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Resumen

El objetivo del presente trabajo final fue evaluar el uso de preparados enziméticos de origen
vegetal para obtener hidrolizados conteniendo péptidos bioactivos a partir de proteinas

recuperadas desde desechos de la industria aceitera.

Los hidrolizados fueron obtenidos enzimdticamente usando como sustrato el concentrado
proteico de girasol (CPG) y como enzimas preparados proteoliticos vegetales obtenidos de
Carica papaya y Pseudananas macrodontes. A efecto de caracterizar los hidrolizados se
llevaron a cabo diferentes métodos experimentales: se les determind la concentraciéon de
proteinas solubles mediante el método de Bradford y el grado de hidrélisis por el método del
OPA (O-ftaldehido). Ademads, empleando Tricina-SDS-PAGE se estableci6 el patrén
electroforético de la muestra original de proteinas de girasol que fue caracterizado y comparado
con los perfiles peptidicos de los hidrolizados. Para determinar la presencia de péptidos
bioactivos en los hidrolizados obtenidos se evalué la actividad antioxidante empleando el
método del DDPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y también fue ensayada la actividad

antimicrobiana.
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I. INTRODUCCION

I.1 LA INDUSTRIA ACEITERA

Argentina se destaca como uno de los principales productores y exportadores de aceite de
girasol (Helianthus annuus L.) en el mundo. Por esta razén, es importante revalorizar los
subproductos generados durante el proceso de extraccion y refinado del aceite. Uno de estos
subproductos es una harina proteica que se obtiene después de la extraccion del aceite. Para
facilitar su transporte, esta harina se convierte en pellets de girasol (1). En la actualidad, estos
pellets se utilizan principalmente en la alimentacién animal (2).

La Figura 1.1 muestra un diagrama de flujo del procesamiento de semilla de girasol para la
produccion de aceite. El proceso comienza con el prensado de la semilla, el cual consigue
transformar entre el 25% y el 33% del peso inicial de la semilla en aceite, dependiendo del
protocolo utilizado. Luego, todo el residuo de la semilla de girasol se somete a un nuevo
proceso de extraccion utilizando disolvente, generalmente hexano o metanol y se genera
harina/torta de girasol desgrasada como subproducto. Después de esto, se realiza el paso de
filtracién o decantacién del aceite, cuyo propdsito es separar los residuos. La extraccion del
aceite da como resultado un subproducto que representa alrededor del 36% de la masa de la
semilla procesada (3).

Este subproducto contiene nutrientes de interés para elaborar o enriquecer alimentos para
consumo humano y que no son aprovechados. Por esto, el desarrollo de un proceso enzimatico
para el reaprovechamiento de los residuos proteicos puede tener un impacto, no sélo en la
implementacién de tecnologias limpias en la industria para minimizar los residuos y
aprovecharlos dando sustentabilidad del proceso a través de la economia circular, sino también
en el desarrollo de alimentos funcionales y nutracéuticos.

El aumento de interés en el aprovechamiento de los subproductos de las agroindustrias ricos
en proteinas llevé al desarrollo de procesos de obtencidon de concentrados y aislados proteicos,
asi como también al estudio de las propiedades funcionales de las mismas. Con respecto a los
aislados, presentan dos grandes limitaciones para su aplicacion en la industria alimentaria como
son su baja solubilidad y potencial alergenicidad (4). Una manera de solucionar estos

problemas es hidrolizar dichas proteinas.
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Figura 1.1 — Diagrama de Proceso Industrial del aceite de girasol (Fuente:

https://alimentosargentinos.magyp.gob.ar/Home Alimentos/Aceites%20y%200leaginosas/)

I.1.1 Composicion quimica de las semillas de girasol y sus harinas proteicas

La semilla de girasol estd compuesta por un embridn, que constituye el nicleo de la semilla, y
esta rodeado por su tegumento seminal y el pericarpio (o cdscara). El embridn representa entre
el 75% y el 80% del peso seco total de la semilla y contiene dos cotiledones que almacenan las
reservas de lipidos y proteinas esenciales para la germinacion. Por otro lado, el pericarpio
constituye el 20% al 25% restante del peso seco de la semilla y estd compuesto principalmente
por lignocelulosa (5).

Tanto las semillas enteras de girasol como las descascaradas son ricas en componentes
lipidicos, predominando los triglicéridos neutros, fosfolipidos, glicolipidos y ceras. Ademads,

estas semillas contienen significativas cantidades de proteinas e hidratos de carbono. La cdscara


https://alimentosargentinos.magyp.gob.ar/HomeAlimentos/Aceites%20y%20Oleaginosas/

aporta principalmente fibras y compuestos fendlicos mientras que el pellet residual posee
elevados porcentajes de proteinas e hidratos de carbono. Las dos proteinas de almacenamiento
mads abundantes en las semillas de girasol son las globulinas 11S (60-80 %) y las albtiminas
2S (20-30 %).

La harina de girasol contiene proteinas de alto valor biol6gicos ricos en aminodcidos esenciales
como lisina, metionina, cisteina y triptéfano. Ademads, contiene otros compuestos valiosos
como fibras, vitaminas, minerales y polifenoles como el dcido clorogénico.

En comparacién con otros subproductos como la harina de semilla de algodén, la harina de
soja y el salvado de maiz, el subproducto de semilla de girasol tiene niveles mds altos de
minerales, compuestos fendlicos y actividad antioxidante, y una menor presencia de
compuestos antinutricionales (inhibidores de tripsina y quimiotripsina principales enzimas
digestivas).

La harina de girasol tiene hasta 4% de su masa en compuestos fendlicos, y el componente
mayoritario es el dcido clorogénico. El 4cido clorogénico exhibe una serie de propiedades
beneficiosas para la salud humana, incluyendo actividades antioxidantes, antidiabéticas,

antihipertensivas, quimiopreventivas, antimicrobianas y antiinflamatorias (6).

1.2 HIDROLISIS

1.2.1 Generalidades

La hidrélisis de una proteina consiste en la rotura del enlace peptidico generdndose asi péptidos
de menor tamafio o incluso aminodcidos libres. Esto puede ser llevado a cabo por procesos
quimicos, fisicos, asi como por métodos enzimaticos. La hidrdlisis enzimatica presenta

indudables ventajas frente a la hidrdlisis quimica, entre las que cabe mencionar las siguientes:

o Selectividad. A diferencia de los 4cidos y las bases, las enzimas son especificas para
un determinado tipo de enlace peptidico.

e Condiciones moderadas de temperatura y pH. Ademads de las ventajas industriales
que representan estas condiciones, permiten mantener el valor nutritivo. Esto tltimo no ocurre
en la hidrélisis alcalina en la que se destruyen los aminoédcidos arginina y cisteina, ni en la

hidrdlisis dcida ya que se elimina el triptéfano y desamina los aminodcidos serina y treonina



Por otro lado, la accién de 4cidos y bases pueden dar lugar a la apariciéon de productos que

pueden llegar a ser toxicos (7).

Ademads de estas ventajas, las enzimas pueden ser inactivadas luego del proceso de hidrolisis,
por lo que no hace falta su remocion (8).

Los hidrolizados proteicos se pueden utilizar como un ingrediente alimenticio bdsico, ya sea
por sus propiedades funcionales, facil digestibilidad, elevada solubilidad en agua, resistencia a
agentes desnaturalizantes, elevado contenido proteico y gran potencial como saborizante, como
por su contenido en péptidos con diferentes actividades biolégicas. Por lo tanto, los métodos
enzimdticos son una herramienta muy importante para modificar las proteinas, obtener

hidrolizados y aprovechar sus propiedades (9).

1.2.2 Enzimas

Las enzimas son proteinas que tienen la capacidad de acelerar las reacciones quimicas que
tienen lugar en los tejidos vivos (catalizadores bioldgicos), disminuyendo el nivel de energia
de activacion propia de la reaccién. Estas no reaccionan quimicamente con el sustrato, ni
alteran el equilibrio de la reacciéon. S6lo aumentan la velocidad con que ésta se produce. Las
reacciones catalizadas por enzimas se caracterizan por la formacion de un complejo entre el
sustrato y el enzima (complejo ES), mientras que el sitio de unién al sustrato de la enzima se
llama sitio activo. En la Figura 1.2 se muestra un esquema del mecanismo de catdlisis de una

enzima.
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Figura I.2 — Esquema de catdlisis llevada a cabo por una enzima. Las enzimas no reaccionan
quimicamente con el sustrato, permaneciendo inalterada luego de la reaccién (Guadix et al,

2000).

La velocidad (V) de una reaccién enzimdtica se puede definir como la cantidad de moléculas
del sustrato que se transforma en producto por segundo. A medida que la concentracion de
sustrato [S] aumenta, la V se aproxima asintéticamente a la velocidad maxima Vmax, aunque
nunca la alcanza por completo. Por esta razon, no existe una concentracién de sustrato [S]
especifica que permita alcanzar Viax (Figura 1.3).

Se puede definir un pardmetro caracteristico de la enzima empleando la [S] a la cual se alcanza
la mitad de la velocidad maxima (Vmax/2). Esta concentracién de sustrato se conoce como
constante de Michaelis-Menten (Km). Para enzimas que exhiben una cinética de Michaelis-
Menten simple esta constante representa la constante de disociacion del complejo enzima-
sustrato (ES) (o la inversa de la afinidad entre enzima y sustrato). Valores bajos indican que el
complejo ES esta unido muy fuertemente y raramente se disocia sin que el sustrato reaccione
para dar producto. En estos casos se obtendra una Ky diferente segin el sustrato especifico
sobre el que actie la enzima (como sucede en el caso de enzimas que actian sobre sustratos

analogos) y segun las condiciones de reaccion en que se realicen las mediciones (10).
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Figura 1.3 — Efecto de la concentracién de sustrato sobre la velocidad inicial de una reaccién

catalizada por una enzima.

Al analizar las curvas cinéticas en reacciones enzimaticas, es comun identificar una fase inicial
donde el consumo de sustrato o la generacién de producto siguen una relacién lineal con el
tiempo. En esta fase, la pendiente se denomina velocidad inicial y sirve como indicador de la
actividad enzimatica. Si la concentracion de sustrato es saturante, la velocidad inicial es 1a Viax
y es caracteristica de cada enzima en las condiciones de ensayo, sirviendo como medida de la

actividad enzimatica (11).

1.2.2.1 Clasificacion de Enzimas

Las enzimas que desempefian el rol central en la degradacion de las proteinas han sido
conocidas tradicionalmente como ‘"proteasas", término equivalente al de "enzimas
proteoliticas" y también al mds moderno de "péptido-hidrolasas" o “peptidasas”. Dichas
enzimas constituyen uno de los grupos mdas extensos de protefnas (12), con mas de 800
peptidasas actualmente incluidas en la base de datos MEROPS

(https://www.ebi.ac.uk/merops/). Debido a que las proteasas muestran una gran diversidad de
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mecanismos de accidn y estructuras, es dificil establecer una clasificacion general. Por ello, se

ha propuesto describirlas segtin las siguientes categorias.
a) Origen

- Animal. Estas enzimas son relativamente caras y su disponibilidad depende usualmente de la

cria y comercio de estos animales.

- Vegetal. La mayoria de las proteasas de origen vegetal, tales como papaina, son faciles de

extraer, pero su abastecimiento estd también determinado por la demanda del vegetal.

- Microbiano. Estas se pueden subclasificar en bacterianas o flingicas. Las primeras son muy
diversas y abundantes. Siendo las més conocidas y estudiadas las sintetizadas por las diferentes

especies del género Bacillus.

Las enzimas proteoliticas de origen vegetal son capaces de actuar en un amplio rango de valores
de pH (4,0 a 11,0) y sobre una gran diversidad de sustratos. Sin embargo, son menos termo-

resistentes que las de origen bacteriano.
b) Accidn catalitica

De acuerdo con la “International Union of Biochemistry and Molecular Biology” (1992), las
proteasas pertenecen al grupo 3 (hidrolasas) y dentro de éste al subgrupo 4 (peptidasas). Segun

este criterio, las mismas se clasifican en (Figura 1.4):

- Exopeptidasas: cuando hidrolizan un enlace peptidico no sustituido préoximo al extremo
amino o carboxilo terminal del sustrato, denomindndose aminopeptidasas o carboxipeptidasas,

respectivamente.

- Endopetidasas: cuando hidrolizan las cadenas peptidicas en regiones internas alejadas de los

extremos amino o carboxilo terminal.

11



Endopeptidasa

Aminopeptidasa  Carboxipeptidasa

Figura 1.4. Tipos de peptidasas (Enzyme Nomenclature List of International Union of

Biochemistry and Molecular Biology, 1992).

¢) La naturaleza del sitio catalitico

Las proteasas difieren de casi todas las demds enzimas en que su especificidad de sustrato
resulta extremadamente dificil de definir, hecho que llevé a Hartley (1960) a proponer una
clasificacion de las mismas basada en las caracteristicas de sus respectivos mecanismos
cataliticos, constituyendo en la actualidad seis sub-subgrupos en la clasificacion internacional:
endopeptidasas serinicas, endopeptidasas cisteinicas, endopeptidasas aspdrticas (primeramente
denominadas proteasas 4cidas), metaloendopeptidasas, endopeptidasas treoninicas y
endopeptidasas de mecanismo catalitico desconocido. Cada una de las clases de proteasas
mencionadas posee un mecanismo catalitico distintivo, pero ain asi pueden agruparse en dos
grandes categorias: las que forman complejos covalentes entre la enzima y el sustrato (serinicas
y cisteinicas) y las que no forman complejos enzima sustrato covalentes (aspdrticas y

metalopeptidasas) (13).

- Peptidasas serinicas: se caracterizan por la presencia de residuos de serina en su sitio activo.
El mecanismo catalitico de estas enzimas requiere, ademds del residuo de serina, otros residuos
como histidina, aspartico o lisina para su accion (14). Generalmente, son activas tanto a valores

de pH neutros como alcalinos, pero exhiben su médxima actividad en esta ultima condicion.
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- Peptidasas cisteinicas: se distinguen por poseer en su sitio activo un grupo sulfhidrilo en
lugar de un grupo hidroxilo. Son activas generalmente a pH neutro y no son sensibles a la

accion de agentes quelantes.

- Metalopeptidasas: se caracterizan porque requieren de un i6n divalente esencial para actuar.
El cinc (Zn2+) es el metal mds frecuente, aunque también se ha descripto la presencia de
cobalto (Co2+) o manganeso (Mn2+). Presentan su mayor actividad a pH neutro y son inhibidas

por quelantes de metales, tales como el etilendiaminotetracético (EDTA) (15).

- Peptidasas asparticas y glutamicas: poseen un grupo carboxilico (Aspartico), en su sitio
catalitico. Son también conocidas como proteasas dcidas ya que presentan actividad en un

rango de pH de 2,0 a 6,0 (16).

1.2.2.2 Enzimas cisteinicas de Carica papaya (papaina)

La papaina es una endopeptidasa cisteinica de 23,4 kDa y 212 residuos que se obtiene del latex

de frutos inmaduros de la planta de papaya (Carica papaya). En la Figura 1.5 se muestran frutos

de papaya.

FiuaA.. Frutos de C. papaya

La papaina es un componente menor (5-8%) entre las endopeptidasas de la papaya, tales como

la quimopapaina, la caricaina y la glicil endopeptidasa.
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Sin embargo, hay que tener en cuenta que también se denomina papaina al conjunto de las
enzimas proteoliticas extraidas del litex de C. papaya. Este extracto comercializado como
papaina (o papaina cruda) es uno de los mds utilizados en la industria alimentaria en todo el
mundo, mostrando una actividad endopeptidédsica con amplio espectro de corte en un rango de
pH entre 5 a 8 y una temperatura éptima de 65 °C (17).

La importancia comercial de la papaina se debe principalmente a su fuerte actividad proteolitica
frente a una gran variedad de sustratos proteicos y a que es activa en una amplia gama de
condiciones de trabajo. Por estas propiedades es que la papaina ha despertado un creciente
interés en una amplia gama de usos industriales, principalmente para ablandar carnes, en
alimentos, elaboracion de cerveza y la industria textil. La papaina también se ha descrito como
un aditivo activo en dentifricos blanqueadores de dientes y productos para la piel. Ademas, la
papaina se puede utilizar para reducir el nivel de alergenicidad de los aislados de proteina de

soja, al tiempo que se pueden mejorar las propiedades sensoriales, técnicas y funcionales (18).

1.2.2.3 Enzimas cisteinicas de Pseudananas macrodontes (Pm)

Pseudananas macrodontes (Morr.) Harms es conocida en nuestro pais como “ihvird” o “falso
anana” y sus frutos son semejantes a los del anand, pero de menor tamaiio y fibrosos (Figura
1.6.). El nombre indigena “ihvird” significa, precisamente, “fibra”. La especie se extiende desde
Brasil (Minas Geraes, Rio de Janeiro, Sdo Paulo), siguiendo por la cuenca entre los rios Parana

y Paraguay hasta Argentina (Formosa, Chaco, Santa Fe, Misiones y Corrientes).

Figura 1.6. Fruto maduro de P. macrodontes
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Las enzimas proteoliticas presentes en los frutos de P. macrodontes son de tipo cisteinico,
pertenecen a la familia de la papaina y han sido ampliamente estudiadas en el Centro de
Investigacion en Proteinas Vegetales (CIPROVE), UNLP-CIC. Estas son activas a pH 7,0 a
10,5 y son inestables a temperaturas superiores a 45 °C (19). El comportamiento térmico de la
enzima es una propiedad util para ser utilizada en la industria alimentaria, ya que se puede
inactivar facilmente en alimentos calentdndola durante 10 minutos a 75 °C.

La produccién y el empleo de estas proteasas presenta varias ventajas, tienen bajo coste de
aislamiento mediante procedimientos sencillos, notable estabilidad en una amplia gama de
condiciones de operacidn (temperatura, pH, salinidad y disolventes orgénicos), afinidad con
una amplia variedad de sustratos y posibilidad de inmovilizacién lo que permite su uso en
diferentes campos como la industria farmacéutica, la industria alimentaria y la valorizacion de
residuos industriales y su conversién en productos de alto valor afiadido (20).

En la tabla I.1 se muestran las caracteristicas de los preparados proteoliticos de Carica papaya
(21) y Pseudananas macrodonte (22). La preparacion obtenida a partir del latex de C. papaya
contiene una mayor cantidad proteinas y actividad caseinolitica por mg de producto liofilizado,
sin embargo, ambas preparaciones muestran actividades especificas similares, siendo el rango

de pH 6ptimo més alcalino para la preparacién enzimdtica de P. macrodontes.

Actividad  Egtabilidad

Rangode  Actividad

Preparaciones Proteinas especifica térmica
pH caseinolitica
proteoliticas (ng/mg) (Ucas/mg (45°C 60
Optimo (Ucas/mg) min)
proteina)

75% de

Carica papaya 5,5-8 1,1+ 0.02 220 £56 5,0 actividad
residual

Pseudananas 70% de
7.5-10.5  0.09 £0.02 15+4 6,0 actividad

macrodontes .

residual

Tabla I.1. Rango de pH 6ptimo, actividad caseinolitica, concentracion de proteinas, actividad

especifica y estabilidad térmica de las preparaciones proteoliticas.
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1.3 HIDROLIZADOS PROTEICOS

LI.3.1 Aspectos generales

La eleccion del sustrato, la preparacion proteolitica empleada, y el grado de hidrélisis de la
proteina afecta las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del hidrolizado resultante.

Normalmente la eleccidn de la fuente proteica a utilizar en el proceso de hidrdlisis se realiza
en funcién del uso final que tendra el hidrolizado y del valor afiadido conseguido con respecto

al sustrato de partida (23).

I.3.2 Compuestos e ingredientes bioactivos

Un compuesto bioactivo es cualquier molécula presente en los alimentos, ya sea de origen
vegetal o animal, que genera un efecto en el organismo que lo consume. Por otro lado, un
ingrediente bioactivo se refiere a un compuesto que, al ser incorporado a un alimento, produce
un impacto positivo en la salud. La principal diferencia entre ambos conceptos es que un
compuesto bioactivo se encuentra en los alimentos como una sustancia simple con actividad
biolégica. En cambio, un ingrediente bioactivo es un compuesto bioactivo que ha sido aislado
de su fuente natural y agregado a una matriz alimentaria funcional diferente, manteniendo sus
propiedades incluso después de la extraccion. Entre los ingredientes bioactivos se encuentran
los prebidticos, probidticos, aminodcidos, péptidos, proteinas, dcidos grasos omega-3, lipidos
estructurados, fitoquimicos, minerales, vitaminas, fibra, carbohidratos, carotenoides y
compuestos fendlicos. Estas fuentes naturales poseen un gran potencial para ser usados en

alimentos debido a sus efectos beneficiosos para la salud (24).

1.3.3 Péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos forman un grupo significativo de fragmentos de proteinas de bajo peso
molecular (normalmente compuesto por 2 a 20 residuos de aminodcidos) derivados de una
amplia gama de alimentos, incluidos frijoles, vegetales, carnes, productos lacteos, huevos,
mariscos y algas. Estas secuencias peptidicas existen inactivas dentro de la estructura de las
proteinas originales hasta que se escinden y se liberan. También pueden ser producidos
activamente por microorganismos (25).

Los péptidos bioactivos pueden ingresar a la célula donde llevan a cabo sus funciones
bioldgicas, pueden ejercer diversas funciones, incluidas propiedades antihipertensivas,

antiinflamatorias, anticancerigenas, antimicrobianas, inmunomoduladoras y antioxidantes.
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Estos atributos han despertado interés en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética

debido a su multifuncionalidad y excelente biocompatibilidad (26).

1.3.4 Propiedades antioxidantes

Los antioxidantes provenientes de la dieta son importantes debido a que captan radicales libres
o inhiben/activan ciertas enzimas pro/antioxidativas.

Los péptidos antioxidantes pueden emplearse para prevenir reacciones de oxidacion (como la
peroxidacion lipidica) que conducen al deterioro de alimentos y productos alimenticios,
ademads las actividades antioxidantes podrian proteger los sistemas bioldgicos contra el dafio
relacionado con el estrés oxidativo en enfermedades humanas actuando directamente como

depuradores de radicales libres o podrian activar vias de sefializacion especificas (27).

1.3.5 Propiedades antimicrobianas

Dada la creciente resistencia bacteriana a los antibidticos tradicionales, el interés en los
péptidos antimicrobianos como alternativa terapéutica ha aumentado. Por esto, es esencial
conocer sus estructuras para comprender el mecanismo de accién de los péptidos y su
selectividad hacia los microorganismos. Los péptidos antimicrobianos abarcan una amplia
variedad de motivos estructurales incluyendo péptidos lineales que forman hélices anfipaticas
e hidréfobas, péptidos ciclicos y pequefias proteinas que forman estructuras en laminas,
péptidos con composiciones de aminodcidos tnicas (como el triptéfano y la histidina), péptidos
ciclicos con grupos tioéter en el anillo, lipopéptidos que terminan en un aminoalcohol y
péptidos anudados macrociclicos. A pesar de la diversidad estructural, una caracteristica comtin
de los péptidos antimicrobianos es que son catiénicos y tienen una estructura anfipatica que les
permite unirse a la interfaz de la memrana bacteriana.

En las bacterias Gram-negativas, tanto la hoja externa de la membrana plasmdtica como la
membrana externa contienen moléculas anidnicas orientadas hacia el exterior de la célula. Este
no es el caso de las membranas de los mamiferos. Por lo tanto, los péptidos antimicrobianos
catidnicos se unirdn preferentemente a las cargas negativas expuestas de las membranas
bacterianas, pero no a los anfifilos zwitteridnicos presentes en la monocapa extracelular de las
membranas plasmaticas de los mamiferos. Con respecto al mecanismo por el cual el péptido
rompe la barrera de permeabilidad de la membrana, es posible que el péptido induzca la lisis
completa del organismo mediante la ruptura de la membrana o que perturbe la bicapa lipidica

de la membrana, lo que permite la fuga de ciertos componentes celulares, asi como la disipacion
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del potencial eléctrico de la membrana. Alternativamente, una propiedad necesaria pero no
suficiente de estos péptidos puede ser la capacidad de atravesar la membrana para alcanzar un
objetivo dentro de la célula. La interaccion de estos péptidos con las membranas biol6gicas no
es solo una funcién del péptido, sino que también estd modulada por los componentes lipidicos
de la membrana. No es probable que este grupo diverso de péptidos tenga un inico mecanismo
de accidn, pero la interaccion de los péptidos con las membranas es un requisito importante

para la mayorfa, si no todos, los péptidos antimicrobianos (28).
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II. OBJETIVOS

I1.1 OBJETIVO GENERAL

Con la perspectiva de aprovechar y valorizar residuos proteicos se plantea como objetivo
general evaluar el uso de preparados enzimaticos de origen vegetal para obtener hidrolizados
proteicos conteniendo péptidos bioactivos a partir de proteinas recuperadas desde desechos de

la industria aceitera.

I1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-Obtener y caracterizar las preparaciones proteoliticas vegetales

2-Recuperar proteinas a partir de residuos de la industria aceitera

3-Optimizar las condiciones de reaccion para la obtencion de hidrolizados enzimaticos a partir
de residuos ricos en proteinas

4-Caracterizar los hidrolizados obtenidos a través de la determinacioén del grado de hidrdlisis y
el perfil peptidico

5-Evaluar actividad antioxidante y antibacteriana de los hidrolizados

19




III. MATERIALES Y METODOS

111 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS DE PREPARADOS
PROTEOLITICOS

Se emplearon preparaciones proteoliticas de origen vegetal obtenidas a partir de frutos de

Pseudananas macrodontes Harms. y del latex de Carica papaya L.

III.1.1 Obtencion del extracto proteolitico de Carica papaya (Cp)

El latex proveniente de frutos inmaduros de plantas de C. papaya cultivadas en el NO de
Argentina fue obtenido a través de incisiones superficiales, recolectado y secado bajo
condiciones controladas de tiempo y temperatura. El producto crudo fue purificado
parcialmente con el fin de obtener una preparacion hidrosoluble con alto rendimiento. El latex
seco se resuspendié (100 mg/mL) en buffer fosfato de sodio 0,1 M de pH 6,0, conteniendo
EDTA 5 mM y cisteina 10 mM, se centrifug6 a 16000 g durante 30 min para eliminar gomas
y otros materiales insolubles y el sobrenadante fue liofilizado, constituyendo un producto

refinado y soluble en agua que denominamos Cp.

II1.1.2 Obtencion del extracto proteolitico de Pseudananas macrodontes (Pm)

Para la obtencidn del extracto crudo se procesaron 50 g de frutos congelados, desprovistos de
semillas y bractéolas, que fueron cortados en pequefios trozos y triturados durante 1 min en
Omni-mixer (Sorval) con 250 mL de buffer fosfatos 0,1 M de pH 6,0 conteniendo EDTA y
cisteina, ambas en concentraciéon 5 mM. La suspension obtenida se filtré a través de gasa doble
y luego se centrifugé a 6000 g durante 30 min para eliminar restos vegetales y otros materiales

insolubles.

II1.1.3 Obtencion del extracto parcialmente purificado denominado (PER pn)

Dado que el extracto crudo fue obtenido a partir de frutos semimaduros, que presentan
habitualmente un elevado contenido de hidratos de carbono, compuestos fendlicos, proteinas,
péptidos y glucidos, se ensayo6 una purificacion preliminar lo que permite enriquecer el extracto
en proteina activa. Para lograr esta purificacion se realizé una precipitacion con solvente
organico: se agregaron tres volimenes de etanol frio (-20 °C) gota a gota y con agitacion suave,
manteniendo la temperatura de la mezcla a 0-4 °C, a los efectos de reducir al minimo la

desnaturalizacion, se dejo reposar durante 10 min y finalmente se centrifugé a 6000 g durante
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30 min. De esta manera se obtuvo un precipitado que fue separado del sobrenadante, secado
por aplicacién de vacio y redisuelto luego en buffer fosfatos 0,1 M de pH 6,0, denomindndose

II1.1.4 Liofilizacion de las preparaciones proteoliticas

Para liofilizar se utiliz6 el equipo Equipo Heto Drywinner con manifold de 12 bocas (canillas)
siguiendo el siguiente proceso:

1- Se coloc6 SmL de cada muestra en frasco ampolla y se congel6 a -20°C

2- Se puso en funcionamiento el equipo de frio y se esperd a que llegue a -40°C o inferior

3- Se puso en funcionamiento la bomba de vacio y se esperd a que llegue a 100 micrones de
Hg para luego empezar a colocar de a uno cada frasco ampolla, conteniendo la muestra
congelada, en su respectiva canilla

4- Se dej6 funcionando el equipo por 24 h o hasta que el material esté totalmente seco

5- Una vez terminado el proceso los frascos fueron sacados de a uno

III.1.5 Medida de la actividad proteolitica

El sustrato se prepar suspendiendo 1 g de caseina tipo Hammarsten (Research Organics) en
100 mL de solucién buffer de pH 6ptimo para cada preparado enzimético. Luego, la suspension
se coloco en un bafio de agua que se llev a ebullicién y se mantuvo durante 20 minutos en
esas condiciones. La solucion resultante se filtré por papel en caliente y se utiliz6 el mismo dia
en que fue preparada. Siguiendo el protocolo establecido por Errasti et al. (30), la caseina al
1% p/v y la preparaciéon enzimatica fueron incubadas a 35 °C y 55 °C durante 2 y 5 min,
tiempos en el cual la reaccion fue finalizada por la adicién de acido tricloroacético al 5% v/v.
Finalmente, luego de centrifugar se determiné la absorbancia de los sobrenadantes a 280 nm
(Abs 280). En todos los casos fueron realizados ensayos de blanco de reaccién siguiendo el
mismo procedimiento pero agregando el 4cido tricloroacético antes que el sustrato.

Se defini6 una unidad arbitraria (Unidad caseinolitica, Ucas), que corresponde a la cantidad de
enzima requerida para producir un incremento de una unidad de Abs 280 al cabo de un minuto,

en las condiciones de ensayo (31).

I11.2 OBTENCION DEL SUSTRATO PROTEICO
A partir del expeller de girasol donado por la empresa COFCO INTL (que posee una planta de

elaboracion de aceites de girasol y soja en la localidad de Saforcada, partido de Junin), en el

grupo de trabajo de la Dra. Maria José Torres del CIT-NOBA se obtuvo una harina desgrasada
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(HDG) mediante trituracion y tamizado con malla de 500 p para eliminar parcialmente las
fibras y enriquecer en proteinas. Luego, se optimiz6 la obtencién de un concentrado proteico
de girasol (CPG) mediante lavados sucesivos de la HDG con solucién de etanol 70% - HCl
(pH 5,0) en bafio de ultrasonido a 25°C (32). El producto final contuvo 50,7% p/p de proteinas

en base seca.

IIL3 HIDROLISIS ENZIMATICA

El CPG fue hidrolizado empleando Cp y Pm en condiciones de pH y temperatura 6ptimas para

cada preparado enzimético.

1I1.3.1 Obtencion de los hidrolizados

Las proteinas contenidas en el CPG se hidrolizaron con los preparados proteoliticos mediante
una relaciéon enzima/sustrato del 5 % (g preparado/100 g CPG) empleando buffer fosfato sédico
0,1 M de pH 6,5 para la Cp y de pH 8 para Pm. Las reacciones fueron llevadas a cabo en bafio
termostético a 45°C bajo agitacion orbital de 100 rpm. Se ensayaron diferentes tiempos finales
de reaccion (0, 5, 10, 30, 60 y 120 min). En cada caso la hidrélisis se detuvo por calentamiento
a bafio maria durante 10 min. En simultineo se realiz6 un control para cada una de las
condiciones de hidrolisis detalladas anteriormente, pero empleando la enzima inactivada
térmicamente (10 min a 100°C previo al ensayo).

La alicuotas obtenidas a distintos tiempos fueron centrifugadas durante 15 min a 7000 g y los

sobrenadantes fueron conservados a -20°C hasta su uso.

I11.3.2 Determinacion de la concentracion de proteinas solubles

Se utiliz6 el método de Bradford que se basa en la formacién de un complejo de coloracién
azul entre los residuos de aminodcidos de las proteinas y el colorante Coomassie Brilliant Blue
G-250 (CBB). El CBB existe bajo dos formas coloreadas, una forma protonada de color
naranja-rojo pélido con absorbancia a 465 nm y la otra azul con absorbancia a 595 nm. Este
colorante se une fuertemente a proteinas interactuando tanto con los grupos cargados
positivamente de las mismas como con sus grupos hidrofobicos. En este entorno de grupos
cargados positivamente, la protonacion del colorante es suprimida, apareciendo un color azul
que absorbe a 595 nm, y que exhibe un alto coeficiente de extincién, lo que le da una alta
sensibilidad a la medida (33).

Se utiliz6é el macrométodo, para lo cual se tomaron 50 uLL de muestra y 2,5 mL de reactivo, se

agito en vortex y se leyo la absorbancia a 595 nm a los 10 min. Para la curva de calibracion se
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usaron las siguientes concentraciones de albimina (ug/mL): 1000, 667, 444, 296, 198, 132, 88.

Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado.

I11.3.3 Determinacion del grado de hidrolisis (GH)

El o-oftaldehido (OPA) reacciona con los grupos aminos primarios de los aminodcidos en
presencia de un compuesto reductor (ditiotreitol, DTT). Como producto de reaccion se genera
un compuesto coloreado detectable a una longitud de onda de 340 nm. Esta medida de
absorbancia permite cuantificar los grupos aminos libres generados durante la hidrélisis y
calcular el GH. Es un método rapido y simple (34).

Para el cilculo del GH se utiliz6 la siguiente férmula:

e Cilculo de %GH: GH % =100 x (NHzt'NHz t:o)/(NHzoo' NHZ t=0)

Donde: el contenido de NH,;y NH,, se determinan a partir de la curva patrén al tiempo
gy

NH; oo = (1/PM promedio de aa) X (1+ fiys) X prot (g/L) x 1000

PM promedio de aa = 130g/mol

fis = 1/25 (para girasol)

1000 (viene de transformar moles en milimoles = miliequivalentes)

I11.3.4 Analisis electroforético (Tricina-SDS-PAGE)

Se empled el sistema electroforético con tricina por ser muy adecuado para la separacion de
polipéptidos y proteinas en el rango de 5 a 100 kDa (Shiagger, 2006). La tricina es utilizada
como i6n de arrastre en el buffer catédico, permitiendo una mayor resolucién de proteinas
pequeiias a menores concentraciones de acrilamida que en el caso del cldsico buffer Tris-glicina

(35).

Preparacion de las Muestras. Las alicuotas fueron tratadas con el buffer de muestra para
electroforesis (Tabla III.1) y se llevaron a ebullicion durante 5 min, luego de lo cual se

centrifugaron por 5 min a 10000 g.
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Buffer de muestra

Tris 1,57 g
SDS 2¢g
Mercaptoetanol S mL
Glicerol 8 mL
Azul de bromofenol 2 mg
Llevar a pH 6,8 con HCI 1 M
AD (AD), c.s.p. 100 mL

Tabla I1I.1. Buffer de muestra para electroforesis

Para la preparacion de los geles se utilizaron los reactivos descriptos en las Tabla I11.2 y II1.3.

Los geles se moldearon con el equipo Mini-Protean 111, Bio-Rad, empleando el soporte provisto

a tal efecto.

Reactivos Gel de Stacking (5%) Gel de Resolucion (14%)
Acril-Bis (30:0,8) 1,32 mL 6,4 mL
Buffer del gel 2,48 mL 4 mL
AD 6,2 mL 0,4 mL
Persulfato de Na 10% 120 uL 100 pL
TEMED 12 pLL 10 uL

Tabla III.2. Reactivos de los geles de electroforesis

Buffer del gel

TRIS 363 ¢
SDS 03¢g
AD, c.s.p. 100 mL

Tabla II1.3. Buffer para la preparacion del gel de electroforesis

Aplicacion de las Muestras y Condiciones de Corrida. Se aplicaron 5 pl de muestra en cada

una de las calles y en los reservorios anddico y catédico se colocaron los correspondientes

sistemas buffer (Tabla I11.4 y IIL.5).

Buffer Catédico

Tris 12,1 ¢
Tricina 179 g
SDS lg
AD, c.s.p 1000 mL

Tabla II1.4. Buffer catdédico



Buffer Anédico

Tris 242 ¢
HCI1 M, c.s.p pH 8,9
AD, c.s.p 1000 mL

Tabla II1.5. Buffer anddico

Las corridas se realizaron a voltaje constante (40 V) durante el apilado, luego se aument6
lentamente hasta 150 V, valor que se mantuvo constante hasta la finalizacion de Ia

electroforesis.

Tincion con Coomassie Brillant Blue G-250. Finalizada la corrida electroforética, los geles
fueron fijados en solucion fijadora (Tabla III.6) durante 30 min y tefiidos por inmersién en
solucién colorante (Tabla III.7) durante toda la noche. Posteriormente se hicieron sucesivos
lavados con agua destilada para eliminar la coloracién de fondo (Tabla I11.8). Esta coloracién

tiene una sensibilidad de 0,2 a 0,5 ug por banda.

Acido acético glacial 100 mL
Metanol 400 mL
AD, c.s.p 500 mL

Tabla III.6. Solucién fijadora de la electroforesis

Acido acético glacial 100 mL
Coomassie brilliant blue R-250 250 mg
AD, c.s.p 900 mL
Tabla II1.7. Solucién colorante
Solucion decolorante
Acido acético glacial 100 mL
AD, c.s.p 900 mL

Tabla II1.8. Solucion decolorante

Para la determinaciéon de los pesos moleculares (PM) de las distintas especies proteicas se
utilizaron como proteinas estdndar una mezcla de proteinas patrones de bajo peso molecular

(14.3 kDa, 20.1 kDa, 30 kDa, 45 kDa, 66 kDa y 97 kDa, Low Protein Markers, GE Healthcare).



I11.3.5 Determinacion de actividad antioxidante
Se utilizé el radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Este radical libre es susceptible

de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un proceso caracterizado por la cesion
de un dtomo de hidrégeno proporcionado por el agente antioxidante.

La reaccion puede seguirse midiendo la disminucién de la absorbancia a 515 nm, dado que el
DPPH posee un espectro de absorbancia caracteristico con un mdximo de absorcién a dicha
longitud de onda, pero su reduccién provocada por un radical o un antioxidante implica una
disminucién en su absorbancia a 515 nm.

Se preparé el reactivo pesando 0,0039 g de DPPH que se disolvié en 100 mL de etanol 96%
agitando en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min.

Para determinar la actividad antioxidante se utilizaron 50 uL de muestra y 1,45 mL de DPPH
para alcanzar un volumen final de 1,5 mL se centrifugo durante 10 min a 2500 g y se determin6
la absorbancia a 515 nm (36). Se calculé la capacidad de inhibicién (%I) de acuerdo a la
férmula:

9%I1=(A-B/A)*100 donde A es la absorbancia del reactivo a 515 nm y B la absorbancia de la

mezcla de reaccion a la misma longitud de onda.

II1.3.6 Actividad antimicrobiana

Se evaluaron los hidrolizados con 3 cepas de referencia: E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC
25923 y P. aeruginosa ATCC 27853.

Cada placa contuvo la cepa de referencia con un disco de amikacina como control interno y la
evaluacion de las muestras.

Las muestras de hidrolizados se suspendieron en 50 uL de agua y se sembraron 15uL en cada

pocillo (3 pocillos evaluados, 1 por cepa).

II1.3.7 Analisis estadistico

Cuando fue necesario analizar la significancia de las diferencias entre los datos se realiz6 un
andlisis estadistico por andlisis de varianza (ANOVA) de una via, empleando los test de

Dunnett mediante el programa GraphPad Prism 10.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 CARACTERIZACION DE LOS PREPARADOS PROTEOLITICOS
IV.1.1 Actividad proteolitica

Con el proposito de conocer la actividad enzimaética de los extractos se determind la actividad
caseinolitica. Para la reaccion, llevada a cabo en condiciones de concentracion de sustrato
saturante, se buscé establecer el periodo de tiempo en que se podia medir la velocidad inicial.
La actividad mostré un comportamiento caracteristico en funcion de la proteasa, la temperatura
y el tiempo de reaccion.

En las figuras IV.1 y IV.2 se representa la absorbancia a 280 nm en funcién del tiempo del

ensayo para dos temperaturas para Cp y Pm, respectivamente.

1.6

y =0,2562x + 0,1526 =
L R2=0,9921 i
1.2

AN

I
[

y =0,1485x + 0,1109
R2=0,9957

Absorbancia (280 nm)

0 1 2 3 4 5

Tiempo (min)
o 35°C 55°C

Figura IV.1. Absorbancia a 280 nm en funcién del tiempo para dos temperaturas de reaccion
con el preparado enzimdtico Cp. Se representa la ecuacién de la recta y su R* para cada

temperatura. Los valores se muestran como la media = DE (n=3).
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Figura IV.2. Absorbancia a 280 nm en funcién del tiempo para dos temperaturas de reaccion
con el preparado enzimdtico Pm. Se representa la ecuacién de la recta y su R? para cada

temperatura. Los valores se muestran como la media = DE (n=3).

De los graficos se puede concluir que de 0 a 5 minutos las reacciones enzimdticas presentaron
un comportamiento lineal ya que sus R? son mayores a 0,99; constatando asi que la V inicial
es igual a la V max con las concentraciones de sustrato y de enzima usados y en las condiciones

de pH y temperatura ensayadas.

Usando los valores obtenidos a los 2min de reaccion se determinaron los valores de actividad
caseinolitica (Tabla IV.1) por mg de muestra liofilizada ensayados a dos temperaturas (35°C y

55°C).
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Tabla IV.1. Actividad caseinolitica (Ucas) por mg de muestra liofilizada de los preparados

enzimaticos.

Cp 35 0,51 0,01
55 1,30 +0,09
Pm 35 0,160 + 0,008
55 0,514 0,008
PER pn, 35 0,102 * 0,002
55 0,230 0,001

Los valores se muestran como la media + DE (n=3).

Comparando la informacién de la Tabla IV.1 se observa que para cada preparado, la actividad
caseinolitica aument6 alrededor de tres veces cuando se aumenté la temperatura de 35°C a
55°C.

Por otro lado, Cp presenté aproximadamente 5 veces mds actividad que Pm para cada
temperatura ensayada.

Se observa también que al realizar la purificacion parcial de Pm (PERpnm) la actividad
enzimdtica disminuyd, esto es probablemente debido a los pasos de precipitacion y
resuspension en los cuales pudo haber ocurrido desnaturalizacidn y la consecuente pérdida de

la actividad enzimadtica. Para los siguientes ensayos se decidié emplear el Pm en vez de PERpn.

IV.1.2 Determinacion de la concentracion de proteinas

Se construy6 una curva de calibracién con seroalbimina bovina como proteina patrén para

establecer la concentracion de proteinas solubles en los preparados enziméticos (Figura I'V.3).
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Figura IV.3. Curva de calibracion para determinar proteinas por el método de Bradford.
Absorbancia en funcién de la concentracion de seroalbimina bovina. Se representa la
ecuacion de la recta y su R%. Los valores se muestran como la media + DE (n=3).

Del grifico se comprueba que existe linealidad entre las concentraciones ensayadas (R? =
0,9892). Con estos valores y los de la actividad enzimatica de la Tabla IV.1 se pudieron calcular

las actividades especificas (Ucas/mg de proteina) de los preparados enziméticos (Tabla IV.2).

Tabla IV.2. Actividades especificas de los preparados proteoliticos de Cp y Pm y concentracion
de proteinas. Media + DE.

Cp 86 +13 5,8+0,9
Pm 19 +4 53+1,1

Los valores se muestran como la media = DE (n=3)

Si bien las actividades especificas son similares para Cp y Pm, la concentracion de proteinas

por mg de liofilizado es notablemente mayor para Cp.

Los resultados obtenidos de la actividad especifica y los ug proteina/mg liofilizado de los
preparados de Cp y Pm son los esperados si se los compara con los de la bibliografia citada

(Tabla I1.1).
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IV.2. OBTENCION Y CARACTERIZACON DE LOS HIDROLIZADOS

IV.2.1. Determinacion de la concentracion de proteinas solubles

Se construy6 una curva de calibracién con seroalbimina bovina como proteina patrén (Figura

IV.4).

1.400
&

/g 1.200
= 1000 y = 0,0009x + 0,5134
o R2 = 0,988
v
~ 0.800
<
o v—
Q
S - 0.600
<
5
E 0.400
< 0.200

0.000
-100 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentracion de albumina (ug/mL)

Figura IV 4. Curva de calibracién de Bradford. Absorbancia en funcidn de la concentracién de
seroalbiimina bovina. Se representa la ecuacién de la recta y su R%. Los valores se muestran

como la media + DE (n=3).

Del gréfico de la Figura IV.4 se comprueba que existe linealidad entre las concentraciones
ensayadas (R?=0,988), por lo que se usé dicha curva de calibracién para calcular las
concentraciones de proteinas solubles del CPG y los hidrolizados de CPG obtenidos a distintos

tiempos con los preparados proteicos Cp (Figura IV.5) y Pm (Figura IV.6).
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Figura IV.5. Concentraciéon de proteinas en funcidon del tiempo de hidrélisis con Cp. Los

valores se muestran como la media + DE (n=3).

Del grafico de la Figura IV.5 se observa que si bien CPG posee una solubilidad inicial de
alrededor de 1000 ug proteinas/m , luego de la incubacién con Cp la solubilidad aumenta
progresivamente hasta alcanzar a los 30 min valores de alrededor de 1800 ug proteinas/mL que
se mantienen constantes a lo largo de las 2h de incubacién. El aumento de solubilidad se puede
atribuir a la degradacidén enzimdtica porque el blanco de reaccién (Blanco) no muestra un

aumento de solubilidad con el tiempo.

En el gréfico de la Figura IV.6 se observa que CPG posee una solubilidad inicial de alrededor
de 900 pg proteinas/mL y luego de la incubacién con Pm la solubilidad aumenta alcanzando
valores de alrededor de 1800 ug proteinas/mL que se mantienen constantes a partir de los 30

min de incubacidn.
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Figura IV.6. Concentracién de proteinas en funcidon del tiempo de hidrélisis con Pm. Los

valores se muestran como la media = DE (n=3).

El aumento de solubilidad nuevamente puede ser atribuido a la degradacién enziméatica porque

el blanco de reaccién no muestra un aumento de solubilidad con el tiempo.

Al comparar las solubilidades entre los hidrolizados obtenidos con Cp y Pm se puede decir que

en ambos preparados enzimaticos muestran el mismo efecto sobre el CPG.

IV.2.2. Determinacion del grado de hidrélisis (GH)

El avance de la reaccion de hidrélisis se determina cominmente con el GH, que representa la
proporcion de enlaces peptidicos escindidos en los enlaces peptidicos de la proteina expresados
en porcentaje.

En la Figura I'V.7 se muestra el GH de los hidrolizados de CPG con los preparados enziméticos

Cp y Pm, usando el método de medicion de aminas libres por OPA (ver seccion I11.3.3).
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Figura IV.7. Seguimiento de la reaccion mediante la medicién de grupos aminos libres por

OPA. Los valores se muestran como la media + DE (n=3).

Como se puede observar en el grafico de la Figura IV.7, a medida que transcurre el tiempo de
reaccion el GH aumenta al inicio (entre los 10 y 30 min), siendo dicho incremento mas

pronunciado para Pm, luego de lo cual se mantiene en valores constantes de alrededor de 5%.

Segtn trabajos realizados con aislados de proteinas de girasol (37) el GH estaria relacionado
con la solubilidad. El aumento del valor del GH mejoraria la solubilidad de proteinas vegetales
que fueron previamente sometidas a hidrélisis enzimatica. La mayor solubilidad de los
hidrolizados en comparacién con la de las proteinas iniciales se explicaria principalmente por
la liberacidn de grupos funcionales polares a partir de la escision de los enlaces peptidicos, esto
estd asociado con una modificacion de la estructura de la proteina y la exposicion al solvente
acuoso de grupos funcionales polares inicialmente ocultos en la proteina nativa. Se ha
reportado que la hidrélisis mejora significativamente la solubilidad aun para GH bajos y de
manera independiente de la proteasa aplicada, se consigna que la solubilidad aument6 el doble
para valores de GH bajo. Los hidrolizados obtenidos con enzimas comerciales: Alcalasa GH
8%, 10% y 12%, y con Prolyve GH 12%, fueron casi totalmente solubles a pH 6,0, lo que es

prometedor para su uso potencial en muchas aplicaciones alimentarias (38).
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IV.2.3 Analisis electroforético (tricina-SDS-PAGE)

En la Figura IV.8 se muestran los perfiles electroforéticos para los diferentes tiempos de

hidrdlisis con Cp.

O H5 H10 H30 H60O P H120
! L . \ y "

Figura IV.8. Electroforesis tricina-SDS-PAGE de la reaccion de hidrélisis de Cp.0: control,
CPG sin hidrolizar. HO, HS, H10 , H30, H60 y H120: corresponden a los tiempos de

hidrélisis de 5, 15, 30, 60 y 120 min, respectivamente. P: Patrones de peso molecular.

En los hidrolizados se puede apreciar una notable degradacion de las bandas cercanas al patrén

de 67 kDa que estdn presentes en el blanco de reaccién (CPG sin hidrolizar), mientras que
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aparece una banda notoria cercana a los 45 kDa y otras de menor peso molecular, evidenciando

que hubo una notoria hidrélisis de las proteinas del CPG.

IV.2.3. Determinacion de actividad antioxidante
En las Figuras IV.9 y IV.10 se representan las actividades antioxidantes de los hidrolizados

obtenidos con Cp y Pm en comparacion con sus respectivos blancos de reaccion (Blanco).
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Figura IV.9. Actividad antioxidante del hidrolizado obtenido con Cp. Los valores se muestran
como la media + DE (n=3). Test de Dunnettt: ****p < 0,0001.
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Figura IV.10 Actividad antioxidante del hidrolizado con Pm. Los valores se muestran como
la media + DE (n=3). Test de Dunnettt: ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Los resultados de los gréaficos muestran que en ambos hidrolizados se obtuvo actividad
antioxidante pero los hidrolizados obtenidos con Cp presentan valores muy superiores con
respecto a los hidrolizados obtenidos con Pm. Ademads, con Cp se obtuvo actividad antioxidante
desde el primer tiempo de incubacién (Smin) que se mantuvo constante (alrededor del 60%)
hasta los 120 min, mientras que para Pm solo los tiempos de 60 y 120 min presentan actividad

antioxidante significativamente diferente respecto de los blancos de reaccion.

Las propiedades antioxidantes de los péptidos estdn relacionadas con su composicion,
estructura e hidrofobicidad. Los aminodcidos con residuos aromadticos por ejemplo pueden
donar protones a radicales con deficiencia en electrones. Esta propiedad favorece la propiedad
atrapadora de radicales de los residuos de aminodcidos. Ademds de la presencia de los
aminodcidos adecuados, su correcta posicion en la secuencia del péptido juega una funcién
importante en la actividad antioxidante de los péptidos (40). Se ha reportado que la actividad
antioxidante de los hidrolizados del gluten del maiz estaba muy relacionada con la
concentracion y el peso molecular de los hidrolizados y la actividad antioxidante de péptidos

de entre 500-1500 Da era més elevada que la de péptidos por encima de 1500 Da (39).

IV.2.4. Determinacion de actividad antimicrobiana

Debido a que la actividad antimicrobiana estd asociada a péptidos de pequefio PM, se continu6
la hidrdlisis de los hidrolizados obtenidos con Cp y con Pm mediante la inclusién de una
exopeptidasa de origen comercial (Flavourzyme) segin los protocolos que se detallan a
continuacion:

1-Blanco de hidrolizado de 60 min con Cp, incubado luego 1h a 50°C con flavourzyme (3%)
inactivada térmicamente (Smin a 100°C).

2-Hidrolizado de 60min con Cp, incubado luego 1h a 50°C con flavourzyme (3%).

3-Blanco de hidrolizado de 60min con Pm, incubado luego 1h a 50°C con flavourzyme (3%)
inactivada térmicamente (5Smin a 100°C).

4-Hidrolizado de 60min con Pm , incubado luego 1h a 50°C con flavourzyme (3%).

A estas muestras se les determiné el GH (Figura IV.11).
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Figura IV.11. Grado de hidrdlisis para los hidrolizados obtenidos por combinacién de enzimas

(Cp, Pm y Flavouryzime). Los valores se muestran como la media £ DE (n=3).

Se puede observar un aumento del GH cuando los hidrolizados obtenidos con Cp y Pm fueron
sometidos a un nuevo proceso enzimatico (2 y 4, respectivamente), siendo en ambos casos
significativamente mayores respecto de los blancos correspondientes (1 y 3, respectivamente).
Esta nueva hidrolisis ayudaria a obtener diversidad y péptidos de menor PM, por lo que se
decidi6 evaluar la posible accion antimicrobiana. Para ello se usaron 3 cepas de referencia: E.
coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa ATCC 27853.

En la figura IV.12 se observan las placas de siembra con las muestras de los hidrolizados.

)
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Figura IV.12. Placas de ensayo con las muestras de los hidrolizados.

Las muestras no mostraron ningun efecto inhibitorio.

Como las propiedades de los hidrolizados dependen del tipo de enzima utilizada, el grado de
hidrélisis, las condiciones ambientales y el pretratamiento del sustrato es posible que al cambiar
alguna de estas variables de los ensayos realizados se pueda llegar a encontrar algin
hidrolizado que pueda llegar a tener actividad antimicrobiana como se vio en la bibliografia

consultada.
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V. CONCLUSIONES

Preparaciones proteoliticas de origen vegetal obtenidas a partir de frutos de C. papaya y P.
macrodontes fueron caracterizadas y empleadas para hidrolizar proteinas de girasol, un

subproducto de la industria aceitera.

La hidrélisis del concentrado de proteinas de girasol se llevé a cabo con ambas preparaciones
proteoliticas, empleando diferentes tiempos de reaccion y determinado en cada caso el GH, la
solubilidad y el poder antioxidante. Los GH alcanzados fueron inferiores al 5%, sin embargo
se logr6 aumentar a mas del doble la solubilidad y se detectd actividad antioxidante. Para
ensayar la actividad antimicrobiana se obtuvieron hidrolizados con mayor grado de hidrélisis,

pero los resultados fueron negativos para las cepas ensayadas.

A lo largo del desarrollo del trabajo final se emplearon diversas herramientas de bioquimica y
equipamiento basico que forma parte de un laboratorio de investigacion. De esta manera se ha
logrado obtener entrenamiento y destreza para el trabajo experimental, asi como en la
redaccion y el andlisis de los resultados, empleando métodos estadisticos y bibliografia soporte

adecuada.
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