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RESUMEN

En los dltimos afos, se ha incrementado la bdsqueda de proteasas de fuentes vegetales
(fitoproteasas), con el fin de ser utilizadas en procesos biotecnolédgicos, como es el caso de las
obtenidas de la aguama (Bromelia pinguin L.), cuyo extractos crudos han mostrado presentar
estabilidad en un amplio rango de temperaturas, asi como a diferentes compuestos usados en la
industria, ademas de ser efectiva en la coagulacion de leche y otros bioprocesos. Las
fitoproteasas pueden emplearse en la produccion de peptidos, como son los obtenidos mediante
la hidrolisis de proteinas del lactosuero bovino, el cual es desaprovechado a pesar de ser
considerado como uno de los principales subproductos de la industria quesera con alto potencial
para la obtencién de moléculas bioactivas. Es por ello que en este trabajo se desarrollé un
protocolo de semipurificacion y caracterizacion bioquimica del extracto enzimético
semipurificado proveniente del mesocarpio del fruto de aguama (Bromelia pinguin L.), cuyo
desempefio en la produccién de hidrolizados proteinicos (HP) de lactosuero con capacidad
antioxidante se compar6 con aquellos HP elaborados con proteasas comerciales. Métodos. Se
realizo la extraccion y semipurificacion de fitoproteasas de aguama, lo cual posteriormente fue
caracterizado, evaluando la concentracion de proteina, actividad proteolitica total, perfil
proteinico por electroforesis, efecto de inhibidores especificos, pH, temperatura, iones
metalicos, sales, agentes surfactante, reductores y solventes organicos sobre la actividad
proteolitica del extraco semipurificado. Se llevo a cabo la produccién de HP de lactosuero
utilizando distintas fuentes enzimaticas (papaina, bromelina y el extracto semipurificado de
aguama) a una relacion enzima/sustrato (14, 963 U de actividad proteolitica/por gramo de
proteina), ajustando los tiempos de reaccidn hasta alcanzar un 10% de grado de hidrolisis (GH).

El perfil de pesos moleculares de las fracciones proteinicas hidrolizadas se determino mediante



electroforesis SDS-PAGE. La actividad antioxidante in-vitro del lactosuero y los HP se evaluo
mediante las técnicas de FRAP, DPPH y ABTS. Resultados. EL proceso de semipurificacion
permitio obtener extractos (ESP) con un factor de purificacion de 3.75, presentando bandas
proteicas de 20.2, 22.3 y 37.7 kDa, asociadas a proteasas presentes en otras especies vegetales
del género Bromeliacea. La actividad de éstas enzimas fue inhibida por TPCK (92 %), HgCl>
(95 %) y Pepstatin A (44 %), indicando la presencia de Serin, Cistein y Aspartico proteasas,
respectivamente. Las condiciones de pH y temperatura 6ptima de los ESP se observo a pH 3y
7 a 60 °C, no obstante los ESP presentaron mayor estabilidad en el rango de temperatura de 25-
55 °C apH 3y pH 7. Asi mismo, las proteasas en ESP fueron estables en presencia de sales,
agentes reductores, surfactantes y solventes organicos. Los HP producidos con diferentes
proteasas con papaina, bromelina y ESP, alcanzaron un GH de 10 % a los 412, 397 y 424 min,
respectivamente. Las principales proteinas de lactosuero (lactoferrina y caseina) fueron
susceptibles a la hidrdlisis por las tres fuentes de fitoproteasas, la albimina de suero bovino fue
hidrolizada por papaina y ESP, las inmunoglobulinas por papaina y Bromelina, mientras -
lactoglobulina por papaina. Los protocolos empleados para evaluar la capacidad antioxidante
permitieron evidenciar la presencia de proteinas y péptidos con éstas caracteristicas en el
lactosuero y los HP producidos con diferentes fitoproteasas. La actividad antioxidante medida
por ABTS, demostrd que el proceso de hidrélisis incrementa esta bioactividad, ya que fue el
lactosuero el que present6 la menor actividad al ser necesaria una concentracion de 80 mg/mL
para poder inhibir el 50 % de los radicales en la prueba (ECso); los HP realizados con bromelina
y ESP tuvieron una ECso de 39.65 y 40.66 mg/mL, respectivamente; mientras que el HP
realizado con papaina fue el que presentd mayor actividad antioxidante (ECso = 24.43 mg/mL).
Conclusiones. Los extractos semipurificados de aguama pueden ser usados en diferentes

procesos industriales por su estabilidad. La produccién de hidrolizados proteinicos con
Xi



proteasas de extractos semipurificados de aguama son una alternativa viable para la produccion

de peptidos con actividad antioxidante a partir de lactosuero.

Palabras claves: Aguama; extractos semipurificados; hidrolizados proteinicos, actividad

antioxidante.
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ABSTRACT

In recent years, the proteases from plant sources (phytoproteases) have increased, in
order to be used in biotechnological processes, as is the case of those obtained from aguama
(Bromelia pinguin L.), whose crude extracts have shown to present stability in a wide range of
temperatures, as well as to different compounds used in the industry, in addition to being
effective in the coagulation of milk and other bioprocesses. Phytoproteases can be used in the
production of peptides, such as those obtained by hydrolysis of proteins from bovine whey,
which is wasted despite being considered one of the main by-products of the cheese industry
with high potential for obtaining bioactive molecules. That is why in this project, a protocol for
a semi-purified enzymatic extract from the mesocarp of the aguama fruit (Bromelia pinguin L.)
was developed, whose performance in the production of protein hydrolyzates (HP) of whey with
antioxidant capacity was compared with those HP made with commercial proteases. Methods.
The extraction and semi-purification of phytoproteases from aguama were carried out, which
was subsequently characterized, evaluating the protein concentration, total proteolytic activity,
protein profile by electrophoresis, the effect of specific inhibitors, pH, temperature, metal ions,
salts, surfactant agents, reducers and organic solvents on the proteolytic activity of the semi-
purified extract. The production of HP of whey was carried out using different enzymatic
sources (papain, bromelain, and the semi-purified extract of aguama) to an enzyme/substrate
ratio (14.963 U of proteolytic activity / per gram of protein), adjusting the reaction times until
reaching a 10% degree of hydrolysis (GH). The molecular weight profile of the hydrolyzed
protein fractions was determined by SDS-PAGE electrophoresis. The in-vitro antioxidant
activity of whey and HP was evaluated using the FRAP, DPPH, and ABTS techniques. Results.
The semi-purification process allowed to obtain extracts (ESP) with a purification factor of 3.75,

presenting protein bands of 20.2, 22.3, and 37.7 kDa, associated with proteases present in other
xiii



plant species of the genus Bromeliaceae. The activity of these enzymes was inhibited by TPCK
(92%), HgCl2 (95%), and Pepstatin A (44%), indicating the presence of Serine, Cysteine, and
Aspartic proteases, respectively. The pH and optimum temperature conditions of the ESPs were
observed at pH 3 and 7 at 60 °C; however, the ESP showed greater stability in the temperature
range of 25-55 °C to pH 3 and pH 7. Likewise, proteases in ESP were stable in the presence of
salts, reducing agents, surfactants, and organic solvents. The HP produced with different
proteases with papain, bromelain, and ESP, reached a GH of 10 % at 412, 397, and 424 min,
respectively. The main whey proteins (lactoferrin and casein) were susceptible to hydrolysis by
the three sources of phytoproteases, bovine serum albumin was hydrolyzed by papain and ESP,
immunoglobulins by papain and Bromelain while B-lactoglobulin by papain. The protocols used
to evaluate the antioxidant capacity made it possible to demonstrate the presence of proteins and
peptides with these characteristics in the whey and the HP produced with different
phytoproteases. The antioxidant activity evaluated by the ABTS test showed that the hydrolysis
process increases this bioactivity, since it was the serum that presented the lowest activity since
a concentration of 80 mg/mL was necessary to be able to inhibit 50% of the radicals in the test
(ECs0); HP performed with bromelain and ESP had an ECso of 39.65 and 40.66 mg/mL,
respectively; while the HP performed with papain was the one that presented the highest
antioxidant activity (ECso = 24.43 mg/ mL). Conclusions. The semi-purified extracts of aguama
can be used in different indsutrial processes due to its stability. The production of protein
hydrolysates with proteases from semi-purified extracts of aguama is a viable alternative to

produce peptides with antioxidant activity from whey.

Keywords: Aguama; semi-purified extracts; Protein hydrolysates, antioxidant activity.
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CAPITULO |



INTRODUCCION

En los dltimos afios ha aumentado la basqueda de fuentes vegetales para la obtencion
de enzimas proteoliticas (proteasas), con el fin de ser utilizadas en diversos procesos
industriales, como la elaboracion de cerveza, productos lacteos, ablandamiento de carne, asi
como en la industria farmacéutica, generando farmacos y péptidos bioactivos para tratamientos
contra cancer, trastornos digestivos y virales (Gonzéalez-Rabade et al., 2011).

Las proteasas de origen vegetal mas comercializadas a nivel industrial han sido
papaina, quimopapaina (extraida del latex de papaya), ficina (del latex del arbol de higo); y
bromelina (obtenida del tallo de pifia) (Sun et al., 2016). Siendo esta Gltima una fuente
importante de enzimas proteoliticas, al igual que otras especies de la familia Bromeliaceae, los
géneros de esta familia como Ananas, Bromelia, Hohenbergia y Pseudananas, se caracterizan
por presentar grandes cantidades de endoproteasas, siendo por lo tanto, una fuente natural viable
para diversos usos biotecnologico (Villanueva-Alonzo et al., 2019).

La especie mas estudiada de la familia Bromeliaceae es la Ananas comosus (pifia), de
la cual se obtienen las proteasas Bromelina (EC. 3.4.22.32), Ananaina (EC. 3.4.22.31) que
provienen de sus tallos y Bromelina (EC. 3.4.22.33) proveniente de frutos. Otras fitoproteasas
poco estudiadas de esta familia como nuevas fuentes de fitoproteasas con potencial tecnologico
son la Bromelia hemisphaerica (hemisfericina), B. plumieri (karatsina), Pseudananas
macrodontes (macrodontainas | y Il), B. fastuosa (balansaina), ademéas de otras proteasas
provenientes de B. serra, B. laciniosa, B. palmeris, B. sylvestris (Payrol et al., 2008; Natalucci
et al., 2009; Gonzalez-Rabade et al., 2011).

Respecto a esto, una especies de bromelia con uso biotecnoldgico potencial, es la
Bromelia pinguin L., la cual es una planta que produce un fruto denominado comdnmente

aguama, guamara, pifiuela o timbiriche (dependiendo de la region geografica en la que se



desarrolla), esta especie ha sido utilizada tradicionalmente en etnobotanica y en la elaboracion
de bebidas usando el fruto, en paises tropicales, diferentes estudios demuestran la presencia de
enzimas proteoliticas en los frutos, cuyas caracteristicas cataliticas las hacen interesantes para
explorar diferentes aplicaciones industriales (Payrol et al., 2008; Natalucci et al., 2009; Moreno-
Hernandez et al., 2017 a; Moreno-Hernandez et al., 2017 b; Garcia-Magafa et al., 2018).

Durante los ultimos afios se ha documentado el empleo de las fitoproteasas (como
papaina, ficina y bromelina) en el procesamiento de lacteos, ablandamiento de carne, en la
industria de la panificacion y en la produccion de péptidos bioactivos, estos Gltimos han
presentado especial atencion en las ultimas décadas, debido a que la actividad bioldgica que
poseen puede mejorar la salud y disminuir la probabilidad de presentar enfermedades (Shah &
Mir, 2019). Respecto a esto, diferentes estudios han demostrado que se pueden generar péptidos
bioactivos a partir de hidrolizados de diferentes fuentes proteicas durante el procesamiento de
alimentos y subproductos, los cuales han sido realizados con diferentes fitoproteasas, entre las
cuales se encuentra la bromelina (usando como sustrato proteina aislada de soya, residuos de
arroz, harina de palmiche, subproductos de pescado, fracciones de globulos rojos de ciervos,
ovejas, cerdos y vacas, plasma de ganado y lactosuero) (Lee et al., 2008; Zarei et al., 2012; Guo
et al., 2013; Gajanan et al., 2016 ; Rocha et al., 2017; Shah & Mir., 2019).

En los péptidos bioactivos son secuencias cortas de aminoacidos provenientes de la
fragmentacion de proteinas, los cuales poseen efecto benéfico en las funciones corporales,
ademas estos pueden beneficiar a la salud del organismo (Rocha et al., 2017; Di Bernardini et
al., 2011).Una fuente proteica para la elaboracion de hidrolizados con péptidos bioactivos es el
lactosuero (la parte liquida de la leche que queda después de separar la cuajada en la elaboracion
de queso) (Bertucci et al., 2018 a; Mares-Mares et al., 2019; FAO, 2019). Este es subutilizado,

como alimento de animales y, en mayor cantidad, es desechado, causando problemas de



contaminacion, a pesar de poseer diferentes moléculas de valor nutrimental (Hernandez, 2015;
FAO, 2012).

Como se menciond anteriormente, las enzimas proteoliticas de aguama presentan
potencial aplicacion en la industria alimentaria, es por ello que considerando los resultados de
Moreno-Hernandez et al. (2017 a 'y 2017 b) quienes mencionan que las fitoproteasas presentes
en extractos crudos de frutos de Aguama presentan estabilidad a pH &cido en presencia de
diferentes compuestos usados en la industria, ademas tienen la capacidad de coagular leche,
mientras Garcia-Magafa et al. (2018) realizaron hidrolizados proteinicos con extractos
enzimaticos semipurificados de este fruto, sin embargo, no existe informacion de la
caracterizacion y aplicacion de extractos semipurificados de Aguama para la elaboracion de
hidrolizados proteinicos de lactosuero con el fin de generar compuestos bioactivos, lo cual es
importante para la generacion de alimentos funcionales, es por ello que en este estudio se realizé
una caracterizacion y evaluacion de la capacidad de las fitoproteasas de extractos
semipurificados del fruto de esta planta para generar hidrolizados proteinicos con capacidad

antioxidante.



ANTECEDENTES

Las Proteasas

Las enzimas son los catalizadores verdes que juegan un papel destacado en la industria,
entre éstas, se encuentran las proteasas (también denominadas peptidasas, proteinasas o enzimas
proteoliticas) que son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de proteinas, por medio de
una reaccion de hidrdlisis, lo anterior ocurre cuando la proteasa reconoce una secuencia
especifica de la cadena peptidica en la proteina, generando un péptido o aminoacidos libres,
éstas son descritas en la Nomenclatura de enzimas del Comité de la Unidn Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular conocida por sus siglas en inglés como NC-IUBMB,
clasificadas como hidrolasas (grupo 3) e hidrolasas de enlaces peptidicos (subgrupo 4) (Terra &
Ferreira, 2012). La especificidad de éstas enzimas depende del tipo de aminoécidos y otros
grupos funcionales cercanos al enlace que hidrolizan (Sumantha et al., 2006).

Estas enzimas también pueden clasificarse en dos grupos dependiendo de la posicion
donde catalizan la hidrélisis del polipéptido y las exoproteasas (EC 3.4.11-19) realizan
hidrélisis reconociendo aminoacidos localizados en los extremos carboxilo 0 amino terminal y
endoproteasas (EC 3.4.21-24), realizar la hidrolisis de enlaces peptidicos localizados en el
centro de la cadena peptidica (Garcia-Gonzélez et al., 2017). Las exoproteasas se les clasifican
respecto al extremo preferentemente para realizar la hidrolisis: aminoproteasas (NHs3"™ -
terminal), y las carboxi proteasas (COO-terminal). Por su parte, las endoproteasas se subdividen
en diversos grupos dependiendo de los residuos o la necesidad de un i6n metélico en su sitio
activo para llevar a cabo la catélisis, por ejemplo, serin-, aspartico- y cistein- proteasas, en las
cuales los residuos del aminoacido serina, ac. aspartico y cisteina, respectivamente intervienen

en la reaccion. Asi como en las metalo-proteasas donde intervienen los iones Mg?*, Cu?*, Zn %*



en coordinacion con diferentes residuos para efectuar la hidrolisis (Rawlings et al., 2010; Terra
& Ferreira, 2012).

La base de datos MEROPS (the peptidase Data base- EMBL-EBI,
https://www.ebi.ac.uk/merops/) utiliza una clasificacion jerarquica de las proteasas la cual se
basa en su estructura, agrupando por familia, las cuales son un conjunto de enzimas proteoliticas
homologas, debido a la similitud significativa en su secuencia de aminoacidos con la enzima
tipo de la familia o con otra proteina que haya demostrado ser homologa a la enzima tipo. Cada
familia se identifica con una letra que representa el tipo catalitico de las enzimas proteoliticas
que tienen un ndmero unico, algunas de éstas familias se subdividen en subfamilias (Rawlings
et al., 2008).

De acuerdo con MEROPS, las proteasas se clasifican en: Asparto- (A), las cuales son
endoproteasas activas principalmente a pH acido, cuyo centro catalitico esta formado por dos
residuos del aminoacido Aspartico (Asp) que se activan con una molécula de agua, y esto media
el ataque nucleofilico en el enlace peptidico (James, 2004); Cisteina- (C), endoproteasas y
algunas exoproteasas, sus residuos cataliticos usan Cisteina (Cis) e Histidina (His) como
nucleofilo lo que forma una diada catalitica (Rawlings et al., 2018) siendo activadas por
compuestos de tipo tiol (Grudkowska & Zagdanska, 2004); Glutamico- (G), endoproteasas de
hongos, se ha interpretado que el glutdmico en la posicion (Glu136), aporta el residuo catalitico
primario (Fujinaga et al., 2004); Metalo- (M), aminoproteasas cuyo enlace cataliticico de iones
de zinc el cual esta unido por dos His y un Glutdmico (Glu) (Rawlin et al., 2018); Asparagina-
(N), se sugiere que los residuos del sitio activo son Asp75 y Asn363 (Aspartico y Aspargina en
las posiciones 75 y 363, respectivamente) (Reddy et al., 2004); Treonina- (T), en éstas enzimas
los residuos de Treonina (Thr) en la posicion N-terminal de algunas de las subunidades beta,

funcionan como nucleofilos en la catélisis (Seemuller et al., 1995); Serina-proteasas (S),



endoproteasas, formando la triada catalitica con los residuos de aminoacidos Ser (serina), His y
Asp (Hedstrom, 2002; Rawling, et al. 2018); y Mixtas (P), las cuales incluyen amino proteasas

y proteinas de autoprocesamiento (Fanuel et al., 1999).

Funcion Biologica de las Proteasas Vegetales

Las proteasas son enzimas que juegan un papel importante en diversos procesos
bioldgicos, ya que son responsables de la maduracion, trafico intracelular y degradacion de
diferentes proteinas (Ruiz-Ruiz et al., 2016). Las proteasas vegetales o fitoproteasas son
reguladores de procesos bioldgicos en las plantas, tales como la meiosis, supervivencia de
gametofitos, embriogénesis, formacién de la semilla, deposicion de cuticulas, destino de células
epidérmicas, desarrollo de estomas, biogénesis de cloroplastos y respuéstas de defensa local y
sistémica, ademas son acumuladas en diferentes compartimentos celulares como vacuolas,
vesiculas, lisosomas, citoplasma, ndcleo, endosomas, membrana plasmatica y cloroplastos y/o
acumuladas en apoplasto, con el fin de llevar a cabo funciones bioldgicas dentro de la planta
(Van der Hoorn, 2008; Balakireva & Zamyatnin, 2018).

Las proteasas vegetales se dividen en siete clases, segin la base de datos MEROPS:
serina (S), cisteina (C), aspartico (A), aspargina (N), treonina (T), glutamato (G) y metalo (M)
—proteasas (Rawlings et al., 2014). Y como se mencion0 anteriormente, éstas enzimas son
importantes en distintos procesos bioldgicos de las plantas, por ejemplo, las Cistein-proteasas,
incluyen enzimas que participan activamente durante la muerte celular programada en las
plantas, regulan procesos fisioldgicos que involucran las celulas epidérmicas, influyen en los
tiempos de floracion y la arquitectura de inflorescencias, asi como en el desarrollo del polen o
el embrion, algunas de éstas han sido caracterizadas en las plantas, por ejemplo: la fitocalpaina

(esencial en el desarrollo de la epidermis); proteasas del tipo papaina (relacionadas con la



identificacion de patogenos, la sefializacion de resistencia a enfermedades, defensa contra
insectos y senescencia); otras involucradas en la muerte celular como las caspasas Yy
metacaspasas (en citoplasma o nucleos), o enzimas de procesamiento vacuolar (Van der Hoorn,
2008).

Por su parte, Serin-proteasas, como las subtilasas se consideran convertasas de
prohormonas especificas, mientras que las proteasas similares a carboxiproteasas se encuentran
realizando su funcion dentro de vacuola (Fraser et al., 2005). Es probable que algunas Metalo-
proteasas se encuentren unidas a la membrana, restringiendo el tamafio del meristemo apical del
brote al promover diferenciacion, son esenciales para el desarrollo de plastidos y el
gravitropismo (movimiento en relacion a la gravedad) de brotes (Van der Hoorn, 2008).
Enzimas Aspartico-proteasas, similares a pepsina producen pre-proteasas, éstas son secretadas
generalmente de las células en forma de enzimas glicosiladas inactivas, activandose
posteriormente en forma autocatalitica a pH acido, éstas proteasas se relacionan con la respuesta
de defensa, ante micro lesiones, presencia de altos niveles de intermedios reactivos de oxigeno

(IRO) y acido salicilico (Suzuki et al., 2003; Xia et al., 2004; Van der Hoorn, 2008).

Empleo de proteasas en la Industria Alimentaria

Las enzimas forman parte del procesamiento de diferentes productos industriales,
haciéndolos procesos ecoldgicos, manteniendo la calidad del medio ambiente y la
sustentabilidad (Nair & Jayachandran, 2018). En la industria alimentaria, las proteasas se
utilizan con el fin de mejorar las caracteristicas nutricionales, pueden prolongar la vida de
anaquel de los alimentos, son capaces de modificar algunas propiedades funcionales, asi como
prevenir reacciones no deseadas, y pueden mejorar sabores y olores (Gonzalez-Rabade et al.,

2011).



En términos generales, las proteasas industriales pueden provenir de diferentes
fuentes: de origen animal, como la quimosina, pepsina y tripsina, obtenidas del tracto digestivo;
de origen microbiano, obtenidas de especies como Bacillus sp., Streptomyces sp., Aspergillus
sp. y Rhizomucor sp.; y en menor medida, pero empleadas desde la antigliedad (Feijoo-Siota &
Villa, 2010), de origen vegetal, como la papaina (extraida del latex de la papaya), la Bromelina
(del tallo de la pifia), la cardosina, cinarasa y ficina (proteasas obtenidas del latex del arbol de
higo) (Aehle, 2004; Sullivan & Calkins, 2010).

Sin embargo, impulsado por aspectos culturales y religiosos de ciertas comunidades o
preocupaciones relacionadas con efectos de salud en los consumidores (asociado a
enfermedades emergentes transmitidas de animales a humanos). En los Gltimos afios se han
buscado fuentes de proteasas alternativas a las de animales terrestres, como las de origen bovino
y porcino para que puedan ser utilizadas en procesos tecnoldgicos (Ogawa et al., 2004). En este
sentido, enzimas de origen vegetal pueden resultar atractivas, ya que a lo largo de su ciclo de
vida las producen constantemente y por lo tanto pueden considerarse una fuente importante de
éstas (Schaller, 2004). Por lo que en la actualidad, ha incrementado el interés por las proteasas
de estas fuentes, ya que han sido utilizadas durante siglos en el procesamiento de alimentos en
la industria lactea (por ejemplo en la coagulacién de proteinas) y en la panificacién (Gonzalez-
Réabade et al., 2011), asi como en la industria farmacéutica y otros procesos biotecnoldgicos
debido a que poseen actividad en un amplio rango de temperaturas y pH (Dubey et al., 2007),
caracteristicas deseables en las enzimas industriales.

En el caso particular de aplicaciones de fitoproteasas en la industria de alimentos, al
momento, existen reportes de la evaluacion de diversas enzimas obtenidas a partir de una gran
variedad de especies vegetales. De acuerdo con Shah & Mir (2018), méas de treinta especies de

plantas se han estudiado por su accion proteolitica en la coagulacion de lacteos, identificando la



presencia de las enzimas cardosina, ciprosina, cinarasa, onopordosina, orizasina, procirsina,
ficina, zingibaina, actinidina,cucumisina, nerifolina (S), dubiumina, religiosina (A,B,C),
streblina, hieronymaina y letucina; destinada al tratamiento de productos carnicos se han
reportado al menos diez especies de plantas como fuentes de actinidina, bromelina, ficina,
papainay zingibina; En cuanto a la modificacion de harina y masa, se han destinado las enzimas
bromelaina, papaina y caricaina; Y al menos nueve especies han sido utilizadas como fuentes
de papaina, bromelina, ficina, actinidin, zingibaina, salpichronina, pomiferina, ciprosina,
cardosina, onopordosina, con las cuales ha sido posible producir péptidos bioactivos, los cuales

pueden ser empleados en alimentos por su funcionalidad (Shah & Mir, 2018).

Hidrolizados Proteinicos Funcionales

El término funcional, aplicado a productos alimentarios, hace referencia a aquellos
alimentos que ademas de aportar nutrimentos, al ser ingeridos regularmente son capace de
mejorar la salud del consumidor, pudiendo tener efectos positivos en los sistemas inmunoldgico,
cardiovascular, nervioso e intestinal (Udenigwe & Aluko, 2012), un hidrolizado proteinico
puede ser considerado un alimento funcional, si cumple con dicha caracteristica.

La hidrolizados proteinicos (HP) resultan de un proceso hidrolitico realizado sobre los
enlaces peptidicos de la proteina utilizada como materia prima, con la finalidad de generar
péptidos de menor tamafio molecular o inclusive de aminoéacidos libres (Rutherfurd & Gilani,
2009), con este proceso, las proteinas son solubilizadas de la fuente proteica original,
incrmentado la posibilidad de mejorar su valor biologico y nutricional, asociado a la liberacion
de diferentes teamarios, el aumento de grupos ionizables y la exposicion de grupos hidrofobos
ocultos, con lo cual es posible obtener productos de alto valor agregado e interés comercial

(Silva et al., 2014; Calderdn-Chiu et al., 2020), siendo el grado de hidrdlisis (GH) alcanzado en
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el proceso, un parametro importante en las propiedades funcionales exhibidas. En la mayoria de
los HP se ha reportado que aquellos que tienen un GH< 10% son los que presentan mejores
propiedades funcionales, y que el cambio y exposicion de los aminoacidos presentes y sus
residuos puede controlar la actividad bioldgicas de los péptidos generados dando lugar a
bioactividades importantes como la capacidad antioxidante (Calderon-Chiu et al., 2020).

Una técnica controlada para de producir HP con propiedades funcionales y bioactivas,
es la hidrolisis enzimatica. En comparacion con la hidrélisis quimica, la hidrdlisis enzimatica,
presenta mayores ventajas en la generacién de péptidos funcionales, ya que utiliza condiciones
menos agresivas lo cual la hace, mas facil de controlar, con la ventaja de ser mas precisa en la
escision de enlaces peptidicos y no genera reacciones secundarias, que como consecuencia
puede provocar la disminucion del valor nutricional, ademas, presenta mayor facilidad en la
recuperacion de proteinas y en la purificacion de péptidos de interés (Tavano, 2013; Benjakul
et al., 2014; Villamil et al., 2017).

Para la elaboracion de HP, es posible utilizar una gran variedad de fuentes de proteina,
siendo los subproductos agroindustriales una de las fuentes que mas interés ha cobrado por la
posibilidad de dar valor agregado u disminuir el impacto medioambiental. En términos
generales, los subproductos agroindustriales que contienen proteina entre 10-50%, pueden
presentar potencial para ser fuente de péptidos bioactivos, la bioactividad desarrollada en éstos,
dependeréa de la secuencia de aminoécidos, el peso molecular, las conformaciones y propiedades
superficiales (Dullius et al., 2018). Las proteinas empleadas como materia prima para producir
péptidos funcionales, pueden ser subproductos de origen vegetal o de origen animal, dentro de
éstas Ultimas, destacan las proteinas de lactosuero, por poseer ademas de calidad nutricional, un
mayor valor bioldgico que la caseina (proteina mayoritaria y coagulada para obtener el queso),

las proteinas del lactosuero, son ricas en aminoacidos esenciales humanos (AA), aminoacidos



de cadena ramificada (BCAA) y AA con azufre, lo que promueve regulacion metabolica y el
plegamiento de proteinas (Gorglc et al., 2020), ademas pueden funcionar como fuente de
nitrdgeno en alimentacion humana, siendo ideal en la preparacion de alimentos infantiles y

dietas enterales (\Vairo-Cavalli et al., 2008).

Hidrolizados Proteinicos de Lactosuero

El suero de leche o lactosuero es la fraccion liquida remanente después del proceso
de coagulacion de la leche y la cual es separada de la cuajada durante la fabricacion de queso,
por lo tanto, un subproducto importante de la industria quesera (FAO, 2019; Mazorra-Manzano
& Moreno-Hernandez, 2019).

El suero lacteo esté constituido por aproximadamente el 20% del total de proteina de
la leche, contiene una buena proporcion de aminoacidos de tipo esenciales, aminoacidos de
cadena ramificada y aminoacidos con azufre, ademas de proteinas, contiene lactosa
oligosacaridos, grasas, vitaminas A, C, D, E y del complejo B, minerales (calcio, fosforo,
potasio y hierro), posee un pH entre 6.5 y 6.8 (Miranda et al., 2009). Es por ello que la industria
ha buscado alternativas para la recuperacion de los componentes de este subproducto, ya sea en
la elaboracion de suero en polvo, aprovechamiento como bebidas a base de suero y bebidas
fermentadas (Adjonu et al., 2013). Industrialmente se utiliza en la fabricacion de lactosa, pasta
de suero y suero en polvo dado que es de facil digestibilidad (Dullius et al., 2018).

Sin embargo, pese al valor nutricional que posee el lactosuero y a que se ha aumentado
su aprovechamiento en la produccion de otros alimentos, una gran parte de este es subutilizado
en los sistemas de produccion porcina y una mayor proporcion del mismo es descartado,
causando problemas de contaminacion en los sitios donde se vierte, como efluentes, suelos y

manto freatico (FAO, 2012; Hernandez, 2015). Esta subutilizacién o descarte, es probable que
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se deba al desconocimiento de ciertos productores respecto al valor nutricional de este
subproducto y a la posible dificultad en el acceso a las tecnologias apropiadas para su manejo,
procesamiento y aprovechamiento (Poveda & Elpidia, 2013).

Una posible alternativa de aprovechamiento del lactosuero, es la generacion de HP
con funcionalidad bioldgica del tipo antimicrobiana, inmunomodulatoria, antihipertensiva,
anticancer y antioxidante (De Carvalho-Silva et al., 2012; Dullius et al., 2018).

Al respecto, diversos autores han reportado el desarrollo de actividad antioxidante
cuando la proteina de lactosuero ha sido hidrolizada utilizando fitoproteasas extraidas de
diferentes plantas como Maclura pomifera (Bertucci et al., 2015), Carica papaya (Le Maux et
al., 2016), Ananas comosus (Corrochano et al., 2018 a); también se pueden generar hidrolizados

con actividad antioxidante con enzimas comerciales como la alcalasa (Halavach et al., 2020).

Péptidos Antioxidantes en Hidrolizados de Lactosuero

Los péptidos bioactivos son secuencias cortas de aminoécidos provenientes de la
fragmentacion de proteinas, los cuales poseen efecto benéfico en las funciones corporales,
ademas estos pueden beneficiar a la salud del organismo (Rocha, 2017). EI momento de
fragmentar la fuente proteica, los residuos de aminoécidos presentes en las secuencias de la
proteina nativa, son expuestos en los péptidos generados, lo que tiene un impacto positivo en
ciertas funciones fisiologicas de los organismos que los consumen; siendo el tamafio, la
composicion y el orden de los aminoécidos presentes en la secuencia, factores determinantes en
su actividad biologica (Lafarga & Hayes, 2014), siendo reportadas bioactividades relacionadas
con la capacidad para actuar como quelantes, la estimulacion de crecimiento de bacterias
probidticas, asi como propiedades anticoagulantes, antimicrobianas, hipocolesterolémicas,

antihipertensivas y antioxidantes (Meza-Espinoza et al., 2017 a). En términos generales, una de
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las bioactividades mas comunmente exhibida por los hidrolizados de proteinas, es la actividad
antioxidante, siendo los péptidos presentes los responsables de dicha bioactividad (Memarpoor-
Yazdi et al., 2012).

La antioxidacion es necesaria en los organismo, ya que la oxidacién es un proceso
biolégico importante en el cual se genera energia en muchos sustratos, mientras que en el
metabolismo humano las células aerdbicas porducen especies reactivas de oxigeno (ERQOS), los
cuales se pueden encontrar en forma de radicales hidroxilo (‘OH), radicales anionicos
superoxido (-O%) e hidrogeno peréxido (H202), nitrgeno reactivo o especies de azufre reactivo,
estos radicales pueden tener efectos patoldgicos en los organismos (Corrochano et al., 2018 a;
Chen & Huang, 2019).

Algunas consecuencias de la oxidacion son lesiones celulares como peroxidacion de
proteinas y lipidos, rotura de cadena de ADN, racemizacion o descarboxilacion de aminoacidos,
disfuncion enzimatica y descomposicion oxidativa de los carbohidratos, pudiendo causar
transtornos neurodegenerativo, cancer, dafio hepatico, envejecimiento, fibrosis quistica o
enfermedades cardiovasculares, este dafio se puede evitar mediante la actividad antioxidante, la
mediante un compuesto antioxidante que retarda la aparicién o elimina las especies reactivas,
en especial las que son derivadas del oxigeno (Corrochano et al., 2018 a; Salehi et al., 2018).
Por lo que, el empleo de péptidos bioactivos antioxidantes, pueden mejorar la salud de los
consumidores potenciales con posibles efectos positivos a nivel inmunolégico, cardiovascular,
nervioso e intestinal (Udenigwe & Aluko, 2012).

Diversos reportes revelan gue existe una dependencia de la bioactividad de pe”ptidos
con las condiciones empleadas en la hidrolisis proteinica, factores como la especificidad de la
enzima empleada, las caracteristicas quimico-estructurales de la proteina sustrato, asi como las

condiciones de hidrolisis empleadas (temperatura, relacion enzima-sustrato, pH, etc.); Se ha



encontrado que el uso de diferentes enzimas proteoliticas y las condiciones empleadas en la
hidrolisis influyen en la produccion de los péptidos con actividad antioxidante, lo que se traduce
en HP con caracteristicas variadas aun cuando como fuente proteica al lactosuero (Tabla I). Por
lo que las propuestas encaminadas a evaluar nuevas enzimas como las provenientes de especies
vegetales subutilizadas para producir péptidos antioxidantes a partir de lactosuero, sigue

representando una alternativa para su aprovechamiento.
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Tabla I. Actividad antioxidante de hidrolizados de proteina de lactosuero generados mediante el empleo de fitoproteasas.

Materia TH GH Secuencia Tecnica de Actividad
rima Proteasa (hrs) (%) entidica Concentracion Actividad Antioxidante Referencia
P ° bep antioxidante | (% inhibicién)
a-LA: f(5-12)

KCEVFREL, 4.44 mg/mL .

LD Eszmi?g:ra 3 | 3130 £(6-13) proteina de ABTS ECso 4.44 mg/mL Baelrtuzcocl'set
P CEVFRELK, | péptidos <3kDa "
f(13-19)
Asparto proteasa Péptidos menores
PAL de Salpichroa | 20 5.8 a3kDa 33?;;% r:" DPPH ECs03.36 mg/mL Rocggle; al.
origanifolia NE P
. 11.98-
Bromelina 15 37 L o/l de 15.4-18.19% Abadia-

LDP 3 NE gm ABTS Garcia et al.

Papaina 12.05- proteina 19.47-22.37% 2016

P 19.62 Al-ec.sl
Apti DPPH 31.36% i
PAL Papaina 36 NE NE 2 mg/mL péptidos Zhidong, et
<5kDa FRAP 0.61% al. 2013

, Diluciones de 0 Mohan et al.

PAL Papaina 5 3 NE hidrolizado FRAP 0.86 % 2015
PAL Papaina 3 4.93 NE 8 mg/MI ORAC | 0.2853 mmol TE/g LZleangEt

LD= lactosuero descremado, PAL= Proteina aislada de lactosuero, LDP= Lactosuero descremado y pretratado. ESP= Extracto semipurificado. TH= Tiempo de hidrélisis. GH= Grado
de hidrélisis. NE= No especificado.
Para la produccion de hidrolizados proteinicos con bromelina y papaina, en todos los estudios se emplearon las enzimas comerciales liofilizadas.
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Aguama (Bromelia pinguin L.) y su Potencial Biotecnoldgico
La aguama o gudmara es una planta (Figura 1) que se distribuye en América Central
y en las islas del Caribe, ampliamente, creciendo como una planta silvestre en zonas aridas

(Payrol et al., 2008).

X . 4 1 &
l' T g : \

h : | -
Figura 1. Bromelia pinguin L. A) Inflorescencia B) Infrutescencia.
Imagenes tomadas de: (Naturalista, 2019).

La planta completa se emplea como cercas vivas, las pencas son usadas para obtener
fibra, elaboracién de adornos y los frutos son usados en bebidas y en etnomedicina (Monragon-
Chaparro et al., 2011), esto tltimo asociado a la presencia de diferente metabolitos secundarios,
como fenoles, alcaloides, terpenos, saponinas y acidos grasos, y presencia de componentes con
actividades biologicas como antihelmintica (contra Lumbricus terrestres y Trichomonas
vaginalis) probablemente debida a la accion de endoproteasas cisteinicas (Payrol et al., 2001;
Payrol et al., 2005 b), también ha sido reportada la actividad anti flngica y antibacteriana contra
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Salmonella, Shigella, Echirichiay Pseudomonas

(Gonzélez & Trelles, 2007).
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Por su parte, Ruiz-Ruiz et al., (2016) encontraron actividad antibacteriana de extractos
fraccionados mediante cromatografia de filtracion en gel contra E. coli y S. aureus, lo cual se
atribuye a la actividad proteolitica de la pulpa de frutos de B. pinguin.

Existen mdltiples reportes etnobotanicos de los frutos de aguama, en los que se
informa que éstos son utilizados frecuentemente como diuréticos, abortivos, antimicrobiano,
también, para el tratamiento de enfermedades como tos ferina, escorbuto, diabetes y
enfermedades renales (Camacho-Hernandez et al., 2002). En la mayoria de los casos se
atribuyen algunas de éstas propiedades a la presencia de acidos como el ascorbico, citrico,
glicolico, malico, lactico, succinico, aconitico, asi como minerales como calcio, potasio y
magnesio (Pio-Ledn et al., 2009); En otros casos, las propiedades medicinales se han atribuido
a la presencia de endoproteasas cisteinicas cominmente llamadas pinguinaina (Toro-Goyco et

al., 1980;; Payrol et al., 2007).

Aguama como Nueva Fuente de Proteasas

Debido a que diferentes autores han reportado la presencia de proteasas en frutos de
aguama en diferentes paises como Puerto Rico (Toro-Goyco et al., 1968), Cuba (Payrol et al.,
2005 a 'y 2008) y México (Moreno-Hernandez et al., 2017 a; Garcia-Magafia et al., 2018; Meza-
Espinoza et al., 2017 a), y considerando que, en términos generales las caracteristicas de la
actividad proteolitica como: 1) Extractos crudos con estabilidad en condiciones tanto acidas
como alcalinas neutras; 2) Amplia termoestabilidad; 3) Estabilidad a diversas condiciones
usadas en procesos industriales (solventes organicos, surfactantes y agentes reductores). Hace
que esta fuente sobresalga respecto a otras especies del mismo género, y sugiere por tanto, que
los extractos crudos de aguama poseen proteasas que pueden ser potencialmente utilizables en

industrias como la cervecera, de detergentes y farmaceutica (Moreno-Hernandez et al., 2017 a),
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por otro lado, previamente ha sido comprobado que estos extractos crudos presentan actividad
coagulante de leche (Moreno-Hernandez et al., 2017 b).

Algunos estudio, han demostrado una mayor recuperacion de actividad en extractos
del fruto de aguama, cuando se afaden técnicas sencillas de semipuirifacion.
Por ejemplo, la precipitacion con sulfato de amonio (NH4)2SO4, present6é una mayor actividad
proteolitica especifica (Garcia-Magafia et al., 2018) respecto a lo reportado para extractos
crudos (Moreno-Hernandez et al., 2017b), siendo de 43.58 U/mg y 3.3 U/mg, para
semipurificado y extracto crudo, respectivamente. También, se ha encontrado que el empleo de
extractos semipurificados de fitoproteasas de esta fuente vegetal son capaces de producir
biopéptidos con actividad antioxidante a partir de leche, albimina de huevo y proteina de soya
(Meza-Espinoza et al., 2017 b).

Sin embargo, a pesar de éstas investigaciones, ain no se ha reportado la aplicacion de
estos extractos semipurificados de proteasas de aguama en la produccién de hidrolizados de
lactosuero con el propoésito de generar péptidos con actividad antioxidante. Por lo que, se
considera un area de oportunidad para la atencién de: 1) Proponer alternativas de uso para
Bromelia pinguin como fuente de proteasas con aplicacion industrial; 2) Generacion de
productos de valor agregado, a partir de subproductos como el lactosuero, utilizando

fitoproteasas de aguama.



JUSTIFICACION

Las proteasas son las enzimas con mas demanda dentro de los procesos industriales,
aunque éstas pueden aislarse de diversas fuentes incluyendo animal y microbiana, son las
vegetales una de las fuentes mas estudiadas en los Gltimos afios, asociado a sus propiedades
cataliticas atractivas y potenciado por nuevas tendencias de consumo. Dentro de las fuentes
vegetales destacan las proteasas aisladas de plantas pertenecientes a la familia Bromeliaceae la
cual posee diferentes especies productoras de enzimas proteoliticas. Una de éstas especies es
Bromelia pinguin, cuya diversidad de proteasas en sus frutos ha sido recientemente estudiada.
No obstante aun se requiere del perfilamiento tecnoldgico de éstas enzimas.

Una de las aplicaciones mas pertinentes de las fitoproteasas es la produccion de
hidrolizados proteinicos (HP) con el fin de liberar de péptidos con propiedades bioactivas,
destacando los péptidos antioxidantes. Estos péptidos se han reportado en HP de diversas
fuentes proteicas, incluyendo los subproductos y co-productos lacteos como el lactosuero, el
cual a pesar de poseer diferentes moléculas de valor nutrimental, en muchas ocasiones es
desaprovechado o subutilizado en alimentacion animal y en mayor medida, es desechado
causando problemas de contaminacion. Aunado a esto, son escasos los estudios que emplean
este subproducto como materia prima para la generacién de moléculas bioactivas.

Es por ello que explorar alternativas biotecnologicas que eventualmente permitan
tanto el aprovechamiento de especies vegetales subutilizadas para obtener enzimas con potencial
aplicacion en bioprocesos, asi como, la revalorizar los subproductos de la industria alimentaria
utilizando dichas enzimas, ha sido identificado como un area de oportunidad que el presente
trabajo de investigacion atiende, al generar informacion base para: 1)Producir y caracterizar un

extracto semipurificado de fitoproteasas del fruto de aguama; y 2) Evaluar la capacidad de
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dichas fitoproteasas para generar hidrolizados proteinicos con capacidad antioxidante a partir

de lactosuero bovino.
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HIPOTESIS
El extracto enzimatico semipurificado del mesocarpio de fruto Bromelia pinguin, debido a su
actividad y estabilidad ante diferentes factores, puede ser empleado para la produccién de

hidrolizados proteinicos de lactosuero generando péptidos con actividad antioxidante.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener y caracterizar bioquimicamente un extracto enziméatico semipurificado a partir

de mesocarpio del fruto de aguama (Bromelia pinguin L.) y comparar su efectividad frente a

proteasas comerciales para la produccion de hidrolizados proteinicos de lactosuero con

capacidad antioxidante.

Objetivos Especificos

1.

2.

Semipurificar enzimas proteoliticas de aguama (Bromelia pinguin).

Caracterizar bioquimicamente el extracto enzimatico.

Establecer condiciones para un proceso de hidrdlisis de lactosuero empleando dos
fuentes comerciales de fitoproteasas (Papaina y Bromelina) y el extracto enzimético
semipurificado.

Comparar la actividad antioxidante de los hidrolizados obtenidos con fitoproteasas

semipurificadas de aguama respecto a los producidos con enzimas comerciales.
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CAPITULO II



MATERIALES Y METODOS

Materiales

Material Bioldgico
Los frutos de Aguama maduros, se obtuvieron de un mercado local de Culiacan, Sinaloa,
en mayo de 2019. Estos se mantuvieron en bolsas herméticas y almacenadas a -20 °C hasta la

preparacion de los extractos enzimaticos.

Materia Prima

El lactosuero de leche de bovino, fue proporcionado por un productor de queso artesanal
de Villa Unién, Sinaloa. El cual es obtenido mediante el uso de cuajo comercial durante la
preparacion del queso. Una parte del lactosuero fresco fue liofilizado para realizar el analisis
proximal y posteriormente fue almacenado en bolsas herméticas a -20 °C, otra parte de la

muestra se mantuvo en estado liquido y fue almacenado a la temperatura de -20 °C.

Reactivos
Los reactivos utilizados en este proyecto fueron de grado analitico y suministrados por

SIGMA (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) a menos que se especifique lo contrario.

Metodologia

Extraccién y Semipurificacion de Proteasas a Partir de Fruto de Aguama

Para la extraccion de proteasas a partir de la pulpa del fruto se mezclé 20 g de
mesocarpio (sin semilla) en una solucién amortiguadora 2 mM Tris-HCI, pH 7.0 (1:5 p/v) con
un homogeneizador (BIO ESGE) durante 5 min en cama de hielo, la mezcla resultante se filtro

para, posteriormente centrifugarse a 5,000x g por 25 min a 4 °C, se recuper0 el sobrenadante, el
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cual fue designado como extracto crudo (EC). Se tomaron alicuotas, las cuales fueron
almacenadas a -20 °C, hasta su uso (Moreno-Hernandez et al., 2017 a).

Al EC se le afiadio etanol absoluto a -20 °C en una relacion 1:1 (v/v), se agito por
inversion levemente y se dejé reposar por 20 min en cama de hielo, posteriormente se centrifugo
a 5,000x g por 25 min a 4 °C, se recuperoé el sobrenadante al cual se le llamo sobrenadante de
etanol (SE) y al precipitado se le llamé precipitado de etanol (PE), a los cuales se tomaron
alicuotas, siendo almacenadas a -20 °C, hasta su uso.

Al SE se le afiadio 4 volimenes de etanol absoluto a -20 °C, posteriormente se agitd
levemente por inversion y se dejé reposar durante 20 min en cama de hielo, después del reposo,
se centrifugd a 10,000x g por 20 min a 4 °C. EIl precipitado resultante fue suspendido con
solucion amortiguadora 2 mM Tris-HCI, pH 7.0 en una relaciéon 1:3 (m/v), respectivamente.
Esta suspension fue nombrada como extracto semipurificado de Aguama (ESP), también se
tomaron muestras del sobrenadante resultante de esta extraccion (S4E), el cual fue almacenado
a -20 °C hasta su uso (Modificado de Pérez et al., 2010). Una parte de este fue liofilizado y
posteriormente almacenado a -20 C con el fin de ser usado para realizar los hidrolizados

proteinicos.

Cuantificacion de Proteinas

La cuantificacion de proteinas se llev6 a cabo mediante el ensayo de Bradford (1976.
Un volumen de cada fraccion (EC, SE, EP, S4E y ESP) fue agregado al colorante azul de
Coomassie en una relacion 0.1:1 v/v, posteriormente fue incubado a temperatura ambiente. La
absorbancia fue medida en un espectrometro de UV-Vis a 595 nm (Moreno-Hernandez et al.,
2017 a). Se utiliz6 una curva estandar con albumina de suero bovino (BSA) de 0.05- 0.6 mg/mL

para calcular la concentracion de proteina (Anexos: Tabla VI).
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Determinacion de la Actividad Proteolitica Total

La actividad proteolitica fue evaluada con los sustratos naturales hemoglobina al 1%
(con solucion amortiguadora Glicina-HCI 0.1 M, pH 3.0) y caseina al 1% (con solucion
amortiguadora 0.1 M Tris-HCI, pH 7.0). Un volumen de 500 pL de cada sustrato fue incubado
con 20 uL de las fracciones enzimaticas (EC, SE, EP, S4E y ESP) bajo condiciones estandar,
25 °C por 15 min. La reaccién enzimatica fue detenida con la adicion de 500 pL de acido
tricloroacético (ATA) al 10% (p/v) e incubando las muestras durante 10 min en refrigeracion
(4° C), para después ser centrifugadas a 22,000x g por 10 min. La absorbancia del sobrenadante
registrada a 280 nm fue empleada para calcular la actividad proteolitica total respecto a un
blanco, agregando ATA a la mezcla antes de la incubacién del extracto enzimético con el
sustrato (modificando el tiempo de incubacién de Garcia-Carrefio & Haard, 1993; Moreno-
Hernandez et al., 2017 a). Se definio una unidad de actividad proteolitica como la cantidad de
enzima que cataliza la formacién de 1 pg de tirosina a partir del sustrato (hemoglobina o caseina)
por minuto bajo condiciones del ensayo.

La actividad proteolitica total se calcul6 con la siguiente formula:

AAbsyg

Actividad total; |—zz

x1000xVol. reaccion)
0.051

Ecuacion (1)

Doénde:
AAbs,g,= incremento de la absorbancia a 280 nm
Vol. Reaccidn = es el volumen final que se obtuvo de los reactivos en mL (1.52 mL).
0.051= es el coeficiente de extincion molar de la Tirosina

Min = es el tiempo de incubacion de la reaccion (30 min)
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Analisis electroforético por SDS-PAGE

Se mezclo cada extracto enzimatico (EC y ESP) con amortiguador de carga 2 x SDS
(Tris-HCI 0.1 M, pH 6.8, dodecil sulfato de sodio al 1.2 %, glicerol al 30 %, 2-mercaptoetanol
al 15 % y azul de bromofenol al 0.0018%). Las muestras fueron incubadas a 100 °C durante 15
min, posteriormente fueron cargadas en un sistema de geles discontinuos de poliacrilamida y
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 5% p/v como gel concentrador y gel al 12% (p/v) para
resolucion. Se empleé una unidad de electroforesis Mini-PROTEAN, BIO-RAD, bajo las
condiciones de voltaje constante de 100 V durante 90 min. Finalmente estos fueron tefiidos con
colorante azul brillante de Coomassie R250 al 0.1% (p/v) (metanol/acido acético glacial/agua
en una proporcion 5:2:5, respectivamente) y destefiidos con una solucién al 10% (v/v) acido
acetico y metanol al 30% (v/v) hasta obtener la coloracion adecuada. EI peso molecular de las
bandas de proteinas fue estimado utilizando estandares de peso molecular de amplio rango,

161-0317 (6.5-200 kDa) de Bio-Rad Laboratorios, (LaemmLi, 1970).

Zimogramas

Las proteasas activas en las fracciones enzimaticas fueron analizadas mediante
zimografia, empleando un gel de resolucién con poliacrilamida al 12% con las muestras de
extracto semipurificado, las condiciones de preparacion del gel fueron similares a la
electroforesis SDS-PAGE, pero en el tratamiento de la muestra el amortiguador de carga no
contenia 2-mercaptoetanol, ademas las muestras no fueron incubadas a 100 °C. La electroforesis
fue llevada a cabo en refrigeracion, una vez terminada la corrida de electroforesis se lavaron los
geles con agua desionizada, posteriormente se sumergié el gel en una solucién de sustrato que

contenia caseina al 2% en 0.2 M Tris-HCI, pH 7.0, durante 30 min a 4 °C, pasado este tiempo
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se retird el sustrato frio y se le agrego el sustrato a la temperatura 6ptima (60 °C) y se incubo
por 90 min. Se retiro el sustrato y se lavo el gel con agua desionizada, posteriormente se agrego
la solucidn de tincién y se dejo reposar toda la noche, al dia siguiente destifié el gel con agua
desionizada y fue almacenado en solucion conservadora. Se tomd como proteinas activas
aquellas zonas del gel con decoloracion visible. Para determinar el tipo de proteasas presentes
en las bandas, antes de realizar la electroforesis se incubo el extracto semipurificado con
diferentes inhibidores: Pepstatin A (1 mg/mL), inhibidores de Tripsina de soya (SBTI 1 mg/mL),
tosil fenilalanil clorometilcetona (TPCK; 1.76 mg/mL), &cido etilendiaminotetraacético (EDTA,
0.25 mg/mL) y HgCl> (135 mg/mL) durante una hora, para posteriormente cargar los geles y
realizar el proceso como se indicO anteriormente (Bruno et al., 2002; Garcia-Carrefio et al.,

1993).

Efecto de Inhibidores Especificos Sobre la Actividad Proteolitica

Con el fin de esclarecer el tipo de proteasas asociadas a la actividad proteolitica en el
semipurificado, se incubd una muestra del extracto semipurificado en presencia de inhibidores
especificos de proteasas como Pepstatin A (1 mg/mL), inhibidores de Tripsina de soya (SBTI 1
mg/mL), fenilalaninaclorometilcetona (TPCK; 1.76 mg/mL), &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA,; 0.25mg/mL) y cloruro de mercurio (HgCl> 135 mg/mL). Se mezclé un volumen
equivalente de solucidn inhibidora con 10 pL del extracto semipurificado y se incub6 durante
60 min a 25 °C. Después de la incubacion, la actividad proteolitica restante se determiné como
des describe en la seccion Determinacion de la actividad proteolitica total, usando caseina al
1% (p/v) como sustrato (0.1 M Tris-HCI, pH 7.0). Se usaron tubos controles sin inhibidores y

con los correspondientes solventes de los inhibidores. La actividad de la inhibicion se estimo
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como el porcentaje, considerandola como el 100% cuando el extracto fue incubado en ausencia

de inhibidores (modificado de Garcia-Carrefio, 1996 y Moreno-Hernandez et al., 2017 a).

Efecto de pH y Temperatura Optima Sobre la Actividad Proteolitica

El efecto del pH sobre la actividad proteolitica del extracto enzimético se evaluo a
diferentes condiciones de pH (2.0 — 12.0). A condiciones acidas, la proteina sustrato utilizada
fue hemoglobina (1%) disuelta en amortiguador glicina-HCI 0.1 M para su evaluacién a pH 2.0-
3.0, disuelta en citrato-NaOH 0.1 M para evaluar los pH 4.0-6.0; las evaluaciones a pH alcalino
neutro con caseina (1%) disuelta en Tris-HCI 0.1 M para los pH 7.0-9.0, y glicina-NaOH 0.1 M
para los pH 9.0-12.0 incubando durante 15 min para posteriormente determinar la actividad
proteolitica en condiciones estandar (seccion Determinacion de la actividad proteolitica total).

El efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica del extracto semipurificado
se realizé incubandolo a pH 3 y pH 7 (los cuales presentaron mayor actividad proteolitica), en
un rango de 25- 80 °C, en intervalos de 5 °C, posteriormente el ensayo de actividad se llevé a
cabo en condiciones estdndar (seccién Determinacion de la actividad proteolitica total), a la
temperatura correspondiente.

El efecto del pH y la temperatura en la actividad proteolitica se estimé considerando
como el 100% el valor de la actividad enzimatica mas elevada detectada en cada ensayo

(Moreno-Hernandez et al., 2017 a).

Efecto de pH y Temperatura en la Estabilidad del Extracto Enzimatico
El efecto del pH sobre la estabilidad de la actividad proteolitica del extracto enzimatico
semipurificado (ESP) se determind mediante la incubacion de este a diferentes pH (2.0-12.0) en

la solucion correspondiente durante 30 y 60 min a temperatura ambiente (25 °C).
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La estabilidad térmica se determind incubando ESP en una solucion amortiguadora a
pH 7.0 en un rango de 25-75 °C en intervalos de 5 °C, durante 30 y 60 min.

Posteriormente el ensayo de actividad se llevo a cabo en condiciones estandar (seccién
Determinacion de la actividad proteolitica). EI 100% de actividad proteolitica corresponde a la
actividad del extracto semipurificado en condiciones estandar (a pH 3.0 o pH 7.0 a 25 °C,
durante 15 min) sin previa incubaciéon a las diferentes condiciones de ensayo (Moreno-

Hernandez et al., 2017 a).

Efecto de lones Metalicos en la Actividad Proteolitica

Con el fin de conocer el efecto de la presencia de diferentes iones metélicos en la
actividad proteolitica, se evaluaron KCI (cloruro de potasio), CaCl. (cloruro de calcio), MgCl.
(cloruro de magnesio), CuSOs (sulfato de cobre) y FeSQO4 (sulfato de hierro), a5 mM, donde se
usaron 30 pL del extracto semipurificado y 70 pL del ion metalico a evaluar, incubando por una
hora. Despueés de la incubacidn, la actividad proteolitica se determind en condiciones estandar
(seccion Determinacion de la actividad proteolitica total). Los resultados se reportan como
porcentaje relativo a la actividad proteolitica observada en ausencia del ion metélico (Klomklao

et al., 2004).

Efecto de Sales en la Actividad Proteolitica

Se evaluo la actividad proteolitica en presencia de NaCl y CaClz, en concentraciones
finales de 5, 10, 15, 20, 25y 30 % (p/v), usando una solucion de sustrato de caseina al 1% p/v
en amortiguador 0.1 M Tris-HCI, pH 7.0. Después de una hora incubacion, la actividad
proteolitica se determind en condiciones estandar (seccién Determinacion de la actividad
proteolitica total). Los resultados se reportan como porcentaje relativo a la actividad proteolitica

observada en ausencia de las sales (Moreno-Hernandez et al., 2017 a).
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Efecto de Agentes Surfactantes y Reductores Sobre la Actividad Proteolitica

Se evaluo la estabilidad de la actividad proteolitica agregando el tensoactivo idnico
dodecil sulfato de sodio (SDS, por sus siglas) a diferentes concentraciones a diferentes
concentraciones (0.1, 0.5 y 1 % p/v), el tensoactivo no ionico Tween-40 (1,2 y5 % viv), y
agentes reductores 2-mercaptoetanol (5, 10 y 15% v/v) y ditiotreitol (DTT, 5mM), incubando
20 uL del agente con un mismo volumen de extracto semipurificado durante 60 min a 25 °C.
Posteriormente se determind la actividad proteolitica con el sustrato afin en condiciones
estandar (seccion Determinacion de la actividad proteolitica total), reportando el resultado como
porcentaje relativo a la actividad proteolitica en ausencia de agente tenso activos o reductores

(Moreno-Hernandez et al., 2017 a).

Efecto de Solventes Organicos en la Actividad Proteolitica del Extracto

Se incub6 75 pL ESP con 25 uL de 10, 20, 40 y 80 % (v/v) de distintos solventes
orgénicos polares (metanol, etanol, 2-propanol y acetona) a 25 °C, durante 60 min,
posteriormente se realizé el ensayo de actividad proteolitica total con el sustrato correspondiente
(caseina 1% p/v con solucion amortiguadora 0.1 M Tris-HCI, pH 7.0). Los resultados se
reportaron como porcentaje relativo a la actividad proteolitica observada en ausencia de los

solventes organicos (Moreno-Hernandez et al., 2017 a).
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Anadlisis Proximal de Lactosuero

Liofilizacion de lactosuero
Con el fin de conocer el rendimiento del lactosuero se peso el lactosuero liquido, el cual

posteriormente fue liofilizado y se tomo el peso seco, se uso la siguiente férmula:

Peso seco (gr)

Rendimiento= (peso liquido (gr)

) X 100 %  Ecuacion (2)

Proteina Total

El contenido de proteinas totales se realizd6 mediante el método Micro Kjeldahl
(Kjeldahl, 1883), el cual consistio en pesar 0.05 g de muestra seca en papel Weighing, el cual
se introdujo en un matraz Kjeldahl, al cual se le agreg6 1.5 g de K>SOs, 0.05 g de CuSOasy 3
mL de H2SO4 concentrado. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a calentamiento hasta
completar la digestion de la muestra, fue incorporado H>O destilada, hasta un volumen de 25
mL para disolver el sulfato de amonio formado. Después, una muestra de 5 mL del digerido fue
agregada a un destilador micro-Kjedahl, luego se agreg6 una solucién de 0.1 N de NAOH dentro
de la cdmara de ebullicidn, para que por arrastre de vapor se destilara el nitrdgeno total presente
de la muestra, el cual fue condensado sobre una solucion que contenia 1.5 mL de acido borico
al 3% e indicador Shiro-Tashiro (Rojo de metilo-azul metileno) para determinar cambios de pH.
Al obtener un volumen de 40 mL de destilado, se retir6 la solucién condensada y se titulé con

con HCI 0.02 N, hasta obtener el primer vire de color en la solucion.

Se usO como estandar grenetina en lugar de muestra y un blanco (sin muestra), las
muestras se realizaron por triplicado. Para realizar el calculo de porcentaje de nitrogeno, se

implemento la siguiente formula:
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(m—b)XNHCIx0.014007
Peso (gr)

% Nitrogeno= | ( )% 100| x5 Ecuacion (3)

Dénde:
m= mL de HCI de la muestra
b= mL de HCI consumido por el blanco.
N HCIl= Normalidad de HCI (0.02)
0.014007= miliequivalente de N

Una vez determinado el porcentaje de Nitrégeno proteico, se calculd el porcentaje de
proteina usando el factor de conversion a proteina de 6.25, por lo tanto el contenido de proteina

se calcul6 con la siguiente formula:

% Proteina total= % Nitrogeno x 6.25  Ecuacion (4)

Contenido de Lipidos

Para conocer el contenido de lipidos se realiz6 el Método de Folch et al., (1957), el cual
consistié en pesar 0.05 g de muestra, a la cual se agreg6é 2 mL de metanol, 4 mL de cloroformo,
y se dejé reposar la mezcla durante 12 horas para posteriormente filtrarla con papel Whatman
namero 1. El filtrado se le adiciond 1.5 mL de KCl al 1.72 %, y se dejo6 reposar nuevamente por
12 horas. Pasado este tiempo, se desecho la porcion hidrofilica (el estrato superior) con una
pipeta Pasteur. Se tomaron 2 mL de la fraccion hidrofébica y se colocaron en un tubo de ensaye
a peso constante, para posteriormente evaporar el cloroformo a bafio Maria y colocar la muestra
en estufaa 100 °C durante una hora para posteriormente dejar enfriar y pesar. Todas las muestras
se realizaron por triplicado, usando un blanco (sin muestra). Para realizar el calculo del

contenido de lipidos, se uso la siguiente formula:
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% LipidOS: [(Tubo con muestra (gr)—tubo seco(gr)—(Promedio del % lipidos control)) x 100] % 2

Peso muestra

Ecuacion (5)

Contenido de Humedad

Para realizar el célculo de porcentaje de humedad, se pesaron crisoles previamente
enumerados y calcinados, para posteriormente agregar 0.5 g de muestra, las cuales se colocaron
en la estufa a 105 °C durante 24 horas, transcurrido este tiempo se colocaron los crisoles en un
desecador, se registro el peso de los crisoles con muestra seca (AOAC, 2010). Todas las
muestras se realizaron por triplicado, usando la siguiente formula para el calculo del porcentaje

de humedad:

% hU medad: [(Crisol con muestra(gr)—Crisol con muestra después de 24 horas(gr)) % 100] ECU&Cién (6)

Peso muestra (gr)

Contenido de Cenizas

Para realizar el calculo de contenido de cenizas se determiné utilizando las muestras
secas proveniente de la determinacion de humedad, las cuales fueron colocadas en una mufla a
550 °C durante 5 horas, posteriormente se baja a 100 °C, durante 12 horas, pasado el tiempo se
colocan los crisoles en un desecador, para dejar que las muestras estén a temperatura ambiente,
posteriormente se registra el peso del crisol con las cenizas (AOAC, 2010). Para realizar el

calculo se usa la siguiente formula:

% CenizaS: [(Crisol con ceniza(gr)—Crisol seco (gr)) x 100] Ecuacion (7)

Peso muestra (gr)

Produccion de Hidrolizados Proteinicos de Lactosuero
La hidrolisis de lactosuero fue realizada empleando un método enzimatico con tres

fuentes distintas de fitoproteasas comerciales: Papaina de latex de papaya (EC 3.4.22.2, Sigma
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P3375), Bromelina de tallo de pifia (EC 3.4.22.32, Sigma B4882) y el extracto semipurificado.
Los hidrolizados de lactosuero se prepararon segun la descripcion de Nongonierma &
FitzGerald (2013) y Lacroix & Li-Cha (2013), en la cual se usé una solucion al 1 % de proteina
cruda de lactosuero (p/v) afiadiendo lactosuero liofilizado al lactosuero liquido para completar
la cantidad de proteina requerida, siendo disuelto por agitacion a 50 °C durante una hora, la cual

se ajustando el pH 7.0 con NaOH 0.2 N.

La hidrdlisis se inicid afiadiendo la enzima en una relacion de 14, 963 U por g de sustrato,
a una temperatura de reaccién de 50° C, manteniendo a pH 7.0 constante, usando el método pH-
stat, hasta llegar al 10% de grado de hidr6lisis (GH) (Adler-Nissen, 1986; Mann et al., 2015).
El grado de hidrdlisis (% GH) se definié como el porcentaje de enlaces peptidicos escindidos a
partir del nimero total de enlaces peptidicos, calculado a partir del volumen y molaridad de

NaOH utilizado para mantener un pH constante(O’Keeffe & FitzGerald, R. J. 2014).

Posteriormente, la reaccion de hidrdlisis fue inactivada calentando las muestras a 95 °C
durante 10 min (Zhidong et al., 2013), después los hidrolizados fueron centrifugados a 2,800x
g durante 20 min a temperatura ambiente, para posteriormente ser liofilizados y almacenado a
— 20 °C para su posterior andlisis. El grado de hidrdlisis (% GH) se calcul6 empleando la

siguiente formula (Adler-Nissen, 1986):

1 1 1 .,
GH (%)= Vg X Ny X — XXX 100%  Ecuacion (8)

Donde:

Vg: representa el volumen de NaOH utilizando para mantener el pH a un valor

determinado constante (7.0 para éstas enzimas).
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Ng: normalidad de la base (para el presente trabajo se utilizo una concentracion de 0.2

N).

1/a: es el grado de disociacion de los grupo a-amino a condiciones conocidas de pH y

temperatura (para este caso, a un pH de 7.0 a 50° C, 1/a=2.27).

MP: es la masa de proteina (g) presente en la mezcla de reaccién (5g de proteina cruda

en un volumen de reaccién total de 500 mL, para el presente trabajo).

htot: representa el nimero de enlaces peptidicos presentes en la fuente de proteina
utilizada para la hidrdlisis (meqv a-amino/g de proteina), utilizando el valor de 8.8 para la

proteina de lactosuero (Adler-Nissen, 1986).

Perfil SDS-PAGE de los Hidrolizados Proteinicos

Se visualiz6 el perfil de bandas proteicas de los hidrolizados en un sistema de geles
discontinuos, empleando un gel concentrador al 5%, y uno de resolucion al 17% de
poliacrilamida. Las muestras de cada HP y lactosuero crudo fueron preparadas de acuerdo a
Laemmli (1970), inyectando lactosuero (lactosuero ajustado en condiciones de la hidrolisis
realizada, sin presencia de enzimas); sobrenadante de lactosuero; y los hidrolizados proteinicos
elaborados con el extracto semipurificado y las fitoproteasas comerciales (bromelina y papaina)
en las mismas condiciones que se indican en la seccion Electroforesis en geles de poliacrilamida

y dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) (LaemmLi, 1970).

Actividad Antioxidante In Vitro de los Hidrolizados Proteinicos
La actividad antioxidante se evaluo a las muestras de lactosuero liofilizado; lactosuero

tratado (lactosuero ajustado en condiciones de la hidrdlisis realizada, sin presencia de enzimas);
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y los hidrolizados proteinicos elaborados con el extracto semipurificado y las fitoproteasas

comerciales (bromelina y papaina).

Potencial Antioxidante Reductora Férrica (FRAP)

La potencia antioxidante reductora férrica (FRAP), muestra la capacidad que tiene el
compuesto para reducir el ion férrico (Fe**), este fue determinado por el método método de
Benzie & Strain (1996). Preparando las siguientes soluciones: solucién amortiguadora de 300
mM acetato de sodio, pH 3.6; solucion 10 mM TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) en 40 mM
HCI y 20 mM FeClz'6H-O (disuelto con agua desionizada), posteriormente se prepar6 el
reactivo FRAP, mezclando las soluciones en relacién 10:1:1 (en obscuridad), respectivamente.
Después de realizar el reactivo FRAP se incub6 a 37 °C durante 30 minutos, transcurrido el
tiempo se agregd 1000 pL de reactivo FRAP con 100 pL de muestra, dejando reposar esta
mezcla de reaccion en obscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente, para
posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 593 nm, usando como estandar

Trolox y como blanco agua destilada.

Donde el aumento de la absorbancia de la mezcla de reaccion con respecto a la
concentracion de muestras, indica el incremento del poder antioxidante de reduccion férrica

(Klomklao & Benjakul, 2018).

El FRAP se calculd restando el blanco a las muestras, siendo reportado como
micromoles de Equivalentes Trolox de Actividad Antioxidante (TEAC) por miligramo de

muestra utilizando una curva estandar de Trolox (0—800 uM).
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Actividad de Eliminacion de Radical DPPH

La actividad de eliminacion de radicales DPPH se determiné segun lo descrito por Al-
Shamsi et al., (2018) y Zheng et al., (2015), en la cual se usé 100 uL de muestra de solucion
acuosa (a concentraciones de 1- 10 mg/mL) con 900 pL de reactivo DPPH (2,2’-difenil-1-picril-
hidrazil) a 0.3 mM, diluido con etanol, fueron incubadas durante 30 min en oscuridad a
temperatura ambiente, posteriormente su absorbancia fue medida a 517 nm. La actividad sera
expresada en micromoles de TEAC por gramo de muestra utilizando una curva estandar de
Trolox (0-80 puM). Se us6 como estandar Trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), el cual es un anélogo de la vitamina E. La actividad de inhibicion del radical DPPH

se calcul6 a partir de la siguiente formula:
% inihibicion DPPH= % x 100%  Ecuacién (9)
Donde:
a: absorbancia del control de DPPH.

b: Absorbancia después de incubar 30 min la muestra con el DPPH.

Reduccion del Radical ABTS

La actividad de eliminacion de radicales ABTS se determind con la técnica de acuerdo
con el método de Arnao, Cano & Acosta (2001) y Chen et al., (2003). En la cual el radical
ABTS " (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico) se activd 16 horas antes,
usando 19.2 mg de radical ABTS se disolvieron en condiciones de oscuridad en 5 mL de agua
desionizada, también se preparé una solucion de persulfato de potasio (K2S:0g) (37.8 mg

disuelto en 1 mL de agua desionizada en oscuridad). Posteriormente se tomaron 88 uL de la
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solucion de K>S:;Og y se agrego a la solucion ABTS para dejar reposar de 12-16 Hrs a
temperatura ambiente en obscuridad, después de haber transcurrido el tiempo se tom6 1 mL de
radical ABTS activado y se agregd 88 mL de etanol y se disolvio, protegiendo de la luz,

ajustando a 0.8 la absorbancia a 734 nm.

Para el ensayo de ABTS se usaron 2.9 mL de solucion de ABTS y 100 pL de muestra
los cuales fueron mezclados en una celda de 4 mL. Después de 10 min, a temperatura ambiente,
la absorbancia se ley6 a una longitud de onda de 734 nm. Como muestra blanco, se emple6
etanol a 80% y como estandar se utilizé Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), el cual es analogo de la vitamina E. El porcentaje de reduccién del radical ABTS

se determind mediante la siguiente férmula:
% inihibiciéon ABTS= % x 100%  Ecuacién (10)

Doénde:

fb)
1

la absorbancia de la solucion de ABTS antes de afiadir el extracto (tiempo cero).

b

la absorbancia de la solucion de ABTS después de 10 minutos de adicion de la

muestra.

La concentracion media efectiva (ECso) con la cual la muestra es capaz de eliminar el
50% de los radicales de ABTS presentes en la solucion de prueba, bajo las condiciones
experimentales utilizadas, se determind una vez realizada la verificacion de ajuste al modelo
lineal (y=mx+b, r>>0.98) de los datos experimentales de los porcentajes de eliminacion de
radicales ABTS (y) por efecto de las distintas concentraciones de muestra (x). Empleando la

regresion lineal, se obtuvo el valor de ECso:
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ECso de eliminacién de radicales ABTS= 511—_1’ Ecuacion (11)

Donde:
b= el valor de la ordenada al origen de la curva obtenido mediante la regresion lineal.
m= el valor de la pendiente de la ecuacion de la linea recta.

Disefio Experimental
Los frutos para realizar la extraccion fueron seleccionados aleatoriamente, con el fin de

tener una muestra representativa de las proteasas presentes en todos los frutos.

Por cada analisis se usé un disefio aleatorio, se tom6 como variable de respuesta la
actividad proteolitica (%) y como factor: el nivel de purificaciéon (EC, PE, SE, S4P y ESP para
realizar la tabla de rendimiento); pH (para el anélisis de pH optimo y estabilidad); Temperatura
(para el analisis de temperatura Optima y termoestabilidad); inhibidores especificos (efecto de
inhibidores especificos de proteasas); iones metalicos (efecto de iones metalicos); diferentes
concentraciones de sales (efecto de sales); diferentes concentraciones de surfactantes y agentes
reductores (evaluacion del efecto de estos); y diferentes concentraciones de solventes organicos
(efecto de solventes organicos). Los cuales fueron analizados como experimentos

independientes.

Por otra parte, para la caracterizacion de los hidrolizados proteinicos primero se uso
como variable el tiempo de hidrdlisis y como factor los hidrolizados realizados con diferentes
fuentes enzimaticas (bromelina, papaina y ESP), mientras que para los andlisis de actividad

antioxidante se tomé como variable la inhibicion de la actividad antioxidante en Equivalentes
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Tolox de Actividad Antioxidante (TEAC) y como factores las diferentes concentraciones de

lactosuero, lactosuero tratado e hidrolizado proteinico realizado con papaina, bromelina o ESP.

Cada prueba se realizé por triplicado usando una confianza de 95% y una precision de

5%.

Anélisis Estadistico

Todas las pruebas se realizaron por triplicado, posteriormente se realizaron pruebas de
normalidad (Kolmogorov-Smirnov), homocedasticidad (Levene), para realizar un Analisis de
Varianza (ANOVA, por sus siglas) de una via, utilizando el software Statgraphics-Centurion,
usando la prueba LSD de Fisher con una significancia de 0.05 para la caracterizacion de los
extractos proteoliticos semipurificados de Aguama. Con el fin de conocer las diferencias
significativas entre los hidrolizados proteinicos realizados se efectu6 un Anova de una via en la

cual se usara la prueba Tukey, tomando una p< 0.05 (Bertucci et al., 2015).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Semipurificacion de Fitoproteasas de Fruto de Aguama

Durante el proceso de la semipurificacion, se observd que el extracto crudo (EC)
empleado en el proceso de semipurificacion inici6 con una actividad proteolitica especifica de
8.55 U/mg en pH neutro, la cual se logro incrementar a 13.68 U/mg en la siguiente etapa de
extraccion por efecto de la solubilizacion de las enzimas de interés con etanol y eliminacion de
algunas proteinas interferentes mediante la recuperacion del sobrenadante (SE), tras la
precipitacién con etanol se obtuvo el semipurificado (ESP) con 32.12 U/mg de actividad
especifica, lo cual permitio recuperar el 118% de actividad proteolitica del extracto crudo, con
un factor de purificacion de 3.75 (Tabla I1).

Tabla Il. Proceso de semipurificacion de fitoproteasas de Aguama en pH neutro.

Proceso de Actividad proteolitica Neutra-alcalina

Extraccion

Extracto Proteina Total (U) Especifica Rendimiento (%) Factor de

soluble total (U/mg purificacion
(mQ) proteina)

EC 78.44 671.25 8.55 100.00 1.00
PE 126.72 451.69 3.56 41.6 0.59
SE 46.44 635.48 13.68 67.29 1.14
SAE 59.75 1.98 0.03 0.30 0.00
ESP 24.78 796.09 32.12 118.60 3.75

Proceso de extraccion de enzimas proteoliticas de aguama, donde se muestra el extracto de crudo (EC), precipitado de etanol
(PE), sobrenadante de etanol (SE), sobrenadante de 4 volimenes de etanol (S4E) y semipurificado (ESP).

En el proceso de semipurificacién empleado para estudio, se logré un mayor factor de
purificacion en comparacion a los reportados por otros autores como Garcia-Magafia et al.,
2018, quienes reportaron para extractos semipurificados de pulpa de fruto de B. pinguin un
factor de purificacion de 2.37 y 2.5, lo cuales fueron obtenidos por precipitacion con sulfato de
amonio ((NH4),S04) y sometidos a ultrafiltracion (tubos con filtros de 10 kDa), respectivamente.

Por su parte Meza-Espinosa et al. (2017) reportaron un factor de purificacion de 2.8 empleando

44



un proceso similar para recuperar las proteasas del mesocarpio del fruto de B. pinguin. Estos
estudios reflejan la variacion que presentan, por una parte, las distintas estrategias de
semipurificacion, asi como, las variaciones que pueden existir intra-especie con factores
relacionados a los estadios de madurez del fruto, las épocas de colecta, el manejo de muestra,
entre otros factores, ya que en todos los casos aun no se reporta la purificacion de una enzima

en particular.

Perfil de Proteinas del Extracto Semipurificado

En la Figura 2 se observa que el extracto crudo (EC) (carril 2), mientras que en el
extracto semipurificado (ESP) (carril 3) se observan tres que se encuentran en pesos moleculares
aproximados de 20.2, 22.3 y 37.7 kDa (sefialadas con flechas en la Figura 2), relacionadas a
enzimas con actividad proteolitica y tres de pesos moleculares entre 5 y 8 kDa, que pueden
corresponder a oligopéptidos.

Es probablemente que dos de las bandas reportadas en este estudio (20.2 y 22.3 kDa)
estén relacionadas con proteasas encontradas en pulpa de fruto de B. pinguin, como Payrol et
al., (2005 b), quienes reportan una proteasa cisteinica de 20 kDa; Payrol et al., (2008) también
reportaron cuatro proteasas denominadas como pinguinainas de 23-23.6 kDa, por otro lado,
Moreno-Hernandez et al., (2017 a) reportan dos bandas de proteinas situadas entre 22-24 kDa,
asociados a cistein-proteasas, asi como las reportadas por Toro-Goycon et al., (1968) con un
peso molecular entre 18-25 kDa.

Otras especies pertenecientes a la familia Bromeliacea presentan cistein-proteasas con
pesos similares, como es el caso de la proteasa hieronymina Il de (Bromelia hieronymi) con
peso molecular 23.7 kDa (Bruno et al., 2008) y una proteasa de Bromelia balansae con 23 kDa

(Pardo et al., 2000), por otra parte, se ha reportado una proteasas aspartica en Ananas comosus
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con un peso molecular de 55.23 kDa, las cuales fueron presentes en frutos que presentaron estrés
postcosecha (Raimbault et al., 2013).

Con estos resultados podemos inferir que la fraccion recuperada del ESP contiene
preoteinas en el rango de peso molecular de fitoproteasas obtenidas anteriormente en esta

especie, ademas de otras encontradas en la familia Bromeliacea.

kDa 1 2 3

200 =

116
97.4 >

Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: extracto crudo (EC), carril 3: semipurificado (ESP), sefialado con flechas.
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Efecto De Inhibidores Especificos en la Actividad del Extracto Enzimatico
Semipurificados de Aguama

Con el fin de conocer el tipo de proteasas presentes en el extracto semipurificado de
aguama, se realizaron diferentes ensayos con inhibidores especificos (Figura 3), donde se
destaco una mayor inhibicion, en presencia de TPCK (92 %), compuesto inhibidor de serin-
proteasas (Praxedes-Garcia et al., 2012), por lo que, indica la posible presencia de proteasas con
mecanismos similares a las quimotripsinas en el extracto semipurificado, ademas se ha
reportado su capacidad para inhibir fitoproteasas tipo papaina, bromelina y ficina (Shaw, 1967).
El cloruro de mercurio (HgCl2) inhibi6 un 95 % la actividad enzimatica del extracto
semipurificado, debido a que metales pesados como el mercurio son capaces de unirse a los
grupos sulfhidrilo (-SH) del sitio activo caracteristico de las cistein-proteasas, y por tanto
inhiben su actividad, la inhibicion observada en este estudio indica la presencia de este tipo de
enzimas en el semipurificado, lo cual ha sido observado también en semipurificados de B.
pinguin en ejemplares de Cuba (Payrol et al., 2008). Mientras que en presencia de Pepstatin A,
un inhibidor especifico de aspartico-proteasas, la actividad proteolitica se redujo un 44%,
evidenciando que proteasas asparticas contribuyen a la actividad del extracto semipurificado de
aguama, cabe sefialar que esta actividad resulta poco comin en la familia Bromeliaceae, aunque
ha sido reportada en la pifia (Ananas comosus), asociada como una respuesta al estrés
postcosecha (Raimbault et al., 2013), considerando que la planta B. pinguin y el desarrollo de
sus frutos, estan sometidos al estrés ambiental y de manejo (ya que es un cultivo silvestre, y no
es explotado actualmente), pudiera ser que a diferencia de cultivos bien establecidos, la aguama,
exhiba actividad del tipo aspartico-proteasas como consecuencia de las condiciones en que se

desarrollo. Por otra parte, el extracto semipurificado no mostro la presencia de actividad tipo
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tripsina o de metaloenzimas, ya que no fue inhibido por SBTI y EDTA (Kumari, Sharma &

Jagannadham, 2012).
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Figura 3. Efecto de |nh|b|d0res espeC|f|co de proteasas en extractos semipurificados de aguama. Se
evalud la actividad proteolitica después de una hora de incubacion con el inhibidor, usando sustrato
caseina.

Las literales indican las diferencias significativas (P < 0.05).

Actividad proteolitica residual (%)

Analisis de Inhibicion de la Actividad Proteolitica por Zimografia

Con la finalidad de complementar la influencia de inhibidores de proteasas sobre la
actividad proteolitica del extracto semipuirificado de aguama, se realizo6 el ensayo en geles de
poliacrilamida, para conocer las bandas proteicas asociadas a las bandas proteicas
correspondientes. En la Figura 4 se muestra el perfil electroforético en condiciones no
desnaturalizantes, en la cual se puede observar en el extracto crudo (carril 2) mas bandas, de
mayor peso molecular, respecto al extracto semipurificado (carril 3), el cual presenté una banda

de peso similar al de la papaina de latex (carril 4) y una de mayor peso. Ademas, la Figura 5
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muestra la actividad proteolitica y el efecto de inhibidores especificos empleando geles de
poliacrilamida con sustrato proteico. En los cuales se observaron dos bandas de actividad
proteolitica en el extracto semipurificado (carril 2), la banda de mayor peso molecular (asociado
a un peso molécular aproximado de 37.7 kDa, fue inhibida en presencia de Pepstatin A (carril
3), inhibidor de aspartico-proteasas, misma que habia sido reportada previamente para extractos
crudo de aguama (Moreno-Hernandez et al., 2017 a).

Ademas de la banda mencionada anteriormente, se puede observar que una banda de
menor peso molecular de 20.2 kDa fue inhibida ligeramente por TPCK (carril 6), el cual es un
inhibidor de serin-proteasas (Praxedes et al., 2012), lo cual coincide con lo observado
anteriormente en extractos crudos y semipurificados de B. pinguin (Moreno-Hernandez et al.,
2017 a; Meza-Espinoza et al., 2017 b).

Dos bandas activas del extracto semipurificado (Figura 5, carril 2) sufrieron una
activacion aparente en el zimograma, en presencia de Hg.Cl (carril 7), siendo este efecto
inconsistente, con la respuesta en el ensayo de inhibicion (95 % de inhibicion, Figura 3) y lo
que se ha reportado para otras cistein proteasas presentes en esta especie (Payrol et al., 2008;
Moreno-Hernandez et al., 2017a). Las diferencias con los resultados de este método
electroforético, respecto a los ensayos de actividad proteolitica realizados en tubo, pueden
deberse a la baja sensibilidad de este método debido a la alta concentracion de sustrato (caseina)
en el gel, ya que proteasas con baja actividad pueden digerir solo una pequefia porcion de
sustrato durante el tiempo de incubacion, por lo tanto los sustratos no digeridos permanecen
absorbidos en la matriz del gel, por lo que se tifien, por lo tanto no se visibiliza adecuadamente

la actividad (Yasumitsu, 2017).
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Figura 4. Gel de electroforesis en condiciones nativas. Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2:
extracto crudo, carril 3: extracto semipurificado, carril 4: papaina.
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Figura 5. Zimograma de extractos enzimaticos semipurificados de aguama (ESP) en presencia de
diferentes inhibidores. Carril 1: papaina, carril 2: extracto semipurificado de aguama (ESP), carril 3: ESP
incubado con Pepstatin A, carril 4: ESP incubado con SBTI, carril 5: ESP incubado con de EDTA, carril
6: ESP incubado con TPCK y carril 7: ESP incubado con Hg.Cl.
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Efecto del pH Sobre la Actividad Proteolitica y Estabilidad del Extracto Semipurificado
El efecto de pH sobre la actividad proteolitica del ESP de aguama, se muestra en la
Figura 6, donde se puede observar dos valores de pH 6ptimo de actividad, uno localizado a pH
3.0 con 43.7 U/mg (Figura 6 A) y otro a pH 7.0 con 32.77 U/mg (Figura 6 B), lo cual coincide
con los estudios previos de extractos crudos provenientes de B. pinguin (Moreno-Hernandez et
al., (2017 a), quienes sefialaron la presencia de proteasas de tipo asparto y cistein proteasas. Por
otra parte, Payrol et al., (2005 a y b) también habian reportado actividad proteolitica maxima a
pH 7.0-8.5 de extractos de fruto de B. pinguin en colecciones de Cuba, los autores relacionaron

este comportamiento a la presencia de cistein-proteasas en mayor proporcion.

Existen reportes de fitoproteasas aisladas empleando la misma técnica utilizada en
nuestro estudio en otras plantas de la familia Bromeliacea, que tienen perfil de actividad respecto
al pH similar a las del extracto semipurificado de B. pinguin; Por ejemplo, la enzima
denominada Pendulifloraina, fue aislada de Hohenbergia penduliflora, se trata de una cisteina-

proteasa cuya maxima actividad se encuentra entre pH 7.5y 8.5 (Pérez et al., 2010).
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Figura 6. pH dptimo de los extractos enzimaticos semipurificados de fruto de aguama. A) Actividad
proteolitica relativa a pH acido y B) Actividad proteolitica relativa a pH neutro-alcalino.
Las literales indican las diferencias significativas (P < 0.05).
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Respecto a la estabilidad del extracto semipurificado de aguama a diferentes pH, se
puede observar en la Figura 7, que la incubacion a pH 3 y 7, independientemente del tiempo, no
afecta negativamente la actividad proteolitica significativamente, sin embargo, fuera de estos
valores, la estabilidad disminuye significativamente, a condiciones de pH 5, 6, 11y 12, las que

ocasionaron las mayores pérdidas de actividad proteolitica tras una hora incubacion.

Ha sido reportado que cistein-proteasas presentes en frutos de la familia Bromeliacea,
difieren de los encontrados en este estudio, tal es el caso de Bromelina (Ananas comosus) que
se mantienen estables entre pH 5 y 8, y Penduliflora (Hohengebergia penduliflora), la cual
presento estabilidad en un rango entre pH 6 y 9 a 60 min de incubacién (Benitez et al., 2008;
Pérez et al., 2010). De igual forma lo reportado previamente para extractos crudos de B. pinguin
por Moreno-Hernandez et al., (2017 a), difiere en términos de la estabilidad a través del tiempo,
ya que se obtuvo una estabilidad menor posterior a 30 min de incubacién a pH 2y 7 (90 %) y
una mayor pérdida de actividad a pH 3 posterior a los 60 min de incubacion (40 %). Estas
mejoras en la estabilidad del extracto se atribuyen al proceso de semipurificacion, los cual, en
el caso del extracto semipurificado permitié el incremento en la estabilidad a su pH 6ptimo de
actividad proteolitica tanto en condiciones acidas (pH 3) como neutras (pH 7), la cual no se
pierde al modificar el pH, posiblemente asociado al fendmeno de desnaturalizacion Mazorra-

Manzano et al., 2010).
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Efecto de la Temperatura Sobre la Actividad Proteolitica y Estabilidad del Extracto
Semipurificado

El efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica del extracto semipurificado a
condiciones &cidas y neutra (por sus valores éptimos de pH 3 y 7) se muestra en la Figura 8,
donde ambos presentaron una temperatura 6ptima de 60 °C, la cual es una temperatura mayor
en comparacion con lo reportado previamente para extractos crudos de B. pinguin que fue de 45
°C a pH 3, y decayendo a los 60 °C (Moreno-Hernandez et al., 2017 a). Estas diferencias en la
temperatura 6ptima de la actividad proteolitica pueden estar relacionadas con el hecho de que
la actividad de una enzima es dependiente de la temperatura, por los cambios estructurales que
ocurren cuando las preparaciones enzimas son sometidas a estrés térmico, donde pueden ocurrir

eventos de desnaturalizacion proteica provocando inactivacion de las enzimas (Arez, 2019).
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Figura 8. Efecto de la temperatura en la actividad proteolitica de ESP a pH 3 (&cido) y pH 7 (neutro-
alcalino).

Respecto a la estabilidad a la temperatura del extracto enzimatico semipurificado, la
actividad proteolitica a pH acido (pH 3) no presento diferencias significativas respecto al control
en un intervalo de 25 a 55 ° C, independientemente del tiempo de incubacion, posterior a éstas
temperaturas se mantuvo aproximadamente en 89 % de actividad proteolitica a los 30 min de
incubacion a 60 °C y se pierde drasticamente al duplicar el tiempo de incubacion, llegando a
14.3 % (Figura 9 A). La estabilidad del extracto a pH 7.0, no presentd diferencias significativas
al incubar el extracto semipurificado de 25 a 60 °C, al ser incubado a temperaturas mayores a
65° C, este perdio drasticamente actividad proteolitica (menor a 14 %) significativamente,

independientemente del tiempo de incubacién (Figura 9 B).

El comportamiento de nuestro extracto enzimatico semipurificado, difiere de la proteasa

Pendulifloraina | (extraida de la Bromelia Hohembergia penduliflora) que presentdé menor
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estabilidad, siendo en el rango de 20 a 45 °C (Pérez et al., 2010). Benitez et al., (2008) reportan
que las cistein-proteasas de la Bromelina (de Ananas comosus) presentan actividad entre 20 y
65 °C, lo cual coincide, parcialmente con nuestro estudio. En relacion a trabajos realizados con
B. pinguin, los extractos semipurificados de nuestro estudio muestran mayor termoestabilidad
que extractos crudos reportados previamente, ya que a pH 3 conservaron su actividad
proteolitica posterior a su incubacidn por 30 min en un rango de temperatura de 30 a 50 °C, pero
disminuyen drasticamente su actividad si se duplica el tiempo de incubacion (Moreno-
Hernandez et al., 2017 a), lo que se puede atribuir al hecho de que cuando se sobrepasan éstas
temperaturas, las enzimas sea desnaturalizada por el efecto del calor (Mazorra-Manzano et al.,
2013); este comportamiento puede aplicarse a procesos tecnoldgicos, como son las reacciones
de hidrolisis de proteinas con éstas enzimas, ya que es posible detener la reaccion mediante el
empleo de temperaturas elevadas, tal como se hace con la papaina, la cual se inactiva a 100 °C
por 10 min cuando se utiliza en los procesos de hidrolisis (Sokol et al., 2008). Para efectos
practicos, la termoestabilidad, permite controlar el proceso de hidrolisis proteica necesario para
la generacion de péptidos bioactivos, ya que busca que la hidrolisis pueda detenerse a
temperaturas poco elevadas a corto tiempo, evitando con eso, que se corra el riesgo de perder la
bioactividad (Bertucci et al., 2015). Asimismo, la inactivacion enzimatica a temperaturas suaves

y tiempos cortos, permite establecer bioprocesos con un menor costo energético.
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Figura 9. Termoestabilidad del extracto enzimatico semipurificado de fruto de aguama. A) Actividad
proteolitica relativa a pH 3 (&cido) y B) Actividad proteolitica relativa a pH 7 (neutro).
Las literales indican las diferencias significativas (P< 0.05).
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Efecto de lones Metalicos en la Actividad Enzimatica de Proteasas Extraidas de Aguama

El efecto de los iones metalicos sobre la actividad enzimatica del extracto semipurificado
de aguama se puede observar en la Figura 10. La actividad proteolitica del extracto
semipurificado fue afectada por la presencia de sulfato de cobre (CuSOs) y sulfato de hierro
(FeSO4), perdiendo 96% y 91% de actividad, respectivamente. En presencia de los iones Cu?
y Fe**2, 1a disminucién de la actividad proteolitica puede asociarse con la afinidad de estos iones
por los grupos sulfhidrilo (-SH), lo cual inactiva proteinas funcionales, debido a que el ion se
une a los residuos presentes en el sitio activo de las proteasas tipo cisteina (Aranishi et al., 1997;
Tripathi et al., 2011; Hernandez-Samano et al., 2015), esto coincide con resultados reportados
por otros autores, donde se encontrd un comportamiento similar en presencia de estos iones para
la actividad proteolitica de distintas fitoproteasas, tales como las serin-proteasas del tipo
quimotripsina de Solanum dubium (solanum) (Mohamed-Ahmed et al., (2009), asi como en las
proteasas de fruto de Cucumis melo (melon) (Kaneda et al., 1975) y las proteasas alcalinas

Hylocereus polyrhizus (pitaya) (Amid et al., 2014).
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Figura 10. Efecto de iones metalicos en la actividad proteolitica de ESP. Se evalu6 la actividad
proteolitica del extracto semipurificado después de una hora de incubacién con el ion metélico, usando
sustrato caseina.

Las literales indican las diferencias significativas (P < 0.05).

Efecto de Sales en la Actividad Proteolitica del Extracto Semipurificado

Al evaluar la presencia de diferentes concentraciones de sales NaCl y CaCl,, inclusive
las concentraciones mas elevadas (30 % p/v), no se observo un efecto (P>0.05) sobre la
actividad enzimatica (Figura 11), por lo cual se puede deducir que la presencia de éstas sales no

influye en el desempefio de la enzima durante la catélisis.

En este sentido, Mohamed-Ahmed et al., (2009) reportaron un comportamiento similar
ante la presencia de NaCl, para serin-proteasas similar a quimotripsina extraidas de semillas de
solanum (Solanum dubium), cuya presencia no afecté en su actividad proteolitica. EI ESP
evaluado en este estudio en condiciones de pH neutro exhibié una mayor estabilidad que
extractos crudos, evaluados a pH &cido de B. pinguin reportados por Moreno-Hernandez et al.,

(2017 a), quienes observaron que estos mantenian su actividad proteolitica hasta el 10% de
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NaCl, pero al aumentar la concentracion de sal al 20 %, la actividad enzimatica del extracto

disminuyd abruptamente.

Por su parte, la estabilidad al CaCl,, se ha relacionado con la presencia de cistein-
proteasas del tipo fitocalpainas encontradas en la papaya, las cuales pueden presentar residuos
cataliticos de los aminoacidos Cys, His y Asn, la cual esta regulada por la unién al calcio

(Hosfield et al., 1999).

La elevada estabilidad del ESP de aguama ante la presencia de NacCl, indica que este tipo
de extracto podria ser usado en el procesamiento de pescado y productos carnicos durante el
proceso de marinado (Le et al., 2015). También, podemos deducir que este extracto
semipurificado podria ser usado en el procesamiento de productos lacteos como el lactosuero,

ya que este contiene sales de calcio, fosforo y cloro (Parra-Huertas, 2009).
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Figura 11. Efecto de la actividad proteolitica en presencia de diferentes concentraciones de sales (NaCl
y CaCly). Se evalud la actividad proteolitica del extracto semipurificado después de una hora de
incubacion con las sales, usando sustrato caseina.
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Efecto de Agentes Reductores y Surfactantes Sobre la Actividad Proteolitica del Extracto
Semipurificado

La actividad residual de las enzimas presentes en el extracto semipurificado en presencia
de agentes surfactantes y reductores se presenta en la Tabla 11, en la cual se muestra que a bajas
concentraciones de surfactantes como el SDS (0.1 y 0.5 % p/v) y Tween-40 (1% v/v) no
presentaron diferencias (P<0.05) respecto al control, sin embargo, al incrementarse la
concentracion de estos reactivos, se observo una disminucién en la actividad proteolitica del
ESP: perdiendo 9% de actividad a concentracion de SDS al %. Mientras que a concentraciones
de 2% y 5% de Tween-40, se perdid 12% y 24% de actividad proteolitica, respectivamente. Este
comportamiento difiere de lo reportado anteriormente para un extracto crudo de B. pinguin,
evaluados a pH é&cido, ya que en este estudio, se observd mayor disminucion de actividad
proteolitica, llegando a perderse completamente a una concentracion de SDS al 1% (Moreno-

Hernandez et al., 2017 a).

Por otra parte, se observa que en presencia de agentes reductores como el 2-
mercaptoetanol y DTT, la actividad proteolitica aumento significativamente (p<0.05), respecto
al control (Tabla I11). Este comportamiento coincide con lo reportado por Moreno-Hernandez et
al., (2017 a) en la actividad proteolitica de extractos crudos de B. pinguin evaluados en
condiciones &cidas, de igual forma comportamientos similares han sido descritos para cistein-
proteasas de otras fuentes vegetales, apoyando la teoria que este tipo de enzimas son capaces de
mantener los residuos de cisteina que forman parte del sitio activo en forma reducida (Payrol et
al., 2005 a; Kumar & Jagannadham, 2003). Este mismo efecto ha sido observado en estudios
realizados con plantas de la familia Bromeliaceae para cistein-proteasas en presencia de 2-

mercaptoetanol y DTT (Bruno et al., 2008; Theodorou et al., 2007), lo cual se ha asociado a que
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los residuos Sery Cys presentes en el sitio activo de serin y cistein-proteasas, respectivamente,
actian como nucledfilos durante el primer paso de la catalisis, uniéndose con el sustrato, para
posteriormente llevar a cabo la escision del enlace peptidico (Powers, Asgian, EKici & James,
2002), por lo tanto un agente reductor presente en el medio de reaccién, puede ceder electrones
evitando que el sitio activo se inhiba, lo que puede suceder durante la extraccion de proteinas
por oxidacion (Beynon & Bond, 2000). Por lo tanto, la estabilidad que fue observada en la
actividad proteolitica del extracto semipurificado de aguama, en presencia de agentes
surfactantes y reductores, hace factible a este extracto enzimatico semipurificado para su

potencial aplicacion en la industria de detergentes y del curtido de pieles (Le et al., 2015).

Tabla I11. Efecto de surfactantes y agentes reductores en la actividad proteolitica de ESP.

Compuesto Concentracion Actividad proteolitica
residual (%)
Control 0 100°
Surfactantes:
SDS 0.1% 98.75 + 0.66°
0.5% 110.45 £+ 1.54¢
1% 90.99 + 2.28¢
Tween-40 1% 105.08 + 0.55¢
2% 87.71 + 5.07¢
5% 76.44 + 4.03¢
Agentes reductores:
2-mercaptoetanol 5% 151.66 + 9.86*
10 % 155.73 £ 4.7°
15 % 156.78 £ 1.11?
DTT 5 Mm 120.096 4.2

Actividad proteolitica residual del extracto semipurificado después de una hora de incubacién con el
compuesto, usando sustrato caseina.
Literales distintas indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Efecto de Solventes Organicos Sobre la Estabilidad de Extractos Enzimaticos
Semipurificados de Aguama

Se evalud la actividad proteolitica en presencia de diferentes solventes organicos (Figura
12), se observa que en presencia de metanol, etanol y 2-propanol, la actividad proteolitica del
ESP no se vio afectada significativamente (P < 0.05), sin embargo la presencia de acetona al 10
% y 80 %, disminuy0 la actividad proteolitica en un 38 % y 100%, respectivamente. Nuestros
resultados presentaron mayor actividad proteolitica que las cistein-proteasas purificadas de
variedades de B. pinguin presentaron 70% de actividad proteolitica después de haber sido
precipitadas con etanol (Payrol et al., 2008). Por otra parte, la presencia de solvente polares,
como la acetona pueden conducir a interacciones hidrofobas dentro de la proteina, cambiando
la estructura de la molécula y teniendo una modificacion en la interaccion entre el sitio activo

de la enzima y el sustrato (Barberis et al., 2006).

Debido a su estabilidad a los diferentes solventes, podemos deducir que el extracto
semipurificado de aguama pueden ser también utilizado en la elaboracién de cerveza y vino
como es el caso de la papaina, donde se evita la agregacion de proteinas con polifenoles y
oligosacaridos (Benucci et al., 2011; Esti et al., 2013). Ademas, en diversos procesos
industriales los solventes organicos son usados para incrementar la solubilidad de substratos no
polares, suprimir las reacciones secundarias dependientes de agua o para la descontaminacion

microbiana (Ogino & Ishikawa, 2001).
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Figura 12. Efecto de diferentes solventes organicos en la estabilidad de la actividad proteolitica de ESP.
Actividad proteolitica residual del extracto semipurificado después de una hora de incubacién con el
solvente, usando sustrato caseina.

Las literales (*) indican las diferencias significativas (P < 0.05).

Produccién de Hidrolizados Proteinicos a Partir de Lactosuero con Distintas Fuentes

Enzimaticas

Caracterizacion Proximal de Lactosuero

Se analiz6 lactosuero liofilizado, al ser la materia prima para producir los hidrolizados
de proteina; esta muestra presentd 12.5 % de proteina cruda (Tabla IV). En cuanto al
rendimiento de lactosuero obtenido al liofilizar respecto al lactosuero fresco, fue de 5.73%
(peso/peso), lo que indica un contenido de proteina cruda de 7.1 g/L, este contenido proteico en
el lactosuero fresco, es similar a lo reportado por Panesar et al., 2007, quienes reportan valores
de proteina comprendidos entre 6 y 10 g/L, se ha reportado que la composicion proteica presente

en el suero lacteo, es B-lactoglobulina (LG) con un contenido cercano al 10%, 4% de a-
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lactoalbimina (Hinrichs, 2001; Aoi et al., 2011), y en menor medida lactoferrina,

lactoperoxidasa, inmunoglobulinas y glicomacropéptidos (Baro et al., 2001).

Tabla IV. Andlisis proximal de lactosuero.

Compuesto Concentracion (%)
Proteinas totales 125+ 0.26
Lipidos 13.37+ 3.45
Humedad 3.88 +3.88
Cenizas 8.04 £ 0.05
Compuestos libres de nitrégeno 62.21

Obtencion de Hidrolizados Proteinicos de Lactosuero

Los hidrolizados de proteina producidos con papaina, bromelina y extracto enzimatico
semipurificado de aguama (ESP) (Figura 13) llegaron al 10% de GH a los tiempos 412 + 52,
397 £ 29 y 424 + 35 minutos, respectivamente, sin tener diferencias significativas en el tiempo

al cual se llegé al 10 % de grado de hidrolisis.

La curva de hidrolisis muestra un incremento en el grado de hidrélisis en un menor
tiempo después de los 350 min (Figura 13): esto se puede relacionar con el hecho de que la
mayoria de las proteinas del lactosuero son globulares, lo cual dificulta el acceso a las proteasas
al inicio de la reaccién y posteriormente, al ser calentadas por un tiempo prolongado las
proteinas se desnaturalizan y permiten un mayor acceso de las enzimas hacia el sustrato (Benitez
et al., 2008). En relacion a lo anterior, otros autores reportan que al precalentar lactosuero y
aplicar alta presion antes de hidrolizar el sustrato, se alcanza un maximo de GH en 24 h, sin
tener diferencias significativas con hidrolizados obtenidos durante 12 h con pretratamiento o sin
pretratamiento realizados con Tripsina, Quimotripsina y pepsina (Piccolomini et al., 2012,

Adjonu et al., 2013).
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En este estudio no se hizo un tratamiento térmico previo sobre el sustrato, debido a que
el calor e hidrolisis prolongada puede ocasionar cambios estructurales en los aminoacidos del
sustrato y afectar negativamente su actividad antioxidante (Pihlanto, 2006; Bertucci et al.,

2015).
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Figura 13. Monitoreo del grado de hidrolisis (GH) del lactosuero usando las enzimas Papaina,
Bromelina y extracto enzimatico semipurificado de aguama (ESP) (relacion E/S de 1%, a un pH 7.0, a
50 °C).
Las barras de error indican desviacién estandar del tiempo al cual fue alcanzado el grado de hidrolisis
deseado.

Se realizd electroforesis SDS-PAGE con el objetivo de visualizar la hidrolisis de
proteinas del lactosuero, en la Figura 14 se puede observar las bandas correspondientes a las

proteinas mas abundantes en el lactosuero, como lactoferrina (70 kDa, albimina de suero bovino
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(66.2 kDa), inmunoglobulinas (50 kDa), B-Lactoglobulina (18.3 kDa), a-Lactoalbdmina (14.2
kDa) (Madureira et al., 2007). EI tratamiento con las diferentes proteasas influyé en el perfil
proteico, encontrandose que al hidrolizar con la enzima papaina (carril 2) las proteinas de alto
peso molecular sufrieron una mayor hidrolisis, correspondientes a las proteinas lactoferrina,
albumina de suero bovino (BSA), inmunoglobulinas, quimosina y caseinas, siendo degradadas

a fracciones menores a 21 kDa (zonas de barrido en el gel).

Las muestras hidrolizadas con bromelina y proteasas semipurificadas de aguama (carril
3y 4, respectivamente), no exhibieron una degradacion tan extensiva de las proteinas de alto
peso molecular, siendo més especificas para hidrolizar preferentemente lactoferrina y una
degradacion parcial de quimosina y trazas de caseinas, también, los hidrolizados realizados con
bromelina fueron capaces de hidrolizar la fraccion de inmunoglobulinas, mientras que en los
producidos con el extracto semipurificado de aguama la fraccion de albumina de suero bovina
(BSA). En estos hidrolizados, las proteinas menos susceptibles a protedlisis fueron [-

lactoglobulina (B-LG) y a-lactalbumina (a-LA).

El perfil de bandas de proteina de las muestras de los diferentes hidrolizados mostro
similitud con lo reportado con Mazorra-Manzano et al., 2020, quienes mencionan que las
proteinas de menor concentracion en el suero (Lactoferrina y BSA) son mas susceptibles a la
protedlisis enzimatica, no asi la fraccion B-LG y a-LA. Esto puede deberse a que las proteinas
B-LG y a-LA, son proteinas globulares, en su conformacion nativa los sitios de corte sean
inaccesibles para las fitoproteasas, imposibilitando el ataque enzimatico, en su defecto éstas
fitoproteasas presentan especificidad hacia ciertos sitios de corte en la secuencia de éstas

proteinas. Alternativamente es posible contemplar pretratamientos como una combinacién de
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presion-temperatura, cambios de pH y ultrasonido para provocar la desnaturalizacion de la

proteina sustrato e incrementar asi su grado de hidrolisis (Ambrosi et al., 2016).
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Figura 14. Perfil electroforético de lactosuero e hidrolizados proteinicos obtenidos con diferentes
enzimas. Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM); Carril 2: Hidrolizado obtenido con papaina;
Carril 3: Hidrolizado obtenido con bromelina; Carril 4: Hidrolizado producido con proteasas
semipurificadas de aguama; Carril 5: Lactosuero; 6: Lactosuero tratado (fraccion soluble de lactosuero
sometido a centrifugacion posterior a un ajuste de PH y tratamiento térmicos).

Determinacién de Actividad Antioxidante de Lactosuero y sus Hidrolizados Proteinicos

Potencia Antioxidante Reductora Férrica (FRAP)
Los valores obtenidos en la técnica de FRAP indican la capacidad de un compuesto para
donar un electrén a los radicales libres, inhibiendo o estabilizando dichos radicales (Klomklao

et al., 2013). Con el fin de determinar la potencia antioxidante reductora férrica (FRAP) que se
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logré en el lactosuero sometido a un proceso de hidrolisis, se realizaron ensayos de diferentes
concentraciones de lactosuero, lactosuero tratado y de hidrolizados proteinicos (HP) (Figura
15). La actividad antioxidante evaluada mediante esta técnica presento diferencias significativas
(P<0.05) en el lactosuero para las concentraciones mas elevadas (40 y 50 mg/mL); los
hidrolizados proteinicos y el lactosuero tratado no presentaron diferencias significativas entre si

(Figura 15).

Se observé una dependencia de la concentracion en la TEAC avaluada por la técnica
FRAP en todas las muestras, ya que los mayores valores se observaron en las concentraciones
mas altas probadas (Figura 15). Siendo independiente la concentracion probada de todas las

muestras, el lactosuero fue el que exhibid la mayor actividad medida por esta técnica (P<0.05).

Estos resultados no son consistentes con lo reportado para la hidrolisis de fuentes
protéicas, ya que generalmente se ha observado que la actividad antioxidante se incrementada
con este proceso; por ejemplo, una hidrélisis de proteina aislada de lactosuero con bromelina,
la cual alcanz6 4.31 % de grado de hidrélisis, permitié incrementar la actividad antioxidante
medida por FRAP en una concentracion probada de 15 mg/mL, teniendo valores de 19 TE
pmol/g y 3.81 TE pumol/g, para el hidrolizado de bromelina y el lactosuero, respectivamente
(realizada a pH 7, 50 °C por 180 min) (Corrochano et al., 2018 b). Estas diferencias, pudieran
estar relacionadas con las condiciones de hidrolisis y la temperatura de inactivacion de las
enzimas, Mohan et al., (2015) reportaron que la inactivacion del proceso de hidrolisis por frio
(en cama de hielo por 15 min) incremento la actividad antioxidante del lactosuero hidrolizado
con papaina en comparacion con el hidrolizado inactivado con calor (95 °C por 15 min), siendo

de 0.86 y 0.32 mM equivalentes de L-glutathion reducido, respectivamente, mientras que el
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lactosuero sin hidrolizar incubado con calor y con frio mostr6 0.2 y 0.7 mM equivalentes de L-

glutation reducido, respectivamente.

La destacada actividad del lactosuero, respecto a la de los hidrolizados proteinicos, se
puede deber a la presencia de lactoferrina, la cual se encontrd presente en lactosuero crudo y
lactosuero tratado (Figura 14), ya que se trata de una glicoproteina con elevada capacidad
antioxidante; sin embargo la pérdida de la actividad antioxidante del suero tratado térmicamente
(95 °C) y cuantificada por FRAP, puede asociarse con la desnaturalizacion de la lactoferrina
(temperatura de desnaturalizacién 89.1 °C), perdiendo asi su capacidad antioxidante, como lo

han demostrado estudios de inactivacion térmica de esta proteina (Franco et al., 2018).

Se ha comprobado que proteinas como la lactoferrina y contenido de fosfoserina en la
secuencia primari de las caseinas contribuyen a la actividad antioxidante del lactosuero crudo,

sin embargo se encuentran en baja concentracion (Khan et al., 2019).
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Figura 15. Actividad antioxidante FRAP en Equivalentes Trolox de Actividad Antioxidante (TEAC) en
lactosuero e hidrolizados proteinicos a diferentes concentraciones.
Las literales (*, +) muestran las diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

Reduccion del Radical DPPH

Este ensayo determina la capacidad que poseen los componentes de una muestra para
ceder iones de hidrogeno para reducir y estabilizar el radical DPPH (Guija-Poma et al., 2015).
En la Figura 16 se presentan los resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante, medida
por la reduccion de radicales DPPH. Los resultado muestran que tanto el suero tratado y sin
tratar, exihibieron los mayores valores de TEAC respectos a los hidrolizados proteinicos,

destacando el lactosuero sin tratar a 10 mg/mL (0.046 + 0.004 E-05 mmol TE/mg).

Esta actividad antioxidante es menor a los reportados por Rocha et al. (2017), quienes
encontraron valores de ECso de 3.3 mg/mL al evaluar fracciones proteicas < 3 kDa en

hidrolizados producidos a partir de concentrado de proteina lactoserica, sometidos a hidrolisis
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(5.8 % GH) en una sistema inmovilizado de proteasa aspartica semipurificadas de enzimas
proteoliticas de Salpichroa origanifolia. Difiriendo también de Zhidong et al., (2013), quienes
evaluaron la actividad antioxidante con el mismo radical, en péptidos menores a 5 kDa, sin
evaluar el grado de hidrdlisis obtenido a las 3.6 horas con papaina, reportando 31.36 % de

inhibicidn usando 2 mg/mL de dichos péptidos.

Es necesario hacer notar, que debido al medio de reaccion en el que se realiza la prueba
de DPPH (utilizando solventes como etanol y metanol), la solubilidad de las proteinas del suero
es limitada, existiendo ademas componentes en el lactosuero que pueden disminuir la
sensibilidad de la técnica, por lo que se ha cuestionado la evaluacién de la actividad antioxidante
in-vitro de productos lacteos con esta técnica, dado que los compuestos antioxidantes que no
son solubles en este tipo de solventes no pueden ser identificados. En este sentido, se ha
mencionado que esta técnica no es eficiente para la determinacion de actividad antioxidante de
péptidos ya que el radical DPPH solo muestra reactividad hacia los residuos Cis y Cis-dipéptidos
con el grupo —SH, presentes en las proteinas del lactosuero, por lo que muchas de las diferencias
encontradas y problemas técnico asociado a la determinacién de la ECso, para esta prueba en los
hidrolizados de lactosuero, pudieran estar asociadas a éstas causas (Zheng et al., 2015). Siendo

necesaria la incorporacion de técnicas mas adecuadas, como la eliminacién de radicales ABTS.
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Figura 16. Actividad antioxidante DPPH en Equivalentes Trolox de Actividad Antioxidante (TEAC) en
lactosuero e hidrolizados proteinicos a diferentes concentraciones.
Las literales (*,+) muestran las diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

Reduccion del Radical ABTS

En la Figura 17, se muestra el efecto de la concentracion de muestra sobre la actividad
antioxidante in-vitro, determinada por eliminacién de radicales ABTS. Se observd un incremento de
la capacidad antioxidante correspondiente al aumento en la concentracion de proteina. También
se observo que e Iproceo de hidrdlisis incremento la capacidad antioxidante del lactosuero. Se
observaron diferencias (P<0.05) entre lactosuero sin hidrolizar y aquellos hidrolizados
realizados con las proteasas vegetales, los producidos empleando la proteasa papaina (83.03%
de inhibicidn), seguidos de los realizados con bromelina'y ESP (61.34 y 60.79% de inhibicion,
respectivamente), siendo diferentes significativamente de la actividad en el lactosuero sin tratar

y al tratado (Figura 17); por lo que se infiere que el proceso de hidrélisis permite incrementar la
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actividad antioxidante in vitro, lo cual no se observé en las otras técnica de determinacion de

actividad antioxidante.

En comparacion con estudios similares, los porcentajes de eliminacion de radicales de
ABTS, considerando una concentracion de 1 mg/mL de hidrolizados, nuestros resultados son
menores a los exhibidos por muestras de hidrolizados con bromelina (18.62 %) y papaina (19.62
%), asociado posiblemente a que las condiciones de hidrolisis empleadas, las cuales difieren a
las usadas en este estudio, ya que estos realizaron el proceso de hidrélisis a50 ° C y 60 °C para
la bromelina y papaina, respectivamente, usando una proporcién de enzima/sustrato 1:20,
durante 180 min, llegando a 9.42 % y 12.05 % de GH, respectivamente (Abadia-Garcia et al.,
2016); por su parte Corrochano et al. (2018 b), reportaron que una concentracion de 15 mg/mL
de HP de bromelina con 4.31 % de GH, posee un 38.3% de eliminacion de ABTS, siendo mayor
al obtenido en este estudio, ya que a 20 mg/mL se obtuvo 31.1 % de inhibicién del radical

ABTS.
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Figura 17. Inhibicién de radical ABTS en lactosuero e hidrolizados proteinicos a diferentes

concentraciones.
Las literales (*. +) muestran las diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

En la Figura 18 se presentan los valores de concentracion media efectiva (ECso)
necesaria para la eliminacién del 50 % de los radicales ABTS. Se puede observar que la
hidrolisis con papaina (HP papaina), exhibid el menor valor de ECso de 24.43 mg/mL, por tanto,
es el que posee la mayor actividad antioxidante, seguida de los HP realizados con bromelina
(39.65 mg/mL) y ESP (40.66 mg/mL). Indicando que, el proceso de hidrolisis incrementa la
actividad antioxidante, ya que disminuyd la concentracién de muestra que es necesaria agregar
en la técnica in-vitro para lograr el mismo porcentaje de eliminacion de radicales (50 %), en
comparacion con el lactosuero tratado (fraccion sobrenadante) y sin tratar (ECso = 54.94 mg/mL
y 80.5 mg/mL, respectivamente), siendo la parte soluble del lactosuero (recuperada por

centrifugacion y denominado lactosuero tratado).
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En comparacion con otro reporte, Bertucci et al., 2015 observaron mayor bioactividad
(ECso de 4.44 +0.44 mg/mL Eq Trolox) en hidrolizados realizados con asparto-proteasas
precipitadas con etanol de naranjo de Luisisana (Maclura pomifera) durante 180 min, utilizando
como sustrato lactosuero descremado, el cual lleg6 a 31.3% de GH, usando una relacion enzima:

lactosuero de 1:9, aun pH de 6.5y 45 °C.

Debido a la variacion en los mecanismos empleados en la evaluacién de la actividad
antioxidante por métodos in-vitro en muestras que poseen mezclas de compuestos con potencial
bioactivo (tal como sucede en los hidrolizados del lactosuero y otros productos lacteos), se ha
reportado que una de las técnicas que presenta resultados mas consistentes es la relacionada con
el mecanismo de barrido o eliminacion de radicales ABTS, (Sadat et al., 2011) siendo el mas
conveniente para las fracciones producidas por hidrolisis de proteinas del lactosuero
(principalmente a-LA) mediante el empleo de las fitoproteasas utilizadas en el presente estudio,
ya que la inhibicion del radical ABTS-* se asocia con la presencia de Tir/Trp y radicales peroxilo

(Zheng et al., 2015), comlUnmente reportados en este tipo de hidrolizados.

La bromelina expone el grupo tiol reactivo de los residuos de cisteina para que estén
disponibles para reducir agente oxidativos como los radicales peroxilo (Corrochano et al., 2018
b), en este sentido, es posible que ciertas enzimas presentes en los extractos semipurificados

tengan una relacion con dicha enzima.
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Figura 18. ECs de actividad antioxidante ABTS en lactosuero e hidrolizados proteinicos a diferentes
concentraciones de muestra.

Las literales muestran las diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

Los resultados representan el valor promedio + desviacion estandar (n=3), en Equivalentes de Trolox (TE) por cada mg de
muestra

! Lactosuero tratado: fraccion soluble de lactosuero sometido a centrifugacion posterior a un ajuste de PH y tratamiento
térmicos

Todos los HP contienen un 10 % de Grado de Hidrdlisis

Comparacion de la capacidad Antioxidante por Distintas Técnicas in-vitro en Lactosuero
e Hidrolizados

La importancia de evaluar mediante diferentes técnica in-vitro la capacidad antioxidante
de las proteinas y péptidos obtenidos mediante un proceso de hidr6lisis enzimatica, radica en
que los valores de actividad exhibida se asocia a diferentes mecanismos de reaccion, de tal
forma, que la diversidad de componentes y su interaccion con los reactivos quimicos y solventes
utilizados en la técnica experimental, pueden arrojar resultados variables para una misma

muestra y dificultar su interpretacion.

Las técnicas de medicion de actividad antioxidante in-vitro mas utilizadas, emplean
mecanismos de transferencia de electrones (TE), transferencia de hidrogenos (TH) o una
combinacion de ambos. Es asi, que para la técnica de Potencial Antioxidante Reductor Férrica

(FRAP), es ampliamente utilizadas para determinar si la muestra es capaz de comportarse como
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un agente antioxidante al transferir un electrén al hierro presente en el reactico con su
consecuente reduccion (Fe*® a Fe*?) (Benzie & Strain, 1996), por su parte la determinacion de
actividad antioxidante por eliminacién o barrido de radicales DPPH, evalla la capacidad que
posee un compuesto para transferir electrones o atomos hidrogeno hacia el radical y de esta
forma estabilizarlo (Prior, Wu & Schaich, 2005; Guija-Poma et al., 2015); la técnica de barrido
0 reduccion de radicales cationicos ABTS, también incluye la neutralizacion de estos radicales
catiénicos mediante TE y/o TH, siendo aplicable para el estudio de antioxidantes liposolubles e
hidrosolubles, resultando algunas veces ventajoso en comparacion con técnicas capaces de
utilizar mecanismos similares com la técnica DPPH (Floegel et al., 2011), la cual presenta varias
desventajas por la influencia de reacciones no relacionadas al TE y TH del agente antioxidante,
asi como variacion de resultados por el tamafio molecular asociado a la accesibilidad estérica y
un rango de linearidad relativamente reducido (Prior et al., 2005; Dawidowicz & Olszowy,

2011).

En el caso del lactosuero y sus hidrolizados, los valores de TEAC presentaron
variaciones asociadas a las técnicas de evaluaciéon, por lo que, en el caso de la determinacion de
capacidad antioxidante con FRAP y DPPH, el lactosuero mostro la mayor actividad antioxidante
con diferencias significativas (P<0.05) respecto al lactosuero tratado y los hidrolizados, siendo
de 10.65 mmol TE/mg, para FRAP y DPPH, respectivamente (Tabla V). Al tratar el lactosuero
térmicamente (95 °C por 10 min) y recuperar la fraccion soluble por centrifugacion, la actividad

antioxidante se vio disminuida (7.36 y 1.3 mmol TE/mg, para FRAP y DPPH, respectivamente).

Un comportamiento diferente se observo para el TEAC medido por la técnica de ABTS,

ya que en este caso, se observo un incremento de la actividad antioxidante por el tratamiento de
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lactosuero y su hidrdlisis, siendo los hidrolizados realizados con papaina los cuales presentaron

el mayor TEAC (Tabla V).

Se ha demostrado que la técnica de eliminacion de radicales ABTS es mas sensible que
la técnica de eliminacion de radicales DPPH (Floegel et al., 2011), es por ello que en este estudio
se obtuvieron mayores valores de TEAC en ABTS, siendo que los HP realizados con las
diferentes enzimas presentaron mayor actividad antioxidante que el lactosuero (tratado y no

tratado) en las otras técnicas implementedas

Tabla V. Actividad antioxidante en Equivalentes Trolox (TEAC) medida por distintas técnicas en
lactosuero e hidrolizados a una concentracion de 10 mg/mL.
(mmol TE/mg)

Muestra FRAP DPPH ABTS

Lactosuero 10.65+0.872 4.62+0.25? 1.83+0.09°
Lactosuero tratado * 7.36+2.38° 1.3+ 0.42° 2.5+ 0.04°
HP papa 3.3+1.71° 1.45+1.19° 5.18+0.372
HP Bromelina 4.07+0.35° 0.52+ 0.24° 3.01+ 0.49°
HP extracto de aguama 3.93+09°¢ 0.52+0.24° 3.06+0.89°

Los resultados representan el valor promedio con E -05 + desviacidon estandar (n=3), en Equivalentes de Trolox (TE) por cada
mg de muestra.

! Lactosuero tratado: fraccion soluble de lactosuero sometido a centrifugacion posterior a un ajuste de pH y tratamiento térmico.
Todos los hidrolizados proteinicos (HP) contienen un 10 % de Grado de Hidrdlisis

Valores en la misma columna con distintas literales son estadisticamente diferentes (P<0.05).
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CAPITULO
1V



CONCLUSION

El protocolo utilizado para la semipurificacion de fitoproteasas contenidas en
mesocarpio de frutos de Bromelia pinguin fue eficiente para recuperar una fraccion de proteasas
activas con mayor estabilidad a diferentes condiciones de pH, temperaturas, solventes
organicos, sales, surfactantes, agentes reductores que los extractos crudos, mostrando mayor
factor de purificacion que otros estudios realizados en especies vegetales similares, mostrando
que puede ser usadas en la hidrolisis de proteinas y en procesos industriales como la formulacién
de detergentes; la elaboracién de alimentos con altos contenidos de proteina como productos
carnicos y lacteos, o en productos en los que se requiera eliminar o modificar proteinas tales

como la cerveza, vino y el cuero.

La caracterizacion bioguimica sugirio la presencia de proteasas tipo Serin, Cistein y
Asparto en el extracto semipurificado de fruto de Aguama podrian haber proteasas del tipo
Serin, Cistein y Asparto, de las cuales sobresalieron las del rango neutro-alcalino, por su
estabilidad en un amplio rango de temperaturas (25-60 °C); por su parte la actividad en el rango

acido fue mayor en comparacion con otros estudios, siendo de 25-55 °C.

Los hidrolizados proteinicos no presentaron diferencias significativas en el tiempo de
hidrélisis por lo cual se puede deducir que el ESP de Aguama fue eficiente para alcanzar el

mismo grado de hidrolisis comparada con las fitoproteasas comerciales.

Finalmente, se demostré mediante diferentes enfoques la capacidad antioxidante de
las proteinas presentes en el lactosuero como en los hidrolizados proteinicos. En estos ultimos,
la proteasa mas eficiente para liberar péptidos bioactivos fue la papaina, seguida de la bromelina
y aguama, las cuales no presentaron diferencias para la produccion de estos. Por otra parte, se

observo actividad antioxidante de los hidrolizados proteinicos de ESP similar a bromelina



empleando la técnica de ABTS, la cual es conveniente para el analisis de biopéptidos, mostrando
mayor eficiencia para determinar actividad antioxidante en los hidrolizados proteinicos que
otras técnicas como DPPH.

Lo cual demuestra que el extracto semipurificado de aguama es eficiente para realizar

hidrolizados de lactosuero, con el fin de generar péptidos con actividad antioxidante.
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CAPITULO V



PERSPECTIVAS

Para mejorar la capacidad antioxidante de los hidrolizados generados con fitoproteasas
de Aguama, es necesario realizar una optimizacion de dicho proceso, en el cual se contemple
las unidades (U) necesarias a usar sin que se lleve a tiempos prolongados de hidrdlisis. Para
dicha optimizacion, seria conveniente utilizar la metodologia de superficie de respuesta. Por
otra parte, es necesario conocer las caracteristicas cataliticas y de especificidad de las enzimas

presentes en el extracto enzimatico hacia las proteinas.

Ademas es importante realizar una semipurificacion de las fracciones peptidicas con el
propdsito de identificar péptidos potencialmente antioxidantes de manera aislada, realizar una
caracterizacion bioguimica y secuenciacion de los péptidos generados, con el propdsito de
establecer una relacion estructura-funcién para el potencial antioxidante, ademas de determinar

la composicion de aminoacidos de los hidrolizados generados.

También es importante conocer que otras interacciones quimicas se efectuaron durante
el proceso de hidrolisis, ya que el lactosuero al presentar carbohidratos, también puede ocasionar

glucosilacion de los péptidos presentes.

Por otra parte seria importante comparar la produccién de hidrolizados generados con el
EC y ESP para conocer si existen diferencias en la obtencion de péptidos con actividad
antioxidante y evaluar otras matrices proteinicas como proteina de soya o inclusive proteina de

lactosuero aislada.
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ABREVIATURAS
EC: Extracto crudo de fruto de Aguama
EROS: Especies reactivas de oxigeno
ESP: Extracto semipurificado de aguama
FRAP: potencia antioxidante reductora férrica
GH: Grado de hidrolisis
HP: Hidrolizado proteinico
PE: Precipitado de etanol
S4E: Sobrenadante de 4 volumenes de etanol

SE: Sobrenadante de etanol de fruto de Aguama
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ANEXOS

Curva Estandar de Proteina con Albumina de Suero Bovino (BSA)

Tabla VI. Absorbancia de las concentraciones de proteina (BSA), R2=0.9767.

[BSA] mg/mL

ABSORBANCIA

Desviacion estandar

0 0 0.0059

0.1 0.319 0.0026

0.2 0.472 0.0095

0.3 0.669 0.0316

04 0.821 0.0335

0.5 0.960 0.0185

0.6 1.082 0.0104
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Figura 19. Curva estandar de concentracion de proteina (BSA).
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