DPP-IV.

Componente Cantidad ES BES ESM BESM
Muestra (25 pl) No No Si Si
Regulador (25 pl) Si Si No No
Enzima (50 pl) Si No Si No
Regulador (50 pl) No Si No Si
Incubacion 37°C 10 min Si Si Si Si
Sustrato (25 pl) Si Si Si Si
Incubacion 37°C 30 min Si Si Si Si

ES (Tubo Enzima-Sustrato), BES (Tubo blanco Enzima-Sustrato), ESM (Tubo Enzima-Sustrato-
muestra), BESM (Tubo blanco Enzima-Sustrato-Muestra).

El porcentaje de inhibicion relativa de la DPPIV, se determiné a partir de la
construccion de las gréficas de las lecturas de fluorescencia (FLU) contra el tiempo, para
cada pozo. En el intervalo lineal de cada grafica, se determiné la pendiente (P =
AFLU /min) de la recta correspondiente.

A las pendientes de cada muestra, se restd la pendiente correspondiente al
blanco, para determinar el % inhibicién relativa de DPP-IV conforme la Ecuacion 5:

% Inhibicién relativa de DPP — IV = [PES_PB[EPS]_[ZESM]_PBESM] x100 (5)
ES—TBES

Donde: Pes) es la pendiente de la curva de fluorescencia de la mezcla de la
enzima con el sustrato (ES); Pses) es la pendiente de la curva de fluorescencia del blanco
(BES); Peswm es la pendiente de la curva de fluorescencia de la mezcla enzima-sustrato-
muestra (ESM) y Pgesv) €s pendiente de la curva de fluorescencia del blanco (ESM).

Se determind el valor de la ICs a los hidrolizados o fracciones peptidicas
ultrafiltradas, de cada especie de frijol obtenidas con los sistemas de enzimas P-P o A-
F, que tuvieron la mayor actividad inhibitoria, empleando la Ecuacion 6. La ICs se obtuvo
graficando el % de inhibicion relativa de DPP-IV como funcién de la concentracion la
muestra (hidrolizado proteinico o fraccién peptidica a seis concentraciones en un
intervalo de 0.5 a 10 mg proteina/ml) despejando de la ecuacién obtenida y = a In(x) +
b:

-b
X = 1C50 = e(yT)

(6)

Donde: x: es la ICsg; y: 50 es el 50% de inhibicion; a, b: son constantes de la ecuacion.
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4.10. Perfil aminoacido de los hidrolizados y fracciones peptidicas ultrafiltradas
gue presentaron la mayor actividad inhibitoria sobre la enzima a-amilasa,
a-glucosidasa y DPP-IV.

La determinacion del perfil de aminoacidos, se realiz6 conforme al
procedimiento descrito por Alaiz, Navarro, Girén, y Viogque (1992) con ligeras
modificaciones.

Se pesaron 10 mg de muestra (hidrolizado proteinico o fraccion peptidica) en
un vial, al cual se le adicionaron 2 ml acido clorhidrico 6N. Se someti6 a hidrélisis durante
24 h a 110°C en una estufa. Al término de la hidrdlisis, los viales se colocaron bajo una
atmosfera de nitrégeno para evaporar el acido clorhidrico, hasta sequedad.

Posteriormente las muestras se derivatizaron conforme lo siguiente: Al vial
conteniendo la muestra hidrolizada se le adicion6 1 ml de regulador de borato de sodio
1M, pH 9, conteniendo 0.02 % de azida de sodio (pH ajustado con hidréxido de sodio
40%) y se agitdé en vortex. De esta solucion se tomd una alicuota de 30 pl 6 40 ul
(dependiendo si se trataba de una muestra de hidrolizado proteinico o fraccién peptidica)
y se transfirio a otro vial, al cual se le afiadieron 10 ul de patron interno (acido D,L
aminobutirico 3 mM), 0.8 ul de derivatizante (EMMDE, etoximetilenmalonato de dietilo)
y regulador de borato de sodio hasta completar un volumen de 1 ml; se agité en vortex
e incub6 a 50°C durante 50 min para la lograr la formacion de N-[2,2-
bis(etoxicarbonil)vinil], a partir de la reaccién del dietil etoximetilenmalonato (EMMDE)
con los aminoacidos, procedimiento Util para garantizar que la reaccién entre el
derivatizante y los aminoacidos sea cuantitativa y no se genere subproductos
interferentes.

Al término de los 50 min, la muestra derivatizada se pasé por un filtro milipore
0.45 ym, depositando el filtrado en un nuevo vial, del cual se inyectaron 15 6 20 ul de la
muestra, en un cromatografo de liquidos de alta resolucién (Agilent, 1100 series)
utilizando las siguientes condiciones: Columna de cromatografia C18 en fase reversa,
tamafo de particula 4 ym, 300 x 3.9mm; detector de longitud de onda variable UV-VIS a
una longitud de onda de 280 nm; fases mdviles A: de acetato de sodio 25 mM pH 6
(preparada con 0.02% de azida de sodio y pH ajustado con hidréxido de sodio 40%),
fase mavil B: acetonitrilo grado HPLC, previamente filtradas con membrana millipore 0.45
Mm, a un gradiente de elucién como se muestra en la Tabla 9 a flujo de 0.9 ml/min.

Para la cuantificacion de los aminoacidos, se realizé una curva de calibracion a
diferentes concentraciones, a partir de una solucién de estandares de aminoacidos
Sigma Aldrich (de 17 aminoécidos: A, F, K, Y, R, G, M, T, H, P, V, E, |, S, C, L, D)
preparada conforme la Tabla 10.
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Tabla 9. Gradiente de elucion para determinacion de aminoacidos por HPLC.

Tiempo % Fase B % Fase A
0 9 91
3 14 86
13 14 86
30 31 69
35 31 69
40 9 91

Tabla 10. Curva de calibracién de los estandares de aminoacidos.

Concentracion Estandar de Patrén EMMDE Regulador horato de
(pmol / 20 pl) aminoacidos (pl) interno (pl) (1) sodio pH 9 ()
50 1 10 0.8 988
250 5 10 0.8 984
500 10 10 0.8 979
1000 20 10 0.8 969
2000 40 10 0.8 949
4000 80 10 0.8 910

Los viales de estandares de aminoacidos preparados para las curvas de
calibracion, se sometieron a las mismas condiciones de derivatizacion e inyeccién
mencionadas anteriormente. El volumen total de todas las soluciones correspondié a 1
mly el célculo se efectud para 15 o0 20 pl de volumen de inyeccion (segun el cromatografo
utilizado). Para determinar las areas bajo la curva de cada aminoacido, se compararon
los tiempos de retencion bibliograficos para cada aminoacido (Alaiz et al.,1992).

Debido a que el triptéfano es un aminoacido que se destruye durante hidrélisis
acida, su determinacion se realizé por separado mediante una hidrélisis alcalina con
hidroxido de sodio, conforme al procedimiento establecido por Yust et al. (2004). Se pes6
una muestra de 20 mg (hidrolizado proteinico o fraccion peptidica) en tubo falcén de
50ml, se adicioné 3 ml de hidroxido de sodio 4 N y se sell6 con atmésfera de nitrégeno.
Se sometié a hidrdlisis durante 4 h a 100°C en una estufa, y al término de dicho tiempo,
los tubos se transfirieron a un bafo de hielo, donde inmediatamente se neutralizaron con
HCI 12 N hasta lograr el pH 7, inmediatamente se adicion6 25 ml de regulador de borato
de sodio (pH 9) y se pasaron a un bafio a 50°C para evitar cristalizacién del regulador
de borato. Posteriormente cada tubo se agité en un vortex y se tomé una alicuota de 3
ml, la cual se filtr6 mediante un filtro millipore 0.45 ym, depositando el filtrado en un vial,
del cual se tomaron 15 pl para inyectar al cromatografo. Las condiciones empleadas
fueron las mencionadas anteriormente, pero con un gradiente de eluciéon de A: 91, B:9 a
un flujo de 0.9 ml/min durante 8 min. Cada ensayo se realiz6 por duplicado.

Se realizé una curva de calibracién de triptéfano, para los cual se preparé una
solucion estandar de triptéfano a una concentracion de 0.51 mg/ml con hidroxido de
sodio 4 N, a partir de la cual se realizaron diluciones para tener ocho puntos, a las cuales
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se les adicioné 3 ml de hidréxido de sodio y se procesaron conforme al procedimiento
anterior (Yust et al.,2004).

4.11. Ensayo in vitro para evaluar la actividad citotoxica de los hidrolizados y
fracciones peptidicas ultrafiltradas de Phaseolus lunatus L. y Vigha
unguiculata L.

Las pruebas de citotoxicidad fueron realizadas por la Unidad Médica de
Investigacion Yucatan/Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital Regional 1 del
Instituto Mexicano del Seguro Social. Se prob6 la citotoxicidad de los hidrolizados y
fracciones peptidicas ultrafiltradas que tuvieron la mayor actividad inhibitoria sobre la a-
amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV.

4.11.1. Cultivo celular.

La linea de células Vero (ATCC-CCL-81) (células de rifibn de mono verde,
Cercopithecus aethiops) se cultivd con medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM,
Gibco) y se suplemento6 con 10% de suero bovino fetal inactivado por calor (FBS, Gibco),
100 U / ml de penicilina (InVitro), 100 ug/ml de estreptomicina (InVitro), 2.5 ug/ml de
anfotericina B (In vitro), en una atmdsfera humidificada al 5% de CO, a 37°C. La dilucién
de las soluciones madre se realizé en medio de cultivo, y las concentraciones de
compuestos finales de 62.5, 125, 250, 500 y 1000 ug /ml se realizaron con DMSO de
0.01% el cual no tienen un efecto sobre el crecimiento celular.

4.11.2. Ensayo de citotoxicidad.

Para el ensayo se siguié el método reportado por Camargo Filho, Cortez, Ueda-
Nakamura, Nakamura y Dias Filho (2008). Las células en fase de crecimiento
exponencial se sembraron en una placa de cultivo celular de 96 pocillos; se afiadieron
100 pl de suspension celular a una concentracién aproximada de 5 x 10 células / ml a
cada pocillo y la placa se incub6 a 37°C en una incubadora con 5% de CO,. Alas 24 h
cuando las células alcanzaron una confluencia del 80-90%, el medio se reemplazé y las
células se trataron con diferentes concentraciones de los hidrolizados o fracciones
peptidicas a concentraciones de 62.5-1000 pg/ml en medio sin suero fetal bovino por 48
h. Al final del tiempo de exposicion, se retird el medio y se fijaron las células con solucién
de &cido tricloroacético (TCA) a cada pocillo y se incubaron a 4°C durante 30 min.
Después de la incubacion, se eliminé el TCA y se afiadio sulforrodamina B a cada pocillo
y se dejo en contacto con las células durante 30 min, después de lo cual se lavaron con
acido acético al 1% y se aclararon tres veces hasta que solo quedo el colorante adherido

69



a las células. Las placas se secaron y se afiadieron 100 ul de base Tris 10 mM a cada
pocillo para solubilizar el colorante. Las placas se agitaron suavemente durante 10 min
y se determind la viabilidad celular midiendo la densidad 6ptica (DO) a 540 nm usando
un lector de bioensayo (BioRad, USA). Se utiliz6 docetaxel (Taxotere®, Sigma-Aldrich
Co.) como control positivo, mientras que se usaron células no tratadas como control
negativo. Los experimentos se realizaron por triplicado y se determiné el % mortalidad =
[DO del control negativo - DO de muestra o control positivo] x100 / DO del control
negativo. La concentracion de la muestra que provoco la muerte del 50% de las células
(CCso) se calculd6 mediante un intervalo de concentraciones de 62.5 a 1000 pg /ml de
hidrolizado o fraccion peptidica liofilizada utilizando el software GraphPad Prism 4.
Figura 12.

Cultivo de celulas Vero (ATCC-CCL-81) en medio de cultivo DMEN |

Incubacion en atmosfera humidificada a 5% CO2y 37 °C |

Ensayo de citotoxicidad SBR |

Siembra de células en placa de 96 pozos a una densidad de 5 x 10* células / ml |
Incubacion por 37 °C y CO2 |

Adicion de hidrolizados o fracciones proteinicas/ exposicion |

Retiro de medio y fijado de células con TCA/Incubacion 4 °C 30 min |
Retiro de TCA vy adicion de SRB por 30 min/Lavados con acido acético |

Secado de placa y extraccion de BSR con Tris 10 mM |

Lectura de densidad optica 540 nm |

Figura 9. Diagrama de para el ensayo de citotoxicidad.

4.12. Analisis estadistico.
El grado de hidrdlisis y la actividad inhibitoria (% de inhibicion enzimatica) fue

fueron evaluados mediante un andlisis de varianza de una via. Para establecer diferencia
entre tratamientos, se aplicd el método de diferencia significativa minima LSD (least
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significant difference) para. Los resultados de citotoxicidad, en los que la variable de
respuesta fue el porciento (%) de mortalidad celular, asi como los resultados del perfil
de aminoacidos se evaluaron con medidas de tendencia central, tales como
determinaciéon de medias y desviacion estandar. Para todos los casos se utilizo el
programa estadistico Minitab 17 y se procedi6 conforme a lo establecido por Montgomery
(2004) y Gutiérrez y De La Vara (2008).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Composicién proximal de las harinas de Phaseolus lunatus L. y Vigha
unguiculata L.

La composicion proximal (%b.s. porciento en base seca) de las harinas
obtenidas de P. lunatus y V. unguiculata, se presenta en la Tabla 11.

Tabla 11. Composicion proximal de las harinas de los granos de Phaseolus lunatus L. y
Vigna unguiculata L. (% b.s, excepto humedad).

Componente Harina P. lunatus L. Harina V. unguiculata L.
Humedad (14.86 + 0.072) (13.32 £ 0.139)
Proteina 23.35+£0.05" 2417 +£0.172
Grasa 1.53 £ 0.0 2.15+0.082

Fibra 417+0.37° 6.06 +0.57°
Cenizas 468 +0.012 3.89+0.11°

ELN 66.27 £0.402 63.73£0.37°

ab | etras distintas en la misma fila significa que existe diferencia estadistica significativa
(p < 0.05).

El contenido de proteina en la harina de V. unguiculata fue significativamente
mayor (p < 0.05) que el contenido de proteina en la harina de P. lunatus como se aprecia
en la Tabla 11. Con excepcién del contenido de cenizas y extracto libre de nitrégeno
(ELN) que fue més alto en P. lunatus, el contenido de grasa cruda y fibra cruda fueron
mayores en V. unguiculata. El contenido de proteina de la harina P. lunatus fue menor
gue el reportado por Betancur-Ancona et al. (2004) de 25.5%; similar al reportado por
Betancur-Ancona et al. (2009) de 23.7% y mayor al reportado por Adeparusi (2001) de
22.5% y Oshodi y Adelanum (1993) de 22.7%. El contenido de proteina de la harina de
V. unguiculata fue similar al reportado por Prinyawiwatkul et al. (1996) quienes analizaron
un promedio de ocho variedades africanas y americanas de V. unguiculata con 24.1-
25.5%, al reportado por Sreerama, Sashikala, Pratape y Singh (2012) de 24.1%, asi
como al valor reportado Olivera-Castillo et al. (2007) de 24.7%. Por lo anterior las harinas
representan una buena fuente de proteina para la obtencién de aislados proteinicos,
cuya variabilidad en los contenidos se puede atribuir a las diferentes especies, sitios de
cultivo y etapas de madurez.
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5.2. Obtencidn del aislado proteinico de Phaseolus lunatus L. y Vigna unguiculata
L.

En la Tabla 12 se muestra la composicién proximal de los aislados proteinicos
de P. lunatus y V. unguiculata. Se observa que el contenido de proteina para V.
unguiculata fue significativamente mayor (p<0.05) que para P. lunatus y menor que el
reportado por Olivera-Castillo et al. (2007), Mwasaru, Muhammad, Bakar y Man (1999),
Horax, Hettiarachchy, Chen y Jalaluddin (2004) y Peyrano, Seperoni y Avanza (2016)
con 78.6, 85.4, 91.4, 92.39% respectivamente. En el caso de P. lunatus, el resultado fue
aproximadamente 5% menor que el reportado por Betancur-Ancona et al. (2004),
Betancur-Ancona et al. (2009), Torruco-Uco et al. (2009) y Polanco-Lugo et al. (2014)
quienes obtuvieron 71.1, 69.9, 71.8 y 72% respectivamente. Lo cual puede deberse a
variaciones en los métodos empleados para aislar la proteina, asi como la cantidad y
composicion de la proteina las fracciones solubles. Sin embargo, los aislados proteinicos
obtenidos de ambas especies de frijol representan una buena fuente para la obtencion
de hidrolizados.

Tabla 12. Composicién proximal del aislado proteinico de Phaseolus lunatus L. y Vigna
unguiculata L. (% b.s, excepto humedad).

Componente Aislado Phaseolus lunatus L. Aislado Vigna unguiculata L.
Humedad (6.49 £ 0.09°) (7.33£0.1%9)
Proteina 65.34 £0.03° 69.69 £ 0.662
Grasa 416 £ 0.342 3.38 £0.31°
Fibra 0.90 £0.03° 1.10+0.112
Cenizas 419+0.012 3.37 £0.11°
ELN3 2541+ 0432 22.46 £ 0.49°

&b | etras distintas en la misma fila significa que existe diferencia estadistica significativa
(p < 0.05).

5.3. Grado de hidrélisis de los hidrolizados proteinicos de Phaseolus lunatus L.
y Vigna unguiculata L.

El grado de hidrélisis (GH) obtenido en los concentrados de proteina de P. lunatus
y V. unguiculata, empleando los sistemas de enzimas pepsina-pancreatina (P-P) y
alcalasa-flavourzima (A-F), se muestran en la Figura 10.

74



60 53.55 53.61

50
40
30

22.09 2312
20

Grado de hidrdlisis (%)

10

P. lunatus (P-P) P. lunatus (A-F) V. unguiculata (P-P) V. unguiculata (A-F)

Hidrolizado proteinico

Figura 10. GH (%) de los hidrolizados proteinicos de P. lunatus y V. unguiculata con los
sistemas P-P y A-F. ®® Letras diferentes significa que existe diferencia estadistica
significativa (p<0.05).

En la Figura 10 se observa que el GH para P. lunatus y V. unguiculata con el
sistema enzimatico secuencial P-P, fue menor que con el sistema enzimatico secuencial
A-F. Las diferencias obtenidas, se debieron a las condiciones empleadas para la
hidrolisis, principalmente en lo que concierne a la naturaleza y especificidad de las
enzimas utilizadas ya que el resto de los factores que pueden influir, como el tiempo de
hidrélisis, la concentracion de sustrato, la relacion enzima-sustrato fueron las mismas
para ambos sistemas enzimaticos, y las condiciones de pH y temperatura utilizadas
estuvieron dentro de los intervalos éptimos de accion de cada enzima (Tabla 3) y
establecidos por la metodologia seguida.

El %GH obtenido con el sistema P-P fue menor que con el de A-F posiblemente
porque en el primer sistema se utiliza de inicio la pepsina, endoproteasa que puede
romper enlaces peptidicos en cualquier lugar de la cadena de proteina, pero que debido
a su alta especificidad entre residuos de fenilalanina, triptéfano tirosina o leucina y
triptéfano, fenilalanina o tirosina (Benitez et al., 2008), genera esencialmente péptidos
largos en los primeros 45 min, aun cuando después de dicho tiempo es adicionada la
pancreatina (que contiene endopeptidasas como la tripsina, elastasa y quimotripsina y
la exoproteasa carboxipeptidasa) con la cual se incrementa el nimero de enlaces
peptidicos hidrolizados generando una mezcla de oligopéptidos (Ramirez Ortiz, 2015)
pero después de haber transcurrido la mitad del tiempo total de hidrélisis, reflejandose
asi en un menor GH. En el caso del sistema A-F, la alcalasa es una endoproteasa que
a diferencia de la pepsina es inespecifica (Vioque et al., 1999) aunque tiene preferencia
por enlaces peptidicos con aminoacidos hidrofébicos o aminoacidos no cargados
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(Benitez, 2008; IntEnz, 2016; Rocha et., 2014) por cual puede romper en mas enlaces
peptidicos durante los primeros 45 min de hidrélisis, generando péptidos que
posteriormente serian hidrolizados por la flavourzima, la cual es un complejo con mayor
namero de enzimas (ocho enzimas) que la pancreatina con variada especificidad para la
hidrélisis de enlaces tanto internos como externos de los péptidos resultantes,
reflejandose asi en un mayor GH durante el tiempo total de la hidrdlisis. Los resultados
anteriores concuerdan con lo reportado por algunos autores respecto a que con las
enzimas alcalasa, flavourzima en forma individual o en forma secuencial han mostrado
en general exhibir mayor grado de hidrélisis que con las enzimas digestivas pepsina y
pancreatina (Pedroche et al., 2002; Segura-Campos, Ruiz-Ruiz, Chel-Guerrero y
Betancur-Ancona, 2013; Villanueva et al., 1999).

Los GH obtenidos con el sistema P-P fueron similares al reportado por Ruiz-
Ruiz et al. (2013) de 26.15% quienes trabajaron condiciones similares, pero con P.
vulgaris; y fueron un poco mas altos que el reportado por Polanco-Lugo et al. (2014) con
un GH de 15.97% con el sistema P-P por 60 min, empleando proteina de P. lunatus. Los
GH con P-P estuvieron dentro del intervalo reportado por Mojica et al. (2015) de 25-35%
para hidrolizados de proteina de P. vulgaris con P-P por 4 h, quienes confirmaron la
formacion de péptidos inhibidores de a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV. Por lo tanto,
los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que emplear las enzimas en
forma secuencial P-P a un tiempo de 90 min, comparado con 60 min o 4 h, contribuyd y
fue suficiente para obtener un hidrolizado extensivo con un GH similar o mayor a los
mencionados anteriormente.

Los GH obtenidos con el sistema A-F para V. unguiculata y P. lunatus (53.61 %
y 53.55 % respectivamente) son mayores al dato reportado por Segura et al. (2013) de
23.61% empleando alcalasa por 60 min en un hidrolizado de V. unguiculata; también
fueron mayores al dato reportado por Ruiz-Ruiz et. al. (2013) de 43.01 % con el mismo
sistema enzimatico en condiciones similares por 90 min y de 13.5% empleando sélo
flavourzima por 90 min, sobre P. vulgaris. Asimismo, los GH fueron superiores a los
reportados por Torruco (2009), al trabajar solo con alcalasa o flavourzima de forma
independiente, de 37.94% y 22.03% durante un tiempo de hidrdlisis de 45 min y 90 min
respectivamente sobre P. lunatus. Dado lo anterior fue positivo emplear las enzimas
alcalasa y flavourzima en forma secuencial a un tiempo de hidrélisis de 90 min, ya que
hubo mayor hidrélisis de enlaces peptidicos, en lugar de haber empleado las enzimas
en forma individual o durante un menor tiempo de hidrélisis. Los resultados fueron
similares al GH obtenido por Oseguera-Toledo et al. (2015) de 53%, quienes obtuvieron
péptidos inhibidores de a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV a partir de un hidrolizado de
proteina de P. vulgaris, empleando alcalasa por 120 min, asi como a los GH obtenidos
por Segura et al. (2010) y Segura et al. (2013) para P. vulgaris de 53% y 58.8% con
alcalasa y con flavourzima de forma separada, por 90 min respectivamente. Para estos
casos, los resultados sugieren que el empleo de las enzimas alcalasa y flavourzima en
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forma secuencial fue conveniente para lograr en menor tiempo (90 min) un GH similar
de igual forma extensivo que el obtenido con alcalasa en 120 min.

Con los dos sistemas enzimaticos en modo secuencial fue posible la obtencion
de hidrolizados con GH superiores a 10% (es decir extensivos), en un tiempo razonable,
gue potencian la posibilidad de generacion de péptidos biol6gicamente activos
(Pedroche et. al, 2003; Vioque et al., 2001).

5.4. Contenido de proteina de los hidrolizados y fracciones peptidicas
ultrafiltradas.

En la Tabla 13 se muestra el contenido de proteina de los cuatro hidrolizados
obtenidos con los diferentes sistemas enzimaticos pepsina-pancreatina (P-P) y alcalasa-
flavourzima (A-F), asi como de sus correspondientes fracciones peptidicas obtenidas por
ultrafiltracion.

Tabla 13. Contenido de proteina (mg proteina/ml) de hidrolizados y fracciones peptidicas
ultrafiltradas de P. lunatus y V. unguiculata obtenidos con los sistemas enzimaticos
secuenciales pepsina-pancreatina (P-P) y alcalasa-flavourzima (A-F).

Muestra V. unguiculata P. lunatus
P-P (mg/ml) A-F (mg/ml) P-P (mg/ml) A-F(mg/ml)

Hidrolizado 0.64 +0.015¢ 0.72+0.01>8 0.82 +0.03>A 0.75+0.0328
F >10 kDa 0.75+0.0220P 0.78 +0.00a ¢ 0.90 +0.02 24 0.82 +0.00%8
F 5-10 kDa 0.67+0.0108 0.56 +0.03¢ ¢ 0.84 +0.010A 0.82 +0.002 A
F 3-5kDa 0.68 +0.06 A8 0.65+0.01¢8 0.73+0.03¢A 0.62 +0.00>8
F 1-3 kDa 0.56 +0.03 A 0.60 + 0.00¢.A 0.61+0.024A 0.61+0.015A
F <1kDa 043+0.03¢98 0.60 +0.01¢.A 045+0.01¢8 0.60 +0.09> A

&b | etras mindsculas distintas en la misma columna y * B letras mayutscula distintas en la misma
fila significa que existe diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Como se aprecia en la Tabla 13, el contenido de proteina para los hidrolizados y
las fracciones peptidicas ultrafitradas de V. unguiculata, obtenidos con el sistema
enzimatico P-P varié de 0.43-0.75 mg/ml y con A-F de 0.56-0.78 mg/ml y P. lunatus el
contenido de proteina varié de 0.45-0.90 y de 0.60-0.82 mg/ml con los sistemas P-P y
A-F respectivamente. Los resultados obtenidos fueron mayores a los reportados por
Sandoval (2015) quien trabajé con P. lunatus variante eliptica. Se observa que el
contenido de proteina, tiende a disminuir conforme menor es el tamafio de la fraccion
peptidica ultrafiltrada, similar a lo reportado por Ruiz-Ruiz et al. (2013) quienes trabajaron
con fracciones peptidicas ultrafiltradas de P. vulgaris y a la reportado por Cho et al.
(2004) para fracciones peptidicas obtenidas por ultrafiltracion de hidrolizados de soya.
Lo anterior puede deberse a que la proteina hidrolizada se enriquece méas en las
membranas de 10 y 5 kDa principalmente con un mayor rendimiento y en menor cantidad
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en las membranas de 1 y 3 kDa donde atraviesan los péptidos de menor tamafio, asi
como por el volumen de cada fraccion que es distinto. Por otro lado, en general el
contenido de proteina donde se utilizé el tratamiento A-F fue ligeramente menor en
algunos casos para P. lunatus y V. unguiculata, pero mayor en las fracciones peptidicas
ultrafiltradas de menor tamafio, lo cual puede deberse a que hubo un mayor grado de
hidrélisis con este sistema, ademas que la proteina soluble estd en funcién de la
exposiciéon de los grupos hidrofilicos e hidrofébicos que se hayan expuesto durante la
hidrélisis, posiblemente enriqueciéndose en este caso mas en fracciones de menor
tamafo. Variaciones en el contenido de proteina soluble reportaron Vernaza, Dia, de
Mejia y Chang, 2012 para hidrolizados de proteina de soya obtenidos con alcalasa en
donde el contenido de proteina incrementé o disminuyé durante la hidrélisis.

5.5. Inhibicién enzimatica de la enzima a-amilasa.

A continuacion, en la Figura 11 se muestran los resultados para los ensayos de
inhibicién de la enzima a-amilasa con los hidrolizados proteinicos (H) y sus fracciones
peptidicas ultrafiltradas F>10, F 5-10, F 3-5, F 1-3, F<1 kDa de P. lunatus y V.
unguiculata, obtenidos con los sistemas enzimaticos P-P y A-F. Se muestra como
referencia el control utilizado acarbosa, que presentd un 98.41% de inhibicion.

En las Figuras 11 Ay 11 C de P. lunatus y V. unguiculata con el sistema P-P,
se observa que tanto los hidrolizados (H), como las fracciones ultrafiltradas tuvieron
actividad inhibitoria considerable sobre la a-amilasa, la cual se vio incrementada en
fracciones de menor tamafio a partir de 3-5 kDa. La fraccion F<1 para ambas especies
fue la de mayor inhibicién, aunque para V. unguiculata, las fracciones F1-3 y F<1 no
presentaron diferencia estadistica significativa (P>0.05). La alta inhibicién de la a-
amilasa con las fracciones peptidicas ultrafitradas de menor tamafio molecular
obtenidas a partir de P. vulgaris y V. unguiculata con P-P podria deberse a que los
péptidos de menor tamafio son capaces de alcanzar mas facilmente el sitio catalitico de
la enzima a-amilasa e inhibirla (Mojica et al., 2015).

Las actividades inhibitorias con V. unguiculata P-P fueron en su mayoria mas
altas respecto a P. lunatus P-P, excepto en las F>10 y F5-10. Esto indica que fue mas
factible obtener hidrolizados y fracciones peptidicas ultrafiltradas biolégicamente mas
activos a partir de V. unguiculata P-P. Lo cual podria atribuirse a la diferencia de la fuente
de proteina, ya que posiblemente la proteina de V. unguiculata tiene una estructura
primaria que al ser hidrolizada por las enzimas P-P dieron lugar a la liberaron péptidos
con una composicion y secuencia de aminoacidos mas afines por la a-amilasa que
provocaron su inhibicion.
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Figura 11. Actividad inhibitoria sobre la a-amilasa (Inhibicion a-amilasa, %) del
hidrolizado proteinico (H) y sus fracciones ultrafiltradas (F>10, F5-10, F3-5, F1-3, F<1
kDa) obtenidos con dos sistemas de enzimas secuenciales: A) P. lunatus P-P (100 mg
/ml), B) P. lunatus A-F (75 mg /ml), C) V. unguiculata P-P (100 mg /ml), D) V. unguiculata
A-F (50 mg /ml). Concentracién de ensayo: mg de proteina/ml. Control: Acarbosa (1 mM).
Letras distintas en una misma grafica significan diferencia estadistica significativa
(p<0.05).

Los resultados obtenidos con el sistema P-P (Figuras 11 Ay 11 C) de 18 a 96%
de inhibicion (a una concentracion de 100 mg proteina/ml, equivalente a 20 mg proteina
presentes en el volumen de muestra utilizada en el ensayo) fueron menores que los
reportados por Mojica et. al. (2015) quienes reportaron un 15-35% de inhibiciébn/mg
proteina, con hidrolizados proteinicos de cinco variedades de Phaseolus vulgaris
(precocido y sin precocer) obtenidos con P-P durante cuatro horas. La diferencia en los
resultados posiblemente se debe a que P. vulgaris tiene inhibidores naturales de la a-

79



amilasa (Obiro, Zhang y Jiang, 2008) que contribuyen a una mayor inhibicién, aunado al
tiempo de hidrdlisis de cuatro horas contra 90 min en el presente trabajo.

En los resultados obtenidos con el sistema A-F mostrados en las Figuras 11 B
para P. lunatus y 11 D para V. unguiculata, empleando una concentracion 100 mg
proteina/ml, se obtuvo una inhibicion de la a-amilasa superior al 100% para el hidrolizado
y las fracciones peptidicas ultrafiltradas (excepto en las F>10 y F5-10) de P. lunatus y el
hidrolizado y fracciones peptidicas ultrafiltradas de V. unguiculata. Posiblemente debido
a que dicha concentracion fue lo suficientemente alta e inhibio totalmente a la a-amilasa.
Por lo que se realiz6 una dilucion a 50 mg proteina/ml para V. unguiculata y a 75 mg de
proteina/ml para P. lunatus. Este comportamiento es caracteristico de inhibidores
competitivos 0 no competitivos donde la inhibicion depende de la concentracion del
inhibidor y su afinidad por la enzima (Pacheco, 2015). Un caso similar reporté Oseguera-
Toledo et al. (2015) con hidrolizados de proteina de P. vulgaris obtenidos con alcalasa o
bromelaina, seguidos de pepsina-pancreatina, que presentaron mas del 100% de
inhibicién.

En la Figura 11 B para P. lunatus A-F, se observa que el hidrolizado y todas las
fracciones peptidicas ultrafiltradas presentaron actividad inhibitoria en su mayoria
superior al 60%, excepto para la F5-10. Por lo que empleando menor concentracion de
proteina del hidrolizado o fracciones peptidicas ultrafiltradas de P. lunatus A-F, se
obtuvieron inhibiciones similares o incluso mas altas que con P-P, especialmente para
el hidrolizado y las fracciones F>10, F3-5, F1-3. El hidrolizado y la F>10 presentaron la
mayor inhibicion, caso opuesto a lo obtenido con el sistema P-P. Estos resultados
concuerdan en parte con los resultados reportados por Oseguera-Toledo et al. (2015)
guienes también reportaron que los hidrolizados de proteina P. vulgaris (Pinto Durango)
obtenidos con alcalasa por dos horas, presentaron una actividad inhibitoria alta
comparable a la F<1 kDa, en tanto que la F5-10 kDa tuvo la menor inhibicién (< al 20%).

En la Figura 11 D para V. unguiculata A-F, se observa que con la mitad de la
concentracion de proteina empleada en V. unguiculata P-P, se tuvieron inhibiciones
superiores al 60% y en general todas las fracciones peptidicas ultrafiltradas presentaron
alta actividad inhibitoria, siendo mayor en el hidrolizado y la F>10. Por otro lado, la
actividad inhibitoria de V. unguiculata A-F fue mayor que con P. lunatus A-F, lo cual
podria atribuirse a la diferencia de la fuente de proteina, como se mencioné
anteriormente.

La actividad inhibitoria sobre la a-amilasa que en general con el sistema A-F,
fue mayor que con el sistema P-P, podria deberse a que el sistema A-F tuvo una mayor
eficiencia catalitica reflejandose en un mayor grado de hidrolisis, asi como a la amplia
especificidad de sustrato, resultado de las diversas enzimas que conforman dicho
sistema enzimatico (Merz, 2015). Lo cual pudo dar lugar al rompimiento en diversos
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enlaces peptidicos que originaron la formacion de péptidos bioactivos afines a la a-
amilasa, con capacidad para inhibirla.

Es posible que dichos péptidos hayan quedado distribuidos y retenidos a través
de las diferentes fracciones peptidicas ultrafiltradas (ya sea como oligopéptidos,
polipéptidos o proteinas dependiendo de corte de peso molecular de la membrana
utilizada durante la ultrafiltracion). Esto en una forma semejante a la investigacion
reportada por Cho et al. (2004) en donde un hidrolizado de proteina de soya con mayor
grado de hidrdlisis, tuvo una distribucién mas amplia de su rendimiento a través de las
diferentes fracciones peptidicas (>10, 5-10, 3-5, 1-3 y <1 kDa) que un hidrolizado con
menor grado de hidrdlisis, en donde la mayor distribucién del rendimiento se tuvo en la
fraccion de mayor tamafio molecular. Reflejandose por lo tanto una actividad inhibitoria
superior al 60% en la mayoria de dichas fracciones peptidicas ultrafiltradas con A-F
(Figuras 11 By 11 D). A diferencia con el sistema P-P, posiblemente hubo porciones de
proteina que no fueron totalmente hidrolizadas quedando retenidas en la membrana >10
kDa, concentrandose asi solo los péptidos biolégicamente mas activos en las fracciones
peptidicas ultrafiltradas de menor tamafio molecular.

La alta actividad inhibitoria de los hidrolizados de P. lunatus y V. unguiculata A-
F, probablemente se debe a que estan conformados por la mezcla de todos los péptidos
bioactivos distribuidos en todas las fracciones ultrafiltradas, los cuales a su vez
presentaron altos porcentajes de inhibicion de la actividad de la a-amilasa. Por otra lado,
es posible que la alta actividad inhibitoria de la F>10 de P. lunatus y V. unguiculata A-F
se haya debido a un comportamiento similar al reportado por Machius et al. (1996) en
donde en una de sus investigaciones encontraron que un polipéptido inhibidor de la a-
amilasa, de masa molecular aproximada de 9000 Da, obtenido de la bacteria
Streptomyces tendae, interactlio no solo con el sitio activo la enzima a-amilasa, sino
también con regiones de enlazamiento adicionales mas alla del sitio activo, siendo
posible que la enzima a-amilasa modificara su conformacion para acomodar al inhibidor
dando lugar asi a la inhibicién. Los resultados obtenidos para la F>10, también
concuerdan con lo reportado por Feng et al. (1996), quienes encontraron gue un inhibidor
de a-amilasa purificado del trigo (miembro de una familia de inhibidores de amilasa de
los cereales), un polipéptido de masa molecular alrededor del4 kDa fue capaz de inhibir
no sélo la amilasa de insectos, sino también la amilasa pancreatica humana.

Los hidrolizados y fracciones peptidicas ultrafitradas que tuvieron la mayor
actividad inhibitoria sobre la a-amilasa, es posible que contengan péptidos con
secuencias aminoacidas mas afines para unirse a la enzima a-amilasa, siendo capaces
de inhibir a la enzima en un modo competitivo 0 no competitivo. Ya que como menciona
Ngoh y Gan (2016), la composicion de los péptidos, asi como sus secuencias juegan un
rol importante en el mecanismo de inhibicién, siendo claves para el potencial de
interaccion entre los grupos funcionales de los péptidos con los aminoacidos en el sitio
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catalitico de las enzimas (Mojica et al. (2015). Incluso los péptidos pueden también
enlazarse a la enzima, produciendo una forma alterada de ésta que deshabilita el
enlazamiento entre la enzima y el sustrato natural dandose asi la inhibicion (Ngoh et al.,
2016; Ngoh y Gan, 2017). Aunado a esto el complejo comportamiento de enlazamiento
de inhibidores de origen proteinico con la a-amilasa explica su pronunciada
especificidad, y el por qué péptidos grandes y pequefios pueden inhibirla (Machius et al.,
1996).

A continuacion, en la Tabla 14 se muestran las ICso de las fracciones peptidicas
ultrafiltradas que presentaron mayor inhibicion de la a-amilasa detectadas en la Figura
11.

Tabla 14. ICso de hidrolizados o fracciones peptidicas ultrafiltradas con mayor actividad
inhibitoria sobre la a-amilasa.

Especie/sistema enzimatico Hidrolizado o fraccién peptidica ICs (mg proteina/ml)
P. lunatus (P-P) F<1 55.79
P. lunatus (A-F) H 64.67
F>10 54 .61
V. unguiculata (P-P) F1-3 65.79
F<1 40.17
V. unguiculata (A-F) F>10 31.58

(H) H hidrolizado, (F) Fraccion peptidica (kDa)

Para P. lunatus A-F se muestran los resultados del hidrolizado (H) y F>10 que
no presentaron diferencia estadistica significativa en la actividad inhibitoria (porcentaje
de inhibicion) de igual forma la F1-3 y F<1 para V. unguiculata P-P.

Se observé que para P. lunatus, la ICso de la F>10 (con el sistema A-F) presento
la menor ICs, aunque solo fue ligeramente menor que el de la F>1 de P. lunatus P-P,
por lo cual se puede deducir que ambas fracciones tiene un potencial similar para inhibir
la a-amilasa.

Cuando se empled como fuente de proteina V. unguiculata, se observa que con
el sistema P-P, la F<1 tuvo una ICsp menor que la F1-3, lo cual se puede explicar porque
durante la determinacién de ICso, se requiri6 menor concentracion de proteina de la F<1
para arrojar un mismo porcentaje de inhibicién que la F 1-3 kDa. Sin embargo, la ICso de
la F>10 obtenida con el sistema A-F fue la menor, con ICsode 31.58 mg/ml representado
asi a la fraccion con mayor potencial antidiabético.
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La ICso de la F>10 kDa de V. unguiculata A-F fue mayor que los valores
reportados por Ngoh y Gan (2016) de 1.97 a 20 mg/ml para diferentes péptidos
identificados, obtenidos a partir del hidrolizado de proteina P. vulgaris (frijol pinto). La
diferencia en los resultados puede atribuirse, como se mencioné en apartados
anteriores, a que P. vulgaris tiene inhibidores naturales de la a-amilasa que podrian estar
contribuyendo en obtener una menor ICso. También fue mas alta que el valor reportado
por Yu et al. (2012) de 0.075 mg proteina/ml para el péptido purificado KLPGF de
albumina de huevo y los valores reportados por Chiang, Chen, Jeng y Sung (2014) de
0.017-0.080 mg extracto/ml para extractos metandlicos de inhibidores naturales del frijol
P. vulgaris. Los resultados de la ICso obtenidos en el presente trabajo fueron menores
gue la ICso de la acarbosa, cuyo valor oscila entre 0.00131-0.0037 mg/ml (Buchholz y
Melzing, 2016; Chiang et al., 2014). Sin embargo, es probable que con procedimientos
de purificacion de las fracciones peptidicas ultrafiltradas de la tabla 14, se podrian
conseguir ICsp menores. Por lo anterior las fracciones peptidicas de V. unguiculata y P.
lunatus, representan ingredientes potenciales para la elaboracion de alimentos
funcionales destinados a pacientes con DMT2, especialmente la F>10 V. unguiculata A-
F.

Son pocos los autores que han reportado estudios de inhibicién de la a-amilasa
a partir de hidrolizados de fuentes de proteina similares al presente trabajo y de
fracciones ultrafiltradas, y no se tienen reportes de trabajos previos con V. unguiculata y
P. lunatus, generalmente reportan trabajos con inhibidores naturales de frijol de P.
vulgaris, extractos de hojas, de cortezas y de plantas medicinales, entre otros (Buchholz
y Melzing, 2016; Chiang et al., 2014; Rodriguez, 2012; Kim, Wang y Rhee, 2004).

5.6. Inhibicién enzimatica de la enzima a-glucosidasa.

A continuacion, en la Figura 12 se muestran los resultados de inhibicién de la
enzima a-glucosidasa, con los hidrolizados (H) y fracciones peptidicas F>10, F 5-10, F
3-5, F 1-3, F<1 kDa de P. lunatus y V. unguiculata, obtenidos con los sistemas de
enzimaticos P-P y A-F. Se muestra como referencia el control utilizado acarbosa que
presentd un 90.18% de inhibicion.
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Figura 12. Actividad inhibitoria sobre la a-glucosidasa (inhibicion a-glucosidasa %) del
hidrolizado (H) proteinico y sus fracciones peptidicas ultrafiltradas (F>10, F5-10, F3-5,
F1-3 y F<1 kDa), obtenidos con diferentes sistemas de enzimas secuenciales: A) P.
lunatus P-P (200 mg/ml), B) P. lunatus A-F (200 mg/ml), C) V. unguiculata P-P (200
mg/ml), D) V. unguiculata A-F (10 mg /ml). Concentracion de ensayo: mg proteina/ml.
Control es acarbosa (50 mM). Letras distintas en una misma gréfica significan diferencia
estadistica significativa (p<0.05).

En Figura 12 A de P. lunatus P-P se observa que el hidrolizado y las fracciones
peptidicas ultrafiltradas mostraron en general una baja actividad inhibitoria sin ser
estadisticamente diferentes (p>0.05). Excepto la F5-10 que tuvo la actividad inhibitoria
mas alta y la F >10 que no mostro inhibicion sobre la a-glucosidasa, posiblemente porque
en esta fraccion no estan presentes en una concentracion suficiente péptidos bioactivos
con afinidad por la a-glucosidasa que hayan interactuado con la misma para provocar su
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inhibicién, debido a que no estan presentes las secuencias aminoacidas bioactivas
determinantes para la inhibicion (Ren et al.,2016) pero si se encuentran en la F5-10.

En la Figura 12 C de V. unguiculata P-P, se observa que el hidrolizado sin
fraccionar, asi como en general todas las fracciones peptidicas ultrafiltradas tuvieron
actividad inhibitoria sobre la a-glucosidasa sin diferencia estadistica significativa
(p>0.05), excepto la F3-5 que fue la mas baja, y la F<1 que tuvo el mayor porcentaje de
inhibicién. Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por autores como Lee
et al. (2011) quienes encontraron que la F<1 kDa obtenida de un hidrolizado de proteina
de capullos de seda (Bombyx mori), obtenido con proteasa-N por tres horas, presento la
mayor actividad inhibitoria de la a-glucosidasa. Asi como con Oseguera-Toledo et al.
(2015) quienes encontraron que las fracciones ultrafiltradas F<1 kDa, obtenidas a partir
de hidrolizados de proteina de P. vulgaris (Pinto Durango y Negro), obtenidas con
bromelaina o alcalasa durante dos horas, tuvieron la mayor inhibicion de la enzima.

La alta inhibicién de la F<1 V. unguiculata P-P puede atribuirse a la presencia
de péptidos de tamafios moleculares pequefios presentes en dicha fraccién ya que,
como reportan Lee et al. (2011), Ren et al. (2016), Oseguera-Toledo et al. (2015), Kang,
Yiy Lee (2013) se han encontrado que péptidos con tamafios moleculares <1 kDa, en
promedio de 300-700 Da pueden ser potenciales inhibidores de la a-glucosidasa, debido
a que por su tamafio pueden tener un acceso mas facil a la hendidura del sitio catalitico
de la enzima y bloquearlo, tal como sugiere Mojica et al. (2015).

La actividad inhibitoria de la F<1 de V. unguiculata P-P de 63.7% (a una
concentracion de 200 mg proteina/ml, equivalente a 4 mg de proteina presentes en el
volumen de muestra utilizada en el ensayo) fue menor que los valores reportados por
Mojica et al. (2015), quienes obtuvieron inhibiciones de a-glucosidasa entre 40-60% y
60-70% / mg proteina con hidrolizados de proteina de cinco variedades P. vulgaris
precocido y sin cocer respectivamente, obtenidos con pepsina-pancreatina por cuatro
horas. La diferencia en los resultados posiblemente se debié al tiempo de hidrdlisis que
utilizaron de cuatro horas contra 90 min en el presente trabajo, y que obtuvieron grados
de hidrélisis un poco mayor que los aqui reportados, lo cual pudo dar lugar a la formacién
de mas péptidos bioactivos. Pues como sefiala dicho autor, es posible qgue una mayor
hidrélisis represente una alta produccion de péptidos de menor masa molecular que
posiblemente pueden alcanzar el sitio catalitico de la a-glucosidasa incrementado asi su
potencial de inhibiciébn. Aunque se ha visto que no necesariamente el grado de hidrolisis
esta relacionado con una mayor actividad inhibitoria (Lacroix y Li-Chan 2013). Aunado a
lo mencionado anteriormente, la diferencia de la fuente de proteina empleada, es otro
factor que pudo contribuir a los resultados obtenidos, ya que se trata de estudios con
diferentes especies de frijol.
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Respecto al hidrolizado y las fracciones peptidicas ultrafiltradas de P. lunatus
y V. unguiculata P-P que mostraron entre un 7 a 28% de inhibicién, estos datos fueron
en términos de porcentaje de inhibicion del orden de los resultados reportados por
Lacroix y Li-Chan (2013) quienes obtuvieron entre 5-20% de inhibicién con hidrolizados
de proteinas a-lactoalbumina, lactoferrina y seroalbumina de bovino (obtenidos con
pepsina por una hora) y 32-36% de inhibicién con un hidrolizado de proteina de suero
de leche y B-lactoglubulina. Sin embargo, en el presente trabajo se requiri6 mayor
concentracion de proteina para alcanzar actividades inhibitorias similares, ya que dichos
autores trabajaron a 2.5 mg proteina/ml. La diferencia en los resultados pudo deberse al
tipo de proteina empleada que en su caso fue de origen animal, obteniendo en general
inhibiciones mas altas que para V. unguiculata y P. lunatus P-P, asi como a las
condiciones de ensayo.

Por otro lado, en general la actividad inhibitoria del hidrolizado y las fracciones
peptidicas ultrafiltradas de V. unguiculata fue mayor que P. lunatus, con el sistema
enzimético (P-P). Lo cual puede atribuirse a las caracteristicas de la proteina de cada
especie de frijol, tal como su estructura primaria y conformacion tridimensional. Se ha
reportado que la proteina de almacenamiento de P. lunatus son principalmente
globulinas 11S con una masa molecular mas grande que las de V. unguiculata que son
globulinas 7S de menor masa molecular (Chel Guerrero et al., 2007; Rocha et al., 2014)
por lo que es posible que la enzimas pepsina-pancreatina hayan tenido un mejor acceso
sobre la proteina de V. unguiculata por ser mas pequefias y catalizaron la hidrélisis de
enlaces peptidicos mas eficientemente, generando probablemente mas péptidos
inhibidores de la a-glucosidasa a partir de esta especie.

En la Figura 12 B de P. lunatus A-F, los resultados muestran un comportamiento
similar a los de P. lunatus P-P de baja inhibicién, incluso la F>10 no inhibié en ambos
casos, quiza porque a dicho tamafio de corte molecular de la membrana utilizada durante
la ultrafiltracion, no quedaron retenidos péptidos bioactivos, como se menciond
anteriormente. No obstante, el hidrolizado y la F5-10 mostraron un poco mas de actividad
inhibitoria que con el sistema P-P. El sistema A-F resulté mas conveniente para la
obtencion de péptidos biolégicamente mas activos a partir de esta especie que con el
sistema P-P, posiblemente debido a su mayor eficiencia catalitica, que se reflejé en un
mayor grado de hidrdlisis, asi como la especificidad de las enzimas que conforman este
sistema enzimatico, tal como fue discutido en la seccién de a-amilasa.

En la Figura 12 D para V. unguiculata A-F se realizé una dilucién para trabajar
a 10 mg de proteina, ya que cuando se realizé el ensayo a la concentracion de 200
mg/ml, el hidrolizado y la F>10 tuvieron una actividad inhibitoria superior al 100%, lo cual
sugirié que la enzima fue totalmente inhibida. Se observa que tanto el hidrolizado como
la F>10 tuvieron la mayor actividad de inhibicion de la a-glucosidasa, caso opuesto a lo
obtenido con V. unguiculata P-P. Para el hidrolizado y las fracciones F>10, 5-10, 3-5 con
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una concentracion de proteina 20 veces menor que la utilizada con el sistema P-P, se
alcanzé una mayor inhibicion de la a-glucosidasa. Respecto a las F1-3 y F<1 V.
unguiculata A-F, es posible que con este sistema incluso se hayan formado péptidos
muy pequeiios menores a 300-700 Da como los que mencionan algunos autores, que
tal vez quedaron retenidos en dichas fracciones ultrafiltradas, que no son capaces de
bloguear el sitio catalitico de la a-glucosidasa, y por lo tanto muestran la menor actividad
inhibitoria en la Figura 12 D. Por otro lado, la inhibicion de la a-glucosidasa con el
hidrolizado y fracciones ultrafiltradas de V. unguiculata A-F fueron mayores que con P.
lunatus A-F, lo cual puede deberse a la diferencia en la fuente de proteina.

Los resultados de la F5-10 de P. lunatus A-F, hidrolizado y F>10 de V.
unguiculata A-F que tuvieron la mayor actividad inhibitoria respecto a las fracciones
peptidicas ultrafiltradas de cada uno de esos hidrolizados, concuerdan en parte con lo
reportado por Oseguera-Toledo et al. (2015) quienes encontraron que no solo las
fracciones mas pequefias (F3-5, F1-3, F<1 kDa) sino también los hidrolizados y todas
las fracciones peptidicas incluyendo las de mayor tamafio como F>10, F5-10 kDa,
obtenidas a partir de hidrolizados de proteina P. vulgaris (frijol pinto Durango y negro)
obtenidos con alcalasa por dos horas, mostraron alta actividad inhibitoria. Resultados
semejantes reportaron Lacroix y Li-Chan (2013), quienes observaron que hidrolizados
de proteina de suero de leche y B-lactoglobulina, que presentaron la mayor actividad
inhibitoria respecto de otros hidrolizados, contenian principalmente fracciones peptidicas
de entre 14-17 kDa aproximadamente.

La alta actividad inhibitoria de la F>10 de V. unguiculata A-F y F5-10 de P.
lunatus A-F podria atribuirse a la presencia de péptidos (proteinas) presentes en dichas
fracciones, que contienen aminodcidos en secuencias que son determinantes para la
inhibicion (Ren et al., 2016), que podrian haber interactuado directamente con el sitio
catalitico de la enzima como lo hacen los péptidos de menor masa molecular o con otras
regiones de la a-glucosidasa. Ya que, como menciona Zhang et al. (2016), en estudios
con compuestos de naturaleza no glucosidica inhibidores de dicha enzima, la inhibicién
puede resultar por multiples interacciones de estos con la enzima.

Las actividades inhibitorias del hidrolizado y F>10 de V. unguiculata A-F, fueron
aparentemente mayores que la reportada por Ren et al. (2016) quienes obtuvieron
58.26% de inhibiciébn con un hidrolizado de proteina de semilla de Cannabis sativa L.
obtenido con alcalasa (empleando 5 mg hidrolizado/ml). También fue aparentemente
mayor que la actividad inhibitoria del hidrolizado y fracciones peptidicas, obtenidos a
partir de proteina P. vulgaris (frijol pinto Durango y negro) con alcalasa por dos horas,
de 50-76% (empleando 100 pg de muestra /ml) (Oseguera-Toledo et al., 2015). Sin
embargo, es de sefialar que en los estudios mencionados con P. vulgaris, se empled
menor cantidad de muestra, por lo que la actividad inhibitoria a partir de V. unguiculata
podria ser menor respecto a esa especie, y dado que el grado de hidrdlisis de dicho
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estudio fue similar al aqui obtenido, la variacion en el resultado pudo deberse a la
diferencia de la proteina empleada, y condiciones de ensayo. Actualmente no hay
reportes de estudios de inhibicion de a-glucosidasa de péptidos obtenidos a partir de V.
unguiculata o P. lunatus.

Es posible que en los hidrolizados o fracciones peptidicas ultrafiltradas con
mayor actividad inhibitoria sobre la a-glucosidasa, estén presentes péptidos con
secuencias aminoacidas bioactivas responsables de la inhibicién de la a-glucosidasa.
Tal como lo reportado por Oseguera-Toledo et al. (2015) quienes en un estudio con
hidrolizados y fracciones peptidicas de proteina de P. vulgaris, identificaron péptidos con
la misma secuencia aminodcida bioactiva tanto en los hidrolizados como en las
fracciones <1 kDa, tanto de la misma variedad como diferentes variedades de P. vulgaris,
gque presentaron alta actividad inhibitoria.

A continuacion, se presenta la Tabla 15, que contienen los resultados de la ICso
de los hidrolizados o fracciones peptidicas ultrafiltradas, que tuvieron la mayor actividad
inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa.

Tabla 15. ICso de hidrolizados o fracciones peptidicas con mayor actividad inhibitoria
sobre la a-glucosidasa.

Especie/sistema enzimatico Hidrolizado o fraccion peptidica ICs0 (mg proteina/ml)
P. lunatus (P-P) F5-10 N.D.
P. lunatus (A-F) F5-10 12414
V. unguiculata (P-P) F<1 189.04
V. unguiculata (A-F) H 1.81
F>10 0.633

N. D. No detectada; H (hidrolizado), (F) Fraccién peptidica (kDa)

En la Tabla 15 se muestra para P. lunatus que, con el sistema P-P no hubo
suficiente inhibicion para alcanzar el 50%. Se realizaron ensayos adicionales,
incrementando la concentracion de proteina de hidrolizado y todas las fracciones
peptidicas, no obstante, la inhibicién no se vio afectada. Con el sistema A-F si fue posible
determinar la ICso,

Se observa para V. unguiculata, que el H y la F>10 con el sistema A-F fueron
las muestras que tuvieron la menor ICso, pero la que representa mayor potencial
antidiabético es la F>10, ya que con menor cantidad de esa fraccion se puede inhibir el
50% de la actividad enzimatica de la a-glucosidasa.
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La ICso de las fracciones F5-10 de P. lunatus A-F y F<1 de V. unguiculata P-P
fueron menores que la reportada por Lee et al. (2011) de 213.6 mg proteina/ml para la
F<1 kDa de un hidrolizado de proteina de capullo de seda. La ICso del hidrolizado y F>10
de V. unguiculata A-F fueron menores que las reportadas por Lacroix y Li-Chan (2013)
de 4.5 y 3.5 mg proteina/ml para un hidrolizado de proteina de suero y otro de B-
lactoglobulina respectivamente, asi como la de un péptido obtenido a partir de un
hidrolizado del oligopétido N159-1 de Aspergillus Oryzae cuya ICso fue de 3.1 mg /ml
(Kang et al., 2013). También fue menor que la de un hidrolizado de muasculo de sardina
de 48.7 mg/ml y una fraccion cromatografica de este de 15 mg/ml (Matsui et al.,1996).
Incluso la ICs de la F >10 de V. unguciulata A-F fue menor que la de los péptidos
(SP1F41y SP1F42) purificados de la fraccion F<1 kDa de un hidrolizado de proteina de
capullo de seda de 2.7 y 1.5 mg proteina/ml, respectivamente (Lee et al., 2011). Por lo
anterior el hidrolizado y F>10 de V. unguiculata A-F tienen mayor potencial antidiabético
gue los hidrolizados, fracciones o péptidos mencionados por dichos investigadores. Son
pocas los estudios con inhibidores de fuentes de proteina de frijol u otras leguminosas
en los que se reporta la I1Csq.

La ICsode la F >10 de V. unguciulata A-F obtenida en el presente trabajo, fue
mayor que la reportada para el péptido KLPGF purificado de un hidrolizado de albamina
de huevo (obtenido con alcalasa por tres horas) con ICso de 0.0376 mg proteina/ml (Yu
et al., 2012), asi como de la ICso reportada para la acarbosa que oscila entre 0.039-0.079
mg/ml (estimada por Yu et al., 2012 y Lee et al., 201 en ensayos con glucosidasa de
Saccharomyces cerevisae). Sin embargo, con estudios posteriores de purificacion
principalmente de hidrolizado y la F>10 V. unguiculata A-F se podrian obtener ICso
menores, tal como lo report6 Lee et al. (2011) quienes obtuvieron después de purificar
la F<1 kDa de su estudio (mediante una columna de biogel y posteriormente por HPLC),
una fraccién con una ICso de 1.5 mg/ml, menor que la inicial de 213 mg proteina/ml. Por
lo anterior, principalmente el hidrolizado y la F>10 tienen potencial para la elaboracion
de alimentos funcionales destinados a pacientes con DMT2.

5.7. Inhibicién enzimatica de la enzima DPP-IV.

A continuacién, en la Figura 13, se muestran los resultados de la inhibicion de
la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV), con los hidrolizados (H) y sus fracciones
peptidicas ultrafiltradas de P. lunatus y V. unguiculata con los sistemas de enzimas P-P
y A-F. Se presentan los resultados de los hidrolizados y fracciones peptidicas que
tuvieron la mayor actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. En
todas las graficas se muestra como el control utilizado sitagliptina que tuvo una inhibicién
relativa de 97.77%.
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Figura 13. Actividad inhibitoria sobre la DPP-IV (Inhibicion relativa DPP-IV %) del
hidrolizado (H) proteinico y sus fracciones peptidicas ultrafiltradas (F>10, F5-10, F3-5,
F1-3 y F<1 kDa) obtenidos con diferentes sistemas de enzimas secuenciales A) P.
lunatus P-P, B) P. lunatus A-F, C) V. unguiculata P-P, D) V. unguiculata A-F.
Concentracion de ensayo: 10 mg proteina/ml. Control: Sitagliptina. Letras distintas en
una misma grafica, significa diferencia estadistica significativa (p<0.05).

En la Figura 13 A de P. lunatus P-P se observa la actividad inhibitoria de la F<1
sobre la enzima DPP-IV y en la Figura 13 C de V. unguiculata P-P, la F<1 tuvo el mayor
porcentaje de inhibicion de la DPP-IV, el cual fue a su vez mayor que el de la F<1 de P.
lunatus P-P.

La actividad inhibitoria de las tres fracciones peptidicas ultrafiltradas
mencionadas fue superior al 50%, lo cual puede deberse a que contienen péptidos que
se formaron durante la hidrdlisis de la proteina, probablemente con estructuras parecidas
a los sustratos naturales de la DPP-1V (es decir con presencia de prolina o alanina en el
dipéptido N-terminal) capaces de competir con el sustrato por el sitio catalitico de la DPP-
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IV (Ahrén et al., 2011) ocasionando su inhibicion. Lo anterior debido a que la DPP-IV es
una aminopeptidasa con especificidad de sustrato relativamente estricta por dipéptidos
gque preferentemente contienen prolina o alanina en la P1 del N-terminal del sustrato (y
a muy bajas velocidades escinde en Gly, Val, Sery Leu en dicha posicién) (Power et al.,
2014) sin embargo, no escinde dipéptidos de sustratos con presencia de prolina en la
tercera posicion (P1"), los cuales pueden actuar como inhibidores (Lorey et al., 2003).

Los resultados anteriores (Figura 13 A y 13 C) concuerdan con lo mencionado
por diversos autores (Nongonierma y Fitzgerald, 2013; Li-Chan et al., 2012; Rocha et al.,
2014) quienes han reportado que los péptidos de masas moleculares pequefas,
generalmente <1 kDa o ligeramente superiores, con frecuencia dipéptidos o tripéptidos,
conteniendo prolina o alanina en la P1, han mostrado una inhibicion potente de la DPP-
IV generalmente en un modo competitivo por el sitio activo (Power et al., 2014). Por esto
es probale que los péptidos, principalmente los presentes en la F<1 kDa de V.
unguiculata P-P, hayan interactuado con el sitio catalitico de la DPP-IV. En una forma
similar a los péptidos identificados por Velarde-Salcedo et al. (2013), obtenidos de
hidrolizados de proteina de amaranto, en donde encontraron que estos bloqueaban el
acceso al sitio catalitico.

Los resultados de P. lunatus y V. unguiculata con el sistema P-P concuerdan con
los resultados publicados por Oseguera-Toledo et al. (2015), en donde la fraccion <1
kDa, obtenida a partir de hidrolizados de proteina de P. vulgaris (pinto Durango y negro)
con alcalasa o bromelaina por dos horas, presentd el mayor porciento de inhibicion de
la DPP-IV (55%, empleando 100 ug hidrolizado/ml). Sin embargo, la actividad inhibitoria
de la F<1 de P. lunatus y V. unguiculata (53.07 y 76.30 % respectivamente) es menor
gue P. vulgaris, debido a que para esta especie los autores emplearon una concentraciéon
de muestra menor al presente trabajo.

En la Figura 13 B de P. lunatus A-F se observa que tanto el hidrolizado como
las fracciones peptidicas ultrafiltradas tuvieron una inhibicién superior al 70% pero la F
5-10 fue la mas alta. En la Figura 13 D de V. unguiculata A-F el hidrolizado tuvo la mayor
inhibicion sobre la DPP-IV. Se analizé que la actividad inhibitoria de los hidrolizados y
F>10 de P. lunatus A-F y de V. unguiculata A-F no presentaron diferencia estadistica
significativa (p>0.05).

A diferencia de los resultados con el sistema P-P donde las fracciones peptidicas
ultrafiltradas de menor tamafio mostraron alta inhibicién de la DPP-IV, se confirma en los
resultados con el sistema A-F que, también las fracciones mas grandes como la F>10y
F5-10 de P. lunatus A-F y F>10 V. unguiculata A-F tuvieron actividad inhibitoria sobre la
DPP-IV.

Lo anterior puede atribuirse a que péptidos largos de hasta aproximadamente 5
kDa o mayores pueden haberse retenido en dichas fracciones, en concentraciones altas
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y actuaron como inhibidores no competitivos formando interacciones en la interface de
dimerizacion de la enzima DPP-1V, bloqueando por lo tanto la forma activa de ésta. Esto
tal como lo reportd6 Velarde-Salcedo et al. (2013) quienes hallaron que péptidos
identificados de hidrolizados de glutelinas de amaranto, de mas de 13 y hasta 50
residuos se enlazaban con la DPP-IV en dicha zona, a lo cual se podia atribuir la
inhibicién. Incluso los péptidos (que pueden ser polipéptidos o proteinas) contenidos en
dichas fracciones podrian haber interactuado con sitios de enlazamiento secundarios,
como receptores y de reconocimiento de sustrato en la estructura de la DPP-IV,
modificando la especificidad del sustrato y la actividad catalitica de la DPP-IV, como lo
reporta Power et al. (2014).

Para el caso de los hidrolizados, los cuales contienen el total de la mezcla de
péptidos de distintos tamafios y composiciones, es posible que estos hayan ejercido un
efecto inhibitorio mixto como lo ha reportado Lorey et al. (2003), en un estudio con
oligopéptidos del virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1) en el que los péptidos se
pueden unir a la vez a diferentes sitios de la enzima, como el sitio catalitico y otra region,
y por esto los hidrolizados exhibieron alta actividad inhibitoria sobre la DPP-IV.

Los resultados obtenidos para P. lunatus y V. unguiculata con el sistema A-F
fueron en porcentaje, superiores a los reportados por Li-Chan et al. (2012), quienes
obtuvieron para un hidrolizado de proteina de gelatina de piel de salmén (procesado con
alcalasa por cuatro horas) 30, 40 y 60% de inhibicion para sus fracciones F>2.5, F2-1y
F<1 kDa sin embargo, cabe sefialar que dichos autores emplearon un concentracion de
ensayo menor (2 mg sélido/ml) y en el presente trabajo fue mayor (10 mg proteina/mli
gue equivalen a mas de 10 mg de sélido liofilizado de hidrolizado o fraccién peptidica
ultrafiltrada segun se trate).

Los resultados de los hidrolizados de P. lunatus y V. unguiculata con A-F (83 y
85 % de inhibicién) y F5-10 (88%) son del orden de los resultados reportados por
Velarde-Salcedo et al. (2013). Quienes probaron hidrolizados de proteina de amaranto,
obtenidos con tripsina por 14 h con diferentes proporciones de enzima-sustrato,
obteniendo inhibiciones desde un 20% hasta un 80% de inhibiciébn (empleando una
concentracion de ensayo de 2 mg péptidos/ml). Sin embargo, la actividad inhibitoria de
P. lunatus y V. unguiculata podria aparentemente ser menor que la del amaranto debido
a gque en el presente trabajé se emplearon 10 mg de proteina/ml como concentracion de
ensayo. Dicho autor también analiz6 hidrolizados de proteina frijol negro, soya, amaranto
y trigo obteniendo inhibiciones aproximadamente de 20, 38, 60, 60 % respectivamente
(a una concentracién de ensayo de 1.4 mg péptidos/ml), por lo que se puede observar
gue la fuente de proteina influye en la obtencion de péptidos bioactivos, ya que la especie
de frijol fue la de menor potencial de inhibicién.
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Aun cuando el mecanismo inducido de inhibiciéon de la DPP-IV no ha sido del
todo elucidado, Power et al., (2014) mencionan que, las investigaciones que han
analizado conducen en forma general a que los péptidos entre 2 a 7 aminoacidos con
presencia de prolina o alanina en la penultima posicién del N-terminal actdan inhibiendo
el sitio catalitico de la enzima. Y péptidos mas grandes generalmente se unen a sitios
secundarios de enlazamiento fuera del sitio catalitico. Motivo por el cual se pudo
observar un potencial inhibitorio considerable sobre la DPP-IV con las fracciones de P.
lunatus y V. unguiculata con el sistema P-P y A-F. Adicionalmente la secuencia
aminoacida puede alterar el modo de inhibicion y la potencia de la inhibicién, ya que las
interacciones DPP-IV-inhibidor dependen de estos factores y de la conformacion de la
cadena peptidica, tal como reporta como menciona Lorey et al. (2003). Quienes
encontraron en algunos péptidos inhibidores de la DPP-IV, que la sustitucién en
ubicaciones especificas como el tercer aminoécido de N-terminal alter6 la potencia de
inhibicion.

Se realiz6 el analisis estadistico de los hidrolizados y fracciones peptidicas
ultrafiltradas de la figura 17 (A, B, C y D) y se determin6 que las fracciones con mayor
actividad inhibitoria sobre la DPP-IV fueron la F5-10 de P. lunatus A-F y el hidrolizado de
V. unguiculata A-F, al no ser estadisticamente diferentes (p>0.05). Por ello se determiné
su ICs, la cual fue de 1.93 y 2.06 mg proteina/ml respectivamente.

La ICso del hidrolizado de V. unguiculata A-F, fue mayor a la reportada por
Rocha et al. (2014) para un hidrolizado de proteina de V. unguiculata, de 0.8 mg
proteina/ml (obtenido con alcalasa por 2 h). Las ICso obtenidas en el presente trabajo
(hidrolizado y F5-10) fueron un poco mas altas que las reportadas por Velarde-Salcedo
et al. (2013) de 1.2-2 mg/ml y 1.0-1.6 mg/ml para unos hidrolizados de proteina de
amaranto y sus fracciones F<10 kDa respectivamente, asi como la de 0.8 mg/ml para un
hidrolizado de proteina de trigo. También fueron mas altas que las reportadas por Mojica
et al. (2015) para hidrolizados de cinco variedades de frijol P. vulgaris de 0.093 - 0.9 mg
proteina/ml (obtenidos con pepsina-pancreatina por cuatro horas). La diferencia en los
resultados se debe a las condiciones trabajo que fueron distintas, como el complejo
enzimatico, proporcion de enzima:sustrato, tiempo de hidrélisis o la fuente de proteina.
lincluso como menciona Rocha et al. (2014) una hidrélisis mas intensa podria provocar
un efecto adverso a la inhibicién enzimatica, como fue su caso que, después de hidrolizar
por arriba de dos horas, su ICsp para V. unguiculata se vio incrementada
aproximadamente de 0.8 a 1.5 mg proteina/ml.

Las ICs de la F5-10 P. lunatus A-F e hidrolizado de V. unguiculata A-F, fueron
mas altas que la del tripéptido diprotina A, inhbidor patentado de la DPP-IV (lle-Pro-lle)
con ICsp = 0.0016 mg/ml (Lacroix y Li-Chan, 2013). No obstante tienen potencial para
inhibir la DPP-IV, por lo que con estudios adicionales de purificacion se podrian reducir
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la ICso y con estudios in vivo podrian ser empleadas para la elaboracion de alimentos
funcionales para contribuir al tratamiento de DMT2.

Por otro lado, en las figuras 11, 12 y 13 se observa que el hidrolizado y las
fracciones peptidicas ultrafiltradas de P. lunatus P-P tuvieron actividad inhibitoria
considerable sobre la enzima a-amilasa y DPP-IV (sobre esta las fracciones de menor
tamafno) pero muy baja o nula actividad en algunos casos sobre la a-glucosidasa. Una
tendencia similar se presentd para V. unguiculata P-P. Se observa en las mismas figuras
gue los hidrolizados y fracciones peptidicas ultrafiltradas de P. lunatus A-F tuvieron alta
actividad inhibitoria sobre la a-amilasa y DPP-IV (para esta los hidrolizados, F>10 y F5-
10). Y se detectd un poco mas de inhibicién sobre la enzima a-glucosidasa que con el
sistema P-P para algunos casos y otros siguieron presentando baja o nula actividad.
Para V. unguiculata A-F se encontr6 alta inhibicion sobre la actividad de las tres enzimas.

El comportamiento anterior puede explicarse porque la especificidad por el
sustrato es distinta para la a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV, la cual esta en funcion de
su sitio activo (Yamamoto, Miyake, Kusunoki y Osaki, 2010). En el caso de la a-amilasa
y a-glucosidasa, a pesar de pertenecer a la misma familia de las glucohidrolasas, se ha
identificado en sus estructuras que la organizacion a nivel de dominios juega un papel
importante en la especificidad de las enzimas, e incluso en algunas glucohidrolasas, se
han identificado diferencias a nivel del dominio C (Jespersen, MacGregor, Sierks y
Svensson, 1991). Por esto los péptidos (proteinas, polipéptidos u oligopéptidos, segln
la membrana utilizada durante la ultrafiltracién) contenidos en algunos hidrolizados o
fracciones peptidicas ultrafiltradas de P. lunatus y V. unguiculata P-P o P. lunatus A-F
que si inhibieron la a-amilasa o DDP-IV no tuvieron la afinidad para interactuar con la
misma potencia con la a-glucosidasa para provocar su inhibicion.

A pesar de tratarse de los mismos hidrolizados o fracciones peptidicas
ultrafiltradas probados con las diferentes enzimas, cada uno contiene mas de un péptido
a la vez, y s6lo algunos de ellos podrian tener la capacidad de inhibir a la vez a las tres
enzimas 0 a dos o solo a una. Esto debido a que la composicién y secuencia de sus
aminodcidos es importante para ejercer su efecto inhibidor. Por lo que seguramente los
péptidos bioactivos contenidos en algunos hidrolizados o fracciones peptidicas (P.
lunatus y V. unguiculata P-P o P. lunatus A-F) no se encontraron en una concentracion
suficiente para inhibir a la actividad de a-glucosidasa, pero si para inhibir la a-amilasa y
la DPP-IV, por ello la actividad inhibitoria puede ser mas alta o baja en los diferentes
casos.
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5.8. Perfil de amino&cidos de los hidrolizados o fracciones peptidicas
ultrafiltradas con mayor actividad inhibitoria de las enzimas a-amilasa, a-
glucosidasa, DPP-IV.

En la Tabla 16 y 17 se presenta respectivamente el perfil de aminoacidos y su
distribucion, de los hidrolizados o fracciones peptidicas de P. lunatus y V. unguiculata,
que presentaron las mas altas actividades inhibitorias sobre las enzimas a-amilasa, a-
glucosidasa y DPP-IV.

Los aminoacidos limitantes en P. lunatus son cisteina y metionina, mientras que
la especie V. unguiculata es rica en acido glutadmico, aspartico, leucina y lisina pero tiene
un bajo contenido de cisteina y es limitante en metionina, lo que concuerda con lo
reportado por Evans y Boulter (1974); Horax et al. (2004); Sandoval (2015) y Freitas et
al. (2004).
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Tabla 16. Perfil de aminoacidos (g/100 g proteina) de los hidrolizados proteinicos y fracciones peptidicas con mayor actividad
inhibitoria sobre la a-glucosidasa, a-amilasa y DPP-IV.

Aminoécido FI-3VUPP F<IVUPP F<IPLPP  HVUAF  F>I0VUAF HPLAF  F>10PLAF F510PLAF V.:?g:iiulata P&Tﬂl:;us
Asp + Gl 2483 1813 1913 40.25 3711 2125 21.69 217 297 24.83
Ser 3014004°° 193+004° 289£019°° 415+024°° 404+071°° 692+025% 555%117%° 395+083°° 5.90 5.44
His 0.73+001° 079+019° 066+0.02° 280+001°° 290£059°" 387+022° 391+121%" 272+045° 303 3.00
Gii 5104005 4974011° 419+0.02°° 2844016 351£061°" 475+0.13° 458+094* 384015 3.88 248
Tre 3844007° 337+008%" 407+004° 166+009° 156+0.28° 259+0.19°° 239+080°° 1.69+0.25° 3.09 410
Arg 319+005°" 163+006" 175+002" 626+050°° 511+044°° 632+184°° 631+130*° 7.69+113° 5.97 10.13
Ala 684+022° 7874020 775+026° 263+0032° 182+014° 290+013° 155+022°¢ 1.09+0.20° 444 3.30
Pro 3864064 4174024 407+008°° 334+122° 4.63+2.83°° 5904043 677+0.19°° 8.110.16° 3.75 543
Tir 179+001°" 080+007" 120+003%" 232+031°° 145+016°¢ 452£028* 240+029° 2.49+0.05" 2.86 345
Val 7474018 829+014°" 756+018° 850+080°° 13.14+0.86° 10.29+0.04°° 12994153 1231+082%" 471 5.90
Met 0294009 0001+0.00° 068+003*° 038+0.14" 023+006° 037+0.13° 084+024*" 1274070 152 081
Cis ND ND ND 168+001° 116+0.16°° 042+011%" 010+0.02° 132+093*° 100 0.29
le 646+0.16°° 685+004% 668+013°° 342£044° 401+032° 512+017" 587+043™ 5744036 418 5.71
Leu 11.93+021° 1551+031% 16.15+025° 634+067° 670£085° 961£022° 973+098° 10.15+168" 8.73 9.35
Fen 991+026° 1415+015% 1364+032° 664+346° 446+065° 6.00+026° 6.08+092° 559+0568° 5.60 6.18
Lis 797+016° 737+024°° 678+044°° 481+066° 598+073"° 7.06+019*" 7.35+1.02*° 683+0.13%° 7.30 5,69
Trp 276+078"° 417+113° 278 +074°° 198+005" 216+067° 182+041° 184+024° 240+0.29° 166

Letras distintas en la misma fila presentan diferencia estadistica significativa (p<0.05). N.D No detectado. VU= V. unguiculata; PL= P. lunatus;
H= Hidrolizado; P-P= Pepsina-Pancreatina; A-F= Alcalasa-Flavourzima. * Evans y Boulter (1974). ** Sandoval (2015)
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Tabla 17. Distribucién de perfil de aminoacidos (%) de los hidrolizados proteinicos y fracciones peptidicas con mayor actividad
inhibitoria sobre la a-glucosidasa, a-amilasa y DPP-IV.

Distribucion de aminoacidos (%)

F1-3 VU PP F<1VU PP F<1PL PP H VU AF F>10 VU AF H PL AF F>10 PL AF  F5-10 PL AF
Hidrofébicos 49.52 61.01 59.31 33.23 37.16 42.01 45.67 46.66
(Ala, Val, Met, Fen, Leu, lle, Pro, Trp)
Hidrofilicos 36.72 27.92 28.32 54.12 51.10 38.76 39.26 40.01
(Arg, Asp+Asn, His, Lis, Glu+GIn)
Neutros 13.74 11.07 12.35 12.65 11.72 19.20 15.02 13.29

(Ser, Tre, Gli, Tir, Cis, Gli)

VU= V. unguiculata; PL= P. lunatus; H= Hidrolizado; P-P= Pepsina-Pancreatina; A-F= Alcalasa-Flavourzima
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Se aprecia en la Tabla 16 que en las fracciones peptidicas ultrafiltradas que
tuvieron mayor actividad inhibitoria sobre la a-amilasa, F<1 de P. lunatus P-P tiene un
mayor contenido de leucina, fenilalanina, &cido aspartico, &cido glutamico y alanina
respecto a los deméas aminoé&cidos de dicha fraccién. En la F1-3 de V. unguiculata P-P
predomina respecto al contenido del total de aminoacidos, la presencia de &cido
glutdmico y aspartico, leucina, fenilalanina y lisina. En la F<1 de V. unguiculata P-P hay
mayor contenido de leucina, fenilalanina, glutdmico, aspéartico, valina y alanina. En el
hidrolizado de P. lunatus A-F se encontr6 un mayor contenido de aminoacidos como
valina, acido aspartico y glutamico, leucina, lisina y serina. En la F>10 de P. lunatus A-F
hay mayor contenido de valina, acido aspartico y glutamico, leucina, lisina y arginina. En
el hidrolizado y F>10 de V. unguiculata A-F predomina el contenido de acido glutadmico,
aspartico, valina, leucina, fenilalanina, arginina y lisina. En la Tabla 17, se observa que
en las fracciones F<1 P. lunatus P-P, F1-3 y F<1 V. unguiculata P-P y F>10 P. lunatus
A-F fue mayor el contenido de aminoéacidos hidrofébicos y en hidrolizado y F>10 de V.
unguiculata A-F el de aminoéacidos hidrofilicos.

Por lo anterior es posible que la presencia de los aminoacidos mencionados,
detectados en mayor concentracion en los hidrolizados o fracciones peptidicas
ultrafiltradas citadas, tengan participacién en la inhibicién de la a-amilasa. Principalmente
aminodcidos hidrofébicos como Leu, Val y Fen e hidrofilicos como Asp, Glu, Arg vy Lis.
Esto de acuerdo a lo reportado por autores como Ngoh y Gan (2016) y Ngoh et al. (2017)
quienes han identificado algunos péptidos inhibidores de la a-amilasa, obtenidos de
hidrolizados de proteina de frijol negro, tales como PPHMLP, PLPWGAGF, PPHMGGP,
PLPLHMLP, LSSLEMGSLGALFVCM. Los cuales tienen presencia predominante de
leucina y se enlazan a la a-amilasa, principalmente mediante aminoacidos como Pro,
Met e His en regiones de union de sustrato y sitio catalitico. Dichos autores observaron
gue con frecuencia la prolina aparece en el N-terminal de los péptidos identificados, lo
cual resulta de interés para la inhibicion. También reportaron que aminodcidos
hidrofébicos como Ala, Leu, Fen, Val, Pro, Gli e hidrofilicos como Cis, Met, His y Ser
juegan un papel importante en la inhibicion de la a-amilasa, ya que se ha sugerido que
estos residuos son los responsables de interactuar en los sitios activos de la enzima via
enlaces hidrofébicos y enlaces de hidrégeno.

La presencia frecuente de leucina también fue observada por Oseguera-Toledo
et al. (2015) en péptidos inhibidores de la a-amilasa, como LLSL y FFL encontrados en
hidrolizados de proteina de frijol negro, los cuales interactuaron en el sitio catalitico de
la a-amilasa con al menos uno de los aminoacidos responsables de la hidrélisis de
carbohidratos. Por otro lado, Yu et al. (2012) mencionan que la presencia de leucina y
prolina se considera relevante para la inhibicion, ya que encontraron que el péptido
KLPGF, derivado de un hidrolizado de albumina de huevo, fue capaz de inhibir la a-
amilasa. Por otro lado, se ha visto que una secuencia de aminoacidos como Trp-Arg-
Tir, y aminoacidos como Gli, Tre, Ala, Val, Asp y Glu como los encontrados en los
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polipéptidos inhibidores de la a-amilasa del género Streptomyces son importantes en la
inhibicién (Machius et al., 1996).

Se observa en la Tabla 16 y 17, que los hidrolizados y fracciones peptidicas
ultrafiltradas con mas alta actividad inhibitoria sobre la a-glucosidasa: F<1 de V.
unguiculata P-P tiene mayor contenido de aminoacidos hidrofébicos como &cido
glutamico y aspartico, leucina y fenilalanina respecto al resto de los aminoéacidos, en la
F5-10 de P. lunatus A-F, predominan aminoacidos hidrofébicos como leucina, prolina e
hidrofilicos como arginina y lisina, por otro lado, en el hidrolizado y F>10 de V.
unguiculata A-F predomina la presencia de aminoéacidos hidrofilicos sobre los hidrofilicos
encontrandose en mayor cantidad acido glutamico, aspartico valina, leucina, fenilalanina,
arginina y lisina respecto al contenido de los demas aminoacidos. Por lo que es probable
gue dichos aminoacidos estén presentes en determinadas secuencias en los péptidos
contenidos en los hidrolizados o fracciones peptidicas mencionados, pudiendo tener una
participacion importante en la inhibicion de a-glucosidasa, principalmente aminoacidos
como Leu, Pro, Glu, Fen y Lis. Esto debido a que autores como Yu et al. (2012); Lee et
al. (2011); Kang et al. (2013) y Ren et al. (2016) han reportado la presencia de
aminodcidos hidrofébicos como leucina, prolina, metionina, fenilalanina y glicina, asi
como la presencia de algunos hidrofilicos como arginina, acido glutamico y tirosina, en
péptidos inhibidores de a-glucosidasa, obtenidos a partir de hidrolizados de proteinas de
diferentes fuentes de proteina como albumina de huevo, capullo de seda, Aspergillus
Oryza N159-1, Canabis sativa L., tales como los péptidos KLPGF; GEY y GYG; PFP;
LR y PLMLP, los cuales podrian formar parte de los péptidos contenidos en las
fracciones obtenidas en el presente trabajo.

En la Tabla 16 se muestra que los péptidos presentes en las fracciones F5-10
de P. lunatus A-F que tuvieron la mayor inhibicion sobre la DPP-IV y el hidrolizado de
V. unguiculata A-F, contienen cantidades importantes de leucina, prolina, arginina, lisina
y acidos glutdmico y aspartico, valina, leucina y lisina, respectivamente, por lo que
principalmente la presencia de Pro, Val, Leu, Lis que se encontraron en mayor
concentracion en las fracciones mencionadas, e incluso Gli y Ser, que no precisamente
estdn en mayor concentracion, podrian formar parte de los péptidos de dichas
fracciones, ya que la DDP-IV tienen preferencia por sustratos con dipéptidos N-
terminales con presencia de prolina, alanina o incluso valina, glicina, serina y leucina en
P1, y podrian haber actuado como inhibidores. Aunado a esto Mojica et al. (2015)
reportaron que el péptido con mayor potencial inhibitorio de la DPP-IV encontrado en el
hidrolizado de proteina de P. vulgaris, fue el LRENNKLMLLELK, en el que las secuencias
bioactivas LL, EL, LK, NKL, KL, se caracterizan por la presencia de leucina. Autores
como Rocha et al. (2014) encontraron que los péptidos TTAGLLE y KVSWAL, obtenidos
de hidrolizados de proteina de V. unguiculata, tuvieron el mayor nimero de interacciones
con la enzima DPP-IV, en el sitio catalitico y sitios de reconocimiento. Oseguera-Toledo
et al. (2015) reportaron que los péptidos LLSL, QQEG inhibidores de la a-amilasa,
también inhibieron la DDP-1V, ya que el primero interaccioné con un aminoacido del sitio
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catalitico y el segundo interaccioné con el sitio catalitico y otras regiones de la DPP-IV,
péptidos en los que nuevamente se destaca la presencia de leucina y valina.

5.9. Citotoxicidad de hidrolizados y fracciones peptidicas ultrafiltradas con
mayor actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa, DPP-
V.

Los resultados de la actividad citotoxica evaluada para los hidrolizados y
fracciones peptidicas ultrafiltradas con mas alta actividad inhibitoria sobre las enzimas
a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV, se observan en la Figura 14.
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Figura 14. Actividad citotoxica (% mortalidad celular) sobre células vero de los
hidrolizados o fracciones peptidicas ultrafiltradas con mas alta actividad inhibitoria sobre
las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV. Control: Docetaxel (Taxotere®) (0.78
pg/ml). VU: V. unguiculata, PL: P. lunatus, H: Hidrolizado, F: Fracciéon peptidica (kDa),
PP: Pepsina-Pancreatina, A-F: Alcalasa-Flavourzima.

En la Figura 14, se observa que ningunas de estas muestras, tuvieron efecto
citotoxico (expresada en % de mortalidad celular) suficiente para ocasionar la muerte del
50% de las células de prueba, a una concentracion maxima 1000 pg solido /ml
(equivalente a un contenido de proteina de 0.45 a 0.9 mg proteina/ml, segun el
hidrolizado o la fraccién ultrafiltrada, de acuerdo a la Tabla 13). Por ello no se estableci6
una CCso.

Estos resultados concuerdan con Cu-Cafietas (2017) quien reporté ausencia
de citotoxicidad en fracciones peptidicas obtenidas a partir de V. unguiculata probadas
en células Vero. Asi como con lo publicado por Mora-Escobedo, Robles-Ramirez,
Ramon-Gallegos y Reza-Aleman (2009) sobre hidrolizados de proteina de soya
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geminada, los cuales mostraron citotoxicidad minima en células normales humanas
(keratinocitos) en comparacion con la citotoxicidad exhibida en células cancerosas HelLa
y C-33 (de carcinoma cervical). También concuerdan con lo publicado por Girén-Calle,
Alaiz y Vioque (2010) para hidrolizados de proteina de garbanzo, en donde se observo
gue estos componentes redujeron la proliferacion celular s6lo de células cancerosas
Caco-2.

Autores que han trabajo con péptidos bioactivos obtenidos de diferentes fuentes
de proteina como frijol comun, trigo y otras gramineas han observado citotoxicidad de
estos compuestos sélo hacia células tumorales (Giovannini et al., 1996; Fitzgerald et al.,
2001; Ngai y Ng, 2004; Wong y Ng, 2005). Al respecto Ali et al. (2015) evaluaron la
citotoxicidad de algunos fermentados de soya y frijol mungo, con formacion de
componentes bioactivos con capacidad antioxidante e inmunomoduladora, en los que se
observo que soélo presentaron actividad citotdxica sobre células cancerosas, pero no en
células normales. Wu et al. (2014), Qian et al. (2007) y Ryder et al. (2016) reportaron
gue péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y capacidad
antioxidante provenientes de proteina caseina bovina y de algunos hidrolizados de
proteina de carne, que al ser probados en células Vero o células endoteliales umbilicales
humanas no produjeron efecto citotoxico.
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6. CONCLUSIONES.

Se obtuvieron grados de hidrélisis extensivos en todos los hidrolizados
proteinicos de Phaseolus lunatus L. y Vigna unguiculata L. y se obtuvo un grado de
hidrolisis més alto empleando el sistema enzimatico secuencial alcalasa-flavourzima
para ambas leguminosas.

La mayor actividad inhibitoria sobre la enzima a-amilasa, la present6 la F>10
kDa de V. unguiculata A-F, en comparacion con el total de los hidrolizados y fracciones
peptidicas ultrafiltradas de P. lunatus y V. unguiculata obtenidos con P-P y A-F,
presentando una ICso de 31.58 mg proteina/ml.

La mayor actividad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa, la tuvo la F>10
kDa de V. unguiculata A-F, en comparacion con el total de los hidrolizados y fracciones
peptidicas ultrafiltradas de P. lunatus y V. unguiculata obtenidos con P-P y A-F,
presentando una ICso de 0.633 mg proteina/ml.

La mayor actividad inhibitoria sobre la enzima DPP-IV, la tuvo la F5-10 kDa de
P. lunatus A-F, en comparacion con los hidrolizados y fracciones peptidicas ultrafiltradas
probados con dicha enzima, teniendo una ICso de 1.93 mg proteina/ml.

Los hidrolizados proteinicos y fracciones peptidicas con mayor actividad
inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y DPP-IV no presentaron
citotoxicidad in vitro en células vero.

En fraccién peptidica ultrafiltrada con mayor actividad inhibitoria sobre la a-
amilasa y a-glucosidasa (F>10 kDa V. unguiculata A-F) predominé el contenido de acido
aspartico, glutamico, leucina y valina. Asi como de prolina, leucina, valina y lisina en la
fraccion peptidica con mayor actividad inhibitoria sobre la DPP-IV (F5-10 kDa P. lunatus
A-F).

De todos los hidrolizados proteinicos y sus fracciones peptidicas ultrafiltradas,
obtenidas a partir de Phaseolus lunatus L. y Vigna unguiculata L. con P-P y A-F, la F>10
kDa de V. unguiculata A-F y la F 5-10 kDa de P. lunatus A-F mostraron el mas alto
potencial antidiabético in vitro y no mostraron citotoxicidad in vitro.
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8. ANEXO.

Abreviaturas

Descripcion

NDZOsSsATM T0O0ZI<<T>»V-OINMO

Asp
Glu
Ser
His
Gli
Tre
Arg
Ala
Pro
Tir
Val
Met
Cis
lle
Leu
Fen
Lis
Trp
Gln
Asn
Asx (Asp+Asn)
GIx (Glu+GIn)

Acido aspartico
Acido glutamico
Serina
Histidina
Glicina
Treonina
Arginina
Alanina

Prolina
Tirosina

Valina
Metionina
Cisteina
Isoleucina
Leucina
Fenilalanina
Lisina
Triptéfano
Glutamina
Asparagina
Acido aspartico + asparagina
Acido glutamico + glutamina

Dipeptidil petidasa IV

Alcalasa-Flavourzima

Pesina-Pancreatina

Grado de hidrolis

Concentracién que inhibibe el 50% de actividad
enzimatica

Concentracién de citotoxicdad que mata el 50%
de céulas
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Fundamentos de las técnicas de inhibicién enzimatica
Inhibicién de la enzima a-amilasa

El fundamento de la metodologia para el ensayo de inhibicion de la enzima a-
amilasa, est4 basado en la reaccién de reduccion del reactivo acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) al acido 3-amino-5-nitro-salicilico, por los azucares reductores liberados durante
la hidrdlisis del almidén por la enzima a-amilasa en presencia o ausencia de inhibidor,
en dicho proceso el grupo aldehido de azucares reductores son oxidados al acido
carboxilico respectivo (Figura 14). La reduccion del reactivo DNS se lleva a cabo en
condiciones alcalinas, de calentamiento y presencia de tartrato de sodio-potasio que
estabiliza la coloracion resultante roja parda (Miller,1959), la cual esta en funcion de la
cantidad de azucares reductores presentes y que se puede leer por espectrofotometria
de luz visible a una longitud de onda con absorbancia maxima a 540 nm.

oy ¥ Azucar - . | _-oH 1
[.[ - )J reductor ‘ ~ “ Azucar oxidado
(

) —
o

o’ T NO, »yi 7 T~ CnH,

Acido 3,5 dinitrosalicilico 3-amino-5nitrosalicitalo

Figura 15. Reaccion del acido dinitrosalisilico con azUcares reductores.
Inhibicién de la enzima a-glucosidasa

La metodologia para el ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa, esta
basado en la hidrélisis del sustrato sintético p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (PNPG) en
el enlace a-1,6-glicosidico por accion de la a-glucosidasa en presencia 0 ausencia de
inhibidor, que libera residuos de p-nitrofenol (como ion p-nitrofenolato) y a-D-glucosa,
Figura 15 (Guo, Jiang, Lv y Wang, 2010). La resonancia del ion p-nitrofenolato se
estabiliza en condiciones alcalinas (Adams y Langley, 1998) por lo que la coloracién
amatrilla clara que se genera puede determinarse por espectrofotometria de luz visible a
una longitud de onda de maxima absorbancia de 405 nm.
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Figura 16. Reaccion catalizada por la a-glucosidasa (Guo et al., 2010).
Inhibicién de la enzima DPP-IV

La metodologia para el ensayo de inhibicién de la enzima DPP-IV, est4 basada
en la escision del sustrato fluor6foro sintético Gly-Pro-MCA (Glicil-prolina-4-metil-
coumaril-7-amida) catalizada por la enzima DPP-IV, que libera el residuo MCA el cual
tiene fluoresencia que puede monitorearse a longitudes de emision y excitacién Aex =
360/Aem =460 nm (Lan et al., 2015; Mustafa et al., 2011). La catalisis llevada a cabo por
la DPP-IV involucra la formacién del complejo enzima-sustrato, la formacién de un
intermediario covalente enzima-acil y la subsecuente hidrolisis del complejo,
generalmente involucra dos fases (Kim et al., 2006) donde se libera el residuo MCA
(Figura 16).

Gly-Pro-MCA DPP-V_p Gly-Pro + MCA

Figura 17. Reaccion catalizada por la DPP-IV sobre el sustrato Gly-Pro-MCA.

Ensayo de citotoxicidad

El efecto citotoxico en la linea celular elegida fue evaluado de acuerdo al método
descrito por Skehan et al. (1990). El fundamento de esta técnica se basa en el empleo
de sulforrodamina (SRB) que es un colorante aminoxantano rosa brillante con dos
grupos sulfénicos, que tiene una histoguimica similar a la de los colorantes relacionados,
como el azul brillante de Coomassie, el azul de bromofenol y el amarillo de naftol S, que
bajo condiciones ligeramente 4cidas, el SRB se une a residuos de aminoacidos basicos
de proteinas en células fijadas con acido tricloroacético TCA para proporcionar un indice
sensible del contenido de proteina celular. Debido a que el enlazamiento del SRB es
estequiométrico a la cantidad de colorante extraido de las células tefiidas, es
directamente proporcional a la masa celular. Este método ha sido empleado para probar
la toxicidad en lineas celulares cancerosas y no cancerosas (Vichai y Kirtikara, 2006).
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