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tenciales biomarcadores de cada especie animal. El
presente trabajo se ha centrado en la seleccion de
un péptido biomarcador para detectar la presencia
de pollo en mezclas de carne. Como criterios de
seleccion se tuvo en cuenta que el péptido elegido
fuera especifico de la especie aviar, asi como que
su deteccion fuera posible aun en aquellos casos
en los que la carne de pollo esté presente en bajas
cantidades en el producto. De este modo, se llevo
a cabo el protocolo de trabajo de la Figura 1 em-
pleando una mezcla de carne conteniendo un 1%
de pollo en carne de cerdo. Después de realizar la
hidrolisis con tripsina de las fracciones OFFGEL 3
y 4 (Figura 2), el andlisis mediante LC-ESI-MS/MS
de los péptidos generados permitio la identificacion
del péptido biomarcador e specifico de la especie
aviar *’ALGQNPTNAEINK* procedente de MLC3.
La cuantificacion de este péptido en mezclas de
carne conteniendo distintos porcentajes de carne
de pollo (0, 0,5, 1,2, 5y 10 %) se realizé mediante
la adicién de su homologo marcado con isotopos
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estables (+7 Da) al extracto enriquecido en MLC3
después del fraccionamiento en OFFGEL (Figura
1). De este modo se obtuvo una buena correlacion
lineal (R?=0,9921) entre el porcentaje de carne de
pollo afadido a la mezcla y la cantidad del péptido
biomarcador seleccionado, determinada por LC-
ESI-MS/MS. El método desarrollado en el presente
trabajo es preciso y sensible, ademas de ser fiable en
el analisis de alimentos sometidos a un tratamiento
térmico elevado. Los resultados obtenidos permiten
afirmar que la aproximacién protedmica puede ser
una alternativa de interés a los métodos empleados
actualmente para resolver el problema de la deter-
minacion de las especies carnicas.
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Resumen

El objetivo principal de este trabajo se ha cen-
trado en la generacion de péptidos inhibidores de
la Enzima Convertidora de Angiotensina I (ECA)
después de la digestion de carne de cerdo mediante
la accidn secuencial de pepsina y pancreatina, si-
mulando las condiciones del sistema digestivo. El
hidrolizado fue analizado directamente mediante
nanoLC-ESI-MS/MS, estudiando seguidamente las
secuencias obtenidas a partir de los espectros MS/
MS. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto
el potencial de las proteinas de la carne de cerdo
como fuente de péptidos antihipertensivos después
de la digestion gastrointestinal.

Estudios recientes han demostrado el potencial
de la carne de cerdo al generar péptidos biologica-
mente activos con capacidad para regular numero-
sos procesos en el organismo [1], lo que otorga a la
carne un valor afladido. En trabajos anteriores se han
descrito péptidos con accidon antioxidante, antimi-
crobiana o antihipertensiva por ejemplo [2]. La ac-
cion antihipertensiva ejercida por algunos péptidos
es debida a su capacidad para inhibir la actividad
ECA. En el presente estudio, se ha investigado la
posibleactividad inhibidora de la ECA de los pépti-
dos generados en la digestion de las proteinas del
musculo esquelético del cerdo por accién de las
enzimas gastrointestinales. El proceso de digestion
fue simulado in vitro usando pepsina y pancreatina
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de manera secuencial. El hidrolizado obtenido fue
posteriormente analizado mediante nanoLC-ESI-
MS/MS utilizando un sistema Ultimate nano-LC
acoplado a una fuente de iones nanoelectrospray y
un espectrometro de masas cuadrupolo-tiempo de
vuelo (Q-TOF) QSTAR XL. Todos los espectros
MS/MS fueron interpretados utilizando los algorit-
mos MASCOT y Paragon. De este modo se lograron
identificar una buena parte de los péptidos presentes
en el hidrolizado; sin embargo, s6lo aquellos con los
requerimientos de tamafio y estructura adecuados
para ser potenciales inhibidores de la ECA fueron
sintetizados. La actividad inhibidora de la ECA de
los péptidos sintetizados se realizd segun el método
desarrollado por Sentandreu y Toldra [3].

Los péptidos que se identificaron en el hidro-
lizado y fueron posteriormente sintetizados para
conocer su capacidad de inhibir la actividad ECA
se muestran en la Tabla 1. A modo de ejemplo, en la
Figura 1 se muestra el espectro de MS/MS corres-
pondiente al péptido KAPVA.
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Figura 1. Espectro MS/MS del ion 527.32'" obtenido del
andlisis del hidrolizado de cerdo mediante nanoLC-ESI-MS/
MS. Se muestran los iones y y b encontrados por MASCOT
(resaltados en negrita).
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Este pentapéptido mostr6 la mayor inhibicion
de la actividad ECA con un valor de IC, de 46.56
uM. KAPVA contiene una alanina en posicion C-
terminal. Este amino acido parece desempefiar un
papel importante en su unién con la ECA [4]. La
presencia de prolina en la antepenultima posicion
del extremo C-terminal también parece promover
la unién del péptido con la enzima [5]. Por su parte,
el péptido PTPVP también mostrd una notable in-
hibicig’m de la ECA, con un valor de IC, de 256.41
uM. Este péptido contiene un residuo de prolina
en ultimo y antepenultimo lugar (Tabla 1). El res-
to de secuencias ensayadas mostraron moderada
inhibicion de la ECA. Se sabe que los péptidos de
pequefio tamafio presentan una mayor facilidad para
ser absorbidos en el tracto intestinal que los pépti-
dos grandes [6]. Ademas, los péptidos que contie-
nen prolina son generalmente mas resistentes a la
digestion enzimatica [7]. En consecuencia, cabe
esperar que los pentapéptidos KAPVA'y PTPVP que
mostraron una notable inhibicion de la ECA y que
ademas contienen residuos de prolina en sus secuen-
cias, puedan mostrar una actividad antihipertensiva
in vivo [8]. Los resultados obtenidos sugieren que
la digestion fisiologica de las proteinas de la carne
de cerdo puede promover la generacion de péptidos
bioactivos, apoyando la idea de que la carne de
cerdo puede ser una buena fuente de constituyentes
saludables. No obstante, son necesarios estudios in
vivo para demostrar si los péptidos identificados
pueden ejercer una accion antihipertensiva real.
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Tabla 1. Identificacion de péptidos presentes en el hidrolizado de proteinas mediante nanoLC-ESI MS/MS, obtenido por
digestion enzimdtica de la carne de la carne de cerdo. La actividad inhibidora in vitro de la ECA estd expresada como IC.,
(concentracion de péptido necesaria para inhibir el 50% de la actividad ECA original).

tietmpo . proteina origen de cerdo s IC50

de masa calc masa obs secuencia . posicion

. (NCBI accesion no. ) (M)
retencion

252 589,29 589,96 MMVPI cytocromo P450 3A46 (NP001128296) 394-398 >1000
28,54 44526 446,26 IGGSI beta-actina (ABI29185) 343-347 n.a*

31,6 526,31 527,32 KAPVA titina (XP001925902) 4784-4788 46,56
35,43 509,28 511,33 PTPVP titina (XP001925902) 4216-4220 256,41
36,01 519,27 520,28 YPGIA beta-actina (ABI29185) 308-312 n.a
36,89 526,32 527,32 NIIPA GAPDH® (ABI29187) 203-207 >1000
47,18 650,32 651,33 MYPGIA beta-actina (ABI29185) 307-312 641,02
59,06 569,34 570,35 VIPEL GAPDH (ABI29187) 218-222 799,24
60,35 603,35 604,36 INDPF GAPDH (ABI29187) 31-35 n.a
64,87 569,34 570,36 VLPEI titina (XP001925902) 4316-4320 >1000

*Actividad inhibidora de la ECA no encontrada. *Gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa
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